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Einfuhrung

1 Einfihrung

1.1 Protein-Protein-Interaktionen und Proteinkomple  xe.

Protein-Protein-Interaktionen (PPI) spielen begmlbiologischen Prozessen eine Rolle. Jedes
Protein hat eine spezifische Funktion. Komplexegalen in einer Zelle kdnnen jedoch meist
nicht von einem einzelnen Protein realisiert werdeondern werden von in Interaktion
stehenden Proteinen ausgefiihrt, den Proteinkompldxeteinkomplexe sind Gruppen von
Proteinen, die zur selben Zeit am selben Ort natgder in Interaktion treten (Spirin & Leonid
2003). Sie konnen aus vielen Proteinen bestehenmaihr oder weniger stabil Uber eine
Kontaktflache assoziiert sind. Hydrophobe Wechs#lwigen, Wasserstoffbriicken und
ionische Bindungen sind die wichtigsten Krafte Beteininteraktionen.

So bestehen alle strukturgebenden Elemente einke &g Actin-/Myosinfilamente oder
Mikrotubuli aus Proteinkomplexen, die durch PPlazumengehalten werden. Aber auch viele
Enzyme koénnen ihre volle Aktivitat nur im Verbundtfalten. Ein weiteres Beispiel ist die
RNA-Polymerase, der Transkriptionsapparat, derertetdmheiten nicht nur vielfache
Proteininteraktion eingehen, sondern zugleich amsh DNA und RNA, ihrem Substrat
interagieren missen. Ebenso gibt es zahlreicheo&sUr die auf PPI basierende Regulation
der Signalweiterleitung in der Zelle (Signaltranisin).

Dank der rasanten Entwicklung genomischer Sequenmmsprojekte wird in wenigen Jahren
eine praktisch vollstandige Sequenzinformationdllie relevanten Proteine vorliegen. Beim
Humangenom geht man von 40 000 bis 100 000 ORFs[&asHerausforderung besteht
darin, die korrespondierenden Genprodukte (Profeineihrer funktionellen Gesamtheit
erfassen zu koénnen. Dieser Forschungszweig wirdtifumelle Genomik bzw. Proteonomik
genannt und umfasst die Integration verschiedefstesxchungsgebiete (Wink 2004).
Proteininteraktionsanalysen sind dabei ein werégoMHilfsmittel, um Proteine unbekannter
Funktion zu identifizieren und charakterisierenelBtman nun diese Erkenntnisse mittels
Knoten und Kanten dar, erhalt man ein Netzwerk Ruatein-Protein Interaktionen bei dem
die Proteine die Knotenpunkte darstellen (Phiziékyrields 1995). Man schéatzt, dass die
30000 Proteine im menschlichen Koérper durch ca.0Q00(1:3) Interaktionen miteinander
verbunden sind (Wink 2004). Proteinnetzwerke hakiea charakteristische Struktur, von der
sich biologische Sachverhalte ableiten lassen.pBdgswveise werden sie dazu verwendet um
Stoffwechselwege zur Bekdmpfung von Krankheiten @morea Huntington zu erforschen
(Gohleret al. 2004).
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1.2 Methoden zur Bestimmung von Protein-Protein-In  teraktionen

Proteinkomplexe werden prinzipiell mit verschiedeseh erganzenden Methoden analysiert.

1.2.1 in vivo-Methoden

Bei in vivo-Methoden werden interagierende Proteine so inr&e#e exprimiert, dass durch
deren Interaktion ein sog. Reportergen eingeschaitd.

Beispielsweise wird bei der FRET-Methode ein Ligjisal genutzt, um zwei fluoreszierende
Proteine, die mit Flurophoren gelabelt wurden,ibaté rdumliche N&he zu untersuchen.

Eine weit verbreitetein vivo Methode, bei der mogliche Proteinpaare bereits im
Hochdurchsatz mittels Robotorhilfe getestet werdsndas Yeast 2-hybrid-System (YTH).
Das YTH basiert auf der Expression zweier Fusiasteime in einer Zelle. Eines der
Fusionsproteine enthalt eine DNA-bindendende Dom@®D), die sich an den Promotor
eines Reportergens binden kann, und ein ProteibaB=Koder). Das zweite Fusionsprotein
besteht aus einer Transskriptionsaktivierungs-D@m#&AD) und einem Protein ORF.
Interagiert B mit ORF, wird ein Transkriptionsfakigebildet, der das Reportergen anschalten
kann. Dadurch kann die Zelle auf einem Mangelmediwmchsen. Eine wachsende
Hefekolonie zeigt damit an, ob die beiden Protemteragieren (Gohleet al. 2004, Wink
2004).

1.2.2 Affinitatschromatographie (pulldown)

Eine der dominierenden Methoden zur Untersuchung REI1, die auch in dieser Arbeit
verwendet wurde, ist die gemeinsame Reinigung deterdktionspartner Uber
Affinitatsmatrices. Um Interaktionspartner zu fimgewerden die Proteine mit einem
Affinitats-tag markiert, z.B. mit Gluthation-S-Transferase. Di&TGFusionsproteine binden
an die Gluthation-Agarose-Matrix der ChromatograpBéule. Bei Zugabe eines
Proteingemisches, das den potenziellen Interaktemser enthalt, werden sie durch die
Wechselwirkung gemeinsam mit dem Fusionsproteiickgehalten. Nicht Bindende flie3en
hindurch und die Komplexe kdnnen spéater eluierderer(Abb. 1).
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O..:-O %'OOOO Abb. 1: Nachweis von PPI unc
f Oooﬂo %lo Reinigung der Proteinkomplexe
0 mittels Affinitatschromatographie
Proteinextrakt Mit Affnitats-tag (pulldown).
-IL ﬂ fusioniertes Protein
Affinitatsmatrix "L
_IL é Interaktionspartner
G
G =
\ / Nlcht'zUrUckgehaItene
= Proteine
0 OO/ J— \CI 0028 Laufpuffer
OOO = A

Durchfluss Durchfluss pulldown-Eluat

Die gereinigten Proteine lassen sich dann mitté@stenstrukturanalyse auf molokularer
Ebene identifizieren (Wink 2004).

1.2.3 Kiristallisation

Fir das Verstandnis von zellularen Prozessen uadkfeitsbildern sind Kenntnisse tber ihre
Wechselwirkungen innerhalb von Protein-Protein odemtein-DNA Komplexen auf
molekularer Ebene essenziell.

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen kannttets rontgenkristallographischer
Methoden bei atomarer Auflosung bestimmt werderbebDarhélt man ein Strukturmodell mit
den Positionen der einzelnen Atome. Neben der Késniiber die Faltung der Polypeptidkette
ermoglicht die Untersuchung einer Proteinstruktuchadas Verstandnis der Proteinfunktion
auf molekularer Ebene, z.B. den katalytischen Meigmaus eines Enzyms, die spezifische
Interaktion eines Proteinkomplexes oder eines HBiansgionsfaktors mit DNA.

Die Rontgenstrukturanalyse erfordert mehrere Asiseliritte: die Kristallisation, die
Charakterisierung von Kristallen, die Aufnahme Wintgenbeugungsdaten, die Bestimmung
der Phasen, die Interpretation der Elektronendiclstewvie die Verfeinerung des
Strukturmodells.

Bevor man mit Kristallisationsversuchen beginnenrkanuss das Protein zur bestmdglichen
Homogenitat gereinigt werden. Diese wird in der &edurch SDS-PAGE sowie durch
Gelfiltration und dynamischer Lichtstreung Uberpri@ur Rontgenstrukturanalyse wird das
Protein im kristallinen Zustand ben6étigt, und zwiarForm von grof3en, moglichst perfekt
aufgebauten, einzelnen Kristallen (Einkristalle).
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Die Kiristallisation von biologischen Makromolekuilést auch heute noch eine Technik, die
auf dem Prinzip von Versuch und Irrtum beruht ueced Ergebnisse nicht vorhersagbar sind.
Die Eigenschaften eines Proteins, wie Molekulargbtyi Aminosauresequenz oder
isoelektrischer Punkt, geben im Allgemeinen keikBnweis auf die Bedingungen, die zur
Kristallisation erforderlich sind.

Uber 3D-Strukturdaten und uber bioinformatische Mdeen ist es moglich PPI
vorherzusagen, denn in Proteinen bekannter Strbktimden sich die Interaktionstellen oft an
Stellen mit hydrophoben Eigenschaften.

Mit Hilfe von molekularbiologischen und chromatoghégschen Techniken ist es moglich, die
Uberexpression und Reinigung von Proteinen in grd@engen zu gewahrleisten, wodurch
viele hundert Kristallisationsbedingungen (Hochtisetzkristallographie) in kurzer Zeit
getestet werden kénnen (Wink 2004).

1.2.4 Vorteil von coexprimierten Proteinen

Als Coexpression wird die gleichzeitige Uberexpi@ssvon mehreren rekombinanten
Proteinen in einer Zelle bezeichnet. Aus zahlreichéeraturbeispielen ist bekannt, dass
rekombinante Proteine in bakteriellen Expressiostesgen durch Coexpression eine
verbesserte Loslichkeit erhalten. Darlber hinauhindert Coexpression Aggregatbildung
(inclusion bodies) und kann die biologische Ak#vit durch Erhdéhung der
Ligandenbindungsstellen steigern étial. 1997).

Fur die Strukturaufklarung ist es oft schwierigegirhomogenen Proteinkomplex aus getrennt
voneinander aufgereinigten Interaktionspartnerrechalten, da die isolierten Untereinheiten
bereits interagieren. Mittels Coexpression ist églioh, einen Proteinkomplex, der zuvor nur
als Homodimer aufgereinigt werden konnte, als eidkgomer aufzureinigen (Kimmet al.
2006).

Es gibt verschiedene Arten von Coexpression. Ergwbdfinden sich die zu kombinierenden
ORFs auf einem oder auf zwei Plasmiden in eineleZElrspringlich wurden zwei Plasmide
verwendet. In den letzten Jahren setzt sich jedmcher mehr die Coexpression auf einem
Plasmid durch (Alexandrost al. 2004). Dabei besteht der Vorteil, Uber sog. LISEguenzen
mehrere ORFs in ein Plasmid zu integrieren.
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1.3 Der VCP/AMFR-Komplex

1.3.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Die Proteinbiosynthese im Cytoplasma bzw. am rdtiRnst kein perfekter Prozess. Standig
werden fehlgefaltete, unvollstandige, mutierte obeschadigte Proteine hergestellt, die aus
regulatorischen Griinden wieder abgebaut werdenenugartber hinaus wird der Protein-
Stoffwechsel auch durch Entfernung von Inhibitofdivatoren sowie Uberalterter Proteine
gesteuert. Das Ubiquitin-Proteasom-System flr ddaksven Abbau von Proteinen ist in
allen eukaryotischen Organismen in konserviertammFgorhanden und spielt eine zentrale
Rolle in einer Vielzahl von lebenswichtigen zelhad Prozessen.

Der intrazellulare Proteinabbau (Proteolyse) geddhzum Teil in grof3en Proteinkomplexen,
den sog. 26S Proteasomen (ca. 2000 kDa). Beim URfawAveg werden die zum Abbau
vorgesehenen Proteine (Targets) zunachst kovalgri{etten des kleinen Proteins Ubiquitin
verknipft (,ubiquitiniert®). Mit Ubiquitinketten mikierte Targets werden von der 19S-
Partikel-Untereinheit des Proteasoms erkannt, ukité-Verbrauch entfaltet und dann in das
Innere des Kerns geschoben, wo sie zu kleinerem@ekilen (Peptide, Polysacharide,
Lipide) abbgebaut werden. Die Ubiquitinkette wirtch 26S Proteasom durch spezifische
Proteasen wieder in einzelne Ubiquitinbausteinkegerdie erneut verwendet werden kdnnen.

Bei der Ubiquitierung wird das C-terminale Glyciresd Ubiquitins kovalent mit deg-
Aminogruppe von Lysinresten verbunden. Die EnezgieBildung dieser Isopeptidbindungen
stammt aus ATP. Drei Enzyme (E1, E2 und E3) sinddan Konjugation des Ubiquitins
beteiligt. Zuerst wird die terminale Carboxylgruppes Ubiquitins tber eine Thioesterbindung
an eine an eine Sulfhydrylgruppe des E1 gebunddab.@). Das aktivierte Ubiquitin wird
dann auf die Sulfhydrylgruppe des E2 tbertragehli@glich katalysiert E3 den Transfer des

Ubiquitins vom E2 zum Zielprotein (Target). Abb. 2: Das Ubiquitin—
Proteasom System
o S (UPS)
TR T o

0 Ubiquitin aktivierendes

— E1-SH+ =
ATP _052 SH  AMP+PPi ‘C ° - Enzym (E1)

L& LL; S

Ubiquitin konju-
0. gierendes Enzym (E2)
PROTEASOM " Ubiquitin-Ligase (E3)
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Sollen polyubiquitinierte Proteine abgebaut werderissen sie, wahrscheinlich Gber die
Assoziation mit molekularen Chaperonen bzw. Trartgpalekilen, in das 26S-Proteasom
gelangen, wo sie, wie oben beschrieben, abgebadewg¢Hershko & Ciechanover 1998).

In Sdugern ist das in dieser Arbeit untersuchteatcontaining protein (VCP oder auch als
p97 bezeichnet) eine Chaperondhnliche molekularescMae, die ubiquitinierte Substrate
bindet und entweder der proteasomalen Degradatidgiihg oder fur nicht-degradative
Prozesse freisetzt. VCP wird in der Hefe als dasdreuntersuchte Cdc48 bezeichnet, das eine
Sequenzidentitédt von 69% zum humanen VCP aufwéisilich et al. 1991). Tatsachlich
fuhren Mutationen im Cdc48-Gen in Hefe zur Akkunta von polyubiquitinierten
Proteinen. (Dai & Li 2001).

Die Beteiligung des VCP am UPS-System wird dadeferakterisiert, dass seine N-Doméane
polyubiquitinierte Proteine direkt bindet und za&gh auch Bindungen zu anderen
Komponenten des Proteolysesystems, wie beispiedevidid1-Np14 und p47, ausbildet. VCP
konnte zudem mit dem 26S-Proteasom coaufgereiregien (Meyeket al. 2002).

Die Funktion des VCP/Cdc48 scheint darin zu besteBeergie aus der Hydrolyse von ATP
in mechanische Energie umzuwandeln, um ubiquit@idtroteine zu entfalten oder aus
stabilen Proteinkomplexen herauszulésen (Elsassénigy 2005).

1.3.2 Die zentrale Rolle des VCP (Valosin-containing pro  tein) im UPS

Die globularen cytosolischen Proteine VCP/Cdc48 sibiquitéar verbreitet und machen mehr
als 1% aller Zellproteine aus. Aufgrund ihrer Bigeing am UPS-System sind sie als
molekulare Chaperone in sehr viele Zellvorgangeolviert, wobei die durchgefuhrten
Funktionen oft von den interagierenden Cofaktoremmittelt werden.

VCP/Cdc48 sind Proteine mit einer RecA-Faltung wgehdren zur Familie der Typ-IlI-
ATPasen, die oft als Faltungshelfer (Chaperoneeru#TP-Hydrolyse (ATP>ADP+Pi)
dienen. Wegen ihrer diversen Funktionen in der eZellerden VCP/Cdc48 als AAA-
(L ATPases associated with various cellular actgt) ATPasen bezeichnet. Zu den
wichtigsten und am besten untersuchten dieser Bsezedhlen die Membranfusion, der
ERAD (,ER-associated degradation®) und der allgemad?roteinabbau (Wang & Song 2004).
Waéhrend der mitotischen Zellteilung in Eukaryontegrden die Organellen fragmentiert und
nach der gleichmaRigen Aufteilung auf die Tochtiéere wieder zu funktionsfahigen
Komplexen zusammengesetzt. VCP/Cdc48 ist am pagtsghen Wachstum der ER-
Membranen und des Golgiapparates durch Membramfuisgteiligt (Kondcet al. 1997).

Zu weiteren zellularen Aufgaben von VCP/Cdc48 zahdee Regulation des Zellzyklus, die
Stressantwort, die B- und T-Zellaktivierung, dierskriptionale Regulation und die Apoptose
(programmierter Zelltod) (Wang & Song 2004).
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In S&ugetieren ist VCP an der Aktivierung der naké® Transkriptionsfaktoren Né&B
beteiligt. Indem VCP sich an den polyubiquitiniartenhibitor von NF«B IxBa bindet, ihn
von NF«B entfernt und zum 26S-Proteasom transportiertn kaBa seine Aktivitat entfalten
(Dai et al. 1998).

Von Cdc48 wurde eine Kontrolle des Zellzyklus bedttat und es gilt als bewiesen, dass
VCP in hohem Male in sich schnell teilenden Zelled Krebszellen exprimiert wird.
Darlber hinaus gibt es Belege dafir, dass VCP diepfose negativ beeinflusst. Die
Expression eines mutierten VCP-Proteins fuhrt direk Apoptose (Wang & Song 2004).
Aufgrund der zentralen Beteiligung am UPS-Systdrdas VCP und seine Interaktionspartner
potenzielle Targets zur Behandlung zahlreicher Khmaiten. Dabei liegt der
Forschungsschwerpunkt zurzeit bei verschiedenenbdfoemen und neurodegerativen
Erkrankungen. Neurodegerative Erkrankungen wie éitnler, Parkinson, Chorea Huntington
und spinozerebellaren Ataxie, werden oft durch \eRinflusste Eiweif3ablagerungen in den
Neuronen verursacht (Hirabayashal. 2001, Boeddriclet al. 2006).

1.3.3 Die molekulare Struktur des VCP

Der Reaktionsmechanismus der diversen Zellfunktionen AAA-ATPasen ist bisher aber
wenig verstanden. Von einigen existieren Rontget&istrukturen, aus denen die genaue
Faltung der Proteine und die Anordnung und Lokabsader katalytischen Zentren ermittelt
werden konnten. Die molekulare Analyse dieser Honkn ist ein wichtiger Schritt auf dem
Weg, die Vorgange in der Zelle besser zu verstehen.

AAA-ATPasen haben die Fahigkeit, vorwiegend fur 8ielogische Funktion essenzielle,
bindelartige hexamere Ringe auszubilden. Im Gegerzsaanderen AAA-ATPasen ist das
VCP in der Lage, die Hexamerstruktur auch ohne &htidbindung stabil aufrecht zu
erhalten. (Wangt al. 2003).

Die dreidimensionale Kristallstruktur des VCP-HexasnausMus musculus wurde erstmals
von DelaBarre & Brunger 2003 mithilfe der RoOntgenkturanalyse und
Elektronenmikroskopie untersucht. Die Hexamerstruldes in dieser Arbeit verwendeten
humanen VCP besteht aus sechs identischen Unteiteinhvon 89 kDa und hat somit ein
Gesamtmolekulargewicht von ca. 534 kDa. Die sedliggd Symmetrie hat einen
Durchmesser von ca. 120-160 Angstrom (A), wobei lixamere Koérper einen schmalen
Kanal mit einer Hohe ca. 70 A und eine zentraleeRmnschlielt (Abb.4).

Die monomere Peptidkette enthélt drei Doméanen,NtieD1-, D2-Doméne und einen C-
terminalen Abschnitt (Abb.3). Wéhrend die stark $@nvierten D1- und D2-Doménen Ringe
ausbilden, die Ubereinander angebracht sind, stNdDoméne an der Peripherie der D1-
Domaéne lokalisiert. Durch die hohe Flexibilitat détDoméne stellte ihre exakte Anordnung
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aber groRe Probleme dar. So reagiert die N-Doméhe sensitiv auf den Nukleotidzustand
des Proteins und ist unter bestimmten Bedingungeiklektronenmikroskop nicht sichtbar.
Der N-D1-Linker (188-208 As) zeigt eine Ausdehnungdie D1-Domane. Die N-und D1-
Domaéne stellen im VCP-Hexamer den Kopfbereich dar.

Die D1- und D2-Doméanen sind parallel zueinander eandnete (,Kopf-zu-Schwanz")
ATPase-Doménen und besitzen 41% Sequenzidentith72% Sequenzahnlichkeit, was auf
einen gemeinsamen Ursprung hindeutet. Ebenso &hsiem die Strukturen den/p-
Unterdoménen von D1 und D2. Die D1-Domane, die imABP gebunden hat, ist aber
kompakter gebaut als die D2-Domane. Die Verbindewgchen den beiden Doméanen, der
D1-D2-Linker (461-480 As), ist stark ausgedehnt wagt weit in die Nukleotidbindetasche
der D2-Domane. Isothermale titrationscalorimetresstmtersuchungen ergaben, dass nur die
Halfte der im VCP-Komplex vorhandenen Nukleotid@taschen fir eine ADP-Bindung
verfiigbar waren.

Die ATPase-Domanen bestehen jeweils aus zwei Untaiden, einer N-terminalen Domane,
die eineo/p-Faltung mit einer Nukleotidbindetasche beinhaltet] aus einer C-terminalen
helikalen Doméne. Fir die Bindung und Hydrolyse Wrkleotiden (ATP, ADP) sind zwei
stark konservierte Motive zustandig, Walker-A undlkér-B (Helixa6” und Helixal2"). Die
Nukleotidbindetasche ist an der Schnittstelle zinescden Untereinheiten eines Hexamers
lokalisiert. Uber einen konservierten Arginin-Reftog. Arginin-Finger), der in die
Nukleotidbindetasche der benachbarten Untereiegit, stehen zwei Nachbaruntereinheiten
im Kontakt. Diese Anordnung impliziert eine Kommikition zwischen zwei benachbarten
Untereinheiten in einem Ring, die durch die Bewegder stabilen Helix zustande kommen
konnte. Zusatzlich zu der Kommunikation innerhalines Rings ist beim VCP eine
Verstandigung zwischen den zwei Ringen der Doméineer, den D1-D2 Linker vorstellbar.

In der D1-Pore konnte ein von Histidin317-Resteteralsechs Untereinheiten stabil
koordiniertes Zink-lon identifiziert werden. Verntiah versperrt das Metallion den Eingang
in die Pore und stitzt damit die Theorie, dass WiPdem Substrat an der Oberflache und
nicht im zentralen Bereich interagiert (DeLaBarr@&8inger 2003).

Abb. 3: Die monomere Peptidkette des VCP.

NH,| N (1-187) |—[ D1 (208-459) ]—[ D2 (s81-761) ]—COOH (806 As)
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Abb. 4. 3-D Kalottenmodell des VCP-Hexamers ohne Ndeotidbindung. Aus
http://www.scripps.edu/milligan/kubalek/p97_titlesmov.

Ansicht von Ansicht von
oben auf die unten auf die
Seitenansicht N-D1-Domadne D2-Domane

N-D1-Domane {
D2-Domane I

1.3.4 Die Funktionen der VCP-Domé&nen

Fur die N-Domane des VCP/Cdc48 wurde gezeigt, desssnsbesondere polyubiquitinierte
Proteine binden kann. Daneben ist die N-Doméane &irctie Interaktion mit verschiedenen
Cofaktoren zustandig. Sie bindet, in Abhangigkeih\der geforderten Aufgabe, p47, Ufdl-
Npl4 und andere Cofaktoren. Der Kontakt zum Cofaktbibiert die ATPase-Aktivitat von
VCP. Dies deutet auf einen direkten Einfluss ddddinéne in der ATP-Hydrolyse hin (Dai &
Li 2001, Wang & Song 2004).

VCP/Cdc48 haben neben der Substraterkennung digaBaf das Substrat zu entfalten und in
das 26S-Proteasom zu translozieren. Die Chapelgitakt der ATPasen ist ein
energieabhangiger Prozess und erfordert somit Ayé-atyse.

Wie bereits beschrieben, ist das VCP aus zwei Adasnanen (D1 und D2) aufgebaut.
Diese stark konservierten Doméanen haben hauptshctlie Aufgabe der Nukleotidbindung
und —Hydrolyse. Beim VCP kann die D1-Domé&ne bei spblggischen Temperaturen
unterhalb 50-55°C ATP nicht hydrolysieren, sie &ier fiur die nukleotidunabhéngige
Ausbildung des hexameren Komplexes notwendig. DuMhtagenesestudien wurde
festgestellt, dass die D2-Doméane die Haupt-ATP-Hiydeaktivitdt Gbernimmt und deshalb
auch als die eigentliche funktionsaktive Domané&uwisrt wird (Wang & Song 2004).

Mithilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen unddhiemischer Studien konnten beim
VCP signifikante Strukturverdnderungen wahrendAIEB-Hydrolyse-Zyklus gezeigt werden,
wobei die sechsfache Symmetrie in jedem Nukleositind erhalten bleibt (Rouillext al.
2002, Wanget al. 2003). Wahrend die D1-Doméane immer unveranderPAjebunden hat,
kann der Nukleotidzustand in der D2-Domane durdkree Zugabe beeinflusst werden (Abb.
3). Die D2-Doméne erfahrt dadurch eine starkerefstomationsanderung als die D1-Domaéne,
wobei sehr grof3e Unterschiede zwischen dem ATP-ADE-AlIFs-Zustand (entspricht dem
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ATP-ADP-Ubergang) auftreten. Zwischen den andererkl@odtidzustanden sind nur sehr
geringe Veranderungen zu beobachten.

Alle anderen Doméanen (N, D1) machen ebenfalls eBteakturwandel durch, der mit einer
Translations- und Rotationsbewegung beschriebendemerkann. Vermutlich wird die
Bewegung durch den flexiblen D1-D2-Linker Ubertnageler die D2-Doméane Uber den
konservativen Arginin-Finger (Arg635) mit dem konsdiven Arginin-Rest (Arg351) der
D1-Domaéne verbindet.

Beim Ubergang vom ATP- zum ADP-AdFZustand kommt es zu einer Annaherung zwischen
der N- und der Dd-Domaéane. Da die Di/f-Doméne die geringste Strukturdnderung erfahrt,
scheint sie dem Protein als Fixpunkt zu dienergtikelzu dem sich die anderen Doméanen
bewegen. Die wahrend des ATP-Hydrolysezyklus aefidien Konformationsanderungen in
der D2-Doméane werden vermutlich an die N-Domandesgeleitet, da sich die N-Domane
im VCP mit der Da-Domane Uber Arg 155-Asn 387 bzw. Arg 89-Glu 261direktem
Kontakt befindet. Es wird angenommen, dass die Bewg aus der ATP-Hydrolyse in der D2
a/B-Doméane Uber den D1-D2-Linker zun&chst an die-Dbmane und dann direkt weiter an
die N-Doméane ubertragen wird (DeLaBarre & Brunged3).

Im hexameren Proteinkomplex verursachen diese atitebhangigen
Konformationséanderungen eine D2-Porenéffnung unchlief3ung verbunden mit einer
Anderung der N-Domanen-Lokalisierung (Abb. 5). Vatiich hat dabei die Anwesenheit des
Zink-lons in der D1-Pore einen stabilisierenderekffauf die Hexamerstruktur.

Im nukleotidfreien Zustand ist die D2-Pore am waie geotffnet. Durch ATP-Bindung
kommt es zu einer Drehung der D2-Domane im Uhrzsige, die eine Reduktion der
Poren6ffnung bewirkt. Wahrend der ATP-Hydrolysei (beslésung von Pi) erfahrt die D2-
Doméne wieder eine Drehung und es kommt zu eiaekest Ausweitung der D2-Pore. Nach
Abspaltung von ADP aus der Nuleotidbindetasche eingr weiteren Drehung erreicht die
PorengrofRe wieder den Ausgangszustand. Die PoreDilddboméane erfahrt wahrend des
Hydrolysezyklus kaum eine GroRenanderung. Diesdentidabhéngige Bewegung der N-
Domanen, verbunden mit der Anderung der PorengtaBst, auf einen aktiven Transport von
Substraten in die Pore schliel3en. Die N-Domanet mi#rin die gewonnene Energie aus der
ATP-Hydrolyse in der D2-Doméne, die Uber den Dlilxker und die D1-Domaéane
weitergeleitet wird (Wangt al. 2003, Wang & Song 2004, DelLaBarre & Brunger 2005)
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Abb. 5. ATP-Hydrolyse-
zyklus des VCPHexamers
mit Ansicht auf die D2-

. . Domane. Molekuare

9 Momentaufnahmen  wabhre|

‘ des ATPHydrolysezyklus au
o ® http://www.scripps.edu/milliga
Nukleotid Ll n/kubalek/p97_titles.mov.
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1.3.5 Der ERAD-Abbauweg

In eukaryontischen Zellen stellt das Endoplasmiadédeetikulum (ER) den Hauptabschnitt des
sekretorischen Weges bei der Zielsteuerung deeifeotlar.

Neu synthetisierte Proteine unterliegen nach ihréransport in das endoplasmatische
Retikulum (ER) einer strengen Qualitatskontrolleend fehlgefaltete, beschadigte oder nicht
ausreichend zusammengebaute Proteine in das LueseBRI gelangen, werden sie durch ein
Qualitatskontrollsystemausgewahlt und durch eine Proteinpore in der ER-Bdam
(Retrotranslokationspore) zurtick in das Cytosolngpartiert (Ricktranslokation). Dort
werden die fur den Abbau vorgesehenen Proteine [ER&rgets) ubiquitiniert und
anschliel3end zur proteasomalen Degradation derukalsaade des UPS zugefuhrt (s. Abb.
1). Die polyubiquitinierten ERAD-Targets werden cluiandere cytosolische Proteinkomplexe
aus der ER-Membran extrahiert, durchs das Cyto@asansportiert, unter ATP-Verbrauch
am 26S-Proteasom entfaltet und dann in das Inres&drns geschoben.

Dieser Prozess wird als ERAD (,ER-associated degian) bezeichnet und ist ein wichtiger
Bestandteil der zellularen Proteinqualitadtskon&rolEr beinhaltet neben dem Abbau von
l6slichen Lumen-Proteinen auch die Beseitigung m@mbranstandigen Proteinen (Meussner
et al. 2005).
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Viele Studien zeigen, dass VCP als molekulares &iospp am ERAD beteiligt ist und
ubiquitinierte Proteine aus ER-Membranen extralfRiicktranslokation), um sie fir das 26S-
Proteasom zugéanglich zu machen €fal. 2003).

1.3.6 Das AMFR (tumor autocrine motility factor receptor )

Das bei Saugern vorkommende AMFR-Protein besseartgkals gp78, ist als eine ER-
membranstandige Ubiquitin—Ligase (E3) beschrielfamget al. 2001). Da E3-Enzyme eine
zentrale Rolle in der Stoffwechselregulation spiglstellen sie molekulare Targets fur die
Behandlung vielfaltiger Krankheiten dar. Beispietése steht das AMFR u.a. mit dem
Metastasenpotenzial und der Wachstumsgeschwindigkeieler Tumorarten in
Zusammenhang.

Die cDNA des AMFR repréasentiert 643 Aminosauren U@skt sich in funf funktionelle
Regionen darstellen. Die stark hydrophobe N-terfam&eite (1-298 As) ist Uber sieben
Segmente mit der ER-Membran verankert.

Der im Cytoplasma sich befindliche C-terminale Abst unterteilt sich in weitere vier
Bereiche, die fur die E3-Aktivitat zustandig sirflvischen As-Position 341 und 378 ist die
Consensus-Sequenz der RING-Finger-Doméne lokaligdée meisten bekannten Ubiquitin—
Ligasen (E3) enthalten einen sog. RING-Finger, stierkturell dem sog. Zink-Finger ahnelt.
Das Merkmal der RING-Struktur sind zwei von achhgervierten Cysteinen und Histidinen
koordinierte Zink-lonen. Nach bisherigem Kenntrasst wird der RING-Finger-Domane eine
allosterische Aktivatorrolle zugeschrieben, indeim den Ubiquitintransport vom E2 zum
Target katalysiert.

Nach der RING-Domaéne folgt die sog. Cue-Doméne %5 As), an der die voribergehende
Bindung der Polyubiquitin-Ketten erfolgt. Vermutiigst dafir eine Tripeptid-Sequenz (Met-
Phe-Pro) verantwortlich, die ebenso die gleichekkan bei der homologen Cue 1p-Doméane
der HefeS cerevisiae vertritt.

Die sog. G2BR-Region (579-600 As) wurde als Andoskon fir das ubiquitinierte E3
identifiziert. Erst das Zusammenwirken von RING-peeDoméne und G2BR-Region
ermoéglichen dem AMFR die Funktion einer Ubiquitilgase (E3) (Fangt al. 2003, Cheret

al. 2005).

SchlieB3lich wurden die letzten 49 As des C-termifi@5-643 As) von Zongt al. (2004) als
VCP-Bindungsregion ausgemacht. In VCP/AMFR-Bindwtgdien konnte wiederum auf
dem VCP eine N-terminale Bindungsregion fir das AVE-199 As) identifiziert werden
(Grelle et al. 2006). Die C-terminalen VCP-Domanen D1, D2 und @eAbschnitt sind wie
bereits erwahnt vermutlich nicht fur die PPI vevamtlich (s.1.3.4). Daraus geht hervor, dass
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die N-terminale-Domane des VCP mit der C-termin&exgion des AMFR zum VCP/AMFR-
Komplex assoziiert.

Abb. 6: Die Polypeptidkette des humanen AMFR (gp78)

NH,| Cue TT COOH
1 298 341 378 456 497 579595 643
Membranstindige Region I'}IN(?_' I(E“e'._ G2BR & VCP -

Bindungs-
region

1.3.7 Die Rolle des VCP/AMFR-Komplexes im ERAD-Abbauweg

Der VCP/AMFR-Komplex ist essenziell fur den Rucksport von ERAD-Targets (Abb.7).
Deletionen in den VCP Bindungsregion des AMFR wggiahte Defekte im ERAD-
Abbauweg, welche unter Stressbedingungen, die klkuulation fehlgefalteter Proteine im
ER fuhren, besonders ausgepragt sind.

Das AMFR ist ein integrales Membranprotein des ER wirkt Uber seinen C-terminalen
Abschnitt als Membrananker fir den VCP/AMFR-Kompl®artber hinaus interagiert das
AMFR mit ERAD-Targets als Ubiquitin-Ligase (E3) zderen Ubiquitierung. Die
VCP/AMFR-Interaktion erhoht dabei die Anzahl undn@ingsstarke der Ubiquitin-
Bindungsstellen und tragt damit zu einem effekeweAbbau von ERAD-Targets bei.
Weiterhin werden die Ubiquitierung und die Rucksiakation von wichtigen VCP-
Cofaktoren reguliert. Ohne die synergistischen rakionen der Cofaktoren von
beispielsweise p47 oder das heterodimere Ufd1-Nyiiide VCP polyubiquitinierte Proteine
nur schwach binden. So rekrutiert der Cofaktor LUNl4 Substrate aus verschiedenen
proteasomalen Abbauwegen an VCP, darunter auch ER&Bets aus Lumen und Membran
des endoplasmatischen Retikulums. Dagegen ist p&augern essenziell fur die Funktion
von VCP bei der Membranfusion des ER und Golgi Apfes. Diese Funktion von VCP ist
zwar unabhéangig von proteasomaler Degradation, iferd aber ebenfalls ubiquitinierte
Substrate (Yet al. 2003, Zonget al. 2004).

Der VCP/AMFR-Komplex ist ein gut untersuchtes Baspaflr, wie Substrat-Ubiquitierung
und -Translokation im ERAD-Abbauweg miteinanderbrarden sind. Ebenso ist er fur die
molekulare Erforschung zahlreicher Krankheiten regeant. Der VCP/AMFR-Komplex ist
beispielsweise an der Regulation der Cholesterthege beteiligt, indem es den Gehalt an
HMG CoA-Reduktase vermindert (Songt al. 2005). Weiterhin belegen andere
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Untersuchungen, dass eine Inhibierung des VCP/AMBRplexes einen Anstieg des
Mukoviszidose (zystischen Fibrose) verursachendesrleukin-8-Gehalts unterdrickt (V&
al. 2006).

Vom VCP/AMFR-Komplex existiert bisher keine Rontgaatallstruktur.

Abb. 7: Die Rolle des VCP/AMFR-Komplexes im ERAD.
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1.4 Zielsetzung

Der VCP/AMFR-Komplex ist ein fur die menschliche llBe essenzieller/ medizinisch
relevanter Proteinkomplex, der an vielen Prozeds#niligt ist. Seine molekulare Struktur
wurde bisher kaum untersucht und die fur die Stmakifklarung wichtige Kristallisation des
Komplexes gelang bisher nicht. Im Rahmen der Arlsmtlten die bereits gezeigten
VCP/AMFR-Interaktionen naher charakterisiert und Elteinkomplex fiir die Kristallisation
aufbereitet werden.

Um mittels pulldown-Assay die VCP-Bindungsregiorf dem AMFR nadher zu bestimmen,
wurden im Vorfeld der Arbeit bestimmte AMFR-Absctiei (PeptBank NP_001135)
ausgewdahlt und die endsprechende DNA (RZPD, BeriinpGEX-4T1 zwischenkloniert
(Annett Boddrich, MDC-Berlin, 2005).

In dieser Arbeit kamen folgende drei C-terminaleviFR-Konstrukte zum Einsatz:

Abb: 8: Schema der verwendete
1. AMFR-B1 (450-510 As) NH,= Cue =—COOH AMFR-Konstrukte. Das AMFRB1
ist das kleinste Konstrukt und enth:
fast auschéflich die Sequenzen c
ike 407 CueDomaéne. Das grofte K(_)nstrukt
Cue- das AMFRD1 und erreicht de
Doméne Proteinende. Es enthallt sowohl
Cue-Domane als auch die G2BBnd

2. AMFR-D1 (456-643 As) NH,= Cue COOH VCP—Blndungsreglonen. Das AMFR-
E1 reicht auch bis zum Ende, enth
jedoch nicht die Cue-Domaéne.

456 497 579595 643
Cue- G2BR & VCP -
Domaéne Bindungs-
region
3. AMFR-E1 (498-643 As) NH; COOH

579595 643

G2BR & VCP -
Bindungs-
region

Ebenso wurde die aus ATCC (American Type CulturBeCtion) stammende cDNA déall-
length VCP (PeptBank NP_009057) in den pQTEV-Vektor kéohiDie von Annett Béddrich
(2005) hergestellten VCP/AMFR-Plasmide bildeten armusien mit den von Blssow &
Scheich 2005 entwickelten Vektoren pQTEV3/-G densdangspunkt der vorliegenden
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Einfuhrung

Arbeit. Die von Bussow & Scheich 2005 entwickeltéaktoren pQTEV3/-G tragen eine
modifizierte Form der LINK-Sequenzen von Alexandebal. 2004.

Im ersten Teil der Arbeit sollten die cDNAs des V@il der AMFR-Konstrukte B1/-D1/-E1
in die Expressionsvektoren pQTEV3 (VCP) bzw. pQTBVBAMFR) umkloniert werden.
Dabei diente pQTEV3G als Zielexpressionsvektor dige AMFR-Konstrukte, die sich in
pGEX-4T1-Vektoren befanden. Der Vektor pQTEV3 deeals Zielexpressionsvektor, fir das
sich in pQTEV befindliche VCP-Insert.

Diese Zielvektoren exprimieren rekombinante Pratemit einem fir die Affinitats-Reinigung
notwendigen N-terminalen His (pQTEV3) bzw. GSTag (pQTEV3G). Dartiber hinaus
enthalten sie sog. LINK-Sequenzen, die Voraussetzurur Konstruktion von
Coexpressionskassetten. In einer ligationsfreienoniskungsmethode (LIC) sollten
Tandemplasmide fur Coexpression €dslength-VCP in Kombination mit je einem der drei
AMFR-Konstrukte hergestellt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die eigentlicti¥aparation und Charakterisierung des
VCP/AMFR-Komplexes, indem ausgewahfecoli-Transformanden fir die Uberexpression
der menschlichen Zielproteine kultiviert, geerntetd aufgeschlossen wurden. Mit dem
Einsatz von unterschiedlichen Coexpressionskonsinuin der Affinitats-Reinigung, sollten
die PPI zwischen VCP und AMFR charakterisiert war@eulldown). Darlber hinaus sollte
die Aufarbeitung der Zielproteine charakterisiartiwoptimiert werden, um geniigend Material
fur die Strukturaufklarung sicherzustellen.

Im Rahmen der Arbeit sollten folgende Punkte duedhigrt bzw. untersucht werden:

Umklonierung von VCP/AMFR-ORFs und Konstruktion véandemplasmiden fur die
Coexpression von VCP+AMFR.

Verifizierung der von Zonget al. 2004 und Grelleet al. 2006 nachgewiesenen
VCP/AMFR-PPI mittels Affinitatsreinigung (pulldown)nd gleichzeitige Einschréankung
der VCP-Bindungsregion durch drei unterschiedliChrminale-AMFR-Konstrukte.

Nach einer Optimierung der rekombinanten Proteidpktion/-aufreinigung, sollten die
hoch reinen Zielproteine getrennt oder als Proteimiex in ausreichender Menge (>7
mgq) an die Kristallographen Ubergeben werden.

Ein Teil der Proteinpraparation wurde fir spektopskche Charakterisierungen des
VCP/AMFR-Komplexes verwendet. Hervorgerufen durcle @®indung zum AMFR,
sollten damit mittels Tryptophan-Fluoreszenz suddl beeinflusste Veranderung im
VCP-Hexamer erfasst werden.
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2

Material

2.1 Bakterienstamm

Escherichia coli SCS1 (Stratagene, Niederlande)
GenotyprrecAl endAl gyrA96thi-1 hsdR17(rk- mk+) supE44 relAl

2.2 Plasmide

Tabelle 1:E. Coli Expressionsvektoren

Name Eigenschaften/GrolRe Verwendungszweck Referenz
Ampicillin Resistenz, tac Promotor,
lac Operator, 7x Hisag, ATT und Expression von N-
TEV-sites Jacl? Repressor, origin of terminal His-markierten .. .
PQTEV3 | replication: ColE1/pMBYpBR322);|  Proteinen irE.coli. B”SSO‘QVO%SSChe'Ch
verfligt Uber LINK-Sequenzen fir| Ausgangsvektor fiir Co
die Insertion von einer oder mehrererExpressionsklonierung
Expressionskassetten;
Ampicillin Resistenz, tac Promotor, = o000 N
lac Operator, GSTag, ATT und tgrminal GST-
TEV-sites Jacl"Repressor, origin of markierten Proteinen i Blssow & Scheich
pPQTEV3G| replication: ColE1l/pMBXpBR322); .
verfligt Uber LINK-Sequenzen flr E.coli. ,?Srs%?)rjgsvektor 2005
die Insertion von einer oder mehrefer, : .
Expressionskassetten: Expressionsklonierung
Helferplasmid mit Genen fur seltene
PRARE Kodons: argu (AGA, AGG),ileY | effizientere Expression Novagen

(AUA), leuwW (CUA), proL (CCQ),

in E.coli

gly(GGA)
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Tabelle 2: rekombinante Ausgangsplasmide

Konstrukt Insertbeschreibung Klonierungvektor Referenz
AMFR/gp 78-isoform 2-
Konsrukt 450-510 As.
AMFR-B1 Inklusive CUE-Domaéane pGEX-4T1, GenBank | Annett Boddrich
Kloniert zwischerBamH]I Acc.Nr. U13853 2005
andNotl PAcc.Nr.
NP_001135.
AMFR/gp 78-isoform 2-
Konsrukt 456-643
Inklusive CUE-Domaéne s
AMFR-D1 Nachgewiesene Interaktion p(;EX-STll,J%esnS%ank Annetzto%%ddnch
mit VCP/p97 Kloniert ce.Ar '
zwischemBamHI andNotl
PAcc.Nr. NP_001135
AMFR/gp 78-isoform 2-
Konsrukt 498-643
Inklusive CUE-Domaéne g
AMFR-E1 Nachgewiesene Interaktion pGAI\EX—ﬁITll,E?(’ag;ank AnnetztO%Oderlch
mit VCP/p97 Kloniert ce.Ar
zwischerBamH| andNotl
PAcc.Nr. NP_001135
valosin-containing protein .
VCPIpa7 2-806 As full-length-ORF. pQTg;/ng;‘Ee”)’ Annett Boddrich
Kloniert zwischergall and Ace.Nr. AY243506 2005
Notl. PAcc.Nr. Np_009057 T
Tabelle 3: Vektorprimer
Primer :
Bezeichnu 599“6“2 . Beschreibung AT Referenz
ng von 5‘nach 3 Temperatur
vorwarts Bussow
pQE 65 TGAGCGGATAACAATTTCACACAG Primer der 60°CC etal.
pQE-Serie 2000
reverse. Blssow
pQE 276 GTTCAGAACGCTCGGTTGCC Primer der 60°C etal.
pQE-Serie.... 1999
. Biissow
vorwarts Py
pQTEV 3U| TATAAAAATAGGCGTATCACGAGG Primer der 53°C Scheich
pQ-Serie 2005
Blssow
reverse &
pQTEV 3L AAAATGGAGAAAAAAATCACTGG Primer der 53°C Scheich
pQ-Serie 2005
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2.3 Medien

= LB-Medium 10 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Hefeextral
10 g/l NaCl, pH 7.0
=  SB-Medium 12 g/l Trypton/Pepton, 24 g/l Hefeextral
0,46% (v/v) Glycerol (8%),

17 mM KH,PO,, 72 mM KHPO,, pH

7.0
= 2YT-Medium 16 g/l Trypton/Pepton, 10 g/l Hefeextral
5 g/ NaClpH 7,0

= 20x KPB-Medium 46 g/l KH,POy, 243 g/l KkHPO,

Trypton/Pepton, Hefeextrakt und Agar wurden vonhR#larlsruhe) bezogen.

Alle Bestandteile wurden in VE-Wasser (Milliporeglgst und autoklaviert.

Zur Herstellung von Festmedien wurden dem Flussijmme vor der Autoklavierung
gegebenenfalls 1,5% (w/v) Agar zugefugt.

Zur Herstellung von Selektivmedien wurden dem datokrten Flissigmedium frisch
Antibiotika hinzugefigt:

1. 100pg/ml Ampicillin (Stammlésung: 50mg/ml, in 50%\() Ethanol, Lagerung bei -
20°C)

2. 34pg/ml Chloramphenicol (Stammlésung: 34mg/ml, inagol, Lagerung bei -20°C)

2.4 Puffer und Losungen

» DNA-Gel-Ladepuffer (6x) 0.25% (w/v) Bromphenolbl&i25% (w/v)
Xylencyanol, 15% (w/v) Ficoll (Typ 400,
Pharmacia)
= DNA-Gel-Ladepuffer (6x) 0.25% (w/v) Bromphenolbl&i25% (w/v)
Xylencyanol, 15% (w/v) Ficoll (Typ 400,
Pharmacia)
= KPB (20x) 46 g/l KH,POy, 43 g/l KkKHPO,
» SDS-Ladepuffer (4x) 0.2 M Tris-HCI (pH 6.8), 8% WvSDS,
0.004% bromphenol blue, 40% glycerol
= SDS-Ladepuffer (4x) 0.2 M Tris-HCI (pH 6.8), 8% @WvSDS,
0.004% bromphenol blue, 40% glycerol
= TBE-DNA-Laufpuffer (10x) 108 g/l Trisbase55 g/l Baiire10 mM
EDTA, (pH 8)
» Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer (5x bzw. 2,5x 0,25 M Trisbase, 1,25 M Glycin, 0,5%
fur Peptidgele) SDS
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2.5 Chemikalien

1 Kb Plus DNA Ladder (DNA-Molekulargewichts-
Standard)

Amoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

ATP/ADP

Benzonase

Bradford protein assay reagent, 5x dye
Brij 58 (Polyoxyethylen 20 kethyl ether)
Chloramphenicol

Complete EDTA-free (Protease inhibitor cocktail
tablets)

Coomassie Brillant blue R- und G-250
dNTP’s

Ethidiumbromid (1%-L6sung)

Glycerol (87%)

Imidazol

IPTG (Isopropylp-D-thiogalactopyranosid)

Rotiphorese Gel (29% Acrylamid,
0.8%Bisacrylamid)

TEMED (Tetramethylendiamin)
TEV-Protease

Thiamin

Tween 20
a-D(+)-Glucosemonohydrat
B-Mercaptoethanol

Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad, Munchen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Bio-Rad, ¢hén

Sigma-Att, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim

Serva, Heieglb
Fermentas, St. Leon-Rot
Fluka, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisefdmo
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Fluka, Darmstadt

Anorganische Salze, Sauren und Laugen (Merck, Oadt)s Alkohole (Roth, Karlsruhe).
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2.6 Verbrauchsmaterialien

Dialysemembranen

96 well-Fuoreszenzplatten
96-deep well-Mikrotiterplatten
Elektroporationskivetten

Gluthation Agarose
Konzentratoren

Ni-NTA Agarose

POROS 20 HP2-Material fur HIC

POROS HQ-Anionenaustauschermaterial
POROS HS-Kationenaustauschermaterial
POROS Talon-Material fur IMAC

Protino M96 Filterplatte fir
Robotoraufreinigung

Quartzkuvetten fir UV-und DLS-
Spectroscopy

Superose 6 & 12 prep grade fur
Gelfiltration

MF-Millipore Membranfilter, Millype,
Schwalbach

Corning, Niederlande
Brand, Wertheim

Gene Pulser Cuvette¢t), Bio-Rad,
Munchen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Amicon Ultra-4,-15 Centrifugal Filte
Millipore, Schwalbach

Qiagen, Hilden

Applied Biosystemsridstadt
Applied Biesyst Darmstadt
Applied Biesys, Darmstadt
Applied Biosystemsaiinstadt
Macherey Nagel, Diren

Hellma, Mullheim

Amersham Bioscience, Freiburg
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2.7 Gerate

Elektroporationsgeréat
Floureszenzspektroskop

FPLC
Gefrierschrank
Geldokumentation

Gel-Elektrophorese

Hochdruckhomogenisator
Inkubationsschuittler

Lichtstreuung

Membran-Vakuumpumpe
PCR-Maschine

Pipettierroboter
Praparative HPLC

Speed Vac

Mikropulser (Bio-Rad, Minchen

Fluorostar Optima (BMG Letite
Offenburg)
Amersham Pharmacia, Freiburg

-86°C-Freeser (Forma ScientificAYS

DNA: CCD camera LAS-1000 (Fuijifilm
Dusseldorf)
SDS-PAGE: Scanner Astra 2400S (Umax,
Willich)
Spannungsgeber (Bio-Rad, Murchen
Agarose-Gelkammern: Sub Cell (Bio-Rad,
Munchen)
SDS-PAGE-Gelkammern: Mighty Small Il
(Hoefer, USA)

Emulsi Flex-C5 (Avestin, &ia)

Innowa 4430 (New Brunswickestific,
USA)
Dynamic light settering: Laser
spectrosatter 201 (RiNA, Berlin)

KNF Neuberger, Schweiz
DNA Engine Thermal Cycler PTC-200 (MJ-
Research, USA)
Speedy (Zinsser Analytic, Franifur
Vision Workstation, (Applied Bistgms,
Darmstadt)
Univapo 150 (Uniequip, Martinsried

Truhen-Umlaufschuttler-Inkubator Orbital shakerrfRa Scientific, USA)

Ultraschallhomogenisator

Sonoplus (Bandelin, Berlin

UV-Visible Spektrophotometer Cary 50 Scan (Variaarmstadt)

Zentrifugen

AnvantiTM J-20 XP (Beckman Coulter,
USA)
Tischzetrifuge 4K15 (Sigma, Osterode am
Harz)
Tischzenrifuge 5415D (Eppendorf,
Hamburg)
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3 Methoden

3.1 Gentechnische Methoden

3.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente als Standdavwen zur Sichtbarmachung,
Auftrennung und Isolierung von Plasmid-DNA, DNA-Bmaenten und PCR-Produkten.

Sie beruht auf dem Prinzip, dass sich die DNA, duttwre negative Gesamtladung im
elektrischen Feld zum Pluspol bewegt und wurdekbestanten Spannungen zwischen 60-
100 V mit dem Laufpuffer TBE betrieben.

Die Agarosekonzentrationen (w/v) lagen in Abhangigkvom DNA-Molekulargewicht
zwischen 0.8% (>1 kb) und 1%. Da sowohl dem Agayeseals auch dem Laufpuffer
Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 pg/mugefigt wurde, wurde das
anschliel3ende Farben uberflissig.

Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das @el6x DNA-Gel-Ladepuffer (1/6tel
des Gesamtvolumens) vermischt. Fur praparative BRfgmentgewinnungen wurden die
Probeaufgabetaschen im Gel durch Abkleben des &kamms endsprechend vergroRert.

Zur Identifizierung und Quantifizierung von DNA wien 8 pl DNA-Langenstandards der
Firma Invitrogen mit aufgetragen. Mit Hilfe von 8tards lassen sich die DNA-Gré3en uber
die lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus dBasenpaare und den
Wanderungsstrecken der DAS genauer ermitteln.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel dait unter UV-Licht (254 nm)
sichtbaren DNA-Banden fotografiert und das Bild fdie Dokumentation als tif-Datei
gespeichert.

3.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Unter der Annahme, dass die mittlere Masse einddeNtidpaares 660 Dalton entspricht,
wurde die Konzentration wassriger DNA-LOsungen fodétrisch in Quarzglas-Kuvetten
bestimmt. Hierbei entspricht eine Absorption vof bei Wellenlange 260 nm (4) einer
Konzentration von 50 pug/ml (Sambroekal. 1989). Um die Reinheit von DNA-L6sungen
abzuschéatzen, wurde zuséatzlich die Absorption Béirin gemessen, wo die meisten Proteine
ein Absorptionsmaximum besitzen. Das VerhaltrnigoA Azgo gibt an, inwieweit die Lésung
noch mit Phenol- oder Proteinresten verunreinigt s sollte fur reine Losungen mit
doppelstrangiger DNA zwischen 1,7 und 2 liegennid@driger der Wert desto verunreinigter
ist die DNA-L6sung.
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Haufig wurde jedoch die DNA-Konzentration Uber aifggene Aliquots im Agarosegel
anhand der Intensitdt der Banden abgeschatzt. éleréhzbande diente die vom Hersteller
angegebene Intensitat der 1,65 kb Bande (2 ng/ig§ Molekulargewichtsstandards
(Invitrogen).

3.1.3 Plasmid-Praparationen aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus. Coli erfolgte in zwei verschiedenen Mal3staben:
Mini- und Maxipraparationen (Mini- und Maxiprap). i Plasmid-DNA wurde unter
Verwendung des QIAprep®-Miniprep-Kits aus einer Rader des QIAGEN-Plasmid-Maxi-
Kits aus einer 200 ml Ubernachtkultur nach denpmethenden Protokollen ,QlAprep Spin
Miniprep Kit Protocol®, bzw. ,QIAGEN Plasmid Midired Maxi Protocol“ gewonnen.

Die Zellen wurden in LB-Medium nach 3.2.2 angezéthpelletiert und mittels alkalischer
Lyse aufgeschlossen. Um nach der DNA-Extraktionhngorhandene Salze abzutrennen,
wurden die Zentrifugate nachfolgend tber Minipréuign durch Anlegen eines Vakuums
bzw. im Maxi-MaR3stab Gber eine QIAGEN-tip-500 Anemaustauschsdule gewaschen.

Es folgte eine fotometrische DNA-Konzentrationslmestung und eine Mengenabschatzung
auf dem Agarosegel. Fur die low-copy-Plasmide pQ3ES konnten Ausbeuten in der
Miniprap von ca. 20 pg- und in der Maxiprap von2mg erzielt werden.

3.1.4 Umklonierung von VCP- und AMFR-B1/-D1/-E1- ORFsin pQTEV3 bzw. -G

3.1.4.1 Restriktionsdoppelverdau BamHI/ Notl)

Um die cDNA der AMFR-Konstrukte bzw. dédll-length VCP umzuklonieren, wurden sie
zunachst aus den Ursprungsvektoren isoliert undndie8end mit den kompatibel gemachten
Zielvektoren pQTEV3G bzw. pQTEV3 verknipft (Ligatio

Zu diesem Zweck wurden die AMFR-bzw. VCP-Fragmefitserts) mittelsBamHI/ Notl-
Doppelverdau aus ihren Ursprungsvektoren (pGEX-4flv. pQTEV) herausgeschnitten.
Parallel dazu wurden die Zielvektoren genau so augrddass kompatible Komponenten mit
identisch kohasiven Enden entstanden.

Bei Restriktionen mit zwei Enzymen ist es eher waheinlich, dass der Einbau des DNA-
Fragments (Inserts) in der gewlnschten Orientiereniigigt, da nur ein Fragmentende mit
einem Vektorende kompatibel ist.

FiUr den analytischen bzw. praparativen Standardwendirden pro pg DNA 2-3 U von jedem
Restriktionsenzym gleichzeitig eingesetzt. Im Viaferurde aus dem NEB-Herstellerkatalog
(2005-06) der fur beide Enzyme kompatible 1BamHI Puffer ausgewahlt. Ersatzweise
wurde der NEBuffer 3 mit der Salzkonzentration d&snHI Puffers (+50 mM NaCl)
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verwendet. Endsprechend den Herstellerangaben wdede Restriktionsansatz noch BSA
hinzugefugt.

Um Aktivitatsverlust bzw. Staraktivitat zu verhimde wurde darauf geachtet, dass der
Glycerinanteil im Reaktionsgemisch unter 5% (v/ay |(NEB-Katalog 2005-06, Mulhardt
2003).

Der Restriktionsansatz wurde tber Nacht bei 37#Qbrert und danach fir 20 min bei 65°C
inaktiviert. Zum Schluss wurde der Ansatz bzw. ¢€ieil davon mittels Agarose-
Gelelektrophorese (mind.0,2 ug DNA je Bande) aistiitbeurteilt.

3.1.4.2Vorbereiten der Vektoren

Ein Problem bei Klonierungen, welches haufig zwsdhl positiven Klonen fuhrt, ist die
Religation des Vektors. Zum einen religieren diechhi vollstandig doppelverdauten
Vektormolekule miteinander, weil durch nur einmaésghnittene Vektor-DNA zwei
kompatible kohasive Enden entstehen. Zum andefemritSelbstreparaturmechanismen der
Zelle zur Religation. Aul3erdem ist es vermutliclsm@lexandrowet al. (2004) auch moglich,
dass zwei linearisierte Vektormolekiile, die Ubaidie Uberhangende Enden verfugen, sich
zu einem intakten doppelt so grof3en Plasmid vednind

Man kann diese Probleme verringern, indem man d&td&f-DNA dephosphoryliert. Die
alkalische Phosphatase aus Shrimps (SAP) (RochgnBstics, Penzberg) verhindert eine
Religation der Vektorenden, indem sie Phosphatgmpmm 5'-Ende der DNA abtrennt und
dabei eine 5'-OH-Gruppe zuriick lasst.

Um fir die anstehende Klonierungen auf einen vabdblten Vektorvorrat (,ready-to-use*)
zurtickgreifen zu kdénnen, wurden zunachst groReregete der Zielvektoren prapariert. Die
Restriktionsansatze wurden mengenmalflig so angedasd geniigend Material fur mehrere
Klonierungen zur Verfiigung stand (ca.20 pg pQTEV3®TEV3-Maxiprap-DNA).,

Die Durchfuihrung erfolgte abgewandelt nach dem tersteller empfohlenen Protokoll:

20 pg restringierte  Vektor-DNA BamHI/  Notl) wurde mit entsprechenden
10xDephosphorylierungspuffer und 11 U SAP vermischt B bei 37 °C inkubiert.
Anschlielend wurde die SAP durch 20minutiges Eehitzei 65 °C inaktiviert.

Verdaut man Vektoren mit zwei Restriktionsenzyns=izt man kleine Stiicke Polylinker frei,
die bei der anschlieBenden Ligation stéren konRatigation des Vektors durch bevorzugten
Einbau des Polylinkerstlickes anstelle des DNA-Feags). Die Grof3e des durch dgamHI

/ Notl Doppelverdau freigesetzten DNA-Stlckes betragiadn fur pQTEV3G als auch flr
PQTEV3 28 bp. Das Polylinkerstiick wurde von deeéinsierten und dephosphorylierten
Vektor-DNA abgetrennt, indem der gesamte SAP-beslémdRestriktionsansatz nach
Herstellerprotokoll durch Miniatur-Gelfiltrationsad8len filtriert wurde (Croma Spin+TE-
1000, BD Biosciences, Heidelberg). Das Saulennatbélt alle Nukleotide, die kleiner als
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1000 bp sind, sowie andere Biomolekile und Salzgicku Im Eluat befinden sich die
gereinigten Vektoren. Die Vektor-DNA-Praparation rder auf eine Konzentration von 1
pa/ml eingestellt und bis zu ihrer Verwendung ireigaeten Aliquots bei -20°C eingefroren.

3.1.4.3lIsolierung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel

Um die herausgeschnittenen AMFR-/ VCP-DNA-Fragmédiitedie Klonierung einzusetzen,
mussen sie zunachst von ihren Ursprungsvektoreeti@mnt und aufgereinigt werden.

Dafur wurden jeweils 10 pBamHI/ Notl doppelverdaute Vektor-Insert-DNA (Minipréap) auf
ein praparatives Agarosegel (Lange der Trennstrétm) aufgetragen.

Nach erfolgter Agarosegel-Trennung wurden die DN#&n@en von Interesse mit einem
sterilen Skalpell herausgeschnitten. Um die UV-engbichen DNA-Fragmente vor
Mutationen zu schitzen, wurde die UV-Expositionkaez wie mdglich gehalten, indem nur
Markierungen mit dem Skalpell vorgenommen wurdennscéhlieRend wurde bei
ausgeschalteten UV-Lampen das Gelstuck vollstaradiggeschnitten und in ein zuvor
ausgewogenes 2 ml-Reaktionsgefal} Gberfihrt.

Die DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelstiickenilfieities MinEluté™ Gel Extraktion
Kit der Firma Qiagen nach Protokoll eluiert.

Nach der Gel-Elution wurde fir die unterschiedlith®NA-Fragment-Losungen die
Konzentration ermittelt und falls notwendig wurd®e bis zur Ligation bei -20°C gelagert.

3.1.4.4Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verknupfung von restringierter Insert-DNA mit orkpatibel geschnittener
dephosphorylierter Vektor-DNA wurde enzymatisch hitfié der T4-DNA-Ligase (NEB,
Frankfurt am Main) durchgefiihrt. Dabei wurden #MFR- bzw. VCP-Inserts zwischen die
BamHI und Notl Schnittstellen der pQTEV3G- bzw. pQTEV3-Expressiektoren ligiert.

Eine erfolgreiche Klonierung héngt u.a. von dem der Ligation eingesetzten
Mengenverhaltnis der DNA-Komponenten (Vektor unski) ab (Sambroodt al. 1989).
Hierzu wurden Insert- und Vektor-DNA (ca. 50ng)eimem molekularen Verhaltnis von 3:1
(NEB-Katalog 2005-06) und zum Vergleich bei der VOmklonierung auch von 5:1
(Milhardt 2003) mit dem entsprechenden T4-Ligask#elPund 2 U T4-Ligase vermischt.

Um die erforderliche DNA-Masse der AMFR/VCP-Inserts ermitteln, wurde zunachst die
eingesetzte Masse der Vektor-DNA (50ng) mithilfe égenden Formel (abgeleitet nach
Milhard 2003) in Mol umgerechnet: my = Masse der eingesetzten Vektor-DNA in pg

n, [pmol] = m, 1 pmol | | P9| Ny=GroBe des linearisierten Vektors
N, 660 pg 19 (Anzahl der Basenpaare)
ny = Molmenge des Vektors

26



Material und Methoden

Die drei- bzw. finffache Molmenge des Vektors erdabeingesetzte Insert-DNA Molmenge.
Mithilfe der folgenden Formel wurde schlie3lich eéorderliche Masse ermittelt:
m, [,ug] =n, XN, XBG({&}XL[&} n = Molmenge der Insert-DNA

6
pmol | 10°| pg (3x bzw. & Molmenge des Vektors)
N, = GroRRe des Inserts (Anzahl der Basenpaare)

m = Masse der Insert-DNA
Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte UNeacht bei 4°C im Kuhlschrank oder
wahlweise fur 2 h bei 20°C.
Um die Religationsrate zu ermitteln, wurden Korl&mosatze mit vorbehandelten Vektoren
ohne Insert mit T4-Ligase inkubiert. Eine hohe Arizan Transformanden und ein geringer
Religationshintergrund gewéhrleistet eine statibtisohere Ausbeute an positiven Klonen.

3.1.5 Transformationsmethoden

In Abh&ngigkeit von der Transformationskompetenzrdeudie Vektor-Insert-DNA (aus
Ligation oder Miniprap) mittels Hitzeschock odereBEroporation in diek. Coli-Zellen
eingebracht. Dafir wurden in der PSF hergestebis, —80°C gelagerte chemisch und
elektrokompetente kompeteriEeColi SCS1-Zellen verwendet.

Zellen ohne Helferplasmid waren als chemisch koemget Zellen verfigbar. Fur die
Transformation von SCS1-Zellen mit pRARE-Helferptéd wurden elektrokompetente
Zellen verwendet. Helferplasmide ergdnzen das tAR¢pertoire einer bakteriellen
Wirtszelle, um Proteine aus hoheren Lebeweseniaftizr exprimieren zu kdénnen. Beide
Arten von kompetenten Zellen wurden in geeignetkgubts bei —80°C gelagert.

Die durch Ligation neu entstandenen AMFR-Plasmiderden zun&chst in chemisch
kompetente SCS1-Stamme ohne pRARE-Helferplasmiusfivemiert. Diese AMFR-Klone
waren nicht fur die Expression der AMFR-Konstrulkdestimmt. Sie dienten allein dem
Zweck, aus Ihnen maoglichst reine Donorplasmid-DN# dlie Coexpressionsklonierung zu
isolieren. Zellen ohne Helferplasmid haben den &ihrdass die daraus isolierte Miniprap-
DNA nur eine Plasmidsorte enthalt. Es wurde angenem dass die zusatzlich vorhandene
Plasmid DNA des Helferplasmids vermutlich die Konktion der Coexpressionskassetten
storen konnte.

Um dennoch AMFR-Konstrukte irE.coli-Stdmmen mit Helferplasmid exprimieren zu
konnen, wurde die Plasmid-DNA (Minipraps) ausgewe€ihlsequenzierter Klone (s.
Ergebnisteil 4.1.2) in elektrokompetente SCS1/pRAfREen transformiert.

Dieser Aufwand wurde fur die VCP-Umklonierung nidbetrieben. Die aus der Ligation
stammenden Plasmide wurden direkt in elektrokonmpete SCS1/pRARE Zellen
transformiert. Relativ reine VCP-Minipraps fur di@oexpression lieBen sich dadurch
gewinnen, indem di&. Coli Kulturen nur mit Ampicillin und ohne Chlorampheoi¢pRARE
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vermittelte Resistenz) angezlchtet wurden. Verwetutlasst sich der Helferplasmid-DNA-
Anteil in einer Miniprdp dadurch gering halten, wweman die Bakterienkultur ohne das
Antibiotikum, dessen Resistenz das Helferplasmisitbe heranzichtet. Aufgrund des nicht
vorhandenen Selektionsdrucks wirde sich die Zetelberflissigen Plasmids endledigen.

3.1.5.1Transformation von chemisch kompetenten Bakteriend&en

Durch Transformation von chemisch kompetenten SEZ8&lken konnten zun&chst umklonierte
AMFR-E.coli-Stamme ohne pRARE Helferplasmid hergestellt werd®e Transformation
erfolgte abgewandelt nach Inoeteal. (1990). Hierzu wurden 100 pl auf Eis aufgetauten

in ein PCR-Reaktionsgefald gegeben und mit 5 pl Z6ang DNA) des Ligationsansatzes
(PQTEV3G/AMFR-Insert) bzw. der Miniprap vermischiur DNA-Aufnahme wurde der
Transformationsansatz fur 10 min in einer gekuhNéarichtung auf Eiswasser platziert.
Nach 30 Sekunden Hitzeschock, bei 42°C in der PGRdWine, wurde das Reaktionsgefald
fur 1-5 Minuten erneut auf Eiswasser gestellt. Rggeneration der Zellen wurde der
Transformationsansatz m#weils 0,6 ml Medium (2YT, 20mM Glucose, 20mM MgLin
einen 96er Deepwellblock Uberfiihrt und fur 45 Mewbei 37°C geschiittelt. Anschlie3end
wurden geeignete Aliquots (je 150 pl pro Verdunrasoyritt) auf Ampicillin-
Selektionsplatten ausgestrichen und tber NacH R 1€ inkubiert.

3.1.5.2Elektroporation zur Transformation kompetenter Bakt erien

Mittels Elektroporation wurden die umklonierten ARFBHQTEV3G-Plasmide (Minipraps von
ausgesuchten Klonen) in elektrokompetente SCSEkZellie das Helferplasmid pRARE
enthalten, Gbertragen. Ebenso erfolgte mit deramstormierenden VCP-/pQTEV3-DNA aus
dem Ligationsansatz eine Elektroporation mit SCRMRE-Zellen.

Die Transformation mittels Elektroporation erfolgtes folgt:

30 pl auf Eis aufgetaute elektrokompetente Zellemden mit 5 pl (25 ng DNA) 30 min
dialysiertem Ligationsansatz (bzw. Miniprap) gerhiscund in eine abgekihlte
Elektroporationskivette gegeben. Unmittelbar nashElektroporation (200 W, 25 mF, 1,66
kV) des Transfomationsansatzes wurden die BaktezianRegeneration in 1ml Medium
(2YT, 20 mM MgC}, 20 mM Glucose) aufgenommen. Nach 30 min Schitein37°C
wurden geeignete Aliquots (je 150 pl pro Verdunrssoyritt) auf Ampicillin-
/Chloramphenicol-Selektionsplatten ausgestrichehiiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Um einzelne Kolonien zu erhalten, wurden die Tramshtionsansétze neben den
unverdinnten Aliquots standardgema&nR in 1/10 un@QLMerdinnungen im entsprechenden
Medium auf Selektivplatten ausgestrichen.

Bei geringen Kolonieausbeuten erfolgte im Zweif@lsfmit der tGber Nacht im Kuhlschrank
gelagerten Rest-Supension, eine Aufkonzentrierurey dellen. Hierzu wurde die
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Bakteriensuspension zentrifugiert (6 min, 4°C, 400®), der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 150 pl Medium wieder aufgenommen. émgeRend wurde der aufkonzentrierte
Restansatz vollstandig ausplattiert und tber Nbeh87°C inkubiert.

Um die Effizienz einer Transformationsmethode veidien zu kdnnen, wurde als Kontrolle
25 ng zirkulare Vektor-DNA (pQTEV3G und pQTEV3) emtsprechend kompetente Zellen
transformiert.

Weiterhin wurde mit nicht transformierten kompetantZellen eine Wachstumskontrolle
(Medium ohne Antibiotika) und eine Selektionskotiedz@Zellen ohne Antibiotikaresistenz auf
Selektivmedium) durchgefihrt.

3.1.5.3DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der umklonierten AMFR- bzw. M@$erts erfolgten abgewandelt nach
der ,Didesoxy-Methode" von Sanget al. (1977) durch die Service AG Dr. M. Meixner
(Humboldt- Universitat, Berlin). Um Sequenzierfahbriszuschliel3en, wurden grundsétzlich
beide DNA-Strange uber ein Primerwalking sequehziere AMFR-Inserts wurden nach
Klonierung in pQTEV3G mit dem GSitkg spezifischem Primer pGEX5-forward und dem
pQE276-reverse durchsequenziert. Das VCP-Inserdevdagegen aufgrund seiner Gro3e mit
dem Primerpaar pQE 65-forward und pQE 276-revens@amnsequenziert.

Die Sequenzrohdaten wurden unter Verwendung degr&honpakets Staden Package
(Medical Research Council, United Kingdom) aufbietei Die Insertsequenzen wurden
anhand eines Multiple Sequence Alignment mit detsprachenden Referenzsequenzen der
Sequenzdatenbank GenBank des National Center foted@inology Information (NCBI,
Bethsda, USA) manuell verglichen und eventuelleuSagierfehler korrigiert. Hierzu wurden
die Referenzsequenzen in das Alignment aufgenomnuexd die Vektorsequenz
weggeschnitten.

Die Sequenzanalyse sollte die Korrektheit der ssguenzen auf eventuelle Mutationen
Uberprifen, die vermutlich u.a. durch die UV-Expiosi entstehen kdnnten.

3.1.6 Coexpressionsklonierung

Die Coexpression ist ein gentechnisches Verfahnariches die paarweise Expression von
unterschiedlichen Proteinen auf einem Tandemplasenmoglicht. Die Konstruktion von
Coexpressionskassetten erfolgte abgewandelt naohr eion Alexandrovet al. (2004)
entwickelten ligationsfreien Klonierungsmethodegdtion-independent-cloning (LIC)).

Die ORFs des AMFR und des VCP wurden zuvor alsrinsalie Expressionskassetten in die
MCS der pQTEV3G bzw. pQTEV3-Vektoren umkloniert.

Daraus wurden Klone isoliert, die fir die Coexpi@ssklonierung kompatible Donorvektoren
in sich tragen. Die in den Expressionskassetterhaéiehe Promotor-, MCS- und
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Terminatorsequenz ist von sog. LINK-Sequenzen fmk die fur die LIC-
Coexpressionsklonierung obligatorisch sind. Die KiSequenzen enthalten insgesamt drei
seltene Schnittstellen (8 Basen Erkennungssequén®estriktionsenzyme. Zum einen zwei
Schnittstellen furPacl an den R&ndern und zum anderen stromabwarts vizertl eine
Schnittstelle fuiSwal (Abb. 9). Die LINK-Sequenzen ermdglichen die Kdndtion von zwei
Coexpressionskassetten zu einer, indem da$aalt herausgeschnittene Fragment des einen
Donorplasmids in di®wal-site des anderen Donorplasmids integriert wird.

Die Herstellung von Coexpressionskonstrukten begamngchst damit, dass ein Donorplasmid
mit Pacl und das andere miBwal-verdaut wurde. Durch die anschlieRende T4-DNA
Polymerase-Behandlung (T4 DNA Polymerase, LIC- @edl Novagen, USA) entstehen
kompatible Uberhange, die zu einem Tandemplasniididigieren.

Das Swal behandelte Donorplasmid wurde durch einen Sclmiérhalb der LINK-Sequenz
linearisiert. Dagegen wurde beiRacl verdauten Coexpressionspartner die LINK-Sequenz
zusammen mit der integrierten Expressionskasseftaubgeschnitten. Nach der T4-DNA-
Polymerase-Behandlung wurde das Ratl herausgeschnittene DNA-Fragment in Bieal-
Schnittstelle durch kompatible Uberhénge in einendalingreaktion integriert. Der nidacl
abgetrennte Vektorrest bildete das NebenproduknitSeurde der restliche DNA-Abschnitt
desSwal-verdauten Vektors in das Tandemplasmid Gbernommen

Um kompatible Uberhange an den DNA-Enden zu prestem, wurde eine besondere
Eigenschaft der T4-DNA-Polymerase ausgenutzt. Dagyile reagiert auf linearisierte DNA
beim Ausbleiben von Nukleotiden nicht mit einer yPoéraseaktivitdt, sondern mit einer
3'—5’ Exonukleaseaktivitat. Dadurch kann die DNA von dermen her zum Einzelstrang
abgebaut werden. Die Exonukleaseaktivitat wird dgestoppt, wenn das Nukleotid, das als
nachstes abgebaut werden soll, der Reaktionsloguggfligt wurde. In der verwendeten
Methode waren die LINK-Sequenzen so konstruiertssdadie zu kombinierenden
Expressionskassetten auf jeder Seite von einer B@dBg umgeben sind. Die T4-DNA-
Polymerase produziert durch die Prdsenz von erdspnelen Desoxynucleosidtriphosphaten
(dGTPs imSwal-Ansatz und dCTPs inPacl-Ansatz), kompatible 5 Uberhénge in einer
GrolRe von 14 Basen. Dadurch konnen in der nachideye Annealingreaktion die
komplementaren Uberhange exakt miteinander hyliziis.

Auf diese Weise konnten drei unterschiedliche AMERpressionskassetten in pQTEV3G-
Vektoren mit einer VCP-Expressionskassette im pQ3®Aéktor zu drei unterschiedlichen
Tandemplasmiden kombiniert werden (VCP+AMFR-B1, WBRIFR-D1, VCP+AMFR-EL1).
Um bei der spateren Aufreinigung der AMFR-Konsteukinspezifische Wechselwirkungen
mit der Metallchelat-Matix oder dem VCP auszusddie, wurde zuséatzlich ein GST-
Kontrollklon hergestellt. Hierzu wurde Plasmid-DNofes pQEV3G-Vektors, der ein GST-
Expressionsvektor ist, als Donorplasmid eingesé&let. Expressionsvektor pQTEV3G ist ein
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pPQTEV3-Konstrukt in das ein Gstg hineinkloniert BseRI /Pstl) wurde (Bussow & Scheich
2005). Der aufgereinigte VCP+GST Kontrollklon dierstls Referenz, dass in His-pulldowns
kein GST bzw. in GST-pulldowns kein VCP aufgrundspezifischer Wechselwirkungen
coaufgereinigt wird.

Prinzipiell spielt es keine Rolle, aus welchem Rkisbnsansatz die Coexpressionspartner
stammen, denn die LINK-Sequenzen sind fir beided&emgskombinationen kompatibel.
Unter der Voraussetzung, dass ein DonorplasmidSwad und das andere mRacl verdaut
wird, ist grundséatzlich jede erdenkliche Kombinatison Coexpressionspartnern maoglich.
Jedoch kdnnen zusatzlicRacl-/ Swval-Schnittstellen auf3erhalb der LINK-Sequenzen zhni
kompatiblen Restriktionsprodukten fuhren, die eifdung von Tandemplasmiden
verhindern.

Da die AMFR-Donorplasmide neben d&val Schnittstelle innerhalb der LINK-Sequenz noch
eine Weitere im GSTag hatten, konnte die Konstruktion der Coexpressiassétten nur in
der Kombination AMFRa/VCPsya bzw. pQTEV3Gaa/VCPsy durchgefihrt werden.

Abb. 9: Konstruktion von Coexpressionskassetten

Pacl wal Pacl  pgg| Swal Pacl
R / TILLLIIIT /
— .
VCP-Donorplasmid _ ;
LINK1-Sequenz p AMFR-Donorplasmid
¢ TTAAT! TAACAACACCATTTG
GAA‘I"1 TA ATTGTTGTGGTAAA: C
Swal Pacl
LINK2-Sequenz ‘ ‘ Unterschiedlicher
GITAACAACACCATTT'AAATGGAGTGGTTAC AAATGGAGTGGTTAAT TAAG Restriktionsverdau/T4-DNA-
CATTGTTGTGGTAAA TTTACCTCA CC AAT GTTTACCTCACCAAT | TAATTC
' ' ' : Polymerase-Behandlung
Swal
Pacl Pacl j
RN v j STTITTTTITS.
Annealing w
WA His,-VCP \
Swal Pacl / \
w5 T-AMFER- Pacl ‘\\\\"‘"""""\ J j

N

B1/-D1/-E1

Coexpressions-Tandemplasmid
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Die praktische Umsetzung wurde wie folgt durchgetih

1. Plasmid-DNA-Isolierung von Coexpressionspartnétmiprap):

Um drei AMFR+VCP Coexpressionskassetten herzustellwurden pro AMFR/VCP-
Konstrukt je einE. Coli-Klon ausgewahlt und seine Plasmid-DNA isoliert. viigrde darauf
geachtet, dass die Minipraps der AMFR-Konstruktes &CS1-Stammen ohne pRARE
stammten und die VCP-Klone ohne Chloramphenicol Madium angeziichtet wurden
(s.3.1.5). Fur den GST-Anteil des GST+VCP Kontioltis wurde die bei —20°C gelagerte
Maxiprap des pQTEV3G-Vektors verwendet (s. 3.1.3).

2. unterschiedlicher Restriktionsverd&ial oderPacl) der Donorplasmid-DNAS:

Fur die unterschiedliche Spaltung der LINK-Sequenzeirde ein Donorplasmid mBwal
und anderes mPacl verdaut. Hierzu wurde 0,5 pg Plasmid-DNA mit Rdstriktionsenzym
und BSA in 15 pl des entsprechenden ReaktionspuffiEB 3 flirSwal und NEB 1 furPacl)
inkubiert (UN, 25°C fur derBwval- und 37°C fur denPacl- Ansatz). Nach der Inkubation
wurden die Enzyme fur 20 min bei 65°C inaktiviert.

3. Erzeugung kompatibler DNA-Enden:

T4-DNA-Polymerase wurde fur die Erzeugung kompletiwer 5-Uberhiange an den
geschnittenen LINK-Sequenzen eingesetzt. Hierflirdeuden Ansatzen entsprechend 5 pl
einer 10 mM-Desoxynukleotidlosung (dGTPs fival-, dCTPs firPacl-Anséatze) mit 12 pl
einer Master mix- Komposition aus T4-DNA-Polymerase (2,5 U/ul) imaspenden
Herstellerpuffer vermischt. Nach dem Hinzufiigen 2onl (0,1 pg DNA) des entsprechenden
Swal- oder Pacl-Restriktionsansatzes, wurde die Reaktionslostimgefne Stunde bei 25°C
inkubiert.

4. Annealing der kompatiblen DNA-Fragmente zu eineandemplasmid:

Die hitzeinaktivierten (65°C, 20 min), mit T4-DNAsRmerase behandelteRacl- und Swval-
Ansatze wurden bei Raumtemperatur miteinander setmi(3 pl von jedem). Anschliel3end
wurde die Mischung fiir eine Minute auf 65°C erhitrid zum Hybridisieren der Uberhénge
bei Raumtemperatur langsam abgekuhlt.

5. Transformation:

Nach Zugabe von 2 pl einer 25 mM EDTA-L6sung wurdef pl (6 ng DNA) vom
dialysierten Annealingansatz (1/2 Stunde) in etdmpetente SCS1/ pRARE-Coli-Zellen
transformiert.

Um mdglichst viele positive Coexpressions-Kloneisalieren, wurde der gesamte Ansatz in
200 pl Aliquots auf Chloramphenicol/ Ampicillin-®dtivplatten verteilt.

Zur Beurteilung der nicht vollstandig geschnittendizw. religierten Plasmide, wurde jeweils
1 ul (33,3 ng DNA) aus ddpacl/ Swal-Restriktionsansatzen mittransformiert.

Das Transformationsergebnis wurde mittels ColonRRE. né&chster Abschnitt) Uberpruft.
Eine Sequenzierung der Coexpressionskonstrukte eschicht notwendig, da die
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Donorplasmide bereits sequenziert wurden. Als Kuletr dienten die VCP/AMFR-
Donorplasmide, aus denen die Expressionskassetitmlfen des gleichen Primerpaares
pQTEV3 U/-L amplifiziert wurden.

3.1.7 Identifikation von Einzelklonen mittels PCR ( Colony-PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR), die 1985 vory Hdullis entwickelt wurde, ist einen
vitro-Technik zur gezielten millionenfachen Amplifizienyy von DNA-Segmenten, die
zwischen zwei Regionen bekannter DNA-Sequenzeredied®ie PCR basiert auf einer
zyklischen Wiederholung von drei aufeinander foligsm Reaktionen: Denaturierung,
Primeranlagerung (Annealing) und Primerverlanger(ixgension, Elongation). Als Starthilfe
fur die Reaktion benttigt man zwei Oligonukleotidper, kurze, einzelstrangige DNA-
Molekile, die komplementar zu den Enden der zuigl#tigenden Sequenz sind. Diese
lagern sich nach der Denaturierung der doppelsgangDNA an ihre Zielregion an. In
Gegenwart von Desoxynucleotiden (dNTPs) und unesigmeten Reaktionsbedingungen
verlangert eine thermostabile DNA-Polymerase diem&r komplementar zu der
einzelstrangigen DNA-Vorlage. Die neu synthetigierDNA-Strdnge dienen wiederum als
Matrize fur die Synthese weiterer Strange. Dasfidgiment, dessen Enden definiert sind
durch die 5°Enden der Primer, wird damit expondhtermehrt.

Die PCR wurde als Standardmethode zur Uberprifurey thsertion bei E.coli-
Transformanden angewendéfo{ony-PCR). Durch direkte Amplifizierung von DNA aus
Bakterienkolonien mit vektorspezifischen, flankielen Primern erhélt man schnell
Information Uber die Grdl3e der insertierten DNAetdu wurden Bakterienkolonien von den
Selektiv-Agarplatten steril abgenommen (gepicktyl whrekt in ein PCR-Tube mit 2Ql
Matermixkomposition Uberfihrt.

Um die Plasmide der PCR zuganglich zu machen, wumie Zellen im ersten PCR-
Programmschritt 5 min bei 95°C zerstdrt. Danaclolgté eine Standard-PCR mit den
entsprechenden Primern des im Plasmid eingeflgiéh-Bbschnitts.

Die analytische Beurteilung d@olony-PCR erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.
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Tabelle 4: Mastermixkomposition und Thermocycler Pogramm (Colony-PCR)

UL Endkonz.] Programm-
Komponenten pro : gra Temperatur Dauer
R . (f.c.) schritt
eaktion
H20 10,9 - 1 95°C 5s
5 M betaine 50 1.25M 2 95°C 30s
60°C E-
Polymerase Primer()pt?zw
Puffer (10x) mit 2,0 1x 3 53°C ' 30s
1,5 mMMgCl, (pQ-Primer)
1 min bei
AMFR/ VCP-
25mMdNTPs| 05 | 655N 4 72°C Urgkr'ﬁirr‘]'i;“ing
Coexpressions-
klonierung*
5’ Primer (10 10 .
UM) 0,6 omol/ul Go to step 2, 29 Durchlaufe
3 Primer (10 | g 10 5 72°C 10 min
UM) pmol/ul
Tag-Polymerasgq o
(10 U/pl) 0,4 0,2U 7 12°C ©
DNA Template - - * Faustregel: 1 Min/kb pro zu erwartendes
Endvolumen 20,0 Produkt

3.2 Gewinnung rekombinanter Proteine aus

3.2.1 Stammhaltung
Die transformierten Bakterienstamme wurden nachudhzim Brutschrank (UN, 37°C) und
erforderlicher Selektion auf R2A-Agarplatten mit PX¥YAmpicillin oder 2YT+ Ampicillin+

Chloramphenicol Medium bis zu ihrer Auswahl bei 4R@ Kihlraum aufbewahrt. Die
ausgewahlterk. coli-Klone wurden als Glyceroldauerkulturen in einemydglolstock der

PSF bei -80°C gelagert. Hierfur wurden frische Wlaehtkulturen in einem mit Glycerol
(20% Glycerol in Bakterienkultur) gefullten Kryonien (Greiner, Frickenhausen) in
flissigem Stickstoff eingefroren.

E. Coli-Kulturen
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3.2.2 Zellanzucht und rekombinante Proteinexpression im kleinen Mal3stab

Die Uberexpression von Proteinen B Coli im kleinen KulturmaRstab verfolgte das Ziel
VCP/AMFR-Zielproteine fur analytische Zwecke, b&rastellen. Hierzu wurden entweder 2
ml-Kulturen in einem 15 ml-Rohrchen oder 20-100 Kullturen in einem 100-500 ml
Schittelkolben angeziichtet. Wegen der Sauerststivgung wurde darauf geachtet, dass das
Verhaltnis Flussigkeitsvolumen/Kolbenvolumen nidien Wert 1:5 Uberstieg. Nach der
Proteinexpression wurden die Kulturen in 1ml-Alitgjelletiert, schockgefroren und bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert.

Als Erstes wurde eine Ubernacht-Kultur nach derndiing mit einer nicht angetauten
Glycerindauerkultur im 2YT-Medium mit 2% Glucoseduftisch zugesetzten Antibiotika auf
einem Schdttler angeztchtet (37°C, 200 rpm).

Danach wurde 1/10 der Ubernacht-Kultur in entspeades Volumen frisches SB-
Antibiotika-Medium Uberfuhrt und ca. 2 h kultivig@7°C, 200 rpm).

Durch Zugabe von IPTG (f.c. 1 mM) wurde induziertdunach 3-4 h Uberexpression bei
entsprechender Temperatur wurden die Zellen aulsKuhur in 1,5 ml Eppendorfgefal3e oder
in 96-deep-well-Mikrotiterblocke aliquotiert, peliert (10 min, 4000xg, 4°C) und nach dem
Schockgefrieren im flissigen Stickstoff bei —80°€lagert.

Um das Uberexprimierte Protein schnell im SDS-PA@GEten zu konnen, wurde das
Gesamtprotein extrahiert (wcp), indem das Zellpelie200 pl HO resuspendiert und 20 pl
davon in 4x SDS-Puffer aufgenommen wurden. NachaReierung (2min, 95°C) und
Zentrifugation (5 min, 16000xg) wurde zur Beurtadguim SDS-PAGE 2,5 pl aufs Gel
aufgetragen.

3.2.3 Rekombinante Proteinexpression im 2 |-Produktionsm al3stab und

Gewinnung eines Proteinextrakts
Um allein exprimiertes HisVCP bzw. coexprimiertes Hi8/CP+GST-AMFR zu gewinnen,
wurde pro 2 I-Produktionskultur eine ca. 110 ml Kdtur nach 3.2.2 angezichtet. Zuerst
wurde ein 5 I-Schittelkolben mit Schikanen fir Bi®duktionskultur mit 100 ml 20x KPB-
Losung, Antibiotikalosung (Ampicillin f.c.100 pg/mChloramphenicol f.c. 34 pg/ml), mit 1,3
| entionisiertem HO auf ein Endvolumen von ca. 1,4 aufgefullt und3&C UGN im Schuttler
temperiert. Nach dem Anwachsen der Vorkultur (URG 200 rpm) konnte 100 ml Innokulat
und 500 ml autoklaviertes 4x SB-Medium zur Produskultur zugegeben werden. Die
anschliel3ende Kultivierung dé&: Coli-SCS1-Zellen erfolgte auf einem Schittler (37°Q) 20
rpm), bis eine bestimmte optische Dichte ¢gpfur die Zugabe von 1mM IPTG (Induktion)
erreicht war. Da man die Proteinexpression optiememollte, wurden verschiedene
Induktionszeitpunkte zwischen den gpWerten 2 und 2,5 variiert. Fir die Proteinexpr@ssi
wurde die Schuttlergeschwindigkeit auf 185 rpm eugéregelt. Dauer und Temperaturen der
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Proteinexpression wurden zuvor im 1 ml-Mal3stab etesget (s. 3.3.1.2) und betrugen fur die
alleinige Expression von H#/CP 6 oder 20 h bei 28 oder 16°C und fur die Coesgion 6 h
bei 28°C.

Um das Uberexprimierte Protein im SDS-PAGE nachmemezu kdnnen, wurde eine 100 pl
Probe aus der 2 |-Kultur direkt in 4x SDS aufgegsbén und denaturiert (2min, 95°C). Die
geernteten Zellen wurden mittels Zentrifugationlgiedrt (4°C, 4200 rpm), in 50 ml Falcon
Zentrifugengefalie tberfuhrt und einmal in eiskalWaschpuffer (20 mM Tris-HCI (pH 7,5),
150 mM NaCl) resuspendiert. AnschlieBend wurden dewaschenen Zellen erneut
abzentrifugiert (4°C, 4200 rpm), der Uberstand wefan, das Zellpelletgewicht bestimmt
und die Pellets nach dem Schockgefrieren in fliésaiGtickstoff bei -80°C gelagert.

Um aus den Zellpellets einen aufzureinigenden Rrex¢rakt zu gewinnen, wurde als Erstes
pro Aufreinigungsprozedur eine pelletierte bei*@@elagerte 2 I-Expressionskultur bei RT
aufgetaut und in Aufschlusspuffer (20 mM Tris-H@H( 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM
Mercaptoethanol, 1 mM PMSF+1-2 Proteaseinhibitocktailtabletten (EDTA-frei, Roche)
resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte zunachsUltraschallhomogenisator auf Eis in zwei
Pulsintervallen zu 30 s mit je 3 min Kihlpausen.an die Ausbeute an I6slichem Protein
optimieren wollte, wurde mit langeren Pulswellerd umbherer Amplitudenstarke (>50 %)
variiert und mit dem Zellaufschluss mittels Hochzkfuiomogenisator (3-4 Zyklen, 1000-1500
bar) verglichen. Keine der Variationen am Ultrasitiltanogenisator konnte die hdhere
Proteinausbeute des Hochdruckhomogenisators eereicburch einen davor erfolgten
enzymatischen Zellaufschluss konnte in Kombinatmit dem Hochdruckhomogenisator
zusatzliches losliches Protein gewonnen werdenzHieurde Lysozym (0,5 mg/ml, 30 min
Inkubation auf Eis) zu den resuspendierten Zellegegeben, gefolgt von der Zugabe von
Benzonase- (500 U/ 60 ml, 1,2 mM MgC30 min Inkubation bei RT).

Nach dem Aufschluss wurden die Zelltrimmer und siidbien Bestandteile aus dem
Homogenat in 2-3 Stufen abzentrifugiert (3x 10 nfi6’C, 25000 rpm). Je effizienter die
Zellen aufgeschlossen wurden, desto triber waZdhisomogenat und desto schwieriger war
die Abtrennung von unléslichen Bestandteilen. UmnhlieBlich einen relativ klaren
Proteinextrakt fur die Affinitatsreinigung (AC) arhalten, waren drei Zentrifugatrionsschritte
notwendig.

AbschlieRend wurde der proteinhaltige Uberstandi ditriert (Porengré3e=0,45 pm) und
unmittelbar danach zur Affinitatsreinigung der mégiiven HPLC zugefuhrt (s. 3.2.2).

36



Material und Methoden

3.3 Isolierung und Reinigung von rekombinanten Prot einen

Als Erstes sollten im kleinen Maf3stab grundlegeftBhmenbedingungen wie optimale
Expressionstemperatur und Pufferzusammensetzunigtedtrwerden. Gleichzeitig sollten in
His-bzw. GST-pulldowns Interaktionen zwischen demCP/ und seinem AMFR-
Coexpressionspartner nachgewiesen werden.

SchlieBlich sollten die im 1 ml-Kulturmaf3stab gewenen Erkenntnisse auf die Reinigung im
2-I-Produktionsmalfistab Ubertragen werden (Scaledlde) erste Aufreinigungsschritt nach
der Proteinextraktion war jedoch immer eine Affitsichromatographie (AC). Der daftr
verwendete S&aulenkorper war mit dem entsprecherdBnitatsmaterial gefuillt.

Um Aussagen Uber Ausbeute und Reinheit einer Raigigstufe machen zu kénnen, wurden
die Eluate anhand von Elutionsdiagrammen und SD&# Aberprift. Daflr wurden je nach
zu erwartender Proteinkonzentration unterschiedli¢blumina auf Gel aufgetragen: 2,5-3 pul
beim freigesetzten Gesamtprotein (whole cellulatgn, wcp), beim Proteinextrakt nach dem
Zellaufschluss und beim Durchfluss bei der Affits@hromatografie. 8-12 pl fir nicht
aufkonzentriertes aufgereinigtes Protein (snp,ideloative protein).

In der letzten Reinigungsstufe (Gelfiltration) kéem bei guter Aufreinigung die
Elutionsdiagramme auch mathematisch ausgewertet thabretische Produktverluste
bestimmt werden (s. 3.3.3).

Mithilfe des Programmes Image J 1,36b (W. RasbaNii, USA) konnten die
Reinigungsfaktoren mittels Histogrammvergleichsgkli aus dem gescannten SDS-PAGE-
Bild bestimmt werden. Die Ausbeute an aufgereimgtéielprotein wurde nach jedem
Aufarbeitungsschritt durch Bestimmung der Proteidentration ermittelt.

3.3.1 His-/GST-tag Reinigungen im 1 ml-Kultur-MaR3stab (pulldown-Assay  s)

Um erste Rahmenbedingung fir die Praparationenroflien MaRRstab festzulegen, wurden
Expressionstemperatur und Pufferzusammensetzurady doanuelle/automatische His-/GST-
tag Aufreinigungen im 1-ml-Mal3stab variiert.

Darlber hinaus dienten die aufgereingten Coexpmeskonstrukte als pulldown-Assay, um
PPI zwischen dem VCP und seinen AMFR-Coexpressartrisgrn nachzuweisen.

3.3.1.1Manuelle His-/GST+ag Reinigungen fur VCP/AMFR-Bindungsstudien

Die Losungseigenschaften von Proteinen in Wassene durch Anderung der lonenstarke
verandert werden. Zu hohe oder zu niedrige Salzkunationen konnen zu einem
Aggregieren und damit zu einem Ausféllen der Pr&éiihren (Wink 2004).

Da die Proteinl6slichkeit entscheidend von der I8aizentration beeinflusst wird, wurde bei
den Affinitats-Aufreinigungen der NaCl-Gehalt im #einigungspuffer variiert. NaCl ist ein
mafig chaotropes Salz (Hofmeister-Serie), von démrelativ geringer prazipitierender
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Effekt bekannt ist. Je nach Verwendungszweck wudddrei NaCl- Konzentrationen von 10-,
50-, 150-, 300- und 1000 mM im Aufreinigungspuféengesetzt.

Um die Auswirkungen von 0,1 mM EDTA und/oder 0,5 mMTP in den
Aufarbeitungspuffern zu untersuchen, wurden didaeiren AMFR-und die Coexpressions-
Konstrukte bei 150 mM NaCl mittels GSH-Agarose awéingt. Hierzu wurden die
Standardaufarbeitungspuffer ohne Zusatz und zunygl®eh mit EDTA und/oder ATP
verwendet. Ansonsten wurde im Verlauf der Arbeilidiferweise auf den Zusatz der
Chelatverbindung EDTA verzichtet, um nicht Struktabilitdt des VCP durch Entfernung des
zentralen Zink-lons zu geféhrden (s. Einleitundsted.4).

Fur die Affinitatsreinigung von uberexprimiertem G8MFR bzw. His-VCP wurden
entsprechend pelletierte und schockgefrorene E.oali-Kulturen in Eppendorfgeféal3e bei RT
aufgetaut. Die Aufreinigungspuffer hatten in beidénrfahren, bis auf auf den Zusatz von 10
mM Imidazol in der Higag-Reinigung, die gleiche Grundzusammensetzung (20 Tnist
HCI (pH 7,5) und je nach Salzvariation eine Koneatitn von 10-/50-/150-/300-/2000 mM
NacCl).

Die aufgetauten Zellpellets wurden mit frisch zugegnen 1 mM PMSF in 150 pl Puffer
unter vortexen resuspendiert. Fur den Zellaufsehlwsrde zu den Proben 35 pl frisch
zubereiteter Lysozympuffer (Aufreinigungspuffer,6% Brij 58, 10 mg/ml Lysozym)
hinzugefigt und nach leichtem Vortexen 30 min aisf iBkubiert. Nach Zugabe von 35 pl
frisch zubereiteten Benzonasepuffer (Aufreinigungige, 1,2 mM MgCj, 0,1 U/ul
Benzonase) und vortexen, folgte eine weitere Inkabazon 30 min bei RT um die Viskositat
durch hochmolekulare DNA zu vermindern. Fur die SEXS5E-Analyse des wcp wurde eine
20 pl-Probe des Lysats in 4x SDS Puffer aufgenomrdem unldsliche Zellbestandteile vom
|6slichen Proteinextrakt abzutrennen, wurden di#lygate fir 10 min zentrifugiert (14000
rpm, 4°C).

Zwischenzeitlich wurden die nach Herstellerprotbloiparierten Ni-NTA-bzw. Glutathion-
Agarosebeads (mind. eine Stunde in,OH aufgequollen) im endsprechenden
Aufreinigungspuffer &aquilibriert (50% (v/v), 30 minund je 50 pl davon in neue
Eppendorfgefalle gefullt.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand zu ohnAffinitats-Agarosebeads gefiillten
GefalRen gegeben und auf einem kuhlbaren Eppendiffgehittler unter moderaten
Schiitteln inkubiert (30 min, 10°C). AnschlieRendraeider Uberstand verworfen und die
Affinitats-Agarosebeads zweimal mit 0,5 ml Aufrgungspuffer gewaschen. Nach jedem
Waschschritt erfolgte ein leichtes Abzentrifugiedsr Agarosebeads (30 sec, 100xg) und ein
vorsichtiges Dekantieren.

Die Elution der His- bzw. GST markierten Fusionsenze wurde bei einer einheitlichen
Salzkonzentration von 150 mM NaCl durchgefihrt. Ber GSTtag-Reinigung bestand der
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Elutionspuffer aus Aufreinigungspuffer (20 mM THEI (pH 7,5), 150 mM NacCl) mit 10
mM reduziertem Glutathion bzw. 500 mM Imidazol der Ni-NTA-Reinigung. Die Elution
erfolgte durch Zugabe von 60 pl Elutionspuffer dief gewaschenen Affinitats-Agarosebeads.
Nach 20 min. Einwirkzeit bei RT und leichtem Schklitt wurden die Agarosebeads
abzentrifugiert (100 g, 30 sec) und der Uberstar2Bi pl 4x SDS-Puffer aufgenommen.
Wahlweise wurde die Abtrennung des Fusionspartiiiss bzw. GST) vom Zielprotein auch
im kleinen Mal3stab durchgefiihrt, indem zu den kiad und gewaschenen Agarosebeads 1-
3 ug TEV-Protease in 25 pl Aufreinigungspuffer zygfgen wurde. Nach UN-Inkubation
wurden die Agarosebeads kurz abzentrifugiert (30 $@0xg) und ca. 20 pul vom Uberstand
mit dem geschnittenen Protein in 4x SDS-Puffer eamégnmen. Um schliel3lich auch das
ungeschnittene Restprotein und das gebundene Buodyghibzw. GST von den Agarosebeads
abzutrennen, wurde nach zweimaligem Waschen mit 40®ufreinigungspuffer 50 ul
Elutionspuffer hinzugefigt. Nach 20 min Einwirkzb#i RT unter leichtem Schiitteln wurden
die Agarosebeads abzentrifugiert (30 sec, 100xd)atul vom Uberstand in 4x SDS-Puffer
aufgenommen.

Die verschiedenen in 4x SDS-Puffer aufgenommenehd?rwurden denaturiert (2min, 90°C)
und zur SDS-PAGE-Analyse auf das Gel aufgetragep£® ul, snp=8 pl).

Eine Antitag Kontrollreinigung mit ,einfachen® Expressionskongtten sollte die Spezifitat
der Aufreinigung beurteilen. Hierfir wurden die ®ine mit der nicht ihrem Affinitatsag
entsprechenden Methode bei unterschiedlichen Satekdrationen aufgereinigt (bei GST-
AMFR mit NINTA-Agarose, bei HisVCP mit GSH-Agarose)

3.3.1.2Roboteraufreinigung

Hochdurchsatzaufreinigungen am Roboter wurden sgtge um gleichzeitig VCP/AMFR-
Zielproteine aufreinigen, die bei unterschiedlicheBxpressionstemperaturen/-zeiten
Uberexprimiert wurden, um. Anschlie3end konntenAli&reinigungsresultate im SDS-PAGE
nach dem Temperaturoptimum und PPI beurteilt werden

Die Ermittlung der optimalen Expressionstemperatiud standardgemal zur Verbesserung
der Produktion von rekombinanten ProteinerkEiooli eingesetzt. Die Ldslichkeit globularer
Proteine steht im Zusammenhang mit der nativen #&omhtion und der biologischen
Aktivitat. Insbesondere sind Uberexprimierte humdfreteine haufig in Bakterien nicht
|6slich, sie akkumulieren dann in Einschlusskérperc{nclusion bodies). Das Absenken der
Expressionstemperatur kann eine fehlerfreie Priatkimg fordern, sodass mehr l6sliches
Zielprotein uberexprimiert wird (Wink 2004).

Die Automatisierung der Aufreinigung im Hochdurctzsa bietet neben der
Aufwandserleichterung einheitliche und reproduzeeb Bedingungen um viele Proben
gleichzeitig miteinander zu verglichen. Auftretendagenauigkeiten wirden sich auf alle
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Proben mit gleicher Starke Ubertragen (systemadrsEehler), somit blieben die Ergebnisse
vom Aussagewert noch gut untereinander vergleichbar

Die His-/ GSTtag -Aufreinigung im Hochdurchsatz wurden nach einatibde von Scheich
et al. (2003) an dem Pipettierroboter Speedy der Fa.ssgin Analytik (Frankfurt)
durchgefihrt.

Der Pipettieroboter ist fur das 96-well-System a&lsgt und hat vier hohle Stahlnadeln.
Neben einer regulierbaren Kuhl- und Schittelpléttadie Maschine noch mit einem Druck
bzw. Vakumblock ausgestattet, um die Probeneludtgefen zu konnen. Der dafur
verwendete Druck wird mit Druckluft durch die Nadejeliefert.

Das Aufreinigungsprotokoll am Roboter entsprichhzipiell Versuchsaufbau des vorherigen
Abschnitts. Volumina und Pufferzusammensetztunsgieaad dem zu entnehmen und die
Aufreinigung wie folgt durchgefiihrt:

Als Erstes wurden alle Puffer, u.a. mit Affinitislols, auf die endsprechenden
Erkennungspositionen bereitgestellt. Die im 96-De&pBlock pelletierten und bei —80°C
gelagerten 1 mE. coli-Kulturen wurden zur Resuspendierung fur 5 min b800 rpm
geschiuttelt. Nach Zugabe von Lysozympuffer wurdeQeDeepwell-Block fur weitere 30 s
bei 1500 rpm geschittelt und anschlieend auf @dr abkihlenden Platte fur 30 min
inkubiert (bis 13°C). Nach Zugabe von Benzonaseputilgte schitteln (30 s, 1500 rpm), 30
min Inkubation und wieder Schutteln (30 s, 1500 ypimn Anschluss daran wurde an dieser
Stelle eine 20 pl Probe fir die SDS-PAGE-Analyss dep in eine mit 4x SDS-Puffer
gefillte 96er-PCR-Platte transferiert.

Nachdem die aquilibrierten Ni-NTA-bzw. Glutathiorgé&rosebeads (50% (v/v) zugegeben
wurden, erfolgte eine Durchmischung der Probenhdénef- und Absaugen mit den Nadeln.
Um das Protein an die Affinitatsbeads zu bindeniden die Proben fiir 30 min geschuttelt
(1500 rpm). Darauf folgte die Ubertragung des Affitsbeads-/ Lysatgemisches auf eine
Filterplatte (96-well-Polyethylen-Filterplatte, Masrey & Nagel, Duren). Indem die
abgesetzten Beads durch zweimaliges Auf- und Almavgsuspendiert wurden, konnten sie
verlustfrei durch die Nadeln transportiert werdéavor musste die Probe auf 400 pl verdinnt
werden, damit der Fllstand besser durch die Rotbetektion erkannt wird. Der Wasch-und
Elutionsschritt erfolgte abgedichtet auf dem Vaklouok, indem die Flissigkeit mit Druckluft
durch die Filtermembran gedrickt wurde.

Das aufgereingte Protein (snp) wurde ebenso wievdpeProbe in eine 966CR-Platte mit
4x SDS-Puffer eluiert und gemeinsam fir die SDS-EA&halyse in einer PCR-Maschine
denaturiert (2 min, 95°C). Indem die wcp- und smpb@n nebeneinander aufs Gel
aufgetragen wurden, konnte der Erfolg der Reinigumganschaulicher Weise beurteilt
werden. Die Expressionstemperaturen wurden pro tkadisanhand der Bandenintensitéat
verglichen.
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3.3.2 Automatische Aufreinigung mittels Chromatographie an der praparativen
HPLC
In der vorliegenden Arbeit kamen mehrere chromaifigghe Reinigungsmethoden an einer
praparativen HPLC-Anlage zum Einsatz. Die von dengdbung isolierte HPLC-Anlage
verfugt Uber einen Autosampler und eine flexible ltétang, bei der die
Chromatographiesaulen je nach Anwendungsfall aassgeht werden konnen. Der
automatische Aufreinigungsprozess war reproduzigrkannte variabel programmiert und
mittels On-line-UV-Detektion am Monitor Uberwacherden. Alle Aufreinigungen fanden
ausschlie3lich bei 4°C statt. Fur die Aufreiniguhgieumentation wurden Proben vom
Proteinextrakt, vom Durchfluss und vom Eluat fie &8DS-PAGE-Analyse in 4x SDS-Puffer
aufgenommen.

3.3.2.1 Glutathion-Affinitatschromatographie (GSH-AC)

Matrices, an die kovalent Glutathion (GSH) gebunigériGlutathion-Agarose, Kapazitat:0,1-
0,3 nmol/ml), werden zur Aufreinigung von GST-Fumsproteinen eingesetzt. Da der GST-
Anteil des Fusionsproteins mit hoher Affinitat batd werden mit dieser Methode hohe
Anreicherungsfaktoren erzielt.

Die GSH-AC wurde ausschlie@lich fir die GST-pulldefRraparationen der
Coexpressionskonstrukte VCP+AMFR-B1/-D1/-E1 als pterinigungsmethode verwendet.
Der aus 2-I Coexpressionskulturen gewonnene und $t&ierte Proteinextrakt (60 ml)
wurde auf eine GSH-Saule (10,68 ml) appliziert. der Reinigung wurde die Séule mit ca.
1,5 Saulenvolumen Aufreinigungspuffer (20 mM Tri€&H(pH 7,5), 150 mM NacCl)
aquilibriert. Gegen Ende der Arbeit wurde flir eiReiparationsoptimierung die NaCl-
Konzentration auf 1 M erhght (s. Ergebnisteil 4.2)6

Die Probe wurde in drei 20 ml Schritten mit eindusSrate von 1 ml/min auf die S&ule
appliziert. Jeder Applikationsschritt war gefolgbrv einem Waschschritt, der tber zwei
Saulenvolumina mit Aufreinigungspuffer bei gleichElussrate ging. Nach dem letzten
Applikationsschritt  wurde die beladene GSH-Séaulet nda. 10 Saulenvolumina
Aufreinigungspuffer gewaschen. Daflr wurde die state ab 30 ml auf 2,5 ml/min erhéht.
Far die Abtrennung der Fusionspartner (GST bzwy)Hisirde die TEV-Protease mit einer
Konzentration von 100 mg/l in 9,5 ml Aufreinigung$fer und einer Flussrate von 2,5 ml/min
auf die Séule gegeben. Nach der Aufgabe folgtekemer Waschschritt Uber das gleiche
Volumen (Flussrate 3 ml/min) und eine UN Inkubatrf der Saule.

Die geschnittenen Proteine wurden geerntet, indeen msit ca. 2,5 S&ulenvolumina
Aufreinigungspuffer und einer Flussrate von 2,5miV von der GSH-S&aule eluierten. Dabei
wurde das Elutionsvolumen bis 15 ml in 1 ml-Frak@n gesammelt.
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Um das gebundene GST-Protein von der GSH-Saule laieren, wurden 10 ml
Aufreinigungspuffer mit 10 mM reduziertes GlutathiGSH) aufgegeben und anschlieRend
mit zwei Saulenvolumina nachgespult. Das GSH-Elade in 1 ml Fraktionen von 5-20 ml
gesammelt.

Zur Regeneration der GSH-Matrix wurde bei 2,5 miymit einem Saulenvolumen 2,4 M
NaCl-Puffer aquilibriert, mit einem Saulenvolumenfieinigungspuffer ohne Salz gewaschen
und 6 ml 1 M NaOH-Lsg. aufgegeben. AbschlieRenddeutie Sdule mit 3,5 Sdulenvolumina
reaquilibriert.

3.3.2.2Metallchelat-Affinitatschromatographie (immobilized metal affinity
chromatography, IMAC)
Als IMAC-Saulenmaterial wurde POROS Talon- oder KeieNitrilotriessigsaure (Ni-NTA-
Agarose, Kapazitat: 300—1000 nmol/ml), bei der Naskel-Atom vierfach komplexiert ist,
verwendet. Die Materialien zeigen gute Eigenschafim Binden von His-Fusionsproteinen.
Die gebundenen Proteine wurden mit unterschiedtidd@nzentrationen von Imidazol wieder
von der Saule heruntergewaschen.
Die IMAC wurde sowohl fur die Aufreinigung von alheexprimiertem HigVCP als auch fir
His-pulldown-Praparation des Coexpressionskongruktis,-VCP +GST-AMFR-D1
eingesetzt. Weiterhin wurde die IMAC auch zur Emtfmg der Hidag-markierten TEV-
Protease verwendet.
Der steril filtrierte Proteinextrakt (60 ml) bzw.asl GST-pulldown-Eluat wurde auf eine
POROS Talon (Applied Biosystems) -oder Ni-NTA (Aisteam)-S&ule appliziert.
Vor Beginn der Reinigung wurde die Séaule (beide B mit 3-4 Saulenvolumina mit
Aufreinigungspuffer (20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 480MnNaCl, 10 mM Imidazol) bei einer
Flussrate von 3 mil/min aquilibriert und der UV-DOdte auf das fotoaktive Imidazol mit
einem Saulenvolumen des gleichen Puffers kalibriert
Vom Applikationsvolumen abhé&ngig, wurde die Proba Schritten auf die Saule mit einer
Flussrate von 2 ml/min aufgetragen. Jeder Applicegschritt war gefolgt von einem
Waschschritt Uber zwei Saulenvolumina mit Aufreimigspuffer bei gleicher Flussrate. Nach
dem letzten Applikationsschritt wurde die beladd&WAC-Saule lber 4 Saulenvolumina mit
Aufreinigungspuffer gewaschen. Um die lonenstarke senken, folgte ein weiterer
Waschschritt Gber 10 Saulenvolumina mit Aufreinigsiouffer bei 150 mM NaCl, bis der
UV-Detektor wieder seinen Basiswert erreicht haBei den Waschschritten wurde die
Flussrate wieder 3 ml/min gesteigert.
Das gebundene His-Fusionsprotein wurde tber 1¥eB@iumina mit 20 mM Tris-HCI (pH
7,5), 150 mM NaCl und 250 mM Imidazol bei einer4drate von 30 ml/min von der Saule
eluiert und gesammelt. Nach der Elution wurde (dier 2 S&ulenvolumen mit gleichem
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Puffer bei 3 ml/min nachgespult und abschlieRend3ndaulenvolumina Aufreinigungspuffer
gewaschen.

Um den Histag vom Protein abzuspalten, wurden die gesammeltaktiBnen nach ihrem
Proteingehalt im Elutionsdiagramm beurteilt, vereimd nach Zugabe von TEV-Protease
(100 mg/l) UN bei 4°V inkubiert.

3.3.2.3lonenaustausch-Chromatographie (IC)

Bei der lonenaustausch-Chromatographie werden iReote entsprechend ihrer
Oberflachenladung aufgetrennt. Ein KationenaustaersqKA) bindet positiv geladene
Proteine, ein Anionentauscher (AA) negativ Geladdda die Ladung eines Proteins von
seinem pl und dem pH des Puffers abhangt, wurdendeo Reinigung die pl-Werte der
VCP/AMFR-Zielproteine im ProtParam-Tool unter httpa.expasy.org/tools/ ermittelt.

Der gesamte Reinigungsprozess war fur beide lorstmaschertypen gleich ausgelegt und ist
mit einer konstanten Flussrate von 25 ml/min duedtigrt worden.

Die gesammelten und TEV-verdauten Proteinfraktiomach der IMAC-oder GSH-AC-
Aufreinigung wurden, 1:3 in 20 mM Tris-HCI (pH 7.8¢rdunnt (f.c¢ 45 mM NaCl) und als
Erstes auf eine Kationaustauschsaule (8 ml) und Iwesée danach auf eine
Anionenaustauschsaule (4 ml) appliziert. Die Sawenden zuvor mit 4 Saulenvolumina 20
mM Tris-HCI (pH 7,5), 45 mM NaCl &quilibriert. Nacller Adsorption folgte ein
Waschschritt mit sechs Saulenvolumina im gleicheffelP. Dabei wurde gleichzeitig der
Durchfluss nach einem S&aulenvolumen gesammelt.

Das Protein wurde mit einem kontinuierlichen NaCa@enten von 45-750 mM NacCl in 20
mM Tris-HCI (pH 7,5) Uber 6 (8 bei AnionenaustawmghSaulenvolumina eluiert. Darauf
folgte ein Waschschritt im gleichen Puffer mit emeliskontinuierlichen NaCl-Gradienten
von 0,99-2,7 M NaCl uUber 3,5 Saulenvolumina, woba zum Schluss die Fraktionen
gesammelt wurde. Zum Abschluss wurde die Saule hils#ulenvolumina im gleichen Puffer
mit 9 mM NaCl aquilibriert.

Um den Aufreinigungserfolg im SDS-PAGE analysieren konnen wurden zu der
Applikation von allen Durchfluss- und Elutionsfradtien 100 pl-Proben genommen.

3.3.2.4Hydrophobe-Interaktions-Chromatografie (HIC)

Der ansteigende Salzgehalt einer Proteinldsungrketei cosmotropen Salzen (Hofmeister-
Serie) wie Ammoniumsulfat, eine Verringerung dedkithille um die geldsten Proteine. Die
Salzionen ziehen dabei zuerst die Wassermolekiie den hydrophoben Bereichen des
Proteins ab. Darauf interagieren immer mehr Pretéiper hydrophobe Oberflachenbereiche
entweder mit anderen Proteinen und es kommt zudNusf). Dieser Effekt bewirkt in der
HIC eine Bindung der Proteine an die hydrophobe rfldshe der HIC-Matrix. Je
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Hydrophober die Proteine, desto weniger Salz isistweur Prazipitation bzw. zur Bindung an
die hydrophobe Matrix notig. Indem die gebundenentdhe durch einen abfallenden
Salzgradienten fraktioniert eluieren, ist eine Rring von Proteinpréparaten maglich.

Die HIC wurde im Rahmen dieser Arbeit als altev&atMethode zur Feinreinigung von
AMFR-D1-Konstrukten getestet.

Vorversuche mit vier 3 ml AMFR-D1-Proben, die eikenstante Menge 1 mg Protein
enthielten, sollten die HIC-Rahmenparameter festiedm die Hydrathille der Proteine zu
verringern und um die Prazipitationsgrenze zu ¢etnit erfolgte unter kraftigem Ruhren die
Zugabe von Ammoniumsulfat, sodass die vier Probstierschiedliche Endkonzentrationen
(0,5-, 1-, 1,3-, 1,5 M NKSG;),) hatten. Nach einem Zentrifugationsschritt (30 ,n8AC,
25000xg) wurden die Proben auf eine in 20 mM Tr@tHpH 7,7) mit endsprechender
Ammoniumsulfatkonzentration &aquilibrierten HIC-SAUPOROS, 0,83 ml) appliziert. Die
Elution erfolgte, nachdem die S&ule tber 20 Sawlemvina gewaschen wurde, durch einen
uber 10 Sé&ulenvolumina kontinuierlich auf 0 M (M$O, abfallenden Gradienten. Die
Flussrate betrug 3,5 ml/min und nach dem HIC-Laufde die S&aule mit 5 M GdnHCI uber
10 Saulenvolumina regeneriert.

3.3.3 Feinreinigung mittels Gelfiltration (GF) an der FP  LC

Als Gelfiltrationschromatographie oder einfach @eeHtion, wird die
GrolRenauschlusschromatographie im wassrigen Tretemybezeichnet. Bei der Gelfiltration
werden die zu trennenden Substanzen nicht an dexMalsorbiert. Die Trennung beruht auf
der unterschiedlichen Beweglichkeit der Molekile iAbhéngigkeit von ihrem
Molekulargewicht bei der Wahl einer geeigneten Malrix.

Die Gelfiltration diente in der vorliegenden Arbedazu, Proteine der GrdlRe nach
aufzutrennen. Dazu wurde fur VCP Superose 6 undligirAMFR-Proteine Superose 12 als
poroses Saulenmaterial verwendet. Dieses weistnPanéerschiedlicher GroR3e auf, in die
Proteine hineindiffundieren kénnen. Die Auftrennwariplgt, weil kleinere Proteine 6fters in
kleinere Poren dringen als GroRRere und sich somithd die zeitliche Verzdgerung das
Retentionsvolumen fiir diese Proteine erhtht. Gréfdeteine dagegen haben in dem
Saulenmaterial nur wenig Platz, dringen daher wernigeit in die Gel-Matrix ein und laufen
somit schneller durch. Zu gro3e Molekile werdenrlidept nicht zurtickgehalten und
eluieren mit dem Ausschlussvolumen.

Da nach DeLaBarre & Brunger (2003) das VCP in eirdgpes-Puffer kristallisierte, wurde
die Gelfiltration auch zur schonenden Umpufferumg &/CP-Praparats von einem Tris- in
einen Hepes-Puffer eingesetzt.

Zur Reinigung mittels Gelfiltration kamen zwei rdiiulenmaterial (Superose 12/-6) gepackte
16/50-Saulen (ca. 95-100 ml) zum Einsatz. Die gésaReinigung fand in einer von der
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Umgebung isolierten FPLC-Anlage bei 4°C statt utellte immer den letzten Schritt der
Reinigungsprozedur dar.

Vor bzw. nach der Gelfiltration wurden die Protésungen stets durch Ultrafiltration in der
Zentrifuge aufkonzentriert. Dabei musste die zuliajgpende Probe auf ein Volumen von
max. 3 ml mit einem Gesamtproteingehalt von max130ng/ml reduziert werden. Hierfur
wurden Konzentratoren verwendet, deren nominelléeMdargewichtsgrenze zu mind. 50%
der des Zielproteins entsprach. Fiur AMFR-D1 (caki2a) wurde beispielsweise ein
Ausschluss von <10 kDa gewahlt. Es wurde festdestielss neu verwendete Konzentratoren
abhéngig von GrolRe, Hersteller besonders bei mgiekibhzentrierten Proteinlésungen zu
starken Verlusten fuhren. Verwendete man hingegerKdnzentratoren ein weiteres Mal, so
konnten Proteinldsungen ohne Verluste aufkonzehtsierden. Deshalb wurde angenommen,
die eingesetzten Ultrafiltrationsmembranen adsadmecine bestimmte Menge an Protein, bis
sie abgesattigt sind. Aus diesem Grunde wurden dig Aufkonzentrierung von
Proteinlésungen Konzentratoren bevorzugt, die tsewarher in der gleichen Reinigungsstufe
eingesetzt wurden.

Vor Beginn der Reinigung musste die Saule mit deanfhuffer (20 mM HEPES bei VCP
bzw.-Tris-HCI bei AMFR (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,01%aN;) tber ein Saulenvolumen
aquilibriert werden. Wahrend der Gelfiltration wardlie Konzentration der Proteine am
Saulenauslauf kontinuierlich Uber einen UV-Durchfldetektor erfasst ¢fy). Ein Schreiber
gab die ,on-line“ Messdaten auf ein spezielles 8ddarpapier zu einem Chromatogramm aus
(Papiervorschub=2 mm/ min). Die Flussrate betrugost bei der Aquilibrierung, als auch bei
der anschlie3enden Reinigung stets 1 ml/min. VouatElvurden pro Minute 1 ml Fraktionen
in einem Fraktionssammler gesammelt.

3.3.3.1Theoretische Ausbeutebestimmung

Nach dem Elutionsvolumen V (ml) bzw. der Elutionszgmin) betragt die Extinktion bei
280 nm den Wert y. Beim Retentionsvolumeg ®freicht die Konzentration des jeweiligen
Proteins ihr Maximum. Das Peakmaximum ist charatiech fur die individuelle GroRRe
eines Proteins und eluiert bei gleichen Bedingungener zur selben Zeit/\Volumen.

Ideale Elutionsprofile haben schmale und symmétedeeakformen, was ein Kennzeichen fir
die Homogenitat der eluierten Substanz darsteldrudreinigte Substanzen zeichnen sich
durch breite inhomogene Substanzen aus.

Bei schmalen und symmetrischen Peaks wurde eirgetieche Ausbeutebestimmung nach
Belteret al. (1988) durchgefihrt:

Die ideale Peakform einer gelfiltrierten Substanzspricht einer ,Glockenkurve® der
gaul3schen Normalverteilung. Breite und HOhe derck&dokurve werden durch die
Standardabweichung charakterisiert. Die Flache unter der Kurve ent$prder Menge der
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eluierten Substanz. Wegen der hohen Anforderungendi Reinheit ist bei sich
Uberlappenden Flachen das Sammeln der gesamtexin@tenge ineffizient. Deshalb wurde
ein Bereich um den Mittelwert ausgewahlt, der niaht Verunreinigungen betroffen war. Als
Ausbeute wird das prozentuale Verhdltnis zwischesammelter und insgesamt eluierter
Menge bezeichnet.

Die Berechnung von Wahrscheinlichkeiten bei einetangardnormal verteilten
Zufallsvariablen x erfolgt stets mit der Integratfoder Verteilungsfunktion (Errorfunktion):

_ 2 (" P
erf(X)—ﬁjoe du

Die Werte von diesem Integral werden mit Naheruegsren (z.B. numerische Integration)
berechnet, deren Werte in Tabellen veroffentlictd §siehe Anhang).

Die Ausbeute berechnet sich demnach mit der Stdabareichungo =

v .
Mengeim bestimmterBereich_  J,+ YHdt 1 o (V -V ) —erf (V -V
gesamtéenge \\//_:; yHdt 2 V20V J2ovy

Ausbeute=

)

3.3.3.2Packung einer Gelfiltrationssaule
Die GroRRe des hexameren VCP-Komplexes (ca. 536 kb@rscheidet sich betrachtlich von
den Molekulargewichten der monomeren AMFR-Konseukil (ca. 21,4 kDa) bzw. E1
(ca.16,5 kDa). Da kein Matrixmaterial existiertsdd@roteine mit solchem Grof3enunterschied
im optimalen Trennungsbereich zusammen erfasst,devurzwei aufeinander folgende
Superose-Geltypen (12 und 6) verwendet.
Wahrend bei Superose 12 (linearer Trennbereich ¥dois 100 kDa) eine vorgepackte
Gelfiltrationssaule zum Einsatz kam, musste vor Tennung des VCP-Hexamerkomplexes
eine Superose 6-Saule gepackt und der lineare beesich ermittelt werden. Das Packen der
Saule erfolgte nach Vorschrift des Herstellers (Asham Biosciences).
Um die Packungsqualitat zu testen, wurde 500 pig&%oAceton auf die neu gepackte Saule
appliziert und die theoretischen Bdoden nach folgeiarmel ermittelt:
) N=Anzahl der theo. Boden/Meter
N = 5’54( Vi ] 1000 v,=Retentionsvolumen (Aceton)
Wi/2 L Wy,=Peakbreite in ml bei halber Peakhohe

L=Saulenlange in mm
Um den linearen Trennbereich der Saule zu ermjttelurde die S&ule mit dem
Ausschlussvolumen von Dextranblau und den Retesmomina von Eichproteinen
(Amersham Biosciences), BSA und Cytochrom Kkalibriétierzu wurden Cytochrom (5
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mg/ml), BSA (8,9 mg/ml), Aldolase (3 mg/ml), Katséa (8,2 mg/ml), Ferritin (0,75 mg/ml),
Thyroglobin (3 mg/ml) und Dextranblau (1,8 mg/ml)itneinem Volumen von 2 ml
aufgetragen.
Die Erstellung einer Kalibrierungsgeraden (Micrasé&ixcel) erfolgte nur Gber die halb
logarithmische Darstellung der Molekulargewichter deéichproteine in Abhangigkeit
ermittelter Kav-Werte (Amersham Biosciences) nach:
Kav=V;-Vo/Vi-Vo V,=Retentionsvolumen (Eichproteine)
Vo=Ausschlussvolumen (Dextranblau)
Vi=Gelbettvolumen (Superose 6)

3.4 Proteinanalytik

3.4.1 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Bestimmung der Reinheit der Proteinldsungen demr die Proteine mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Dimemsiol0x8x0.75 cm) vertikal
aufgetrennt (LAmmli, 1970). Bei der SDS-PAGE werd&oteine aufgrund ihrer Ladung
entlang eines elektrischen Feldes transportiertes Dgeschieht unter denaturierenden
Bedingungen, die durch Zugabe von Sodium-DodecifB6(¢SDS) erreicht werden. Dabei
entsteht ein konstantes Ladungs-zu-Masse-Verhalsoslass beim Wandern durch das
Polyacrylamid-Gel die Proteine im Idealfall nur hater Grof3e nach aufgeteilt werden, wobei
kleinere Proteine das Gel schneller durchlaufen.

Um auch bei den ca. 7 kDa grof3en AMFR-B1-Konstmlgme gute Auflosung zu erreichen,
wurde ein Peptidgel verwendet, dass eine ander@dmensetzung hatte als die Protein-Gele.
Endsprechend war auch der Tris-Glycin-Laufpuffer den Peptidgelen doppelt konzentriert
(Okajimaet al. 1998).

Die SDS-Gele wurden mit 15(20)%igem Trenngel undemi 6(4)%igem Sammelgel
prapariert (Tab. 5). Die angegebenen Mengen reichie 7(5)-Gele in einem ,HOEFER-
Mighty-Small-Gel-Caster”.
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Tab. 5: Pipettierschema fur SDS-Polyacrylamid-GeléPeptidgel in Klammern).

Substanz Trenngel Sammelgel
15(20)% Acrylamid (w/v) 40(33,3) ml 5,3(3,3) ml
2,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 20(15) ml -

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) - 10(6,3) ml
ddH,0 18,4(0,6) ml| 23,8(14,9) m
10% SDS 0,8(0,5) ml|  0,4(0,25) m
10% APS frisch 800(500) 400(250)
TEMED 25(20) pl 40(25) pl
Gesamtvolumen 80(50) ml 40(25) ml

Die zu untersuchenden Proben wurden mit 1/4tel Melu 4xSDS-Probenpuffer versetzt und
2min bei 95°C denaturiert. Die Trennung der Pra&edrfolgte in den ersten 20 min bei 80 V
und danach bei 180 V fur 40 min im Elektrophore$epu Zur Bestimmung des
Molekulargewichts wurden auf jedes Gel 8 ul des $IA&E-Proteinstandards von Bio-Rad
aufgetragen. Mithilfe von Standards lassen sichMibdekulargewichte der Proteine, tber die
lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus der Mdé&gewichte und den
Wanderungsstrecken der SDS-Polypeptid-Micellenagenermitteln.

Zur Detektion der Proteine wurden die SDS-Gele natdktrophorese mit Coomassie-
Brilliant-Blue in 20% Ethanol und 7,5% Essigsaurefégbt, mit 20% Ethanol und 7,5%
Essigsaure entfarbt. Zur Dokumentation wurden digaebten Gele eingescannt und als tif-
Datei archiviert.

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Proteinkonzentration von reinen VCP-Losungenrdeu unter Verwendung des

spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nen=(42567 I/(molxcm)) Uber das gesamte
UV-Vis-Spektrum im UV-Spektrometer bestimmt. DassAlptionsvermdgen wurde unter der
Annahme das Proteine Uber 320 nm nicht absorbiegemal der Lichtstreu-Theorie
(Tyndalleffekt, k= A nach Levine & Federici (1982) korrigiert.

Der Proteingehalt von AMFR- oder unreinen Protesaligen wurde nach Bradford mit dem
Protein-Assay von Bio-Rad bestimmt (0,1 ml auf 1Asbkay). Des Weiteren ist dieser Test
vor allem wegen seiner Unempfindlichkeit gegenidiérenden lonen und Reduktionsmittel
besonders gut geeignet. Diese Methode beruht aufBddung eines Protein/Farbstoff-

Komplexes des Proteins mit Coomassie-Brilliant-BlG& 250 im sauren Milieu. Die
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Absorptionszunahme 465 auf 595 nm ist hierbei esf3Mir die Proteinkonzentration der
LOosung. Zum Kalibrieren dieses Tests wurde eine gd@hsmessung mit BSA als

Proteinstandard verwendet.

Die Uberexprimierte Menge an Zielprotein im Gesaotgngehalt (wcp) konnte aufgrund des
starken Verunreinigungsgrades nur mittels SDS-PA@Rlyse erfolgen. Mithilfe eines selbst
angefertigten BSA/ Lysozym-Standardgels (Auftragh=D p1g) konnten die Mengen Uber die
Intensitat der Proteinbanden verglichen und derendé abgeschéatzt werden.

3.4.3 Kinetische Analyse des VCP uber die Bestimmung der ATPase-Aktivitat

Die Bestimmung der ATPase-Aktivitat diente vorwiadeals biochemische Methode der
Reinheitsbestimmung von VCP-Praparaten.

Die ATPase-Aktivitat des VCP wurde unter ,steadgtest-Bedingungen bestimmt. ,Steady-
state” bedeutet, dass eine Reaktion sich aufgrumd Substratiberschuss in einem sog.
Fliel3gleichgewicht befindet und somit die BilduresdSubstrat Enzym-Komplexes [ES] nicht
den limitierenden Schritt der Reaktion darstelltineE solche Reaktion erreicht ihre
Maximalgeschwindigkeit (Vmax, auch spezifische Aitfit genannt), wenn das Enzym bei
hohen Substratkonzentrationen vollstdndig mit Sabsgesattigt ist und kann mit der
Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden: v= ¥X[S)/(Km+[S]) mit: v als
Reaktionsgeschwindigkeit, M=k E]X[S] als max. Reaktionsgeschwindigkeit,,K als
Michaelis-Konstante und [S] als Substratkonzerdgrati

Km bezeichnet in dieser Gleichung die Substratkomaganh in [mol/l], bei der die
Reaktionsgeschwindigkeit halb maximal ist,g/2). Ein kleiner kK, bedeutet damit eine hohe
Affinitdt des Enzyms flr das Substrat und umgekedirt hoher I, eine niedrige
Substrataffinitdt. Um die Aktivitaten zwischen zweEnzymen unterschiedlicher
Molekulmasse genauer vergleichen zu kénnen, widd kaditalytische Konstante (k auch
Wechselzahl genannt) verwendet. Sie ist als Quotiaa Maximalgeschwindigkeit Mx und
Enzymkonzentration [E] definiert und gibt an, wieele Substratmolekile durch ein
Enzymmolekul in einem bestimmten Zeitintervall umwgedelt werden. Im Fall der ATPase-
Aktivitdt von VCP gibt sie die Anzahl der ATP-Moléle an, die in einer Sekunde/Stunde
durch eine hexamere AAA-ATPase zu ADP und PI hydielt werden. Ein Mal3 fur die
katalytische Wirksamkeit eines Enzyms stellt deofi@nt aus katalytischer Konstanig;kind
Michaelis-Konstante K dar.

Die ATPase-Aktivitat des aufgereinigten VCP wurdeeriden Nachweis von freigesetztem
Phosphat als Komplex mit Ammoniumphosphomolybdat Malachitgriin naclklizabethet

al. (1999) bestimmt. Der Komplex verursacht aufgratektrostatischer Wechselwirkungen
einen Farbumschlag des Malachitgriins von gelb-gndch blau-grin, der bei einer
Absorption bei 600 nm detektiert wird.
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Das Enzym VCP wurde mit einer Endkonzentration O¢gn uM in Gegenwart von 0,05-2,5
mM ATP in einem ATPase-Assay-Puffer (50 mM Tris-H@H 8), 20 mM MgC, 1mM
EDTA, 1 mM DTT) fur 20 min bei 37°C inkubiert. Diensatzvolumina bestanden fir 0,05-,
0,1-, 0,2- und 0,3 mM ATP aus 100 pl. Damit nicas &olumen des Ansatzes durch Zugabe
der ATP-L6sung unverhaltnismaliig ansteigen saltilgte die Zugabe von 0,4-, 0,5-, 0,75-,
1- und 2,5 mM ATP in 50 pl. Um die daraus resultieten Aktivitatswerte mit der doppelt
eingesetzten Enzymmenge vergleichen zu kdnnen,ensié einfach verdoppelt.

Die ATP-Hydrolyse wurde durch Zugabe von 400-bzw.4%1 HO, 170 ul 28 mM
Ammoniumheptamolybdat (in 2,1 M,80,) und 130 pl einer 0,76 mM-Malachitgriin-Losung
(in 0,35% Polyvinylalkohol) gestoppt. Damit die Rean in allen Proben zum gleichen
Zeitpunkt unterbrochen werden sollte, wurde gengudae Einhaltung der Inkubationszeiten
geachtet.

Nach Inkubation (20 min, RT) wurde die Absorptiori (600 nm in einem UV/VIS-
Spektrophotometer bestimmt. Wegen der Autohydrotes ATP wurde das Gerat vor jeder
Messung mit einer gleich behandelten VCP-freienubg@svon gleicher ATP-Konzentration
wie die Probe, neu kalibriert.

Um die Bindungskinetik zu bestimmen, wurden dieadémen Absorptionswerte mithilfe der
Lambert-Beerschen-Gesetztes in die Reaktionsgesdigieit v [uM Pl}J/h x mgcp
transformiert und in Microsoft-Excel graphisch dsstplit.

3.4.4 Probenvorbereitung fur Massenspektrometrie (MS)

Massenspektrometrische Analysen erfolgten in Zusamambeit mit Johan Gobom am Max-
Planck-Institut fur molekulare Genetik (Abt. Prb&hrach).

Die angefarbten Proteinbanden von Interesse wurdeainem Skalpell direkt aus dem SDS-
PAGE-Gel herausgeschnitten, in 1,5 ml Eppendorfyefiansferiert und dort in ca. 1 rhm
kleine Stucke zerschnitten. Daraufhin wurden did-&#ckchen 3x mit 500 pl 50%igem
Ethanol gewaschen mit einer anschlieRenden Inkaba(l0 min) nach dem letzten
Waschschritt. Nach einer weiteren Inkubation in %@fem Ethanol (5 min), wurden die
Gelstuckchen zur Ethanolentfernung im Speed Vaodgdeatet.

Fur die MS-Analyse wurden die Gelstiickchen tryptiserdaut, die entstandene Peptidleiter
mittels MALDI-TOF-MS sequenziert und die erhalteneéequenzen mit SwissProt-
Datenbank-Sequenzen verglichen.
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3.4.5 Tryptophan —Fluoreszenz-Spektroskopie

Der Begriff der Fluoreszenzspektroskopie stellieaisammelbegriff dar, der alle Methoden
zusammenfasst, die Fluoreszenzeigenschaften vandplaoren ausnutzen, um Informationen
uber die untersuchten Systeme zu gewinnen.

Die Fluoreszenzmessung ist ebenso wie die Absoiptiessung eine spektroskopische
Methode und wird in der Proteinanalytik eingesetatn qualitative und quantitative
Messungen durchzufihren. Dabei fluoreszieren dignAsduren Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin bei Anregung durch UV-Licht. Der Vdrtéieser Methode im Vergleich zur
Messung im UV-Bereich ist, dass man sehr geringedde eines Fluorophors erfassen kann.
Die Fluoreszenzspektroskopie wurde in dieser Arbeihgesetzt, um strukturelle
Konformationsédnderungen im VCP-Hexamer zu charskteen. Da unterhalb
physiologischer = Temperaturen nur die D2-Domane degCP  fur die
Konformationsénderungen und ATPase-Aktivitat vesamtlich ist, wurden die Versuche bei
RT durchgefihrt (Wangt al. 2004).

3.4.5.1ATP/ADP-Séttigungsexperimente und Aufnahme einer AP-Sattigungskurve

Im ersten Experiment sollte die nukleotidabhang®feukturanderungsaktivitat im VCP-
Hexamer wurde Uber Tryptophan—Fluoreszenz-Speldapisicharakterisiert werden.

Die VCP/ATP-Fluoreszenz wurde in einem FluoreszZ@lattenleser Spektroskop mit einer
Platte im 96-well plate-Format unter Verwendung \&80-nm-Filter fir die Anregung und
360-nm-Filter fur die Emission verfolgt.

1 mg/ml (11,2 pM) VCP in 140 pl Fluoreszenzpufféb@ mM HEPES (pH 7,5), 150 mM
NaCl, 0.01% Nahk 10 mM MgCh wurde in einem 150 pl- well auf RT temperiert. Das
Starten der Reaktion erfolgte nach Kalibrierung Ffiloreszenzpuffer durch Zugabe von
ATP. Der Einfluss der Nukleotidbindung auf Struléaderung wurde einerseits durch Zugabe
von Nukleotid im Uberschuss (@@ mM ATP bzw. —ADP) untersucht. Anderseits sollte
ATP-Bindungszahl bei max. Emissions&nderung in reiA@P-Sattigungskurve ermittelt
werden. Hierfur erfolgte eine Titration mittels argchiedlich eingestellter ATP-L6sungen
(2,03-, 5,1-, 10,3 mM), wodurch das molare VCP/ATé&rhaltnis schrittweise von 1:1 auf
1.2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:6, 1:8, 1:10, 1:15, 1:20 &thdvurde. Vor jeder Fluoreszenzmessung
erfolgte nach ATP-Zugabe eine Durchmischung unculbakion (10 min, RT). Es wurde
darauf geachtet, dass beim Mischen keine fluorest@renden Luftblasen entstanden. Die
Inkubationsdauer wurde zuvor in  ATP-Uberschusswétsn ausgetestet, um
Gleichgewichtsbedingungen der Bindungsreaktioneaéiprleisten. Die Fluoreszenzmessung
der Versuchsansatze erfolgte in einer Doppelbestingmund als Kontrolle diente die
Eigenfluoreszenz eines ATP-freien VCP-Ansatzesjan das endsprechendeHVolumen
titriert wurde.
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Die aufgenommenen Emissionswerte wurden unter fedweg von Microsoft Excel
graphisch dargestellt.

3.4.5.2 VCP/AMFR-Bindungs-Fluoreszenzassay

Im zweiten Experiment sollte der Einfluss der VCRIAR-Interaktion mittels Tryptophan—
Fluoreszenz-Spektroskopie charakterisiert werdexzuBvurden die VCP-Liganden ATP und
AMFR-D1 im Uberschuss zum Assay hinzugegeben.

Sieben Proben wurden mit 1 mg/ml (11,2 uM) VCP 4® Ll Fluoreszenzpuffer (150 mM
HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0.01% NaNO mM MgC} wurde in einem 150 pl -well
auf RT temperiert. Analog dazu wurde in ein Kontveéll mit 132 pl Fluoreszenzpuffer und
8 ul einer AMFR-D1-Praparat-Stammlésung (5mg/mi=332M in 150 mM Tris-HCI (pH
7,5), 150 mM NacCl, 0.01% NaN angesetzt (f.e15,5 uM). Diese Kontrollprobe sollte
bestatigen, dass AMFR-D1 keinen fluoreszierendealyien darstellt.

Der VCP/AMFR-Fluoreszenzassay wurde prinzipiell mader im Abschnitt zuvor
beschriebenen Weise in drei Schritten wie folgttgefuhrt:

1. Messung der Proben-Eigenfluoreszenz.

2. Emissionsmessung der der inkubierten Reaktionsiissu nach Zugabe von 4 pl H20 in
well 1, 4 ul ADP [f.c.”"4 mM] in well 2-3, 4 ul ATH.c."4 mM] in well 4-5, 8 ul AMFR-D1
[15,5 uM] in well 6-7 und 4 pl kO in well 8.

3. Emissionsmessung der inkubierten Reaktionslésungeh Zugabe von 8 pl H20 in well 1,
8 ul H20 in well 2, 8 ul AMFR-D1 ["15,5 pM] in we8, 8 pul H20 in well 4, 8 pl AMFR-D1
[15,5 uM] in well 5, 4 ul H20O in well 6, 4 pl ATR.c.”4 mM] in well 7 und 8 pl KO in well

8.

Die aufgenommenen Emissionswerte wurden in einefkeBdiagramm (Microsoft Excel)
graphisch dargestellt.
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3.4.6 Dynamische Lichtstreung (Dynamic light scattering, DLS)

Bei der dynamischen Lichtstreuung (DLS) handeltsieg um eine Methode, bei der das
Streulicht eines Lasers an einer gel6sten Probysaad wird. Sie wird am haufigsten bei
Polymeren, Biopolymeren und Proteinen angewandtdam hydrodynamischen Radius der
Molekule zu bestimmen.

Strahlt man mit einem Laser auf eine geloste Prebe&yird ca. 1 % des Lichts an den geldsten
Molekllen gestreut. Analysiert man die Intensités dStreulichts unter einem bestimmten
Winkel, so erhalt man eine Messgrofe, die eine #gesdiber das Molekulargewicht der
Moleklle erlaubt. Man spricht hierbei zur klaren téhscheidung von der dynamischen
Lichtstreuung auch von statischer Lichtstreuung.dizaMolekiile sich in Losung aber auch
bewegen (brownsche Molekularbewegung), wird die |8Wnge des gestreuten Lichtes
minimal verandert. Dies hat zur Folge, dass dieensitdt des Streulichtes kleine
Schwankungen aufweist. Misst man nun diese Schwaggwim Millisekunden-Bereich, so
spricht man von dynamischer Lichtstreuung. Aus d&chwankungen kann man die
Diffusionsgeschwindigkeit der Molekiile in Losungstimmmen. Uber die Viskositat des
Losungsmittels erhalt man so das eigentliche Eingelaten hydrodynamischen Radius der
Molekule in L6sung.

Uber die so genannte Autokorrelationsfunktion lassth somit der translationale
Diffusionskoeffizient (d) der Partikel in der Losung berechnen. Mithilfe 8&okes-Einstein-
Gleichung (r=(kxT)/(6xxnxD) T=abs. Temperatur, k=Boltzman-Konstante)) kadar
hydrodynamische Radiusy rder diffundierenden Molekile abgeleitet werden (&ti&
Schuhmann, 1996).

Die dynamische Lichtstreuung wurde in der Arberngeisetzt, um festzustellen, ob sich in
VCP/AMFR-Praparationen Aggregate bilden, die sp&ann die Kiristallisation storen
konnten. Da unterschiedlich groR3e Partikel unteesitithe Diffusionsgeschwindigkeiten
haben und damit auch unterschiedliche Schwankuhgerorrufen, konnten mittels DLS die
Partikelradien der gelésten Proteine und der Veinigungen gemessen werden. Mittels
dynamischer Lichtstreuung wurde also ein Profil dartikelgroRe der sich in Lésung
befindenden Teilchen erstellt. Fur die Kristallisatware eine monodisperse Ldsung, das
heil3t eine Losung, in der sich nur eine PartikeéeGrolle befindet, winschenswert.

Vor der Messung wurden gréRere Aggregate in debdprabzentrifugiert (10 min, 16000xg,
4°C). Anschlieend erfolgte die DLS-Messung, indeon der Probenoberflache 10 pl
abgenommen wurden und in das mit endsprechendder Rafibrierte DLS-Geréat eingesetzt
wurden. Daraufhin wurden die Messergebnisse, dePdirtikelverteilung reprasentierten, in
einem logarithmischen Diaramm dargestellt.
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3.4.7 Kiristallisation

Grundvoraussetzung fur die erfolgreiche Kristatlmavon Proteinen/-komplexen ist zunachst
einmal eine sehr reine Proteinldsung.

Allgemein konnen sich Kristallisationskeime nur libersattigten Losungen bilden. Dieser
Bereich ist jedoch fur das Wachstum des Kristadlsr sungiinstig, da hier bevorzugt viele
kleine Kristalle entstehen. Fir die Zichtung vorofgen“ Kristallen sollte die Losung daher
im metastabilen Bereich gehalten werden. Nur wedlah eben keine Kristallisationskeime
gebildet. Zur Uberwindung dieses Dilemmas wurdesgiggenannte Dampfdiffusionsmethode
entwickelt. Hierbei wird die Proteinlosung mit einMutterldsung, bestehend aus einem
Fallungsmittel (Prazipitanz) und diversen anderemsdfzen, gemischt und in einem
versiegelten Raum einem sehr viel groReren Resenderselben Mutterlésung
gegenulbergestellt. Am haufigsten wird die Methodes dhanging Drop“ angewendet.
Aufgrund der geringeren FallungsmittelkonzentrationProteintropfchen tritt ein Transport
von Wassermolekulen in Richtung Reservoir ein uld &olumen nimmt ab. Dadurch
erhohen sich langsam die Konzentrationen im ,hapdimop*, bis eine Uberséttigung und
unter Umstanden Kristallisation des Proteins dinficottspeich & Zorbas 1998).

Fur die Suche nach mdglichen Kristallisationsbedimggen wurden viele hundert Ansatze
(Screens) gleichzeitig eingesetzt. Die Kristalimasversuche wurden von Dr. Yvette Roske
(Proteinstrukturfabrik, AG Kristallographie, U. heimann, MDC-Berlin) nach der ,hanging
drop“-Methode unter Verwendung von 480 untersciceéh Screenbedingungen
durchgefiihrt. Die verwendeten Screens werden vonPdateinstrukturfabrik, angelehnt an
den kommerziell erhaltlichen Screens von HAMPTONSEEBRCH, hergestellt.

0.2 ul VCP/AMFR-D1 Probe (ca. 4 pg VCP und ca.ghAMFR, 20 mM HEPES/ Tris-HCI
Gemisch (pH 7.5), 150 mM NacCl, 0,01% Nahurden mit 0.2 pl Reservoirldsung vermischt
und der Tropfen Uber 80 pl der gleichen Reservaimd zur Kristallisation bei 20°C
angebracht. Um Kristalle zu erhalten, wurden digdiscreenbedingungen im PEG-, Ethylen
Glycerol-Anteil sowie im pH-Wert des Puffers vartie

Nach erfolgreicher Kristallisation werden einzelkastalle in Wasser aufgeldst und diese
dann zur Massenspektrometrie gegeben. Bei Sequeristimmung zum Zielprotein/-
komplex sollten die Kristalle fur die Rontgenbeugworbereitet werden. U.a. wird zu diesem
Zeitpunkt Gefrierschutzmittel zugegeben.
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4  Ergebnisse

4.1 Klonierungen

Die experimentellen Arbeiten begannen mit dem pream&iel, Coexpressionsklone fir die C-
terminalen AMFR-Konstrukte B1, D1 und E1, in Kométiilon mit demfull-length ORF des
VCP herzustellen. Hierfur sollten zunachst DNA-Fnagite der Konstrukte aus Plasmid-DNA
gewonnen und in Coexpressionsklonierungs kompafildeorvektoren (fur VCP pQTEV3
und fir AMFR pQTEV3G) zwischenkloniert werden (Uimikierung).

Es konnten fir die Praparation des VCP/AMFR-Kometex alle gewlnschten
Expressionsklone konstruiert werden.

4.1.1 Umklonierung von VCP-/ AMFR-ORFs

Indem die genetische Information der VCP/AMFR-Praein pQTEV3- bzw. pQTEV3G-
Vektoren umkloniert wurden, sollten die praparativdnwendungsmoglichkeiten erweitert
werden. Die Expressionsvektoren pQTEV3 und pQTEVa&@thalten einen fur die
Affinitatsreinigung notwendigen Hisbzw. GSTtag mit einer TEV-Protease Schnittstelle.
Darlber hinaus sinBamHI/ Notl-klonierte Inserts vomttB1/-B2-Sequenzen flankiert, um fir
die Hochdurchsatzklonierung des Gateway SystemsVasflgung zu stehen. Vor dem
Fusionstag und nach deatt-B2-Sequenz befinden sich die sog. LINK-Sequengzén,von
Alexandrov et al. (2004) fur die Coexpressionsklonierung entwickelirden. Zum einen
sollten die neu entstandenen Konstrukte kompafilrekine Coexpressionsklonierung sein
und zum anderen sollten die Coexpressionspartnesdétere pulldown-Praparationen mit
unterschiedlichen Affinitatsags versehen werden.

Die fur die Ligation eingesetzterBamHI/ Notl doppelverdauten DNA-Fragmente
(vorbehandelte Vektoren und Inserts) wurden naclmerei praparativen Agarose-
Gelelektrophorese entsprechend ihrer Grél3e ideietifj isoliert und die DNA eluiert.

Die durch Ligation neu entstandenen AMFR-Plasmiderden zunéchst in chemisch
kompetente SCS1-Stamme ohne pRARE-Helferplasmidsfoamiert und nach einem
Auswahlprozess (s. nachsten Abschnitt) auch in S&&thme mit pRARE-Helferplasmid
Ubertragen. Hingegen wurden die frisch ligierten PvRlasmide gleich in SCS1/pRARE
transformiert.

Im Gegensatz zur AMFR-Klonierung gestaltete sick SMCP-Klonierung aufgrund der
geringen Ausbeute als problematisch. Hierfur wur@gtimierungsmal3nahmen durch langere
Ligationsdauer, unterschiedlicher Vektor-Inserthédmisse (3:1 bzw. 5:1) und
Aufkonzentrierung der Transformationsanséatze dwefiligt.
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Tabelle 6: Transformationsergebnis der Umklonierung Die Anzahl der Kolonien aus
den Ansatzen diente zur Berechnung der Transformatinseffizienz.

: Transformander] Transformander
Transformationsansatz
[T/u] [T/ gonal
max. Transformationsrate
(POTEV3G) 11 3,1x 16
Transformation der AMFR-B1 8,5 2,4x 19
AMFR- Ligationsanséatze 5
in chemisch kompetente) AMFR-D1 53 15x1
Zellen (SCS1) AMFR-E1 6,7 1,0x 19
Religationskontrolle 0,8 0,2x 10
max. Tl(rgg?‘(ér\r/g?tlonsrate 86 35.6x 18
Transformation der VCP X
o . ; . 31 0,02 828
Ligationsanséatze mit Unkonzentriert :
unterschiedlichem >:1 0,03 1100
.1 Religationskontrolle| 3:1 7x 10° 280
Vektor/Insertverhaltnis 3:! —— : 3
bzw. 51 in Rellgatlonskor_ltrolle 5:1 7x 10 280
elektrokompetente Zelle—2X Konzentriert 351 0,12 1000
(SCS1/pRARE) 5?§ k(_)nzentrlert 5:] 0,1 830
zusatzlich gelagertef 3:1 2,7
Ligationsansatz (181, . ” 7 3,7x 1¢
4°C, 3x konzentriert) ~ ’
Transformation von AMFR-B1 83 34x 16
Minipraps ausgewahlter
AMER-Klone in AMFR-D1 48 19,9x 10
elektrokompetente Zeller
(SCS1/pRARE) AMFR-E1 55,4 22,9x 10

Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, ist eine durchsdiutitiO0fach geringere Transformationsrate
zwischen den gleich behandelten AMFR- und VCP-lLogsansatzen zu erkennen. Im

Vergleich zur chemischen Transformation zeigteElektroporation in den Kontrollansatzen

mit zirkularer Plasmid-DNA (Maxiprap), eine ca. 1hi&here Transformationsrate. Die von
Milhardt (2003) erwéhnte hohere Effizienz der Higoration gegeniber der chemischen

Transformation konnte dadurch bestatigt werden
Die Transformationseffizienz der chemisch transierten AMFR-Ligationsansatzen war nur
unwesentlich geringer als die der Kontrollansatze mcht rekombinanten Plasmiden

(Maximalwert). Im Vergleich dazu wuchsen bei deeidh behandelten VCP-Ligationsansatze

trotz Elektroporation ca. 100x weniger Zellen. Bem VCP-Ligationsansatz mit geringer
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Inkubationsdauer, konnten nur durch fiinffache Aof#fentrierung der Zellsuspension 10-20
Kolonien pro Tansformationsansatz erhalten werden.

Bei den AMFR-Umklonierungen erkennt man sowohl de Ligationsansétzen als auch bei
der Transformation der Minipréps einen Zusammenhamigchen Transformationsrate und

InsertgrofRe. Je groRer das Insert ist, desto garisgdie Transformationsrate. Beispielsweise
ist im Vergleich zum AMFR-B1 Insert (183 bp) das Rdhsert mit 2421 bp Uber 13 mal

groler.

Eine zusatzliche Inkubationsdauer von 18 h bei Hé®@irkte eine wesentliche Steigerung der
Transformationsrate beim restlichen VCP-Ligatiossdn (ca. 40-mal hdher).

Wie die Transformationsergebnisse im VCP-Ligatioissdz zeigen, ist kein Zusammenhang
zwischen Transformationsrate und unterschiedliaigesetzten Vektor/Insertverhaltnissen
erkennbar. Vermutlich macht es fur die Klonierurggnlen wesentlichen Unterschied, ob man
3-mal oder 5-mal mehr Insertmolekile in der Ligatensetzt.

Die Religationskontrolle zeigt, dass man bei der FUmklonierung mit 10% und bei der

VCP-Umklonierung mit 30% nichtrekombinanten Tramsfanden rechnen muss. Da man
letztendlich nur einen Klon pro Konstrukt bendtigiwar dieser Religationshintergrund

akzeptabel.

4.1.2 Auswahl von positiven AMFR-/ VCP-Expressionsklonen

Um positive Klone zu gewinnen, wurden fir die AMRRnstrukte jeweils 12 und fur das
VCP 38E. Coali- Transformanden gepickt und mitt&lslony-PCR mit dem Primerpaar pQE
65/ pQE 276 auf das korrekt umklonierte Insert plhét. Die Gré3e der Amplifikate wurde
im Gel abgeschatzt und mit den Vektor bzw. Inseusezen der Expressionskassetten
verglichen. Davon wurden diejenigen als positivniifeziert, die im Agarosegel ein PCR-
Amplifikat von erwarteter Grolle aufwiesen (AMFR-BD85 bp, AMFR-D1=1469 bp,
AMFR-E1=1343 bp, VCP=2687 bp).

Die Ergebnisse deColony-PCR zeigen eine Ausbeute von 75-85 % der Transfoden an
positiven Klonen. Bei dem Rest wurden Amplifikate Grof3enordnung der Primerabstande
ohne Insert (sog. Null-Vektoren, gezeigt am Beisgier VCP-Umklonierung in Abb. 10).
Dieses Ergebnis entspricht in etwa dem zuvor ervahReligationshintergrund von 10-25%
(Nullvektoren).

Mittels Colony-PCR konnte eine bestimmte Anzahl an positiven &fonflr eine
Testexpression ausgewahlt werden. Die selektieKéome wurden im 2 ml-Mal3stab
angezichtet und dir Zellen direkt in 4x SDS-Pu#fafgeschlossen. Anhand des freigesetzten
Gesamtproteins (whole cellular protein, wcp) konrdee ausgewéhlten Klone im SDS-PAGE
verglichen und nach GroRe und Menge des Uberexgnteni Zielproteins beurteilt werden.
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Abb.10 zeigt, dass die Grolen der UberexprimieReoteinbanden den der VCP- bzw.
AMFR-Expressionskassetten entsprechen und sichreimémder nicht wesentlich in ihrer
Intensitat unterscheiden.

Tabelle 7: Ubersicht Gber GroRe der VCP und AMFR-Zelproteine (GréRe der Inserts
und der Expressionsprodukte mit/ ohne Affinitatstag)

InserXGrdBe Mole_ku_larrtgewFich'g it Molekulargewicht nach
e (.5, Molekular- exprlrtnle ﬁeTn ustlgns- Abspaltung der
name | DNA- Zahl der| gewicht AffFi)r?iEtantert (+SEt!trBl-/ Fusionspartner
GroRe| Amino- [Da] S-lag+ a (Insert+BamHI/Notl-
[op] | s&uren TS [EEnt - sites) [Da]
sites) [Da]
A'VI'BFlR' 183 | 61 6949.8 34880 7325,1
AR s67 | 180 | 213787 49309 21754
AMPR-| 421 | 147 | 165050 44435 16880,4
VCP
| (full 2422 805 89191 92686 89566,3
ength
ORF)

®beim VCP=3495 Da, beim AMFR=26920 Da

Abb. 10: Agarose&Gelelektrophrese einel
Colony-PCR. PCR-Produkte von
gepickten  Klonen, die as der
Umklonierung von VCP-full-length-ORFs
in pQTEV3 entstanden sind und mit denr
Primerpaar pQE 65/-276 amplifiziert
wurden. M: DNA-Molekular-gewicht-
Standard, 1-2: VCRmplifikat, 3:
Nullvektor-Amplifikat
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Abb. 11: Gesamtprotein  (wcp)-
Vergleich von ausgewahlten E.coli-
Klonen im SDS-PAGE. Protein-

Testexpression von in E.  Cali

umklonierten VCP/ AMFRORFs.

M: Protein Molekulargewichts-Standard
1: nicht induzierte AMFR-B1-
Kontrollkultur, 2-4: GST-AMFR-B1, 5

GST-AMFR-D1, 8-10: GST-AMFRE=1,

M: Protein MolekulargewichtS$tandard

11: nicht induzierte VCKontrollkultur,

12: His7-VCP

kba M 1234567389

250 m
150
100

7
5

0 M1l 12

|
5|
0 |
15

10

Anhand der Ergebnisse der Testexpression wurdedewien Klone ausgewahlt, Uberimpft
und deren rekombinante Plasmide einer Sequenzanalygefihrt. Die Inserts wurden uber
ein Primerwalking doppelstrangig sequenziert, diezeinen Sequenzen mithilfe eines
multiplen Alignment manuell Uberprift. Die resutdaden Sequenzen der ausgewdahlten
Klone (VCP nur ansequenziert) enthielten vollstgaedoffene Leserahmen (ORF) des VCP
bzw. der AMFR-Konstrukte. In allen Féllen konnteeeil00%ige Sequenzidentitdt zu den
NCBI- Referenzsequenzen nachgewiesen werden. Skoniite der mittelsColony-PCR
erfolgte Nachweis von positiven Klonen durch Teptession und Sequenzanalyse fur die
ausgewahlten Kandidaten bestatigt werden.

Von jedem Konstrukt wurden drei Klone flr die Gefkiultur ausgewahlt (zwei sequenzierte
und ein nicht sequenzierter) und in einer PSFm@eKlondatenbank erfasst.

Tabelle 8: Uberblick tiber das Auswahlverfahren detergestellten Klone.

Durch Colony- . e
" erfolgreiche % Identitaf von
Konstrukt OIS [HOTIY Testexp?ession von zw(:ai sequenzierte SIEMIZENSPEE
identifizierte = Accession Nr.
Klone positiven Klonen Klonen
A'VI'BFlR' 83% 3von 3 beide 100%
AMFR- . NM_001144/
D1 75% 3von3 beide 100% NP_001135
A'\’éFlR' 75% 3von 3 beide 100%
. NM 007126/
0, 0, —
VCP 84% 9von9 beide 100% NP_009057

@ Prozent Identitat der Insert-DNA-Sequenz zu NCBfdRenzsequenzen bei multiplen Aligment mit
StaderPackage
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4.1.3 Konstruktion von Coexpressionskassetten

Aufgrund der Veroffentlichung von Alexandrowt al. (2004) war es moglich
Coexpressionskassetten zu konstruieren, wie egseidArbeit durchgefiihrt wurde.

Um VCP+AMFR-Tandemplasmide herzustellen, wurde ghs& pro Konstrukt ein
sequenzierter VCP-bzw. AMFR-Klon aus dem vorherig@fschnitt zur weiteren
Verwendung ausgewahlt und seine Donorplasmid-DN#lieg (Miniprap). Ein zusatzlich
hergestellter VCP+GST-Coexpressionsklon sollte Kiamtrolle dienen, um bei den spateren
pulldown-Aufreinigungen festgestellte VCP/AMFR-Ird&tionen von unspezifischen
Wechselwirkungen des GS&gs mit dem VCP oder der Metall-Chelat-Matrix untéesden
zu konnen.

Die AMFR bzw. VCP-Sequenzen wurden durch die Umidamg in Expressionskassetten
integriert, die von LINK-Sequenzen flankiert warend somit erst die Konstruktion von
Tandemplasmiden ermdglichten. Dadurch konnte disrRid-DNA der AMFR-Klone und des
pPQTEV3G-Vektors mit der Plasmid-DNA eines VCP-Kloasf die im Methodenteil 3.1.6
beschriebene Weise kombiniert werden.

Nach einer Ligations-unabhangigen Klonierung (LIGnd Transformation mittels
Elektroporation konnten zu jedem Konstrukt mitt€ldony-PCR einige Coexpressionsklione
identifiziert werden. Die Gré3e der Amplifikate wierim Gel abgeschétzt und mit den Vektor
bzw. Insertsequenzen der Expressionskassettenchang|

Abb. 12: Grundschema der konstruierten Coexpressiagkassetten

> | o | His, [ atB1| TEV VEP artp2 5| GST| atB1| TEV Aé"S':TFf’ attB2| ¥
-tag | -site | -site ORF -Site -tag | -site | -site ORF -Site

P=Promotor
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Tabelle 9: Ergebnisse der LIC-Coexpressionskloniemg

Detektion mitColony-PCR | Restriktions-
kontrolle
Coexpressions; ) ) (Pacl) Grole
konstrukt | Transformation:| Grofe GroRe der der ALS-
AMFR bzw. | Transformander) des PCRy  zusatzlichen | Coexpressions | . 1vo
PQTEV3Goaa / [T/gonal Ziel- PCR-Artefakte kassette
VCPsyal produkts | (Gelabschatzungl (Abstand der
[bp] [bp] Pacl-Sites)
[bp]
AMFR-
B1+VCP 0,26x 10 4151 1. 1400, 2. 700 4046 10%
AMFR- o
D1+VCP 0,09x 16 4535 1.1750, 2. 1104 4430 %
AMFR- .
E14+VCP 0,14x 10 4409 1. 1620, 2. 970 4304 7
GST+VCP 0,34x 10 3989 1. 1200, 2. 520 3898 79

Abb. 13: Identifikation von
Coexpressionsklonen au
dem Agarosegel Colony-
PCR). M: DNA-Molekular-
gewichtStandard, 1. VCI
+AMFR E1, 2-4: falsch-
positive aus VCP+AMFHEL,
5-7: falschpositive aus AMFF
+GST, 8: VCP+GST, 41
falschpositive aus VCP
AMFR-D1, 12: VCP+AMFR-
D1, 13: VCP+AMFR-B1

~
g
e
~
Nt
~t

Die Transformationsrate bei der Coexpressionskianig schien zunachst zufrieden stellend.
Jedoch wuchsen mehr Kolonien auf den transfornmerteacl/Swval-Restriktions-
Kontrollansatzen als auf den  Coexpressions-Transfoden.  Obwohl  die
Religationskontrolle mit 5,5-mal mehr DNA durchdeffiiwurde, sollte sie im Idealfall keine
lebensfahigen zirkuldren Plasmide enthalten. Demndésg im Vergleich bei gleich
transformierter DNA-Menge die Transformandenzattlaai 16 Transformanden/pga 3-11
mal Uber den der Coexpressionsansatze. Aufgrundsees hohen Religationshintergrund
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musste man bei den Coexpressionsansatzen mit emodran Anteil an falsch positiven
Klonen rechnen, was auch im Folgendem bestatigtievur

Aus diesem Grunde war es strategisch erforderlieime relativ hohe Anzahl von
Transformanden in deColony-PCR nach den gewlnschten Coexpressionskassetten zu
Uberprifen. Es wurden von jedem Coexpressionskdas?0 Transformanden (insgesamt 120
Stlick) getestet.

92% aller in delColony-PCR getesteten Transformanden hatten kein Amatiftk der Grol3e
einer Coexpressionskassette. Man konnte bei denxp@essionsansatzen zwei Arten von
falsch positiven Klonen erkennen. Die einen zeigteallen Ansatzen Amplifikate um 3kb.
Bei den meisten der getesteten Klone (60:40) wurgéeloch spezifische falsch positive
Amplifkate nachgewiesen, die dem betrachteten Qesspnsansatzes zuzuordnen waren.
Diese starken Banden der als falsch positiv idergiten Klone, entsprechen genau der
Amplifikatgrofe der AMFR-, VCP-, und pQTEV3G Koniltem (VCP/pQTEV3= 2955 bp,
AMFR-B1/pQTEV3G= 1353 bp, AMFR-D1/pQTEV3G= 1737 bAMFR-E1/pQTEV3G=
1611 bp, pQTEV3G= 1191 bp).

Es lag nah anzunehmen, dass der grofdte Teil desfaranierten DNA nicht aus
Tandemplasmiden sondern aus nicht verdauten bzwieréeen Donorplasmiden bestand.
Dieses geringe Ausbeuteverhaltnis war schon dureh Hohen Religationshintergrund
absehbar.

Alle als positiv identifizierten Klone zeigen disthwache Banden im Agarosegel. Zusatzlich
zum gewulnschten PCR-Produkt sind auch noch zwetemeeiAmplifikate mit etwas
schwacherer Intensitat entstanden. Dennoch wurgkeals positiv gewertet, da die grofldte
Bande dem Amplifikat der gesuchten Coexpressiomsgities entspricht. Das mittelgrol3e
Amplifikat entspricht genau der GroRe der AMFR- bzwQTEV3G-Kontrollen. Im
Unterschied dazu, kann man die kleinste Bande siéicht zuordnen. Jedoch erkennt man,
dass der GroRenunterschied zwischen den Kleinstewplifkaten der verschiedenen
Coexpressionsklone in etwa den der AMFR-Insertspgitht. Die Vermutung liegt nah, dass
auch hier die AMFR-Sequenzen mitamplifiziert wurdemas auf unspezifische PCR-Artefakte
hindeutet.

Durch das Detektionsergebnis d€olony-PCR konnte man sich nicht eindeutig darauf
verlassen, dass nur das gewinschte Tandemplassrethalges rekombinantes Plasmid in der
Zelle vorhanden war. Mdglicherweise waren die zigdten Amplifikate in den als positiv
identifizierten Coexpressionsklonen, nicht auf P&fefakte sondern auf Kontamination
weiterer Plasmide mit falschen Inserts zurickzwdiihrAus diesem Grunde wurde die
Plasmid-DNA der putativen Coexpressionsklone isbligMini-prap) und mittels
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Restriktionskontrolle untersucht. Parallel dazu deueine Testexpression mit anschlieRender
SDS-PAGE-Analyse durchgeflhrt.

Bei der Anwesenheit von nur einem Tandemplasmittesobei vollstandigentPacl-Verdau
der Minipraps im Agarosegel nur die DNA Fragmengr Coexpressionskassette und des
Vektorrests zu sehen sein. Die Unterscheidung eieleb Fragmente im Gel war jedoch kaum
moglich, da das Vektorfragment mit 4456 bp in etdia gleiche GrolRe wie die der
Coexpressionskassetten besitzt. Dies war aber mighter problematisch, weil in der
Uberpriifung vorwiegend auf Banden geachtet wurdes Klonkontaminationen mit
unerwunschten Plasmiden nachweisen sollten.

In der Pacl-Restriktionskontrolle konnten neben den zu erarmien Fragmenten keine
weiteren Fragmente identifiziert werden (in Abbflid VCP+AMFR-B1 gezeigt). Daraufhin
wurden die in der Kolonie PCR aufgetretenen zusizh Amplifikate als unspezifische
Nebenprodukte der positiven Coexpressionsklone aghernisiert (PCR-Artefakte). Die
ausgesuchtei. coli-Coexpressionsklone enthalten somit nur das geviimsekombinante
Tandemplasmid.

kb

i Abb: 14: Restriktionskontrolle von putativen

3 Coexpressionsklonen.M: DNA-Molekulargewicht-
Standrd, 1: Pacl verdautes Tandemplas

2 VCP+AMFRB1, Pac | verdautes Donorplasr

1,6 AMFR-B1 in pQTEV3G (Kontrolle)

1

0,85

0,65

0,5

Weiterhin konnte diese Annahme durch eine erfobtpeiCoexpression gestiitzt werden. Die
untersuchten Klone konnten gleichzeitig zwei Zietpme (His7-VCP in Kombination mit
einem der drei GST-AMFR-Konstrukte bzw. der GluiathTransferase) in den gewinschten
GrolRen Uberexprimieren. Zum Schluss wurden jewsiis jeder Konstruktkombination zwei
Coexpressionsklone fir die Gefrierdauerkultur awsgdt. Fur die anstehenden
Aufreinigungen wurde pro Konstrukt immer nur augsklbe Gefrierkultur zuriickgegriffen.
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4.2 Préaparation und Charakterisierung des VCP/ AMFR  -Komplexes

Nach den Klonierungen standen acht Expressions: @oexpressionsklone (3x AMFR, 1x
VCP, 4x VCP+AMFR, 1x VCP+GST Coexpressionsklone ¥erfigung. Damit war es
moglich, die Zielproteine des VCP/AMFR-Komplexesezprimieren und zu préparieren. Die
aufgereinigten Proteine wurden mittels proteinclsemer und biophysikalischer Methoden
naher charakterisiert und fur Strukturaufklarungdem Kristallisationsversuche angesetzt.
Die Uber den 1 ml-KulturmalRstab gewonnenen Erkessgn der optimalen
Expressionstemperatur und der Zusammensetzung déers® wurden auf den 2-I-
Produktionsmal3stab bertragen (Scale-up). Nachereait Charakterisierungen im grof3en
Aufreinigungsmal3stab konnte schlie3lich ein optitee Aufreinigungsverfahren fir die
Préaparation des VCP/AMFR-Komplexes etabliert werden

Die Optimierung im praparativen Mal3stab verfolgtanglsatzlich das Ziel, die Zielproteine
des VCP/AMFR-Komplexes in hohen Konzentrationen tnthen Anforderungen an die
Reinheit fur analytische und strukturelle Untersuaden bereitzustellen. Hierfur sollten die
Zielproteine sowohl einzeln als auch als Komplemteu Beibehaltung ihrer Stabilitdt und
biologischen Aktivitat prapariert werden. Die Treffizienz eines Reinigungsschritts wurde
danach bewertet, in welchem Umfang er Begleitpnet@&ntfernt und damit die Zielproteine
anreichert. Dabei zeichnete sich der Erfolg einesniBungsschritts auch durch geringe
Verluste aus.

Die Ergebnisse des letzten Reinigungsschrittesfi{téation) werden im Folgenden durch
Beispielchromatogramme dargestellt, die durch jor-Messung® aufgezeichnet wurden
Hierfir wurden die Kurvenverlaufe des Schreiberscgant, durch das Programm Image J in
numerische Daten Ubertragen und dem Original estbpnd in Microsoft Excel graphisch
dargestellt. Diese Elutionsprofile sind fiir jedestBin charakteristisch und reproduzierbar.
Im Vorfeld der Praparationen wurde eine Gelfilmassaule fur die Aufreinigung von
hochmolekularen VCP-Komplexen mit einer Superoggebnatrix gepackt (s. 3.3.3.2). Die
daraus resultierte Trenneffizenz betrug ca. 800€ordtische Boden/Meter. Der lineare
Trennbereich fuir hochmolekulare Proteine/-komplérante zwischen 100 und 1000 kDa
bestimmt werden.

Die Molekulargewichte der exprimierten VCP/AMFR-lmteine mit/ohne Fusionspartner
sind der Tabelle 7 zu entnehmen. Die im VCP+GSTtKlklon exprimierte Glutathion-
Transferase hat ein MG von 27,95 kDa. Im Unterstlliazu hat der vom AMFR-Konstrukt
durch die TEV-Protease abgespaltene GST-Fusiomspatine Grol3e von 26,92 kDa
(s.Anhang).
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4.2.1 Roboteraufreinigung: Einfluss der Expressionstempe ratur

Zu Beginn sollte der Einfluss der Temperatur awf taéslichkeitsverhalten der exprimierten
Proteine untersucht werden. Hochdurchsatzaufrengign am Roboter ermdglichten die
gleichzeitige Aufreinigung der unterschiedlicheneféxprimierten VCP/AMFR-Konstrukte,
bei denen Expressionstemperatur und Zeit variierden. Hierfir wurde die Expression bei
drei verschiedenen Temperaturen durchgefihrt. Diprdssionsdauer wurde bei Kulturen
verlangert, die unterhalb der Wachstumstemperatur 37°C kultiviert wurden, um den
physiologischen Nachteil endsprechend auszuglei¢@étC/3 h, 28°C/5 h, 16°C/16 h). Im
Anschluss daran erfolgte pro Konstrukt und Temperatine Ni-NTA-bzw. GSH-
Aufreinigung der pelletierten 1 ml—-Expressionskrgtu(48 Proben) mit dem Pipettierroboter.
Anhand der Darstellung des Gesamtproteins (wholellae protein, wcp) im SDS-PAGE
(Abb. 15 & 16) kann die Gesamtmenge an Uberexpriene Protein abschatzt werden. Es
setzt sich aus einem l6slichen und unléslichen iRatessammen. Der aufgereinigte Anteil
(soluble native protein, snp) geht aus der Gesangmees loslichen Proteins im wcp hervor.
Das wcp ist somit ein Mal3 flr Expressionstarke dasl snp ein Mal3 fur die Ldslichkeit des
Proteins. Proteine, die nicht stark exprimiert veerdkénnen unter Umstanden erst durch die
Aufreinigung im SDS-PAGE detektiert werden (Schegcal. 2003).

Der grof3te Unterschied zwischen wcp und snp idemNi-NTA-Reinigung des HisVCP bei
den Temperaturen von 37°C und 16°C zu beobachteb.{A).

37C,3h  16%C,16h

kDa M wcp snp wcp snp Abb. 15: SDS-PAGE von einer Ni-
250 - —— NTA-Aufreinigung von His,-VCP
150 nach  Expression bei 37/16°C

-~ e
100 | - ' .<—His 7~ M: Protein Molekulargewicht-Standard
75 |- = VCP

Obwohl sich die Expression des VCP bei 37°C stadesgt, konnte bei 16°C mindestens
doppelt so viel |6sliches Protein Uber die Ni-NTAsose aufgereinigt werden. Ebenso fihrt
ein Absinken der Expressionstemperatur auf 28°Cralr l6slichem VCP als bei 37°C
(Abb.16). Hingegen sind die H&/CP-Banden im wcp bei allen Temperaturen in etleih
stark.

Im Vergleich dazu sank der GST-AMFR Anteil im wcpi 16°C so betrachtlich, dass kaum
noch Protein tber die Glutathion-Agarose aufgegéinierden konnte. Ebenso zeigte sich bei
37°C-trotz guter Expression-im Vergleich zu 28°@eeiAbnahme der aufgereinigten GST-
AMFR-Konstrukte (nicht gezeigt).
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden 16°C fur VCP Q88C fur die AMFR-Konstrukte als
optimale Expressionstemperaturen festgelegt. Ummalgn beide Proteine einzeln in einer
Brutkammer oder als Coexpressionskonstrukt expréniezu kdnnen, wurde 28°C als
Optimaltemperatur gewahlt. Ein weiterer Vorteil sbe Temperatur ist auch die geringere
Expressionsdauer.

Abb. 16: SDS-PAGE der Affinitatsreinigung am Robote im 1 ml-KulturmaRstab zur Ermittlung
der optimalen Expressionstemperatur und als pulldow-Assay von VCP/AMFR-PPI. M: Protein
Molekulargewicht-Standard, 1: GST-AMFR-B1, 2: GSMAR-D1, 3: GST-AMFR-EL1, 4: His7-VCP,
5: His7-VCP+GST-AMFR-B1, 6: His7-VCP+GST-AMFR-D1,: His7-VCP+GST-AMFR-E1, 8:
His7-VCP+GST, M: Protein Molekulargewicht-Standagd, GST-AMFR-B1, 10: His7-VCP+GST-
AMFR-B1, 11: GST-AMFR-D1, 12: His7-VCP+GST-AMFR-D13 GST-AMFR-E1, 14: His7-
VCP+ GST-AMFR-E1, 15: His7-VCP+GST, Kontrolle HI¥GP aus Ni-NTA-Aufreinigung

Ni-NTA-Agarose
kbaM 1 2 3 4 5 6 7 8

WPDWPDWPWDWDPWDW P WD
150 = - - = & - - - <«His7-VCP
75 -' ! = !.! -: R =
= e «GST-AMFR-
50 . g & & & % D1/-E1
16C 37 - ! 2 P GSH-Agarose
Bl & B 4 <GST-AMFR-B1
- s : =3 GST
25 - N "
20 [ _ M 9 10 11 12 13 14 15K
2% - E - l—— *" WPWPpWPWPWPWPWP
e B ER e DR
s -; = - Y =~y 8 g E E-9-=2
28C so g : g ! 2 4 4 ’ 4 ' !-i- - g E g :
- - 2 - . B i E B 1=
,I = - . ’ 1 - -— - - - -
25 - :
£ . & -~ - . A 4
PPI S+ o+ - - + + -

Weiterhin konnten mittels Roboteraufreinigung eidsnn dieser Arbeit VCP/AMFR-Protein-

Protein Interaktionen als pulldown-Assay nachgegneserden.

Der Nachweis ist in Abb. 16 sowohl in der Ni-NTAs @auch in der GSH-Aufreinigung an den
schwachen Banden des coaufgereinigten Coexprepsitners der Konstrukte VCP+AMFR-
D1 und VCP+AMFR-E1 zu erkennen. Nur bei diesen @oessionskonstrukten wurde in der
Ni-NTA-Aufreinigung His-VCP zusammen GST-AMFR eluiert. Ebenso konnte des-H

VCP bei den Glutathion-Aufreinigungen zu einem ne&isbaren Teil vom GST-AMFR-D1

und -E1 zurlickgehalten werden. Hingegen untersehaidh der pulldown-Assay bei dem
VCP+AMFR-B1-Konstrukt. Bei keiner der beiden Aufigjungsmethoden ist eine
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Wechselwirkung durch den coaufgereinigten Coexpraspartner zu beobachteten. Ebenso
sind bei der His- und GStg-Reinigung des VCP+GST Kontrollkonstrukts keine &amin
GrolRenordnung des VCP bzw. GST detektiert wordeeseDGST-Kontrolle bestatigt, dass
die coaufgereinigten Coexpressionspartner der Kokist VCP+AMFR-D1/-E1 nicht auf
unspezifische Wechselwirkungen der fusioniertenta&hion-Transferase mit der Ni-NTA-
Agarose oder dem Hi8/CP zurlckzufuhren sind. Damit wurden die bishemidgergebnisse
von Zonget al. 2004 und Grellet al. 2006 verifiziert.

Wie Abb. 16 zeigt, konnten bei allen AMFR-D1/-E1l#&brukten, die mittels GSH-Agarose
aufgereinigt wurden (,Einfache”- und Coexpressian)satzliche Banden unterhalb deh-
length Konstrukte detektiert werden. Hingegen sind kédamden unterhalb der full-length
Konstrukte des AMFR-B1 zu erkennen. Zunachst wam maht sicher, ob es sich dabei um
proteolytische Abbaubanden oder um Kontaminatiomespezifisch aufgereinigter E. Coli-
Proteine handelte, die wiederum beim AMFR-B1-Kauldtnicht coaufgereinigt wurden. Fir
einen Abbau der AMFR-D1/-E1-Sequenzen wirde auck teringere Bandenintensitat
Vergleich zum AMFR-B1-Konstrukt sprechen, was dineteinreduktion darstellt.,,

Um die Herkunft dieser Peptide zu klaren, wurdee danden aus dem SDS-Gel
ausgeschnitten und der MS-Analyse zugefihrt. DieBvigbnisse bestétigten, dass es sich
tatsachlich dabei um abgespaltene AMFR-Sequenzennischt um Kontaminationen mit
Fremdprotein handelt.

4.2.2 Manuelle Aufreinigung: Einfluss der Salzkonzentrat ion, ATP und EDTA im
Aufarbeitungspuffer
Auf den bisherigen Ergebnissen aufbauend solltenL@slichkeits- und Bindungsstudien mit
unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen betrialeeden, um weitere charakteristische
Parameter fur die Aufarbeitung des VCP/ AMFR-Komplen praparativen Mal3stab zu
bestimmen.
Der Einsatz der Roboterreinigung eignete sich gutdie Aufreinigung vieler Proben bei
gleicher Pufferzusammensetzung, erschien jedoch \fsiation von Pufferparametern
unflexibel und aufwendig. AufRerdem enthielten di@noell aufgereingten Proben im
Vergleich zum Roboter insgesamt weniger Verunreinggn, die sich besser fir die
Identifizierung von kleinen signifikanten Untersetien eigneten.
Es galt zunachst die optimale Loslichkeit der atdgegten Proteine durch unterschiedliche
Salzkonzentrationen im Puffer, zu ermitteln. Zukétz sollte festgestellt werden, ob die
Bindungsstarke des VCP/AMFR-Komplexes durch die efmtédrke beeinflusst wird.
Moglicherweise konnte eine bestimmte Salzkonzeotratim Aufreinigungspuffer die
Ausbeute an coaufgereingtem Coexpressionspartnanmesen.
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Die manuellen Proteinreinigungen wurden gleichgeitbei unterschiedlichen NacCl-
Pufferkonzentrationen mit 1 ml-Kulturpellets vorleal sieben Konstrukten durchgefiihrt,
entweder als GST- oder Hiag-Reinigung.

Die verwendeten NaCl-Konzentrationen von 50 mM, &8@, 300 mM und 1 M zeigten bei
der Ni-NTA-Aufreinigung des einfachen und des caoexperten VCP keinen wesentlichen
Einfluss auf die Intensitat der Proteinbanden inBSEAGE. Wie bereits zu diesem Zeitpunkt
bekannt, waren die schwachen Proteinbanden in Hi@éneAMFR-Konstrukte bei den Ni-
NTA-aufgereinigten  Coexpressionskonstrukten VCP+ HERvD1 /-E1 auf PPI
zuriickzufuhren. Auch hier ist zwischen den unteestiithen NaCl-Konzentrationen kein
signifikanter Intensitatsunterschied zu erkennemb(A17B). Damit ist mit verwendeten
Salzkonzentrationen in den His-pulldowns kein Risél auf die Ldslichkeit des VCP oder der
PPI erkennbar.

Abgesehen davon, deuten sich bei den verschiedBakkonzentrationen in der Ni-NTA-
Aufreinigung Unterschiede in der Anzahl der unspizien Hintergrundbanden an. Wie Abb.
17B am Beispiel von VCP+AMFR-E1 zeigt, treten b&dniger (50 mM) und hoher (1M)
NaCl-Konzentration mehr und starkere Hintergrundleanauf. Im Unterschied dazu zeigt die
Aufreinigung bei 300 mM NacCl die hochste Spezifitat

Um diesen unspezifischen Aufreinigungseffekt deb#r hervortreten zu lassen, wurde bei
der GST-Reinigung, die niedrigste NaCl-Konzentraio mit 10 mM durchgefiihrt. Abb. 17A
zeigt, dass bei der His-VCP-Kontrolle mit 10 mM Na@ben anderen Proteinen auch das
His-markierte VCP vertreten ist. Dagegen verlauié @&GST-Reinigung der His-VCP-
Kontrollen bei 150-und 300 mM NaCl spezifischer effintergrundbanden.

Auch bei den Gber GSH-Agarose aufgereinigten AMFehtrukten erkennt man bei 10 mM
NaCl geringfigig mehr unerwiinschte Proteinbandenba&i héheren Salzkonzentrationen.
Grundsétzlich konnten, im Vergleich zu Ni-NTA, mi# GSH-Agarose weniger
unerwinschte Proteine coaufgereinigt werden.

Ein signifikanter Intensitatsunterschied ist beindan sich schwachen VCP-Banden der
Coexpressionskonstruke VCP+AMFR-D1 und -E1 nichegennen. Anscheinend wird die
coaufgereinigte VCP-Menge auch nicht im GST-pulldowesentlich von der eingesetzten
Salzkonzentration beeinflusst. Wenn man sich fgetiemisste, kdnnte man sagen, dass die
starksten PPI bei 150 mM NaCl zu erkennen sind.

Wie bereits im vorherigen Abschnitt festgestell)ldn in der GST-Reinigung bei den
Coexpressionskonstrukten die PPl aufweisen (VCP+RNIF -E1), Abbauprodukte an.
Interessanterweise konnte in diesem Versuch erstgateigt werden, dass Coexpression
offenbar die proteolytische Abbauaktivitat der AMHER/ -E1-Proteine signifikant reduziert.
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Wie am Abbildungsbeispiel der GST-Aufreinigung &hen ist, erkennt man unabhangig von
der Salzkonzentration, bei den ,einfach® Exprimeerim Vergleich zu den coexprimierten
AMFR-E1-Konstrukten, stets starker ausgepragte Abaaden.

Unabhangig davon, beeinflussen hohe NaCl- Konzgéomen in der GST-Reinigung die
Reinheit des Praparats positiv, indem sich die AMFR-E1l-Proteine signifikant
abbaustabiler verhalten. Je hoher die eingesetaizkd@zentration, desto weniger
coaufgereinigte Abbauprodukte sind im SDS-PAGE rkemnen, wie besonders die sehr
schwachen Abbaubanden bei 1 M NaCl in Abb. 17A Sgauzeigen. In Kombination mit dem
Abbauschutz durch Coexpression war es moglich, iegend vollstandige AMFR-D1/ -E1-
Proteine aufzureinigen.

Diese Ergebnisse bedeuten fur die GSH-AC-Reinigumg AMFR-D1 und -E1-Proteinen,
dass optimalerweise dafir eine VCP+AMFR-Coexpressiultur mit 1 M NaCl im
Aufreinigungspuffer verwendet werden misste. Daogbdbis zu diesem Zeitpunkt das
coaufgereinigte VCP am besten bei 150 mM NaCl gkyievurden die ersten praparativen
Aufreinigungen bei 150 mM NaCl durchgefihrt. Allergs sind bei dieser Salzkonzentration
auch die meisten Abbaubanden im kleinen Mal3stadktiett worden.

Abb. 17: SDS-PAGE einer GST(A)-

A B und  His(B)-tag-Reini-gung  bei
kba M1 2 3 456 7 8 9101112131415 1 2 3 4 Variation der NaCl Konzentration.
150 , Dargestellt am Beispiel des einfach-
g - PW e w VP ynd coexprimierten AMFR-EIA: M:

50 LA RN Protein Molekulargewicht-Standard, 1-
b R —— csT-aver 3. aufgereinigte His-VCP-Kotrollen
37 - e EL (0,01, 0,15 0,3 M NaCl), -
aufgetragene His-VCP-Kon-trolle, B-
. auf-gereinigte VCP+GST-Kontrolle
- ~.e GST (0,01, 0,15, 0,3 M NaCl), &5
20 - aufgereinigtes AMFRE1 &
VCP+AMFRE1L (abwechseln
aufgetragen, 0,01, 0,15, 0,3, 1
0 = NaCl), B: 1-4 His-tagAufreinigung
~ von VCP +AMFRE1 (0,05, 0,15, 0,
PPI + O+ o+ o+ o+ o+t 1 M NacCl)

Die manuellen GST-Aufreinigungen der AMFR-B1 und RAAMFR-B1 Konstrukte zeigten
erneut keine Abbaubanden und kein coaufgereini@2. Damit konnten die Ergebnisse aus
den vorherigen Kapiteln wieder bestatigt werdetergssanterweise konnte dafur ein anderer
Effekt der Coexpression beobachtet werden (Abb.Man erkennt einen signifikanten
Unterschied in der aufgereinigten AMFR-B1-Mengesohien ,einfacher“- und Coexpression,
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der unabhangig von der eingesetzten Salzkonzeonireti. Im Vergleich zur ,Einfachen” sind
bei der Coexpression mit VCP doppelt so starkeetrbanden im Gel zu sehen.

Obwohl bisher fur die Kombination VCP+AMFR-B1 keiR®I| nachgewiesen wurden, scheint
das coexprimierte VCP die Ldslichkeit des AMFR-Baristrukts zu beeinflussen.

0,15 M 03M M
i e SE o Abb. 18: GST-aufgereinigte AMFRB1
- — .. und VCP+AMFR-B1-Konstrukte.
- - AthlR Abwechselnd nach NaCl-Konz. im SDS-
4 25 Da PAGE aufgetragen
———-— . .

Es bleibt ebenso zu erwahnen, dass in diesem \ferstsgtmals bei allen GStag-Proben
bzw. dem GST, auffallige Banden um 25 kDa zu setemen.

Um die Pufferzusammensetzung weiter flr den préparaMal3stab zu optimieren, sollte der
Einfluss von zugesetztem Ethylendiamintetraacé8&T@A) und Adenosintriphosphat (ATP)
in der manuellen Aufreinigung von 1 ml Kulturen ergtucht werden.

Seit der Veroffentlichung der kompletten VCP-Sturk{DelLaBarre & Brunger 2003) ist
bekannt, dass sich ein Zinkion im Zentrum der Hex@ntefindet. Deshalb wurde bisher auf
den Zusatz der Chelatverbindung EDTA in den Aufgeingspuffern verzichtet. EDTA wird
Ublicherweise standardgemal bei einer Proteinaeitariy eingesetzt, um stérende Kationen
zu entfernen (Richter 2003). Die Entfernung de&"Zons konnte jedoch moglicherweise die
Hexamerstruktur des VCP und damit die Aktivitat&etlen. Hingegen kdnnte die Zugabe
von EDTA im Aufreinigungspuffer einen Schutz vor teléoproteasen und damit zum Erhalt
der sich im Abbau befindlichen VCP-Interaktionspart AMFR-D1/-E1 beitragen (Rehm
2002).

Zusatzlich sollte ermittelt werden, ob durch ATPgabe im Aufarbeitungspuffern, die PPI
zwischen der ATPase VCP und dem AMFR beeinflusathi\Wanggt al. (2003) sind starke
Konformationséanderungen der VCP-Struktur mit deditdlyse von ATP verbunden.

Trotz einiger Versuchswiederholungen war keine Agssiiber den Einfluss von EDTA oder
ATP bei der Aufarbeitung moglich. Die AnwesenhednvEDTA im Puffer konnte den
AMFR-D1/ -E1-Abbau nicht erkennbar reduzieren. Daws Uberschuss zugegebene ATP
fuhrte nicht zu einem hoéheren coaufgereinigten \G&Palt. Aus diesen Grinden und weil
EDTA mdglicherweise die VCP-Struktur gefahrdet, deir auf diese Zuséatze im
Produktionsmal3stab verzichtet.
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4.2.3 Optimierung der Proteinexpression und des Zellaufs chlusses

Es wurden insgesamt 18 Proteinexpressionen bei zi@ror ermittelten optimalen
Temperaturen im 2 Liter-Produktionsmal3stab durdiigéf Die daraus gewonnenen
Zellpellets stellten das Ausgangsmaterial fir dietétnaufarbeitung dar. Um die exprimierte
Menge an Zielprotein zu erhéhen, wurde getestetlielPelletausbeute durch Induktion mit
1mM IPTG bei einer héheren Q3 beeinflusst wird.

Die Verschiebung der Induktion bei einer g&von 2,0 auf eine Ofgpvon 2,5 hatte nahezu
eine Verdopplung des Zellpellets zur Folge (Tab.10)

Tabelle 10: Ubersicht der
Proteinexpressionen im :
Liter-Produktionsmalfistab

Abb. 19: wcp-Expressionskontrolle von 2
Coexpressionskulturen im SDSAGE.
M: Molekulargewicht-Standard, 1: VCP+AMFR-
B1, 2-4 VCP+AMFR-D1, 5-6 VCP+AMFR-E1

Probe | Mduktion | Expressions Zellpellet koa M1 2 3 4 5 6
bel OQOO dauer izg His,-VCP
Nur 75
swey | o0 | wasmy| o
(28°C) : 37
GST-AMFR-B1
\7&2 2,3 20 h 289
(16°C) @sm) 1 o
Coex-
1 15 g 20
ression 2,0 6 h
N280) (12,5 ml)
Coex-
pression| 2,5 6h 299 15
(28°C) (27 ml)

Eine Uberprifung der Coexpressionskulturen mit gnoRelletausbeute (28°C, Induktion bei
ODgo=2,5, 6 h) im SDS-PAGE ergab folgende Ausbeutelamraxprimiertem Zielprotein:

Es wurden Proben der 2-Liter-Kulturen direkt mit 8©0S-Puffer aufgeschlossen und 4 pl
davon auf das Gel aufgetragen. Die Banden der ¥jpenaierten Proteine in Abb. 19 wurden

mit den Proteinbanden eines BSA/ Lysozym-Standdsdgerglichen und deren Menge

abgeschatzt. Dabei wurde festgestellt, dass det Brpbenauftrag ca. 2 pg von jedem
coexprimiertem Zielprotein  enthalt. Unter Berlcksigung der 25%igen Verdinnung
Kulturprobe durch SDS-Puffer, wirden 4 pl Kultutbeli2,5 pug Gberexprimiertes Protein
enthalten. Hochgerechnet auf 2 Liter Kulturbrihelchtet dies: In 29 g des geernteten
Zellpellets der Coexpressionskulturen (28°C, Indukbei ODQo=2,5, 6 h) befinden sich ca.

1 g VCP sowie ca. 1 g des entsprechenden AMFR-IKakist
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Zusammengefasst betrachtet, hing die Uberexprieiedielproteinmenge von den
unterschiedlichen Expressionsbedingungen ab undasttie mit der Pelletmasse zwischen
0,5gund 1 g je Zielprotein.

Fur die Gewinnung der intrazellularen AMFR bzw. \(eRteine, wurden 8 Zellpellets aus
unterschiedlichen 2 Liter-Expressionskulturen asétdossen. Hierzu wurden verschiedene
mechanische Verfahren (Ultraschall und Hochdruckbgemisator) in Kombination mit
enzymatischer Lyse (Lysozym) getestet. Die Qualils Zellaufschlusses wurde in erster
Line nach der freigesetzten Proteinmenge beuri&iiterhin sollte der Proteinextrakt fur die
anschlieRende Affinitdtschromatographie mdglichdar ksein  und die Zielproteine
hochkonzentriert in nativer Form enthalten.

Es wurden unterschiedliche Aufschlussverfahren Nethodenteil 3.2.3) miteinander
verglichen, indem zuvor die resuspendierten Pefletich aufgeteilt wurden. Nach der ersten
Reinigungsstufe (AC) wurden die freigesetzten Pnatengen mittels Elutionsdiagramm und
Bradford-Analyse bestimmt und miteinander verglithe

Gegeniuber einem mildem Ultraschall Zellaufschldgsnte der Hochdruckhomogenisator
30-40% mehr Protein freisetzten. Eine zuvor erdligtkubation mit Lysozym (0,5 mg/ml,
30min auf Eis) steigerte die Ausbeute um weitefi20

4.2.4 Aufreinigung des VCP aus ,einfacher” Expression

Die Aufreinigung des VCP erfolgte zunéchst aus gewonnenen Proteinextrakten der 2 I-
Kulturpellets des ,einfach® exprimierten Hi¥CP-Konstrukts. Eine IMAC-S&ule (Ni-NTA
oder Talon) sollte das Polyhistidiag markierte Protein von den tbrigen Proteinen songeit
maoglich abtrennen. Um im Folgenden dafir eine Reimgsstrategie zu etablieren, wurde die
Auswirkung von lonenaustauschern untersucht. Dergléieh mit einer nur gelfiltrierten
IMAC-Probe sollte zeigen, ob der Einbau einer Rgingsstufe mit lonenaustauscher
effizient in Reinigung und Ausbeute war.

Wie gefordert, fand durch den Einsatz der erstemiengsstufe (Talon- bzw. Ni-NTA-
IMAC) eine Anreicherung des H®/CP im Eluat, bei gleichzeitiger Abtrennung eines
Grol3teils derE.coli-Proteine, statt. Die darauf folgende Abtrennung Héstags ist gut in
Abb. 20B zu erkennen.

In den nachsten Stufen kamen unterschiedliche Eyat@me zum Einsatz. Wahrend die eine
Halfte des TEV verdauten IMAC-Eluats erst dem Kagioaustauscher und anschlieend dem
Anionenaustauscher zugefuhrt wurde, wurde die @&ndé¢dlfte des IMAC-Eluats direkt
gelfiltriert.

Unter Kenntnis der Kalibrierungswerte von der selgspackten Gelfiltrationssaule (s.
Methodenteil 3.3.3.2), sollte das Elutionsvolumes & CP-Hexamers (ca. 536 kDa) bei einer
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Flussrate von 1 ml/min 57 ml betragen. Diese Emvaytkonnte mit geringer Abweichung
durch das aufgenommene Elutionsprofil und der SB&P-Analyse bestatigt werden (vgl.
Abb. 20 & Abb. 21). Mit einer Flussrate von 1 mimerfasste der UV-Durchflussdetektor ein
Retentionsvolumen von ca. 56,5 ml. Somit konnte M&® als Hexamer Uber IMAC und
Gelfiltration stabil aufgereinigt und in einen Hegeuffer umgepuffert werden.

Ein geringer VCP-Anteil kann auch im Ausschlusswadin bei 37 ml nachgewiesen werden,
was auf ein Aggregieren der Molekile hindeutet. Walibar nach dem VCP-Peak eluiert ein
weiterer Aggregatkomplex, der aus der einem c&[2bgrol3en Begleitprotein und der TEV-
Protease (27.2 kDa) besteht. Die beiden hintereakPab 80 ml Elutionsvolumen stellen
keine Proteine dar, sondern andere UV-Chromophobst&nzen, die bei 280 nm absorbieren.
Abb. 21 zeigt die typische Elutionsreihenfolge defiltrierten IMAC-Eluats bestehend aus
aggregiertem VCP, nativ hexamerem VCP, einem TEMdase/Fremdprotein-Komplex und
zwei unbekannte Nicht-Protein-UV-Chromophore.

Die verwendeten lonenaustauscher konnten die Aty des mit Begleitprotein
verunreinigenden VCP nicht beeinflussen. Ledigkittb TEV-Protease lie3 sich durch den
Kationenaustauscher aus dem IMAC-Eluat entfernen.

Wegen der geforderten Reinheit wurden nur die gesgtan GF-Fraktionen zwischen 45-
und 60 ml vereint. Da die Peakform des eluiertenPM@ Beispielchromatogramm einer
symmetrischen Gauskurve gleicht (Abb. 21), ist emathematische Auswertung der
Ausbeute maoglich (s. Methodenteil 3.3.3.1). BekeiStandardabweichung des Peaks oven
0,06 entspricht der vereinte Bereich einen thestbén Verlust von etwa 12 % VCP. Bei
Uberschreiten dieses Bereiches wiirde der GehaFramdprotein bzw. aggregiertem VCP
ansteigen.

Bei einem isoelektrischen Punkt des VCP von 5,0é493m neutralen Puffer negativ geladen.
Wie erwartet, befand sich das Produkt beim Katianstauscher im Durchfluss und
adsorbierte am Anionenaustauscher (Elution zwis€h@8s-0,55 M NaCl, nicht gezeigt). Bei
den verwendeten lonenaustauschern konnte keine Tnetenleistung beobachtet werden.
Entscheidend fur eine gute Aufreinigung ist, dagglinhst grolRe Mengen an Fremdprotein
bei geringem Produktverlust abgetrennt werden. Bietrachtung der Ausbeute der
Anionenaustauscherstufe macht dies deutlich: 11%ustean VCP, das sich im Durchfluss
befand, bei sehr geringer Reinigungseffizienz. idgen hat der Kationenaustauscher kaum
Produktverlust (2%) zu verzeichnen, dafir trenmteudier der TEV-Protease (pl=9.9) auch
keine weiteren Fremdproteine ab. Obwohl die TEVi&ase auch gut in der Gelfiltration
abgetrennt werden kann (Abb. 20 GF-Fraktion 73 mi)ide der Kationenaustauscher wegen
dem geringen Produktverlust, als Reinigungsstufe Weitere IMAC-Aufreinigungen
beibehalten.
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Abb. 20: Im SDS-PAGE dargestellte Aufreinigung vorHis,-VCP ohne lonenaustauscher. AM:

Molekulargewicht-Standard, 1: wcp VCP-2 I-Kultur, Rurchfluss IMAC, 3: Applikation-IMAC, 4:
Applikation-GF, 5-10: GF-Fraktionen (5=37-, 6=47558-, 8=66-, 9=73-, 10=85, 11=95 mB, 12:

IMAC-Eluat, 13: IMAC-Eluat nach TEV-Verdau, M: Mdtalargewicht-Standard
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Konzentration (A 2g0)

y VAVA

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Elutionsvolumen [ml ]

74



Ergebnisse

Tabelle 11: Reinigungsprotokoll von ,einfach® exprimiertem Hisz-VCP

. - Ausbeute VCP Gesamtproteingehalt im

Reinigungsstufe Reinigungsfaktof [mg] Eluat [mg]

Stufe 1 (IMAC) 200-250 20-30% 12,5

Stufe 2 0
(Kationenaustauscher 1.6 98% 12,3
_ Stufe 3 1,2 88,6% 10,9

(Anionenaustauscher
Stufe 4 (Gelfiltration) 2 88% 2 (2,4 ohne IA)

4.2.5 Aufreinigung des VCP/ AMFR-Komplexes: Entwicklung eines
Reinigungsprotokolls
Die Aufreinigung von VCP/AMFR-Coexpressionskulturearfolgte zunachst das Ziel, die
Interaktionspartner als Komplex aufzureinigen. $alies nicht moéglich war, sollten die
Interaktionspaare getrennt aufgereinigt und firKhenplexbildung im Kristallisationsansatz
zusammengefugt werden.
Bisher konnten mittels IMAC einige Milligramm VCPR& hohem Reinheitsgrad aufgereinigt
werden. Wie bereits im kleinen Mal3stab festgestelir die Praparation der GST-fusionierten
VCP-Interaktionspartner AMFR-D1 und -E1 durch potysche Abprodukte kontaminiert.
Zusatzlich wurde festgestellt, dass die coexprimieAMFR-Proteine gegentber den einzeln
exprimierten deutlich weniger Abbaubanden zeigténfgrund des Abbauschutzes, der
vermutlich durch das coexprimierte VCP vermittelirdy wurden im Produktionsmal3stab
AMFR-Proteine ausschlief3lich aus Coexpressionstantprapariert. Allerdings bestand auch
hier keine Sicherheit, die AMFR-Konstrukte D1 unt \llstandig aufreinigen zu kénnen.
Zusatzlich zu Praparation sollten die Interaktionewischen dem VCP und der
unterschiedlichen AMFR-Konstrukte B1, D1 und EL1 dién grof3en Mal3stab untersucht und
charakterisiert werden.
Um die coexprimierten VCP+AMFR-B1/-D1/-E1-Proteima praparieren, wurden mehrere
pelletierte 2-Liter-Kulturen aufgereinigt. Um nictlte Wechselwirkung zwischen dem VCP
und AMFR-D1 bzw. E1-Konstrukt zu schwachen, wurdaenfangs noch die AC-
Aufreinigungsschritte (IMAC und GSH-AC) noch beidl&M NaCl durchgefihrt.
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4.2.5.1GST-pulldown im praparativen Maf3stab (GSH-AC)

Bis zu diesem Zeitpunkt hatte man aufgrund derlemkn Maf3stab schwach nachgewiesenen
PPl erwartet, dass bei einer GSH-AC-Aufreinigung n voVCP+AMFR-D1/-E1
Coexpressionskulturen nur geringe Mengen an coeeifggtem His-VCP anfallen wirden.
Die Erwartungen an die VCP-Ausbeute wurden dabieivbgem Ubertroffen. Abb. 22 Spur E
zeigt am Beispiel des GST-pulldowns von VCP+AMFR-Ddass neben dem GST-
fusionierten D1 Konstrukt auch VCP in etwa gleicheEmnge angereichert wurde.

Die Annahme, dass die GSH-AC aufgereinigten AMFR-B1-Konstrukte proteolytisch
abgebaut werden, und somit eine inhomogene Prépaisitden, wird hiermit auch fur den
groRen Mal3stab bestatigt. In Spur E wird gezeiggsdunterhalb ddull-length Banden des
AMFR-D1-Konstrukts (ca. 27 kDa) starke Proteinband®n unterschiedlicher Grolie zu
sehen sind, die nach MS-Ildentifikation Bruchstlekees proteolytischen Abbaus darstellen.
Auffallig bei den AMFR-Konstrukten D1 und E1 (niclgezeigt) ist die im SDS-PAGE
dargestellte GroRRe defull-length Proteinbanden, die nicht ihrer tatsachlichen GroRe
entspricht. Mit dem eingesetzten Proteinstandarth&d sie nicht dem Molekulargewicht von
22 (-D1) bzw. 17 (-E1) kDa zugeordnet werden. Zaséevurde angenommen, dass es sich
bei den detektierten Banden oberhalb der zu erteart®rdlie um Verunreinigungen handelt.
Mittels MS-Analyse war es moglich, die um 27 kDa{PRR-D1) bzw. 22 kDa (AMFR-E1)
dargestellten Proteinbanden tatsachlich falt-length-Konstrukte zu identifizierten. Nach
Erstellen einer gelspezifischen Gleichung durchtathdsmessung, konnte festgestellt werden,
dass die AMFR-Konstrukte D1 und E1 im SDS-PAGE wndtant 5 kDa zu grof3 dargestellt
werden. Dieser Unterschied macht sich durch dearithgmischen Verlauf der Trennstrecke
nicht so stark im Bereich der gréReren ungescmatteGST-AMFR-Proteine bemerkbar,
weshalb er zunéchst nicht bemerkt wurde.

Demnach reprasentiert die oberste Bande der Abbanldas vollstandige AMFR-D1/-E1-
Konstrukt der Abbaukaskade, dessen N-terminalencitiicke durch den GSag
coaufgereinigt werden.

Mit dem gepooltem TEV-Eluat aus der GSH-AC wurdafaags noch Optimierungsversuche
mit lonenaustauschern durchgefihrt. Alle aufzuggnden Zielproteine (VCP, AMFR-D1
und -E1) besitzen im neutralen Puffer eine negaBesamtladung, sodass sich wie erwartet,
beide Interaktionspartner im Durchfluss des Katmaustauschers befanden (VCP= 5,14,
AMFR D1 und —E1=4,84). Nach der Adsorption am Amioaustauscher eluierten sie, durch
den geringen pl-Unterschied bei etwa gleicher N&@izentration (0,3-0,55 M NaCl). Eine
vollstdndige Trennung der Proteine ware nur uni@¥igem Verlust moglich gewesen.
Auffallig war, dass der Hauptteil des schwacheratieggeladenen VCP erst bei hoherer
Salzkonzentration als die AMFR-Proteine D1 und Eh der Séaule eluierte. Vermutlich
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stimmen die theoretischen pl nicht ganz mit deméidilichen Ladungszustand der Proteine
Uberein, sodass sich eine umgekehrte Elutionsriglgenergab.

Wie bereits zuvor in der IMAC-Aufreinigung des V@#tgestellt, ging ein nicht adsorbierter
Anteil im Durchfluss verloren. Mit einer gering fgestellten Reinigungseffizienz und einem
Gesamtverlust von ca. 11% fur jedes Zielproteinydguauf den Anionenaustauscher als
Reinigungsstufe verzichtet. Die Kationenaustausthér blieb dem Reinigungsprotokoll
wegen der Abtrennung der TEV-Protease, zunachstolligatorischer Reinigungsschritt
erhalten. Obligatorisch deshalb, weil in der darfalgenden Gelfiltration die TEV-Protease
mit einer GrofR3e von 27.2 kDa nicht von den etwachlgroien AMFR-D1/ -E1-Konstrukten
abgetrennt werden kann.

Es galt nun die AMFR-Proteine D1 bzw. E1 mit dergmimierten VCP sowohl getrennt als
auch als Komplex in der Gelfiltration aufzureinigdfalls die Proteine nicht als Komplex
gelfiltriert werden kénnten, sollten sie mit mogist hoher Auflésung voneinander getrennt
werden. Als Erstes wurde der gesammelte (ca. 10und) aufkonzentrierte Durchfluss des
Kationenaustauschers auf die Superose 12 applixisgggen des hohen Proteingehalts (ca. 5
mg/ml) wurde das VCP/AMFR-Praparat aufgeteilt undgils einmal gelfiltriert.

Durch die Verwendung von Superose 12 wurden die RM®Bnstrukte D1 und E1 vom VCP
abgetrennt. Wie erwartet, eluierte das VCP-Hexamegen der verminderten Trennleistung
der im Bereich ab 200 kDa, fast vollstdndig mit damsschlussvolumen von der Superose
12- Saule (Abb. 23 & 22 bei 37 ml). Ware die phgsische Bindung zwischen den
Interaktionspartnern stark genug gewesen, hatte AMFR-D1 bzw. -E1 Protein auch im
GrolRenausschluss befinden missen. Somit war uetergégebenen Bedingungen keine
Aufreinigung des VCP mit seinem InteraktionspartWeviFR-D1 bzw.-E1 als Komplex
moglich. Stattdessen wurden die Interaktionspaaxaveiteren Verlauf der Arbeit getrennt
aufgereinigt, um sie bei der Kristallisation fir edi Komplexbildung wieder
zusammenzufihren.
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Abb. 22: Im SDS-PAGE dargestellter Verlauf einer G$-pulldown-Aufreinigung des
VCP/AMFR-D1-Komplexes (150 mM NacCl). M: Molekulargewicht-Standard, W: wcp, D:
Durchfluss GSH-AC, A: Applikation GSH-AC, E: TEV4t, G: GSH-Eluat, GF-Fraktionen 37-90 ml
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4.2.5.2Gewinnung von hexameren VCP aus dem GST-pulldown

Das gesammelte Ausschlussvolumen (Fraktionen 30)4&ums der Superose 12-Gelfiltration
wurde gepoolt und aufkonzentriert auf die Super@&s8&aule appliziert. Die zweite
Gelfiltration mittels Superose 6 trennte den gesaitten Grof3enausschluss der ersten
Gelfiltration, in aggregiertes und natives VCP dgébb. 23). An dieser Stelle erfolgte
gleichzeitig die Umpufferung in den fir VCP verweteh Hepes-Puffer.

Bei einem Retentionsvolumen um 56 ml im Elutiongthanm zeigt das eluierte Protein eine
eindeutige Zuordnung zur hexameren Struktur des.\B@&fit konnte gezeigt werden, dass

P als stabiles Hexamer Uber die Interaktion mit dABMFR aus dem GST-pulldown
angereichert werden kann.

Der VCP-Peak der zweiten Gelfiltration zeichnetd slurch eine symmetrische Form aus und
erreichte auf der abfallenden Seite fast die Bagtslwas fur eine gute Auflésung spricht. Um
das aggregierte VCP im GroRRenausschluss, moghdistandig abzutrennen, wurde erst ab
Fraktion 49 bis 65 ml gesammelt. Auf das Abbildespiel bezogen, entspricht das bei
einer Peak-Standardabweichung won 0,08, eine theoretische Ausbeute von ca. 92 %.

Uber die Interaktion mit GST markiertem AMFR-Konstr D1 bzw. -E1, konnte natives VCP
von sehr guter Qualitdit gewonnen werden (ca. 15. ng) Vergleich zu dem allein
exprimierten und Uber IMAC aufgereinigten VCP wurtech SDS-PAGE-, UV- und DLS-
Analysen kein Qualitatsunterschied festgestellintbd&am das auf diese Weise gewonnene
VCP u. a. auch fir die Kristallographie zum Einsatz

Abb. 24: VCP-Gelfiltration des Ausschlussvolumensd er
1.Gelfiltration
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Zusatzliches VCP, von gleicher Qualitat, konntetbtar hinaus noch durch eine parallel
laufende Reinigungsprozedur gewonnen werden (s..38blbechter Diagrammarm). Die
Abspaltung des GSTags vom AMFR durch die eingesetzten TEV-Protease-Kotrationen
verlief oft nicht vollstandig (Abb.22 Spur G). Dadh ging oftmals eine betrachtliche Menge
(bis zu 50%) des jeweiligen AMFR-Konstrukts verlor&Vie jedoch im Abbildungsbeispiel
zu sehen, interagiert das von der GSH-Matrix zugéblaltene GST-AMFR-D1 bzw. -E1
durch PPI, mit einer entsprechenden Menge von gésetem VCP. Durch Zugabe von 10
mM Glutathion wurde es gemeinsam mit dem ungesemam AMFR-D1 bzw. —E1 und der
Glutathion-Transferase von der Saule eluiert (G3kafE Das GSH-Eluat wurde
anschliel3end mit Superose 12 gelfiltriert, wodwles VCP durch den GrdRenausschluss von
den Ubrigen Proteinen (GST) abgetrennt wurde. Daeawf folgende Gelfiltration des
Ausschlussvolumens auf der Superose 6-Saule vemniielem gleichen Ergebnis wie bereits
im Abschnitt zuvor bei dem Hauptweg der Reinigumgsedur (s. Abb. 24). Der Nebenweg
lieferte ca.8 mg natives VCP, was die Ausbeutedasamt weiter steigerte.

Im Vergleich zum allein Exprimierten und IMAC aufgeigten His-VCP, fihrten die
Wechselwirkungen mit dem GST fusionierten Coexpoespartner AMFR-D1/ -E1 bei der
GSH-AC-Aufreinigung zu fast 10-mal mehr Ausbeutesesamt ca. 23 mg VCP). Aufgrund
dieses Ergebnisses erfolgte die VCP-Gewinnung wwnam ausschlief3lich Gber die GSH-AC
aufgereinigten 2 Liter-Kulturen der CoexpressiomstoukteVCP+AMFR-D1/-E1.

4.2.5.3Problematische Gewinnung vorfull-length AMFR D1/-E1-Konstrukten

Waéhrend die Aufreinigung des VCP, dass eigentlisiNeebenprodukt in der GSH-AC abfiel,
erfolgreich verlief, gestaltete sich die Isolieruagn stabilenfull-length AMFR-D1/ -E1-
Konstrukten problematisch.

In der dritten Aufreinigungsstufe wurde der Katinaastauscherdurchfluss mittels Superose
12 ohne Umpufferung gelfiltriert. Wahrend das VClrath den GroéRenausschluss zu 99%
abgetrennt werden kann, verteilen sich die untgdtibh grolie AMFR D1-Bruchstiicke Gber
einen Elutionsbereich von ca. 42-65 ml (Abb. 22 Brol3te Proteinkonzentration befindet
sich beim D1-Konstrukt zwischen 52 und 58 ml, be@twas kleineren E1-Konstrukt
endsprechend um ca. 2,5 ml versetzt (nicht gezelgtgressanterweise lasst sich nicht
abgebautesfull-length  Konstrukt bereits in den Fraktionen zwischen 42d ué8 ml
nachweisen. Diese Fraktionen zeichnen sich u.@hdstarke Verunreinigungen zwischen 50-
110 kDa, sowie durch geringe Mengen an verblieb&f@R aus.

Mithilfe der SDS-PAGE-Analyse konnten die Fraktiondes AMFR-D1-Konstrukts dem
schlecht aufgeldsten Kurvenverlauf der Elutionsdiagne zugeordnet werden (vgl. Abb.22
& 23). In der ersten Gelfiltrationsstufe sind defgezeichneten Peaks ab 42 ml durch eine
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breite inhomogene Form charakterisiert. Das Peakmar des eluierten AMFR-D
Konstrukts befindet sich bei 57 ml und stellt dedlen Anteil an nicht abgebautdmil-
length Protein dar. Auf der abfallenden Seite des Hawgkpeschliel3t sich ein Schulterpeak
an, der Uberwiegend aus AMFR-Bruchstiicken kleite2@ kDa besteht. Das Maximum bei
57 ml kann nicht den entsprechenden Kalibrierurgsistrd der gepackten Séule zugeordnet
werden. Ein globuléares Protein mit einem Molekudavight von ca. 21,8 kDa wirde demnach
sein Retentionsvolumen erst bei ca. 69 ml zeigen.

Waéhrend der UV-Detektor fir das AMFR-D1-Konstrukh dlutionsprofil erfassen kann,
zeigen die Chromatogramme des E1-Konstrukts keipak$ im Elutionsbereich. Die
Abwesenheit von Tryptophan und Tyrosin und derrggriPhenylalaningehalt (4,1 %), macht
das AMFR-E1-Konstrukt fur UV-Absorption nicht detekbar. So bleibt die Analyse der
Fraktionen, fur das Sammeln des Proteins, ausfticleauf SDS-PAGE beschrankt. Dabei
wird in der 59 ml —Fraktion die maximale Proteinkentration nachgewiesen. Ebenso wie
beim D1-Konstrukt, stimmt das Retentionsvolumen d&BMFR-E1 nicht mit dem
Kalibrierungsstandard der Saule Gberein. Danactstaitias etwa 17 kDa grol3e E1-Konstrukt
erst mit der maximalen Konzentration bei ca. 72laieren.

Ebenso haben auch die AMFR-Konstrukte D1 und Bthdire Aminonsaurekomposition (s.
Anhang) einen niedrigen Extinktionskoeffizienten, erd zu einer fehlerhaften
Absorptionsmessung bei 280 nm fuhrt. Die Absorgimaxima der gelfiltrierten AMFR-
Lésungen zeigen durch die Abwesenheit von Tryptopha UV-VIS-Spektrum eine starke
Verschiebung zu kirzeren Wellenlangen hin. Im Moyl zur Konzentrationsbestimmung
mittels Bradford-Assay, wird stets ein 50-100%i¢@herer Proteingehalt gemessen. Dabei
stimmt die Bandenintensitat der im SDS-PAGE aufggtnen Losung, mit dem Ergebnis des
Bradford-Assays uberein.

Aufgrund der fehlerhaften UV-Detektion, wurde beifgereinigten AMFR-Losungen auf
weitere spektrale Konzentrationsbestimmungen veteic Hingegen war die quantitative
Bestimmung von reinen VCP-Lésungen durch das UV-Spektrum zuverlassiger als mittels
Bradford-Assay.

Unerwartet kann man dennoch fir die AMFR-Konstrukigé und B1, charakteristische
Elutionsprofile in der Gelfiltration, vermutlich \yen des geringen Tyrosingehaltes, zuordnen
(Abb. 23, 26 & 31).

Waéhrend die Feinreinigung des VCP im vorherigenchbgt mit geringen Verlusten verlief,
erfolgte die Gewinnung von aufgereinigteatl-length Konstrukten AMFR-D1/ -E1, durch
Abtrennung von Abbauprodukten, verlustreich. Balgweise wurden nach der Gelfiltration
des D1-Konstrukts nur die Fraktionen 49 bis 55 sgagnmelt (vgl. Abb. 22 & 23), in denen
sich noch ein relativ hoher Anteil vollstandigeoteine befindet. Somit kann maximal nur
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50% der gelfiltrierten Menge fur weitere Versucleewendet werden (ca. 9 mg). Die auf diese
Weise gewonnenen AMFR D1 /-E1 Proben sind weitethirch starke Inhomogenitét der
Abbauprodukte gekennzeichnet. Dennoch wurden Sie Kiistallisationsanséatze des
VCP/AMFR-Komplexes eingesetzt.

4.2.5.4 GST-pulldown und Aufreinigung des AMFR-B1-Konstrukts

Wie die SDS-PAGE-Analysen im kleinen Aufreinigungdistab zeigten, konnten im
His/GST-pulldown keine Interaktionen zwischen dei@P/und den Coexpressionspartnern
AMFR-B1 bzw. GST nachgewiesen werden.

Um diese Ergebnisse auch unter den verdndertenn@etjen des grol3en Mal3stabs zu
verifizieren, wurde eine pelletierte 2 Liter Coeagsionskultur des VCP+AMFR-B1 mittels
GSH-AC und Gelfiltration einmal aufgereinigt (Ab & 26).

Zum Vergleich sind in Abb. 25 die GST-pulldowns d&oexpressionskonstrukte
VCP+AMFR-D1 und -B1 nebeneinander in einem spexiellSDS-PAGE-Peptidgel
aufgetragen. Das TEV-Eluat des geschnittenen AMHERzBigt eine Proteinbande um 7,3
kDa, die dem Konstrukt zuzuordnen ist. Im Untersdhzumfull-length AMFR-D1 (Spur E
VCP+AMFR-D1), stimmt die GrofRe mit dem Standard desteinmarkers tberein. Auf
Bandehohe des VCP (ca. 90 kDa) ist im Vergleichdem TEV-Eluat des geschnittenen
AMFR-D1 kein coaufgereinigtes VCP identifizierbar.

Wie bereits bei GST-pulldowns der anderen AMFR-Karlde gezeigt (s. Abb. 22), enthalt
auch das TEV-Eluat des AMFR-B1 neben der TEV-Psae&erunreinigungen im Bereich
zwischen 50 und 110 kDa (Spur E-& A(GF)-VCP+AMFR)BDurch sehr genaues Hinsehen
erkennt man den GroR3enunterschied zum VCP (ca. B@).kSomit kdnnen diese
Fremdproteinbanden nicht einen coaufgereinigtem ¥Y@§ordnet werden.

Dieses Ergebnis zeigt besonders deutlich, dass MZIPR-Interaktionen wie sie bei AMFR-
D1/-E1 zu sehen sind, nicht fir das AMFR-B1 Konstrgelten. Damit kann auch kein
coexprimiertes VCP in Kombination mit AMFR-B1 UbB6T-pulldowns gewonnen werden.
Somit kdnnen die Ergebnisse des kleinen Mal3stabsdemw groRen Malistab tbertragen
werden.

Ebenso diente diese GSH-Aufreinigung der VCP+AMFR-EBoexpressionskultur als
Kontrollversuch flr unspezifische Wechselwirkungeles GST mit dem VCP. Die
Aufreinigung einer VCP+GST-Coexpressionskultur ntiskemnach analog mit dem gleichen
Ergebnis verlaufen. Da man kein coaufgereinigtesPV@achzuweisen war, wurden
unspezifische Wechselwirkungen ausgeschlossen.
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Wéhrend weiterhin die AMFR-D1/-E1-Konstrukte vomofaolytischen Abbau betroffen
waren, blieben die Bl-Konstrukte auch im grof3en $f&fd wieder stabil. Somit war es
moglich, dass Peptid als reinfei-length-Konstrukt zu isolieren.

Aufgrund des GroéRenunterschieds, konnte das AMFReBde Kationenaustauscherstufe
direkt durch Gelfiltration (Superose 12) von derVFErotease und den Fremdproteinen
abgetrennt werden. Im Gegensatz zu den AMFR-Kokt&inu D1 und E1, zeigt das
Elutionsdiagramm des B1-Konstrukts einen gut aufgfen Kurvenverlauf mit geringen
Verunreinigungen zwischen den Peaks (Abb. 25 & ZBle Peakformen sind durch
Symmetrie und schmale Breite charakterisiert. Dagidhsprofil kann mittels SDS-PAGE
leicht den gesammelten Fraktionen zugeordnet werden

Wie bereits zuvor bei den anderen AMFR-Konstrukeenspricht das Retentionsvolumen von
71,5 ml nicht den Kalibrierungsstandard der SaHie. globulares Peptid in der Grol3e des
AMFR-B1 von 7,3 kDa sollte demnach erst bei carrB®luieren.

Uberraschenderweise eignet sich der UV-DetektateinGelfiltration, trotz Fehlens des UV-
chromophoren Tryptophans fir eine konzentrationdafige Darstellung des AMFR-B1-
Peptids. Im Gegensatz zum D1-Protein hat es insgesgen héheren Tyrosin Anteil (1,6
statt 0,5 %), der eine bessere Erfassung duggheAmoglicht. Dennoch erkennt man in Abb.
26 die Auswirkung einer Tryptophanabwesenheit amereiumgekehrten Darstellung der
Mengenverhdltnisse (Peakflachen). Die aufgezeiehRetkflache der zuvor eluierten TEV-
Protease ist groRRer als die des AMFR-B1-Peptidajobb die applizierte Menge eindeutig
geringer ist (vgl. Abb. 25, Applikation GF).

Um moglichst reine AMFR-B1-Praparationen zu gewmneurden nur die gesammelten
Fraktionen von 66-78 ml vereint. Bei einer Standhwkeichung des Peaks ven= 0,05
entspricht das einem Verlust von ca. 10%, woduethtlich eine Menge von 5 mg stabiles
AMFR-B1 isoliert werden konnte.
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4.2.5.5His—pulldown von VCP+AMFR-D1 (IMAC)

In dieser Arbeit konnte man fir die Coexpressionskakte VCP+AMFR-D1/-E, bei His-
pulldowns im kleinen Maf3stab, stets PPl durch cgengfinigtes GST-AMFR-D1 bzw.-E1
nachweisen (s. 4.2.1 & 4.2.2). Dabei wurde in derenlye coaufgereinigten
Interaktionspartners kein wesentlicher Unterschiadden GST-pulldowns festgestellt. Die
Proteinbanden der AMFR-D1/-E1 Konstrukte im Hislgotvn hatten etwa gleiche
Signalstarke wie die VCP-Banden aus dem GST-pulidatusatzlich konnte man im His-
pulldown auch keine Abbaubanden erkennen, womit die Hoffnung ergab, Uber diesen
Aufreinigungsweg abbaustabiltsl-length-Konstrukt isolieren zu kénnen.

Um dieses Ergebnis auch fir den grol3en Mal3statediizieren, wurde eine pelletierte 2 L
Coexpressionskultur des VCP+AMFR-D1-Konstrukts ettiNi-NTA-IMAC aufgereinigt.

Wie jedoch die SDS-PAGE-Analyse des His-pulldowesgyte, war das coaufgereinigte GST-
AMFR-D1 nur durch eine sehr schwache Bande reptiégse(nicht gezeigt). Eindeutige PPI
beim His-pulldown im groRen Mal3stab konnten nurndeld nachgewiesen werden, indem das
Eluat stark aufkonzentriert wurde.

Hingegen konnte das coexprimierte NP erwartungsgemanR mit einer fiur die IMAC
Ublichen Menge angereichert werden (s. 4.2.4).Diag EV-Protease inkubierte Eluat wurde
wie beim GST-pulldown, dem Kationenaustauscher @amdchlielend der Gelfiltration
zugefuhrt. Die Abtrennung des VCP vom AMFR-D1 egtel mittels Superose 12, wodurch
fur die VCP-Gewinnung eine weitere Gelfiltration ater Superose 6-Saule erfolgte.
Schlief3lich konnte aus der gesamten Préparatiagligd 3 mg VCP und ca. 0,5 mg vom
coaufgereinigten AMFR-D1 isoliert werden.

Weiterhin konnte in diesem Versuch fir das AMFRd typische Inhomogenitat von GST-
pulldown Praparationen mittels SDS-PAGE nachgewiesgerden (nicht gezeigt). Das
Vorhandensein von Abbaubanden bedeutete, dassit¥ € coexprimierte AMFR-D1 auch
nicht tber IMAC stabil aufgereinigt werden kanne8gs Ergebnis kann analog auch auf das
E1-Konstrukt Ubertragen werden (nicht durchgefiihrt)

Die Instabilitét der AMFR-D1/-E1-Konstrukte und diemiedrige Ausbeute beider
Interaktionspartner machte den Einsatz der IMACeassen Aufreinigungsschritt im weiteren
Verlauf der Arbeit unnotig.
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4.2.6 Aufreinigung des VCP/AMFR-Komplexes: Optimierungd  er Reinigung und
Etablierung eines Reinigungsprotokolls
Da die Kristallisation u.a. hohe Anforderungen am Reinheit der getrennt aufgereinigten
Proteine des VCP/ AMFR-Komplexes stellte, war esveadig die Reinigungsprozedur der
VCP-Interaktionspartner =~ AMFR-D1/-E1  zu  optimieren.Dabei  zielten die
OptimierungsmalRnahmen hauptséachlich auf die Remtuktier Abbauverunreinigungen,
sodass mdglichst homogehdl-length Préparate an die Kristallographie Ubergeben werden
konnten.
Bisher zeigten die aufgereinigten und im Kristallisnsansatz zusammengefigten
VCP/AMFR-Praparationen Kristalle, die nach MS-Arsay jedoch nur aus dem VCP-Anteil
bestanden (s. 4.3.3).
Somit wurde die proteolytische Abbauaktivitat deMPR-D1/-E1-Praparationen als zentrales
Problem ersichtlich, dass die Zielsetzung diesdyey Strukturaufklarung des VCP/AMFR-
Komplexes, gefahrdete.

4.2.6.1Charakterisierung der proteolytischen AMFR-Abbauaktivitat.

Wie sich bereits im kleinen Malistab andeutete, ehattlie zugesetzten Standard-
Proteasehemmer PMSF und EDTA keinen Erfolg beildeerdrickung der Abbauaktivitat.
Im grofRen Maflstab wurde dariiber hinaus noch versliehKonzentration der chemischen
Proteasehemmer im Aufreinigungspuffer zu erhéhdswd@l die vom Hersteller empfohlene
Arbeitskonzentration eines Mix aus Proteasehemmerrdas Vierfache uberschritten wurde
(2 statt ¥2 Cocktailtablette), stellte sich keindigfein.

Um den problematischen Abbau der AMFR-D1/-E1-Kangl naher zu charakterisieren,
musste zunachst die Frage geklart werden, zu welwetpunkt die Abbauaktivitat einsetzt.
Es gab zwei Mdglichkeiten:

1: Die Uberexprimierten AMFR-D1/-E1-Proteine werdamdits schon vor dem Aufschluss in
der Zelle von Proteasen abgebaut.

2. Die AMFR-D1/ -E1-Proteine behalten in der Zelleeihollstandige Struktur und werden
erst durch Zellaufschluss mit den zusammen fretgeseProteasen abgebaut.

Das Vorhandensein von Abbaubanden in der Zelledevdiurch den wcp-Vergleich einer in
SDS aufgeschlossenen mit einer lysierten Expreskidtur durchgefiihrt. Da ein direkter
SDS-Aufschluss alle Zellproteine sofort denaturigginn man sagen, sie werden quasi so
konserviert wie sie in der Zelle vorliegen.

Es wurde zunéchst angenommen, dass die Abbaupeoeestsmit der Zelllyse eintreten. Da
im Lysat die hochste Proteasekonzentration vorhanske entfaltet sich auch dort starkste
Abbauaktivitdat. Nach jeder Reinigungsstufe mausstieh sdurch Verdinnung die
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Proteaseaktivitdt vermindern. Um einen Eindruck \der maximalen Abbauaktivitat zu
erhalten, wurden Lysatproben ohne PMSF-Zusatz aond AMFR-Alleinexpressions- bzw.
Coexpressionskulturen Uber einen Zeitraum von 6tb bei einer konstanten Temperatur von
20°C inkubiert. Nach Zugabe von Lysozym wurde dmeeHalfte der Proben nach einer
halben Stunde, nach viereinhalb und nach sechdbifthanden in 4x SDS-Puffer denaturiert.
Die andere Halfte wurde standardgemal Uber GSHeAgarei 150 mM NaCl aufgereinigt.
Gemeinsam mit dem wcp der direkt aufgeschlossemebeP wurden die wcp und snp der
Lysate miteinander im SDS-PAGE verglichen.

Abb. 27 zeigt am Beispiel des AMFR-D1-Konstrukte diuswirkungen des proteolytischen
Abbaus. Im Vergleich zu den lysierten Proben, werlleine Abbaubanden bei den direkt
aufgeschlossen Proben detektiert. Damit wird geézeigss der proteolytische Abbau der
AMFR-D1/-E1-Proteine erst mit Zelllyse aktiviert ni und anschlielend sehr schnell
voranschreitet. Im Vergleich zum wcp der Zelle,dserste Abbaubanden bereits eine halbe
Stunde nach Lysozymzugabe zu erkennen. Das ertsgezade der Inkubationszeit des
Lysozyms bei der Standardaufaufreinigung. NachSiumden Inkubation im Lysat bei 20°C,
ist der Abbauprozess bereits so weit fortgescimitl@ss im Lysat ca. 95 % des gesamiln
length Proteins abgebaut ist und nur noch sehr geringengbte von N-terminalen
Bruchsticken mittels GSfiag aufgereinigt werden koénnen. Hingegen leisten dMFR-
Proteine der Coexpressionskonstruke einen gewiskbauwiderstand (nicht gezeigt). Jedoch
ist auch hier nach sechseinhalb Stunden im Lysatnach die Halfte defill-length Proteins
vorhanden und kaum noch aufgereinigtes AMFR im $FIA&E detektierbar.

wcp-  snp-  wcp- Snp-

wep-  Lysat Lysat, Lysat, Lysat, Abb. 27: Charakterisierung
kDa Zele 05h 05h 65h 65h der Abbauaktivitat von einfach
7 exprimiertem GST-AMFR-D1,
50 — GST-AMFR-D1 dargestellt im SDSPAGE.
Abwechselnd aufgetragen
nicht aufgereinigte und GST-
37 tag aufgereinigte Probe. M:

' - Molukulargewicht-Standard

——

Fur die Aufarbeitung der AMFR-D1/-E1-Proteine imo&uktionsmalf3stab stellt die starke
Abbauaktivitdt im Zellhomogenat einen entschiedeXWerustfaktor dar. Um Ausbeute und
Reinheit der Praparation zu optimieren, sollte £ zwischen Zellaufschluss und der AC-
Applikation so gering wie mdglich gehalten werden.

Da nicht auf den effektiven Zellaufschluss mittelsozym verzichten werden sollte, wurde
die Inkubationszeit auf 15 min verklrzt. Zwecks Rasitatsherabsetzung musste das Zelllysat
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vor dem Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisamindestens 15 min bei
Raumtemperatur Benzonase inkubiert werden.

Die anschlieBende Dauer des dreistufigen Zentefegis von ca. 40 min, war fur das
Abtrennen der unléslichen Bestandteile obligatdrised konnte aus technischen Grinden
nicht verkirzt werden (s. Methodenteil 3.2.3).

Zusatzlich kann auch bei den gelfiltrierten Préapangn weiterhin eine Rest-Abbauaktivitat
festgestellt werden. In Abhangigkeit von der duefiigrten Reinigungsprozedur und der
Konzentration, fuhren unterschiedliche Lagerungedawbei 4°C, zu einem vollstédndigen
Abbau der Zielproteine. Einige 1x gelfiltrierten AR-D1/-E1 Proben kbénnen bereits nach
zwei Wochen kein vollstandiges Konstrukt mehr elttima Dagegen bleiben die VCP-
Praparationen fur ca. zwei Wochen bei 4 °C unveséirgtabil. Einsetzende Proteolyse baut
schlie3lich auch dieses Protein in etwa 3-4 Monatghneinen Rest von ca. 19 kDa ab. Am
stabilsten zeigt sich die AMFR-B1-Praparation, i man dagull-length Konstrukts noch
nach mehreren Monate bei 4 °C im Tris-Puffer inardnderter Form nachweisen kann.
Schockgefrierversuche mit flissigem Stickstoff &afen im verwendeten Puffer fir die
VCP/AMFR-Praparate ohne Probleme mit Ausfallungea. die Lagerung bei -80 °C die
Abbauaktivitat unterbricht, steht somit die Mogkelit einer verlustfreien Aufbewahrung der
Zielproteine zur Verfligung.

4.2.6.2Reduktion der Abbauaktivitat durch mehrmalige

Gelfiltration/Hochsalzbedingungen
Die im Abschnitt 4.2.5.3 1x gelfiltrierten vereint@MFR-D1/ -E1-Fraktionen, die ausgesucht
wurden um moglichstull-length Konstrukte zu gewinnen, enthalten die fir GSTgmWns
typischen Verunreinigungen. Fremdproteine in eil@d3enbereich von 50 -110 kDa kdnnen
im gesamten Elutionsbereich zwischen dem VCP undFRMm SDS-PAGE detektiert
werden. Da die Fremdproteine in einem Gelfiltrasiogreich auch zusammen mit ein wenig
VCP eluieren, der kleineren Molekulargewichten zrdunen ist, wurde angenommen, sie
wirden bei der Bildung VCP/ AMFR-Komplexes mit esghlossen.
Weiterhin wurde vermutet, dass einige Fremdproteiuden Proteasen darstellten, die fir den
Abbau von VCP und AMFR-D1/-E1 verantwortlich sirRiese Banden kénnen in der ersten
Gelfitration erst in den spateren Fraktionen ab ™6 schwach detektiert werden.
Bedauerlicherweise wirde eine Abtrennung der Veianigungen gleichzeitig zu einem
erheblichen Verlust afull-length-Konstrukten fiihren.
Wie bereits erwahnt, wird durch das Ausschlussvelurder ersten Gelfiltration fast das
gesamte VCP vom AMFR-D1 bzw. E1 abgetrennt. Venctutkonnte man mit einer doppelt
gelfiltrierten AMFR-Probe den restlichen Interakigpartner so weit verdinnen, dass er
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besser vom AMFR abgetrennt werden konnte. Die al&gee Verminderung der Kd-Werte
hatte vermutlich auch eine Abtrennung der Verungeimgen und damit auch der Proteasen
zur Folge.

Um diese Annahmen zu verifizieren, wurde zunéclestggsammelten Fraktionen einer 2x
gelfiltrierten AMFR-D1 Praparation im SDS-PAGE biilt (Abb.31). Man kann im Gel eine
deutliche Abtrennung vom Rest-VCP im Ausschlussva@n ausmachen. AnschlieRend
eluieren die Verunreinigungen so, dass sie bereden AMFR-Fraktionen 54 ml statt bei 56
ml nicht mehr detektiert werden (vgl. Abb.22).

Um der Frage nachzugehen, ob die VerunreinigungeirRD1/-E1 abbauende Proteasen
enthielten, wurde die Abbauaktivitat bei untersdhanen Elutionsvolumina untersucht. Dazu
wurden aus einer zweimaligen Gelfiltration einelgiverunreinigte Probe der Fraktion 52 mi
mit einer Probe der Fraktion 54 ml Uber einen Zeitn von 8 Tagen bei Raumtemperatur
gelagert. Zusétzlich wurde der bereits im Abschdi®.2 erwahnte Einfluss der NaCl-
Konzentration getestet, indem eine Probe in einBhrdM NaCl-Puffer und eine weitere bei
1 M NaCl aufbewahrt wurde. Zu Beginn, nach 3 undhn& Tagen wurden Proben fir die
SDS-PAGE-Analyse genommen und im Gel miteinandggliahen (nicht gezeigt).

Wéhrend das AMFR-D1 aus Fraktion 54 ml gegenuberAlesgangsprobe selbst nach 8
Tagen nur geringfligig abgebaut ist, kann in Frakb@ ml bereits nach 3 Tagen kaum noch
Protein nachgewiesen werden. Damit konnte die Amealverifiziert werden, dass die
coaufgereinigten Verunreinigungen in Zusammenhaitgdem proteolytischen Verdau der
AMFR-D1/-E1-Konstrukte stehen und somit u.a. Pre¢gadarstellen. Der Verdinnungseffekt
der zweiten Gelfiltration kann die Proteasen beassrdem Hauptelutionsbereich (ab 54 ml)
des full-length AMFR-D1-Konstrukts entfernen und somit den Abbazpss signifikant
reduzieren. Vermutlich wirden die Verunreinigunggn doppelt gelfiltriertes AMFR-E1-
Konstrukt noch weniger betreffen, da es ca. 2 ratespeluiert (nicht getestet).

Unabhangig davon zeigen sich die bei 1 M NaCl au#iveen Proben im Vergleich zu 150
mM NaCl abbaustabiler wie bereits bei den Aufraimigen im kleinen Mal3stab festgestellt.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, mant&@urch hohe Salzkonzentrationen
in den Aufreinigungspuffern, vom Zellaufschluss ibegnd bis zu der zweiten Gelfiltration,
die Praparation durch eine verminderte Abbauakitiviptimieren.

Um weitere Parameter Uber den positiven Effekt reidechsalz-Praparation zu erhalten,
wurden erneut manuelle GST-Pull-downs mit 1 ml VBRHWR-D1-Kulturen zur
Malf3stabsibertragung durchgefiihrt.

Ein weiterer Optimierungspunkt war die AktivitatrdBEV-Protease, die bei den bisherigen
GSH-AC-Aufreinigungen nicht ausreichte, um alle G&83Fs vom fusionierten AMFR zu
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entfernen. Deshalb wurde in diesem Versuch zushtaliie TEV-Protease-Aktivitat bei
verschiedenen Salz- und Enzymkonzentrationen getest

Der Einfluss der Salzkonzentration auf den AMFR-abbund auf die TEV-Protease-
Aktivitat, sowie der Einfluss der unterschiedlich€BV-Protease Konzentrationen wurde in
einem Versuchsansatz gleichzeitig untersucht. Hiemzrden zwei Proben mit 150 mM NaCl-
Puffern aufgereinigt und mit 1- bzw. 3 ug TEV-Paste UN inkubiert. Die gleiche
Behandlung erfolgte mit zwei weiteren Proben, deréwfreinigungspuffer eine
Salzkonzentration von 1 M NacCl hatten.

Es konnte wieder bestatigt werden, dass die AMFRabktivitat bei einer Aufreinigung mit
1 M NaCl im Vergleich zu.150 mM NacCl, deutlich geger ist (Abb. 28). Ebenso wird die
Aktivitat der TEV-Protease durch den hohen Salzlyjeheht beeintréchtigt. Im Vergleich zu
1 pg TEV-Protease befindet sich bei der dreifachgesetzten Menge etwas weniger
ungeschnittenes AMFR-D1 im GSH-Eluat (nicht ge2eiBine vollstandige Abtrennung des
GST+ags konnte im 1 ml Batch-Ansatz auch nicht bei 3 |iyProtease erfolgen.

Ebenso bedeuten die nicht geschwéchten Bandenodesggereinigten VCP, dass die dafir
verantwortlichen PPI nicht negativ durch die hobeehstarke bei 1 M NaCl beeinflusst
werden. Interessanterweise wurden bei 3 ug TEVeBsat starkere VCP-Signale als bei 1 pg
detektiert.

kDa M 1 2 3 4
250 c Abb. 28: GST-pulldown-Assay (1 ml
100 e - cp VCP+AMFR-D1) mit  TEV-Protease-
5 Verdau bei unterschiedlichen Salz-
Enzymkonzentrationen, dargestellt im
50 W SDS-PAGE. M: Molukulargewicht-
Standard, 1: 0,15 M NaCl/ 1 ug TEV, 218,
37 & M NaCl/ 3 ug TEV, 3: 1 M NaCl/ 1 pg TE®
4:1 M NaCl/ 3ug TEV
W AMFR
25 @ -D1
v
PPI + + o+ +

Aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche, solltem die gewonnen Erkenntnisse an einem
GST-pulldown im grol3en Malstab getestet werdenrzHievurde eine pelletierte 2 I-
Coexpressionskultur VCP+AMFR-D1 bis zur ersten {Bedfion in 1 M NaCl Puffern
aufgereinigt (Abb. 29). Um das Zielprotein-Praparégtztlich in physiologischer
Salzkonzentration aufzubewahren, erfolgte eine Ufepung in der ersten Gelfiltration auf
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150 mM NaCl. Die zugefugte TEV-Protease wurde aefdideifache Menge wurde von 1 auf
3 mg erhoht.

Da man das hoch salzige GST-pulldown-Eluat nichtstark fir den lonenaustauscher
verdiinnen wollte, erfolgte die Abtrennung der Hig- markierten TEV-Protease mittels
Talon-Saule. Der fir Gelfiltration gesammelte Dilass hat den gleichen Reinigungsfaktor
wie der Kationenaustauscherdurchfluss bei den WNjeshlz-Praparationen, sodass die
Kationenaustauscherstufe mit gleicher Effektivithirch eine IMAC-Stufe ersetzt werden
kann.

Indem die TEV-Protease den Hey groftenteils vom HisVCP entfernt hat, wird nur ein
geringer ungeschnittener Rest an der Talon-Sawerhiert (Talon-Eluat). Im Vergleich zum
lonenaustauscher kann der IMAC-Zwischenschritt dig¢g VCP-Praparation, bei geringem
Verlust, einen zusatzlichen Reinigungseffekt bewnrk Hingegen reicht die dreifach
eingesetzte Menge an TEV-Protease nicht aus unudgeschnittenen AMFR-D1 Anteil zu
reduzieren. Somit geht wie bei den Aufreinigungaraz ca. 50% vom AMFR-D1 verloren
und das interagierende VCP muss auf getrenntem \Alggereinigt werden.

Wie Abb. 29, 30 und 31 zeigen, scheint sich dietH8alz-Aufreinigung (1 M NacCl) positiv
auf die AMFR-D1-Préparation und verlustfrei auf di€P-Préparation, auszuwirken. Im
Vergleich zu 150 mM NacCl (Abb. 22), unterscheidiehsdie Aufreinigung bei 1 M NacCl
wesentlich durch eine verstarkte BandenintensitéitBereich derfull-length AMFR-D1-
Konstrukte). Wie erwartet, konnten die Abbauproeesscht gestoppt aber signifikant
reduziert werden, sodass weniger Abbaubanden datekierden und sich der Anteil dnll-
length-Konstrukten in der Praparation erhoht.

Aufgrund des verminderten Anteils an kleineren AMRBbauprodukten, verandert sich auch
in der ersten Gelfiltration das Elutionsprofil (AbBO). Im Vergleich zu Abb. 21 ist der
AMFR-D1-Peak durch eine homogenere Peakform chenialdrt, indem auf der abfallenden
Seite des Hauptpeaks kein Schulterpeak aufgezeickind. Der héhere Anteil an nicht
abgebauten AMFR-D1-Konstrukten macht sich auchideme Verschiebung des Maximums
von 57 ml auf ca. 56.3 ml bemerkbar.

91



Ergebnisse

Abb. 29: Im SDS-PAGE dargestellte Hochsalzaufreinigng (GST-pulldown+1. GF)
VCP+AMFR-D1, 1 M NaCl). M: Molekulargewicht-Standard, E: TEV-Eluat, G: G&Hz:at, T:
IMAC-Eluat, A: Applikation 1. GF, GF-Fraktionen 462 ml
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Abb. 30: 1. Gelfiltration VCP+AMFR-D1 nach
Hochsalzaufreinigung
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Um nicht auf allefull-length Proteine zwischen GroRenausschluss und AMFR-Peak zu
verzichten, werden durch die Fraktionsvereinigung ¥9-58 ml mehr Verunreinigungen in
Kauf genommen. Diese mit Proteasen kontaminierterudMeinigungen konnen durch den
Verdunnungseffekt in der zweiten Gelfiltration vestgehend vom AMFR-D1-Konstrukt
abgetrennt werden (Abb.31). Anschliel3end werderFcationen zwischen 55 ml und 60 ml
zur endgultigen AMFR-D1-Praparation vereinigt.
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Somit ist es gelungen, eine relativ stalfilé-length AMFR-D1-Praparation zu gewinnen, bei
der Uber 14rage bei 4 °C keine Abbaubanden zu erkennen sind.

Abb. 31: 2. Gelfiltration des AMFR-D1-Praparats ausder Hochsalzaufreinigung (Verdinnung
der Proteasen), dargestellt im SDS-PAGEM Molekulargewicht-Standard, A: Applikation 2. GF,
GF-Fraktionen 36- 62 ml

[mi]
kba M A 36 38 42 43 44 45 46 47 48 49 50 52 54 56 58 62

75 oteasen?

50

37

25
full-

length
AMFR-
D1

20

15

Die Verwendung von 1 M NaCl in Aufreinigungspuffasrs zur 3. Reinigungsstufe (IMAC)
reduziert die Abbauaktivitat von AMFR-D1 bzw.-El4k&rukten. In Kombination mit einer
2. Gelfiltration, kdnnen die Proteasen effektivamgetrennt werden, dass die resultierenden
AMFR-D1/-E1-Préaparationen relativ stabil fir weéddntersuchungen zur Verfiigung stehen.
Weiterhin ist eine zeitliche Optimierung der Reumgsprozedur enorm wichtig, um
moglichst schnell die AMFR-D1/-El1-Praparate der éfifration zuzufihren. Da die
Abbauaktivitat nur vermindert jedoch nicht gestopperden kann, sollten die frischen
Praparationen unmittelbar nach der Gelfiltratiordia dafir bestimmten Versuche eingesetzt
werden. Falls die Lagerung uber wenige Tage himadgsuern sollte, miussen die Proben mit
flissigem Stickstoff schockgefroren werden.
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4.2.6.3Reinigung aufgrund unterschiedlich hydrophober Regbnen (HIC)

Mit den bisherigen OptimierungsmalRnahmen konntesigezverden, wie die Reinheit der
AMFR-D1/-E1-Praparationen zu erhdhen ist, jedochebblweiterhin eine bestehende
Inhomogenitat durch Abbauprodukte bestehen.

Da die Abbauprodukte nicht aufgrund ihrer untersdhichen Ladung (s. lonenaustausch)
bzw. nur mit zu groRen Verlusten durch GroRenuokeesl (s. GF) vonfull-length AMFR-
D1/-E1 abgetrennt werden kdnnen, wurde einmal denrleffekt durch HIC getestet. Nach
Adsorption an die HIC-Matrix sollten die gelfiltien AMFR-Bruchstiicke durch
unterschiedlich hydrophobe Bereiche, bei unterstiicieer lonenstarke, fraktioniert eluieren
und somit vonfull-length Konstrukt abgetrennt werden.

Mit Ausnahme von 0,5 M (N|,SO, kann bei den hoheren Salzkonzentrationen Ausfgdon
beobachtet werden. Dennoch enthalten alle HIC-Appbnen nach SDS-PAGE und
Absorptionsmessung AMFR-Proteine, deren Gehalstegjendem Salzgehalt abnimmt (nicht
gezeigt). Obwohl sich die Zugabe von (NSO, ab 1 M prazipitierend auf AMFR-D1
auswirkt, kann keine Bindung an die HIC-Matrix baobtet werden und das Protein bleibt im
Durchfluss (Abb.32).

Mit diesem Ergebnis kann keine Abtrennung der Alpbbadukte vomfull-length Konstrukt
erreicht werden, sodass die HIC nicht als Aufraingsstufe etabliert wurde.
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4.2.6.4Etablierung eines Reinigungsprotokolls tiber die Aukinigung des VCP/ AMFR-
Komplexes
Die mehrstufige Proteinreinigung der interagieren@@expressionspartner VCP/ AMFR-D1
und VCP/ AMFR-E1 wurde in mehreren Versuchen amatysoptimiert und schlie3lich zu
folgender Aufreinigungsprozedur zusammengefasstb(AB3). Das Reinigungsprotokoll
bezieht sich auf eine Hochsalzaufreinigung. Dasbtd, dass der Aufschlusspuffer, der AC
und der IMAC-Puffer eine Salzkonzentration von INMCI hat. Anschlie3end wurde bei der
Gelfiltration auf 150 mM NaCl umgepuffert.

Abb. 33: Ubersicht uiber die Aufreinigung des VCP/AMFR-Komplexes

Proteinextrakt

Stufe 1:GSH-AC ! !
TEV-Eluat GSH-Eluat
(GST-pulldown) Rf: 250-300 Rf:250-280
A: 40-60% A: 20-30%
Stufe 2:IMAC 1
Durchfluss
Rf: 1,6
A: 90%
Stufe 3:Gelfiltration (Superose 12) ,J—|
VCP im VCP im
Ausschluss AMFRfDll -El Ausschluss
Rf: 1,5 Y
Rf: 3 A 50% Rf: 2
A: 95% : A: 95%
Stufe 4:Gelfiltration (Superose 6/12)
VCP VCP
Rf: 3 Rf: 3
A: 85% A: 85%
AMFR-D1/-E1
Rf: 2

A: 60%

Rf= Reinigungsfaktor

A= Ausbeute bezogen auf VCP und/oder AMFR-D1/-E1
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4.3 Weiterfihrende enzymatische und biophysikalisch e
Charakterisierungen

4.3.1 Uberprifung der Produktqualitat mittels DLS und AT Pase-Aktivitat

4.3.1.1Ergebnis der dynamischen Lichtstreuung

Die Ergebnisse der Experimente mit der dynamischehtstreuung sind anhand einer
Beispielmessung in Abbildung 34 zu sehen.

Hierbei handelt es sich um VCP bzw. AMFR-L6sung#ia,nach der Gelfiltration gewonnen
wurden. Die VCP-Probe stammt aus dem GST-pulldomch wurde zweimal gelfiltriert, die
AMFR-D1-Probe nur einmal.

Wie in Abb. 34 zu sehen, ist die vermessene VCRub$dei einer Konzentration von ca. 18
mg/ml eindeutig monodispers. Das sieht man an deringen Streuung um den
hydrodynamischen Radius von 10 nm. Hingegen istAdi#-R-D1-LAsung bereits bei einer
Konzentration von ca. 7 mg/ml nicht so streuarmr Bxste Peak der inhomogenen Losung
liegt im Bereich zwischen 1,5 und 20 nm. Darauff@in weiterer Peak mit gro3en Partikeln
(Durchmesser: 30-300 nm), was auf Aggregate inLdsung hindeutet. Die Ergebnisse der
DLS-Analysen stimmen erwartungsgemal3 mit denesB&-PAGE-Analyse Uberein.

Andere DLS-Messungen von im Kihlschrank gelageAdftFR-D1-Proben zeigten einen
deutlichen Einfluss auf das Streuverhalten der hgsundem die Ldsung einen breiter
werdenden Streubereich zeigte (nicht gezeigt).

- VCP Abb: 34 DLS-Messung gelfiltrierter
mer VCP/AMFR-D1-Praparationen die
v | fur die Kristalisation eingesetzt

wurden. Die Abbildung zeigt dit
L GroRRenverteilung der in den Prot
bz geldsten Partikel.

L L L
i [ 40 251 1555 g

o | AMFR-D1

L L
i [ 40 251 1555 g

relative Lichtstreungs-Intensitat

Partikelradius [nm]
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4.3.1.2Die ATPase-Aktivitat des praparierten VCP

Im Folgenden sollten die katalytischen Eigenscinadkes aufgereinigten VCP naher analysiert
werden. Dariiber hinaus stellt die ATPase-Aktivitét, Vergleich mit Literaturwerten, eine
Maf3zahl fir die Reinheit eines Enzympraparats dareiner die Praparation, desto hoher ist
die spezifische ATPase-Aktivitdt. Sie wurde indirekithilfe von relativen ATPase-
Aktivitaten, das heil3t die Freisetzung von ADP #hdach einer definierten Zeit, bestimmt.
Der Nachweis von freiem Phosphat (Pi) erfolgte Hurdie Umsetzung mit
Ammoniummolybdat zu einem negativ geladenen Phasphddat-Komplex. Der dadurch
verursachte Farbumschlag des Malachitgriins wurdédfenm fotometrisch erfasst.

Um die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeitvan der Substratkonzentration [S]
darzustellen, wurde die spezifische ATPase-Aktivikan VCP bei verschiedenen ATP-
Konzentrationen gemessen und gegen die entspremmekiP-Konzentrationen aufgetragen
(Abb. 35).

Zur Ermittlung der kinetischen Konstanten, Kind Vinax wurden die Messwerte mit der
doppelt reziproken Auswertungsmethode nach LineeeBurk ausgewertet (Abb. 36), bei
der niedrige Substratkonzentrationen starker geefickverden, die aber in der Regel
schwieriger bestimmbar und mit einem groReren Fdidbaftet sind (Lottspeich & Zorbas
1998). Hierzu wurde die Michaelis-Menten-Gleichumigirch Bildung des Kehrwerts
umgeformt, damit sie als Gerade darstellbar ist=Hf/(Vmaxx1l/[S])+1/Vnax Wird 1/v
gegen 1/[S] aufgetragen, resultiert eine Geradedaih y-Achsenabschnitt 1/, dem x-
Achsenabschnitt -1/ Ksowie der Steigung KV max Woraus die kinetischen Konstanteg K
und Vmax €rmittelt wurden.

8- Abb.  36: Hyperbel-
Diagramm. Einfluss der
ATP-Konzentration auf di
6 - Geschwindigkeit VCP-
5 katalysierten ATP-
Hydrolyse

vV [UM Pi/(mg VCPxh)]
Sy

0 0,5 1 1,5 2 25 3
[ATP] in mM
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Abb. 36: Lineweaver-

127 Burk-Diagramm. VCP-

1] AAATPase -Kinetik des
08 - VCP-Praparats i
reziproker Darstellung m
> 081 1/Vmax=0,12 [m¢
- 04 - ——lineare Regression VCth/ul\/I pi] unc
02 Gleichung: y=0,0427x+ 0,1246 1/Km=0,3 [llml\/]

BestimmtheitsmaR: R? = 0,9921

5-4-3-2-1 123 45678 910111213141516171819 202122
0,2/

e

-UKm U[ATP]

Die Messungen zeigen gute Ubereinstimmung mit eMihaelis-Menten-Kinetik, wobei
kein ,steady state“-Zustand mit der eingesetzterPAbnzentration erreicht wird (Abb.35).
Man kann jedoch aus dem Ergebnis nicht mit Sichiegagen, dass alle Voraussetzungen flr
eine Michaelis-Menten-Gleichung erflllt sind.

Mithilfe des Lineweaver-Burk-Diagramms wurde eipeafische Aktivitat (Vmax) von 0,14
[(nmol Pi)/(minxpg)] und die Michaelis-Konstante (Kmit ~0,33 mM ATP bestimmt. Die
spezifische Aktivitat ist eine enzymatische Kongtadie den Reaktionsumsatz eines Enzyms
bezogen auf seine Einwage angibt. Der ermitteltet \iggt in der Grél3enordnung viermal
kleiner als die in Songt al. (2004) beschriebene ATP-Hydrolyseaktivitat. Dagegst die
Michaelis-Konstante (k) erstaunlicherweise genau so grof3 wie der Litenstt des VCP,
das als schwache ATPase beschrieben wird.

Die Michaelis-Konstante gibt, vereinfacht dargdstelie Affinitdét des Enzyms zum Substrat
und Produkt wieder, die nach Literaturdaten im Vi@8parat in ausreichendem Mal3e erreicht
wurde. Damit konnte die Funktionalitéat des prépéeie Enzyms bestatigt werden.

4.3.2 Charakterisierung der VCP/ATP/AMFR Bindungen im

Fluoreszenzspektrometer
In der vorliegenden Arbeit sollten strukturelle Brsuchungen den VCP/AMFR-Komplex
mittels Tryptophan-Fluoreszenz-Spektroskopie n&harakterisieren.
Im VCP wird die N-Doméne sowohl als Substrat- als,aAMFR-Bindedoméane diskutiert
(Grelle et al. 2006, Songet al. 2004). Durch miteinander kommunizierende VCP-Doem
konnten sich die drastischen Strukturveranderunden D2 Doméne wéhrend der ATP-
Hydrolyse auf die Bindung Ubertragen. Dabei komrdan Konformationsdnderungen nicht
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durch die Hydrolyse sondern vielmehr durch die Bimgl von Nukleotiden (ATP/ADP)

zustande (DeLaBarre & Brunger 2003).

Das monomere VCP, hat im Gegensatz zu den trypidhan AMFR-Interaktionspartnern
D1/E1 an den Positionen 454, 476 und 551 drei $gmit war es mdglich, die Tryptophan-
Fluoreszenz als sensitive Methode zu gewinnen, tamktarelle Veranderungen im VCP bei
AMFR-Bindung zu untersuchen. Wangt al. (2003) fanden mittels ortspezifischer
Mutagenesestudien heraus, dass die Fluoreszenmagdeur in Trp-476 ein guter Indikator
ist, um Konformationsdnderung in der VCP-D2-Domane&harakterisieren.

Um strukturbedingte Beeinflussung der AMFR-Intei@ktuntersuchen zu kénnen, sollte
zunéachst die Funktionalitat auf nukleotidbedingtmtrmationsanderung getestet werden.

4.3.2.1Bestimmung der nukleotidabhangigen Strukturdnderungim VCP-Hexamer

Neben ATPase-Aktivitdt (Substraterkennung und Umse) sollten  weitere
Funktionsuntersuchungen mit Nukleotiden die Qualiés VCP-Praparats charakterisieren.
Indem der Einfluss der nukleotidabhéngigen Konfdromsanderung
fluoreszenzspektroskopisch getestet und mit Libevetrten verglichen wurde, konnten
Aussagen uber die Chaperonaktivitat (Entfaltungn$tokation) getroffen werden. Erst durch
die Konformationsanderung ist es mdglich, die fesgfzte mechanische Energie auf das
Substrat zu Ubertragen, um es beispielsweise faltent(Wanget al. 2003).

Im Weiteren sollte unter der Annahme, dass jedebBurggene ATP eine messbare
Konformationsénderung bewirkt, der Nukleotidbindsmgstand definiert werden. Hierfur
sollte mittels ATP Sattigungskurve die max. Anzam Nukleotidbindungsstellen erfasst
werden, die im VCP-Hexamer an der Konformationséumtg beteiligt sind (Abb. 37).

Sattigungskurve des VCF
50000 - durch Messung rel. Trp-
—— Probel 7
§ _A. Flureszenz Emission
(%2}
2 45000 -
w —a— Probe2
£ 40000 -
N
@ —a— H20-Kontrolle
S 35000
]
T
T 30000 A __—*  ——lineare Regress
= N T (H20-Kontrolle)
25000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
ATP/VCP(Monomer)ratio

99



Ergebnisse

Fur das praparierte VCP konnte gezeigt werden, dadsukleotid in Verbindung mit einer
Emissionserhéhung gebunden hat. Bei Zugabe ATP Imerd¢huss (4 mM) betrug die
Emissionszunahme stets5% und stimmte sehr gut mit dem in Waegal. (2003)
angegebenen Wert (berein. Die Emissionszunahme B&P-Uberschuss war
erwartungsgemal’ geringer als bei ATP und entsgbehso dem Literaturwert um 29%. Mit
diesem Ergebnis konnte die potenzielle Chaperovititides praparierten VCP bestatigt
werden.

Weiterhin wurde fur das VCP-Préparat nach Aufnabemeer Sattigungskurve mit freiem
ATP, die Bindung von 18-36 ATP-Molekilen pro Hexanmachgewiesen. Dieser Wert ist
nach DelLaBarre & Brunger (2003) auf jeden Fall aacth Danach sind insgesamt 12
Nukleotidbindungsstellen fur das VCP-Hexamer basblen, wovon nur sechs funktionsféahig
sind. Somit wiirde im vorliegenden SéattigungsverstiehBindung von 2 Molekile ATP pro
VCP-Monomer ausreichen, um die maximale Konfornms#mderung in der D2-Doméne
herbeizufihren. Die Emissionserhéhung bei 2:1 peedoch nu~r40%. Der Sattigungswert
von =55%, der sich durch weitere ATP-Zugabe nicht medtwanderte, wurde erst bei 6
Molekulen ATP pro VCP-Monomer erreicht. Mit dem dugefihrten Fluoreszenzexperiment
liel3 sich die tatsachliche Bindungszahl nicht lesten. Dennoch scheint die Aktivitat der
Konformationsénderung bei einem molaren Verhaknois 2:1 zu 80% abgeschlossen zu sein,
was auf die gesamte hexamere Nukleotidbindungskahindeutet, die von DeLaBarre &
Brunger (2003) mittels isotherme Kalorimetrie etelttwurde.

4.3.2.2Strukturbedingte Beeinflussung der VCP/AMFR-Interaktion

Nachdem bekannt war, dass die nukleotidabhangigeaktGrumwandlungen im VCP-
Praparat mittels der etablierten Fluoreszenzmetteofdesst werden konnten, stellte sich die
Frage, ob die Interaktion mit dem AMFR die Konfotmoasdnderung beeinflusst. Im
Fluoreszensassay wurde dafir das mit dem VCP giegende AMFR-D1-Praparat als
Ligand unter Uberschussbedingungen eingesetzt.r@ieFluoreszenz Zunahme/-Abnahme
des VCP wurde nach AMFR-Zugabe gemessen und didatkendiagramm (Abb. 38)
dargestellt.

Wie erwartet zeigte die AMFR-D1-Kontrollprobe weg&bwesenheit von Tryptophan, keine
Eigenfluoreszenz. Wurde ein Nukleotidiiberschuss A@P hinzugeflgt, so konnte die
bereits festgestellte spezifische Emissionszunakore ATP &52%) und ADP £24%)
nachgewiesen werden. Hingegen féllt die Emission AMFR-D1-Zugabe auf~22% der
VCP-Eigenfluoreszenz, was mit einer Interaktionl&tkwerden kann. Der Emissionsabfall
konnte in allen Proben mit Nukleotiden komplettarbtinden werden. Ebenfalls konnte durch
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nachtragliche ATP-Zugabe wieder die spezifische $Siohszunahme vor53% erreicht
werden.

In diesem Versuch konnte kein Einfluss der VCP/AMIRRraktion auf die
nukleotidbedingten Strukturanderungen im VCP naeiegen werden. Jedoch wurde eine
Emissionsanderung im nukleotidfreien Assay regastri

Abb. 38: Balkendiagramm der rel. Trp-Fluoreszenz Enission bei Zugabe von Nukleotiden und
AMFR-D1 im Uberschuss. Anregung 300-nm/Emission 360m

ggoQl — — — — — — — — — — — — — —— —— —
71000 -
61000 -
51000 -
41000 -
31000 -
21000 -

rel. Fluoreszenz Emission

11000 +

1000 -
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4.3.3 Ergebnis der Kristallisationsansatze

Vom VCP/AMFR-Komplex existiert bisher keine Rontgestallstruktur. Die
Kristallisationsansétze wurden in Kooperation mit Bvette Roske (Proteinstrukturfabrik,
AG Kristallographie, U.Heinemann, MDC-Berlin) duggfuhrt.

Durch Verwendung der ,hanging-drop“-Methode wurdegelmalige Kristalle u.a. unter
folgenden Bedingungen erhalten (Abb. 39): 10% PB@®&8% Ethylene Glycol 0.1 M Hepes
(pH 7,5). Davon wurden Kristalle in Wasser aufgeldend diese dann zur
Massenspektrometrie gegeben. Weiterhin wurden libgend kleine nadelférmige Kristalle
unter Verwendung von 20% PEG MME 5000, 0.1 M Na-étefpH 7) erhalten.

Es ist aber nicht gelungen, ein Kristall des VCP#RIKomplexes zu gewinnen. Die MS-
Analyse zeigten, dass die Kristalle nur aus VCPu8egen bestehen. Es konnte kein daran
gebundenes AMFR identifiziert werden. Da die Aufitégg der molekularen Struktur des VCP
nicht von Interesse war, wurden keine Kristalle die Rontgenbeugung vorbereitet und es
erfolgten auch keine zusatzlichen Messungen.

Deshalb war eine atomare Auflésung der VCP/AMFRH8Ur mithilfe der vorliegenden
Arbeit nicht méglich.

3 e [ i Abb. 39: regelmaflige Einkristalle
-5 e s aus einen VCP/ AMFR-Komplex
R e e Kristalisation sansatz, die
T vermutlich nur aus kristalisiertem
: ‘ G ' VCP bestehen
A
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5 Diskussion

Ziel dieser Diplomarbeit war es, den medizinisdevanten VCP/AMFR-Proteinkomplex auf
Protein-Protein Interaktionen (PPI) zu untersuched ihn fur die Rontgenstrukturanalyse zu
praparieren.

Die Arbeit teilte sich in zwei experimentelle Absitte auf:

Der erste Abschnitt beginnt mit der UmklonierungnWCP/AMFR-cDNAs und endet mit der
Konstruktion von unterschiedlichen VCP/AMFR-Coe)gsienskassetten.

Im zweiten Abschnitt sollten die rekombinanten @gieteine unter Verwendung der
hergestellten Coexpressions-Klone optimal prapauded ihre Interaktion mittels Affinitats-
pulldowns und Fluoreszenzspektroskopie néher ctexiaiert werden.

5.1 Effizienz des Klonierungssystems

5.1.1 Umklonierung

Im Vergleich zur LIC-Coexpressionsklonierung fuokiierte die konventionelle
Umklonierung relativ gut. Jedoch zeichnete sichmbeimklonieren der VCP/AMFR-cDNAs
ein eindeutiger Trend ab, der sich vermutlich aumhf die geringe Ausbeute der
Coexpressionsklonierung Ubertrug. Bereits durchgdigngfligigen GrolRenunterschiede der
AMFR-Inserts konnte in der Transformationsrate igaetiesen werden, dass je groRRer das
Insert war, desto geringer war die Klonierungsedfiz. Dafur spricht auch die schwierige
Umklonierung desull-length VCP-ORF, die sich als problematisch erwies.

Vermutlich steht die geringe Klonierungseffizienzesd VCP-Ligationsansatzes in
Zusammenhang mit der GroRe des in pQTEV3 klonierd@P-Fragments. Laut
Literaturangaben (Mullhard 2003) gestaltet sich Klenierung grof3er Inserts (>3 kb) in
bakteriellen Plasmiden oft als schwierig. Das V@Belt mit einer GréRe von 2421 bp
befindet sich somit an der Grenze der Aufnahmek&jiaZusatzlich zeigten die Ergebnisse
der transformierten leeren Vektor-DNA einen Zusaminamg zwischen Plasmidgrof3e und
Transformationrate. Anscheinend neigen kompetemiéelz dazu, auch bevorzugt kleinere
DNA-Molekille aufzunehmen. Zusammengefast kbnnte btmupten, das grol3ere Inserts
sowohl die Ligation als auch die Transformatiorckveeren.

Die Erh6hung der Inkubationsdauer im VCP-Ligatiowssdz brachte eine wesentliche
Verbesserung der Transformationseffizienz, sodasse&hend positive Klone isoliert werden
konnten. Damit liegt die Vermutung nahe, dass deeition von grol3eren Fragmenten mit
einer Erhohung der Inkubationsdauer bei niedriggnperatur optimiert werden kann.

103



Diskussion

Bei der Variation des Insert:Vektor-Verhaltniss&ennte hingegen kein Einfluss auf die
Ausbeute festgestellt werden. Vermutlich macht igsdie Klonierung keinen wesentlichen
Unterschied, ob man 3-mal oder 5-mal mehr Insegkide in der Ligation einsetzt. Jedoch
wirde vermutlich bei héheren Fragmentmengen dagdrsteigen, dass mehrere Fragmente
miteinander ligieren und in den Vektor eingebadtiransformiert werden.

Die mittelsColony-PCR als positiv identifizierten Klone stimmteneathit den nachfolgenden
Ergebnissen der Testexpression und Sequenzierwgrgitibwas fiur die Zuverlassigkeit der
Klonierungsmethode und der PCR-Detektion sprichhnMonnte im Nachhinein behaupten,
dass allein die Spezifitat der PCR ausreicht, uonKldie auf diese Weise hergestellt wurden,
als positiv zu identifizieren.

5.1.2 Coexpressionsklonierung

Im Vergleich zur Umklonierung unterschied sich di€onierungseffizienz bei der
Coexpressionsklonierung wesentlich. Aufgrund ddsehoAnteils an religierten oder erst gar
nicht geschnittenen Vektoren, wurden in der PCR9®% der Transformanden als falsch
positiv identifiziert. Bei dem vorhandenen Religashintergrund war es lediglich der hohen
Anzahl an gescreenten Klonen zu verdanken, dassgallviinschten Klone isoliert werden
konnten (aul3er bei VCP+AMFR-B1 nur zwei Stick panitrukt).

Um Religation zu verhindern, wurde bei der Umklourg die eingesetzte Vektor-DNA zuvor
dephosphoryliert. Da jedoch die Coexpressionskizsaeatgrund einer Annealingreaktion und
nicht durch eine konventionelle Ligation zustandenknt, werden die Phosphatasereste an den
5’-Enden deiPacl/Swal-verdauten Donor-DNA noch bendtigt. Hier kdme vetlich nur eine
Optimierung durch hdher eingesetzte Mengen an Restrsenzym in Frage. Weiterhin
konnte in der Methode nach der Restriktion ein Kaligel eingebaut werden, wodurch
zumindest fur denSwal-Verdau eine Aussage Uber die Menge von gescheittezu
ungeschnittener Donor-DNA mdglich ware.

Den geringen Transformationsraten zufolge scheiatKdonierungseffizienz auch bei der
Coexpression mit der GrolRe der Coexpressionskassedibzunehmen. Die hochste
Transformationseffizienz und die meisten positioliesten Klone wurden bei den kleinsten
Coexpressionskonstrukten VCP+AMFR-B1/-GST festdieste

Laut Alexandrovet al. (2004) ist das konstruierte Tandemplasmid duriehfldnkierenden
LINK-Sequenzen befahigt, weitere ORFs in unbegemanzahl in sich aufzunehmen. Wie
gezeigt, scheint jedoch die GroRRe des resultiererflasmids und der Inserts dabei ein
limitierender Faktor zu sein. Vermutlich kdnnte ndie Ausbeute dadurch optimieren, dass
man testet, bei welcher Restriktionskombinationeeimestimmte InsertgréRe effizienter
kloniert werden kann. Dieser Optimierungsschritinikie in dieser Arbeit nicht getestet
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werden, da das pQTEV3G/AMFR Donorplasmid zwei Ststellen firSwal hatte und die
Klonierung somit nur in der Kombination AMEBR/VCPgya bzw. pQTEV3Gaq/VCPsyal
durchgefihrt werden konnte.

Bei jedem in der PCR positiv identifizierten Coesgsionsklon waren zwei unspezifische
Nebenprodukte entstanden, die als Nebenbanden iano8ggel erschienen. Vermutlich ist
dies ein klassischer Fall von PCR-Artefakten, imede interessanterweise immer nur die
AMFR-Sequenzen zusétzlich amplifiziert wurden. Dahe liegendste Entstehungsgrund ist
aber eine zu niedrige Annealingtemperatur (Midlhagfi03). Wirde ein optimales
Temperaturprogramm zur Identifizierung der Coexgimsskassetten ermittelt werden, kénnte
man sicherlich die Coexpressionsklone auch ohne-R@#akte identifizieren.

Obwohl die Ausbeute gering war, konnten alle gewliten Coexpressionsklone isoliert
werden. Der Erfolg einer Klonierung ist jedoch nichmer vorhersagbar oder planbar, sodass
bei gleich angewandter Methode auch durchaus eieras Ergebnis resultieren kann.

Da die verwendete Methode mit geringem Aufwand ohde notwendigen Sequenzierschritt
durchgefihrt wird, ist sie zur Hochdurchsatzkloarey befahigt (Alexandroet al. 2004). Der
Einsatz vieler getesteter Klone wirde vermutlicttsszum Erfolg fihren., ohne die Methode
modifizieren zu mussen.

In Verbindung mit einer Hochdurchsatz-Umklonierufzgo. Gateway-System) ist es somit
moglich, viele ORFs unterschiedlichster Quellen,allen mdglichen Kombinationen auf
einem polycystronischem Plasmid zu vereinen. Déasgen sich eine Vielzahl weiterer PPI-
Studien durchfuhren.
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5.2 Expression und Reinigung

Alle konstruierten Klone, darunter auch die Coesgprensklone, zeigten ein gutes
Expressionsverhalten mit einer grof3en Ausbeute kemedprimierten Proteinen. Wobei die
Ausbeute weniger durch eine langere Expressionsdasevielmehr durch einen spateren
Indunktionszeitpunkt noch weiter gesteigert werdlennte. Jedoch sollte man die Induktion
nicht zu lange hinauszdgern, da sonst aufgrund Smuerstofflimitierung im Kolben
Géahrungsprozesse einsetzen. Die dadurch angeh&Sfieren leiten die Absterbephase
frihzeitig ein und kdnnten vermutlich auch die @x@rimierten Zielproteine schadigen.
Sicherlich wurde auch die Ldslichkeit der Protedaeunter leiden.

Wie sich herausstellte, lieRen sich zwei coexpniteieProteine (ber ihre Interaktion
gleichzeitig aufreinigen. Fur die grof3technischedRktion von Enzymen ware dieser Aspekt
sicherlich wertvoll. Das Uber die Interaktion aufgaigte VCP hatte eine gute Qualitat, was
auch der ATPase-Test bestatigte. Dabei hat sictAdssvertungsmethode nach Lineweaver-
Burk bewdahrt, obwohl sie eigentlich heute nicht melerwendet wird, wodurch die
Messpunkte durch Approximation an die Michaelis-k@rGleichung ausgewertet werden.
Im kleinen Maf3stab konnte man sich zun&chst niidftes sein, ob die schwachen Banden
tatsachlich den Interaktionspartner darstellen. gelgen lieBen die GST-pulldowns im
praparativen Mal3stab keinen Zweifel an der Intévaktier AMFR-D1/-E1-Konstrukte bzw.
der nicht vorhandenen Interaktion des AMFR-B1. Da Alffinitdt von Interaktionspaaren
uber die konzentrationsabhangige Gleichgewichtslams Kd definiert und quantifiziert
wird, wird ersichtlich, dass bei kleinen aufgergien Mengen nicht genltgend
Bindungsstellen flir eine gut sichtbare Interaktzom Verfliigung stehen. Daraus kdnnte man
folgern, dass pulldown-Assays im verwendeten 1 miklémalfistab, schwach vorhandene
Interaktionen nicht nachweisen kdnnten. Um sichegehen, sollte man auf Aufreinigungen
im groBen Malstab nicht verzichten. Der verminded-Wert scheint auch dafur
verantwortlich zu sein, dass bei der Gelfiltratiain Komplex aufgereinigt werden konnte.
Eventuell kénnte man mit einer Reduktion der Flatsden Komplex zusammenhalten, dies
geht aber vermutlich mit dem Einschluss von Verumgengen einher (s. Ergebnisteil
4.2.6.2). Dennoch zeigten die Hochsalzpraparationkeine Einschrankung der
Wechselwirkung durch hohe lonenstarken, was wiedam Widerspruch zu einem kleinen
Kd-Wert stehen musste. Eine starke VCP/AMFR-Inteoakwirde auch fir eine wichtige
biologische Bedeutung des Komplexes sprechen (\RD@K).

Die hohe VCP-Ausbeute beim GST-pulldown reichteghgen fur das AMFR im His-
pulldown nicht aus um einige mg, zu praparieren.
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Fir die schlechte Ausbeute sind vermutlich u.a. diéllig unterschiedlichen
Milieubedingungen bei der Ni-NTA-Reinigung im Gegatz zu der GST-Reinigung
verantwortlich (stark reduzierendes Milieu, Ni-Meétaisw.). Vermutlich war auch die
grundsatzlich schlechtere AufreinigungskapazitétNieNTA-S&ule fur die geringe Ausbeute
verantwortlich.

Eine andere Mdglichkeit ware eine gestorte Wechsdalmg des VCP zum AMFR im His-
pulldown aufgrund des N-terminalen Hegs. Wanget al. (2004) erwahnt, dass N-terminale
Markierungen die Bindung zum Ubiquitin beeintragbti. Da die N-Domane des VCP fir
jegliche Substratbindung zusténdig ist, konnte &eeintrachtigung der Bindung zum AMFR
bestehen. Weiterhin kann angenommen werden, dask den N-terminalen Hitag eine
rdumliche Nahe der N-Bindungsdoméane zur Ni-NTA-l4a¢ntsteht, die sich negativ auf die
AMFR-Interaktion auswirkt.

5.2.1 Eingrenzung der VCP-Bindungsregion

In den Arbeiten von Zongt al. (2004) und Grelleet al. (2006) wurde die VCP-
Bindungsregion im AMFR auf die letzten 49 As dete@ninus eingegrenzt.

Auch die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissedtiggn, dass die VCP-Bindungsregion sich
am aul3ersten C-terminalen Ende des AMFR befindess nMiithilfe von His/GST-pulldowns
konnten die Interaktionen mit dem VCP nur fir diBIPR-Konstrukte D1/E1 nachgewiesen
werden. Es konnte keine Interaktion mit dem AMFR+thgewiesen werden. Somit fehlen
dem AMFR-B1 bestimmte Sequenzabschnitte, die aui @4- und E1-Konstrukten
vorhanden sind, um eine Bindung zum VCP herzustelle

Da das AMFR-D1 die B1-Sequenzen N-terminal in sichgt, muss sich die VCP-
Bindungsregion zwischen 498-643 AS befinden, was &equenzen des AMFR-E1-
Konstrukts entspricht.

Die AMFR-B1/-D1-Konstrukte enthalten gemeinsam @ige-Domane, wobei das AMFR-B1
hauptsachlich nur aus der Cue-Domane besteht. Bd@onte man folgern, dass die Cue
Domaéne nicht an der Bildung des VCP/AMFR-Komplelzeteiligt ist.

Interessanterweise konnte man den an sich storefbi#tR-D1/E1-Abbau dazu nutzen, die
VCP-Bindungsregion weiter einzuschranken. Abb.4Qtzsn natives PAGE (von Dr. Yvette
Roske durchgefuhrt) auf dem VCP alleine, AMFR-Dleint und VCP+AMFR D1
nebeneinander aufgetragen sind. Da das native RA&GEbbaubanden besser aufgeldst zeigt,
erkennt man genau, dass die oberste Bande im Ggnmsd/ergleich zu AMFR-D1 alleine,
nicht vorhanden ist. Die oberste Abbaubande emtsprdabei genau denfull-length
Konstrukt, das sich als Einziges erkennbar an V@Ridb. Wie im nachsten Abschnitt
beschrieben, schreitet der Abbau vom C-Terminus Blrerminus voran. Wenn man die
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Ubrig gebliebene oberste Abbaubande mittels MS-sakequenzieren wirde, kbénnte man
vermutlich die Bindungsregion weiter einschrank&us dem Gel abgeschétzt, sieht es so aus,
als waren nur die letzten 20 AS des AMFR an daré&ition beteiligt.

VCP+
VCP  AMFR-DL ,.© o
| VC: ;f,\l;llllz'R Abb. 40: natives PAGE von
o DL getrennt aufgereinigten
VCP/AMFR-D1-Proben die
fur den Kristalisationsansatz
vereinigt wurden.
full-length-
AMFR-D1

5.2.2 Proteolytischer AMFR-Abbau

Waéhrend die Praparation des VCP stabil mit hohentl®#t und Ausbeute verlief, war die
Aufreinigung der Interaktionspartner AMFR-D1/-E1 rdu Inhomogenitat der Praparate
charakterisiert. Fir VCP ist eine gute proteolytesscAbbaustabilitat gegentber Trypsin
bekannt, die durch die Zugabe von Nukleotiden ngesteigert werden kann (War al.
2003).

Der schnell voranschreitende proteolytische AbbauAMFR-D1/ E1-Konstrukte stellte ein
zentrales Problem in der Préaparation des VCP/AMIRaglexes dar, welches vermutlich die
Kristallisation scheitern lie3. Die Kristalle, di@us einem Ansatz mit beiden Proteinen
entstanden sind, bestanden nach MS-Analyse nur \&B. Vermutlich konnte der
interagierende AMFR-Abschnitt nicht zusammen mindéCP kristallisieren, da er bereits
proteolytisch abgebaut war.

Hingegen bleibt das AMFR-B1 bei der Aufreinigunglst und lasst sich tGber Monate im
Kihischrank unveréndert lagern (Abb.41).

Der proteolytische Verdau der AMFR D1/-E1-Konsteikisst sich aufgrund der leiterartigen
Anordnung im SDS-PAGE als diskontinuierlich besdbea. Es sieht so aus, als wirden die
AMFR-D1 und —E1 Konstrukte zunachst in Fragmente definierter Gré3e in der Néhe des
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C-terminus gespalten. Wahrscheinlich befinden s@herminal von der Cue-Doméne
bestimmte Erkennungssequenzen fiur Endopeptidaseniilyig Gebliebene, mit dem GST
fusionierte N-terminale Abschnitt wird dann mitt€kSH-Agarose aufgereinigt. Im weiteren
Verlauf werden die entstandenen Bruchstiicke durabpé&ptidasen schliel3lich vollstandig
abgebaut. Fir das AMFR-E1 hat dies zur Folge, dash einigen Wochen im Kihlschrank
kein Protein mehr im SDS-PAGE zu sehen ist. Hingegied das AMFR-D1 nur bis zu einem
bestimmten Punkt abgebaut, der Cue-Doméne. In Alib.erkennt man dies an den
Abbaubanden auf Hohe des AMFR-B1-Konstrukts, doatibeim AMFR-E1 vorkommen.

Die proteolytische Abbaustabilitdit von Proteindoer@nist vielfach in der Literatur

beschrieben (Cabrita & Bottomley 2004).

AMFR-B1 AMFR-E1 AMFR-D1
3 Monate 1 Monat 1Monat M kDa

150

75 Abb. 41: Lagerung der

50 unterschiedlichen AMFR-Konstrukte

37 Uber einen bestimmten Zeitraum be
4°C.

25

20

15

10

5.2.3 MalRnahmen gegen den proteolytischen Abbau

In vivo wird vermutlich Abbau der C-terminalen AMFR-Segeen durch Anwesenheit von
Cofaktoren verhindert. Fir die Praparation des VWBH?R-Komplexes war es essenziell, das
Problem mit dem proteolytischen Abbau in den Griffoekommen.

Wie in dieser Arbeit festgestellt, gewahrte coexyertes VCP einen gewissen Schutz vor
proteolytischen Abbau, jedoch keine Sicherheitdiir stabil aufgereinigtes AMFR-D1/-E1-
Konstrukt. Vermutlich sind hierbei beide Konstruktét dem VCP so assoziiert, dass sie fur
die Proteasen schwerer zuganglich sind.

Hingegen zeigten die unterschiedlichen chemischeote®sehemmer keine Wirkung.
Offenbar gehdren die AMFR-abbauenden Proteasent raam Wirkungsspektrum der
eingesetzten Hemmer. An dieser Stelle konnteneiatit andere Chemikalien eine Reduktion
der Abbauaktivitat bewirken.
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Um die AMFR-D1/-E1-Proteine stabil praparieren zZinken, wurden Hochsalzreinigungen
und doppelte Gelfiltration eingesetzt. Insbesondterte die 2. Gelfiltration die Proteasen so
effektiv verdiinnen, dass eine relativ homogene &#ijon resultierte.

AulRerdem bewirkte vermutlich der hohe NaCl-Gehlgichzeitig eher eine Stabilisierung der
Sequenzen als eine Proteasehemmung. Eventuellnbittie Proteine durch die hohe
lonenstarke kompakte Formen aus, die sie nach al$enden und widerstandsfahiger gegen
Proteasen machen. Ectoine beispielsweise zeigea Wrkung (Rehm 2002).

Falls spezifische Protease-ErkennungsequenzenratedB/se fihren, kdnnte man die diese
Sequenzen durch Mutagenese ausschalten und soenitAMiFR-D1/-E1-Proteine stabil
aufreinigen.

Dafir konnte man zusatzlich die Proteinbanden zveisc/CP und AMFR-D1/- E1 aus dem
SDS-Dokumentationsgel der Gelfiltration ausschnei¢e Abb. 29 oder 31) und per MS
feststellen, um welche Proteasen es sich dabekeltand

Alternativ ware eventuell auch ein anderes Expoessystem (z.b. Hefe, Insektenzellen,
CHO usw.) besser geeignet, um nicht dem aufzuemigm AMFRE. Coli-Proteasen
auszusetzen. Die AMFR-Expressionskassetten koniben aft-sites leicht in ein anderes
Expressionssystem uberfuhrt werden.

5.3 Schlussfolgerung und Aussicht

Die  Ergebnisse der Kiristallisation haben wieder mah bestatigt, dass
Kristallisationsexperimente von homogenen Prapamati durchgefuhrt werden missen.

Die Aufgabe, nach weiteren neuen Bedingungen zhesycum den VCP/AMFR-Komplex
kristallisieren zu kdnnen, bleibt also bestehenvéibleibt jedoch weiterhin die Mdglichkeit,
mit der in dieser Arbeit optimierten Methode einegiskallisation durchzufiihren. Die
Bedingungen, bei denen das VCP kristallisierte,nknvermutlich auch bei einem reineren
Ansatz zum Erfolg fuhren.

Ebenso scheint die Fluoreszenzspektroskopie efektige Methode zu sein, um strukturelle
Konformationsédnderungen im VCP zu analysieren undmits mehr uber den
Bindungsmechanismus zum AMFR zu erfahren. Diesénit sollte noch weiter modifiziert
werden. Weiterhin kdnnte eine Kd-Wert Bestimmung 8tarke der VCP/AMFR-Bindung
charakterisieren, um somit die biologische Bedegilegs Komplexes weiter zu erfassen.
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6 Zusammenfassung

Der VCP/AMFR-Komplex kommt als medizinisch relevamProteinkomplex beim Menschen
vor. Er besteht aus der ATPase VCP (Valosin-comtginprotein) und dem ER-
membranstandigen AMFR (tumor autocrine motilitytéeaeceptor), die tber Protein-Protein-
Interaktionen (PPI) zusammengehalten werden. Gesamirspielen sie eine zentrale Rolle in
der Regulation des intrazellularen Proteinabbaus.

In dieser Arbeit wurden die PPl des VCP/AMFR-Konxgle affinitatschromatographisch
(pulldown) und fluoreszenzspektroskopisch untersudititels der daftir hergestellten AMFR-
Konstrukte konnten die Interaktionen nachgewiesed die VCP-Bindungsregion auf dem
AMFR genauer lokalisiert werden.

Zuvor wurden die cDNAs des VCP-ORF und AMFR-Konkteu in bakterielle
Expressionsvektoren mit spezifischen Eigenschafterkloniert, um damit Konstrukte zu
deren Coexpression herzustellen.

Weiterhin wurde die Uberexpression, Aufarbeitungd uReinigung der Zielproteine
entwickelt, um ausreichende Mengen fir die dreidisn@nale Strukturanalyse bereit
zustellen. Da wahrend der Reinigung die StabitigitAMFR-Proteine verloren ging, konnten
nur die VCP-Proteine kristallisiert werden.

Mittels Fluoreszenzspektroskopie konnte eine nukdabhangige Strukturanderung im VCP-
Hexamer identifiziert werden. Hingegen konnten VANFR-bedingte Struktur&nderungen
nicht mit Sicherheit festgestellt werden.
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Abkilrzungen

8 Abkiurzungen

AAA ATPases associated with various cellular
activities

AC Affinitatschromatographie

AC Affinitatschromatographie

AMFR tumor autocrine motility factor receptor

As Aminoséauren

ATP Adenosin-Triphosphat

BSA Rinderserum Albumin

C-terminal carboxyterminal

dCTP Desoxy-Cytosin- Triphosphat

dGTP Desoxy-Guanin-Triphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

f.c. Endkonzentration

FPLC fast protein liquid chromatography

g Gramm

GSH reduziertes Glutathion

GST Gluthation-S-Transferase

h Stunde (hour)

His; Heptahistidin

HPLC High Performance Liquid Chromatography

IMAC immobilized metal affinity chromatography

k kilo (10%

kb Kilobasen

konz. konzentriert

I Liter

min Minute

NacCl Natriumchlorid

N-terminal aminoterminal

PCR Polymerase Kettenreaktion

Pi Phosphat, Pg(inorganic)

PPI Protein-Protein-Interaktionen

PSF Protein Structure Factory

S Sekunde

SDS-PAGE SDS-polyacrylamidegelelectrophoresis

snp soluble native protein

sog. sogenannten

TEV Tobacco Etch Virus

U Enzymeinheit (unit)

UuN Uber Nacht (langer als 15 Stunden)

viv Volumen/Volumen (volume/volume)

VCP Valosin-containing protein

wiv Gewicht/Volumen (weight/volume)

wcp whole cellular protein

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung (g = 9,8} /s
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9 Anhang

9.1 VCP/AMFR-Sequenzen

klonierte Abschnitte sind fett gedruckt

9.1.1 VCP/p97
(full-length-ORF, AccNr. NM_007126/ NP_009057)

AS-Sequenz(806 As, MG= 89321.8 Da,=36620 M cm™, pl= 5.14)
1 masgadskgd dl stail kgk

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

gkkr reavci
dtvegi tgn

vi hcegepi k
i11ygppgtg
i fidel dai a
grfdrevdig
gai r kkdl

gl edvkrel g

vl sddt csde
fevyl kpyf |
r edeeesl| ne
ktliaravan
pkr ekt hgev
i pdatgrl ei
dl edeti dae
el vaqypvehp

si kgpel I t m wf geseanvr

i ngi | tendg
| rkspvakdv

st kknvfi
dl ef | akntn

nrpnrlivde
ki rmmrvvrn
eayr pi rkgd
vgyddi ggcr
etgaffflin
errivsqgllt
I gi ht knnkl
vmmsl avt nd
dkf I kf gm p
ei f dkar qaa
gatnrpdiid
gf sgadl t ei

eveeddpvpe irrdhfeeamrfarrsvsdn
agpsggsggg tggsvytedn dddl yg

DNA- SequenzVCP (codierender Bereich mit Stop-Codon von 213-26383421bp)

1 ctgccactgc
t gggaggaag
gaagagccga
cgccacagcc
atgacctatc
aagccat caa
agttgttccg
tcgtcctttc
at aaccttcg
acggcaaacg
t ctt cgaggt
acatttttct
ctagccctta
aacgagagga
ggaagcagct
tt aaggcaat
gaaagaccct
atggtcctga
tt gaggaggc
ct cccaaaag
ccct cat gga
ccaacagcat
gaattcctga
t ggcagat ga
actt agcagc
ttgacct aga
atgacttccg

cacct cgcgg
cgagagggaa
gcccecggeca
gccggeggga
aacagccatt
t gaggacaac
aggt gacaca
t gat gat act
tgtacgccta
tatccatgtg
atacctt aag
t gt ccgt ggt
ttgcattgtt
t gaggaagag
agct cagat ¢
t ggt gt gaag
gattgctcga
gat cat gagc
t gagaagaat
agagaaaact
t ggcct aaag
t gacccagct
tgct acagga
tgtggacctg
cctgtgctca
ggat gagacc
gt gggecttg

at caggagcc

gccget t ggg
gt cggt cgct
gaggcgcgeg
ct caaacaga
agt gt ggt gt
gtgttgctga
tgttctgatg
ggggat gt ca
ctgcccattg
ccgtacttcc
gggat gcgt g
gct ccagaca
tccttgaatg
aaagagat gg
cct cct agag
gct gt agcaa
aaatt ggctg
gctcct gcca
cat ggcgagg
cagagggcac
ct acggcgat
cgcttagaga
gaacaggt ag
gaggct gctc
att gat gccg
agccagagt a

ai nednsvvs
nlrvrlgdvi
i flvrggnra
kgl aqi kenv
gpei nskl ag
| mdgl kgr ah
addvdl eqva
df rwal sgsn
skgvl fygpp
pcvl ffdel d
pail rpgrld
cqrackl air
di r kyenf aq

agcgttgttc
ctcttgtcge
t gccaccgct
ccatggcttc
agaaccgt cc
ccttgtccca
aaggaaagaa
agaagattcg
t cagcat cca
at gacacagt
t ggaagcgt a
ct gt ggagt t
cagt gat cca
aagt agggt a
t ggaact gcc
gaat cct gct
at gagact gg
gt gagt ct ga
tcatcttcat
t ggagcggceg
at gt gattgt
ttggtcgett
ttcttcagat
ccaat gagac
t gcaagccat
aggt cat gaa
acccat cagc

| sgpkndel q
si gpcpdvky
vef kvvet dp
el pl rhpal f
esesnl r kaf
vi vimaat nr p
net hghvgad
psal retvve
gcgkt 1| aka
si akar ggni
gl ivyipl pde
esieseirre

tlqqsrgfgs

gcccgacgcec
cgctgetcge
cgtagccgtt
t ggagccgat
caatcggtta
gcccaagat g
gagacgagaa
gat gaat aga
gccat geccect
ggaaggcat t
tcgacccatc
caaagtggtg
ct gcgaaggg
t gat gacatt
cct gagacat
ttacggacct
agccttcttc
gagcaacctt
t gat gagct a
cattgtatca
tat ggcagca
t gacagggag
ccat accaag
t cacgggcat
ccgcaagaag
ctctctagca
act gcgggaa

[ frgdtvllk
gkri hvl pid
spyci vapdt
kai gvkpprg
eeaeknapai

nsi dpal rrf
| aal cseaa

vpqvt wedi g
i anecqanfi

gdgggaadrv
ksrvai | kan
rerqtnpsam

frfpsgnqgg

tcgct gccgg
ccaccgcectg
acccgcegggce
t caaaaggt g
attgttgatg
gat gaattgc
gctgtttgcea
gttgttcgga
gat gt gaagt
act ggtaatc
cggaaaggag
gaaacagat ¢
gagcct at ca
ggt ggct gea
cctgecectct
cct ggaacag
ttcttgatca
cgt aaagcct
gat gccat cg
cagttgttga
accaacagac
gtagatattg
aacat gaagc
gt gggt gct g
at ggat ct ca
gttactat gg
accgt ggt ag
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1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

aggt gccaca
aggagct ggt
cttccaaggg
ccattgctaa
tgtggtttgg
cccect gt gt
tt ggagat gg
gcat gt ccac
at cct gccat
agaagt cccg
t ggact t gga
tttgccagcg
aacgagagag
agat ccgt cg
atgacattcg
gcttcagatt
gcacaggt gg
t ggccagcegt
ccaggagagg
gct acagt ct
aat aaaagcg
gggcct at gc
ccaaggcact
gccctccectt
t at at agaga
acaagcagt t
aat ggaaaaa

ggt aacct gg
ccagt at cct
agttctgttc
t gaat gccag
ggagt ct gag
gctattcttt
t ggt ggggct
aaaaaaaaat
cct cagacct
tgttgccatc
gttcct ggct
tgcttgcaag
gcagacaaac
agatcacttt
gaagt at gag
ccctt caggg
cagt gt at ac
gcagt gagct
gaccaggggt
gact ct ggac
attttcattt
catttctgtt
act gccacct
ccccctatcc
gt aggt t gat
t ct aaaccaa
aaaaaaaa

gaagacat cg
gt ggagcacc
tat ggacctc
gccaacttca
gccaat gt ca
gat gagct gg
gct gaccgag
gtgttcatca
ggccgtcttg
ct caaggct a
aaaat gact a
ct ggccatcc
ccat cagcca
gaagaagcca
atgtttgccc
aaccagggt g
acagaagaca
ggcctgect g
gcgcccacag
agggggtttc
ggt aggcgga
gtagtttggg
gccacagt aa
aacct gggt a
ttattttaca
aaaat gacat

9.1.2 Sequenzen der AMFR-Teilkonstrukte
(AccNr. NM_001144/ NP_001135)
AMFR-B1: (AS: 450-510, DNA: 1413-1595)

AS-Sequenz (61 As, MG =6949.8 Bas 1490 M' cmi?, pl= 4.91)
421 ffhfdgsria sw psfsvev
481 qgltrsveitt dnilegriqv

DNA (183bp):

1381
1441
1501
1561

DNA-Sequenz (567bp):

1381
1441
1501
1561
1621
1681

aagt gat gca
caat ggct ca
acct ccagct
aagt accttt

aagt gat gca
caat ggctca
acct ccagct
aagt accttt
aaaggccaag
t ggacct cag

caccaccaac
tcagattcaa
gacacgct ca
tcctacacag

caccaccaac
tcagattcaa
gacacgct ca
tcctacacag
cagt gaccag
tcctcgectg

ggggcct aga
cagacaaat t
ctggct gt gg
t ct ccat caa
gagaaat ct t
attcgattgc
t cat caacca
tt ggcgcet ac
at cagct cat
acct gcgcaa
atggcttctc
gt gaat ccat
t ggaggt aga
tgcgetttge
agacccttca
gagct ggccce
at gat gat ga
gaccttgttc
cct get ccat
t gtt gcaaaa
gagtgaatta
gcagt gcagg
agcat ct gca
ggt gggt agg
tgcttttgag
gtt gt aaaag

ggat gt caaa
cctgaagttt
gaaaactttg
gggt cct gag
t gacaaggcc
caaggct cgt
gat cct gaca
caaccggcct
ctacatccca
gtccccagtt
t ggagct gac
cgagagt gag
agaggat gat
gcgccegttct
gcagagt cgg
cagt cagggc
cct gt at ggc
cctgggggt g
tctccagt ct
at acaaaaca
ccaacaggga
ggacct gt gt
cttgactcaa
ggccacagt t
ttaatgttgg
gacaat aaac

mhttnil git gasnsql nam ahqgi genf pq

pf pt gr sdsi

r pal nspver

pssdgeeget

attcttggca ttacgcaggc cagcaactcc
gagatgtttc cccaggttcc ataccatctg
gt t gaaat aa caacagacaa tattttagaa
cggt cagat a gcat cagacc tgcattgaac

AMFR-D1 (AS: 456-644, DNA: 1431-1997)

AS-Sequenz (188 As, MG =21378.7 Ba 1490 M* cmi?, pl= 4.84):
421 ffhfdgsria sw psfsvev
481 qltrsveitt dnilegriqv
541 | sprleetld fgevevepse
601 sseddaases fl psegassd

mhttnil git
pf pt gr sdsi
vedf ear gsr
pvtlrrrm a

attcttggca
gagatgtttc
gt t gaaat aa
cggt cagat a
gaagagggag
gaggagacgc

gasnsql nam ahqi gentf pq

r pal nspver
f sksader gr
aaaerrl gkq

ttacgcaggc
cccaggttcce
caacagacaa
gcat cagacc
aaacttctgc

t ggactt cgg

pssdgeeget
m vqr kdel
gts

cagcaact cc
ataccatctg
tattttagaa
t gcat t gaac
t cagaccgag
cgaggt ggaa

cgt gagct ac
ggcat gacac
ttggccaaag
ctgct cacca
cgccaagct g
ggaggt aaca
gaaat ggat ¢
gacatcattg
cttcctgatg
gccaaggat ¢
ct gacagaga
at t aggcgag
ccagtgcctg
gt cagt gaca
ggctttggca
agt ggaggcg
t aagt ggt gg
gggcgettge
gaacagttca
aaagcgat aa
at t gggcect t
ggggt gt gaa
tgctgcccga
gctggat gt t
aaaact aat ¢
gt t gggt caa

vpyhl vl qdl
saqtervpl d

cagct caat g
gt act gcagg
ggacggattc

agt cct gt gg

vpyhl vl qdl
saqtervpld
ggar kr fl nk

cagct caat g
gt act gcagg
ggacggattc
agt cct gt gg
cgt gt gccac
gt ggagccca
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1741
1801
1861
1921
1981

gt gaggt gga agactt cgag
agcgcat gct ggt gcagcegt
acaaaagttc tgaagat gat
ctgaccccgt gaccctgegt

gctcgt ggga geccgettctc caagtct get
aaggacgaac tcctccagca agctcgcaaa
gcggcectcag agagcttcct cccctcggaa

cgaaggat gc tggctgccge cgcggaacgg

AMFR-E1 (AS: 498-644, DNA: 1557-1997)
AS-Sequenz (146AS, MG =16505.1 @a; nicht vorhanden, pl= 4.84)

481 qltrsveitt dnilegriqv
541 | sprleetld fgevevepse
601 sseddaases fl psegassd

DNA-Sequenz (441bp)
1501 acctccagct
1561 aagtaccttt
1621 aaaggccaag
1681 tggacctcag
1741 gtgaggt gga
1801 agcgcat gct
1861 acaaaagttc
1921 ctgaccccgt
1981 agcagcagac

gacacgct ca
tcctacacag
cagt gaccag
tcctcgectg
agact t cgag
ggt gcagcgt
t gaagat gat
gaccct gcgt
ctcctag

pf pt gr sdsi
vedf ear gsr
pvtlrrrm a

gtt gaaat aa
cggtcagat a
gaagagggag
gaggagacgc
gct cgt ggga
aaggacgaac
gcggect cag
cgaaggat gc

r pal nspver
f sksadergr
aaaerrl gkq

caacagacaa
gcat cagacc
aaacttctgc
t ggact t cgg
gccgettctce
tcctccagca
agagcttcct

t ggct gccgce

9.2 pQTEV3/pQTEV3G-Expressionsvektoren

4901 bp

ColiE1 on

Ausschnitt pQTEV3-Sequenzen:

Xhol Pacl

agcagcagac ctcctagcgc tcccttgect tcctcagectg cctcctgege

pssdgeeget
m vgr kdel |
gts

tattttagaa
tgcat t gaac
t cagaccgag
cgaggt ggaa
caagt ct gct
agct cgcaaa
cccct cggaa

cgcggaacgg

1 CTCGACCTTA ATTAACAACA CCATTTGICG AGAAATCATA AAAAATTTAT
51 TTGCTTTGIG AGCGGATAAC AATTATAATA GATTCAATTG TGAGCGGATA

EcoRl

101 ACAATTTCAC ACAGAATTCA TTAAAGAGGA GAAATTAACT ATGAAACATC

Pst

151 ACCATCACCA TCACCATGGT GCTGCAGGTA CAAGITTGTA CAAAAAAGCA
Not |
201 GGCGAGAATC TTTATTTTCA GGGATCCAGT CTTCGCATGC ATGAAGACGC
Hi ndl |

BanH

gat gagagac
cgtttcttga
ggt gcgt cct
aggct t caga
cctgtgececg

saqtervpl d
gqar kr f | nk

ggacggattc
agt cct gt gg
cgt gt gccac
gt ggagccca
gat gagagac
cgtttcttga
ggt gcgt cct
aggct t caga



Anhang

251
301
351

GGCCGCCTAG GACCCAGCTT TCTTGTACAA AGIGGTAAGC TTAATTAGCT

GAGCTTGGAC TCCTGITGAT AGATCCAGTA ATGACCTCAG AACTCCATCT

GGATTTGITC AGAACGCTCG GITGCCGCCG GGCGITTTTT ATTGGTGAGA

Swal Pacl

ATCCAAGTAA CAACACCATT TAAATGGAGT GGTTACAAAT GGAGTGGITA
M E W L QM E WL

401

Nhel
ATTAAGGCTA GCTTGGCGAG ATTTTCAGGA GCTAAGGAAG CTAAAATGGA
Il K AS L AR F S G A KU EA K ME
GAAAAAAATC ACTGG. . ... 4863 TATAAAAA TAGGCGTATC ACGAGGCCCT TTCGICTITCA 4901 C

451

501

Ausschnitt pQTEV3G-Sequenzen (pQTEV3+GST-tag):
Xhol Pacl

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

501

551

601

651

701

751

801

851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201

1251

CTCGAGCTTA ATTAACAACA
TTCCTTTGIG AGCGGATAAC
ACAATTTCAC ACAGAATTCA

CCATTTGICG AGAAATCATA

AAAAATTTAT

TACTAGGTTA
L G Y
TTGGAATATC
L E Y L
AGGTGATAAA
G D K
ATCTTCCTTA
L P Y
ATCATACGIT
I 1 RY
AGAGCGTCCA
E R A
ACGGTGITTC
G V S
GATTTTCTTA
D F L S

ATGTCATAAA
C H K
TGITGTATGA
L Y D
GATGCGITCC
D A F P
ACAAATTCGAT
QI D
AGGGCTGCCA
G W Q
CTGGGTGCTG
L G A A

TTGGAAAATT
W K |
TTGAAGAAAA
E E K
TGGCGAAACA
W R N K
TTATATTGAT
Y | D
ATATAGCTGA
I A D
GAGATTTCAA
E I S M
GAGAATTGCA
R I A
GCAAGCTACC
K L P
Swal
ACATATTTAA
T Y L N
CCGCTCTTGAT
A L D
CAAAATTAGT
K L V
AAGTACTTGA
K'Y L K
AGCCACGITT
A T F
CAGGTACAAG
G T S

BantHl

TTTTCAGGGA TCCAGICTTC
F Q G S S L R
CACGCTTTCTT GTACAAAGTG
GITGATAGAT CCAGTAATGA
CGCTCGGTTG CCGCCGRECG
Swal
ACCATTTAAA TGGAGTGGIT

AATTATAATA
TTAAAGAGGA

AAGGGECCTTG
K G L V
ATATGAAGAG
Y E E
AAAAGTTTGA
K F E
GGTGATGITA
G D V K
CAAGCACAAC
K H N
TCCTTGAAGG
L E G
TATAGTAAAG
Y S K D
TGAAATGCTG
E ML

ATGGTGATCA
G D H
GITGITTTAT
V V. L Y
TTGITTTAAA
C F K
AATCCAGCAA
S S K
GGTGGTGECG
G G G D
TTTGTACAAA
L Y K

GCATGCATGA
M H E

GTAAGCTTAA

CCTCAGAACT

GATTCAATTG TGAGCGGATA

GAAATTAACT

ATGTCCCCTA

M S P I
TGCAACCCAC TCGACTTCTT
QP T RL L
CATTTGTATG AGCGCGATGA
HLYGE RDE
ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA
L GL EFUPN
AATTAACACA GTCTATGGCC
L TQ S MA
ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA
ML GG C P K
AGCGGTTTTG GATATTAGAT
A VL DI RY
ACTTTGAAAC TCTCAAAGTT
FET L KV
AAAATGTTCG AAGATCGTTT
K MF E DRL

TGTAACCCAT CCTGACTTCA
vV TH P D F M
ACATGGACCC AATGTGCCTG
M D P MCL
AAACGTATTG AAGCTATCCC
K RI E A1 P
GTATATAGCA TGGCCTTTCC
Y I A WP L Q
ACCATCCTCC AAAATCGGAT
H P P K S D
AAAGCAGGECG AGAATCTTTA
K AGE N LY
Not |
AGACGCGGECC GCCTAGGACC
D A A A *
TTAGCTGAGC TTGGACTCCT

CCATCTGGAT

TTTTTTATTG GIGAGAATCC
Pacl
ACAAATGGAG TGGITAATTA

M
GGCGAGATTT
A R F

E WL
TCAGGAGCTA
S G A K

Q M E
AGGAAGCTAA
E A K

WL | K
AATGGAGAAA
M E K

GATATACCAC CGTTGATATA
Y T T V D I
GCATTTCAGT CAGTTGCTCA
A FQS V AQ
TATTACGGCC TTTTTAAAGA

TCCCAATGGC ATCGTAAAGA

TTGTTCAGAA
AAGTAACAAC

AGCGCTAGCTT
A S L
AAAATCACTG
K1 T G
ACATTTTGAG

S Q WH
ATGTACCTAT
cC T Y
CCGTAAAGAA

R KE HFE
AACCAGACCG TTCAGCTGGA
NQTV QL D
AAATAAGCAC AAGTTTTATC
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I T A F L KT VKK NKWH KUFYP
1301 CGGCCTTTAT TCACATTCTT GCCCGCCTGA TGAATGCTCA TCCGGAATTT

A F | H1l L A RL M NAMH P EF
1351 CGTATGGCAA TGAAAGACGG TGAGCTGGTG ATATGGGATA GIGITCACCC
R MAM KDOG ELV I WDS V HP

1401 TTGITACACC GITTTCCATG AGCAAACTGA AACGITTTCA TCCCTCTGGA
cyYyT T™ VFHE QTE TFS S L WS

1451 GIGAATACCA CGACGATTTC CGGCAGITTC TACACATATA TTCGCAAGAT
EYH DDF RQFL HI Y S QD

1501 GIGCCGTGIT ACGGTGAAAA CCTGGCCTAT TTCCCTAAAG GGTTTATTGA
vV ACY GEN L AY FPKG F I E

1551 GA. ..

5451 AAAGTGCCAC CTGACGICTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA

5501 TAAAAATAGG CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC

Die Glutathion-Transferase (GST) hat eine Gro6RReisbf66 bp (222 As). Die gesamte GST-
Expressionskassette in pQTEV3G ist fur sich gesetsh bp (251 As) grof3. Mit einem
BamHI/Notl-Insert ware sie 732 bp (244 As, MG=27,92 kDa)grdach der Behandlung mit
TEV-Protease besitzt der G$3g noch dieattB1-site und hat damit eine Grdl3e von 699 bp
(233 As, MG=26,92 kDa).

9.3 Zusammensetzung der PCR-Amplifikate aus der
Coexpressionsklonierung

: Tandemplasmidkonstrukt
Zusammengesetzte Bereiche der P

Coexpressionskassetten VCP+AMFR | VCP+AMFR | VCP+AMFR | VCP+GST-
Bl D1 El Kontrolle
VCP-Insert [bp] 2422 2422 2422 2422
AMFR-Insert [bp] 183 567 441 -

His und GST-Affinitattags+attB1/B2

sites+TEV-sitesBamHI/Notl-sites [bp] 880 880 880 901
Abstand des 5’- Primers zum Startcodon 179 179 179 179
des ersten Inserts [bp]
Abstand deanttB2-site des ersten Inserts
zum Startcodon des zweiten Inserts [bp] 268 268 268 268
Abstand 3 -F_’rlmers zuattB2 site des 219 219 219 219
zweiten Inserts [bp]
GroRRe der Coexpressionskassette (Abstand 4046 4430 4304 3884

derPacl-Sites) [bp]

GroRe des PCR-Produkts [bp] 4151 4535 4409 3989
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9.4 Errorfunktion-Tabellenwerte

aus Belteet al. (1988)
mit erf(-x)= -erf (x)

19 o ‘ "~ Elution Chromatography

TABLE 7.2-1. Values of erf(x)
x 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0.0 0000 0011 0023 0034 0.045 0056 0068 0079 0.09 0.101
01 0112 0124 0135 0146 0157 0.168 0179 0190 0201 0212
02 0223 0234 0244 0255 0266 0276 0287 0297 0308 0318
.03 .0.329 . 0340 0349. 0359 0369 0379 0389 0399 0.409 0419
04 0428 0438 0447 0457 0.446 0475 0485 0494 0503 0512
0.5 0521 0529 0.538 0546 0.555 0.563 0572 0.580 0.588 0.596
0.6 0604 0.611 0.619 0627 0634 0.642 0.649 0.657 0.664 0.671
0.7 0678 0.685 0.691 0698 0.705. 0711 0717 0.724 0.730 0.736
08 0742 0748 0754 0759 0765 0771 0.776 '0.781 0.787 0.792
0.9 0.797 0.802 0.807 0812 0.816 0.821 0.825 0.830 0.834 0.839
1.0 0.843 0.847 0.851 0.855 0.859 0.862 0.866 0.870 0.873 0.877
11 0830 0884 0887 08% 0.893 0896 0899 0902 0.905 0.908
12 0910 0913 0916 0918 0921 0923 0925 0928 0930 0.932
1.3 0934 0936 0938 0940 0.942 0944 0946 0.947 0.949 0.951
14 0952 0954 0955 0957 0958 0960 0961 0962 0964 0.965
1.5 0966 0967 0968 0970 0.971 0972 0973 0974 0.975 0975
1.6 0976 0977 0978 0979 0.980 0980 0.981 0.982 0.982 0.983
1.7 0984 0984 0985 098 0986 0987 0987 0.988 0.988 0.989
1.8 00989 099 0.9% 099 0991 0:991 0991 0.992 0.992 0.992
1.9 0993 0993 0993 0994 0.994 0994 099 0.995 0.995 0.995
20 0995 0997 0998 0999 0.999 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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