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1 Einleitung

1.1 Membranproteine

1.1.1 Allgemeine Bedeutung der Membranproteine

Die Bedeutung der Membranproteine lasst sich anhand einer einzigen Zahl feststel-
len: 60 %. Denn 60 % aller Drug Targets, also der Zielstrukturen fiir Medikamente im
Korper, sind Membranproteine [1,2]. Das Interesse an Membranproteinen fir die Arz-
neimittelforschung und damit fiir die Gesundheit des Menschen ist immens.

Schon frith wurde erkannt, dass Arzneimittel im Korper an bestimmte Zielstrukturen
binden. So postulierte der Physiologe John Newport Langley 1905, dass Nikotin und
Curare an eine ,rezeptive Substanz“ in Muskelzellen binden [3]. Paul Ehrlich formu-
lierte 1907 als Erster die Existenz von ,Chemorezeptoren® [4,5]. Das lange giiltige
Konzept der Rezeptoren und ihrer Wechselwirkungen mit Liganden wurde von Alfred
Joseph Clark [6] verfeinert und wurde erst zu Beginn der 80er Jahre, als die ersten
Rezeptoren kloniert wurden [7], von einer genaueren Vorstellung tiber die Membran-
proteine abgelost. Computergestiitzte Voraussagen ergeben, dass Membranproteine in
etwa 20-30 % eines typischen Genoms darstellen [8]. Entsprechend grof§ ist ihre Be-
deutung fiir den jeweiligen Organismus, stellen sie doch die Verbindung zwischen dem
Inneren und dem Aufleren der Zelle dar: Sie transportieren Ionen, Metabolite, Prote-
ine und RNA, sie erhalten Signale und leiten sie weiter, sie halten den Zellverbund
zusammen oder heften die Zelle an der Extrazellularmatrix fest, sie regulieren den
intrazelluldren Vesikel-Transport, bestimmen die Lipid-Zusammensetzung der Mem-
bran, erhalten die Form von Zellorganellen aufrecht und vieles mehr [9]. Entsprechend
vielfaltig sind Membranprotein-assoziierte Krankheiten: Defekte Ionenkanéle konnen
Nerven- und Herzkrankheiten auslosen [10-13], Farbenblindheit wird hervorgerufen
durch nicht funktionierende Photorezeptoren im Auge [14], Wasserkanéle (Aquapori-

ne) konnen nicht nur in der Niere, sondern auch beim Schlaganfall kritisch sein [15].
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Membranproteine miissen mit ihrer Struktur die Schwierigkeit tiberwinden, sowohl hy-
drophobe als auch hydrophile Bereiche zu iiberbriicken. Die Natur hat dieses Problem
mit nur zwei Moglichkeiten der Proteinfaltung gelost. Alle Membranproteine sind aus
a-Helix- oder p-Faltblatt-Strukturen aufgebaut. Diese erlauben es, dass die Proteine
hydrophobe Bereiche ausbilden konnen, mit denen sie sich in die Membran integrieren.
Faszinierenderweise kann gleichzeitig das Innere des Proteins so hydrophil sein, dass
es Wasser oder Ionen leiten kann [9].

Trotz der Tatsache, dass ein Grofiteil unserer heute existierenden Medikamente ein
Membranprotein als Zielstruktur hat, ist iiber eben diese noch sehr wenig bekannt.
Auch wenn inzwischen das gesamte menschliche Genom entschliisselt ist, bedeutet die
Kenntnis der Aminoséduresequenz noch lange nicht, dass die Struktur des Proteins
bekannt ist [16]. Eine hochauflosende Tertiar-bzw. Quartarstruktur ist nur erhéltlich,
wenn das Protein kristallisiert und dann Rontgen-diffraktometrisch untersucht wird.
Nur ca. 1% aller bislang kristallisierten Proteine sind jedoch Membranproteine [9].
Diese sehr geringe Zahl macht es dem modernen computergestiitzten Drug Design
schwer, neue Wirkstoffe zu entwerfen. Ein 16sliches Protein zu kristallisieren dauert,
begonnen bei der Klonierung, im Schnitt drei Jahre. Bei Membranproteinen kann dies
viel mehr Zeit in Anspruch nehmen, mit weniger Aussicht auf Erfolg [16]. Griinde
dafiir sind zum einen die spezielle amphiphile Struktur dieser Proteinklasse, zum an-
deren ist es besonders schwierig, Membranproteine in grofleren Mengen zu gewinnen.
Dies hangt damit zusammen, dass sie sich in vivo hdufig sehr schlecht produzieren

lassen [16].

1.1.2 Spezielle Membranproteine: Aquaporine

Das erste funktionelle Aquaporin (AQP) wurde von Peter Agre zufillig bei der Un-
tersuchung von Rhesusproteinen in Erythrozyten entdeckt [17]. Im Jahre 2003 erhielt
er daftir den Nobelpreis fiir Chemie. Aquaporine sind hochselektive Wasserkanéle,
welche bis zu 3 Milliarden Wassermolekiille pro Sekunde entlang einem chemischen
oder osmotischen Gradienten leiten konnen. Dies entspricht der freien Diffusion von
Wasser [18]. Wasser kann zwar auch so in einem gewissen Umfang die Zellmembran
passieren, jedoch ist dafiir eine sehr hohe Aktivierungsenergie notwendig [17]. Dies
ist fiir viele physiologische Prozesse, wie z.B. der Wasser-Reabsorption in der Niere,

alleine nicht ausreichend [19,20]. Spéter wurde entdeckt, dass auer den ausschlieflich
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Wasser leitenden orthodoxen Aquaporinen, einige Aquaporine auch kleine ungeladene
Solute, wie Glycerol und Harnstoff, leiten kénnen. Diese werden als Aquaglyceroporine
bezeichnet [21,22]. Der Mensch besitzt 13 Aquaporine, von denen die Aquaporine 0,
1, 2,4, 5, 6 und 8 orthodoxe Aquaporine sind, die Aquaporine 3, 7, 9 und 10 Aqua-
glyceroporine [23]. Die Aquaporine 11 und 12 scheinen zu einer eigenen Gruppe zu
gehoren [24]. Aquaporine besitzen insgesamt sechs Transmembranspannen, die beiden
Termini liegen jeweils intrazellular. Die sechs Helices werden von fiinf Schleifen ver-
bunden, von denen zwei die Membran nicht vollstandig durchqueren und dementspre-
chend zwei Halbhelices ausbilden (s. Abb. 1.1) [23]. Die Sequenzahnlichkeiten innerhalb
des Proteins lassen die Vermutung zu, dass die Aquaporine aus einer Genduplikation
entstanden sind [25]. Aufgrund ihrer Sanduhr-édhnlichen Form wurden die Aquapo-
rine friher haufig mit dem hourglass-Modell beschrieben [26]. Im Jahr 2000 wurden
die ersten cryo-elektronenmikroskopischen Aufnahmen des AQP1 gemacht [27], inzwi-
schen sind einige Aquaporine kristallisiert [28-30]. In der Zellmembran lagern sich die
meisten Aquaporine zu Tetrameren zusammen, der Wasser- und Solutstrom erfolgt
jedoch durch die Poren der Monomere [31]. Teilweise existieren Hinweise auch auf eine

Funktion der zentralen Pore [32].

Wiederholung 1 Wiederholung 2

extra-
zellular

intra-
zellular

NH;

COOH

Abbildung 1.1: Allgemeiner Aufbau der Aquaporine. Die Membranhelices 1-6 sind
iiber die Loops A-E miteinander verbunden. Die Halbhelices HB und
HE auf den Schleifen B und E lagern sich zu einer Pseudohelix zusam-
men und bilden dabei an ihrer Berithrungsstelle die NPA-Region aus.
Abbildung in Anlehnung an [25].
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Aquaporine zeichnen sich durch zwei hochkonservierte Engstellen aus: die aromatische
Arginin-Region (ar/R) am extrazelluliren Ende der Pore und die NPA-Region, welche
durch die Asparagin-Reste des NPA-Motivs (Asparagin, Prolin, Alanin) am Ende der
beiden Halbhelices in der Mitte der Pore ausgebildet wird [33,34]. Die ar/R-Region
sorgt bei den orthodoxen Aquaporinen fiir den Ausschluss von grofleren ungeladenen
Molekiilen, auBerdem ist sie fiir den Ausschluss von Protonen zustindig. Die NPA-
Region hingegen ist in erster Linie fiir den Ausschluss von Kationen zustédndig und

wirkt unterstiitzend beim Ausschluss von Protonen [35].

Das Dictyostelium discoideum Aquaporin B (DdAqpB)

Von Biilow et al. gelang 2012 in diesem Arbeitskreis die funktionelle Charakterisie-
rung des DdAqpB. Da die zuvor entdeckten putativen Aquaporine wacA und AgpA
nicht auf ihre Wasser- oder Glycerolleitfahigkeit untersucht wurden [36,37], ist es so-
mit das erste funktionelle Aquaporin aus dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum.
Dieser ist ein etablierter Modellorganismus fiir Chemotaxis [38] und dient in diesem
Zusammenhang der Fragestellung, ob Aquaporine an der Zellwanderung beteiligt sind.
Wahrend der DdAqpB-Wildtyp keine signifikante Wasserleitfahigkeit besitzt, konnte
gezeigt werden, dass bei Deletion der Aminosauren 208-219 im D-Loop, das Protein zu
einem Wasser leitenden Kanal wird. Somit liegt vermutlich ein durch diesen Teil des
Proteins hervorgerufener Gating-Mechanismus vor, der jedoch noch nicht weiter un-
tersucht ist. Das DdAqpB konnte in allen Stadien des Lebenszyklus von Dictyostelium
discoideum nachgewiesen werden und wurde sowohl in der Plasmamembran als auch
in innerzelluldaren Vakuolen und Lamellipodien-artigen Ausstiilpungen lokalisiert [39].
Desweiteren vermuten wir, dass das DdAqpB teilweise glykosyliert vorliegt. Dies ist
insofern von Bedeutung, als dass eine Glykosylierung groflien Einfluss auf die physi-
kochemischen Eigenschaften des Proteins ausiiben kann: Die Proteolyseeigenschaften
konnen verandert sein, ebenso die Loslichkeit und Stabilitdt des Proteins, sowie die
Form und die Erkennung durch andere Proteine [40]. Auch bei der Proteinprodukti-
on und -prozessierung haben Zuckerreste einen Einfluss [41]. Was besonders fiir das
DdAqgpB interessant ist, ist die Tatsache, dass Glykosylierungen durchaus an Gating-

Mechanismen beteiligt sein konnen [42].
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Das Plasmodium falciparum Aquaporin (PfAQP)

Das Aquaporin aus dem Malaria-Erreger und intrazellularen Parasiten Plasmodium
falciparum (PfAQP) hat die ungewohnliche Eigenschaft, sowohl Wasser als auch Gly-
cerol genauso effizient zu leiten, wie sonst nur orthodoxe Aquaporine, bezichungsweise
Glycerol-Kanéle. Die Griinde hierfiir sind seit der Existenz der in Abb. 1.2 darge-
stellten Kristallstruktur bekannt. Das PfAQP ist eines der seltenen Aquaporine, bei
dem nicht nur eine, sondern beide NPA-Regionen veréndert sind (NLA und NPS). In
Bezug auf Porenweite und Aminosidure-Zusammensetzung gleicht das PfAQP einem
klassischen Aquaglyceroporin. Es besitzt jedoch gleichzeitig die Féahigkeit, am kon-
servierten Arginin ein Wasserstoffbriicken-Netzwerk auszubilden, welches die schnelle

Passage von Wasser erlaubt [30].

Abbildung 1.2: Kristallstruktur des PfAQP. Abbildung aus der RCSB Protein Data
Bank (3C0O2) [30].

Das humane Aquaporin 3 (hAQP3)

Das hAQP3 ist ein Aquaglyceroporin, welches in der Niere, der Lunge, im Auge und der
Haut vorkommt [43-46]. Eine besondere Rolle spielt es in der Haut. Dort sind Wasser-
und Glyceroltransport durch das hAQP3 fiir den Hydratisierungszustand der Haut
zustandig. Ebenso spielt es eine Rolle beim Wassertransport wahrend der Zellmigration
und im Glyceroltransport fiir den Lipid- und ATP-Metabolismus. Dieser ist wichtig fiir
Zellproliferation, -differenzierung und Wundheilung [47]. Wahrscheinlich aus diesem
Grund ist das hAQP3 auch mit der Entstehung von Hautkrebs assoziiert [48].
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1.2 Die zellfreie Proteinsynthese

Schon in den frithen 60er Jahren wurden von Marshall W. Nirenberg und Heinrich
Matthaei wichtige Meilensteine in der Geschichte der zellfreien Proteinsynthese ge-
setzt, als sie in vitro zeigen konnten, wie mRNA in funktionelle Polypeptide transla-
tiert wird [49,50]. Damals diente das System noch vornehmlich der Aufklérung des
Entstehens von Proteinen aus in DNA codierten Informationen [51]. Seitdem hat sich
die Technik rapide verbessert und stellt heute vor allem eine wichtige Alternative zu
den klassischen in vivo-Proteinproduktions-Systemen dar. Das Prinzip basiert auf der
Erkenntnis, dass die Zellintegritat keine Voraussetzung fiir ein Funktionieren von Tran-
skription und Translation ist, dementsprechend kann im Prinzip ein Lysat jeglichen
Organismus als Basis fiir die zellfreie Proteinsynthese dienen [50]. Der entsprechende
Extrakt liefert die notwendigen Ribosomen, Translationsfaktoren und weitere Fakto-
ren wie Aminoacyl-tRNA-Synthetase [52]. Diejenigen Extrakte, welche sich im Laufe
der Zeit am starksten durchgesetzt haben, sind der E. coli-Extrakt, der Weizenkeim-
extrakt und der Kaninchen-Retikulozyten-Extrakt [53]. Wéhrend im E. coli-basierten
System und im Weizenkeim-System aufler der Ausbildung von Disulfidbriicken keine
posttranslationalen Modifikationen vorkommen, gibt es Hinweise iiber Glykosylierun-
gen bei Einsatz des Kaninchen-Retikulozyten-Extraktes [54,55]. Am standardisiertes-
ten und am einfachsten in der Herstellung ist zur Zeit der S30-E. coli-Extrakt, der
deshalb auch in dieser Arbeit verwendet wurde [56]. Viele pro- und eukaryotischen

Proteine wurden mit diesem schon erfolgreich hergestellt [56].

1.2.1 Vor- und Nachteile der zellfreien Proteinsynthese

Die Vorteile der zellfreien Proteinsynthese gegeniiber den klassischen in vivo-Protein-
produktions-Systemen sind vielfaltig. Zunachst konnen mit sehr kleinen Reaktions-
ansitzen im Milliliter-Mafistab Proteinmengen im Milligrammbereich gewonnen wer-
den [57]. Desweiteren eignet sich das System vor allem auch fiir Proteine, welche in
vivo nur schwer produziert werden konnen. Dazu gehoren aufler toxischen Proteinen
vor allem die Membranproteine. Membranproteine sind — hergestellt in F. coli, Hefe
oder anderen Zellen — meist nicht mit deren Zellphysiologie kompatibel, werden durch
proteolytische Kontrollsysteme abgebaut oder verstopfen die Translokationssysteme.

Dies fithrt zum Absterben der Zellen und damit zu geringen Ausbeuten oder zur Aus-
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bildung sogenannter Inclusion Bodies mit grofitenteils denaturiertem Protein, welches
sich, wenn iiberhaupt, oft nur mit sehr starken Detergenzien wieder entfalten lésst [56].
Bei Membranprotein-Screenings im zellfreien Synthesesystem wird hingegen eine Fr-
folgsrate von in etwa 80 % geschétzt [57]. In Anbetracht der Tatsache, dass eines der
groflen Hindernisse bei der Strukturaufklarung von Membranproteinen deren geringe
Verfiigbarkeit ist, wird deutlich, wie relevant diese Technik fiir die Zukunft ist.

Ein weiterer grofler Vorteil ist die geringe Hintergrundproduktion. Wahrend der Her-
stellung wird der S30-F. coli-Extrakt kurz einem Salz- und Temperaturschock unter-
worfen. Dies bedingt das Abdissoziieren von endogener mRNA und deren anschlieffen-
de Desintegration. Die Hintergrundproduktion kann so extrem gering gehalten werden.
Dies wird weiterhin dadurch unterstiitzt, dass die hochspezifische T7-RNA-Polymerase
eingesetzt wird. Diese erkennt ausschlieflich die auf dem Plasmid vor dem zu exprimie-
renden Gen codierte T7-Sequenz und stellt somit sicher, dass fast nur das gewiinschte
Protein produziert wird [52].

Ein weiterer wichtiger Faktor ist auch, dass das System dem Experimentator komplett
zugénglich ist. Dies bietet Ansatz fir vielfaltige Moglichkeiten der Manipulation. Auf
der einen Seite kann als Template sowohl Plasmid-DNA als auch PCR-Produkt oder
mRNA in das System gegeben werden. Weiterhin sind proteinstabilisierende Zusét-
ze moglich, wie zum Beispiel Protease-Inhibitoren, solubilisierende Detergenzien oder
Liposomen, Chaperone, Kofaktoren oder sonstige [57,58]. Auf der anderen Seite be-
steht auBlerdem die Moglichkeit, auch direkt das Endprodukt zu manipulieren. Durch
den einfachen Austausch bestimmter Aminosduren im Reaktionsgemisch, konnen die
Proteine z.B. mit stabilen Isotopen markiert werden, was fiir NMR-Untersuchungen
interessant ist [59]. Auch synthetisch hergestellte, unnatiirliche Aminoséuren kénnen
in die Proteine eingebaut und damit bestimmte Regionen ganz nach Wunsch in ihren
Eigenschaften verandert werden, so dass es moglich ist, diese funktionell zu charakte-
risieren [60].

Als einziger Nachteil ist zu nennen, dass die zellfreie Herstellung von Proteinen noch
etwas teurer ist als die klassischen Systeme. Eine komplette 1 ml Reaktion kostet im
Handel im Schnitt 300 €. Die Kosten kénnen jedoch enorm reduziert werden, wenn die
Komponenten nicht kommerziell erworben, sondern selbst hergestellt werden. Die un-
gefahren Materialkosten belaufen sich dann nach eigenen Berechnungen auf etwa 30€
pro Reaktion, kosten also im Schnitt ein Zehntel. Somit ist die in wvitro-Produktion

kaum noch teurer als die in vivo-Herstellung. Die Eigenherstellung hat aber auch noch
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einen weiteren Vorteil: Die kommerziellen Systeme sind nur als fertige Mischungen er-
héltlich, desweiteren werden die genauen Mengen an enthaltenem Magnesium oder
Kalium oft nicht angegeben. Haufig ist es jedoch notwendig, gerade in Bezug auf den
Magnesiumgehalt, aber teilweise auch in Bezug auf den Kaliumgehalt oder die Anteile
der verschiedenen Aminoséduren, die Reaktionszusétze verdandern zu kénnen [52]. Auch
eine Manipulation des Proteins durch den Einbau unnattirlicher oder isotopenmarkier-

ter Aminosduren ist nur mit einem eigenen, offenen System denkbar.

1.2.2 Aufbau des Continuous Exchange-Systems

Eine Durchfiithrung der zellfreien Proteinsynthese im Batch-Verfahren ist moglich,
fithrt aber aufgrund des schnellen Verbrauchs an Prikursorn und dem raschen An-
fallen des toxischen Abbauprodukts Pyrophosphat zu einem schnellen Erliegen der
Reaktion und damit zu geringen Proteinausbeuten. Es empfiehlt sich deshalb, das
Continuous-Ezchange-Verfahren anzuwenden (s. Abb. 1.3 und 1.4). Bei diesem gibt es
zunéchst ein Kompartiment (Reaction Miz), welches alle Komponenten des Systems
beinhaltet und in dem entsprechend die Proteinsynthese stattfindet. Auflerdem gibt
es ein zweites Kompartiment, welches mit dem Reaction Mix iber eine semipermeable
Membran verbunden ist: der Feeding Mix beinhaltet zusétzlich alle niedermolekularen
Komponenten und kann durch Diffusion diese Prakursor, sobald sie im Reaction Miz
zur Neige gehen, nachliefern. Auflerdem kann das Pyrophosphat in den Feeding Mix
verdiinnt werden. Mit diesem Verfahren sind Reaktionszeiten bis zu einem Tag und
hohe Ausbeuten moglich [52].

1.2.3 Produktion von Membranproteinen

Werden Membranproteine im zellfreien Produktionssystem hergestellt, prézipitieren
diese aufgrund ihres hydrophoben Charakters. Das entstehende Préazipitat ist in sei-
ner Struktur nicht mit den Inclusion Bodies zu vergleichen, da es sich meist mit mil-
den Detergenzien resolubilisieren lasst [56]. Die Produktion des Proteins als Prézipi-
tat liefert erfahrungsgeméfl jedoch nur in einigen Féllen gute Ausbeuten, auflerdem
kann eine zwischenzeitliche Denaturierung auch die Funktionalitat beeinflussen [61].
Es ist dementsprechend iiblich, bei der Herstellung von Membranproteinen Detergen-

zien zuzusetzen. Diese sind aufgrund ihrer amphiphilen Struktur dazu in der Lage,
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Reaction
Mix Tl 3% C’g.c,
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Dialyse- =
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Abbildung 1.3: Aufbau des Continuous-Erchange-Systems. Abbildung verdndert nach
[53].

Abbildung 1.4: Einsatz des Continuous-FExchange-Systems. Dargestellt sind mehrere
einzelne Reaktionsgefafle, welche in eine 24-well-Platte eingesetzt wer-
den koénnen.
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in wassrigen Losungen Mizellen auszubilden. In diese konnen die grofitenteils hydro-
phoben Membranproteine integriert werden, sobald sie vom Ribosom abdissoziieren.
Sie werden so in ihrer urspriinglichen Form bewahrt [56]. Inzwischen stehen viele De-
tergenzien zur Verfiigung, die von dem zellfreien Proteinsynthese-System gut toleriert
werden und auch schon erfolgreich eingesetzt wurden [62]. Auch die direkte Integration

in Liposomen oder Nanodisks konnte schon gezeigt werden [63,64].

1.3 GFP und seine Anwendungsgebiete

Das zuerst von Shimomura et al. aus der Qualle Aequorea aequorea isolierte fluoreszie-
rende Protein green fluorescent protein (GFP)(s. Abb. 1.5 und 1.6) [65] wurde 1974
von Morise et al. kristallisiert [66]. Der Mechanismus der Fluorophor-Bildung wurde
1995 von Cubitt et al. postuliert [67]. Das Fluorophor bildet sich nach der Translation
in einer chemischen Reaktion aus den drei Aminoséduren Serin, Tyrosin und Glycin.
Dafiir ist eine Zyklisierung mit anschlieSender Dehydrierung und Oxidation notwen-
dig [67]. Der grofie Durchbruch fir das Protein kam, als das Gen von Prasher et al. 1992
kloniert wurde [68] und Chalfie et al. und Inouye & Tsuji 1994 zeigen konnten, dass
die Expression des Gens in anderen Organismen zu Fluoreszenz fithrt [69-71]. Seitdem
hat das GFP an enormer Bedeutung fiir die Molekularbiologie gewonnen, was 2008
mit einem Nobelpreis fiir Shimomura, Chalfie und Tsien gewtirdigt wurde. GFP und
seine Mutanten werden zum Beispiel als in vivo Marker und Reporter-Gen verwendet,
einerseits um die Expression bestimmter Gene nachzuvollziehen, andererseits um regu-
latorische Regionen zu identifizieren und Promotoraktivitdten zu bestimmen [72-74].
Als Fusionsproteine konnen sie Target-Proteine auf Gewebeebene, zelluldrer oder sub-
zelluldrer Ebene lokalisieren oder als Kontrolle fiir die Transformationseffizienz die-
nen [67,71,72,75]. Zudem finden das GFP und seine Abkémmlinge als Indikatoren
Einsatz: Aufgrund ihrer pH- und Calcium-Sensitivitat werden sie bei intrazellularen
pH- und Calcium-Messungen verwendet. Eine ebenso grofle Rolle spielen sie bei der
Aufklarung von Protein-Protein-Wechselwirkungen [71, 74,76, 77]. Dafiir macht man
sich das unter dem Namen Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) bekannte Phé-
nomen zunutze, dass die Energie eines angeregten Farbstoffes strahlungslos auf einen
zweiten Farbstoff iibertragen werden kann und es dabei zu einer Verschiebung des Ma-

ximums im Emissionsspektrum kommt. Da Donor und Akzeptor dafiir eine gewisse

10



1 Einleitung

rdumliche Nahe haben miissen, konnen Wechselwirkungen zwischen Proteinen gemes-
sen werden, sofern sie mit den entsprechenden Farbstoffen, wie zum Beispiel GFP
markiert sind [78]. Ein weiteres, jedoch weniger bekanntes Anwendungsgebiet ist die

GFP-Fusion zur Faltungskontrolle.

Abbildung 1.5: Kristallstruktur des GFP-Dimers. Abbildung aus der RCSB Protein
Data Bank (1GFL) [79].

1.3.1 GFP als Faltungskontrolle im in vivo-System

Zuerst beschrieben durch Waldo et al. hat sich die N- oder C-terminale GFP-Fusion
schnell zu einem etablierten System der Faltungskontrolle von in vivo hergestellten
Membranproteinen entwickelt [80]. Die Autoren konnten zeigen, dass, wenn N- oder C-
terminal an das entsprechende Protein angehéngtes GFP korrekt gefaltet ist — und sich
damit das Fluorophor ausbilden und fluoreszieren kann — das vorangegangene Protein
ebenfalls korrekt gefaltet ist. Es ist daher méglich, Fluoreszenz des Fusionsproteins di-
rekt mit einer korrekten Faltung zu korrelieren und damit die Produktionsbedingungen
fiir das jeweilige Protein zu optimieren. Die Giltigkeit dieser Faltungskontrolle wurde

inzwischen durch mehrere Autoren bestétigt [81-83].
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1.3.2 GFP als Faltungskontrolle im in vitro-System

Zum FKEinsatz der GFP-Fusion im zellfreien Proteinsynthese-System existiert bislang
kaum Literatur. Beschrieben wurde lediglich die N-terminale GFP-Fusion von loslichen
Proteinen [80,84], wobei auch nur bei Waldo et al. die GFP-Fusion als Faltungskontrol-
le dient, bei Chekulayeva et al. hingegen ist sie nur Mittel zur Uberpriifung der Aus-
beute. Desweiteren wurden im Weizenkeim-System N-terminale GFP-Fusionsproteine
hergestellt, um iiber die Fluoreszenz die Rekonstitution der Proteine in Liposomen
zu iiberpriifen [85]. An eine mogliche zusétzliche Faltungskontrolle wurde hier jedoch
nicht gedacht.

Abbildung 1.6: Zellfrei hergestelltes GFP in verschiedenen Konzentrationen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war zunéchst die Untersuchung des DdAqpB hinsichtlich seiner
Glykosylierung und anschliefend dessen zellfreie Herstellung. Zu diesem Zweck sollte
das zellfreie Proteinsynthese-System in diesem Arbeitskreis etabliert werden. Wahrend
der zellfreien Herstellung von DdAqpB gemachte Beobachtungen lieBen den Schluss
zu, dass, abhéngig von den Reaktionsbedingungen, verschieden gefaltete Proteinspe-
zies entstehen konnen.

Diesem Phénomen sollte mit Hilfe der C-terminalen GFP-Fusion als Faltungsindikator
auf den Grund gegangen werden. Neben dem DdAqpB wurde als weiteres Testprote-
in das PfAQP ausgewéhlt. Das Verfahren sollte dann weiter ausgebaut werden, um
eine High throughput-Screening-Methode fir die Reaktionsbedingungen im zellfreien
Proteinsynthese-System zu etablieren, welche im Gegensatz zu den jetzigen Verfahren
nicht auf der Proteinausbeute, sondern auf der Proteinfaltung basiert. Dafiir soll-
te gepriift werden, ob die mit dem Fusionsprotein erzielten Ergebnisse auch fiir das

nicht fusionierte Protein gelten. Ebenso sollten Sekundarstrukturanalysen von unter
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verschiedenen Bedingungen hergestelltem PfAQP gemacht werden, um den Einfluss
verschiedener Reaktionszusitze auf die Faltung zu untersuchen. Letztendlich sollte
die Funktionalitdt des unter optimierten Bedingungen hergestellten PfAQPs nach-
gewiesen werden. Ebenso sollte die Moglichkeit der Anwendung im High throughput-
Verfahren gezeigt werden, sowie die Anwendbarkeit des Systems auf andere Membran-
proteine.

Als weiteres Aquaporin sollte das hAQP3 zellfrei produziert und dessen Funktionalitat

nachgewiesen werden.
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2 Material

2.1 Enzyme, Kits, Chemikalien, Material

ABCR, Karlsruhe

Calciumfolinat

Affymetrix, Santa Clara, USA
THERMO SEQUENASE™CYCLE SEQUENCING KIT

Amersham Biosciences, GE Healthcare, Miinchen
ECL plus Western Blotting Detection System, HYBOND™-P Western Blot-

TM

Membranen, Q-SEPHAROSE" V'FAST FLOW, WHATMAN NUCLEPORE TRACK-

ETrcHa MEMBRANES, WHATMAN CHROMATOGRAPHY PAPER 3MM

AppliChem, Darmstadt
LB-Agar-Pulver, LB-Medium-Pulver, SDS, MES, n-Octyl-3-D-glucopyranosid,
Br1is®35, BRiy®58, Streptomycinsulfat, Phosphoenolpyruvat, Magnesiumacetet

Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
E. coli Polar Lipid Extract

Becton Dickinson and Company, Heidelberg
BacTo™ YEAST EXTRACT, BACTO™ TRYPTONE, BACTO™ PROTEOSE
PEPTONE No. 3, BActo™ PEPTONE,

Bio-Rad, Miinchen
PoLYPREP® CHROMATOGRAPHY COLUMNS, Bio-Rad Protein Assay-Reagenz,
B10-BEADS®SM-2
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Fermentas, St.Leon-Rot
Restriktionsenzyme, dNTPs, A-DNA, T4 DNA Ligase, RiBOLOCK™ RNASE
INHIBITOR, pBlueskript II SK (—)

Genaxxon BioScience, Ulm
GENAGAROSE LE, Ampicillin, TEMED

Glycon, Luckenwalde
n-Dodecyl-S-maltosid

Greiner bio-one

UV-STAR® MICROPLATTEN

J.T.Baker, Miinchen
Methanol, Ethanol, Isopropanol, Essigsaure

Macherey-Nagel, Diiren
NucLEOBOND®PC500

Merck, Darmstadt
DMSO, AMICON®ULTRA-4 Zentrifugenfilter

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich
Ethidiumbromid

National Diagnostics, Atlanta, USA
SEQUAGEL®XR 7.5 %, SEQUAGEL® COMPLETE BUFFER REAGENT

Peqlab, Erlangen
PEQGOLD PRESTAINED PROTEIN MARKER III

PerkinElmer, Waltham, USA
OTiPLATET™-96

Promega, Mannheim
WizARD®PPLUS SV MINIPREPS DNA PURIFICATION KIT

Roche Diagnostics, Mannheim
Pyruvat-Kinase, E. coli-tRNA, COMPLETE EDTA-FREE PROTEASE INHIBITOR
COCKTAIL TABLETS, pIVEX2.3
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Roth, Karlsruhe
CaCly, Glycerol, APS, Albumin Fraktion V (BSA), RoTiPHORESE® BLAU R,
ROTIPHORESE®-GEL 40, Trichloressigsidure, NHs3, NaCl, Dialysierschlauch Vis-
king Cellulose, L-Leucin, L-Prolin, L-Arginin, HEPES, EDTA, Kaliumacetat,
NaNj3, TRITONT™X-100, Saccharose, DTT, Tris, Orange G, Borsiure, Brom-
phenolblau, TWEEN®20, Milchpulver, KH,PO,, K;HPO,4, Na,HPO,- 2 H,0,
Pen/Strep-PreMix (6,25 mg/ ml Penicillin G Natrium-Salz, 10 mg/ ml Strepto-
mycin, 9 mg/ ml Natriumchlorid), Agar-Agar, 2-Mercaptoethanol, Glucose, KCI

Sigma-Aldrich, Miinchen
GLycOPROFILET™MIV CHEMICAL DEGLYCOSYLATION KIT, Digitonin, Imida-
zol, Acetylphosphat, Mineralol, IPTG Antifoam Y-30 Emulsion, alle weiteren
Aminosiuren, ATP, CTP, GTP, UTP, PEG 8000, BR1j®98

Stratagene, La Jolla, USA
PrUTURBOPDNA POLYMERASE AD

Siidlaborbedarf, Gauting
HicH YIELD®PCR CLEAN-UP & GEL-EXTRACTION KIT

Thermo Scientific, Schwerte
Br1is®78, SLIDE-A-LYyZER®Di1ALYSIS CASETTES

Qiagen, Hilden
Ni-NTA Agarose

2.2 Gerate

Agilent Technologies, Waldbronn
UV /Vis-Spektrometer VARIAN CARY 50 UV-Vis

Avestin, Mannheim
Liposomen-Extruder LiposoFasT™

Bandelin, Berlin
Ultraschall-Sonotrode SONOPLUS
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Beckman Coulter,Krefeld
OPTIMAT™™XI,-80K ULTRACENTRIFUGE

Bio-Rad, Miinchen
PowEgR PAc 2000, TRANSBLOT® SD SEMIDRY TRANSFER CELL

Christ, Osterode
Gefriertrockner ALPHA2-4

Clemens, Waldbuttelbronn
PCR-Gerat PRIMUS ADVANCED HT2X und HT MANAGER SOFTWARE

Edmund Biihler, Hechingen
Schiittler WS-10

Eppendorf, Hamburg
Photometer BIOPHOTOMETER

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
Wasserbad

Grant-bio, Hillsborough, USA
RorAaTOR MIXER PTR-30

Infors, Bottmingen, Schweiz
Brutschrank INFORS HT MINITRON

Jasco, Gross-Umstadt
J-715 CD Spektrometer, Stopped-Flow BioLogGIc: Software BIOKINE Ver 4.42,
Kuvette FC-08, Lichtbox mit 150 W Xe(Hg)-Lampe, Microprosessor Unit MPS-
60, Mischeinheit SEM-300, UV /Vis-und Fluoreszenzspektrometer MOS-200, Mo-
nochromator BH-10-61UV, Photomultiplier PMS 250, Spannungsquelle ALX 250

Kern & Sohn GmbH, Balingen
Waage ABS 120-4

LI-COR Biosciences, Bad Homburg
DNA SEQUENCER 4200

18



2 Material

Malvern, Herrenberg
ZETASIZER NANO ZS

New Brunswick Scientific, Wesseling-Berzdorf
Tiefkiihlschrank U535 INNOVA

Olympus, Hamburg
Mikroskop CK2

PerkinElmer, Waltham, USA
Fluorimeter LS 55

Peqlab, Erlangen
Zentrifuge PERFECTSPIN, SDS-Gel-Giefistand und -Laufkammer

Raytest, Straubenhardt
Gel-Dokumentations-System IDA

Roche Diagnostics, Mannheim
Bild-Dokumentationssystem LuMI IMAGERTMF1

Sartorius, Gottingen
Fermenter BIOSTAT® ApLUS

Schott Instruments, Mainz
pH-Meter Lab 850

Scientific Industries, New York, USA
Heizblock TECHNE DRI-BLOCK®DB-2D

Thermo-Dux, Wertheim
VORTEX-GENIE®2

Thermo Scientific, Schwerte
NANODROP®SPECTROPHOTOMETER ND-1000, MULTIFUGE 1S-R, Sterilbank
HERA sAFE, Hochdruck-Homogenisator FRENCH PRESS CELL DISRUPTER FA-
078 mit zugehoriger Zelle

Zirbus, Bad Grund
Autoklav LTA 32/25
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2.3 Plasmide

T7 prom
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. . Sphl 413

Ealll 502
T7 pram

Xbal 660
/- - BamHI 744
2 lacZ_a reporter g - AIELES0
! £00bp - smal 752

Fstl 760

) amp marker -
- [~ o " §Accl 790
; > Hincll 791
’ pIYER: Sw l = Xhol 795

) ¥ 3573kp = \T? term

lac prom e
- PBR322 origin -

Abbildung 2.3: pIVEX2.3w

Sphl 413

N <
& wiik ¥l / Balll 502
3 A ;

" r T7 prom
< \|I\ ) Xhal 660
o B % / BamHl 744
| Lo 4. xmal 750
. G Smal 752
~ smpsprom . WE st 760
- lacZ_a reporter “”\H\"“Xhol 295

Amp marker -

- | - Neol 1017
- pIVEX2. 3wGFPe B
- 4362bp :
" pBR322 origin -~
~ .

lac prom

Abbildung 2.4: pIVEX2.3wGFPc

21



2 Material

2.4 DNA-Sequenzen

Name Beschreibung Gene ID Quelle

PfAQP  Aquaporin aus Plasmodium falciparum 810885 NCBI

AtENT1 Equilibrativer Nukleosid-Transporter aus 843369 NCBI
Arabidopsis thaliana 1

AtENT3  Equilibrativer Nukleosid-Transporter aus 825857 NCBI
Arabidopsis thaliana 3

hUT-B Urea-Transporter B aus Homo sapiens 6563 NCBI

hAQP3  Aquaporin 3 aus Homo sapiens 360 NCBI

hAMCT4  Monocarboxylat-Transporter 4 Homo sa- 9122 NCBI
piens

DdAqpB  Aquaporin aus Dictyostelium discoideum DDB_G0279443 dictyBase

2.5 Oligonukleotide (Primer)

Sequenzierprimer
Name Sinn Sequenz Vektor
T3 as  GTG TAA GTT GGT ATT ATG TAG pBlueskript
T7 s  TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG pBlueskript
Klonierungsprimer
Name Sinn  Sequenz Schnittstelle
AqpBs s GCG GGA TCC ATG TCA TTA AAA AGA T BamH 1
AgpBas as CGC CTC GAG TTT ATG AGT AGA TGA A Xhol
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2.6 E. coli-Stamme

Name Genotyp Quelle

DH5« Fp80lacZA(lacZYA-argF)U169 recAl Hanahan, 1983
endAl hsdR17 (v, my") phoA supE44 thi-1
gyrA96 relAl X

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supkd4 Stratagene
relAl lac[F" proAB laclZAM15 Tn10 (Tet")]

BL21(DE3)pRep4d F- ompT hsdSB (rgmp’) gal dem (DE3) Novagen
pRep4 (Neo)

2.7 D. discoideum-Stamme

Name Genotyp Quelle

AX2 214, axeA2, axeB2, axeC2 DBS0235534 dictyBase
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2.8 Antikorper

Priméarantikorper
Name Beschreibung Verdiinnung
T7-RNAP Monoklonaler Antikorper gegen die T7 RNA- 1:5000
Polymerase, 1 mg/ml, Maus, Novagen
RGS-anti His Monoklonaler Antikorper gegen den 6xHistidin- 1:2000
Tag, 0,2mg/ml, Maus, Qiagen
Penta His Monoklonaler Antikorper gegen den 5xHistidin- 1:2000
Tag, 0,2 mg/ml, Maus, Qiagen
GFP (FL) Polyklonaler Antikérper gegen die GFP-Sequenz, 1:10.000
0,2 mg/ml, Kaninchen, Santa Cruz
Anti HA 12CA5 Monoklonaler Antikérper gegen den HA-Tag, 1:5000
0,2mg/ml, Maus, Roche
raN20-34 Polyklonaler Antikorper gerichtet gegen die Ami- 1:1000
nosauresequenz EDGGNIKDEEEKPLD des N-
Terminus von DdAqpB, 0,5mg/ml, Kaninchen,
Biogenes
Sekundarantikorper
Name Beschreibung Verdiinnung
anti-Maus Polyklonaler Antikérper gegen die leichte Kette 1:2000
des Maus-IgG, Meerettich-Peroxidase-konjugiert,
0,8 mg/ml, Ziege, Jackson Immuno Research
anti-Kaninchen Polyklonaler Antikorper gegen die leichte und die 1:10.000

schwere Kette des Kaninchen IgG, Meerettich-
Peroxidase-konjugiert, 0,4mg/ml, Ziege, Jackson

Immuno Research
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2.9 Puffer, Medien und Losungen

2.9.1 Molekularbiologie

Agarose-Gelelektrophorese

TAE Puffer Probenpuffer orange (10-fach)
40mM Tris-acetat, pH 8,0 0,4% Orange G
1mM EDTA 30 % Glycerol

FEthidiumbromidlosung (10mg/ml) 100mM EDTA

1 Tablette Ethidiumbromid
10ml  Aqua bidest.

Sequenzierung

TBE-Puffer (10-fach)
0,89M Tris
0,89 M Borsaure
0,02M EDTA, pH 8,3

E. coli Nahrmedien

LB-Medium LB-Ampicillin-Platten
10g  Trypton 100mg  Ampicillin
10g  NaCl 11 LB-Agar

og Hefeextrakt
ad 11 Aqua bidest.

LB-Agarplatten (Lennox)
35g  LB-Agar (Fertigpulver)
ad 11 Aqua bidest.
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2.9.2 Proteinchemie
Proteinreinigung

Protein- Reinigungspuffer
20mM  Tris-HCI, pH 8,0
300mM NaCl
0,05%  n-Dodecyl--maltosid

SDS-PAGE
SDS-Ladepuffer (4-fach) Kathodenpuffer (10-fach)
250 mM  Tris-HCI, pH 6,8 25mM  Tris-HCI, pH 8,3
400mM DTT 192mM  Glycin
0,02%  Bromphenolblau 0,1% SDS
8% SDS
40 % Glycerol Farbe-Losung
50% Rotiphorese® Blau R
Sammelgel-Puffer (4-fach) 50% Aqua bidest.
0,5M Tris-HCI, pH 6,8
04% SDS Entfarber-Losung
10% Essigsdure
Trenngel-Puffer (4-fach) 30% Ethanol
15M Tris-HCI, pH 8,8 60 % Aqua bidest.
0,4% SDS
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Western Blotting

Transfer-Puffer (5-fach)
25 mM Tris-HCI, pH 8,3
192mM  Glycin
0,0375% SDS

Transfer-Puffer (1-fach)
10ml Transfer-Puffer 5-fach
10ml Methanol
30ml Aqua bidest.

TBS-T-Puffer (10-fach)
1,35M NaCl
0,2M  Tris-HCI, pH 7,6
1% Tween 20

M-TBS-T-Puffer
10% TBS-T-Puffer (10-fach)
3%  Milchpulver

2.9.3 Zellkultur von D. discoideum

D. discoideum-Nahrmedien

Ax-Medium, pH 6,7
25¢g Bacto Trypton
2,5¢g Pepton aus Casein

Sérensen-Phosphatagar-Platten
15g  Agar-Agar
ad 11 SPB

5,0g Bacto Proteose Peptone No. 3

1,2g KH,PO,

0,45 ¢g Na,HPO,- 2 H,O
27,6 ml  2M Glucose

10ml Pen/Strep-PreMix
ad 11 Aqua bidest.

SPB, pH 6,0
15mM KHsPO,
2mM  Nay,HPO,
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2.9.4 Zellfreie Proteinsynthese

T7-RNA-Polymerase

T7-Puffer T7-Dialyse-Puffer
30mM Tris-HCI, pH 8,0 10mM Tris-HCI, pH 8,0
10mM EDTA ImM EDTA
50mM NaCl 10mM NaCl
5% Glycerol ImM DTT

10mM 2-Mercaptoethanol

S30-E. coli-Extrakt

YPTG-Medium, pH 7,0 (2-fach) S30-Puffer B
299¢g KH,PO, 10 mM Tris-acetat, pH 8,2
91,3g KyHPOy4 14 mM Magnesiumacetat
100g  Hefe-Extrakt 0,6 mM KCl
160g  Bacto Tryptone 1mM DTT
50g NaCl 1 Tablette COMPLETE
198¢  Glucose
ad 101 Aqua bidest. S30-Puffer C

10mM  Tris-acetat, pH 8,2
14mM  Magnesiumacetat
0,6 mM Kaliumacetat
0,5mM DTT

S30-Puffer
10mM  Tris-acetat, pH 8,2

14mM  Magnesiumacetat
0,6 mM Kaliumacetat

S30-Puffer A
10mM  Tris-acetat, pH 8,2

14mM  Magnesiumacetat

0,6 mM KCI
6 mM 2-Mercaptoethanol
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2.9.5 Protein-Rekonstitution

Rekonstitutionspuffer Gradienten-Puffer
20mM  Tris/MES, pH 8,0 20mM  Tris-HCIL, pH 7,5
30mM  KCI 100mM  NaCl
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde eingesetzt, um die Dictyostelium discoide-
um AqpB-Sequenz (DdAqpB) zu amplifizieren und gleichzeitig am 5-Ende eine Xho I-
Schnittstelle, sowie am 3‘-Ende eine BamH I-Schnittstelle einzufiigen. Dazu wurden 20-
60 ng template DNA mit 0,5 ul des entsprechenden Primers (20 uM), sowie 4 ul ANT-
Ps (2,5mM), 5 ul 10-fach PCR-Puffer fiir Pfu-Polymerase und 0,5 ul Pfu-Polymerase
(2,5 U/pl) versetzt. Der Ansatz wurde mit Aqua bidest. auf 50 ul aufgefillt und dem

in Tabelle 3.1 dargestellten Temperaturprogramm unterworfen.

Tabelle 3.1: PCR Programm fiir die Polymerasekettenreaktion

Denaturierung 95°C  5min

30 Zyklen

Denaturierung 95°C  30s
Annealing 50°C  40s
Extension 72°C  1min
Extension 72°C  10min
Lagerung 4°C

3.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ih-
rer Grofle, auBerdem kann sie zur Konzentrationsbestimmung derselben herangezogen
werden. Das Agarosegel wurde hergestellt, indem 1%Agarose in TAE-Puffer in der

Mikrowelle erwarmt und gelost wurde. Nach kurzem Abkitihlen wurde der Losung 1 pul
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Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ ml) hinzugefiigt und in die GelgieSkammer gegeben.
Das ausgehartete Gel wurde in die Gelkammer gelegt, mit TAE-Puffer tiberschichtet
und die mit Probenpuffer versetzten Proben in die Geltaschen pipettiert. Die elek-
trophoretische Trennung erfolgte bei 120V iiber 20 min. Als Marker diente mit Pst1
verdaute A-DNA (s. Abbildung 3.1). Die DNA-Banden wurden mittels Bestrahlung
durch UV-Licht (366 nm) sichtbar gemacht.

A-DNA/Pst |

Abbildung 3.1: Pst1 verdaute \-DNA als Groflenmarker fiir die Agarose-Gelelektro-
phorese.

3.1.3 Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Aufreinigung wurden die gewiinschten Banden mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten und mit Hilfe des HiGH Y1IELD® PCR CLEAN-UP & GEL-EXTRAC-
TION KIT aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 30 ul gereinigtem Wasser.

3.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Um die Konzentration der DNA zu bestimmen, wurde diese photometrisch bei einer

Wellenlédnge von 260 nm vermessen. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

clpg/ul] = Eago - f - Verdinnung (3.1)
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f = 0,02 bei RNA, Einzelstrang-DNA, Oligonukleotiden
f = 0,04 bei Doppelstrang-DNA, Plasmiden

Proteine(Esggnm ) und Zucker (Essonm ), welche als Verunreinigungen in der Probe vor-
liegen kénnen, werden ebenfalls miterfasst. Ein Verhéltnis von Eogonm/Fagonm tiber 1,8

wird fir die meisten molekularbiologischen Arbeiten als ausreichend sauber angesehen.

3.1.5 Restriktionsverdau von DNA

Fir den Restriktionsverdau wurden mindestens 800 ng DNA eingesetzt. Diese wurden
mit ungefdhr 1 U Enzym/ug DNA in dem vom Hersteller angegebenen Puffer verdaut.
Bei Doppelverdauen wurde ein fiir beide Enzyme kompatibler Puffer gewéhlt. Der

Verdau erfolgte bei 37° C iiber einen Zeitraum von 2-3 h.

3.1.6 Ligation von DNA

Fir die Ligation wurden mindestens 50 ng Vektor-DNA eingesetzt. Das Verhéltnis
von Insert zu Vektor betrug 5 : 3 oder 7 : 1. Pro Ligationsansatz wurden 5U T4
DNA-Ligase und der entsprechende Puffer eingesetzt. Die Ligation erfolgte bei Raum-

temperatur iiber 20 min.

3.1.7 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Von einer frischen LB-Platte gepickte DH5a- oder BL21-Klone wurden ca. 10h bei
37°C zu einer 5ml LB-Vorkultur herangezogen. AnschlieBend wurde mit dieser die
Hauptkultur von 100 ml angeimpft und bei 20° C bis zu einer ODggy von 0,4-0,6 in-
kubiert. Die Zellen wurden fiir 10 min auf Eis gekiihlt und anschliefend bei 2000 x ¢
und 4° C fiir 10min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen
mit 15ml einer kalten 0,1 M CaCl,-Losung tiberschichtet und vor dem Resuspendie-
ren 10 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde weitere 10 min auf Eis gekiihlt und
die Zellen erneut abzentrifugiert. Anschlieend wurden 10ml der CaCl,-Losung hin-
zugegeben, 20 min auf Eis inkubiert und erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit
5ml kalter CaCly-Losung, welche 20 % Glycerol enthielt, resuspendiert. Die Suspen-

sion wurde iiber Nacht auf Eis inkubiert und am néchsten Tag in 100 ul Aliquots bei
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—80° C eingefroren. Die Transformationseffizienz wurde mit 1ng Plasmid bestimmt

und musste mindestens 10° Cfu/ug DNA besitzen.

3.1.8 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Fiir die Transformation wurden ca. 20-80 ng DNA eingesetzt. 100 pl der kompetenten
E. coli-Zellen wurden zunachst 10 min auf Eis aufgetaut und anschliefend mit dem
Ligationsprodukt versetzt. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden sie fiir 45s auf
42° C erwarmt und anschliefend 2 weitere Minuten auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von
900 ul LB-Medium und einstiindiger Inkubation bei 37° C wurden die Zellen auf LB-
Platten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum ausplattiert und iiber Nacht
bei 37° C inkubiert.

3.1.9 Schnelltransformation kompetenter E. coli-Zellen

1 pul Plasmid-DNA (Minipraparation, s. Abschnitt 3.1.11) wurde auf 100 ul der kom-
petenten E. coli-Zellen gegeben, nachdem diese ca. 10 min auf Eis aufgetaut wurden.
Der Ansatz wurde gemischt und 15min auf Eis inkubiert. Anschliefend erfolgte ein
45-sekiindiges Erwarmen auf 42° C und ein kurzes Abkiihlen auf Eis, bevor die Zellen

auf den entsprechenden LB-Platten ausplattiert wurden.

3.1.10 Anlegen von E. coli-Dauerkulturen

Von den entsprechenden FE. coli-Zellen wurden Dauerkulturen angelegt, indem 500 pl

80 % Glycerol mit 1 ml Zellsuspension versetzt und bei —80° C eingefroren wurden.

3.1.11 Isolierung von Plasmid DNA

Zur Gewinnung kleinerer Mengen Plasmid-DNA wurden Minipraparationen durchge-
fithrt. Zu diesem Zweck wurde ein entsprechender Klon von einer frisch hergstellten
Platte gepickt und in 5ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum tiber Nacht bei
37° C inkubiert. Zur Gewinnung der Plasmid-DNA wurde das Wi1zarD® PLus SV
MINTPREPS DNA PURIFICATION KIT eingesetzt, wobei folgende Abweichungen vom
Protokoll gemacht wurden: Auf die Zugabe der alkalischen Protease wurde verzichtet,

auBerdem wurden zur Elution lediglich 50 ul Aqua bidest. eingesetzt. Zur Gewinnung
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grofferer Mengen Plasmid-DNA wurden Maxipraparationen durchgefiihrt. Hierzu wur-
de zunéchst mit einem frisch gepickten Klon eine 5ml Vorkultur angelegt, welche bei
37° C fur ca. 10 h inkubiert wurde. Darauffolgend wurde mit dieser die 500 ml Haupt-
kultur angeimpft, welche tiber Nacht bei 37° C inkubiert wurde. Zur Gewinnung der
Plasmid-DNA wurde dann das NucLEOBOND® PC500 Kit eingesetzt, wobei folgen-
de Anderungen durchgefiihrt wurden: Nach dem Ausfillen der Proteine wurde sowohl
die Zentrifugation (40 min) als auch die Filtration vorgenommen. Die Trocknungsdau-
er fir die ausgefillte Plasmid-DNA wurde zudem auf 2h verlingert. Das Losen der
Plasmid-DNA erfolgte mit ca. 300 ul Aqua bidest.

3.1.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Methode nach Sanger. Die Probenvor-
bereitung erfolgte mit dem THERMO SEQUENASE™ PRIMER CYCLE SEQUENCING
KiT. Hierzu wurden 1500 ng template DNA mit 2 4l IRD 800 fluoreszenzmarkierten
Primern (2 uM) versetzt und mit Aqua bidest. auf ein Volumen von 13 ul gebracht.
Von diesem Mastermix wurden je 3 ul mit 1,5 ul des ddNTP /dNTP-Mixes versetzt, mit

einem Tropfen Mineralol iiberschichtet und folgendem PCR-Programm unterworfen:

Tabelle 3.2: PCR Programm fiir die Sequenzierung

Denaturierung 96°C 2min

30 Zyklen

Denaturierung 96°C  20s
Annealing 50°C  20s
Extension 60°C 4 min
Lagerung 4°C

Im Anschluss an die PCR wurden die Proben mit 5 ul Formamid-Puffer versetzt, von
denen 1 pl auf ein 6 % Polyacrylamidgel aufgetragen wurde (s. Tab. 3.3). Die elek-
trophoretische Auftrennung erfolgte mit Hilfe des LicOR DNA SEQUENCERS 4200
bei 1500V mit TBE als Laufpuffer. Die Auswertung erfolgte mit der BASEIMAGIR
V.4.2. Software.

35



3 Methoden

Tabelle 3.3: Zusammensetzung des Sequenziergels

30ml SEQUAGEL® XR 7,5%

7.5ml SEQUAGEL® COMPLETE BUFFER REAGENT
400 1 DMSO

3001 10% APS

3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Aufreinigung von Proteinen

Im analytischen Mafistab (55 ul) zellfrei hergestellte Proteine mit Oligo-Histidin- Tag
(s. Abschnitt 3.4.3) wurden folgendermafen aufgereinigt: Pro Ansatz wurden 15 ul
Ni-NTA AGAROSE in eine Minipraparations-Saule gegeben. Diese wurde zunéchst
zweimal mit je 400 ul Wasser und anschlieSend mit 200 ]l Reinigungspuffer gewaschen.
Anschliefend wurde die NI-NTA AGAROSE mit ca. 400 ul Protein-Reinigungspuffer
aus der Saule gespiilt und zu dem Protein gegeben. Die Bindung erfolgte bei Raumtem-
peratur und leichtem Schiitteln iiber 3 h. Anschliefend wurde der Ansatz wieder in die
Minipréparations-Séule gegeben, wobei nur die NI-NTA AGAROSE auf der Fritte ver-
blieb. Es folgte ein Waschschritt mit zweimal 80 ul Protein-Reinigungspuffer, welcher
zusétzlich 20 mM Imidazol enthielt. Anschliefend wurden 80 ul Protein-Reinigungspuf-
fer mit 300 mM Imidazol auf die Sdule gegeben, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert
und dann eluiert.

Im préparativen MaBstab (1-3ml) zellfrei hergestellte Proteine (s. Abschnitt 3.4.4)
wurden folgendermaflen aufgereinigt: Pro 1ml Reaktionsansatz wurden 200 pul Ni-
NTA AGAROSE in eine POLY-PREP® CHROMATOGRAPHY COLUMN gegeben und mit
zweimal 1ml Aqua bidest. gespiilt. Anschliefend wurde mit zweimal 1ml Protein-
Reinigungspuffer gespiilt. Die Sdule wurde verschlossen und die NI-NTA AGARO-
SE mit einigen ml Protein-Reinigungspuffer aus der Séule geholt, zu dem aufzureini-
genden Protein gegeben und iiber Nacht bei leichtem Schiitteln und 4° C inkubiert.
AnschlieBend wurde die NI-NTA AGAROSE mit dem gebundenen Protein auf eine
Minipraparations-Saule gegeben, dreimal mit je 500 ul Protein-Reinigungspuffer (0
40 mM Imidazol) gewaschen und anschlieBend in mehreren 500 ul-Fraktionen mit stei-

gendem Imidazol-Gehalt (40-300mM) eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden dann
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mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (s. Abschnitt 3.2.3) auf ihre Reinheit
iiberprift. Fraktionen, die ausschliefilich das gewiinschte Protein enthielten, wurden
vereint. Die Imidazol-Entfernung und Aufkonzentrierung des Proteins erfolgte mit Hil-
fe von AMICON® ULTRA-4 Zentrifugations-Filtern mit einem cut-off von 10 kDa. Da-
fir wurde der Filter zunédchst mit 1 ml des Protein-Reinigungspuffers (ohne Imidazol)
durch 5min Zentrifugation bei 7500 x ¢ gespiilt, anschlieSfend wurde die Proteinlo-
sung hinzugegeben und mit Puffer aufgefillt. Der Ansatz wurde 815 min bei 7500 X g
zentrifugiert, bis die Losung auf ca. 1ml einkonzentriert war. Der Vorgang wurde

mindestens drei weitere Male wiederholt.

3.2.2 Bradford Proteingehaltsbestimmung

Die Proteingehaltsbestimmung erfolgte mit dem Bi10-RAD Protein-Assay-Reagenz.
0,8-8 ul der Proteinprobe wurden mit Aqua bidest. auf 800 ul aufgefiillt, mit 200 ul
Reagenz versetzt und 5 min inkubiert. Eine Blindprobe wurde mit reinem Puffer ange-
fertigt. Die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlédnge von 595 nm. Zuvor

wurde eine Kalibriergerade mit verschiedenen BSA-Konzentrationen erstellt.

3.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE dient der elektrophoretischen Auftrennung der Pro-
teine nach ihrer Grofie. Die Gele bestanden aus einem 12,5-15 % Trenngel und einem
5% Sammelgel (s. Tab. 3.4). Zur Vorbereitung der Proben wurden diese mit SDS-
Ladepuffer versetzt und 30 min bei 37° C inkubiert. Nach Einfiillen des Kathoden-
puffers wurde pro Probentasche, je nachdem ob es sich um eine aufgereinigte Pro-
be handelte oder nicht, 10-200 ug Gesamtprotein aufgetragen. Als Groflenstandard
diente der PEQGOLD PRESTAINED PROTEIN MARKER III. Zunichst wurde eine
Spannung von 140V fiir 15 min angelegt, um die Proben an der Grenze zum Trenngel
zu fokussieren. Zur Auftrennung im Trenngel wurde die Spannung fiir 60-90 min auf
200V erhoht. Die Gele wurden anschlieSend entweder fiir die Western-Blot-Analyse (s.
Abschnitt 3.2.4) verwendet oder 1-2h mittels Coomassie-Brilliant-Blau-Losung (Ro-
TIPHORESE® BLAU R) gefiarbt. Die Entfirbung des Gels erfolgte unter Schiitteln mit
Entfarber-Losung iiber Nacht.
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Tabelle 3.4: Zusammensetzung von SDS-Polyacrylamidgelen

Trenngel Trenngel Sammelgel

12,5 % 15 %
H-O 4ml 3ml 2,4ml
Trenngelpuffer 3ml 3ml
Sammelgelpuffer 1ml
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 5ml 6 ml 0,6 ml
10% APS 80 ul 80 pl 25 pl
TEMED 10 pl 10 pl 6 pl

3.2.4 Western Blotting und Immundetektion

Um die Proteine immunchemisch nachweisen zu kénnen, mussten diese zuvor auf ei-
ne Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert werden. Dazu wurden auf der
Anode einer TRANSBLOT® SD SEMIDRY TRANSFER CELL zunichst drei mit Transfer-
Puffer getriankte WHATMAN CHROMATOGRAPHY PAPER 3 MM iibereinander gelegt.
Auf diese wurde die mit Methanol aktivierte PVDF-Membran gegeben, dann folgten
das SDS-Gel und drei weitere mit Transfer-Puffer getrankte WHATMAN CHROMATO-
GRAPHY PAPER 3 MM. Nach Anlegen der Kathode erfolgte der Proteintransfer bei
17V tber 1h. Die freien Bindungsstellen auf der Membran wurden anschliefSend fiir
1h mit M-TBS-T blockiert, danach wurde die Membran bei 4° C iiber Nacht mit dem
Erstantikorper (Verdiinnung 1:2000-1:10.000 in M-TBS-T) inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die Membran dreimal fiir je 15min mit TBS-T gewaschen, anschlieBend
1h bei Raumtemperatur mit dem Zweitantikorper (Verdiinnung 1:2000-1:10.000) in-
kubiert und drei weitere Male gewaschen. Die Entwicklung des Blots erfolgte mit dem
ECL prLus WESTERN BLOTTING DETECTION SYSTEM, die Auswertung mit Hilfe
des LuMI-IMAGER™ F1 und der entsprechenden LUMIANALYST Software.

3.3 Zellkultur von Dictyostelium discoideum

3.3.1 Anlegen von Sporen-Dauerkulturen

Alle Arbeiten mit D. discoideum wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Alle
verwendeten Geréate, Behéltnisse und Medien wurden zuvor sterilisiert. Dauerkultu-

ren von D. discoideum wurden hergestellt, indem zuvor auf einer LB-Platte kultivierte
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E. coli-Bakterien zur Hélfte mit einer Pipettenspitze abgekratzt und in 100 1 SPB
resuspendiert wurden. Die Mischung wurde auf einer Phosphatagar-Platte ausgestri-
chen und ca. 4 Tage bei 22° C inkubiert. Die Sporen wurden anschlieSend mit einigen
ml SPB von der Phosphatagar-Platte gewaschen, mit dem gleichen Volumen Glycerol

versetzt und bei —80° C eingefroren.

3.3.2 Anlegen von Fliissig-Plattenkulturen

10 ml Ax-Medium in einer Petrischale wurden mit 100 ul der Sporen-Dauerkultur ver-
setzt und 5-7 Tage ohne Schiitteln bei 22° C inkubiert, bis sich eine konfluente Schicht
amoeboidaler Zellen ausgebildet hatte. Die Fliissig-Plattenkulturen wurden nach ei-
nem Monat verworfen, um die Wahrscheinlichkeit von Mutationen zu reduzieren. Das
Medium wurde alle zwei Tage gewechselt, indem das alte Medium vorsichtig vom Rand
her abgesaugt wurde, die Platte anschlieend mit einigen ml neuen Mediums gewa-
schen wurde und 10 ml neues Medium hinzugegeben wurden. Platten, welche 2-3 Tage
konfluent bewachsen waren, wurden passagiert, indem sie zunachst wie oben angege-
ben vorsichtig gespiilt wurden. AnschlieBend wurden die Zellen mit 4 ml Ax-Medium

vom Plattenboden abgelost, auf 20 ml aufgefiillt und auf zwei Platten aufgeteilt.

3.3.3 Anlegen von Fliissig-Schiittelkulturen

Zur Gewinnung groflerer Mengen an D. discoideum-Zellen wurden Fliissig-Schiittelkul-
turen angelegt. Zu diesem Zweck wurden ca. 2-10° Zellen/ ml bis 4 - 10° Zellen/ ml
in 100 ml Ax-Medium bei 22° C und 150 rpm fiir ca. 24 h inkubiert. Die Zelldichte bei
der Ernte lag bei 2 - 10° Zellen/ ml bis 4 - 10° Zellen/ ml.

3.3.4 Gewinnung der Membranproteinfraktion

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben gewonnen, 10 min bei 4° C und
2000 x g abzentrifugiert und zweimal in kaltem SPB gewaschen, bevor sie in 1 ml SPB
resuspendiert wurden. Die Zellen wurden funf freeze/thaw-Zyklen unterworfen (8 min
bei —80° C und 6 min bei 37° C). Nach jedem Auftauen wurden die Zellen durch eine
Kaniile aufgezogen und somit weiter zertriimmert. Dann wurde wie in Abschnitt 3.2.2
beschrieben der Proteingehalt bestimmt. Um Zelltrimmer abzutrennen, wurde die

Probe 15 min bei 4° C und 10.000 x g zentrifugiert. Die Membranproteinfraktion wurde
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dann durch Ultrazentrifugation bei 100.000 x g und 4° C iiber 45 min gewonnen. Das
Pellet wurde in 80 ul SPB resuspendiert.

3.3.5 Glycosylierungsanalyse des D. discoideum AqpB

Zur Untersuchung des Glykosylierungsstatus des D. discoideum AqpB wurde zunéchst
Membranproteinfraktion mit einem Gesamtproteingehalt von 1mg lyophilisiert. Die
chemische Deglykosylierung erfolgte dann mit Hilfe des GLYCOPROFILE™IV CHE-
MICAL DEGLYCOSYLATION KIT. Anschliefend wurden die Proteine durch Zugabe von
5% Trichloressigsiaure ausgeféallt und 10 min bei 4°C und 13.000 x g abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 150 ul SPB resuspendiert und erneut geféllt. Der Vorgang wurde
dann ein drittes Mal wiederholt, um alles Pyridin zu entfernen. Das Pellet wurde er-
neut resuspendiert, die Probe mit einer geringen Menge Ammoniak neutralisiert und
wie unter Abschnitt 3.2.3 beschrieben auf einem SDS-Gel getrennt und anschliefSend
geblottet.

3.4 Zellfreie Proteinsynthese

Die Herstellung aller Komponenten und die Durchfiihrung der zellfreien Proteinsyn-
these erfolgte in Anlehnung an Schwarz et al. 2007 [52].

3.4.1 Herstellung der T7-RNA-Polymerase

Mit jeweils vier von einer frischen LB-Ampicillin-Platte gepickten Klonen wurden vier
5ml LB-Ampicillin-Kulturen angeimpft und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Mit die-
sen Priakulturen wurden vier 500 ml LB-Ampicillin-Kulturen angeimpft und bei 37°C
solange inkubiert, bis eine ODggp von 0,6-0,8 erreicht war. Anschliefend wurde die Pro-
teinproduktion mittels Zugabe von IPTG induziert und weitere 5 Stunden inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieBend bei 4500 x ¢ abzentrifugiert, in T7-Puffer resuspen-
diert und erneut zentrifugiert. Der Aufschluss der in T7-Puffer resuspendierten Zellen
erfolgte mittels Hochdruck-Homogenisation in der French Press (20.000 Psi, 2 Durch-
giinge). Die Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand
mit 2 % Streptomycinsulfat versetzt. Dieses fiihrte zur Prazipitation der DNA, welche

somit nach erneuter Zentrifugation abgetrennt werden konnte. AnschlieSend erfolgte
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die siulenchromatographische Aufreinigung der Proteine, wobei Q-SEPHAROSE® als
Saulenmaterial verwendet wurde. Dieses wurde in eine 2,5 cm breite und 10 cm ho-
he Saule gepackt, mit Puffer gespiilt und mit dem Zellextrakt beladen. Die Elution
erfolgte mittels eines NaCl-Gradienten (20-500 mM NaCl). Die aufgefangenen Frak-
tionen hatten ein Volumen von ca. 12ml. Von jeder Fraktion der Aufreinigung wurden
200 pl in eine UV-Licht durchlassige 96-well-Platte pipettiert und im Photometer die
jeweiligen Absorptionen bei 280 nm gemessen. Proben mit besonders hoher Absorp-
tion und entsprechend hohem Proteingehalt wurden fir die Western Blot-Analyse
ausgewahlt (s. Abschnitt 3.2.4). Diejenigen Fraktionen der Aufreinigung, welche laut
Western Blot-Analyse T7-RNA-Polymerase enthielten, wurden gepoolt und die Prote-
inkonzentration nach Bradford (s. Abschnitt 3.2.2) bestimmt. Um einen Proteingehalt
zwischen 4 und 8 mg/ml zu erreichen, wurde die Probe mittels Ultrafiltration aufkon-
zentriert. Zuletzt erfolgte noch eine Dialyse mit 11 T7-Dialyse-Puffer, bevor die T7-
RNA-Polymerase mit Glycerol versetzt und bei —80°C eingefroren wurde. Die Quali-
tatskontrolle des Enzyms erfolgte durch einen Magnesium-Secreen (s. Abschnitt 3.4.3)
mit GFP.

3.4.2 Herstellung des S30-E. coli-Extraktes

Der S30-E. coli-Extrakt dient als Basis fiir die gesamte zellfreie Proteinsynthese. Die
Handhabung aller Medien, Gefafle und Gerate erfolgte unter sterilen Bedingungen,
da kein Selektionsantibiotikum eingesetzt werden konnte. Zunachst wurde einmalig
der E. coli-Stamm BL21(DE3)pRep4 in mehreren Schritten ohne Selektionsdruck in
LB-Medium kultiviert, so dass dieser sein Plasmid verlor. Von dem erhaltenen Stamm
wurden Dauerkulturen angelegt, die fiir alle weiteren Extrakte verwendet wurden.

Mit einem von einer frischen LB-Platte gepickten F. coli-Klon wurde dann eine 5ml
LB-Mediumkultur hergestellt, welche 8 h bei 37° C und unter Schiitteln inkubiert wur-
de. Mit 0,5ml dieser Vorkultur wurde eine 50 ml LB-Mediumkultur angeimpft und
ca. 14 h inkubiert. Mit diesem Inokulum wurde ein 51-Fermenter mit 2x YPTG ange-
impft. Die Fermenter-Parameter wurden so gewéhlt, dass bei einer Riithrerdrehzahl von
500-700 rpm die Sauerstoffsattigung stets tiber 80 % blieb. Die Sauerstoffelektrode war
zuvor kalibriert worden, indem das unbewegte Medium direkt nach dem Autoklavieren
als zu 0% mit Sauerstoff gesittigt definiert wurde, das bei vollem Lufteinstrom und

maximaler Rithrerdrehzahl (10 vvm, 1000 rpm) durchmischte Medium als zu 100 % mit
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Sauerstoff gesittigt. Uberméflige Schaumbildung wurde durch Zugabe von 0,5 ml An-
tifoam verhindert. Nach Erreichen der gewiinschten ODgg von 2,5-3 wurde der Ansatz
innerhalb von 45 min auf 12° C gekiihlt. Fiir diesen Zweck wurde der gesamte Fermen-
ter in ein Eiswasserbad gestellt und die gerateinterne Kiihlung aktiviert. Die Zellen
wurden dann bei 8000x g und 4° C tiber 10 min pelletiert, das Pellet dreimal mit 150 ml
S30-Puffer A gewaschen und schlieflich in 110 % (vol/m) S30-Puffer B resuspendiert.
Die Zellen wurden mittels French Press (20.000 Psi, 2 Durchgénge) aufgeschlossen
und zweimal bei 30.000 x g und 4° C iiber 30 min zentrifugiert, wobei jeweils 2/3 des
klaren Uberstandes weiterverwendet wurden. Der verbleibende Uberstand wurde an-
schliefend mit 400 mM NaCl versetzt und bei 42° C tiber 45 min inkubiert. Im letzten
Schritt erfolgte eine Dialyse mit zweimal 2,51 S30-Puffer C, dem sich eine weitere
Zentrifugation anschloss. Der fertige Extrakt wurde aliquotiert, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei —80° C gelagert. Die Qualitatskontrolle erfolgte ebenfalls durch

Produktion des GFP in einem Magnesium-Screen.

3.4.3 Analytische zellfreie Proteinsynthese

Zur Uberpriifung einer neuen Charge des S30-F. coli-Extraktes oder der T7-RNA-
Polymerase sowie zur Evaluation der Produktionsbedingungen bei neuen Proteinen
(Magnesium-Konzentration, Art des Detergens) wurde eine zellfreie Proteinsynthese
im analytischen Mafistab mittels Continuous-Fxchange-Verfahren durchgefiithrt. Die
hierfiir eingesetzten, nach Vorlage von Schneider et al. selbst gebauten Reaktionsgefafle
[53], hatten ein RM : FM-Verhaltnis von 1 : 15 und wurden in eine 24-well Platte
gesetzt (s. Abb. 1.4). Beide Kompartimente waren durch eine semipermeable Membran
mit einem Cut-off von 10-14kDa voneinander getrennt. Die Tabellen 3.5 und 3.6
geben Auskunft tiber die eingesetzten Komponenten. Der Ansatz wurde tiber Nacht
bei 30°C und unter Schiitteln inkubiert. Alle analytischen Reaktionsansitze wurden
stets als Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Im Magnesium-Screen wurde die Magnesium-Konzentration zwischen 12 und 20 mM
Mg?* variiert. Uber die im Detergenzien-Screen eingesetzten Detergenzien gibt die
Tabelle 3.7 Auskunft.
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Tabelle 3.5: Komponenten des Feeding Mix

Komponente Einheit Konzentration
Aminosauren mM 0,55
RCWMDE mM 1,0
Acetylphosphat mM 20,0
Phosphoenolpyruvat mM 20,0
ATP mM 4,8
GTP, CTP, UTP mM 3,2
Dithiothreitol mM 2,0
Folsaure mg/ml 0,1
COMPLETE X 1,0
Hepes M 0,1
EDTA mM 21
Magnesiumacetat mM 11,0
Kaliumacetet mM 130,0
PEG 8000 % 2,0
NaNj % 0,05

Tabelle 3.6: Zusétzliche oder in anderen Mengen eingesetzte Komponenten des Reac-

tion Mix

Komponente Einheit Konzentration
Aminosauren mM 0,5
S30-F. coli-Extrakt % 35,0
Plasmid mg/ml 0,015
RIBOLOCK® U/pl 0,3
T7-RNA-Polymerase  U/ul 15,0

E. coli-tRNA mg/ml 0,7
Pyruvat-Kinase mg/ml 0,08

Tabelle 3.7: Im Detergenzien-Screen eingesetzte Substanzen

Detergens Konzentration (%)
Brij®35 0,2
Brij®58 1,5
Brij®78 0,8
Brij®98 0,2
Digitonin 0,4
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3.4.4 Praparative zellfreie Proteinsynthese

Die praparative Herstellung von Proteinen erfolgte im 1-2 ml-Mafistab, wobei SLIDE-
A-LyzER®DiaLYsIS CASSETTES 0,53 ML mit einem Cut-off von 10kDa eingesetzt

wurden. Die Konzentrationen der Komponenten entsprachen denen in Abschnitt 3.4.3.

Das Verhaltnis von RM : FM war 1 : 17.

3.5 Sekundarstrukturanalyse zellfrei hergestellter

Proteine

3.5.1 In-Gel-Fluoreszenzmessungen

In-Gel-Fluoreszenzmessungen wurden durchgefiihrt, indem die Proben wie in Ab-
schnitt 3.2.3 beschrieben auf einem SDS-Gel aufgetrennt wurden. Das Gel wurde im
LuMI-IMAGER™F1 bei 520 nm belichtet und mit der LUMIANALYST Software aus-

gewertet.

3.5.2 Fluorimeter-Messungen

200 1 der verdiinnten Probe wurden in eine OPTIPLATET™-96 pipettiert und im Fluo-
rimeter bei einer Anregungswellenldnge von 475nm und einer Emissionswellenlénge

von 509 nm vermessen.

3.5.3 Sekundarstrukturanalyse von Proteinen mittels

Zirkulardichroismus

Zirkulardichroismus-Messungen sind ein besonders wertvolles Instrument, um die Se-
kundérstruktur von Proteinen zu untersuchen. a-Helicale Proteine zeigen negative
Banden bei 208 und 222 nm und eine positive bei 193 nm. S-Faltblatt-Strukturen re-
sultieren in einer negativen Bande bei 218 nm und einer positiven bei 195 nm. Unge-
ordnete Proteine zeigen eine geringe Elliptizitat iiber 210 nm und eine negative Bande
bei 195nm [86]. Mit Hilfe verschiedener Algorithmen kénnen dann die Anteile der
verschiedenen Elemente berechnet werden. Als Referenzen dafiir dienen CD-Spektren

von Proteinen oder Peptiden, von denen die Kristallstruktur bekannt ist [87]. Mit
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modernen CD-Geréten ist es auch moglich, die Probe zu erhitzen und die Denaturie-
rung iiber die Verdnderung der Sekundérstruktur nachzuvollziehen [87]. Der Punkt,
an dem die Denaturierung eintritt, wird als Schmelzpunkt bezeichnet. Zuséatzlich wird
auBerdem zu jeder Messung ein sogenanntes High tension voltage-Signal (HT-Signal)
registriert. Dieses zeigt an, wie stark das CD-Signal verstarkt werden muss. Zeigt die
Probe in sehr hohen oder sehr niedrigen Wellenldngenbereichen sehr hohe Absorption
oder dndert sie ihr Absorptionsverhalten, zum Beispiel durch Auftreten von Aggrega-
ten, wird dieses im HT-Signal wiedergegeben. Ein reiner Denaturierungsprozess ohne
Aggregation des Proteins ist gekennzeichnet durch den Anstieg des CD-Signals, aber
nicht des HT-Signals [88,89].

3.5.4 Durchfiihrung der Zirkulardichroismus-Messungen

Im Gegensatz zur reguldren Aufreinigung der Proteine erfolgte diese vor den CD-
Messungen ohne einen Detergens-Wechsel zu DDM, um etwaige Einfliisse auf die Se-
kundérstruktur auszuschlieBen. Zudem wurde mittels NANODROP® SPECTROPHO-
TOMETER ND-1000 die genaue Proteinkonzentration iiber die ODsgy bestimmt. Die
CD-Messungen wurden bei Raumtemperatur in einem Wellenldngenbereich von 200—
250 nm und bei einer Geschwindigkeit von 5nm/ min durchgefithrt. Die Probe befand
sich in einer 1 mm-Kiivette. Es wurden jeweils 4 Spektren gemittelt und die Spektren
der reinen Puffer subtrahiert. Thermische Denaturierung wurde bei einer Wellenldnge
von 222 nm im Bereich von 20-95° C gemessen. Auch hier wurden Spektren der reinen
Puffer subtrahiert. Die Auswertung erfolgte tiber die Berechnung der Mean Residue
Ellipticity bei der Wellenlénge A ([O]yvrw,»), wobei zunéchst das Mean Residue Weight
(MRW) berechnet wurde. Die Rohdaten wurden somit auf Proteinkonzentration und

-lange bezogen, so dass ein Vergleich moglich war.

MRW = M/(N — 1) (3.2)

M = Molekulargewicht des Proteins (Da)

N = Anzahl der Aminosauren
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(O] = Elliptizitat (Grad)
d = Kiivettenldnge (cm)

¢ = Konzentration des Proteins (g/ml)

3.6 Protein-Rekonstitution in Liposomen

3.6.1 Herstellung von Liposomen

Pro Rekonstitutionsansatz wurden 2,5mg FE. coli polar lipids in Diethylether gelost
und ca. 1h mit Stickstoff begast. Nach Zugabe einiger Glasperlen wurden die Li-
pide in Rekonstitutionspuffer gelost und zunéchst in 6 Zyklen mit einer Ultraschall-
Sonotrode behandelt, wobei die Probe auf Eis gekiihlt und mit Stickstoff begast wurde
(15s on/45s off). Anschliefend erfolgten 3 freeze/thaw-Zyklen mit fliissigem Stick-
stoff. Um die Probe zu homogenisieren, wurde sie letzendlich noch durch eine 200 nm

Polycarbonat-Membran extrudiert [90].

3.6.2 Rekonstitution von Proteinen in Liposomen

Das Rekonstitutionsprotokoll ist eine Abwandlung verschiedener, bereits bekannter
Methoden [61,91]. Zunichst wurde die Liposomen-Losung mit 0,5% TRITONTMX-
100 versetzt, um die Liposomen zu destabilisieren. Anschliefend wurden auf 1ml
dieser Losung 250 ul des gereinigten Proteins (Proteinkonzentration: 1mg/ml) ge-
geben und bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken fiir 30 min inkubiert. Die
Detergenzien wurden anschliefend durch Zugabe von 2x200 mg zuvor aktivierter Bio-
BEADS®SM-2 entfernt. Bio-BEADS®SM-2 sind makropordse, polymerische Adsor-
bentien aus Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer und besitzen eine hohe Oberfliche,
die besonders fiir die Adsorption von TRITONT™X-100, aber auch von anderen De-
tergenzien, geeignet ist. Die erste Inkubation erfolgte bei 4° C iiber Nacht, die zwei-
te nur fiir einige Stunden. Anschliefend wurde die Probe erneut durch eine 200 nm

Polycarbonat-Membran extrudiert.
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3.6.3 Saccharose-Gradienten-Zentrifugation

Die Saccharose-Gradienten-Zentrifugation wurde durchgefithrt, um die Effizienz der
Rekonstitution zu tiberpriifen. Zu diesem Zweck wurden eine 50 pug Protein entspre-
chende Menge Proteoliposomen in 700 ul Gradienten-Puffer suspendiert und mit 30 %
Saccharose versetzt. Diese Mischung wurde in ein Ultrazentrifugations-Réhrchen ge-
geben und mit 5 weiteren 700 pl-Fraktionen des Puffers mit abnehmenden Saccharose-
Konzentrationen iiberschichtet (25, 20, 15, 5 und 0%). Der Gradient wurde mit Hilfe
eines SW 60 Ti1-Schwingrotors bei 4° C und 164.000 x g tiber 6 h zentrifugiert. Die
einzelnen Schichten wurden anschlieBend sorgsam abpipettiert, das Protein mit 5%
Trichloressigsédure ausgefallt und per Western Blot analysiert. Das Protokoll wurde
verandert nach Yakata et al. [92].

3.6.4 GroBenmessung der Proteoliposomen

Die Grofle der Proteoliposomen und Liposomen wurde am ZETASIZER NANO ZS be-
stimmt. Die Partikelgrofenbestimmung erfolgt hier iiber die durch die Brown‘sche
Molekularbewegung hervorgerufene Anderung der dynamischen Lichtstreuung. Der
errechnete Z-Average gibt den intensitdtsgewichteten, durchschnittlichen hydrodyna-
mischen Durchmesser des Partikels an. Der hydrodynamische Durchmesser beschreibt
den Durchmesser des Partikels samt seiner Hydrathiille. Es ist anzumerken, dass die
Intensitatsverteilung keinerlei Aussage iiber die Massen- oder Anzahlverteilung macht.
Zusétzlich wird ein sogenannter Polydispersitatsindex (PDI) ausgegeben, welcher eine
Aussage tiber die Breite der Partikelgroflenverteilung macht. Die unten aufgefiihrte
Tabelle stellt dar, wie die PartikelgroBenverteilung anhand des PDI beurteilt werden
kann (s. Tab. 3.8). Ist der PDI grofler als 0,7, ist das Partikelkollektiv derart breit ver-
teilt, dass eine Aussage tiber die Partikelgréfie nicht mehr moglich ist. Die Berechnung
der Parameter kann dem ISO Standarddokument 13321:1996E entnommen werden.

Fiir die Messung wurde eine 1 cm Plastikkiivette verwendet.
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Tabelle 3.8: Beurteilung des PDI
PDI Verteilung

< 0,05 Streng monodispers
0,1-0,2 Enge Verteilung
0,2-0,5 Breite Verteilung
0,5-0,7 Sehr breite Verteilung
> 0,7  Nicht mehr auswertbar

3.7 Funktionstest mittels dynamischer Lichtstreuung

3.7.1 Prinzip der dynamischen Lichtstreuung

Mit Hilfe einer SFM-300 Stopped-flow-Apparatur konnen in einer Zeitspanne von
wenigen Millisekunden zwei bis drei Fliissigkeiten in einer Messkiivette miteinander
vermischt und spektroskopisch vermessen werden. Durch das schnelle Mischen von zum
Beispiel Liposomen mit einem hyperosmolaren Puffer kommt es zu einem Schrump-
fen der Vesikel. Das im 90°-Winkel eingestrahlte monochromatische Licht einer Xe-
non/Quecksilber Bogenlampe verdndert sich je nach VesikelgroBe in seinem Streu-
verhalten beim Durchtritt durch die Messkiivette. Diese Veranderung wird an einem
Photomultiplier registriert und kann mittels der zugehorigen B1o-KINE-Software aus-
gewertet werden. Fiir diesen Zweck werden 9 Kurven gemittelt und die Ratenkonstante
k mit der Einheit s durch einfach oder zweifach exponentielles Kurvenfitting ermit-
telt. Der vordere Teil der Gleichung (a-t+b) beschreibt dabei die lineare Komponente,

der hintere Teil die exponentiellen Komponenten.

N
y=a-t+b+> ¢ e ¥ (3.4)

i=1
t = Zeit

k = Ratenkonstante
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3.7.2 Stopped-flow-Messungen von Proteoliposomen

Zunachst wurden die Proteoliposomen mit dem Rekonstitutionspuffer auf eine Lipid-
Konzentration von 0,4mg/ml verdiinnt. Die Proteoliposomen fiir Glycerolleitfiahig-
keitsmessungen wurden zudem mit 600 mM Saccharose versetzt. Als Gegenpuffer fiir
die isoosmotischen Glycerolleitfahigkeitsmessungen diente Rekonstitutionspuffer, wel-
cher mit 300 mM Saccharose und 300 mM Glycerol versetzt war. Als Gegenpuffer fiir
die hyperosmotischen Wasserleitfahigkeitsmessungen diente mit 600 mM Saccharose
versetzter Rekonstitutionspuffer. Proteoliposomen und entsprechender Gegenpuffer
wurden in einem Verhéltnis von 1 : 1 und einem Endvolumen von 150-202 pl mit-
einander gemischt und bei einer Wellenldnge von 546 nm und einer Temperatur von

10° C vermessen. Fiir die Auswertung wurden jeweils 9 Kurven gemittelt.
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4.1 Klonierungsarbeiten

Die genaue Durchfithrung der Klonierungsarbeiten ist im Abschnitt 3.1 beschrieben.
Das DdAqpB wurde aus dem pOG2-Vektor amplifiziert und dabei gleichzeitig am 5°-
Ende eine XhoI-Schnittstelle, sowie am 3‘-Ende eine BamH I-Schnittstelle eingefiigt.
Das Produkt wurde mit Hilfe dieser Schnittstellen zum Zwecke der Sequenzierung in
den pBluescript II SK (—)-Vektor und fiir die zellfreie Proteinsynthese in den pET21a-~
cHx-Vektor kloniert. Der pET21a-cHx mit einem zehnfachen Histidin- Tag wurde uns
von Frank Bernhard (Universitat Frankfurt) zur Verfiigung gestellt. Die Sequenzierung
zeigte Ubereinstimmung mit der Original-Sequenz.

Das sich im pDXA-Vektor befindende DdAqpB-GFP-Konstrukt wurde mit Hilfe von
Xhol und HindIII partiell verdaut. Dabei erfolgte zunéchst ein kompletter Verdau
mit Xhol, anschlieend ein nur 5-minttiger Verdau mit Hind I11. Hind 111 schneidet
sowohl am 3'-Ende als auch am 5-Ende der GFP-Sequenz. Bei einem langen Verdau
wiirde deshalb das Fusionsprotein gespalten werden. Der kurze Verdau ermoglichte,
dass neben dem komplett verdauten Konstrukt auch eine geringe Menge an integ-
rem DdAqpB-GFP aus dem Vektor herausgeschnitten wurde. Auf dem Agarose-Gel
erkennt man den linearisierten Vektor (6156 bp), die DdAqpB-GFP-Fusion (1600 bp)
und das DdAqpB bzw. GFP (885bp)(s. Abb. 4.1). Aufgrund des geringen Groflenun-
terschiedes konnte man DdAqpB und GFP nicht voneinander trennen. Das Fusions-
protein wurde isoliert und dann in den mit den Enzymen Hind I1I und Sall verdauten
pET21a-cHx-Vektor ligiert. Alle weiteren Klonierungsarbeiten wurden durch den Ar-
beitskreis durchgefiihrt.
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Abbildung 4.1: Agarose-Gel des partiell verdauten DdAqpB-GFP/pDXA. Obere Ban-
de: pDXA, mittlere Bande: DdAqpB-GFP, untere Bande: DdAqpB.

4.2 Etablierung der zellfreien Proteinsynthese

Die kritischen Komponenten bei der zellfreien Proteinsynthese sind der S30-FE. coli-
Extrakt und die T7-RNA-Polymerase. Da die spiteren Proteinausbeuten stark von der
Qualitat des Extraktes und der Polymerase abhangig sind, miissen beide vor ihrem
Einsatz auf ihre Effizienz tberpriift werden. Dies erfolgte, indem GFP als Testpro-
tein bei verschiedenen Magnesium-Konzentrationen (iiblicherweise in einem Bereich
von 10-20mM) produziert wurde. Als Kontrolle wurde das GFP unter den gleichen
Bedingungen mit einem Laborstandard-Extrakt oder einer Laborstandard-Polymerase
hergestellt. In diesem Fall wurden als Standards Extrakt und Polymerase von Frank
Bernhard (Universitat Frankfurt) zur Verfugung gestellt. Die Reaktionsansétze wurden
per SDS-PAGE aufgetrennt und die Fluoreszenzintensitat densitometrisch ausgewer-
tet (Bestimmung der In-Gel-Fluoreszenz, s. Abschnitte 3.2.3 und 3.5.1). Gleichzeitig
erhielt man mit dem Magnesium-Screen die fiir die jeweilige Komponente optima-
le Magnesium-Konzentration. Da der Magnesiumgehalt einen wesentlichen Einfluss
auf das zellfreie Proteinsynthese-System hat [52], wurde vor dem Einsatz jeder neuen
Charge Extrakt oder Polymerase, sowie bei der zellfreien Herstellung von neuen Pro-
teinen, dieser Screen durchgefiihrt.

Es ist anzumerken, dass die unterschiedlichen Extrakte in Kombination mit jeweils
anderen Chargen T7-RNA-Polymerase verschiedene Magnesium-Optima aufwiesen.
Da im Laufe dieser Arbeit mit verschiedenen Chargen T7-RNA-Polymerase und S30-
E. coli-Extrakt gearbeitet wurde, sind beziiglich der Magnesium-Optima wechselnde

Angaben zu finden.
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4.2.1 Herstellung und Kontrolle der T7-RNA-Polymerase
Herstellung

Das Lysat der T7-RNA-Polymerase produzierenden E. coli-Zellen wurde wie in Ab-
schnitt 3.4.1 beschrieben mittels Kationenaustauscher-Chromatographie aufgereinigt.
Die photometrische Bestimmung der erhaltenen Fraktionen zeigte deutliche Unter-
schiede im Proteingehalt. Beispielhaft sind hier die Werte der ersten 65 Fraktionen
abgebildet (s. Abb. 4.2). Diejenigen Fraktionen, deren Absorption héher war als 0,2,

wurden fiir weitere Untersuchungen ausgewahlt.
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Abbildung 4.2: Absorption der Fraktionen der sdulenchromatographischen Aufreini-
gung der T7-RNA-Polymerase bei 280 nm.

Die ausgewéhlten Fraktionen wurden mittels Western Blot-Analyse auf ihren Gehalt
an T7-RNA-Polymerase untersucht (s. Abb. 4.3). Fraktionen mit positivem Nachweis

wurden gepoolt, aufkonzentriert und dialysiert.

Kontrolle

Es wurde wie in Abschnitt 3.4.3 dargelegt ein Magnesium-Screen (18-22mM Ma-
gnesium) mit der neuen und der Laborstandard-T7-RNA-Polymerase durchgefiihrt.
Die entstandenen Reaktionsprodukte wurden per SDS-PAGE getrennt und die In-

Gel-Fluoreszenz bestimmt. Die Signalintensitédten zeigten, dass die neue T7-RNA-
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Abbildung 4.3: Beispielhafter Western Blot mit verschiedenen Fraktionen der Aufrei-
nigung. Die ersten Fraktionen enthalten keine oder kaum T7-RNA-
Polymerase, in allen anderen Fraktionen ist das Enzym in verschiede-
nen Konzentrationen nachweisbar. Detektion durch T7-RNAP-AK.

Polymerase sogar zu etwas hoheren Ausbeuten an GFP fiihrte als der Standard (s.
Abb 4.4). Desweiteren ergab sich in dem untersuchten Bereich fiir beide Polymera-
sen die gleiche optimale Magnesium-Konzentrationen von 18 mM. Da alle anderen
Reaktionszusatze identisch waren, konnte man daraus schlieflen, dass sich der Magne-
siumgehalt der neuen und der alten T7-RNA-Polymerase entsprachen. In Bezug auf
den 18 mM-Ansatz besafl die neu hergestellte T7-RNA-Polymerase 111 % der Effizienz
der Laborstandard-T7-RNA-Polymerase (s. Tab. 4.1).
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Abbildung 4.4: Vergleichender Magnesium-Screen einer neuen Charge TT7-RNA-
Polymerase mit den Laborstandard. Als Testprotein wurde GFP
hergestellt.
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Tabelle 4.1: Vergleich der Fluoreszenzintensitiaten der oben gezeigten T7-RNA-
Polymerasen bei der jeweils optimalen Magnesium-Konzentrationen von

18 mM
T7-RNA-Polymerase Fluoreszenzintensitiat (BLU)
Laborstandard-T7-RNA-Polymerase 1,09 - 107
Neue Charge der Polymerase 1,21-107

4.2.2 Herstellung und Kontrolle des S30-E. coli-Extraktes
Uberpriifung der E. coli-Kultur und der Fermenterbedingungen

Bevor der Extrakt wie in Abschnitt 3.4.2 angegeben hergestellt wurde, wurde zunéchst
die BL21-Kultur bis zur stationaren Phase kultiviert. Die erhaltene Wachstumskurve
(s. Abb. 4.5) gab Aufschluss dariiber, dass die Fermenter-Parameter optimal gewéahlt
waren (Generationszeit der Zellen 20-30 min) und dartiber, wann ein Ernten der Zel-
len sinnvoll ware. Der Erntezeitpunkt sollte in der logarithmischen Phase liegen, da
die Zellen hier sehr viele Ribosomen und Translationsfaktoren produzieren. In der

stationdren Phase wurde eine ODgyo von ca. 20 erreicht.

10 1

0De&00

0.1 T T T 1
0 100 200 300 400

Zeit (min)

Abbildung 4.5: Logarithmisch dargestellte Wachstumskurve der BL21-Kultur.
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Herstellung des Extraktes

Bei der S30-F. coli-Extrakt-Herstellung haben sich folgende Parameter als kritisch er-
wiesen: Um einen hochwertigen Extrakt zu erhalten, musste zunachst eine optimale
Sauerstoffversorgung wahrend der Wachstums- vor allem aber auch wéahrend der Kiihl-
phase gewahrleistet sein. Das Kiihlen der Zellen musste ziigig innerhalb der angege-
benen Zeit erfolgen. Auch nach der Pelletierung der Zellen war es wichtig, stets eine
ausreichende Kiihlung sicherzustellen. Ein weiterer kritischer Schritt war das Abpi-
pettieren des klaren Uberstandes nach der Zentrifugation. Dies musste sehr vorsichtig
geschehen, vor allem ohne die oben aufschwimmenden Lipide mitzuerfassen. Unter Be-
riicksichtigung dieser Parameter erhielt man ein 25-30 g schweres Zellpellet, welches
letztendlich zwischen 12 und 15 ml Extrakt lieferte.

Kontrolle des Extraktes

Der fertige S30-E. coli-Extrakt wurde ebenfalls, zusammen mit dem Laborstandard-
Extrakt, einem Magnesium-Screen unterzogen. Auch hier zeigte sich eine Uberein-
stimmung der Magnesium-Optima (12mM). Ein Vergleich dieser Ansétze zeigte, dass
der neue Extrakt ca. 36 % der Effizienz des Standard-Extraktes besafl (s. Tab. 4.2).
Eine hohere Effizienz wire wiinschenswert gewesen, jedoch wurde diese Charge als
knapp ausreichend befunden. Spéter hergestellte Extrakte besaflen meist eine bessere
Qualitat.

Tabelle 4.2: Vergleich einer neuen Charge des S30-F. coli-Extraktes mit dem
Laborstandard-Extrakt. Angabe der Fluoreszenzintensitdten bei den je-
weils optimalen Magnesium-Konzentrationen von 12 mM

Fluoreszenzintensitat (BLU)

Laborstandard-S30-E. coli-Extrakt 3,56 - 106
Neue Charge des S30-E. coli-Extraktes 1,29 - 10°

4.2.3 Evaluierung der Expressionsvektoren

Fir das zellfreie Proteinsynthese-System stehen mehrere Vektoren zur Verfiigung. Die
am haufigsten eingesetzten sind die pET21- und die pIVEX-Familie. Die Multiple Clo-
ning Site des pIVEX2.3, welche zuvor nur die Schnittstellen Ncol und Smal enthielt,
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wurde in unserem Labor um einige weitere Restriktionsschnittstellen erweitert und
daraus der pIVEX2.3w erhalten. Der entsprechende Ausschnitt aus der Plasmidkarte
ist in Abb. 4.6 dargestellt. Die Vektoren wurden mittels GFP-Produktion verglichen.
Der Vergleich zeigte, dass beide Vektoren sehr déhnlich hohe Ausbeuten an GFP lie-

ferten.

Tabelle 4.3: Vergleich der Vektoren pET2la-cHx und pIVEX2.3w durch Produktion
von GFP unter denselben Bedingungen und Messung der Fluoreszenz-

intensitat.
Vektor Fluoreszenzintensitat (BLU)
pET21a-cHx 7,5-10°
pIVEX2.3w 8,1-10°

4.3 Untersuchung des Glykosylierungs-Status von
DdAqpB

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das DdAqpB aus dem Schleimpilz Dictyostelium dis-
coideum untersucht werden. Das Protein war im Arbeitskreis schon funktionell cha-
rakterisiert worden [39]. Es blieb jedoch die Frage ungekléart, ob das DdAqpB in vivo
in glykosylierter Form vorliegt. Der Western-Blot der Membranproteinfraktion legte
diesen Verdacht nahe, da neben der erwarteten Bande auf Hohe von 31 kDa eine zwei-
te Bande auf Hohe von 38kDa auftrat (s. Abb. 4.7). Vorangegangene Versuche zum
Nachweis einer N-Glykosylierung mit N-Glykosidase waren erfolglos gewesen [93]. Es
boten sich deshalb folgende zwei Versuche an: Einerseits sollte das Protein im zell-
freien Proteinsynthese-System hergestellt werden. Das FE. coli-basierte System ist zu
keinerlei posttranslationalen Modifikationen in der Lage [52], dementsprechend wiirde
hier nur das Auftauchen einer einzelnen Bande auf Hohe von 31 kDa erwartet. Deswei-
teren sollte eine chemische Deglykosylierung der Membranproteinfraktion mit TFMS
durchgefiithrt werden. TFMS spaltet sowohl N- als auch die selteneren O-glykosidischen
Bindungen [94].
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Abbildung 4.6: Multiple Cloning Site des pIVEX2.3w. Neben den Schnittstellen kann

der Karte entnommen werden, wo sich der N-terminale HA-Tag und

der C-terminale Histidin-7Tag befinden.
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4.3.1 Vergleich in vivo- und in vitro-DdAqpB

Zunéchst wurde aus einer D. discoideum-Kultur wie in Abschnitt 3.3.4 beschrieben die
Membranproteinfraktion gewonnen und anschlieflend geblottet (s. Abschnitt 3.2.4).
Der zum Blotten eingesetzte Antikorper raN20-34 war spezifisch gegen eine Sequenz
des N-Terminus gerichtet. Im Blot zeigte sich auler den Banden bei 31 und 38 kDa
noch eine weitere Bande bei 90kDa (s. Abb. 4.7). Es konnte jedoch im Arbeitskreis
nachgewiesen werden, dass es sich bei dieser um eine, in einigen Féllen auftauchende,

unspezifische Bande des Primérantikérpers handelte [93].

«__ 90kDa
«__ 38kDa

e < 31kDa

Abbildung 4.7: Nachweis von DdAqpB in der Membranproteinfraktion von
D. discoideum. Detektion durch raN20-34-AK.

Dasselbe Protein wurde anschlieSend im zellfreien Proteinsynthese-System hergestellt,
gleichzeitig wurde ein Magnesium-Screen (15-19 mM Mg?") durchgefiihrt. Da an das
Protein ein C-terminaler Oligo-Histidin-Tag angefiigt war, konnte es mit dem RGS-
anti His-Antikorper im Western Blot nachgewiesen werden. Abgesehen von der 15 mM
Mg?**-Fraktion wurden hohe Proteinausbeuten erhalten. Wie erwartet erschien bei
31kDa eine Bande. Auffilligerweise erschien auch hier eine zweite Bande, jedoch mit
20 kDa deutlich unter der 31 kDa-Bande (s. Abb. 4.8).

Es konnte also zunéchst gezeigt werden, dass bei der in vitro Synthese keine 38 kDa-
Bande auftrat. Dies war ein Hinweis auf eine mogliche Glykosylierung.

Was die unerwartete 20 kDa-Bande betraf, wurde vermutet, dass es sich hierbei um
falsch gefaltetes Produkt handeln kénnte. Da das DdAqpB ein Membranprotein ist,
aggregiert es im zellfreien Proteinsynthese-System, wenn kein Zusatz von Detergenzi-

en oder anderen Stabilisatoren erfolgt [52]. Es ist gut moglich, dass dabei in diesem
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15 16 17 18 19
mM Mg2+

Abbildung 4.8: Western Blot des in witro bei verschiedenen Magnesium-
Konzentrationen hergestellten DdAqpB. Detektion durch RGS-anti
His-AK.

Fall neben dem korrekt gefalteten Protein auch falsch gefaltetes Produkt anfiel. Es ist
anzumerken, dass alle Proteine bei der Behandlung im SDS-Ladepuffer fiir die SDS-
PAGE denaturieren. Dabei muss man bedenken, dass eine Denaturierung selten eine
vollige Zerstorung der Proteinstruktur bedeutet. Meist sind nur einige Prozent des
Proteins falsch gefaltet und die urspriingliche Faltung ist haufig noch zu erkennen. Es
ist dementsprechend trotz denaturierender Behandlung im Ladepuffer moglich, zuvor
verschieden gefaltete Proteinspezies im Western Blot zu erkennen [82].

Um der Frage der Faltung weiter auf den Grund zu gehen, wurde das DdAqpB wie
in Abschnitt 3.4.3 beschrieben in Anwesenheit verschiedener Detergenzien hergestellt.
Ein Kontrollversuch erfolgte ohne Detergens. Da die vielen Detergenzien sehr unter-
schiedliche Effekte auf die Loslichkeit von Membranproteinen und auch auf deren
Ausbeute haben konnen, ist es stets sinnvoll, zunéchst verschiedene Detergenzien auf
ihre Eignung zu untersuchen [62]. Der Western Blot des Detergenzien-Screens be-
starkte die Vermutung, dass es sich bei der 20 kDa Bande um falsch gefaltetes Protein
handeln konnte. Bei allen vier Detergenzien trat jeweils nur die obere Bande auf. In
der Kontrolle ohne Detergenzienzusatz war sogar nur die untere Bande sichtbar (s.
Abb. 4.9).

Da nach Erhalt dieses Western Blots grofies Interesse daran bestand, der Natur der
unteren Bande auf den Grund zu gehen, wurde beschlossen, mittels C-terminaler GFP-
Fusion zu ermitteln, ob es sich tatséchlich um falsch gefaltetes Protein handelte. Die in
diesem Rahmen durchgefiihrten Versuche werden in den folgenden Kapiteln dargestellt
(s. Abschnitt 4.4).
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Abbildung 4.9: Western Blot des in vitro Detergenzien-Screens des DdAqpB. Detek-
tion durch RGS-anti His-AK.

4.3.2 Chemische Deglykosylierung von DdAqpB

Um die aus dem vorangegangenen Versuch bestiarkte Vermutung der Glykosylierung
des DdAqpB in der Membranproteinfraktion zu klaren, wurde eine chemische De-
glykosylierung mit TFMS durchgefiihrt, welche N- und O-Glykoside spaltet (s. Ab-
schnitt 3.3.5) [95]. Als Kontrolle diente Membranproteinfraktion, welche, abgesehen
von der Behandlung mit TFMS und der anschlieSfenden Neutralisation, der gleichen
Prozedur unterworfen wurde. Der Blot zeigte sehr deutlich die starke Abnahme der
38 kDa-Bande. Dafiir trat die 31 kDa-Bande viel stérker hervor (s. Abb. 4.10). Da eine
N-Glykosylierung des Proteins zuvor ausgeschlossen werden konnte [93], konnte nun
vermutlich gezeigt werden, dass eine O-Glykosylierung des DdAqpB vorlag. Mit Hilfe
des DictyOGLYC 1.1-Servers der Technischen Universitdt Danemarks wurde eine
O-Glykosylierungsvorhersage fiir das DdAqpB gemacht. Diese ergab, dass am Serin 75
oder am Serin 244 eine Glykosylierung moglich wére.

Es ist anzumerken, dass neueste Ergebnisse aus dem Arbeitskreis Zweifel an der Spe-
zifitdt des Antikorpers aufkommen lielen, da ein DdAqpB-Knockout in D. discoideum
weiterhin die 38 kDa-Bande im Western Blot zeigte. Die 31 kDa-Bande jedoch war
erwartungsgemafl verschwunden. Eventuell wurde die Spezifitidt des Antikérpers also

nur unzureichend festgestellt und eine Glykosylierung muss in Frage gestellt werden.
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Abbildung 4.10: Western Blot der mit TFMS behandelten und unbehandelten Dd-
Membranproteinfraktion (MF). Durch die Abnahme der 38kDa-
Bande nach der TFMS-Behandlung wird deutlich, dass das DdAqpB
wahrscheinlich glykosyliert vorliegt. Detektion durch raN20-34-AK.

4.4 C-terminale GFP-Fusion als Faltungskontrolle

Wie schon in Abschnitt 4.3.1 erwédhnt, sollte mittels C-terminaler GFP-Fusion iiber-
priift werden, ob bei der zellfreien Herstellung von DdAqpB, je nach Reaktionszusatz,
unterschiedlich gefaltete Proteinspezies entstehen.

Das sich im pET2la-cHx-Vektor befindene DdAqpB-GFP wurde zunéchst ohne den
Zusatz von Detergenzien in einem Magnesium-Screen untersucht. Jedoch wurde kein
Produkt erhalten. Der anschlieBend durchgefiihrte Detergenzien-Screen zeigte zwar auf
der erwarteten Hohe von 58 kDa ein Signal im Western Blot, jedoch war im SDS-Gel
keinerlei Fluoreszenz detektierbar (s. Abb. 4.11). Dies bedeutet, dass wahrscheinlich
nur falsch gefaltetes Produkt erhalten wurde. Die fluoreszierende Bande auf Hohe von
27kDa war vermutlich unabhédngig vom Fusionsprotein produziertes GFP. Dies ist
moglich, weil die AUG-Startsequenz des GFP im Vektor noch vorhanden war.

In Anbetracht der Tatsache, dass nun vermutlich auch im Magnesium- und Deter-
genzien-Screen mit dem unfusionierten Protein ausschliefllich nicht korrekt gefaltetes

Protein entstanden war, musste die Natur der 20 kDa-Bande im Magnesium-Screen
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Abbildung 4.11: DdAqpB-GFP Detergenzien-Screen. Links: In-Gel-Fluoreszenz des
SDS-Gels. Rechts: Western Blot. Detektion durch raN20-34-AK.

neu iitberdacht werden. Es wurde daher vermutet, dass es sich bei der unteren Bande
um ein Abbruchprodukt des DdAqpB handelte. Vom C-Terminus ausgehend wiirde
ein 20 kDa-Protein einen Bruch im Loop B bedeuten.

Um diese These zu iiberpriifen, wurde das zellfrei hergestellte DdAqpB zuséatzlich mit
dem gegen den N-Terminus gerichteten Antikérper raN20-34, mit welchem auch schon
das in vivo-Protein nachgewiesen wurde, geblottet. Der Blot zeigte deutlich die erwar-
tete DdAqpB-Bande auf Hohe von 31 kDa. Zusétzlich war auch hier eine Bande weiter
unten detektierbar, jedoch deutlich unter der 20 kDa-Marke (s. Abb. 4.12). Eine Ex-
trapolation der Markerbanden ergab eine etwaige Hohe von 8 kDa. Dieser Wert war
nur eine grobe Schitzung, da der Marker erst bei 19kDa begann. Der Unterschied
zur 20 kDa-Bande jedoch war deutlich genug, um feststellen zu kénnen, dass es sich
hier hochstwahrscheinlich um den N-terminalen Teil des DdAqpB handelte. Es konnte
also nachgewiesen werden, dass es zu einer Zerstorung des Proteins kam, wenn keine
Detergenzien in den Reaktionsansatz gegeben wurden.

Die Erkenntnis, dass offensichtlich auch ein Produkt auf der richtigen Hohe nicht
unbedingt bedeuten muss, dass korrekt gefaltetes Protein entstanden ist, war Anlass,
das G'FP-Faltungskontrollsystem an einem anderen Protein zu testen. Es bot sich dafiir
das Aquaporin aus Plasmodium falciparum (PfAQP) an. Das PfAQP ist im Gegensatz
zu dem DdAqpB bereits gut charakterisiert [30] und im Arbeitskreis schon vielfaltig
untersucht worden [96-100]. Das sich im pIVEX2.3wGFPc-Vektor befindende PfAQP-
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Abbildung 4.12: In wvitro hergestelltes DdAqpB. Detektion durch raN20-34-AK.

GFP wurde ebenso, zunachst ohne den Zusatz von Detergenzien, in einem Magnesium-
Screen untersucht. Auch hier wurde kein Produkt erhalten. Ein Detergenzien-Screen
zeigte jedoch folgende Ergebnisse (s. Abb. 4.13):

oy ] A oP & 2] P G & e
Q)(\Q’ Q}(@’ Q)(\Q Q)(\‘\” % Q)(\Q’ Q)(\Q’ Q){(\‘ é@ <'>\°’§
-—— «— S6KDa
- - «— 47KDa
p— <«— 27 KDa
In-Gel Fluoreszenz Western Blot

Abbildung 4.13: PfAQP-GFP Detergenzien-Screen. Links: In-Gel-Fluoreszenz des
SDS-Gels. Rechts: Western Blot mit einem Antikorper gegen das GFP
(GFP (FL)-AK).

Wurde zunéchst die In-Gel-Fluoreszenz der Reaktionsprodukte betrachtet, fiel auf,
dass die Fluoreszenzintensitdten sehr unterschiedlich waren. Das bedeutet, dass die
Ausbeuten an vermutlich korrekt gefaltetem Protein sehr stark variierten, je nach-
dem welches Detergens zugesetzt wurde. Wihrend zum Beispiel BRIJ®7S8 eine stark
fluoreszierende Bande lieferte, zeigte BRIJ®35 weniger vielversprechende Ergebnisse.
Zusétzlich tauchte auch hier in allen Ansétzen die fluoreszierende Bande auf Hohe von
27kDa auf. Abgesehen von unabhéngig produziertem GFP, kénnte es sich in diesem
Fall zusatzlich um ein Spaltprodukt des Fusionsproteines handeln. Dass es sich bei der
oberen, fluoreszierenden Bande nicht um das GFP-Dimer handelte, wurde nachgewie-
sen, indem aufler dem Western Blot mit dem anti-GFP-Antikoérper, ein zusétzlicher

Blot mit einem Antikorper gegen den N-terminalen HA-Tag durchgefithrt wurde. Die-
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Abbildung 4.14: Western Blot des PfAQP-GFP Detergenzien-Screens mit einem An-
tikorper gegen den N-terminalen HA-Tag (HA 12CA5-AK).

ser zeigte deutlich das gleiche Muster wie der des obigen Western Blots, die untere
GFP-Spur tauchte jedoch erwartungsgeméaf nicht auf (s. Abb. 4.14).

Desweiteren war im Western Blot der Abbildung 4.13 klar zu sehen, dass die fluores-
zierenden Banden auf Hohe von 47 kDa im SDS-Gel auch hier mit den entsprechenden
Signalintensitiaten auftauchten. Jedoch wurde nun auch deutlich, dass die Banden ei-
gentlich als Doppelbanden auftraten, mit einem weiteren Reaktionsprodukt auf Hohe
von 56 kDa. Dieses Phanomen wurde auch schon bei Geertsma et al. 2008 beschrie-
ben [82]. Dort konnte nachgewiesen werden, dass korrekt und falsch gefaltete Spezies
desselben Proteins unterschiedliche Laufhohen im SDS-Gel haben kénnen.

Es ist erkennbar, dass bei allen BR1J®-Reagenzien in etwa die gleichen Mengen an
Gesamtprotein erzeugt wurden, die unterschiedlichen Detergenzien jedoch mafigeblich
zu beeinflussen schienen, ob dieses auch fluoreszierte (s. Tab 4.18). Alleine das Digi-
tonin hat in diesem Fall nur zu extrem geringen Mengen an PfAQP gefiihrt, zudem

lieferte es vermutlich nur falsch gefaltetes Protein.

4.5 Etablierung einer schnellen in-situ
Faltungskontrolle fiir zellfreie

Proteinsynthese-Screenings

Bestandteil dieses Kapitels war es nun, zu priifen, ob tatsédchlich abhéngig von dem

zugesetzten Detergens unterschiedliche Proteinfaltungen entstehen. Desweiteren sollte
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getestet werden, ob sich die GFP-Fusion nutzen liasst, um Reaktionsbedingungen, wie
zum Beispiel die Eignung von Detergenzien, im zellfreien Proteinsynthese-System im
High-Throughput-Verfahren zu evaluieren.

Dafiir wurde zuerst die These der Detergens-abhéngigen Faltung mittels Zirkular-
dichroismus gepriift. Auch musste natiirlich der Nachweis erbracht werden, dass die
Bedingungen, die fiir das Fusionsprodukt gelten, auch auf das nichtfusionierte Prote-
in iibertraghar sind. Ebenso sollte gezeigt werden, dass die Produktionsbedingungen,
welche beim GFP-fusionierten Protein zur Fluoreszenz fithren, beim nichtfusionierten
Protein zur Funktionalitéit fithren. Fiir die Anwendung im High- Throughput-Verfahren
musste eine schnelle Auswertung der Fluoreszenzintensitéiten direkt im Reaktionsan-
satz moglich sein. Eine aufwendige In-Gel-Fluoreszenzmessung ist fiir Schnellverfahren
ungeeignet. Es wurde deshalb versucht, den Reaktionsansatz direkt im Fluorimeter zu

vermessen.

4.5.1 Sekundarstrukturanalyse des zellfrei hergestellten PfAQPs

Um dem Hinweis auf Unterschiede in der Faltung genauer nachzugehen, wurde ei-
ne Sekundérstruktur-Analyse mittels Zirkulardichroismus (CD) von, in verschiedenen
Detergenzien zellfrei hergestelltem, PfAQP vorgenommen (s. Abschnitt 3.5.3). Die
Sequenz befand sich im pIVEX2.3w-Vektor. Als Detergenzien wurden BR1s®35 und
Briy®78 ausgewihlt, weil sie beim Fusionsprotein in etwa gleiche Proteinmengen lie-
ferten, beim BR1IJ®78 jedoch hauptsichlich die untere, fluoreszierende Bande auftrat,
beim BrR1J®35 hauptsichlich die obere, nicht fluoreszierende Bande. Dass es legitim
ist, von mit dem Fusionsprotein erhaltenen Ergebnissen auf das unfusionierte Pro-
tein zu schlieflen, wird in Abschnitt 4.5.2 dargelegt. Abgesehen von den Detergenzi-
en, wurde in zwei ansonsten identischen, praparativen Reaktionsansatzen das Protein
hergestellt. AnschlieBend wurden die Anséitze aufgereinigt, der jeweilige Proteingehalt
bestimmt und die Proben dann einer CD-Analyse unterzogen.

Das erhaltene Spektrum zeigte zunichst vor allem beim in BRII®78 produzierten
PfAQP die typische W-Form a-helicaler Proteine mit den negativen Banden bei 208
und 222nm (s. Abb. 4.15) [86,87]. Bei dem in BR1J®35 hergestellten PfAQP waren
diese Banden weit weniger deutlich. Das Spektrum &hnelte eher einer Mischung aus a-
Helix- und j-Faltblatt-Anteilen wie es auch bei Chow et al. 2003 gezeigt wurde [101].

Eine genaue Aussage tiber die Anteile von a-Helix und g-Faltblatt war allerdings auf-
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grund der geringen Reichweite des Spektrums nicht moéglich. Ein Vergleich mit den
Werten der Kristallstruktur wurde deshalb nicht durchgefiihrt [30]. Trotz allem wurde
im Bereich zwischen 210 nm und 225nm ein Unterschied zwischen dem in BR1j®35
und dem in BRII®78 produzierten PfAQP deutlich.
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Abbildung 4.15: CD-Spektren von PfAQP, welches in den Detergenzien BRIJ®35 und
BRrR1J®7S8 hergestellt wurde.

Einen wirklichen Aufschluss iiber die Strukturunterschiede hingegen gab die thermi-
sche Denaturierungs-Analyse (s. Abb. 4.16). Hier wurde bei einer festen Wellenlange
von 222nm die Verdnderung der Mean Residue Ellipticily iber eine bestimmte Tem-
peraturspanne gemessen. Das in BRIJ®T8 produzierte PfAQP zeigte eine fiir Mem-
branproteine normale, sigmoidale Schmelzkurve, die zudem derjenigen des humanen
AQP10 sehr dhnelte. Die dort erreichte Schmelztemperatur von ca. 55° C lag nahe
der hier nachgewiesenen Schmelztemperatur des PfAQP von ca. 53° C [102]. Das in
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Br1s®35 produzierte PfFAQP zeigte keine eindeutige Schmelzkurve. Betrachtete man
das HT-Signal, war erkennbar, dass es genau dort, wo das CD-Signal anstieg (~=80° C),
auch einen Anstieg zeigte. Dies war ein Hinweis auf eine eingetretene Triibung der
Probe und damit Zeichen einer moglichen Aggregation (s. Abschnitt 3.5.3). Der De-
naturierungsprozess an sich fithrt nicht zu einer Triibung der Probe und somit nur
zu einer Anderung des CD-Signals [88,101]. Es kann somit festgehalten werden, dass
in BR1J®78 produziertes PfAQP ein fiir ein richtig gefaltetes Membranprotein nor-
males Verhalten bei der thermischen Denaturierung zeigte. In BR1J®35 hergestelltes
PfAQP jedoch lie8 keinen Denaturierungsprozess erkennen, sondern gab ausschlief3-
lich Hinweise auf eine Aggregation des Proteins ab ~80° C, die bei dem in BRIJ®78
produziertem Protein ebenfalls erkennbar waren. Ein Einfluss des Detergens auf die

Faltung von PfAQP konnte hier eindeutig gezeigt werden.

CD-Signal HT-Signal

o
T
]
3]

7 —ij 35 [ —_—ij 35
Brrij 75 Brii 75

e
]
=

&
w
Z 9 E425
= .o 2
- £ 0 - /\
£ 11 4 z
P g
= &
o -2 415
-
= 43
410

m
e
]
5]

20 40 =] an 100 40 [=11] an 100
Temperatur {*C) Temperatur {°C)

5]
=

Abbildung 4.16: CD- und HT-Signal von in BR1J®35 und in BR1J®78 produzier-
tem PfAQP iiber einen Temperaturbereich von 20-95°C und bei
einer konstanten Wellenldnge von 222nm. In BRIJ®7S8 hergestelltes
PfAQP zeigt eine sigmoidale Schmelzkurve mit einem Schmelzpunkt
bei 53° C. Bei in BR1IJ®35 produziertem PfAQP ist erst ab ~80° C
ein Anstieg im CD-Signal erkennbar, welcher mit einem Anstieg im
HT-Signal zusammenfillt. Das HT-Signal weist auf eine Proteinag-
gregation hin.
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4.5.2 Anwendbarkeit auf das nicht fusionierte Protein

Fir das Funktionieren dieser Screening-Methode ist es essentiell, dass die mit dem
GFP-Fusionsprotein erhaltenen Parameter auch fiir das nicht fusionierte Protein gel-
ten. Entsprechend wurde das PfAQP einem Detergenzien-Screen unterworfen und
dieser mit dem des Fusionsproteins verglichen. Da bei dem nicht fusionierten Protein
keinerlei Fluoreszenzmessung moglich war, mussten wir uns allein auf den Vergleich
der Proteinausbeuten stiitzen. Der Western Blot des PfAQP zeigte erwartungsgeméf
ein sehr dhnliches Signalmuster wie das Fusionsprotein (s. Abb. 4.17 und Abb. 4.18).
Die gute Korrelation wurde auch durch einen Korrelationskoeffizienten von R = 0,925
bestétigt (s. Abb. 4.19). Ob sich nicht nur die Gesamtproteinmengen entsprachen,
sondern auch die Anteile an richtig gefaltetem Protein, war leider nicht nachweisbar.
Jedoch gab es einen Hinweis: Bei dem Fusionsprotein zeigten die Ansétze mit den
Detergenzien BR1J®58 und BRIJ®7S die stirkeste Fluoreszenz. Bei dem nicht fu-
sionierten Protein zeigte sich in eben diesen Ansétzen die hochste Menge an Dimer,
welches offensichtlich auch nach der Behandlung mit SDS noch stabil war. Es ist be-
kannt, dass Aquaporine Homotetramere bilden, die teilweise resistent gegeniiber der
Desintegration durch SDS sind [103]. Eine starke Dimerisierung kann dabei Ausdruck
von korrekter Proteinfaltung sein. Dies liegt darin begriindet, dass ganz bestimmte
Motive im Protein fiir die Multimerisierung verantwortlich sind. Damit diese mitein-
ander in Wechselwirkung treten koénnen, miissen sie zugéanglich sein. Mutationen oder
Anderungen in der Sekundérstruktur, zum Beispiel durch falsche Faltung, kénnen dies
verhindern und damit die Multimerisierung abschwéchen oder unterbinden [104]. Wéh-
rend beim PfAQP bei den Detergenzien BR1J®58 und BR1J®78 das Verhaltnis von
Dimer zu Monomer 1,1-1,2 : 1 betrug, war bei allen weiteren Detergenzien nur ein Ver-
héltnis von 0,3-0,5 : 1 zu beobachten. Eine Ubertragbarkeit auf das nicht fusionierte

Protein kann also als gegeben angenommen werden.
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Abbildung 4.17: Western Blot des PfAQP-Detergenzien-Screens. Bei den Detergenzi-

en BRIJ®58 und BrRII®PTS ist

eine besonders starke Dimerisierung

zu erkennen. Detektion durch Penta His-AK.
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Abbildung 4.18: Vergleich der Signalintensitdten der Western Blots von GFP-
fusioniertem und nicht fusioniertem PfAQP.
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Abbildung 4.19: Korrelation der Signalintensititen der Western Blots von GFP-
fusioniertem und nicht fusioniertem PfAQP.

4.5.3 Praparative Herstellung und Rekonstitution von PfAQP

Um zu priifen, ob taséichlich eine korrekte Faltung des BR1J®78-produzierten PfAQPs
vorlag, wurde das Protein im préaparativen Mafistab hergestellt, aufgereinigt und in

Liposomen aus E. coli-Lipiden rekonstituiert.

Arten der Protein-Rekonstitution und Vorversuche

Es gibt verschiedene Methoden zur Rekonstitution von Membranproteinen in Lipo-
somen: In allen Fallen werden die Liposomen zunéchst mit einem Detergens destabi-
lisiert, das hierbei an hiufigsten eingesetzte ist TRITON®X 100 [105]. Anschlieflend
wird das solubilisierte Membranprotein hinzugegeben und alle Detergenzien aus dem
Ansatz entfernt. Dabei sind die Membranproteine durch ihre grofien lipophilen Be-
reiche energetisch gezwungen, sich in die Liposomen zu integrieren. Das Entfernen
der Detergenzien kann auf drei verschiedene Arten erfolgen: Entweder wird das De-
tergens unter seine kritische Mizellbildungskonstante (CMC) verdiinnt oder es wird
mittels Gelfiltration entfernt. Auflerdem kann es durch polymerische Adsorbentien
(sogenannte B1o-BEADS®) dem Ansatz entzogen werden [106]. Das Verdiinnen un-
ter die CMC kann durch Dialyse der Probe erfolgen oder durch ziigige Injektion in
eine grofere Menge Probenpuffer ohne Detergens [107]. Da bei der Verdinnungsme-

thode nur Detergenzien mit sehr hoher CMC in Frage kommen, ist es notwendig, das
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Membranprotein zuvor in ein solches zu tberfithren [106]. Das hierfiir am héufigsten
eingesetzte Detergens ist das n-Octyl-5-D-glucopyranosid (n-OG).

Leider scheiterten jegliche Versuche, das PfAQP aus dem DDM in das n-OG zu tiber-
fithren. Lediglich sehr kleine Mengen an Protein in n-OG konnten gewonnen werden.
Ein direkter Zusatz zu dem zellfreien Proteinsynthese-Ansatz fithrte ausschliefflich zu
prézipitiertem Protein. Auch eine Reinigung mit n-OG anstelle von DDM war erfolglos.
Die mit den gewonnenen Mengen an Protein in n-OG durchgefithrten Rekonstituti-
onsversuche mittels Dialyse oder Injektion fithrten zu Proteoliposomen mit extrem
geringer Rekonstitutionseffizienz, die fiir keine weiteren Testungen einsetzbar waren.

Einzig die Methode mittels Bio-BEADS® zeigte sich erfolgreich.

Prdparative Herstellung von PFAQP

Das PfAQP wurde wie in Abschnitt 3.4.4 beschrieben im praparativen Mafistab herge-
stellt und aufgereinigt. Das SDS-Gel (s. Abb. 4.20) zeigte ab einer Imidazol-Konzentra-
tion von 120mM so gut wie keine Proteinbanden mehr, welche nicht der Grofle des
PfAQP entsprachen. Anschlieend wurde aus den reinen Fraktionen das Imidazol ent-

fernt und das Protein aufkonzentriert.

Waschen Elution

N 122 kDa
«— 79kDa

 «_ A47kDa

. 33KDa

— -~ 24 kDa

«_ 20kDa

40 60 80 100 120 140 160 180 300
Imidazol im Wasch-/Elutionspuffer (mM)

Abbildung 4.20: Mit Coomassie gefirbtes SDS-Gel der PfAQP-Aufreinigung mittels
Ni-NTA-Agarose.
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Herstellung und Destabilisierung der Liposomen

Die Liposomen wurden wie in Abschnitt 3.6.1 beschrieben hergestellt. Fiir die Re-
konstitution wurden diese mit TRITONT™X-100 versetzt. Der Prozess der Destabili-
sierung der Liposomen bis hin zu ihrer Auflésung kann tiber die Messung der ODggq
mitverfolgt werden. Dafiir wurden die Liposomen mit TRITON'™X-100 titriert und
nach jedem Schritt die ODgyy bestimmt. Es ist in der Abbildung 4.21 erkennbar, dass
bei 8-10 mM TRITON™X-100 die Auflésung langsam begann. Fiir die Rekonstitution
wurden 8mM (5 %) TRITONT™X-100 verwendet.

0,2

045 -

oD 500

04 -

0,05 -

0 2 4 5] i 10 12 14
mM Triton X 100

Abbildung 4.21: Titration von Liposomen (1 mg/ml) mit TRITONTMX-100

Rekonstitution von PFAQP

Das aufgereinigte Protein wurde anschlieend wie in Abschnitt 3.6.2 beschrieben in
Liposomen integriert. Dabei hat sich bei der Rekonstitution mittels B1o-BEADS® her-
ausgestellt, dass bei allen Kontrollen streng beachtet werden musste, dass genau die
gleiche Menge an Adsorbens verwendet wird. Stopped-flow-Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass bei einem zu hohen Einsatz der Bi1o-BEADS® die Wasserdurchlassigkeit der
Liposomen erhéht wurde. Auch der Einsatz von zu geringen Mengen liefl die Membran
durchléssig werden.

Um die optimale Menge an B1o-BEADS® zu ermitteln, wurden Liposomen zunichst

mit jeweils der gleichen Menge TRITON®X 100 versetzt und dieses anschlieBend mit
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verschiedenen Mengen B10-BEADS® wieder entfernt. Die so behandelten Liposomen
wurden in der Stopped-flow-Apparatur gegen einen 300 mM osmotischen Gradienten
gemessen. Drei der erhaltenen Schrumpfkurven sind in der Abbildung 4.22 beispiel-
haft dargestellt. Die Auswertung erfolgte tiber die BIOKINE-Software, welche iiber
eine Ratenkonstante ermittelte, wie schnell die entsprechenden Partikel schrumpften
(s. Gleichung 3.4). Die daraus erhaltenen k-Werte sind der Abbildung 4.23 zu entneh-
men. Die Kurve zeigte, dass wie vermutet sowohl der zu hohe als auch der zu niedrige
Einsatz an B1o-BEADS® zu durchlissigen Liposomen fithrte. Das Minimum der Kurve
zeigte die bei der eingesetzten Lipid-Menge optimale Zufuhr an B1o-BEADS® an (s.
Abb. 4.23).

e e e =
2 ® ® o

Norm. Lichtstreuung

o
N

o
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0,05 0,10 0,15
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Abbildung 4.22: Stopped-flow-Daten von drei Wasserpermeabilitdtsmessungen der
mit TRITON®X-100 behandelten Liposomen in Abhéngigkeit von
der eingesetzten Menge an B1o-BEADS®. 1) 1600 mg B1o-BEADS®,
2) 800 mg B1o-BeADS®| 3) 400 mg Bio-BEADS®.

Die Rekonstitutionseffizienz wurde mittels Saccharosegradienten-Zentrifugation un-
tersucht (s. Abschnitt 3.6.3). Zu diesem Zweck wurden die Proteoliposomen in einem
30 % Saccharosepuffer in ein Ultrazentrifugationsrohrchen gegeben und mit 5 weiteren
Schichten Puffer mit abnehmender Saccharosekonzentration tiberschichtet. Wurde die
Probe nun zentrifugiert, schwammen die Proteoliposomen aufgrund ihrer geringeren
Dichte soweit auf, bis sie diejenige Saccharosekonzentration mit derselben Dichte er-

reicht hatten. Dies war zwischen der 15 %- und der 20 %-Saccharosefraktionen der Fall.
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Abbildung 4.23: Auswertung der Wasserpermeabilitdtsmessungen mittels Stopped-flow
von mit TRITON®X-100 behandelten Liposomen in Abhingigkeit
von der eingesetzten Menge an B1o-BEADS®. Die Ratenkonstante k
zeigt an, wie schnell die Liposomen schrumpfen und dementsprechend
wie schnell das Wasser iiber die Membran treten kann. Die Kurve
bezieht sich auf einen 1 ml-Ansatz mit einer Lipid-Konzentration von
I mg/ ml.
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Dort sammelten sie sich in einem sichtbaren weifllichen Ring an. Uber diesem war ein
zweiter Ring sichtbar, bei dem es sich wahrscheinlich um die leeren Liposomen han-
delte. Nicht rekonstituiertes Protein verblieb in der untersten Fraktion am Boden des
Rohrchens. Anschlieend konnte bestimmt werden, welcher Anteil des Proteins sich
in Liposomen befunden hatte und welcher Teil nicht rekonstituiert wurde. Zur Uber-
priifung der vollstandigen Migration der Proteoliposomen diente die Untersuchung
derjenigen Fraktionen, die von diesen nur passiert wurden. Diese sollten nach Beendi-
gung des Vorganges kein Protein mehr enthalten. Zu kurze Zentrifugationszeiten — in
den ersten Versuchen wurde nur vier Stunden zentrifugiert statt sechs — fithrten dazu,
dass sich ein Proteinschmier ausbildete, der sich iiber mehrere Saccharosefraktionen
hinzog. Nach Evaluation der besten Zentrifugationsdauer konnte jedoch eine klare
Trennung von Proteoliposomen und freiem Protein erreicht werden. Zwischen diesen
Fraktionen war kein Protein detektierbar. Im Western Blot war wie erwartet in der
30 %-Fraktion das freie, nicht rekonstituierte Protein sichtbar. Sowohl in der 15 %- als
auch in der 20 %-Saccharoseschicht befand sich rekonstituiertes Protein (s. Abb. 4.24).
Die 25 %-Fraktion dazwischen war frei von Protein. Dementsprechend konnte man da-
von ausgehen, dass das Protein in den oberen Schichten tatséchlich durch die geringere
Dichte der Liposomen nach oben befoérdert und nicht verschleppt wurde. Die erreichte

Rekonstitutionseffizienz betrug ca. 80 %.

«__ 52kDa

M . <« 27kDa

0 5 15 20 25 30
% Saccharose

Abbildung 4.24: Western Blot der Uberpriifung der Rekonstitution von PfAQP in Li-
posomen mittels Saccharosegradienten-Zentrifugation. Auf Hohe von
27kDa befindet sich das Monomer, auf Hohe von 52 kDa das Dimer.
Detektion durch Penta His-AK.
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GroBenmessung der Proteoliposomen

Um die Grofle der entstanden Proteoliposomen einschétzen zu konnen, wurden Mes-
sungen am ZETASIZER NANO ZS vorgenommen (s. Abschnitt 3.6.4). Die Messung
zeigte, dass die Proteoliposomen etwas grofier waren als die leeren Liposomen. Die lee-
ren Liposomen erreichten einen Durchmesser, angegeben als Z-Average, von ca. 64 nm,
die Proteoliposomen von etwa 95nm. Der PDI lag fiir die Proteoliposomen bei 0,245,
fiir die Liposomen bei 0,206. Dies bedeutete eine geringfiligig engere Verteilung der lee-
ren Liposomen, die jedoch vernachlassigt werden konnte. Da beide PDIs knapp tiber
0,2 lagen, bestand eine breite Verteilung der Partikel (s. Tab. 3.8), die jedoch nicht so

breit war, als dass keine Auswertung der Messung hétte erfolgen konnen.

4.5.4 Funktionalitatsnachweis des PFAQPs

Die Proteoliposomen wurden wie in Abschnitt 3.7.2 dargestellt in der Stopped-flow-
Apparatur auf ihre Wasser- und Glycerolleitfahigkeit untersucht (s. Tab. 4.4 und
Abb. 4.25). Die Versuche fir die Wasserleitfahigkeit wurden vierfach, diejenigen fir
die Glycerolleitfahigkeit sechsfach wiederholt. Die fiir die Proteoliposomen erhaltenen
Werte wurden dann mit den parallel durchgefithrten Kontrollen verglichen und die
Erhohung der Permeabilitat der Membran fiir Wasser oder Glycerol berechnet. Die
Erhohung der Wasserpermeabilitat fur die PfAQP-Proteoliposomen lag bei 3,8+ 1, 0.
Auch die Glycerolleitfihigkeit zeigte eine Zunahme um 5, 0+ 8, 0. Hier fallt die extrem
hohe Standardabweichung auf, was bedeutet, dass die Messungen stark schwankten.
Diesbeziiglich wére eventuell eine Optimierung der Rekonstitutions- und vor allem der
Messparameter notwendig. Die Funktionalitat, und damit die Giiltigkeit der GFP-

Fusion als Faltungskontrolle, konnte jedoch eindeutig nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.25: Stopped-flow-Analyse der Pf AQP-Proteoliposomen. Dargestellt ist je-
weils ein beispielhafter Versuch. Links: Wasserleitfdhigkeits-Messung
gegen einen hyperosmotischen Puffer. Rechts: Glycerolleitfahigkeits-
Messung gegen einen isoosmotischen Puffer.

Tabelle 4.4: Ergebnisse der Wasser- und Glycerolleitfahigkeitsmessungen von PfAQP.
Angegeben sind die mittels BIOKINE-Software berechneten Ratenkon-

stanten (k-Werte).

Art der Messung PFfAQP (s') Kontrolle (s?)  kpraqp/Kkontr.

Wasserleitfahigkeit 35,3 8,1 3,1
42,1 8,3 5,1
39,5 13,2 3,0
41,0 11 3,7

Glycerolleitfahigkeit 0,17 0,01 21,3
0,21 0,10 2,1
0,15 0,10 1,5
0,62 0,36 1,7
0,29 0,15 1,9
0,24 0,18 1,3
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4.5.5 Schnelle Fluoreszenzmessung im Fluorimeter

Um nachzuweisen, dass ein High- Throughput-Verfahren anwendbar ist, wurden diesel-
ben Proben, mit denen die In-Gel-Fluoreszenz gemessen wurde, in eine OTIPLATETM-
96er-Mikrotiterplatte gegeben und im Fluorimeter vermessen (s. Abschnitt 3.5.2). Die
Proben waren zuvor soweit verdiinnt worden, dass die Signalintensitéit nicht aulerhalb
des messbaren Bereichs war. Wie der Korrelationsplot zeigte, waren die Ergebnisse der
Fluorimeter-Messungen und die der In-Gel-Messungen mit einem Korrelationskoeffi-
zienten von R = 0,984 sehr gut vergleichbar (s. Abb. 4.26). Die Methode eignet sich
also, um eine schnelle Einschatzung der Eignung des eingesetzten Detergens direkt aus

der Reaktion zu treffen.
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Abbildung 4.26: Korrelation der Fluorimeter-Messungen mit den In-Gel-Fluoreszenz-
smessungen. Als Proben dienten die Ansitze aus dem Detergenzien-

Screen mit PfAQP-GFP.

4.5.6 Anwendung der Screening-Methode auf andere Proteine

Abschlieflend wurde gepriift, ob die in-situ Faltungskontrolle auch auf andere Prote-
ine iibertragbar ist. Dafiir wurden drei weitere Membranproteine als GFP-Fusionen
hergestellt: Der humane Harnstoff-Transporter B (RUT-B) [108] und die pflanzlichen
Arabidopsis thaliana Equilibrativen Nukleosid-Transpoter 1 und 3 (AtENT1, AtENT3)
[109,110]. AtENT1 ist in der intrazelluldren Vakuole lokalisiert [111], AtENT3 hin-
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gegen in der Plasmamembran [109]. Der hUT-B wurde ausgewéhlt, um die Anwend-
barkeit auf menschliche Membranproteine zu testen. Die AtENTs wurden ausgesucht,
weil sie einen extrazelluldren C-Terminus besitzen. Die GFP-Faltungskontrolle ist fiir
Membranproteine mit extrazellulairem C-Terminus in den in vivo-Systemen schwie-
rig, entsprechend wenig Literatur existiert dazu [83]. Die Bedingungen auerhalb der
Zelle scheinen in den meisten Fallen ungeeignet, um das Fluorophor auszubilden. Fiir
das zellfreie Proteinsynthese-System hingegen ist ein extrazellularer C-Terminus wahr-
scheinlich unproblematisch. Da im gesamten Ansatz cytosolische Bedingungen imitiert

werden, vermuteten wir, dass dort das GFP genauso gut wie in der Zelle gebildet wird.
Alle Sequenzen befanden sich im pIVEX2.3wGFPc.

2 2 B & g 2 8 E 2 3

& & @ M O & & & @ 0
AIENT1-GFP [S5 «— 90 kDa
AIENT3-GFP -« 14 kDa

< 84kDa
hUt-B-GFP — ™ 1w

In-Gel Fluoreszenz Western Blot

Abbildung 4.27: Zellfreie Produktion der GFP-Fusionsproteine von hUT-B, AtENT1
und AtENT2 in unterschiedlichen Detergenzien. Links: In-Gel-

Fluoreszenz des SDS-Gels, rechts: Western Blot des entsprechenden
SDS-Gels. Detektion durch GFP (FL)-AK.

Dass unsere Vermutung richtig war, wurde dadurch bestatigt, dass in jeweils eini-
gen Reaktionsanséitzen der AtENTs Fluoreszenz detektierbar war. Auch zeigten sich
wie erwartet, abhéngig vom jeweiligen Protein, verschiedene Muster in Bezug auf die
Eignung des Detergens (s. Abb. 4.27). Sehr aufschlussreich war auch, dass fiir die
recht dhnlichen Proteine AtENT1 und AtENT?2 offensichtlich genau entgegengesetzte
Produktionsbedingungen optimal waren. Wahrend fiir AtENT1 BrRiy®35 und Digi-
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tonin zu einer fluoreszierenden Bande fiithrten, waren es bei AtENT3 Briy®58 und
BRrR1J®78. Bei beiden Nukleosid-Transportern trat im Western Blot keine Doppelban-
de auf. Desweiteren wurde deutlich, dass bei AtENT3 die Proteinausbeute und die
Menge an richtig gefaltetem Protein korrelierten, wohingegen bei AtENT1 dies nicht
der Fall war. Die Tasache, dass das Digitonin-Fluoreszenzsignal bei AtENT1 fast so
stark war wie das bei BR1J®35 (1,4 - 10 BLU versus 1,8 - 10 BLU, s. Tab. 4.5), die
Proteinmengen aber deutlich variierten (0,4 - 10° BLU versus 1,8 - 10° BLU), lief8 den
Schluss zu, dass ein Grofiteil des mit BR1J®35 produzierten Proteins falsch gefaltet
war. Geht man davon aus, dass bei Digitonin alles Protein richtig gefaltet wurde,
kann man diesen Anteil errechnen: Er lage dann bei ungefahr 80 % falsch gefalteten
Proteins mit BR1J®35 (s. Tab. 4.5). Auch BRIJ®58 und BRIJ®TS lieferten entspre-
chend grofle Proteinmengen, in ihrem Fall jedoch war der Anteil richtig gefalteten
Proteins verschwindend gering. Das Beispiel dieser zwei Proteine unterstreicht deut-
lich die Wichtigkeit dieser Faltungskontrolle fiir das zellfreie Proteinsynthese-System.
Das Bild, welches der Detergenzien-Screen des hUT-B lieferte, war dem des PfAQP
sehr dhnlich. Im Western Blot war auch hier deutlich eine Doppelbande zu erkennen,
deren untere Bande im SDS-Gel Fluoreszenz zeigte.

Desweiteren wurde auch der humane Monocarboxylat-Transporter hAMCT4 als GFP-
Fusionsprotein produziert. Im Western Blot war deutlich eine Bande auf der erwarteten
Hohe zu sehen (s. Abb. 4.28), jedoch war hier, dhnlich wie beim DdAqpB, im SDS-
Gel keine Fluoreszenz detektierbar. Offensichtlich war auch in diesem Fall keines der
Detergenzien geeignet. Auf den SDS-Gelen und Western Blots aller Fusionsproteine
befand sich wie schon beim PfAQP zusétzlich die GFP-Bande auf Hohe von 27 kDa
(nicht gezeigt).

Tabelle 4.5: Vergleich von Gesamtproteinmenge und Menge an richtig gefaltetem
Protein von AtENT1-GFP bei zellfreier Synthese in den Detergenzien
Br1s®35 und Digitonin.

Detergens
Bris®35 Digitonin

Gesamtprotein  (Western Blot- 1,8-10° 04 -10°
Signal, BLU)

Korrekt gefaltetes Protein (SDS 1,810  1,4-10°
Gel-Signal, BLU)
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Abbildung 4.28: Western Blot des zellfrei hergestellten AMCT4- GFP. Detektion durch
GFP (FL)-AK.

4.6 Zellfreie Herstellung und Funktionalitatsnachweis
des hAQP3

Als weiteres Protein wurde das humane AQP3 (hAQP3) zellfrei hergestellt. Das Plas-
mid wurde uns von Guiseppe Calamita (Universitat Bari, Italien) zur Verfiigung ge-
stellt. Ein Screen zeigte auch hier kein Produkt, wenn das Detergens fehlte. Die Pro-

teinausbeuten bei Zusatz verschiedener Detergenzien waren dhnlich (s. Abb. 4.29).
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Abbildung 4.29: Western Blot des Detergenzien-Screens des hAQP3. Die Bande bei
38 kDa stellt vermutlich das Monomer da, die Bande bei 63 kDa das
Dimer. Die Bande bei 47 kDa konnte nicht zugeordnet werden und

ist vermutlich eine unspezifische Bande des Antikorpers. Detektion
durch RGS-anti His-AK.

Das hAQP3 wurde priparativ in BRII®98 hergestellt, aufgereinigt, in Liposomen re-
konstituiert und in der Stopped-flow-Apparatur getestet (s. Abb. 4.30 und Tab. 4.6).
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4 Ergebnisse

Der Versuch wurde insgesamt zweimal durchgefiithrt, wobei folgende Ergebnisse er-
halten wurden: Die Glycerolpermeabilitit wurde durch das hAQP3 verdoppelt, die
Wasserleitfahigkeit war um das 12- bis 19-fache erhoht (s. Tab. 4.6). Auch wenn
die Erhohung der Glycerolleitfahigkeit nicht signifikant war, konnte zumindest die
Wasserleitfahigkeit des hAQP3 eindeutig nachgewiesen werden. Allerdings zeigten die
Wasserleitfahigkeitsmessungen recht grofie Schwankungen, so dass fiir eine genaue Be-
rechnung der Permeabilitatserhohung weitere Messungen notig sein werden. Jedoch
wurde hiermit zum ersten Mal humanes AQP3 zellfrei hergestellt und funktionell cha-

rakterisiert.

Wasser-Leitfahigkeit (hAQP3) Glycerol-Leitfdhigkeit (hAQP3)
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Abbildung 4.30: Stopped-flow-Analyse der hAQP3-Proteoliposomen. Dargestellt ist je-
weils ein beispielhafter Versuch. Links: Wasserleitfahigkeits-Messung
gegen einen hyperosmotischen Puffer. Rechts: Glycerolleitfahigkeits-
Messung gegen einen isoosmotischen Puffer.
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4 Ergebnisse

Tabelle 4.6: Ergebnisse der Wasser- und Glycerolleitfahigkeitsmessungen von hAQP3.
Angegeben sind die mittels BIOKINE-Software berechneten Ratenkon-

stanten (k-Werte).

hAPQ3 (s*) Kontrolle (s1)  kuyaqrs/kxontr.

Art der Messung

Wasserleitfahigkeit 156 13 12
232 12 19

Glycerolleitfahigkeit 0,46 0,24 1,92
0,36 0,14 2,57
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5 Diskussion

5.1 Etablierung des zellfreien Proteinsynthese-Systems

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das zellfreie Proteinsynthese-System, welches in die-
ser Form von der Gruppe um Volker Détsch und Frank Bernhard von der Universitéat
Frankfurt veroffentlicht wurde [52], in diesem Arbeitskreis etabliert. Den grofiten Teil
stellte dabei die Produktion von T7-RNA-Polymerase und S30-F. coli-Extrakt dar.
Die T7-RNA-Polymerase war ohne weitere Schwierigkeiten herstellbar und zeigte eine
hohe Aktivitat (s. Abb. 4.4). Im Gegensatz dazu war die Herstellung des S30-E. coli-
Extraktes weniger einfach. In einigen Fallen wurde trotz Einhaltung aller Herstellungs-
vorschriften ein minderwertiger oder sogar iiberhaupt nicht funktioneller Extrakt er-
halten. Andere Chargen zeigten hingegen eine gute Aktivitat. Als mogliche Ursache
fiir schlechte Extrakte wurde unter anderem eine Phagen-Kontamination der F. coli-
Kultur in Betracht gezogen — ein Problem, das auch aus anderen Laboren bekannt
ist. Weil die E. coli-Zellen bei der S30-E. coli-Extrakt-Herstellung schon recht friith ge-
erntet werden, ist es moglich, dass man die durch Phagen hervorgerufene Lyse oder
Wachstumsverzogerung nicht erkennt [112]. Um dies zu iiberpriifen, wurde dieselbe
Kultur, welche fiir die Extraktherstellung verwendet wurde, in einem weiteren Fer-
menteransatz bis zur stationdren Phase wachsen gelassen (s. Abb. 4.5). Da die Zellen
jedoch die erwartete Teilungsrate und eine sehr gute optische Dichte erreichten, konnte
eine Kontamination mit Phagen ausgeschlossen werden. Natiirlich sind auch andere
Griinde fiir das Auftreten schlechter Chargen denkbar. Es kénnte zum Beispiel eine
Kontamination der Vorkultur mit einem anderen, im Labor verwendeten, Organismus
oder mit gentechnisch verdnderten E. coli-Bakterien stattgefunden haben. Ebenso ist
eine Verunreinigung der verwendeten Chemikalien moglich, sowie eine zu nachléssige
Kontrolle der Fermenterbedingungen. Letzten Endes blieb allerdings unklar, welcher

Paramter die Qualitdt der Extrakte derart stark beeinflusst hat. Als Konsequenz wur-



5 Diskussion

den schlechte Chargen verworfen und neu produziert. Um Kosten und Zeit zu sparen,
sollte dieses Problem in Zukunft aber weiter untersucht werden.

Im Zuge der Etablierung wurden auch zwei verschiedene Plasmid-Vektoren auf ihre
Eignung fir das zellfreie Proteinsynthese-System getestet (s. Tab. 4.3). Da jedoch bei-
de Vektoren schon fiir dieses System optimiert waren und dementsprechend beide einen
T7-Promotor besaflen, zeigten sich so gut wie keine Unterschiede in der Ausbeute an
Testprotein. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da hauptsachlich die Promotorspezi-

fitat fiir die Transkriptionseffizienz verantwortlich ist.

5.2 Untersuchung des DdAqpB

5.2.1 Glykosylierungsanalyse

Um den Glykosylierungsstatus von DdAqpB zu untersuchen, wurde mit aus D. discoi-
deum gewonnener Membranproteinfraktion eine chemische Deglykosylierung durch-
gefithrt, bei der sowohl N- als auch O-Glykoside vom Protein abgespalten wurden.
Auf dem anschlieBend durchgefiihrten Western Blot war deutlich eine Abnahme der-
jenigen Bande zu sehen, welche als die glykosylierte Form des Proteins angenommen
wurde (38kDa)(s. Abb. 4.10). Da zuvor die Spezifitiat des Antikorpers vom Arbeits-
kreis nachgewiesen worden war [93], konnte so zunéichst eine Glykosylierung mit hoher
Wahrscheinlichkeit gezeigt werden. Nicht ganz ins Bild passte die Tatsache, dass die
obere 38 kDa-Bande sehr deutlich und fokussiert war. Dies wiirde bedeuten, dass tat-
séchlich nur eine glykosylierte Form produziert wurde. Haufiger ist zu beobachten,
dass Banden, die glykosylierte Spezies des entprechenden Proteins darstellen, eher
einen Schmier ausbilden. Dieser ist gleichbedeutend mit einer Vielzahl an verschie-
denen Verzweigungen des Zuckerrestes [35]. In diesem Fall schien jedoch nur eine
Glykosylierungsspezies vorzuliegen.

Bezitiglich der moglichen Glykosylierungsstelle wurde eine O-Glykosylierungsvorhersa-
ge durchgefiihrt, da eine N-Glykosylierung zuvor ausgeschlossen worden war (s. Ab-
schnitt 4.3.2) [93]. Die Vorhersage ergab, dass eine Glykosylierung am Serin 75 oder
am Serin 244 moglich ware. Das Serin 75 ist jedoch die wahrscheinlichere Glykosy-
lierungsstelle, weil sie sich, fiir die Glykosyltransferasen frei zuganglich, mitten im
extrazelluldren Loop A befindet. Serin 244 hingegen befindet sich direkt am Ende der

fiinften Transmembranspanne und liegt vermutlich sehr dicht oder sogar in der Mem-
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extra-
zellulédr

intra-

Abbildung 5.1: Topologie- und Strukturvorhersage von DdAqpB. Die moglichen Gly-
kosylierungsstellen sind mit einem Pfeil markiert. Die wahrscheinlichs-
te Glykosylierungsstelle ist am Serin 75. Abbildung verandert nach [39].

bran. Damit wére es fiir die entsprechenden Enzyme eventuell schlechter erreichbar
als das Serin 75 (s. Abb. 5.1).

Wie schon in Abschnitt 4.3.2 erwahnt, lassen neueste Erkenntnisse aus dem Arbeits-
kreis Zweifel an der Spezifitit des Antikorpers und damit auch an einer moglichen

Glykosylierung zu. Die Frage einer Sekundarmodifikation bleibt also weiterhin offen.

5.2.2 Vergleichende Untersuchung von in vivo- und in
vitro-DdAqpB

DdAqpB wurde zellfrei hergestellt und mittels Western Blot analysiert. Parallel wurde
die Membranproteinfraktion von D. discoideum mit einem Antikorper gegen dasselbe
Protein geblottet. Dabei lieferte die zellfreie Synthese ein weiteres Indiz fiir das Vor-
handensein einer Glykosylierung von DdAqpB. Auf dem Western Blot des zellfrei
hergestellten Proteins war deutlich zu sehen, dass nur die erwartete 31kDa-Bande
vorhanden war, nicht jedoch die Bande des vermutlich glykosylierten Proteins bei
38kDa, welche in der Membranproteinfraktion auftrat (s. Abb. 4.8). Dies verwundert
nicht, da posttranslationale Modifikationen — abgesehen von der Ausbildung von Di-
sulfidbriicken — im FE. coli-basierten System nicht moglich sind.

Von einem weiteren Hinweis auf eine Glykosylierung abgesehen, konnte aber vor allem
gezeigt werden, dass das Protein iiberhaupt zellfrei herstellbar ist. Dieses Ergebnis

macht deutlich, dass der S30-E. coli-Extrakt durchaus in der Lage ist, eukaryotische
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Proteine zu produzieren. Desweiteren fiel eine zusétzliche Bande auf, die weit unter-
halb der erwarteten Bande von 31kDa bei 20kDa auftrat. Folgende Moglichkeiten
wurden in Betracht gezogen: Zunachst wurde vermutet, es handele sich um dasselbe
Protein welches jedoch in einer falschen Faltung vorlag. Es ist bekannt, dass rich-
tig und falsch gefaltete Proteinspezies unterschiedliche Migrationsgeschwindigkeiten
im SDS-Gel haben konnen [82]. Jedoch zeigt das richtig gefaltete Protein meist eine
hohere Migrationsgeschwindigkeit, weil es in seiner richtigen Faltung sehr kompakt
vorliegt. Von falsch gefaltetem Protein nimmt man eine etwas sperrigere, da weniger
kompakte Struktur an, die entsprechend langsamer durch das Gel wandern wiirde. Es
ware also eher unwahrscheinlich, wenn es in diesem Fall andersherum wére. Auch der
GroBenunterschied von 11kDa wire fiir zwei Faltungen desselben Proteins doch sehr
hoch. Trotzdem entschieden wir uns, die Frage der Faltung nicht ganz zu verwerfen
und es wurde zur Uberpriifung ein Fusionsprotein mit C-terminal angehingtem GEFP
erstellt (s. Abschnitt 5.3.1).

Parallel wurde das in vitro- Dd AqpB ein weiteres Mal geblottet. Dieses Mal jedoch nicht
mit einem gegen den C-Terminus gerichteten Antikorper, sondern mit einem gegen den
N-Terminus (s. Abb. 4.12). Tatsachlich zeigte sich neben der erwarteten 31 kDa-Bande
auch hier eine Bande darunter, jedoch auf Hohe von ungefahr 8 kDa. Diese Angabe ist
nur grob, weil sich die unterste Markerbande bei 19 kDa befand und die Hohe fiir diese
Bande extrapoliert werden musste. Ein Unterschied zur 20 kDa-Bande wurde trotzdem
mehr als deutlich und somit war die Frage beziiglich der unteren Bande geklart: Die
Produktion des hydrophoben Membranproteins hatte, wie erwartet, zur Préazipitation
und damit aber offensichtlich auch zu einer Destabilisierung gefiihrt. Dies wiederum
hatte zur Folge, dass das DdAqpB in einen 20 kDa und in einen 8 kDa-Teil zerbrochen
ist. Berechnet man den Ort der Bruchstelle, befande sich diese im Loop B. Briiche in
Loops finden eher statt als in den Transmembranspannen, was darin begriindet liegt,
dass die Loops freier beweglich und zudem eher dem Losungsmittel zugéanglich sind
und dementsprechend weniger zur Gesamtstabilitiat beitragen [113]. Natiirlich koénnte
auch eine Zersetzung durch Proteasen stattgefunden haben. Diese haben sicherlich im
rein wassrigen Milieu leichteren Zugang zu dem Protein, als wenn dieses durch eine
Mizelle geschiitzt ist. Vermutlich befindet sich die instabilste Stelle im Protein also im
Loop B.

Zu diesen Erkenntnissen passend waren auch die Ergebnisse des anschliefend durch-

gefithrten Detergenzien-Screens (s. Abb. 4.9). In der Kontrolle ohne Detergens war

88



5 Diskussion

erneut das Bruchstiick auf Hohe von 20 kDa sichtbar, diesmal sogar fast ausschlief3-
lich. Bei Detergenzienzusatz jedoch tauchte nur die erwartete Bande bei 31 kDa auf.
Dies wies ebenso darauf hin, dass das DdAqpB, so wie vermutlich auch viele andere
Membranproteine, in ausschliellich hydrophilen Milieus nicht nur préazipitiert, sondern
auch destabilisiert und sogar zerstort werden kann.

Als spéter auch andere Membranproteine (zum Beispiel PfAQP und hAQP3) ohne
Detergenzienzusatz produziert wurden, kam es sogar zu gar keinem nachweisbaren
Reaktionsprodukt. Eine mogliche Erklarung ist, dass das Protein, noch bevor es vom
Ribosom abdissoziieren konnte, mitsamt diesem prazipitiert ist und es sehr schnell
zu einem Reaktionsabbruch kam. Einen C-terminalen GFP- oder Oligo-Histidin-Tag
héitte man dann nicht nachweisen konnen. Um diese These zu iiberpriifen, kénnten in
Zukunft dieselben Proben ein weiteres Mal mit einem gegen den N-Terminus gerich-
teten Antikorper geblottet werden.

Interessanterweise lieferte auch die Synthese des Fusionskonstruktes DdAqpB-GFP
kein nachweisbares Protein, wenn keine Detergenzien zugesetzt wurden. Dies wider-
spricht der Vorstellung, dass die Loslichkeit des Fusionsproteins aufgrund des 16slichen
GFP-Anteils im Gegensatz zum reinen DdAqpB, welches immerhin produziert wurde,
erh6ht sein sollte. Ein moglicher Grund konnte wie schon oben erwahnt sein, dass das
fertig produzierte DdAqpB mitsamt Ribosom prézipitiert ist, bevor die GFP-Doméne
translatiert werden konnte.

Allgemein lasst sich das Fazit ziehen, dass eine zellfreie Synthese von Membranprotei-
nen ohne Zusatz von Stabilisatoren in Form von Detergenzien, Lipsomen oder anderem

nicht sinnvoll ist.

5.3 Optimierung der zellfreien Proteinsynthese

5.3.1 GFP-Fusion als in situ-Faltungskontrolle

Aufschlussreiche Ergebnisse lieferte auch die zellfreie Produktion des Fusionsproteins
DdAqpB-GFP (s. Abb. 4.11). Das Protein, welches in Anwesenheit verschiedener De-
tergenzien hergestellt wurde, zeigte in keinem Fall Fluoreszenz. Da im Western Blot
eine deutliche Bande bei den erwarteten 58 kDa zu sehen war, muss zwar Protein
entstanden sein, jedoch wurde dieses offensichtlich nicht korrekt gefaltet. Da im Re-

aktionsansatz keinerlei Préazipitat sichtbar war, kann man davon ausgehen, dass das
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DdAqpB zwar solubilisiert wurde, doch trotzdem keine richtige Faltung ausbildete.
Dass nicht alle Detergenzien, welche von dem zellfreien Proteinsynthese-System gut
toleriert werden, auch fiir die Produktion von jedem Protein geeignet sind, konnten
schon Klammt et al. 2005 zeigen [62]. Dies erscheint logisch in Anbetracht der Tat-
sache, dass nicht jedes Protein von jedem Detergens gleich gut solubilisiert werden
kann. Wie dieser Versuch jedoch vermuten lésst, ist nicht alleine die Fahigkeit zur So-
lubilisation ausschlaggebend. Sie ist nur die erste Voraussetzung. Vielmehr miissen die
Detergenzien im zellfreien Proteinsynthese-System drei Aufgaben erfiillen: Sie miissen
zuerst mit dem gesamten System kompatibel sein und diirfen die verschiedenen Kom-
ponenten nicht inhibieren. Zweitens miissen sie dazu in der Lage sein, das Protein in die
Mizelle aufzunehmen. Auch dies ist nicht bei allen Detergenzien der Fall. Bei spateren
Versuchen fiihrte vor allem der Zusatz von n-OG — welches bei der in vivo-Produktion
von Membranproteinen sehr héufig erfolgreich eingesetzt wird, um diese zu solubilisie-
ren — zur Prézipitation des Proteins. Drittens muss das Detergens offensichtlich dazu
fahig sein, die natiirliche Faltung des Proteins zu erméglichen und zu bewahren. Diese
Erkenntnis ist ein groflier Fortschritt in der Weiterentwicklung und Etablierung der
zellfreien Proteinsynthese als Produktionssystem. Bislang wurde bei den analytischen
Screenings immer die reine Proteinausbeute als Mafistab fiir die Eignung der Reak-
tionszuséitze gewdhlt. Wie jedoch die Ergebnisse dieses Versuches zeigten, ist darauf
keinesfalls Verlass und hat sicherlich schon in vielen Fallen zu grofler Enttéduschung
durch letztendlich nicht funktionelles Protein gefiihrt.

Die Tatsache, dass eine Faltungskontrolle im zellfreien Synthesesystem offensichtlich
von groffem Interesse sein konnte, war Anlass dazu, dieses Kontrollinstrument zu va-
lidieren. Da das DdAqpB als Testsystem aufgrund der anfangs negativen Ergebnisse
und der noch wenigen Erfahrungen mit diesem Protein — inklusive des unbekannten,
potentiellen Gating-Mechanismus — zu unsicher war, entschieden wir uns fiir das gut

charakterisierte PfAQP aus dem Malariaerreger Plasmodium falciparum.

5.3.2 Validierung der Faltungskontrolle
Zellfreie Produktion und Analyse von PfAQP-GFP

Zuerst wurde das PfAQP-GFP einem Detergenzien-Screen unterzogen (s. Abb. 4.13).
Hier war nun Fluoreszenz detektierbar. Desweiteren wurde erneut die Vermutung be-

statigt, dass eine hohe Ausbeute an Gesamtprotein nicht gleichbedeutend ist mit einer
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entsprechenden Menge an wahrscheinlich korrekt gefaltetem Protein. Dies wird vor
allem bei einem Vergleich zwischen den Detergenzien BR1J®35 und Br1s®78 deut-
lich. Die Proteinausbeuten waren laut Western Blot-Analyse vergleichbar. Doch wéh-
rend bei BR1IJ®7S8 fast ausschlieBlich fluoreszierendes Protein entstanden ist, war bei
Br1s®35 genau das Gegenteil der Fall. Im Western Blot waren auch die vorhin er-
wahnten zwei Banden der beiden Proteinspezies von vermutlich korrekt und falsch ge-
faltetem Protein erkennbar, wie es schon bei Geertsma et al. 2008 gezeigt wurde [82].
Es konnte nun kritisch angemerkt werden, dass ja eigentlich gar keine GFP-Fusion
notig wére, um richtig und falsch gefaltete Proteinspezies auseinanderzuhalten, wenn
doch im Western Blot stets zwei Banden auftreten. Das ist nattirlich in gewisser Weise
richtig, jedoch sei dazu auch angemerkt, dass nicht in allen Fallen zwei Banden entste-
hen. Vor allem bei den sehr grofien Proteinen (zum Beispiel bei den in dieser Arbeit
vorgestellten Equilibrativen Nukleosidtransportern, s. Abb. 4.27) und bei Proteinen,
deren verschiedene Faltungsspezies gleiche Migrationsgeschwindigkeiten im SDS-Gel
haben, wird man nur eine Bande erhalten. Desweiteren kann es durchaus sein, dass
alle Detergenzien oder auch keines zu richtig gefaltetem Protein fithrt. Fine Zuordnung
der Bande zu ,richtig” oder ,falsch® ware dann schwierig. Das schwerwiegendste Argu-
ment diirfte jedoch sein, dass die GFP-Fusion schon nach wenigen Stunden durch ihre
Fluoreszenz indizieren kann, ob korrekt gefaltetes Protein entstanden ist oder nicht,
ohne dass aufwendige Aufarbeitungen mit SDS-PAGE und Western Blot notwendig

waren.

Untersuchung mittels Zirkulardichroismus

Um der Vermutung genauer nachzugehen, dass die Detergenzien Einfluss auf die Se-
kundarstruktur haben koénnen, wurde PfAQP in verschiedenen Detergenzien pro-
duziert und mittels CD-Analyse untersucht (s. Abb. 4.15 und 4.16). Dabei wurden
Br1is®35 und BriJ®78 ausgesucht, weil ersteres laut GFP-Faltungskontrolle so gut
wie ausschlieBlich die obere, nicht fluoreszierende Bande zeigte, letzteres jedoch fast
nur die untere, fluoreszierende Bande (s. Abb. 4.13). Das erhaltene CD-Spektrum
zeigte durchaus Unterschiede, die jedoch schwierig zu quantifizieren waren. Dies hatte
verschiedene Griinde: Zum einen ist es fiir eine genaue Berechnung der a-Helix-Anteile

notwendig, die exakte Proteinkonzentration zu bestimmen. Als Standardmethode wird
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in diesem Fall eine quantitative Aminosaureanalyse empfohlen [114]. Hierbei erfolgt
eine genaue Bestimmung der Mengen der einzelnen Aminosduren nach deren Hydroly-
se. Dieser Vorgang ist jedoch zeitlich und apparativ sehr aufwendig. Dementsprechend
wurde hier auf die einfachere und schnellere Methode der Absorptionsmessung des
nativen Proteins bei 280 nm zurtickgegriffen. Eine Absorptionsmessung ist mit einem
einfachen Photometer durchfithrbar, aber dafiir auch recht anféllig fiir Fehler. Be-
stimmte Pufferzusatze konnen storen, desweiteren kann es problematisch sein, wenn
die gemessenen Proteine in irgendeiner Art und Weise agglomeriert sind und dadurch
Streulichtartefakte entstehen [87]. All dies muss man bei der Auswertung der CD-
Spektren im Hinterkopf behalten, da diese letztendlich auf die Proteinmenge bezogen
werden und daraus die Anteile an a-Helix und S-Faltblatt berechnet werden. Deswei-
teren muss bedacht werden, dass nur CD-Messungen, die bis unter 170 nm reichen,
wirklich aussagekréiftig sind. Dies ist in den meisten Féllen schwierig: Erstens fallt die
Strahlungsintensitat der Xenonbogenlampe bei den meisten Geraten ab 180 nm stark
ab, zweitens absorbieren signifikant der zum Spiilen des Gerétes verwendete Stickstoff
und das sich im Puffer befindende Wasser [87]. Weiterhin storte in diesem niedrigen
Wellenlédngenbereich der hohe Natriumchloridgehalt des Probenpuffers deutlich. Leider
konnte nicht auf den Zusatz verzichtet werden, da Natriumchlorid als antichaotrope
Substanz den hydrophoben Effekt des Wassers verstéirkt und damit die Proteinfaltung
stabilisiert.

All diese Griinde machen deutlich, wie kompliziert eine wirkliche Sekundérstruktur-
analyse von Proteinen mittels CD ist. Erschwerend kam auch noch hinzu, dass das
PfAQP nicht nur einen Histidin-7ag sondern auch noch einen HA-Tag besafl. Nach-
gewiesenermaflen konnen schon einzelne zusétzliche Aminoséduren destabilisierend auf
ein Protein wirken [115] und die Tags konnten in diesem Fall auch nicht entfernt wer-
den. Deshalb wurde insgesamt darauf verzichtet, eine Einschétzung der a-Helix- Anteile
zu machen, auch wenn fir das PfAQP eine Kristallstruktur vorhanden ist und man
dementsprechend sofort hétte sehen konnen, welches Detergens zu einer , korrekteren®
Faltung fiihrt.

Nichtsdestotrotz lie sich erkennen, dass bei dem in BRIJ®78 produzierten PfAQP
die typische W-Form a-helicaler Proteine deutlich wurde, wohingegen die beiden Mi-
nima bei 208 und 222nm bei dem mit BR1J®35 hergestellten PfAQP weit weniger
ausgepragt waren. Es kann vermutet werden, dass in diesem Fall das Protein auch
einen gewissen Anteil an S-Faltblatt-Struktur besal. Chow et al. 2003 haben her-
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ausgefunden, dass entstehende a-helicale Proteine mit wachsender Kettenlange eine
Umwandlung von zunéchst nicht nativer g-Faltblatt-Struktur zur a-Helix vollziehen
konnen [101]. Genau diese zwei Zustande waren moglicherweise in den beiden Spektren
zu erkennen. Wihrend im BR1J®78 die Umwandlung zum nativen Protein vollzogen
werden konnte, war dies bei BRIJ®35 moglicherweise nicht der Fall.

Sehr deutliche Ergebnisse lieferte eine anschlieBend durchgefiihrte thermische Dena-
turierungsanalyse. Dabei wurde die Veranderung der Mean Residue FEllipticity iiber
einen Temperaturbereich von 20-95° C beobachtet. Letztendlich war erkennbar, dass
eine solche Denaturierungsanalyse viel aussagekréftiger war als der Vergleich der bei-
den CD-Spektren. Das PfAQP, welches mit Zusatz von BRIJ®78 hergestellt worden
war, zeigte eine fiir Membranproteine normale, sigmoidale Schmelzkurve mit einem
Schmelzpunkt (Wendepunkt) bei 53° C. Dieser dhnelte sehr stark dem von Oberg et
al. gefundenen Schmelzpunkt fiir das hRAQP10 von 55° C [102]. Bei dem in BR1J®35
produzierten PfAQP hingegen war kein Denaturierungsprozess zu beobachten, dafiir
jedoch eine Triibung der Probe bei etwa 80° C. Von dieser war stark zu vermuten,
dass sie durch eine Aggregation des Proteins hervorgerufen wurde. Auch bei dem im
BRr1J®78 produzierten PfAQP trat einige Zeit nach der Denaturierung eine Aggre-
gation ein. Es ist daher die Annahme berechtigt, dass das in BR1J®35 hergestellte
Protein schon von Anfang an denaturiert vorlag.

Die thermische Denaturierungsanalyse wies somit recht eindeutig das Vorliegen von
zwei PfAQP-Spezies nach, von denen nur die BR1s®78-produzierte Variante einen fiir
ein Membranprotein normalen Schmelzpunkt aufwies und somit vermutlich korrekt

gefaltet war.

Anwendung auf das unfusionierte Protein

Zum Nachweis der Giiltigkeit des Faltungskontrollsystems wurde zudem gezeigt, dass
die Produktionsbedingungen von fusioniertem und nichtfusioniertem Protein tiber-
einstimmten (s. Abb. 4.18). Dies bedeutet, dass dieselben Detergenzien im Vergleich
zueinander sehr dhnliche Gesamtproteinausbeuten von PFAQP-GFP und PfAQP lie-
ferten. Ein fiir ein biologisches System sehr guter Korrelationskoeffizient von 0,925
bestéatigte dies [116]. Man kann an diesem Beispiel erkennen, dass die GF'P-Doméne
offensichtlich keinen grofien Einfluss auf den Rest des Proteins und sein Verhalten

bei der zellfreien Proteinsynthese hat. Natiirlich war es nicht moglich zu tiberpriifen,
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ob auch die Anteile an richtig gefaltetem Protein korrelierten. Es war allerdings inter-
essant, dass der Zusatz derjenigen Detergenzien, die bei dem Fusionsprotein zu starker
Fluoreszenz gefithrt hatten, bei dem unfusionierten Protein sehr starke Dimer-Banden
erkennen lieflen (s. Abb. 4.17). Zwar war auch bei den anderen Detergenzien eine
zusatzliche Dimerbande zu erkennen, jedoch war diese im Verhaltnis zur Monomer-
Bande viel schwécher. Normalerweise denaturieren Proteine bei der Vorbehandlung im
SDS-Ladepuffer, ebenso werden Oligomere zerstort. Teilweise konnen jedoch sehr stark
zusammenhéngende Oligomere die SDS-Behandlung iiberstehen. Dafiir muss natiirlich
gewdhrleistet sein, dass die entsprechenden Stellen im Protein, welche fir die Oligo-
merisierung verantwortlich sind, auch einander erkennen kénnen. Dies geht nur, wenn
das Protein in seiner natiirlichen Faltung vorliegt oder zumindest diejenigen Stellen
richtig gefaltet sind, die fiir die Interaktionen der Monomere verantwortlich sind. Bei
dem menschlichen AQP1 ist auch bekannt, welche Doménen des Proteins dies sind:
Zum einen interagieren Argis und Aspoog, welche sich in der Ndhe vom N-Terminus be-
ziehungsweise vom C-Terminus benachbarter Monomere befinden. Desweiteren gibt es
eine Wasserstoftfbriickenbindung zwischen Glysy (Helix 1) und Tyrig6 (Loop E) [117].

Letztendlich ist es also durchaus legitim zu behaupten, dass eine im Western Blot

auftretende, starke Dimerisierung ein Hinweis auf eine korrekte Faltung sein kann.

Rekonstitution und Testung von PfAQP

Um das Faltungskontrollsystem abschlieSend zu validieren, wurde PfAQP zellfrei her-
gestellt und in Liposomen rekonstituiert. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Arten
der Rekonstitution getestet, von denen sich jedoch nur eine erfolgreich zeigte. Die Ver-
diinnungsmethode mit n-OG brachte leider nicht das gewiinschte Ergebnis. Bei dieser
werden die Liposomen mit n-OG destabilisiert und anschlieBend das ebenfalls in n-OG
solubilisierte Membranprotein hinzugegeben. Wird nun mit Hilfe eines Verdiinnungs-
schritts das n-OG unter dessen CMC verdiinnt, integriert sich das Membranprotein in
das Liposom. Der Grund fiir das Scheitern dieser Methode ist in erster Linie darin zu
sehen, dass das PfAQP sich so gut wie gar nicht in n-OG losen lie}, auch wenn hohe
Konzentrationen eingesetzt wurden. Diese Ergebnisse waren insofern unerwartet, als
dass in vivo hergestelltes PfAQP sehr wohl in n-OG solubilisiert und auf diese Weise
rekonstituiert werden konnte [30]. Vielleicht zeigt sich hier doch ein kleiner Unterschied

zwischen zellfrei und nicht zellfrei hergestelltem Protein, der durch das Vorhandensein
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eines zusatzlichen Histidin- Tags und eines HA-Tags im in vitro-Konstrukt begriindet
sein konnte.

Die Rekonstitution mittels Bio-BEADS® jedoch zeigte sich erfolgreich. Dabei wur-
de die Beobachtung gemacht, dass eine nicht ausreichende Zugabe an Bro-BEADS®
zu sehr wasserdurchléassigen Liposomen fiihrte (s. Abb. 4.23). Dies liegt darin be-
griindet, dass sich Detergenzien in die Liposomen einlagern und diese destabilisieren
kénnen [106]. Diesen Prozess kann man iiber die Messung der optischen Dichte bei 400
700 nm mitverfolgen [90], wie es auch in Abb. 4.21 schon gezeigt wurde. Jedoch zeigte
sich, dass auch ein zu hoher Einsatz an B10-BEADS® zu stark wasserdurchléssigen
Liposomen fiihrte. Je grofer die Mengen an eingesetzten B1o-BEADS® waren, desto
stirker war der Effekt. Uber Griinde hierfiir kann nur spekuliert werden. Eine még-
liche Erklarung stellt die Theorie dar, dass durch die B1o-BEADS® bestimmte Phos-
pholipide adsorbiert und damit den Liposomen entzogen werden. Dass dies durchaus
der Fall sein kann, wurde auch schon von Lévy et al. 1989 experimentell nachgewie-
sen [118]. Uber das Ausmaf dieses Effekts sind sich die verschiedenen Autoren jedoch
uneins [118-120]. Desweiteren wurde in anderen Veroffentlichungen gezeigt, dass die
Permeabilitat von Liposomen extrem stark von ihrer Lipidzusammensetzung abhangt
und sie sich beztiglich ihrer Wasserleitfahigkeiten bis zu einem 90-fachen unterschei-
den konnen [121]. Es ist daher denkbar, dass mit steigendem Zusatz an Bio-BEADS®
immer mehr diejenigen Phospholipide oder andere Bestandteile den Liposomen ent-
zogen wurden, welche diesen Rigiditét verliehen. Durch den Wegfall stabilisierender
Komponenten konnte so die Permeabilitat erhoht worden sein. Diese Erkenntnis ist in-
sofern fiir die Rekonstitution von wasser- oder ionenleitenden Kanélen interessant, als
dass die Permeabilitaten hier offensichtlich stark manipuliert werden kénnen. Es war
deshalb notwendig, bei allen Kontrollen stets auf den Einsatz exakter Bio-BEADS®-
Mengen zu achten, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.

Um die Rekonstitutionseffizienz zu iiberpriifen, wurde eine Saccharosegradienten-Zen-
trifugation durchgefithrt. Die erreichte Einbaurate von Protein in das Liposom lag
bei ca. 80 %. Andere Autoren, deren Protokolle als Basis fiir diesen Versuch dienten,
erreichten mit Aquaporin-Proteoliposomen zwar eine Einbaurate bis zu 100 % [92], je-
doch ist anzumerken, dass ihre Art des Proteinnachweises auch weniger senstitiv war.
In diesen Féllen wurden nicht wie hier Western Blots des ausgeféllten und damit auf-
konzentrierten Proteins durchgefiihrt, sondern Silberfarbungen der stark verdiinnten

Probe. Geringe Proteinmengen wurden also wahrscheinlich gar nicht detektiert.
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Um nun die Wasser- beziehungsweise Glycerolleitfihigkeit der Proteoliposomen im
Vergleich zu den leeren Liposomen zu untersuchen, wurde zunéchst gepriift, ob diese
sich in ihrer Grofle unterscheiden. Eine annahernd gleiche Grofle ist wichtig, um die
Ergebnisse der Stopped-flow-Untersuchungen vergleichen zu konnen. Die Partikelgrofe
wurde durch die Bestimmung der Brown “schen Molekularbewegung am ZETASIZER
ermittelt. Die Messung ergab, dass die Proteoliposomen im Schnitt etwa ein Drit-
tel groBer waren als die leeren Liposomen (95 versus 64 nm Durchmesser). Folgende
Griinde dafiir sind denkbar: Einerseits konnte der GroBenunterschied dadurch zustande
kommen, dass das in die Lipiddoppelschicht integrierte PfAQP tiber diese hinausragt.
Dieser Effekt diirfte jedoch bei einem ungefdhr 95 nm grofien Liposom und einem Pro-
tein, das in etwa 2,5nm grof ist [30], sehr gering ausgeprigt sein. Viel eher diirfte
andererseits der Dichteunterschied eine Rolle gespielt haben. Streng genommen diirf-
ten mittels ZETASIZER-System nur Partikel verglichen werden, die aus den gleichen
Komponenten aufgebaut sind. Denn Unterschiede in der Dichte der Partikel fithren
dazu, dass die Brown “sche Molekularbewegung verandert ist und die Aussagen iiber
die Partikelgroflen verzerrt werden. Wie in der Saccharosegradienten-Zentrifugation
sichtbar wurde, haben Liposomen und Proteine durchaus sehr unterschiedliche Dich-
ten. Die Liposomen mit integriertem Protein diirften also um einiges schwerer sein
und wiirden damit einen grofleren Partikeldurchmesser suggerieren.

Es war dementsprechend leider nicht moglich, Absolutaussagen beziiglich der Grofie
von Liposomen und Proteoliposomen zu machen. Eine Berechnung der Membranper-
meabilitaten aus den Stopped-flow-Daten (Pg-Werte) unter Einbeziehung der Partikel-
grofe wurde dementsprechend als nicht sinnvoll erachtet. Es wurden daher nur die
Ratenkonstanten (k-Werte) verglichen. Dies ist unproblematisch, wenn die Kontroll-
Liposomen kleiner als die Proteoliposomen sind, da somit die erhaltenen Permeabili-
tatserhohungen durch das eingebaute Protein eher etwas zu gering, aber auf keinen
Fall zu hoch eingeschétzt wiirden. Wiirde man fiir Proteoliposomen und Liposomen
P~Werte berechnen wollen, miisste man die Partikelgrofien aus elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen berechnen, so wie es auch bei den meisten anderen Autoren erfolg-
te [92,107].

Letztendlich konnte eine etwa viermal schnellere Wasserleitfahigkeit der Proteoliposo-
men im Vergleich zu den leeren Liposomen festgestellt werden und damit die Funk-
tionalitat des PfAQP eindeutig nachgewiesen werden. Diese Werte stimmen auch mit

anderen Literaturwerten iiberein [30]. Auch die Glycerolleitfahigkeit war im Schnitt
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fiinffach erhoht, jedoch zeigten die Messungen sehr starke Schwankungen. Vermut-
lich lag dies daran, dass die Messmethode noch nicht optimal etabliert war. Bei der
isoosmotischen Messung sollte die Ratenkonstante der Kontrolle theoretisch null oder
annahernd null betragen. Dies ist hier jedoch nicht immer der Fall gewesen. Daraus
kann man schliefen, dass neben der Glycerolleitfahigkeit auch osmotische Effekte mit-
erfasst wurden. In Zukunft miisste eine Methode gefunden werden, um die Osmolaritét
von Probenlosung und Gegenpuffer moglichst genau abzugleichen, zum Beispiel durch
den Einsatz eines Osmometers oder durch Titrieren des Gegenpuffers [96]. Auch eine
Ubereinstimmung mit anderen Literaturwerten ist hier nicht gegeben. Wahrend ande-
re Autoren fiir das PfAQP bis zu 240-fach hohere Glycerolleitfahigkeiten im Vergleich
zur Negativkontrolle gefunden haben [30], konnte hier nur eine Verfiinffachung der-
selben festgestellt werden. Die Griinde hierfiir sind wahrscheinlich auch in den noch
nicht optimierten Messbedingungen zu finden. Da die Wasserleitfahigkeit technisch
um einiges einfacher zu messen ist als die Glycerolleitfahigkeit, und die Funktionalitat
des Proteins eindeutig bewiesen werden konnte, wurde auf die Optimierung der Gly-
cerolleitfihigkeitsmessungen jedoch verzichtet.

Es wire zugegebenermafien sehr interessant gewesen, nicht nur das in BRIJ®78 her-
gestellte PfAQP auf dessen Funktionalitat zu iiberpriifen, sondern auch zu testen, ob
das in BRIJ®35 erzeugte PfAQP nicht funktionell ist. Damit hitte endgiiltig bewiesen
werden kénnen, dass der Zusatz von BRIJ®35 zu falsch gefaltetem Protein fithrt. Dies
war jedoch leider aus folgenden Griinden nicht moglich: Zum einen ist es stets kritisch,
einen Negativbeweis zu erbringen. Ein anderer Grund ist das Rekonstitutionsprotokoll,
das fiir ein bestimmtes Detergens, ndmlich das DDM, optimiert ist. Aus diesem Grund
miissen alle Proteine, welche rekonstituiert werden sollen, in DDM tberfuhrt werden.
Dieser Schritt kann jedoch Einfliisse auf die Faltung haben und eine Aussage tiber die
urspringlichen Detergenzien wére verfilscht. Auch auf einen Versuch, die Rekonstituti-
on mit den Synthesedetergenzien durchzufithren, wurde verzichtet, weil auch hier keine
Vergleichbarkeit gegeben ware. Zum einen kénnen sich die Rekonstitutionseffizienzen
unterscheiden, zum anderen konnen auch Uberreste der entsprechenden Detergenzien
in den Liposomen unterschiedliche Effekte auf deren Durchlassigkeit haben, da die
verschiedenen Detergenzien von den B1o-BEADS® auch zu einem unterschiedlichem
Ausmaf aus dem Ansatz entfernt werden. Auf einen Negativbeweis dieser Art wurde
also bewusst verzichtet, zumal die Daten aus der CD-Messung diesbeziiglich eindeutig

waren.
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Ubertragung auf andere Membranproteine

Zum Schluss wurde die Anwendung der Methode an einem Satz anderer Proteine ge-
testet, wobei diese so ausgewahlt wurden, dass verschiedene Eigenschaften abgedeckt
wurden: Grofie (6-11 Transmembranspannen), Wirtsorganismus (Pflanze, Mensch),
Lokalisation in der Zelle (intrazelluldr oder zellmembranstandig) und Lokalisation des
C-Terminus (intra- oder extrazelluldr)(s. Abb. 4.27). Das System zeigte breite Anwen-
dung auf alle verschiedenen Membranproteinarten aus unterschiedlichen Organismen,
wobei auler bei dem hAMCT4 immer zumindest einige gepriifte Detergenzien zur richti-
gen Faltung fithrten. Die AtENTs mit den extrazellularen C-Termini waren besonders
interessant. Auch wenn die Faltung von extrazellulirem GFP in vivo gezeigt werden
konnte, bleibt diese im lebenden System kritisch und scheint von Faktoren wie der
Zelllinie oder dem eingesetzten Protein abhingig zu sein [83]. Uber Griinde hierfiir
kann nur spekuliert werden: Vermutlich sind die Bedingungen in einigen Zellmedien
nicht geeignet fiir die chemische Reaktion bei der Fluorophorbildung, zudem koénnte
der GFP-Tag die Translokation einiger Membranproteine stéren. Im zellfreien System
ist dieses Problem, wie hier gezeigt werden konnte, hinféllig, so dass das in wvitro-
Faltungskontrollsystem auf alle Arten von Proteinen angewendet werden kann. Wie
die Beispiele von hAMCT und DdAqpB zeigen, kann durchaus viel Protein produziert
werden, ohne dass die richtige Faltung entsteht (s. Abb. 4.11). Damit zeigt sich, dass
die standardméfig eingesetzten Detergenzien durchaus nicht immer dazu in der La-
ge sind, das gewiinschte Produkt zu liefern und unterstreicht die Bedeutung eines
faltungsbasierten Screenings. Unterstiitzt wird diese Aussage durch das Beispiel des
AtENT1, welches ebenfalls deutlich macht, dass Proteinausbeute und Anteil an kor-
rekter Faltung nicht korrelieren miissen, sondern auch das Gegenteil der Fall sein kann,
und kleine Proteinmengen mehr richtig gefaltetes Protein enthalten konnen als grofle
(s. Abb. 4.27). Der allein auf Proteinausbeuten basierende Screening-Ansatz dirfte

mit diesen Erkenntnissen absolut tiberholt sein.
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5.4 hAQP3: Zellfreie Herstellung und Funktionstest

Zum ersten Mal konnte das hAQP3 zellfrei hergestellt und die Wasserleitfahigkeit ein-
deutig nachgewiesen werden. Uberhaupt stellen diese Ergebnisse die ersten Untersu-
chungen von isoliertem hAQP3 dar, das bislang nur in der Zelle untersucht wurde. Eine
Aufreinigung und Rekonstitution von hAQP3 hat bislang noch nicht stattgefunden.
Dementsprechend schwierig ist der Vergleich dieser Ergebnisse mit denen der anderen
Autoren. Nichtsdestotrotz korrelieren die hier gefundenen Wasserleitfahigkeitswerte
(12- bis 19-fach erhoht im Gegensatz zur Kontrolle) gut mit denen von Echevarria et
al. 1996, die eine etwa zehnfach hohere Wasserleitfihigkeit von hAQP3 in Oozyten
im Vergleich zur Kontrolle gefunden haben [122]. Es ist anzumerken, dass die Wasser-
leitfahigkeit nur zweimal gemessen wurde und die Werte dementsprechend noch stark
schwankten. Die von anderen Autoren, auch in Oozyten, gefundenen Glycerolleitfihig-
keiten bewegen sich in einem Bereich zwischen 4- bis 20-facher Erhéhung im Vergleich
zur Kontrolle [122,123]. In dieser Arbeit wurde nur eine Verdopplung der Glycerolleit-
fahigkeit gemessen. Dies hangt aber wahrscheinlich mit den schon oben beschriebenen
Problemen der Messmethode zusammen. Aufgrund der Eindeutigkeit der Ergebnisse
der Wasserleitfahigkeitsmessungen konnte jedoch bewiesen werden, dass die zellfreie

Herstellung zu einem funktionellen Protein gefiihrt hat.

5.5 Ausblick

Eine interessante zukiinftige Anwendung wiirde das in vitro-Faltungskontrollsystem
in der High-throughput-Analyse finden. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
ist es egal, ob die Fluoreszenz im SDS-Gel gemessen wird oder ob der gesamte Re-
aktionsansatz im Fluorimeter erfasst wird. Da die zellfreie Proteinsynthese auch im
Batch-Verfahren, also in nur einem Kompartiment, durchgefithrt werden kann, wére
es moglich, auf einer 96- Well-Platte 96 verschiedene zellfreie Ansétze mit jeweils un-
terschiedlichen Detergenzien zu testen. Die Reaktion wiirde zwar nur einige Stunden
laufen konnen, aber die Proteinausbeuten miissten — bei Funktionieren des Detergens
— fiir die sensitive Fluorimetermessung ausreichend sein. Wiirde man anstelle des nor-
malen GFP-Restes eine faltungs- und fluoreszenzoptimierte Proteinvarinate [124] als
Fusionspartner wahlen, konnte schon nach ein bis zwei Stunden ein Ergebnis vorlie-

gen. Die 96- Well-Platte konnte ganz unproblematisch in bestimmten Zeitabschnitten
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dem Inkubator entnommen und im Fluorimeter vermessen werden. Noch geeigneter
ware natiirlich ein Fluorimeter, welches selbstandig die Platte inkubieren und vermes-
sen konnte. Eine solche Anwendung diirfte vor allem auch fiir die pharmazeutische
Industrie von groflem Interesse sein, da es moglich ware, innerhalb kiirzester Zeit die
optimalen Reaktionsbedingungen zu evaluieren. Den Ansatz mit dem besten Ergeb-
nis konnte man aufreinigen, bei Bedarf den GFP-Rest abverdauen und das Protein
direkt auf seine Funktion untersuchen. Somit ware eine schnelle Untersuchung und

Charakterisierung von Proteinen aller Art moglich.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das DdAqpB aus D. discoideum untersucht. Zu diesem
Zweck wurde Membranproteinfraktion aus D. discoideum gewonnen und das DdAqpB
mittels Western Blot nachgewiesen. Da auf diesem stets zwei Banden auftraten, wur-
de eine chemische Deglykosylierung der Membranproteinfraktion vorgenommen. Dies
fithrte zum Verschwinden der oberen Bande, was vermuten lief, dass das DdAqpB
in vivo glykosyliert vorliegt. Desweiteren wurde DdAqpB zellfrei hergestellt. Dafiir
wurde zunéchst das zellfreie Proteinsynthese-System in diesem Arbeitskreis etabliert,
sowie S30-E. coli-Extrakt und T7-RNA-Polymerase hergestellt. Wurde das DdAqpB
ohne weitere Zuséatze zellfrei produziert, trat eine Zersetzung des Proteins ein. Durch
Zusatz von Detergenzien konnte dies vermieden werden. Anschliefend wurde fiir das
DdAqpB eine mogliche Faltungskontrolle durch C-terminale Fusion von GFP erstellt.
Diese lieferte in der zellfreien Synthese zwar Proteinprodukt, jedoch war keine Fluo-
reszenz sichtbar. Der Versuch wurde mit dem PfAQP aus P. falciparum wiederholt.
Hier zeigte sich, dass Gesamtproteinmenge und Starke der Fluoreszenz nicht zwangs-
laufig korrelieren miissen und zudem beide je nach Detergens-Zusatz sehr unterschied-
lich sein konnen. Entsprechend wurden Sekundéarstrukturanalysen von in verschiede-
nen Detergenzien hergestelltem PfAQP mittels Zirkulardichroismus durchgefiihrt, die
einen Einfluss der Reaktionszuséitze auf die Faltung deutlich machten. Nachdem ge-
zeigt werden konnte, dass die Produktionsparameter des Fusionsproteins auf das nicht
fusionierte Protein tibertragen werden kénnen, wurde PfAQP praparativ hergestellt
und dessen Funktionalitat nachgewiesen. Da eine schnelle Messung des Reaktions-
ansatzes im Fluorimeter moglich war, wurden weitere GFP-Fusionsproteine zellfrei
hergestellt: Die pflanzlichen Equilibrativen Nukleosid-Transporter AtENT 1 und 3,
der menschliche Harnstoff-Transporter hUT-B und der menschliche Monocarboxylat-
Transporter AMCT4. Nur bei dem hMCT4 war in keinem Reaktionsansatz Fluoreszenz
detektierbar. Zusétzlich konnte das menschliche AQP3 zellfrei hergestellt und dessen

Wasserleitfahigkeit nachgewiesen werden.






7 Summary

When DdAqpB was detected in the membrane protein fraction of D. discoideum by
Western blotting, it was hypothesized that the protein might be glycosylated in vivo.
This assumption was supported by the fact that a chemical deglycosylation led to
the disappearance of the Western Blot band that was earlier suspected to be the
glycosylated species of the protein.

DdAqgpB was also produced cell free. For this purpose the cell free protein synthesis
technique was established in this work group, as well as T7-RNA-polymerase and
S30-E. coli-extract were produced. However, cell free production of the DdAqpB lead
to the destruction of the protein when no solubilizing detergents were added. In the
following step, a possible folding control for the DdAqpB was constructed by c-terminal
fusion of GFP to the protein. The DdAqpB-GFP fusion protein was then produced
in the cell free system. As a result, protein was in fact made, but no fluorescence
was detectable. The experiment was repeated with the PfAQP from P. falciparum
and evidence was provided that total protein yield and fluorescence intensity do not
necessarily show a correlation. Besides, both of them were strongly dependent on the
detergent added. Accordingly, secondary structure analyses using circular dichroism
were carried out on PfAQP that was produced in different detergents. It was proven
that reaction mixture components can have an impact on the protein folding. After
demonstration of transferability of the production parameters of the GFP-fusion to
the unfused protein, PfAQP was produced in preparative scale, and functionality was
shown.

As high throughput measurements in the fluorometer were possible, more GFP-fusion
proteins were produced in the cell free system: The plant equilibrative nucleoside
transporters AtENT 1 and 3, as well as the human urea transporter hUT-B and the
human monocarboxylate transpoter hMCT4. Only hAMCT4 exhibited no fluorescence
in all reactions. Apart from that, the human AQP3 was produced cell free, and its

water permeability was confirmed.
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