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1 Einführung 

1.1 Protein-Protein-Interaktionen und Proteinkomple xe. 

Protein-Protein-Interaktionen (PPI) spielen bei allen biologischen Prozessen eine Rolle. Jedes 

Protein hat eine spezifische Funktion. Komplexe Aufgaben in einer Zelle können jedoch meist 

nicht von einem einzelnen Protein realisiert werden, sondern werden von in Interaktion 

stehenden Proteinen ausgeführt, den Proteinkomplexen. Proteinkomplexe sind Gruppen von 

Proteinen, die zur selben Zeit am selben Ort miteinander in Interaktion treten (Spirin & Leonid 

2003). Sie können aus vielen Proteinen bestehen, die mehr oder weniger stabil über eine 

Kontaktfläche assoziiert sind. Hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbrücken und 

ionische Bindungen sind die wichtigsten Kräfte bei Proteininteraktionen. 

So bestehen alle strukturgebenden Elemente einer Zelle wie Actin-/Myosinfilamente oder 

Mikrotubuli aus Proteinkomplexen, die durch PPI zusammengehalten werden. Aber auch viele 

Enzyme können ihre volle Aktivität nur im Verbund entfalten. Ein weiteres Beispiel ist die 

RNA-Polymerase, der Transkriptionsapparat, deren Untereinheiten nicht nur vielfache 

Proteininteraktion eingehen, sondern zugleich auch mit DNA und RNA, ihrem Substrat 

interagieren müssen. Ebenso gibt es zahlreiche Beispiele für die auf PPI basierende Regulation 

der Signalweiterleitung in der Zelle (Signaltransduktion). 

Dank der rasanten Entwicklung genomischer Sequenzierungsprojekte wird in wenigen Jahren 

eine praktisch vollständige Sequenzinformation für alle relevanten Proteine vorliegen. Beim 

Humangenom geht man von 40 000 bis 100 000 ORFs aus. Die Herausforderung besteht 

darin, die korrespondierenden Genprodukte (Proteine) in ihrer funktionellen Gesamtheit 

erfassen zu können. Dieser Forschungszweig wird funktionelle Genomik bzw. Proteonomik 

genannt und umfasst die Integration verschiedenster Forschungsgebiete (Wink 2004).  

Proteininteraktionsanalysen sind dabei ein wertvolles Hilfsmittel, um Proteine unbekannter 

Funktion zu identifizieren und charakterisieren. Stellt man nun diese Erkenntnisse mittels 

Knoten und Kanten dar, erhält man ein Netzwerk aus Protein-Protein Interaktionen bei dem 

die Proteine die Knotenpunkte darstellen (Phizicky & Fields 1995). Man schätzt, dass die 

30000 Proteine im menschlichen Körper durch ca. 100000 (1:3) Interaktionen miteinander 

verbunden sind (Wink 2004). Proteinnetzwerke haben eine charakteristische Struktur, von der 

sich biologische Sachverhalte ableiten lassen. Beispielsweise werden sie dazu verwendet um 

Stoffwechselwege zur Bekämpfung von Krankheiten wie Chorea Huntington zu erforschen 

(Göhler et al. 2004).  
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1.2  Methoden zur Bestimmung von Protein-Protein-In teraktionen 

Proteinkomplexe werden prinzipiell mit verschiedenen sich ergänzenden Methoden analysiert. 

1.2.1 in vivo-Methoden 

Bei in vivo-Methoden werden interagierende Proteine so in einer Zelle exprimiert, dass durch 

deren Interaktion ein sog. Reportergen eingeschaltet wird.  

Beispielsweise wird bei der FRET-Methode ein Lichtsignal genutzt, um zwei fluoreszierende 

Proteine, die mit Flurophoren gelabelt wurden, auf ihre räumliche Nähe zu untersuchen. 

Eine weit verbreitete in vivo Methode, bei der mögliche Proteinpaare bereits im 

Hochdurchsatz mittels Robotorhilfe getestet werden, ist das Yeast 2-hybrid-System (YTH). 

Das YTH basiert auf der Expression zweier Fusionsproteine in einer Zelle. Eines der 

Fusionsproteine enthält eine DNA-bindendende Domäne (DBD), die sich an den Promotor 

eines Reportergens binden kann, und ein Protein B (bait=Köder). Das zweite Fusionsprotein 

besteht aus einer Transskriptionsaktivierungs-Domäne (AD) und einem Protein ORF. 

Interagiert B mit ORF, wird ein Transkriptionsfaktor gebildet, der das Reportergen anschalten 

kann. Dadurch kann die Zelle auf einem Mangelmedium wachsen. Eine wachsende 

Hefekolonie zeigt damit an, ob die beiden Proteine interagieren (Göhler et al. 2004, Wink 

2004). 

1.2.2 Affinitätschromatographie (pulldown) 

Eine der dominierenden Methoden zur Untersuchung von PPI, die auch in dieser Arbeit 

verwendet wurde, ist die gemeinsame Reinigung der Interaktionspartner über 

Affinitätsmatrices. Um Interaktionspartner zu finden, werden die Proteine mit einem 

Affinitäts-tag markiert, z.B. mit Gluthation-S-Transferase. Die GST Fusionsproteine binden 

an die Gluthation-Agarose-Matrix der Chromatographie-Säule. Bei Zugabe eines 

Proteingemisches, das den potenziellen Interaktionspartner enthält, werden sie durch die 

Wechselwirkung gemeinsam mit dem Fusionsprotein zurückgehalten. Nicht Bindende fließen 

hindurch und die Komplexe können später eluiert werden (Abb. 1). 
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Die gereinigten Proteine lassen sich dann mittels Röntgenstrukturanalyse auf molokularer 

Ebene identifizieren (Wink 2004). 

1.2.3  Kristallisation  

Für das Verständnis von zellulären Prozessen und Krankheitsbildern sind Kenntnisse über ihre 

Wechselwirkungen innerhalb von Protein-Protein oder Protein-DNA Komplexen auf 

molekularer Ebene essenziell. 

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen kann mittels röntgenkristallographischer 

Methoden bei atomarer Auflösung bestimmt werden. Dabei erhält man ein Strukturmodell mit 

den Positionen der einzelnen Atome. Neben der Kenntnis über die Faltung der Polypeptidkette 

ermöglicht die Untersuchung einer Proteinstruktur auch das Verständnis der Proteinfunktion 

auf molekularer Ebene, z.B. den katalytischen Mechanismus eines Enzyms, die spezifische 

Interaktion eines Proteinkomplexes oder eines Transskriptionsfaktors mit DNA. 

Die Röntgenstrukturanalyse erfordert mehrere Arbeitsschritte: die Kristallisation, die 

Charakterisierung von Kristallen, die Aufnahme von Röntgenbeugungsdaten, die Bestimmung 

der Phasen, die Interpretation der Elektronendichte sowie die Verfeinerung des 

Strukturmodells. 

Bevor man mit Kristallisationsversuchen beginnen kann, muss das Protein zur bestmöglichen 

Homogenität gereinigt werden. Diese wird in der Regel durch SDS-PAGE sowie durch 

Gelfiltration und dynamischer Lichtstreung überprüft. Zur Röntgenstrukturanalyse wird das 

Protein im kristallinen Zustand benötigt, und zwar in Form von großen, möglichst perfekt 

aufgebauten, einzelnen Kristallen (Einkristalle). 

DurchflussDurchfluss

Affinitätsmatrix

pulldown-Eluat

Interaktionspartner

Mit Affinitäts-tag 
fusioniertes Protein

Nicht zürückgehaltene 
Proteine 

Laufpuffer

Proteinextrakt

Abb. 1: Nachweis von PPI und 
Reinigung der Proteinkomplexe 
mittels Affinitätschromatographie 
(pulldown). 
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Die Kristallisation von biologischen Makromolekülen ist auch heute noch eine Technik, die 

auf dem Prinzip von Versuch und Irrtum beruht und deren Ergebnisse nicht vorhersagbar sind. 

Die Eigenschaften eines Proteins, wie Molekulargewicht, Aminosäuresequenz oder 

isoelektrischer Punkt, geben im Allgemeinen keinen Hinweis auf die Bedingungen, die zur 

Kristallisation erforderlich sind.  

Über 3D-Strukturdaten und über bioinformatische Methoden ist es möglich PPI 

vorherzusagen, denn in Proteinen bekannter Struktur befinden sich die Interaktionstellen oft an 

Stellen mit hydrophoben Eigenschaften. 

Mit Hilfe von molekularbiologischen und chromatographischen Techniken ist es möglich, die 

Überexpression und Reinigung von Proteinen in großen Mengen zu gewährleisten, wodurch 

viele hundert Kristallisationsbedingungen (Hochdurchsatzkristallographie) in kurzer Zeit 

getestet werden können (Wink 2004).  

1.2.4 Vorteil von coexprimierten Proteinen  

Als Coexpression wird die gleichzeitige Überexpression von mehreren rekombinanten 

Proteinen in einer Zelle bezeichnet. Aus zahlreichen Literaturbeispielen ist bekannt, dass 

rekombinante Proteine in bakteriellen Expressionssystemen durch Coexpression eine 

verbesserte Löslichkeit erhalten. Darüber hinaus verhindert Coexpression Aggregatbildung 

(inclusion bodies) und kann die biologische Aktivität durch Erhöhung der 

Ligandenbindungsstellen steigern (Li et al. 1997). 

Für die Strukturaufklärung ist es oft schwierig einen homogenen Proteinkomplex aus getrennt 

voneinander aufgereinigten Interaktionspartnern zu erhalten, da die isolierten Untereinheiten 

bereits interagieren. Mittels Coexpression ist es möglich, einen Proteinkomplex, der zuvor nur 

als Homodimer aufgereinigt werden konnte, als reines Oligomer aufzureinigen (Kümmel et al. 

2006). 

Es gibt verschiedene Arten von Coexpression. Entweder befinden sich die zu kombinierenden 

ORFs auf einem oder auf zwei Plasmiden in einer Zelle. Ursprünglich wurden zwei Plasmide 

verwendet. In den letzten Jahren setzt sich jedoch immer mehr die Coexpression auf einem 

Plasmid durch (Alexandrov et al. 2004). Dabei besteht der Vorteil, über sog. LINK-Sequenzen 

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 rauen ER ist kein perfekter Prozess. Ständig 

werden fehlgefaltete, unvollständige, mutierte oder beschädigte Proteine hergestellt, die aus 

regulatorischen Gründen wieder abgebaut werden müssen. Darüber hinaus wird der Protein-

Stoffwechsel auch durch Entfernung von Inhibitoren/Aktivatoren sowie überalterter Proteine 

gesteuert. Das Ubiquitin-Proteasom-System für den selektiven Abbau von Proteinen ist in 

allen eukaryotischen Organismen in konservierter Form vorhanden und spielt eine zentrale 

Rolle in einer Vielzahl von lebenswichtigen zellulären Prozessen. 

Der intrazelluläre Proteinabbau (Proteolyse) geschieht zum Teil in großen Proteinkomplexen, 

den sog. 26S Proteasomen (ca. 2000 kDa). Beim UPS-Abbauweg werden die zum Abbau 

vorgesehenen Proteine (Targets) zunächst kovalent mit Ketten des kleinen Proteins Ubiquitin 

verknüpft („ubiquitiniert“). Mit Ubiquitinketten markierte Targets werden von der 19S-

Partikel-Untereinheit des Proteasoms erkannt, unter ATP-Verbrauch entfaltet und dann in das 

Innere des Kerns geschoben, wo sie zu kleineren Biomolekülen (Peptide, Polysacharide, 

Lipide) abbgebaut werden. Die Ubiquitinkette wird am 26S Proteasom durch spezifische 

Proteasen wieder in einzelne Ubiquitinbausteine zerlegt, die erneut verwendet werden können. 

Bei der Ubiquitierung wird das C-terminale Glycin des Ubiquitins kovalent mit der ε-

Aminogruppe von Lysinresten verbunden. Die Energie zur Bildung dieser Isopeptidbindungen 

stammt aus ATP. Drei Enzyme (E1, E2 und E3) sind an der Konjugation des Ubiquitins 

beteiligt. Zuerst wird die terminale Carboxylgruppe des Ubiquitins über eine Thioesterbindung 

an eine an eine Sulfhydrylgruppe des E1 gebunden (Abb.2). Das aktivierte Ubiquitin wird 

dann auf die Sulfhydrylgruppe des E2 übertragen. Schließlich katalysiert E3 den Transfer des 

Ubiquitins vom E2 zum Zielprotein (Target).  
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Sollen polyubiquitinierte Proteine abgebaut werden, müssen sie, wahrscheinlich über die 

Assoziation mit molekularen Chaperonen bzw. Transportmolekülen, in das 26S-Proteasom 

gelangen, wo sie, wie oben beschrieben, abgebaut werden (Hershko & Ciechanover 1998). 

In Säugern ist das in dieser Arbeit untersuchte Valosin-containing protein (VCP oder auch als 

p97 bezeichnet) eine Chaperonähnliche molekulare Maschine, die ubiquitinierte Substrate 

bindet und entweder der proteasomalen Degradation zuführt oder für nicht-degradative 

Prozesse freisetzt. VCP wird in der Hefe als das besser untersuchte Cdc48 bezeichnet, das eine 

Sequenzidentität von 69% zum humanen VCP aufweist (Frolich et al. 1991). Tatsächlich 

führen Mutationen im Cdc48-Gen in Hefe zur Akkumulation von polyubiquitinierten 

Proteinen. (Dai & Li 2001). 

Die Beteiligung des VCP am UPS-System wird dadurch charakterisiert, dass seine N-Domäne 

polyubiquitinierte Proteine direkt bindet und zusätzlich auch Bindungen zu anderen 

Komponenten des Proteolysesystems, wie beispielsweise Ufd1-Np14 und p47, ausbildet. VCP 

konnte zudem mit dem 26S-Proteasom coaufgereinigt werden (Meyer et al. 2002). 

Die Funktion des VCP/Cdc48 scheint darin zu bestehen, Energie aus der Hydrolyse von ATP 

in mechanische Energie umzuwandeln, um ubiquitinierte Proteine zu entfalten oder aus 

stabilen Proteinkomplexen herauszulösen (Elsasser & Finley 2005). 

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

Die globulären cytosolischen Proteine VCP/Cdc48 sind ubiquitär verbreitet und machen mehr 

als 1% aller Zellproteine aus. Aufgrund ihrer Beteiligung am UPS-System sind sie als 

molekulare Chaperone in sehr viele Zellvorgänge involviert, wobei die durchgeführten 

Funktionen oft von den interagierenden Cofaktoren vermittelt werden. 

VCP/Cdc48 sind Proteine mit einer RecA-Faltung und gehören zur Familie der Typ-II-

ATPasen, die oft als Faltungshelfer (Chaperone) unter ATP-Hydrolyse (ATP→ADP+Pi) 

dienen. Wegen ihrer diversen Funktionen in der Zelle werden VCP/Cdc48 als AAA- 

(„ATPases associated with various cellular activities“) ATPasen bezeichnet. Zu den 

wichtigsten und am besten untersuchten dieser Prozesse zählen die Membranfusion, der 

ERAD („ER-associated degradation“) und der allgemeine Proteinabbau (Wang & Song 2004). 

Während der mitotischen Zellteilung in Eukaryonten werden die Organellen fragmentiert und 

nach der gleichmäßigen Aufteilung auf die Tochterzellen wieder zu funktionsfähigen 

Komplexen zusammengesetzt. VCP/Cdc48 ist am postmitotischen Wachstum der ER-

Membranen und des Golgiapparates durch Membranfusion beteiligt (Kondo et al. 1997). 

Zu weiteren zellulären Aufgaben von VCP/Cdc48 zählen die Regulation des Zellzyklus, die 

Stressantwort, die B- und T-Zellaktivierung, die transkriptionale Regulation und die Apoptose 

(programmierter Zelltod) (Wang & Song 2004). 
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In Säugetieren ist VCP an der Aktivierung der nuklearen Transkriptionsfaktoren NF-κB 

beteiligt. Indem VCP sich an den polyubiquitinierten Inhibitor von NF-κB IκBα bindet, ihn 

von NF-κB entfernt und zum 26S-Proteasom transportiert, kann IκBα seine Aktivität entfalten 

(Dai et al. 1998). 

Von Cdc48 wurde eine Kontrolle des Zellzyklus beobachtet und es gilt als bewiesen, dass 

VCP in hohem Maße in sich schnell teilenden Zellen und Krebszellen exprimiert wird. 

Darüber hinaus gibt es Belege dafür, dass VCP die Apoptose negativ beeinflusst. Die 

Expression eines mutierten VCP-Proteins führt direkt zur Apoptose (Wang & Song 2004). 

Aufgrund der zentralen Beteiligung am UPS-System ist das VCP und seine Interaktionspartner 

potenzielle Targets zur Behandlung zahlreicher Krankheiten. Dabei liegt der 

Forschungsschwerpunkt zurzeit bei verschiedenen Krebsformen und neurodegerativen 

Erkrankungen. Neurodegerative Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson, Chorea Huntington 

und spinozerebellären Ataxie, werden oft durch VCP beeinflusste Eiweißablagerungen in den 

Neuronen verursacht (Hirabayashi et al. 2001, Boeddrich et al. 2006). 

1.3.3 Die molekulare Struktur des VCP 

Der Reaktionsmechanismus der diversen Zellfunktionen von AAA-ATPasen ist bisher aber 

wenig verstanden. Von einigen existieren Röntgenkristallstrukturen, aus denen die genaue 

Faltung der Proteine und die Anordnung und Lokalisation der katalytischen Zentren ermittelt 

werden konnten. Die molekulare Analyse dieser Funktionen ist ein wichtiger Schritt auf dem 

Weg, die Vorgänge in der Zelle besser zu verstehen. 

AAA-ATPasen haben die Fähigkeit, vorwiegend für die biologische Funktion essenzielle, 

bündelartige hexamere Ringe auszubilden. Im Gegensatz zu anderen AAA-ATPasen ist das 

VCP in der Lage, die Hexamerstruktur auch ohne Nukleotidbindung stabil aufrecht zu 

erhalten. (Wang et al. 2003). 

Die dreidimensionale Kristallstruktur des VCP-Hexamers aus Mus musculus wurde erstmals 

von DeLaBarre & Brunger 2003 mithilfe der Röntgenstrukturanalyse und 

Elektronenmikroskopie untersucht. Die Hexamerstruktur des in dieser Arbeit verwendeten 

humanen VCP besteht aus sechs identischen Untereinheiten von 89 kDa und hat somit ein 

Gesamtmolekulargewicht von ca. 534 kDa. Die sechszählige Symmetrie hat einen 

Durchmesser von ca. 120-160 Angström (Å), wobei der hexamere Körper einen schmalen 

Kanal mit einer Höhe ca. 70 Å und eine zentrale Pore umschließt (Abb.4). 

Die monomere Peptidkette enthält drei Domänen, die N-, D1-, D2-Domäne und einen C-

terminalen Abschnitt (Abb.3). Während die stark konservierten D1- und D2-Domänen Ringe 

ausbilden, die übereinander angebracht sind, ist die N-Domäne an der Peripherie der D1-

Domäne lokalisiert. Durch die hohe Flexibilität der N-Domäne stellte ihre exakte Anordnung 
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NH2 COOH (806 As)D1 (208-459)N (1-187) D2 (481-761)

aber große Probleme dar. So reagiert die N-Domäne sehr sensitiv auf den Nukleotidzustand 

des Proteins und ist unter bestimmten Bedingungen im Elektronenmikroskop nicht sichtbar. 

Der N-D1-Linker (188-208 As) zeigt eine Ausdehnung in die D1-Domäne. Die N-und D1-

Domäne stellen im VCP-Hexamer den Kopfbereich dar. 

Die D1- und D2-Domänen sind parallel zueinander angeordnete („Kopf-zu-Schwanz“) 

ATPase-Domänen und besitzen 41% Sequenzidentität und 72% Sequenzähnlichkeit, was auf 

einen gemeinsamen Ursprung hindeutet. Ebenso ähneln sich die Strukturen der α/β-

Unterdomänen von D1 und D2. Die D1-Domäne, die immer ADP gebunden hat, ist aber 

kompakter gebaut als die D2-Domäne. Die Verbindung zwischen den beiden Domänen, der 

D1-D2-Linker (461-480 As), ist stark ausgedehnt und ragt weit in die Nukleotidbindetasche 

der D2-Domäne. Isothermale titrationscalorimetrische Untersuchungen ergaben, dass nur die 

Hälfte der im VCP-Komplex vorhandenen Nukleotidbindetaschen für eine ADP-Bindung 

verfügbar waren. 

Die ATPase-Domänen bestehen jeweils aus zwei Unterdomänen, einer N-terminalen Domäne, 

die eine α/β-Faltung mit einer Nukleotidbindetasche beinhaltet, und aus einer C-terminalen α-

helikalen Domäne. Für die Bindung und Hydrolyse von Nukleotiden (ATP, ADP) sind zwei 

stark konservierte Motive zuständig, Walker-A und Walker-B (Helix α6´ und Helix α12´). Die 

Nukleotidbindetasche ist an der Schnittstelle zwischen den Untereinheiten eines Hexamers 

lokalisiert. Über einen konservierten Arginin-Rest (sog. Arginin-Finger), der in die 

Nukleotidbindetasche der benachbarten Untereinheit zeigt, stehen zwei Nachbaruntereinheiten 

im Kontakt. Diese Anordnung impliziert eine Kommunikation zwischen zwei benachbarten 

Untereinheiten in einem Ring, die durch die Bewegung der stabilen Helix zustande kommen 

könnte. Zusätzlich zu der Kommunikation innerhalb eines Rings ist beim VCP eine 

Verständigung zwischen den zwei Ringen der Domänen, über den D1-D2 Linker vorstellbar. 

In der D1-Pore konnte ein von Histidin317-Resten aller sechs Untereinheiten stabil 

koordiniertes Zink-Ion identifiziert werden. Vermutlich versperrt das Metallion den Eingang 

in die Pore und stützt damit die Theorie, dass VCP mit dem Substrat an der Oberfläche und 

nicht im zentralen Bereich interagiert (DeLaBarre & Brunger 2003). 

Abb. 3: Die monomere Peptidkette des VCP. 
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Abb. 4: 3-D Kalottenmodell des VCP-Hexamers ohne Nukleotidbindung. Aus 
http://www.scripps.edu/milligan/kubalek/p97_titles.mov. 

1.3.4 Die Funktionen der VCP-Domänen 

Für die N-Domäne des VCP/Cdc48 wurde gezeigt, dass sie insbesondere polyubiquitinierte 

Proteine binden kann. Daneben ist die N-Domäne auch für die Interaktion mit verschiedenen 

Cofaktoren zuständig. Sie bindet, in Abhängigkeit von der geforderten Aufgabe, p47, Ufd1-

Npl4 und andere Cofaktoren. Der Kontakt zum Cofaktor inhibiert die ATPase-Aktivität von 

VCP. Dies deutet auf einen direkten Einfluss der N-Domäne in der ATP-Hydrolyse hin (Dai & 

Li 2001, Wang & Song 2004). 

VCP/Cdc48 haben neben der Substraterkennung die Aufgabe, das Substrat zu entfalten und in 

das 26S-Proteasom zu translozieren. Die Chaperonaktivität der ATPasen ist ein 

energieabhängiger Prozess und erfordert somit ATP-Hydrolyse. 

Wie bereits beschrieben, ist das VCP aus zwei ATPase-Domänen (D1 und D2) aufgebaut. 

Diese stark konservierten Domänen haben hauptsächlich die Aufgabe der Nukleotidbindung 

und –Hydrolyse. Beim VCP kann die D1-Domäne bei physiologischen Temperaturen 

unterhalb 50-55°C ATP nicht hydrolysieren, sie ist aber für die nukleotidunabhängige 

Ausbildung des hexameren Komplexes notwendig. Durch Mutagenesestudien wurde 

festgestellt, dass die D2-Domäne die Haupt-ATP-Hydrolyseaktivität übernimmt und deshalb 

auch als die eigentliche funktionsaktive Domäne diskutiert wird (Wang & Song 2004). 

Mithilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen und biochemischer Studien konnten beim 

VCP signifikante Strukturveränderungen während des ATP-Hydrolyse-Zyklus gezeigt werden, 

wobei die sechsfache Symmetrie in jedem Nukleotidzustand erhalten bleibt (Rouiller et al. 

2002, Wang et al. 2003). Während die D1-Domäne immer unverändert ADP gebunden hat, 

kann der Nukleotidzustand in der D2-Domäne durch externe Zugabe beeinflusst werden (Abb. 

3). Die D2-Domäne erfährt dadurch eine stärkere Konformationsänderung als die D1-Domäne, 

wobei sehr große Unterschiede zwischen dem ATP- und ADP-AlF3-Zustand (entspricht dem 

N-D1-Domäne

D2-Domäne

Ansicht von 

oben auf die 

N-D1-DomäneSeitenansicht

Ansicht von 

unten auf die 

D2-Domäne
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ATP-ADP-Übergang) auftreten. Zwischen den anderen Nukleotidzuständen sind nur sehr 

geringe Veränderungen zu beobachten. 

Alle anderen Domänen (N, D1) machen ebenfalls einen Strukturwandel durch, der mit einer 

Translations- und Rotationsbewegung beschrieben werden kann. Vermutlich wird die 

Bewegung durch den flexiblen D1-D2-Linker übertragen, der die D2-Domäne über den 

konservativen Arginin-Finger (Arg635) mit dem konservativen Arginin-Rest (Arg351) der 

D1-Domäne verbindet. 

Beim Übergang vom ATP- zum ADP-AIF3- Zustand kommt es zu einer Annäherung zwischen 

der N- und der D1α-Domäne. Da die D1α/β-Domäne die geringste Strukturänderung erfährt, 

scheint sie dem Protein als Fixpunkt zu dienen, relativ zu dem sich die anderen Domänen 

bewegen. Die während des ATP-Hydrolysezyklus auftretenden Konformationsänderungen in 

der D2-Domäne werden vermutlich an die N-Domäne weitergeleitet, da sich die N-Domäne 

im VCP mit der D1α-Domäne über Arg 155-Asn 387 bzw. Arg 89-Glu 261 in direktem 

Kontakt befindet. Es wird angenommen, dass die Bewegung aus der ATP-Hydrolyse in der D2 

α/β-Domäne über den D1-D2-Linker zunächst an die D1α-Domäne und dann direkt weiter an 

die N-Domäne übertragen wird (DeLaBarre & Brunger 2005). 

Im hexameren Proteinkomplex verursachen diese nukleotidabhängigen 

Konformationsänderungen eine D2-Porenöffnung und -schließung verbunden mit einer 

Änderung der N-Domänen-Lokalisierung (Abb. 5). Vermutlich hat dabei die Anwesenheit des 

Zink-Ions in der D1-Pore einen stabilisierenden Effekt auf die Hexamerstruktur. 

Im nukleotidfreien Zustand ist die D2-Pore am weitesten geöffnet. Durch ATP-Bindung 

kommt es zu einer Drehung der D2-Domäne im Uhrzeigersinn, die eine Reduktion der 

Porenöffnung bewirkt. Während der ATP-Hydrolyse (bei Loslösung von Pi) erfährt die D2-

Domäne wieder eine Drehung und es kommt zu einer starken Ausweitung der D2-Pore. Nach 

Abspaltung von ADP aus der Nuleotidbindetasche und einer weiteren Drehung erreicht die 

Porengröße wieder den Ausgangszustand. Die Pore der D1-Domäne erfährt während des 

Hydrolysezyklus kaum eine Größenänderung. Diese nukleotidabhängige Bewegung der N-

Domänen, verbunden mit der Änderung der Porengröße, lässt auf einen aktiven Transport von 

Substraten in die Pore schließen. Die N-Domäne nützt darin die gewonnene Energie aus der 

ATP-Hydrolyse in der D2-Domäne, die über den D1-D2-Linker und die D1-Domäne 

weitergeleitet wird (Wang et al. 2003, Wang & Song 2004, DeLaBarre & Brunger 2005). 
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Nukleotid AMP-PNP/ATP
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Abb. 5: ATP-Hydrolyse-
zyklus des VCP-Hexamers 
mit Ansicht auf die D2-
Domäne. Molekulare 
Momentaufnahmen während 
des ATP-Hydrolysezyklus aus 
http://www.scripps.edu/milliga
n/kubalek/p97_titles.mov. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.5 Der ERAD-Abbauweg 

In eukaryontischen Zellen stellt das Endoplasmatische Retikulum (ER) den Hauptabschnitt des 

sekretorischen Weges bei der Zielsteuerung der Proteine dar. 

Neu synthetisierte Proteine unterliegen nach ihrem Transport in das endoplasmatische 

Retikulum (ER) einer strengen Qualitätskontrolle. Wenn fehlgefaltete, beschädigte oder nicht 

ausreichend zusammengebaute Proteine in das Lumen des ER gelangen, werden sie durch ein 

Qualitätskontrollsystem ausgewählt und durch eine Proteinpore in der ER-Membran 

(Retrotranslokationspore) zurück in das Cytosol transportiert (Rücktranslokation). Dort 

werden die für den Abbau vorgesehenen Proteine (ERAD-Targets) ubiquitiniert und 

anschließend zur proteasomalen Degradation der Abbaukaskade des UPS zugeführt (s. Abb. 

1). Die polyubiquitinierten ERAD-Targets werden durch andere cytosolische Proteinkomplexe 

aus der ER-Membran extrahiert, durchs das Cytoplasma transportiert, unter ATP-Verbrauch 

am 26S-Proteasom entfaltet und dann in das Innere des Kerns geschoben. 

Dieser Prozess wird als ERAD („ER-associated degradation“) bezeichnet und ist ein wichtiger 

Bestandteil der zellulären Proteinqualitätskontrolle. Er beinhaltet neben dem Abbau von 

löslichen Lumen-Proteinen auch die Beseitigung von membranständigen Proteinen (Meussner 

et al. 2005). 
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Viele Studien zeigen, dass VCP als molekulares Chaperon am ERAD beteiligt ist und 

ubiquitinierte Proteine aus ER-Membranen extrahiert (Rücktranslokation), um sie für das 26S-

Proteasom zugänglich zu machen (Ye et al. 2003). 

1.3.6 Das AMFR (tumor autocrine motility factor receptor ) 

Das bei Säugern vorkommende AMFR-Protein besser bekannt als gp78, ist als eine ER-

membranständige Ubiquitin–Ligase (E3) beschrieben (Fang et al. 2001). Da E3-Enzyme eine 

zentrale Rolle in der Stoffwechselregulation spielen, stellen sie molekulare Targets für die 

Behandlung vielfältiger Krankheiten dar. Beispielsweise steht das AMFR u.a. mit dem 

Metastasenpotenzial und der Wachstumsgeschwindigkeit vieler Tumorarten in 

Zusammenhang. 

Die cDNA des AMFR repräsentiert 643 Aminosäuren und lässt sich in fünf funktionelle 

Regionen darstellen. Die stark hydrophobe N-terminalen Seite (1-298 As) ist über sieben 

Segmente mit der ER-Membran verankert. 

Der im Cytoplasma sich befindliche C-terminale Abschnitt unterteilt sich in weitere vier 

Bereiche, die für die E3-Aktivität zuständig sind. Zwischen As-Position 341 und 378 ist die 

Consensus-Sequenz der RING-Finger-Domäne lokalisiert. Die meisten bekannten Ubiquitin–

Ligasen (E3) enthalten einen sog. RING-Finger, der strukturell dem sog. Zink-Finger ähnelt. 

Das Merkmal der RING-Struktur sind zwei von acht konservierten Cysteinen und Histidinen 

koordinierte Zink-Ionen. Nach bisherigem Kenntnisstand wird der RING-Finger-Domäne eine 

allosterische Aktivatorrolle zugeschrieben, indem sie den Ubiquitintransport vom E2 zum 

Target katalysiert. 

Nach der RING-Domäne folgt die sog. Cue-Domäne (456-497 As), an der die vorübergehende 

Bindung der Polyubiquitin-Ketten erfolgt. Vermutlich ist dafür eine Tripeptid-Sequenz (Met-

Phe-Pro) verantwortlich, die ebenso die gleiche Funktion bei der homologen Cue 1p-Domäne 

der Hefe S. cerevisiae vertritt. 

Die sog. G2BR-Region (579-600 As) wurde als Andockposition für das ubiquitinierte E3 

identifiziert. Erst das Zusammenwirken von RING-, Cue-Domäne und G2BR-Region 

ermöglichen dem AMFR die Funktion einer Ubiquitin-Ligase (E3) (Fang et al. 2003, Chen et 

al. 2005). 

Schließlich wurden die letzten 49 As des C-terminus (595-643 As) von Zong et al. (2004) als 

VCP-Bindungsregion ausgemacht. In VCP/AMFR-Bindungsstudien konnte wiederum auf 

dem VCP eine N-terminale Bindungsregion für das AMFR (1-199 As) identifiziert werden 

(Grelle et al. 2006). Die C-terminalen VCP-Domänen D1, D2 und der C-Abschnitt sind wie 

bereits erwähnt vermutlich nicht für die PPI verantwortlich (s.1.3.4). Daraus geht hervor, dass 
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die N-terminale-Domäne des VCP mit der C-terminalen Region des AMFR zum VCP/AMFR-

Komplex assoziiert. 

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

 

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

Der VCP/AMFR-Komplex ist essenziell für den Rücktransport von ERAD-Targets (Abb.7). 

Deletionen in den VCP Bindungsregion des AMFR verursachte Defekte im ERAD-

Abbauweg, welche unter Stressbedingungen, die zur Akkumulation fehlgefalteter Proteine im 

ER führen, besonders ausgeprägt sind. 

Das AMFR ist ein integrales Membranprotein des ER und wirkt über seinen C-terminalen 

Abschnitt als Membrananker für den VCP/AMFR-Komplex. Darüber hinaus interagiert das 

AMFR mit ERAD-Targets als Ubiquitin-Ligase (E3) zu deren Ubiquitierung. Die 

VCP/AMFR-Interaktion erhöht dabei die Anzahl und Bindungsstärke der Ubiquitin-

Bindungsstellen und trägt damit zu einem effektiveren Abbau von ERAD-Targets bei. 

Weiterhin werden die Ubiquitierung und die Rücktranslokation von wichtigen VCP-

Cofaktoren reguliert. Ohne die synergistischen Interaktionen der Cofaktoren von 

beispielsweise p47 oder das heterodimere Ufd1-Np14, würde VCP polyubiquitinierte Proteine 

nur schwach binden. So rekrutiert der Cofaktor Ufd1-Npl4 Substrate aus verschiedenen 

proteasomalen Abbauwegen an VCP, darunter auch ERAD-Targets aus Lumen und Membran 

des endoplasmatischen Retikulums. Dagegen ist p47 in Säugern essenziell für die Funktion 

von VCP bei der Membranfusion des ER und Golgi Apparates. Diese Funktion von VCP ist 

zwar unabhängig von proteasomaler Degradation, involviert aber ebenfalls ubiquitinierte 

Substrate (Ye et al. 2003, Zong et al. 2004). 

Der VCP/AMFR-Komplex ist ein gut untersuchtes Beispiel dafür, wie Substrat-Ubiquitierung 

und -Translokation im ERAD-Abbauweg miteinander verbunden sind. Ebenso ist er für die 

molekulare Erforschung zahlreicher Krankheiten interessant. Der VCP/AMFR-Komplex ist 

beispielsweise an der Regulation der Cholesterinsynthese beteiligt, indem es den Gehalt an 

HMG CoA-Reduktase vermindert (Song et al. 2005). Weiterhin belegen andere 
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Untersuchungen, dass eine Inhibierung des VCP/AMFR-Komplexes einen Anstieg des 

Mukoviszidose (zystischen Fibrose) verursachenden Interleukin-8-Gehalts unterdrückt (Vij et 

al. 2006).  

Vom VCP/AMFR-Komplex existiert bisher keine Röntgenkristallstruktur.  

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

Der VCP/AMFR-Komplex ist ein für die menschliche Zelle essenzieller/ medizinisch 

relevanter Proteinkomplex, der an vielen Prozessen beteiligt ist. Seine molekulare Struktur 

wurde bisher kaum untersucht und die für die Strukturaufklärung wichtige Kristallisation des 

Komplexes gelang bisher nicht. Im Rahmen der Arbeit sollten die bereits gezeigten 

VCP/AMFR-Interaktionen näher charakterisiert und der Proteinkomplex für die Kristallisation 

aufbereitet werden. 

Um mittels pulldown-Assay die VCP-Bindungsregion auf dem AMFR näher zu bestimmen, 

wurden im Vorfeld der Arbeit bestimmte AMFR-Abschnitte (PeptBank NP_001135) 

ausgewählt und die endsprechende DNA (RZPD, Berlin) in pGEX-4T1 zwischenkloniert 

(Annett Böddrich, MDC-Berlin, 2005). 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ebenso wurde die aus ATCC (American Type Culture Collection) stammende cDNA des full-

length VCP (PeptBank NP_009057) in den pQTEV-Vektor kloniert. Die von Annett Böddrich 

(2005) hergestellten VCP/AMFR-Plasmide bildeten zusammen mit den von Büssow & 

Scheich 2005 entwickelten Vektoren pQTEV3/-G den Ausgangspunkt der vorliegenden 

Abb: 8: Schema der verwendeten 
AMFR-Konstrukte. Das AMFR-B1 
ist das kleinste Konstrukt und enthällt 
fast auschließlich die Sequenzen der 
Cue-Domäne. Das größte Konstrukt ist 
das AMFR-D1 und erreicht das 
Proteinende. Es enthällt sowohl die 
Cue-Domäne als auch die G2BR- und 
VCP-Bindungsregionen. Das AMFR-
E1 reicht auch bis zum Ende, enthällt 
jedoch nicht die Cue-Domäne. 
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Arbeit. Die von Büssow & Scheich 2005 entwickelten Vektoren pQTEV3/-G tragen eine 

modifizierte Form der LINK-Sequenzen von Alexandrov et al. 2004. 

Im ersten Teil der Arbeit sollten die cDNAs des VCP und der AMFR-Konstrukte B1/-D1/-E1 

in die Expressionsvektoren pQTEV3 (VCP) bzw. pQTEV3G (AMFR) umkloniert werden. 

Dabei diente pQTEV3G als Zielexpressionsvektor für die AMFR-Konstrukte, die sich in 

pGEX-4T1-Vektoren befanden. Der Vektor pQTEV3 diente als Zielexpressionsvektor, für das 

sich in pQTEV befindliche VCP-Insert. 

Diese Zielvektoren exprimieren rekombinante Proteine mit einem für die Affinitäts-Reinigung 

notwendigen N-terminalen His7- (pQTEV3) bzw. GST-tag (pQTEV3G). Darüber hinaus 

enthalten sie sog. LINK-Sequenzen, die Voraussetzung zur Konstruktion von 

Coexpressionskassetten. In einer ligationsfreien Klonierungsmethode (LIC) sollten 

Tandemplasmide für Coexpression des full-length-VCP in Kombination mit je einem der drei 

AMFR-Konstrukte hergestellt werden. 

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die eigentliche Präparation und Charakterisierung des 

VCP/AMFR-Komplexes, indem ausgewählte E.coli-Transformanden für die Überexpression 

der menschlichen Zielproteine kultiviert, geerntet und aufgeschlossen wurden. Mit dem 

Einsatz von unterschiedlichen Coexpressionskonstrukten in der Affinitäts-Reinigung, sollten 

die PPI zwischen VCP und AMFR charakterisiert werden (pulldown). Darüber hinaus sollte 

die Aufarbeitung der Zielproteine charakterisiert und optimiert werden, um genügend Material 

für die Strukturaufklärung sicherzustellen. 

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

• Umklonierung von VCP/AMFR-ORFs und Konstruktion von Tandemplasmiden für die 

Coexpression von VCP+AMFR. 

• Verifizierung der von Zong et al. 2004 und Grelle et al. 2006 nachgewiesenen 

VCP/AMFR-PPI mittels Affinitätsreinigung (pulldown) und gleichzeitige Einschränkung 

der VCP-Bindungsregion durch drei unterschiedliche C-terminale-AMFR-Konstrukte. 

• Nach einer Optimierung der rekombinanten Proteinproduktion/-aufreinigung, sollten die 

hoch reinen Zielproteine getrennt oder als Proteinkomplex in ausreichender Menge (>7 

mg) an die Kristallographen übergeben werden. 

• Ein Teil der Proteinpräparation wurde für spektroskopische Charakterisierungen des 

VCP/AMFR-Komplexes verwendet. Hervorgerufen durch die Bindung zum AMFR, 

sollten damit mittels Tryptophan-Fluoreszenz strukturell beeinflusste Veränderung im 

VCP-Hexamer erfasst werden. 
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2 Material 

 

2.1 Bakterienstamm 

Escherichia coli SCS1 (Stratagene, Niederlande) 

Genotyp: recA1  endA1  gyrA96thi-1  hsdR17(rk- mk+)  supE44  relA1 

 

 

 

 

 

 

2.2 Plasmide 

Tabelle 1: E. Coli Expressionsvektoren 

Name Eigenschaften/Größe Verwendungszweck Referenz 

pQTEV3 

Ampicillin Resistenz, tac Promotor, 
lac Operator, 7x His-tag, ATT und 

TEV-sites , lacIq Repressor, origin of 
replication: ColE1/pMB1 (pBR322); 
verfügt über LINK-Sequenzen für 

die Insertion von einer oder mehrerer 
Expressionskassetten; 

Expression von N-
terminal His-markierten 

Proteinen in E.coli. 
Ausgangsvektor für Co-
Expressionsklonierung 

Büssow & Scheich 
2005 

pQTEV3G 

Ampicillin Resistenz, tac Promotor, 
lac Operator, GST-tag, ATT und 

TEV-sites , lacIq Repressor, origin of 
replication: ColE1/pMB1 (pBR322); 
verfügt über LINK-Sequenzen für 

die Insertion von einer oder mehrerer 
Expressionskassetten; 

Expression von N-
terminal GST-

markierten Proteinen in 
E.coli. Ausgangsvektor 

für Co-
Expressionsklonierung 

Büssow & Scheich 
2005 

pRARE 

Helferplasmid mit Genen für seltene 
Kodons: argU (AGA, AGG),ileY 

(AUA), leuW (CUA), proL (CCC), 
gly(GGA) 

effizientere Expression 
in E.coli 

Novagen 
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Tabelle 2: rekombinante Ausgangsplasmide 

Konstrukt Insertbeschreibung Klonierungvektor Referenz 

AMFR-B1  

AMFR/gp 78-isoform 2-
Konsrukt 450-510 As. 

Inklusive CUE-Domäne 
Kloniert zwischen BamHI 

and NotI PAcc.Nr. 
NP_001135. 

pGEX-4T1, GenBank   
Acc.Nr. U13853 

Annett Böddrich 
2005 

AMFR-D1  

AMFR/gp 78-isoform 2-
Konsrukt 456-643 

Inklusive CUE-Domäne 
Nachgewiesene Interaktion 

mit VCP/p97 Kloniert 
zwischen BamHI and NotI 

PAcc.Nr. NP_001135 

pGEX-4T1, GenBank  
Acc.Nr. U13853. 

Annett Böddrich 
2005 

AMFR-E1  

AMFR/gp 78-isoform 2-
Konsrukt 498-643 

Inklusive CUE-Domäne 
Nachgewiesene Interaktion 

mit VCP/p97 Kloniert 
zwischen BamHI and NotI 

PAcc.Nr. NP_001135 

pGEX-4T1, GenBank 
Acc.Nr. U13853 

Annett Böddrich 
2005 

VCP/p97 

valosin-containing protein. 
2-806 As, full-length-ORF. 
Kloniert zwischen SalI and 
NotI. PAcc.Nr. Np_009057 

pQTEV (Qiagen), 
GenBank                      

Acc.Nr. AY243506 

Annett Böddrich 
2005 

 

Tabelle 3: Vektorprimer  

Primer 
Bezeichnu

ng 

Sequenz 
von 5‘nach 3‘ 

Beschreibung 
Annealing 
Temperatur 

Referenz 

pQE 65 TGAGCGGATAACAATTTCACACAG 
vorwärts 

Primer der 
pQE-Serie 

60°CC 
Büssow 

et al. 
2000 

pQE 276 GTTCAGAACGCTCGGTTGCC 
reverse. 

Primer der 
pQE-Serie.... 

60°C 
Büssow 

et al. 
1999 

pQTEV 3U TATAAAAATAGGCGTATCACGAGG 
vorwärts 

Primer der 
pQ-Serie 

53°C 

Büssow 
& 

Scheich 
2005 

pQTEV 3L AAAATGGAGAAAAAAATCACTGG  
reverse 

Primer der 
pQ-Serie 

53°C 

Büssow 
& 

Scheich 
2005 
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2.3 Medien 
� LB-Medium  10 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Hefeextrakt,           

10 g/l NaCl, pH 7.0 

� SB-Medium 12 g/l Trypton/Pepton, 24 g/l Hefeextrakt,    
0,46% (v/v) Glycerol (87%),                         

17 mM KH2PO4, 72 mM K2HPO4, pH 
7.0 

� 2YT-Medium 16 g/l Trypton/Pepton, 10 g/l Hefeextrakt,            
5 g/l NaClpH 7,0 

� 20x KPB-Medium 46 g/l KH2PO4, 243 g/l K2HPO4 

Trypton/Pepton, Hefeextrakt und Agar wurden von Roth (Karlsruhe) bezogen. 

Alle Bestandteile wurden in VE-Wasser (Millipore) gelöst und autoklaviert. 

Zur Herstellung von Festmedien wurden dem Flüssigmedium vor der Autoklavierung 

gegebenenfalls 1,5% (w/v) Agar zugefügt. 

Zur Herstellung von Selektivmedien wurden dem autoklavierten Flüssigmedium frisch 

Antibiotika hinzugefügt:  

1. 100µg/ml Ampicillin (Stammlösung: 50mg/ml, in 50% (v/v) Ethanol, Lagerung bei -
20°C) 

2. 34µg/ml Chloramphenicol (Stammlösung: 34mg/ml, in Ethanol, Lagerung bei -20°C) 

 

 

 

2.4 Puffer und Lösungen 
� DNA-Gel-Ladepuffer (6x) 0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25% (w/v) 

Xylencyanol, 15% (w/v) Ficoll (Typ 400, 
Pharmacia) 

� DNA-Gel-Ladepuffer (6x) 0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25% (w/v) 
Xylencyanol, 15% (w/v) Ficoll (Typ 400, 

Pharmacia) 

� KPB (20x) 46 g/l KH2PO4, 43 g/l K2HPO4 

� SDS-Ladepuffer (4x) 0.2 M Tris-HCl (pH 6.8), 8% (w/v) SDS, 
0.004% bromphenol blue, 40% glycerol 

� SDS-Ladepuffer (4x) 0.2 M Tris-HCl (pH 6.8), 8% (w/v) SDS, 
0.004% bromphenol blue, 40% glycerol 

� TBE-DNA-Laufpuffer (10x) 108 g/l Trisbase55 g/l Borsaüre10 mM 
EDTA, (pH 8) 

� Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer (5x bzw. 2,5x 
für Peptidgele) 

0,25 M Trisbase, 1,25 M Glycin, 0,5% 
SDS 
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2.5 Chemikalien 
� 1 Kb Plus DNA Ladder (DNA-Molekulargewichts-

Standard) 
Invitrogen, Karlsruhe 

� Amoniumpersulfat (APS) Bio-Rad, München 

� Ampicillin Roth, Karlsruhe 

� ATP/ADP Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

� Benzonase Merck, Darmstadt 

� Bradford protein assay reagent, 5x dye Bio-Rad, München 

� Brij 58 (Polyoxyethylen 20 kethyl ether) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

� Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

� Complete EDTA-free (Protease inhibitor cocktail 
tablets) 

Roche Diagnostics, Mannheim 

� Coomassie Brillant blue R- und G-250 Serva, Heidelberg 

� dNTP’s Fermentas, St. Leon-Rot 

� Ethidiumbromid (1%-Lösung) Fluka, Darmstadt 

� Glycerol (87%) Merck, Darmstadt 

� Imidazol Merck, Darmstadt 

� IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) Fermentas, St. Leon-Rot 

� Rotiphorese Gel (29% Acrylamid, 
0.8%Bisacrylamid) 

Roth, Karlsruhe 

� TEMED (Tetramethylendiamin) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

� TEV-Protease Invitrogen, Karlsruhe 

� Thiamin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

� Tween 20 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

� α-D(+)-Glucosemonohydrat Roth, Karlsruhe 

� β-Mercaptoethanol Fluka, Darmstadt 

Anorganische Salze, Säuren und Laugen (Merck, Darmstadt), Alkohole (Roth, Karlsruhe). 
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2.6 Verbrauchsmaterialien 
� Dialysemembranen MF-Millipore Membranfilter, Millipore, 

Schwalbach 

� 96 well-Fuoreszenzplatten Corning, Niederlande 

� 96-deep well-Mikrotiterplatten Brand, Wertheim 

� Elektroporationsküvetten  Gene Pulser Cuvette (0,1 cm), Bio-Rad, 
München 

� Gluthation Agarose  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

� Konzentratoren Amicon Ultra-4,-15 Centrifugal Filter, 
Millipore, Schwalbach 

� Ni-NTA Agarose  Qiagen, Hilden 

� POROS 20 HP2-Material für HIC Applied Biosystems, Darmstadt 

� POROS HQ-Anionenaustauschermaterial Applied Biosystems, Darmstadt 

� POROS HS-Kationenaustauschermaterial Applied Biosystems, Darmstadt 

� POROS Talon-Material für IMAC Applied Biosystems, Darmstadt 

� Protino M96 Filterplatte für 
Robotoraufreinigung  

Macherey Nagel, Düren 

� Quartzküvetten für UV-und DLS-
Spectroscopy 

Hellma, Müllheim 

� Superose 6 & 12 prep grade für 
Gelfiltration 

Amersham Bioscience, Freiburg 
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2.7 Geräte 
� Elektroporationsgerät Mikropulser (Bio-Rad, München) 

� Floureszenzspektroskop Fluorostar Optima (BMG Labtech, 
Offenburg) 

� FPLC Amersham Pharmacia, Freiburg 

� Gefrierschrank  -86°C-Freeser (Forma Scientific, USA) 

� Geldokumentation DNA: CCD camera LAS-1000 (Fujifilm, 
Düsseldorf) 

SDS-PAGE: Scanner Astra 2400S (Umax, 
Willich)  

� Gel-Elektrophorese Spannungsgeber (Bio-Rad, München) 
Agarose-Gelkammern: Sub Cell (Bio-Rad, 

München) 
SDS-PAGE-Gelkammern: Mighty Small II 

(Hoefer, USA) 

� Hochdruckhomogenisator Emulsi Flex-C5 (Avestin, Canada) 

� Inkubationsschüttler Innowa 4430 (New Brunswick Scientific, 
USA) 

� Lichtstreuung Dynamic light scattering: Laser 
spectroscatter 201 (RiNA, Berlin) 

� Membran-Vakuumpumpe KNF Neuberger, Schweiz 

� PCR-Maschine DNA Engine Thermal Cycler PTC-200 (MJ-
Research, USA) 

� Pipettierroboter Speedy (Zinsser Analytic, Frankfurt) 

� Präparative HPLC Vision Workstation, (Applied Biosystems, 
Darmstadt)  

� Speed Vac 
 

Univapo 150 (Uniequip, Martinsried 

� Truhen-Umlaufschüttler-Inkubator Orbital shaker (Forma Scientific, USA) 
 

� Ultraschallhomogenisator Sonoplus (Bandelin, Berlin) 

� UV-Visible Spektrophotometer Cary 50 Scan (Varian, Darmstadt) 

� 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 Standardverfahren zur Sichtbarmachung, 

Auftrennung und Isolierung von Plasmid-DNA, DNA-Fragmenten und PCR-Produkten. 

Sie beruht auf dem Prinzip, dass sich die DNA, durch ihre negative Gesamtladung im 

elektrischen Feld zum Pluspol bewegt und wurde bei konstanten Spannungen zwischen 60-

100 V mit dem Laufpuffer TBE betrieben. 

Die Agarosekonzentrationen (w/v) lagen in Abhängigkeit vom DNA-Molekulargewicht 

zwischen 0.8% (>1 kb) und 1%. Da sowohl dem Agarosegel als auch dem Laufpuffer 

Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 µg/ml zugefügt wurde, wurde das 

anschließende Färben überflüssig. 

Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 6x DNA-Gel-Ladepuffer (1/6tel 

des Gesamtvolumens) vermischt. Für präparative DNA-Fragmentgewinnungen wurden die 

Probeaufgabetaschen im Gel durch Abkleben des Spezialkamms endsprechend vergrößert.  

Zur Identifizierung und Quantifizierung von DNA wurden 8 µl DNA-Längenstandards der 

Firma Invitrogen mit aufgetragen. Mit Hilfe von Standards lassen sich die DNA-Größen über 

die lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus der Basenpaare und den 

Wanderungsstrecken der DAS genauer ermitteln. 

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel mit den unter UV-Licht (254 nm) 

sichtbaren DNA-Banden fotografiert und das Bild für die Dokumentation als tif-Datei 

gespeichert. 

3.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Unter der Annahme, dass die mittlere Masse eines Nukleotidpaares 660 Dalton entspricht, 

wurde die Konzentration wässriger DNA-Lösungen fotometrisch in Quarzglas-Küvetten 

bestimmt. Hierbei entspricht eine Absorption von 1,0 bei Wellenlänge 260 nm (A260) einer 

Konzentration von 50 µg/ml (Sambrook et al. 1989). Um die Reinheit von DNA-Lösungen 

abzuschätzen, wurde zusätzlich die Absorption bei 280 nm gemessen, wo die meisten Proteine 

ein Absorptionsmaximum besitzen. Das Verhältnis A260 : A280 gibt an, inwieweit die Lösung 

noch mit Phenol- oder Proteinresten verunreinigt ist. Es sollte für reine Lösungen mit 

doppelsträngiger DNA zwischen 1,7 und 2 liegen. Je niedriger der Wert desto verunreinigter 

ist die DNA-Lösung.  
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Häufig wurde jedoch die DNA-Konzentration über aufgetragene Aliquots im Agarosegel 

anhand der Intensität der Banden abgeschätzt. Als Referenzbande diente die vom Hersteller 

angegebene Intensität der 1,65 kb Bande (2 ng/µl) des Molekulargewichtsstandards 

(Invitrogen). 

3.1.3 Plasmid-Präparationen aus Escherichia coli 

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. Coli erfolgte in zwei verschiedenen Maßstäben: 

Mini- und Maxipräparationen (Mini- und Maxipräp). Die Plasmid-DNA wurde unter 

Verwendung des QIAprep®-Miniprep-Kits aus einer 2 ml oder des QIAGEN-Plasmid-Maxi-

Kits aus einer 200 ml Übernachtkultur nach den entsprechenden Protokollen „QIAprep Spin 

Miniprep Kit Protocol“, bzw. „QIAGEN Plasmid Midi and Maxi Protocol“ gewonnen. 

Die Zellen wurden in LB-Medium nach 3.2.2 angezüchtet, pelletiert und mittels alkalischer 

Lyse aufgeschlossen. Um nach der DNA-Extraktion noch vorhandene Salze abzutrennen, 

wurden die Zentrifugate nachfolgend über Minipräp-Säulen durch Anlegen eines Vakuums 

bzw. im Maxi-Maßstab über eine QIAGEN-tip-500 Anionenaustauschsäule gewaschen. 

Es folgte eine fotometrische DNA-Konzentrationsbestimmung und eine Mengenabschätzung 

auf dem Agarosegel. Für die low-copy-Plasmide pQTEV3/-G konnten Ausbeuten in der 

Minipräp von ca. 20 µg- und in der Maxipräp von 0,42 mg erzielt werden. 

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

3.1.4.1  Restriktionsdoppelverdau (BamHI/ NotI) 

Um die cDNA der AMFR-Konstrukte bzw. des full-length VCP umzuklonieren, wurden sie 

zunächst aus den Ursprungsvektoren isoliert und anschließend mit den kompatibel gemachten 

Zielvektoren pQTEV3G bzw. pQTEV3 verknüpft (Ligation). 

Zu diesem Zweck wurden die AMFR-bzw. VCP-Fragmente (Inserts) mittels BamHI/ NotI-

Doppelverdau aus ihren Ursprungsvektoren (pGEX-4T1 bzw. pQTEV) herausgeschnitten. 

Parallel dazu wurden die Zielvektoren genau so verdaut, dass kompatible Komponenten mit 

identisch kohäsiven Enden entstanden. 

Bei Restriktionen mit zwei Enzymen ist es eher wahrscheinlich, dass der Einbau des DNA-

Fragments (Inserts) in der gewünschten Orientierung erfolgt, da nur ein Fragmentende mit 

einem Vektorende kompatibel ist. 

Für den analytischen bzw. präparativen Standardverdau wurden pro µg DNA 2-3 U von jedem 

Restriktionsenzym gleichzeitig eingesetzt. Im Vorfeld wurde aus dem NEB-Herstellerkatalog 

(2005-06) der für beide Enzyme kompatible 10x BamHI Puffer ausgewählt. Ersatzweise 

wurde der NEBuffer 3 mit der Salzkonzentration des BamHI Puffers (+50 mM NaCl) 
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verwendet. Endsprechend den Herstellerangaben wurde dem Restriktionsansatz noch BSA 

hinzugefügt. 

Um Aktivitätsverlust bzw. Staraktivität zu verhindern, wurde darauf geachtet, dass der 

Glycerinanteil im Reaktionsgemisch unter 5% (v/v) lag (NEB-Katalog 2005-06, Mülhardt 

2003). 

Der Restriktionsansatz wurde über Nacht bei 37°C inkubiert und danach für 20 min bei 65°C 

inaktiviert. Zum Schluss wurde der Ansatz bzw. ein Teil davon mittels Agarose-

Gelelektrophorese (mind.0,2 µg DNA je Bande) analytisch beurteilt. 

3.1.4.2 Vorbereiten der Vektoren 

Ein Problem bei Klonierungen, welches häufig zu falsch positiven Klonen führt, ist die 

Religation des Vektors. Zum einen religieren die nicht vollständig doppelverdauten 

Vektormoleküle miteinander, weil durch nur einmal geschnittene Vektor-DNA zwei 

kompatible kohäsive Enden entstehen. Zum anderen führen Selbstreparaturmechanismen der 

Zelle zur Religation. Außerdem ist es vermutlich nach Alexandrov et al. (2004) auch möglich, 

dass zwei linearisierte Vektormoleküle, die über gleiche überhängende Enden verfügen, sich 

zu einem intakten doppelt so großen Plasmid verbinden. 

Man kann diese Probleme verringern, indem man die Vektor-DNA dephosphoryliert. Die 

alkalische Phosphatase aus Shrimps (SAP) (Roche Diagnostics, Penzberg) verhindert eine 

Religation der Vektorenden, indem sie Phosphatgruppen vom 5‘-Ende der DNA abtrennt und 

dabei eine 5‘-OH-Gruppe zurück lässt. 

Um für die anstehende Klonierungen auf einen vorbehandelten Vektorvorrat („ready-to-use“) 

zurückgreifen zu können, wurden zunächst größere Mengen der Zielvektoren präpariert. Die 

Restriktionsansätze wurden mengenmäßig so angesetzt, dass genügend Material für mehrere 

Klonierungen zur Verfügung stand (ca.20 µg pQTEV3G-/ pQTEV3-Maxipräp-DNA).„ 

Die Durchführung erfolgte abgewandelt nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll: 

20 µg restringierte Vektor-DNA (BamHI/ NotI) wurde mit entsprechenden 

10×Dephosphorylierungspuffer und 11 U SAP vermischt 30 min bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurde die SAP durch 20minütiges Erhitzen bei 65 °C inaktiviert. 

Verdaut man Vektoren mit zwei Restriktionsenzymen, setzt man kleine Stücke Polylinker frei, 

die bei der anschließenden Ligation stören können (Religation des Vektors durch bevorzugten 

Einbau des Polylinkerstückes anstelle des DNA-Fragments). Die Größe des durch den BamHI 

/ NotI Doppelverdau freigesetzten DNA-Stückes beträgt sowohl für pQTEV3G als auch für 

pQTEV3 28 bp. Das Polylinkerstück wurde von der linearisierten und dephosphorylierten 

Vektor-DNA abgetrennt, indem der gesamte SAP-behandelte Restriktionsansatz nach 

Herstellerprotokoll durch Miniatur-Gelfiltrations-Säulen filtriert wurde (Croma Spin+TE-

1000, BD Biosciences, Heidelberg). Das Säulenmaterial hält alle Nukleotide, die kleiner als 
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1000 bp sind, sowie andere Biomoleküle und Salze zurück. Im Eluat befinden sich die 

gereinigten Vektoren. Die Vektor-DNA-Präparation wurde auf eine Konzentration von 1 

µg/ml eingestellt und bis zu ihrer Verwendung in geeigneten Aliquots bei -20°C eingefroren. 

3.1.4.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel 

Um die herausgeschnittenen AMFR-/ VCP-DNA-Fragmente für die Klonierung einzusetzen, 

müssen sie zunächst von ihren Ursprungsvektoren abgetrennt und aufgereinigt werden. 

Dafür wurden jeweils 10 µg BamHI/ NotI doppelverdaute Vektor-Insert-DNA (Minipräp) auf 

ein präparatives Agarosegel (Länge der Trennstrecke: 7cm) aufgetragen. 

Nach erfolgter Agarosegel-Trennung wurden die DNA-Banden von Interesse mit einem 

sterilen Skalpell herausgeschnitten. Um die UV-empfindlichen DNA-Fragmente vor 

Mutationen zu schützen, wurde die UV-Exposition so kurz wie möglich gehalten, indem nur 

Markierungen mit dem Skalpell vorgenommen wurden. Anschließend wurde bei 

ausgeschalteten UV-Lampen das Gelstück vollständig ausgeschnitten und in ein zuvor 

ausgewogenes 2 ml-Reaktionsgefäß überführt. 

Die DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelstücken mithilfe des MinEluteTM Gel Extraktion 

Kit der Firma Qiagen nach Protokoll eluiert. 

Nach der Gel-Elution wurde für die unterschiedlichen DNA-Fragment-Lösungen die 

Konzentration ermittelt und falls notwendig wurden sie bis zur Ligation bei -20°C gelagert. 

3.1.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten 

Die Verknüpfung von restringierter Insert-DNA mit kompatibel geschnittener 

dephosphorylierter Vektor-DNA wurde enzymatisch mithilfe der T4-DNA-Ligase (NEB, 

Frankfurt am Main) durchgeführt. Dabei wurden alle AMFR- bzw. VCP-Inserts zwischen die 

BamHI und NotI Schnittstellen der pQTEV3G- bzw. pQTEV3-Expressionsvektoren ligiert. 

Eine erfolgreiche Klonierung hängt u.a. von dem in der Ligation eingesetzten 

Mengenverhältnis der DNA-Komponenten (Vektor und Insert) ab (Sambrook et al. 1989). 

Hierzu wurden Insert- und Vektor-DNA (ca. 50ng) in einem molekularen Verhältnis von 3:1 

(NEB-Katalog 2005-06) und zum Vergleich bei der VCP-Umklonierung auch von 5:1 

(Mülhardt 2003) mit dem entsprechenden T4-Ligase-Puffer und 2 U T4-Ligase vermischt. 

Um die erforderliche DNA-Masse der AMFR/VCP-Inserts zu ermitteln, wurde zunächst die 

eingesetzte Masse der Vektor-DNA (50ng) mithilfe der folgenden Formel (abgeleitet nach 

Mülhard 2003) in Mol umgerechnet: 
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mV = Masse der eingesetzten Vektor-DNA in µg 

NV = Größe des linearisierten Vektors  
        (Anzahl der Basenpaare) 

nV = Molmenge des Vektors  
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Die drei- bzw. fünffache Molmenge des Vektors ergab die eingesetzte Insert-DNA Molmenge. 

Mithilfe der folgenden Formel wurde schließlich die erforderliche Masse ermittelt: 
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Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte über Nacht bei 4°C im Kühlschrank oder 

wahlweise für 2 h bei 20°C. 

Um die Religationsrate zu ermitteln, wurden Kontrollansätze mit vorbehandelten Vektoren 

ohne Insert mit T4-Ligase inkubiert. Eine hohe Anzahl an Transformanden und ein geringer 

Religationshintergrund gewährleistet eine statistisch höhere Ausbeute an positiven Klonen. 

3.1.5 Transformationsmethoden 

In Abhängigkeit von der Transformationskompetenz wurde die Vektor-Insert-DNA (aus 

Ligation oder Minipräp) mittels Hitzeschock oder Elektroporation in die E. Coli-Zellen 

eingebracht. Dafür wurden in der PSF hergestellte, bei –80°C gelagerte chemisch und 

elektrokompetente kompetente E. Coli SCS1-Zellen verwendet. 

Zellen ohne Helferplasmid waren als chemisch kompetente Zellen verfügbar. Für die 

Transformation von SCS1-Zellen mit pRARE-Helferplasmid wurden elektrokompetente 

Zellen verwendet. Helferplasmide ergänzen das tRNA-Repertoire einer bakteriellen 

Wirtszelle, um Proteine aus höheren Lebewesen effizienter exprimieren zu können. Beide 

Arten von kompetenten Zellen wurden in geeigneten Aliquots bei –80°C gelagert.  

Die durch Ligation neu entstandenen AMFR-Plasmide wurden zunächst in chemisch 

kompetente SCS1-Stämme ohne pRARE-Helferplasmid transformiert. Diese AMFR-Klone 

waren nicht für die Expression der AMFR-Konstrukte bestimmt. Sie dienten allein dem 

Zweck, aus Ihnen möglichst reine Donorplasmid-DNA für die Coexpressionsklonierung zu 

isolieren. Zellen ohne Helferplasmid haben den Vorteil, dass die daraus isolierte Minipräp-

DNA nur eine Plasmidsorte enthält. Es wurde angenommen, dass die zusätzlich vorhandene 

Plasmid DNA des Helferplasmids vermutlich die Konstruktion der Coexpressionskassetten 

stören könnte. 

Um dennoch AMFR-Konstrukte in E.coli-Stämmen mit Helferplasmid exprimieren zu 

können, wurde die Plasmid-DNA (Minipräps) ausgewählter sequenzierter Klone (s. 

Ergebnisteil 4.1.2) in elektrokompetente SCS1/pRARE Zellen transformiert. 

Dieser Aufwand wurde für die VCP-Umklonierung nicht betrieben. Die aus der Ligation 

stammenden Plasmide wurden direkt in elektrokompetente SCS1/pRARE Zellen 

transformiert. Relativ reine VCP-Minipräps für die Coexpression ließen sich dadurch 

gewinnen, indem die E. Coli Kulturen nur mit Ampicillin und ohne Chloramphenicol (pRARE 

nI = Molmenge der Insert-DNA 
       (3x bzw. 5× Molmenge des Vektors) 
NI = Größe des Inserts (Anzahl der Basenpaare) 

mI = Masse der Insert-DNA 
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vermittelte Resistenz) angezüchtet wurden. Vermutlich lässt sich der Helferplasmid-DNA-

Anteil in einer Minipräp dadurch gering halten, wenn man die Bakterienkultur ohne das 

Antibiotikum, dessen Resistenz das Helferplasmid besitzt, heranzüchtet. Aufgrund des nicht 

vorhandenen Selektionsdrucks würde sich die Zelle des überflüssigen Plasmids endledigen. 

3.1.5.1 Transformation von chemisch kompetenten Bakterienzellen 

Durch Transformation von chemisch kompetenten SCS1-Zellen konnten zunächst umklonierte 

AMFR-E.coli-Stämme ohne pRARE Helferplasmid hergestellt werden. Die Transformation 

erfolgte abgewandelt nach Inoue et al. (1990). Hierzu wurden 100 µl auf Eis aufgetaute Zellen 

in ein PCR-Reaktionsgefäß gegeben und mit 5 µl (ca. 25 ng DNA) des Ligationsansatzes 

(pQTEV3G/AMFR-Insert) bzw. der Minipräp vermischt. Zur DNA-Aufnahme wurde der 

Transformationsansatz für 10 min in einer gekühlten Vorrichtung auf Eiswasser platziert. 

Nach 30 Sekunden Hitzeschock, bei 42°C in der PCR-Maschine, wurde das Reaktionsgefäß 

für 1-5 Minuten erneut auf Eiswasser gestellt. Zur Regeneration der Zellen wurde der 

Transformationsansatz mit jeweils 0,6 ml Medium (2YT, 20mM Glucose, 20mM MgCl2) in 

einen 96er Deepwellblock überführt und für 45 Minuten bei 37°C geschüttelt. Anschließend 

wurden geeignete Aliquots (je 150 µl pro Verdünnungsschritt) auf Ampicillin-

Selektionsplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

3.1.5.2 Elektroporation zur Transformation kompetenter Bakt erien  

Mittels Elektroporation wurden die umklonierten AMFR-pQTEV3G-Plasmide (Minipräps von 

ausgesuchten Klonen) in elektrokompetente SCS1-Zellen, die das Helferplasmid pRARE 

enthalten, übertragen. Ebenso erfolgte mit der zu transformierenden VCP-/pQTEV3-DNA aus 

dem Ligationsansatz eine Elektroporation mit SCS1/pRARE-Zellen. 

Die Transformation mittels Elektroporation erfolgte wie folgt: 

30 µl auf Eis aufgetaute elektrokompetente Zellen wurden mit 5 µl (25 ng DNA) 30 min 

dialysiertem Ligationsansatz (bzw. Minipräp) gemischt und in eine abgekühlte 

Elektroporationsküvette gegeben. Unmittelbar nach der Elektroporation (200 W, 25 mF, 1,66 

kV) des Transfomationsansatzes wurden die Bakterien zur Regeneration in 1ml Medium 

(2YT, 20 mM MgCl2, 20 mM Glucose) aufgenommen. Nach 30 min Schütteln bei 37°C 

wurden geeignete Aliquots (je 150 µl pro Verdünnungsschritt) auf Ampicillin-

/Chloramphenicol-Selektionsplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Um einzelne Kolonien zu erhalten, wurden die Transformationsansätze neben den 

unverdünnten Aliquots standardgemäß in 1/10 und 1/100 Verdünnungen im entsprechenden 

Medium auf Selektivplatten ausgestrichen. 

Bei geringen Kolonieausbeuten erfolgte im Zweifelsfall, mit der über Nacht im Kühlschrank 

gelagerten Rest-Supension, eine Aufkonzentrierung der Zellen. Hierzu wurde die 
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Bakteriensuspension zentrifugiert (6 min, 4°C, 4000 rpm), der Überstand verworfen und das 

Zellpellet in 150 µl Medium wieder aufgenommen. Anschließend wurde der aufkonzentrierte 

Restansatz vollständig ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Um die Effizienz einer Transformationsmethode vergleichen zu können, wurde als Kontrolle 

25 ng zirkuläre Vektor-DNA (pQTEV3G und pQTEV3) in entsprechend kompetente Zellen 

transformiert. 

Weiterhin wurde mit nicht transformierten kompetenten Zellen eine Wachstumskontrolle 

(Medium ohne Antibiotika) und eine Selektionskontrolle (Zellen ohne Antibiotikaresistenz auf 

Selektivmedium) durchgeführt. 

3.1.5.3 DNA-Sequenzierung 

Die Sequenzierungen der umklonierten AMFR- bzw. VCP-Inserts erfolgten abgewandelt nach 

der „Didesoxy-Methode“ von Sanger et al. (1977) durch die Service AG Dr. M. Meixner 

(Humboldt- Universität, Berlin). Um Sequenzierfehler auszuschließen, wurden grundsätzlich 

beide DNA-Stränge über ein Primerwalking sequenziert. Die AMFR-Inserts wurden nach 

Klonierung in pQTEV3G mit dem GST-tag spezifischem Primer pGEX5-forward und dem 

pQE276-reverse durchsequenziert. Das VCP-Insert wurde dagegen aufgrund seiner Größe mit 

dem Primerpaar pQE 65-forward und pQE 276-reverse nur ansequenziert. 

Die Sequenzrohdaten wurden unter Verwendung des Programmpakets Staden Package 

(Medical Research Council, United Kingdom) aufbereitet. Die Insertsequenzen wurden 

anhand eines Multiple Sequence Alignment mit den entsprechenden Referenzsequenzen der 

Sequenzdatenbank GenBank des National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

Bethsda, USA) manuell verglichen und eventuelle Sequenzierfehler korrigiert. Hierzu wurden 

die Referenzsequenzen in das Alignment aufgenommen und die Vektorsequenz 

weggeschnitten. 

Die Sequenzanalyse sollte die Korrektheit der Insertsequenzen auf eventuelle Mutationen 

überprüfen, die vermutlich u.a. durch die UV-Exposition entstehen könnten. 

3.1.6 Coexpressionsklonierung 

Die Coexpression ist ein gentechnisches Verfahren, welches die paarweise Expression von 

unterschiedlichen Proteinen auf einem Tandemplasmid ermöglicht. Die Konstruktion von 

Coexpressionskassetten erfolgte abgewandelt nach einer von Alexandrov et al. (2004) 

entwickelten ligationsfreien Klonierungsmethode (ligation-independent-cloning (LIC)). 

Die ORFs des AMFR und des VCP wurden zuvor als Insert in die Expressionskassetten in die 

MCS der pQTEV3G bzw. pQTEV3-Vektoren umkloniert.  

Daraus wurden Klone isoliert, die für die Coexpressionsklonierung kompatible Donorvektoren 

in sich tragen. Die in den Expressionskassetten enthaltene Promotor-, MCS- und 
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Terminatorsequenz ist von sog. LINK-Sequenzen flankiert, die für die LIC-

Coexpressionsklonierung obligatorisch sind. Die LINK-Sequenzen enthalten insgesamt drei 

seltene Schnittstellen (8 Basen Erkennungssequenz) für Restriktionsenzyme. Zum einen zwei 

Schnittstellen für PacI an den Rändern und zum anderen stromabwärts vom Insert eine 

Schnittstelle für SwaI (Abb. 9). Die LINK-Sequenzen ermöglichen die Kombination von zwei 

Coexpressionskassetten zu einer, indem das mit PacI herausgeschnittene Fragment des einen 

Donorplasmids in die SwaI-site des anderen Donorplasmids integriert wird. 

Die Herstellung von Coexpressionskonstrukten begann zunächst damit, dass ein Donorplasmid 

mit PacI und das andere mit SwaI-verdaut wurde. Durch die anschließende T4-DNA 

Polymerase-Behandlung (T4 DNA Polymerase, LIC- Qualified, Novagen, USA) entstehen 

kompatible Überhänge, die zu einem Tandemplasmid hybridisieren. 

Das SwaI behandelte Donorplasmid wurde durch einen Schnitt innerhalb der LINK-Sequenz 

linearisiert. Dagegen wurde beim PacI verdauten Coexpressionspartner die LINK-Sequenz 

zusammen mit der integrierten Expressionskassette herausgeschnitten. Nach der T4-DNA-

Polymerase-Behandlung wurde das mit PacI herausgeschnittene DNA-Fragment in die SwaI-

Schnittstelle durch kompatible Überhänge in einer Annealingreaktion integriert. Der mit PacI 

abgetrennte Vektorrest bildete das Nebenprodukt. Somit wurde der restliche DNA-Abschnitt 

des SwaI-verdauten Vektors in das Tandemplasmid übernommen. 

Um kompatible Überhänge an den DNA-Enden zu produzieren, wurde eine besondere 

Eigenschaft der T4-DNA-Polymerase ausgenutzt. Das Enzym reagiert auf linearisierte DNA 

beim Ausbleiben von Nukleotiden nicht mit einer Polymeraseaktivität, sondern mit einer 

3’→5’ Exonukleaseaktivität. Dadurch kann die DNA von den Enden her zum Einzelstrang 

abgebaut werden. Die Exonukleaseaktivität wird dann gestoppt, wenn das Nukleotid, das als 

nächstes abgebaut werden soll, der Reaktionslösung zugefügt wurde. In der verwendeten 

Methode waren die LINK-Sequenzen so konstruiert, dass die zu kombinierenden 

Expressionskassetten auf jeder Seite von einer GC-Bindung umgeben sind. Die T4-DNA-

Polymerase produziert durch die Präsenz von entsprechenden Desoxynucleosidtriphosphaten 

(dGTPs im SwaI-Ansatz und dCTPs im PacI-Ansatz), kompatible 5’ Überhänge in einer 

Größe von 14 Basen. Dadurch können in der nachfolgenden Annealingreaktion die 

komplementären Überhänge exakt miteinander hybridisieren. 

Auf diese Weise konnten drei unterschiedliche AMFR-Expressionskassetten in pQTEV3G-

Vektoren mit einer VCP-Expressionskassette im pQTEV3-Vektor zu drei unterschiedlichen 

Tandemplasmiden kombiniert werden (VCP+AMFR-B1, VCP+AMFR-D1, VCP+AMFR-E1). 

Um bei der späteren Aufreinigung der AMFR-Konstrukte unspezifische Wechselwirkungen 

mit der Metallchelat-Matix oder dem VCP auszuschließen, wurde zusätzlich ein GST-

Kontrollklon hergestellt. Hierzu wurde Plasmid-DNA des pQEV3G-Vektors, der ein GST-

Expressionsvektor ist, als Donorplasmid eingesetzt. Der Expressionsvektor pQTEV3G ist ein 
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pQTEV3-Konstrukt in das ein Gst-tag hineinkloniert (BseRI /PstI) wurde (Büssow & Scheich 

2005). Der aufgereinigte VCP+GST Kontrollklon diente als Referenz, dass in His-pulldowns 

kein GST bzw. in GST-pulldowns kein VCP aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen 

coaufgereinigt wird. 

Prinzipiell spielt es keine Rolle, aus welchem Restriktionsansatz die Coexpressionspartner 

stammen, denn die LINK-Sequenzen sind für beide Verdaungskombinationen kompatibel. 

Unter der Voraussetzung, dass ein Donorplasmid mit SwaI und das andere mit PacI verdaut 

wird, ist grundsätzlich jede erdenkliche Kombination von Coexpressionspartnern möglich. 

Jedoch können zusätzliche PacI-/ SwaI-Schnittstellen außerhalb der LINK-Sequenzen zu nicht 

kompatiblen Restriktionsprodukten führen, die eine Bildung von Tandemplasmiden 

verhindern.  

Da die AMFR-Donorplasmide neben der SwaI Schnittstelle innerhalb der LINK-Sequenz noch 

eine Weitere im GST-tag hatten, konnte die Konstruktion der Coexpressionskassetten nur in 

der Kombination AMFRPacI/VCPSwaI bzw. pQTEV3GPacI/VCPSwaI durchgeführt werden. 

 

Abb. 9: Konstruktion von Coexpressionskassetten 
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SwaI PacI SwaI PacI

SwaI 
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Unterschiedlicher 
Restriktionsverdau/T4-DNA-
Polymerase-Behandlung

SwaI

His7-VCP

PacI

PacI

PacI

PacI

Coexpressions-Tandemplasmid
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SwaI PacI

Annealing

LINK1-Sequenz 
C TTAAT  TAACAACACCATTTG
GAAT TA ATTGTTGTGGTAAA C

GST-AMFR-
B1/-D1/-E1

LINK2-Sequenz 
G TAACAACACCATTT AAATGGAGTGGTTAC AAATGGAGTGGTTAAT TAAG
CATTGTTGTGGTAAA TTTACCTCA CC AAT GTTTACCTCACCAAT  TAATTC
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Die praktische Umsetzung wurde wie folgt durchgeführt: 

1. Plasmid-DNA-Isolierung von Coexpressionspartnern (Minipräp): 

Um drei AMFR+VCP Coexpressionskassetten herzustellen, wurden pro AMFR/VCP-

Konstrukt je ein E. Coli-Klon ausgewählt und seine Plasmid-DNA isoliert. Es wurde darauf 

geachtet, dass die Minipräps der AMFR-Konstrukte aus SCS1-Stämmen ohne pRARE 

stammten und die VCP-Klone ohne Chloramphenicol im Medium angezüchtet wurden 

(s.3.1.5). Für den GST-Anteil des GST+VCP Kontrollklons wurde die bei –20°C gelagerte 

Maxipräp des pQTEV3G-Vektors verwendet (s. 3.1.3). 

2. unterschiedlicher Restriktionsverdau (SwaI oder PacI) der Donorplasmid-DNAs: 

Für die unterschiedliche Spaltung der LINK-Sequenzen wurde ein Donorplasmid mit SwaI 

und anderes mit PacI verdaut. Hierzu wurde 0,5 µg Plasmid-DNA mit 5 U Restriktionsenzym 

und BSA in 15 µl des entsprechenden Reaktionspuffers (NEB 3 für SwaI und NEB 1 für PacI) 

inkubiert (üN, 25°C für den SwaI- und 37°C für den PacI- Ansatz). Nach der Inkubation 

wurden die Enzyme für 20 min bei 65°C inaktiviert. 

3. Erzeugung kompatibler DNA-Enden: 

T4-DNA-Polymerase wurde für die Erzeugung komplementärer 5’-Überhänge an den 

geschnittenen LINK-Sequenzen eingesetzt. Hierfür wurde den Ansätzen entsprechend 5 µl 

einer 10 mM-Desoxynukleotidlösung (dGTPs für SwaI-, dCTPs für PacI-Ansätze) mit 12 µl 

einer Master mix- Komposition aus T4-DNA-Polymerase (2,5 U/µl) im passenden 

Herstellerpuffer vermischt. Nach dem Hinzufügen von 3 µl (0,1 µg DNA) des entsprechenden 

SwaI- oder PacI-Restriktionsansatzes, wurde die Reaktionslösung für eine Stunde bei 25°C 

inkubiert. 

4. Annealing der kompatiblen DNA-Fragmente zu einem Tandemplasmid: 

Die hitzeinaktivierten (65°C, 20 min), mit T4-DNA-Polymerase behandelten, PacI- und SwaI- 

Ansätze wurden bei Raumtemperatur miteinander vermischt (3 µl von jedem). Anschließend 

wurde die Mischung für eine Minute auf 65°C erhitzt und zum Hybridisieren der Überhänge 

bei Raumtemperatur langsam abgekühlt. 

5. Transformation: 

Nach Zugabe von 2 µl einer 25 mM EDTA-Lösung wurden 1,6 µl (6 ng DNA) vom 

dialysierten Annealingansatz (1/2 Stunde) in elektrokompetente SCS1/ pRARE-E. Coli-Zellen 

transformiert.  

Um möglichst viele positive Coexpressions-Klone zu isolieren, wurde der gesamte Ansatz in 

200 µl Aliquots auf Chloramphenicol/ Ampicillin-Selektivplatten verteilt. 

Zur Beurteilung der nicht vollständig geschnittenen-, bzw. religierten Plasmide, wurde jeweils 

1 µl (33,3 ng DNA) aus den PacI/SwaI-Restriktionsansätzen mittransformiert. 

Das Transformationsergebnis wurde mittels Colony-PCR (s. nächster Abschnitt) überprüft. 

Eine Sequenzierung der Coexpressionskonstrukte schien nicht notwendig, da die 
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Donorplasmide bereits sequenziert wurden. Als Kontrolle dienten die VCP/AMFR-

Donorplasmide, aus denen die Expressionskassetten mithilfe des gleichen Primerpaares 

pQTEV3 U/-L amplifiziert wurden. 

3.1.7 Identifikation von Einzelklonen mittels PCR ( Colony-PCR) 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR), die 1985 von Kary Mullis entwickelt wurde, ist eine in 

vitro-Technik zur gezielten millionenfachen Amplifizierung von DNA-Segmenten, die 

zwischen zwei Regionen bekannter DNA-Sequenzen liegen. Die PCR basiert auf einer 

zyklischen Wiederholung von drei aufeinander folgenden Reaktionen: Denaturierung, 

Primeranlagerung (Annealing) und Primerverlängerung (Extension, Elongation). Als Starthilfe 

für die Reaktion benötigt man zwei Oligonukleotidprimer, kurze, einzelsträngige DNA-

Moleküle, die komplementär zu den Enden der zu vervielfältigenden Sequenz sind. Diese 

lagern sich nach der Denaturierung der doppelsträngigen DNA an ihre Zielregion an. In 

Gegenwart von Desoxynucleotiden (dNTPs) und unter geeigneten Reaktionsbedingungen 

verlängert eine thermostabile DNA-Polymerase die Primer komplementär zu der 

einzelsträngigen DNA-Vorlage. Die neu synthetisierten DNA-Stränge dienen wiederum als 

Matrize für die Synthese weiterer Stränge. Das Zielfragment, dessen Enden definiert sind 

durch die 5‘Enden der Primer, wird damit exponentiell vermehrt. 

Die PCR wurde als Standardmethode zur Überprüfung der Insertion bei E.coli-

Transformanden angewendet (Colony-PCR). Durch direkte Amplifizierung von DNA aus 

Bakterienkolonien mit vektorspezifischen, flankierenden Primern erhält man schnell 

Information über die Größe der insertierten DNA. Hierzu wurden Bakterienkolonien von den 

Selektiv-Agarplatten steril abgenommen (gepickt) und direkt in ein PCR-Tube mit 20 µl 

Matermixkomposition überführt. 

Um die Plasmide der PCR zugänglich zu machen, wurden die Zellen im ersten PCR-

Programmschritt 5 min bei 95°C zerstört. Danach erfolgte eine Standard-PCR mit den 

entsprechenden Primern des im Plasmid eingefügten DNA-Abschnitts.  

Die analytische Beurteilung der Colony-PCR erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.  
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Tabelle 4: Mastermixkomposition und Thermocycler Programm (Colony-PCR) 

Komponenten 
Volumen 

pro 
Reaktion 

Endkonz. 
(f.c.) 

Programm-
schritt 

Temperatur Dauer 

H2O 10,9 - 1 95°C 5 s 

5 M betaine 5,0 1.25 M 2 95°C 30 s 

Polymerase 
Puffer (10x) mit 
1,5 mM MgCl2

 
2,0 1x 3 

60°C (pQE-
Primer) bzw. 

53°C                  
(pQ-Primer) 

30 s 

2.5 mM dNTPs 0,5 65,5 µM 4 72°C 

1 min bei 
AMFR/ VCP-
Umklonierung 

6 min bei 
Coexpressions-

klonierung* 
5’ Primer (10 

µM) 
0,6 

10 
pmol/µl 

Go to step 2, 29 Durchläufe 

3’ Primer (10 
µM) 

0,6 
10 

pmol/µl 
5 72°C 10 min 

Taq-Polymerase 
(10 U/µl) 

0,4 0,2 U 7 12°C ∞ 

DNA Template - - 

Endvolumen 20,0  

* Faustregel: 1 Min/kb pro zu erwartendes 
Produkt 

 

 

 

3.2 Gewinnung rekombinanter Proteine aus E. Coli-Kulturen 

3.2.1 Stammhaltung 

Die transformierten Bakterienstämme wurden nach Anzucht im Brutschrank (üN, 37°C) und 

erforderlicher Selektion auf R2A-Agarplatten mit 2YT+Ampicillin oder 2YT+ Ampicillin+ 

Chloramphenicol Medium bis zu ihrer Auswahl bei 4°C im Kühlraum aufbewahrt. Die 

ausgewählten E. coli-Klone wurden als Glyceroldauerkulturen in einem Glycerolstock der 

PSF bei -80°C gelagert. Hierfür wurden frische Übernachtkulturen in einem mit Glycerol 

(20% Glycerol in Bakterienkultur) gefüllten Kryoröhrchen (Greiner, Frickenhausen) in 

flüssigem Stickstoff eingefroren. 
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3.2.2 Zellanzucht und rekombinante Proteinexpression im kleinen Maßstab 

Die Überexpression von Proteinen in E. Coli im kleinen Kulturmaßstab verfolgte das Ziel 

VCP/AMFR-Zielproteine für analytische Zwecke, bereitzustellen. Hierzu wurden entweder 2 

ml-Kulturen in einem 15 ml–Röhrchen oder 20-100 ml Kulturen in einem 100-500 ml 

Schüttelkolben angezüchtet. Wegen der Sauerstoffversorgung wurde darauf geachtet, dass das 

Verhältnis Flüssigkeitsvolumen/Kolbenvolumen nicht den Wert 1:5 überstieg. Nach der 

Proteinexpression wurden die Kulturen in 1ml-Aliquots, pelletiert, schockgefroren und bis zur 

Verwendung bei -80°C gelagert. 

Als Erstes wurde eine Übernacht-Kultur nach der Beimpfung mit einer nicht angetauten 

Glycerindauerkultur im 2YT-Medium mit 2% Glucose und frisch zugesetzten Antibiotika auf 

einem Schüttler angezüchtet (37°C, 200 rpm). 

Danach wurde 1/10 der Übernacht-Kultur in entsprechendes Volumen frisches SB-

Antibiotika-Medium überführt und ca. 2 h kultiviert (37°C, 200 rpm). 

Durch Zugabe von IPTG (f.c. 1 mM) wurde induziert und nach 3-4 h Überexpression bei 

entsprechender Temperatur wurden die Zellen aus 1 ml Kultur in 1,5 ml Eppendorfgefäße oder 

in 96-deep-well-Mikrotiterblöcke aliquotiert, pelletiert (10 min, 4000xg, 4°C) und nach dem 

Schockgefrieren im flüssigen Stickstoff bei –80°C gelagert. 

Um das überexprimierte Protein schnell im SDS-PAGE testen zu können, wurde das 

Gesamtprotein extrahiert (wcp), indem das Zellpellet in 200 µl H2O resuspendiert und 20 µl 

davon in 4x SDS-Puffer aufgenommen wurden. Nach Denaturierung (2min, 95°C) und 

Zentrifugation (5 min, 16000xg) wurde zur Beurteilung im SDS-PAGE 2,5 µl aufs Gel 

aufgetragen. 

3.2.3 Rekombinante Proteinexpression im 2 l-Produktionsm aßstab und 

Gewinnung eines Proteinextrakts  

Um allein exprimiertes His7-VCP bzw. coexprimiertes His7-VCP+GST-AMFR zu gewinnen, 

wurde pro 2 l-Produktionskultur eine ca. 110 ml Vorkultur nach 3.2.2 angezüchtet. Zuerst 

wurde ein 5 l-Schüttelkolben mit Schikanen für die Produktionskultur mit 100 ml 20x KPB-

Lösung, Antibiotikalösung (Ampicillin f.c.100 µg/ml, Chloramphenicol f.c. 34 µg/ml), mit 1,3 

l entionisiertem H2O auf ein Endvolumen von ca. 1,4 aufgefüllt und bei 37°C üN im Schüttler 

temperiert. Nach dem Anwachsen der Vorkultur (üN, 37°C, 200 rpm) konnte 100 ml Innokulat 

und 500 ml autoklaviertes 4x SB-Medium zur Produktionskultur zugegeben werden. Die 

anschließende Kultivierung der E. Coli-SCS1-Zellen erfolgte auf einem Schüttler (37°C, 200 

rpm), bis eine bestimmte optische Dichte (OD600) für die Zugabe von 1mM IPTG (Induktion) 

erreicht war. Da man die Proteinexpression optimieren wollte, wurden verschiedene 

Induktionszeitpunkte zwischen den OD600-Werten 2 und 2,5 variiert. Für die Proteinexpression 

wurde die Schüttlergeschwindigkeit auf 185 rpm runtergeregelt. Dauer und Temperaturen der 
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Proteinexpression wurden zuvor im 1 ml-Maßstab ausgetestet (s. 3.3.1.2) und betrugen für die 

alleinige Expression von His7-VCP 6 oder 20 h bei 28 oder 16°C und für die Coexpression 6 h 

bei 28°C. 

Um das überexprimierte Protein im SDS-PAGE nachzuweisen zu können, wurde eine 100 µl 

Probe aus der 2 l-Kultur direkt in 4x SDS aufgeschlossen und denaturiert (2min, 95°C). Die 

geernteten Zellen wurden mittels Zentrifugation pelletiert (4°C, 4200 rpm), in 50 ml Falcon 

Zentrifugengefäße überführt und einmal in eiskaltem Waschpuffer (20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 

150 mM NaCl) resuspendiert. Anschließend wurden die gewaschenen Zellen erneut 

abzentrifugiert (4°C, 4200 rpm), der Überstand verworfen, das Zellpelletgewicht bestimmt 

und die Pellets nach dem Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert. 

Um aus den Zellpellets einen aufzureinigenden Proteinextrakt zu gewinnen, wurde als Erstes 

pro Aufreinigungsprozedur eine pelletierte  bei -80°C gelagerte 2 l-Expressionskultur bei RT 

aufgetaut und in Aufschlusspuffer (20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM 

Mercaptoethanol, 1 mM PMSF+1-2 Proteaseinhibitor Cocktailtabletten (EDTA-frei, Roche) 

resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte zunächst im Ultraschallhomogenisator auf Eis in zwei 

Pulsintervallen zu 30 s mit je 3 min Kühlpausen. Da man die Ausbeute an löslichem Protein 

optimieren wollte, wurde mit längeren Pulswellen und höherer Amplitudenstärke (>50 %) 

variiert und mit dem Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisator (3-4 Zyklen, 1000-1500 

bar) verglichen. Keine der Variationen am Ultraschallhomogenisator konnte die höhere 

Proteinausbeute des Hochdruckhomogenisators erreichen. Durch einen davor erfolgten 

enzymatischen Zellaufschluss konnte in Kombination mit dem Hochdruckhomogenisator 

zusätzliches lösliches Protein gewonnen werden. Hierzu wurde Lysozym (0,5 mg/ml, 30 min 

Inkubation auf Eis) zu den resuspendierten Zellen zugegeben, gefolgt von der Zugabe von 

Benzonase- (500 U/ 60 ml, 1,2 mM MgCl2, 30 min Inkubation bei RT). 

Nach dem Aufschluss wurden die Zelltrümmer und unlöslichen Bestandteile aus dem 

Homogenat in 2-3 Stufen abzentrifugiert (3x 10 min, 10°C, 25000 rpm). Je effizienter die 

Zellen aufgeschlossen wurden, desto trüber war das Zellhomogenat und desto schwieriger war 

die Abtrennung von unlöslichen Bestandteilen. Um schließlich einen relativ klaren 

Proteinextrakt für die Affinitätsreinigung (AC) zu erhalten, waren drei Zentrifugatrionsschritte 

notwendig. 

Abschließend wurde der proteinhaltige Überstand steril filtriert (Porengröße=0,45 µm) und 

unmittelbar danach zur Affinitätsreinigung der präparativen HPLC zugeführt (s. 3.2.2). 
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3.3 Isolierung und Reinigung von rekombinanten Prot einen 

Als Erstes sollten im kleinen Maßstab grundlegende Rahmenbedingungen wie optimale 

Expressionstemperatur und Pufferzusammensetzung ermittelt werden. Gleichzeitig sollten in 

His-bzw. GST-pulldowns Interaktionen zwischen dem VCP und seinem AMFR-

Coexpressionspartner nachgewiesen werden.  

Schließlich sollten die im 1 ml-Kulturmaßstab gewonnenen Erkenntnisse auf die Reinigung im 

2-l-Produktionsmaßstab übertragen werden (Scale-up). Der erste Aufreinigungsschritt nach 

der Proteinextraktion war jedoch immer eine Affinitätschromatographie (AC). Der dafür 

verwendete Säulenkörper war mit dem entsprechendem Affinitätsmaterial gefüllt. 

Um Aussagen über Ausbeute und Reinheit einer Reinigungsstufe machen zu können, wurden 

die Eluate anhand von Elutionsdiagrammen und SDS-PAGE überprüft. Dafür wurden je nach 

zu erwartender Proteinkonzentration unterschiedliche Volumina auf Gel aufgetragen: 2,5-3 µl 

beim freigesetzten Gesamtprotein (whole cellular protein, wcp), beim Proteinextrakt nach dem 

Zellaufschluss und beim Durchfluss bei der Affinitätschromatografie. 8-12 µl für nicht 

aufkonzentriertes aufgereinigtes Protein (snp, soluble native protein).  

In der letzten Reinigungsstufe (Gelfiltration) konnten bei guter Aufreinigung die 

Elutionsdiagramme auch mathematisch ausgewertet und theoretische Produktverluste 

bestimmt werden (s. 3.3.3). 

Mithilfe des Programmes Image J 1,36b (W. Rasband, NIH, USA) konnten die 

Reinigungsfaktoren mittels Histogrammvergleichs, direkt aus dem gescannten SDS-PAGE-

Bild bestimmt werden. Die Ausbeute an aufgereinigtem Zielprotein wurde nach jedem 

Aufarbeitungsschritt durch Bestimmung der Proteinkonzentration ermittelt.  

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

Um erste Rahmenbedingung für die Präparationen im großen Maßstab festzulegen, wurden 

Expressionstemperatur und Pufferzusammensetzung durch manuelle/automatische His-/GST-

tag Aufreinigungen im 1-ml-Maßstab variiert.  

Darüber hinaus dienten die aufgereingten Coexpressionskonstrukte als pulldown-Assay, um 

PPI zwischen dem VCP und seinen AMFR-Coexpressionspartnern nachzuweisen. 

3.3.1.1 Manuelle His-/GST-tag Reinigungen für VCP/AMFR-Bindungsstudien 

Die Lösungseigenschaften von Proteinen in Wasser können durch Änderung der Ionenstärke 

verändert werden. Zu hohe oder zu niedrige Salzkonzentrationen können zu einem 

Aggregieren und damit zu einem Ausfällen der Proteine führen (Wink 2004).  

Da die Proteinlöslichkeit entscheidend von der Salzkonzentration beeinflusst wird, wurde bei 

den Affinitäts-Aufreinigungen der NaCl-Gehalt im Aufreinigungspuffer variiert. NaCl ist ein 

mäßig chaotropes Salz (Hofmeister-Serie), von dem ein relativ geringer präzipitierender 
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Effekt bekannt ist. Je nach Verwendungszweck wurden dabei NaCl- Konzentrationen von 10-, 

50-, 150-, 300- und 1000 mM im Aufreinigungspuffer eingesetzt. 

Um die Auswirkungen von 0,1 mM EDTA und/oder 0,5 mM ATP in den 

Aufarbeitungspuffern zu untersuchen, wurden die einfachen AMFR-und die Coexpressions-

Konstrukte bei 150 mM NaCl mittels GSH-Agarose aufgereingt. Hierzu wurden die 

Standardaufarbeitungspuffer ohne Zusatz und zum Vergleich mit EDTA und/oder ATP 

verwendet. Ansonsten wurde im Verlauf der Arbeit üblicherweise auf den Zusatz der 

Chelatverbindung EDTA verzichtet, um nicht Strukturstabilität des VCP durch Entfernung des 

zentralen Zink-Ions zu gefährden (s. Einleitungsteil 1.3.4). 

Für die Affinitätsreinigung von überexprimiertem GST-AMFR bzw. His7-VCP wurden 

entsprechend pelletierte und schockgefrorene 1 ml-E.coli-Kulturen in Eppendorfgefäße bei RT 

aufgetaut. Die Aufreinigungspuffer hatten in beiden Verfahren, bis auf auf den Zusatz von 10 

mM Imidazol in der His-tag-Reinigung, die gleiche Grundzusammensetzung (20 mM Tris-

HCl (pH 7,5) und je nach Salzvariation eine Konzentration von 10-/50-/150-/300-/1000 mM 

NaCl). 

Die aufgetauten Zellpellets wurden mit frisch zugegebenen 1 mM PMSF in 150 µl Puffer 

unter vortexen resuspendiert. Für den Zellaufschluss wurde zu den Proben 35 µl frisch 

zubereiteter Lysozympuffer (Aufreinigungspuffer, 0,6% Brij 58, 10 mg/ml Lysozym) 

hinzugefügt und nach leichtem Vortexen 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 35 µl 

frisch zubereiteten Benzonasepuffer (Aufreinigungspuffer, 1,2 mM MgCl2, 0,1 U/µl 

Benzonase) und vortexen, folgte eine weitere Inkubation von 30 min bei RT um die Viskosität 

durch hochmolekulare DNA zu vermindern. Für die SDS-PAGE-Analyse des wcp wurde eine 

20 µl-Probe des Lysats in 4x SDS Puffer aufgenommen. Um unlösliche Zellbestandteile vom 

löslichen Proteinextrakt abzutrennen, wurden die Zelllysate für 10 min zentrifugiert (14000 

rpm, 4°C).  

Zwischenzeitlich wurden die nach Herstellerprotokoll präparierten Ni-NTA-bzw. Glutathion-

Agarosebeads (mind. eine Stunde in H2O aufgequollen) im endsprechenden 

Aufreinigungspuffer äquilibriert (50% (v/v), 30 min) und je 50 µl davon in neue 

Eppendorfgefäße gefüllt. 

Nach der Zentrifugation wurde der Überstand zu den mit Affinitäts-Agarosebeads gefüllten 

Gefäßen gegeben und auf einem kühlbaren Eppendorfgefäßschüttler unter moderaten 

Schütteln inkubiert (30 min, 10°C). Anschließend wurde der Überstand verworfen und die 

Affinitäts-Agarosebeads zweimal mit 0,5 ml Aufreinigungspuffer gewaschen. Nach jedem 

Waschschritt erfolgte ein leichtes Abzentrifugieren der Agarosebeads (30 sec, 100xg) und ein 

vorsichtiges Dekantieren. 

Die Elution der His- bzw. GST markierten Fusionsproteine wurde bei einer einheitlichen 

Salzkonzentration von 150 mM NaCl durchgeführt. Bei der GST-tag-Reinigung bestand der 
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Elutionspuffer aus Aufreinigungspuffer (20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl) mit 10 

mM reduziertem Glutathion bzw. 500 mM Imidazol bei der Ni-NTA-Reinigung. Die Elution 

erfolgte durch Zugabe von 60 µl Elutionspuffer auf die gewaschenen Affinitäts-Agarosebeads. 

Nach 20 min. Einwirkzeit bei RT und leichtem Schütteln, wurden die Agarosebeads 

abzentrifugiert (100 g, 30 sec) und der Überstand in 23 µl 4x SDS-Puffer aufgenommen. 

Wahlweise wurde die Abtrennung des Fusionspartners (His7 bzw. GST) vom Zielprotein auch 

im kleinen Maßstab durchgeführt, indem zu den beladenen und gewaschenen Agarosebeads 1-

3 µg TEV-Protease in 25 µl Aufreinigungspuffer zugegeben wurde. Nach üN-Inkubation 

wurden die Agarosebeads kurz abzentrifugiert (30 sec, 100xg) und ca. 20 µl vom Überstand 

mit dem geschnittenen Protein in 4x SDS-Puffer aufgenommen. Um schließlich auch das 

ungeschnittene Restprotein und das gebundene Polyhistidin bzw. GST von den Agarosebeads 

abzutrennen, wurde nach zweimaligem Waschen mit 400 µl Aufreinigungspuffer 50 µl 

Elutionspuffer hinzugefügt. Nach 20 min Einwirkzeit bei RT unter leichtem Schütteln wurden 

die Agarosebeads abzentrifugiert (30 sec, 100xg) und 20 µl vom Überstand in 4x SDS-Puffer 

aufgenommen. 

Die verschiedenen in 4x SDS-Puffer aufgenommenen Proben wurden denaturiert (2min, 90°C) 

und zur SDS-PAGE-Analyse auf das Gel aufgetragen (wcp=3 µl, snp=8 µl). 

Eine Anti-tag Kontrollreinigung mit „einfachen“ Expressionskonstrukten sollte die Spezifität 

der Aufreinigung beurteilen. Hierfür wurden die Proteine mit der nicht ihrem Affinitäts-tag 

entsprechenden Methode bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen aufgereinigt (bei GST-

AMFR mit NiNTA-Agarose, bei His7-VCP mit GSH-Agarose). 

3.3.1.2 Roboteraufreinigung 

Hochdurchsatzaufreinigungen am Roboter wurden eingesetzt um gleichzeitig VCP/AMFR-

Zielproteine aufreinigen, die bei unterschiedlichen Expressionstemperaturen/-zeiten 

überexprimiert wurden, um. Anschließend konnten die Aufreinigungsresultate im SDS-PAGE 

nach dem Temperaturoptimum und PPI beurteilt werden.  

Die Ermittlung der optimalen Expressionstemperatur wird standardgemäß zur Verbesserung 

der Produktion von rekombinanten Proteinen in E.coli eingesetzt. Die Löslichkeit globulärer 

Proteine steht im Zusammenhang mit der nativen Konformation und der biologischen 

Aktivität. Insbesondere sind überexprimierte humane Proteine häufig in Bakterien nicht 

löslich, sie akkumulieren dann in Einschlusskörperchen (inclusion bodies). Das Absenken der 

Expressionstemperatur kann eine fehlerfreie Proteinfaltung fördern, sodass mehr lösliches 

Zielprotein überexprimiert wird (Wink 2004). 

Die Automatisierung der Aufreinigung im Hochdurchsatz bietet neben der 

Aufwandserleichterung einheitliche und reproduzierbare Bedingungen um viele Proben 

gleichzeitig miteinander zu verglichen. Auftretende Ungenauigkeiten würden sich auf alle 
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Proben mit gleicher Stärke übertragen (systematischer Fehler), somit blieben die Ergebnisse 

vom Aussagewert noch gut untereinander vergleichbar. 

Die His-/ GST-tag -Aufreinigung im Hochdurchsatz wurden nach einer Methode von Scheich 

et al. (2003) an dem Pipettierroboter Speedy der Fa. Zinsser Analytik (Frankfurt) 

durchgeführt. 

Der Pipettieroboter ist für das 96-well-System ausgelegt und hat vier hohle Stahlnadeln. 

Neben einer regulierbaren Kühl- und Schüttelplatte ist die Maschine noch mit einem Druck 

bzw. Vakumblock ausgestattet, um die Probeneluate filtrieren zu können. Der dafür 

verwendete Druck wird mit Druckluft durch die Nadeln geliefert.  

Das Aufreinigungsprotokoll am Roboter entspricht prinzipiell Versuchsaufbau des vorherigen 

Abschnitts. Volumina und Pufferzusammensetztunsgen sind dem zu entnehmen und die 

Aufreinigung wie folgt durchgeführt:  

Als Erstes wurden alle Puffer, u.a. mit Affinitätsbeads, auf die endsprechenden 

Erkennungspositionen bereitgestellt. Die im 96-Deepwell-Block pelletierten und bei –80°C 

gelagerten 1 ml-E. coli-Kulturen wurden zur Resuspendierung für 5 min bei 1500 rpm 

geschüttelt. Nach Zugabe von Lysozympuffer wurde der 96-Deepwell-Block für weitere 30 s 

bei 1500 rpm geschüttelt und anschließend auf der sich abkühlenden Platte für 30 min 

inkubiert (bis 13°C). Nach Zugabe von Benzonasepuffer folgte schütteln (30 s, 1500 rpm), 30 

min Inkubation und wieder Schütteln (30 s, 1500 rpm). Im Anschluss daran wurde an dieser 

Stelle eine 20 µl Probe für die SDS-PAGE-Analyse des wcp in eine mit 4x SDS-Puffer 

gefüllte 96er-PCR-Platte transferiert. 

Nachdem die äquilibrierten Ni-NTA-bzw. Glutathion-Agarosebeads (50% (v/v) zugegeben 

wurden, erfolgte eine Durchmischung der Proben durch Auf- und Absaugen mit den Nadeln. 

Um das Protein an die Affinitätsbeads zu binden, wurden die Proben für 30 min geschüttelt 

(1500 rpm). Darauf folgte die Übertragung des Affinitätsbeads-/ Lysatgemisches auf eine 

Filterplatte (96-well-Polyethylen-Filterplatte, Macherey & Nagel, Düren). Indem die 

abgesetzten Beads durch zweimaliges Auf- und Absaugen resuspendiert wurden, konnten sie 

verlustfrei durch die Nadeln transportiert werden. Zuvor musste die Probe auf 400 µl verdünnt 

werden, damit der Füllstand besser durch die Roboterdetektion erkannt wird. Der Wasch-und 

Elutionsschritt erfolgte abgedichtet auf dem Vakumblock, indem die Flüssigkeit mit Druckluft 

durch die Filtermembran gedrückt wurde. 

Das aufgereingte Protein (snp) wurde ebenso wie die wcp-Probe in eine 96er-PCR-Platte mit 

4x SDS-Puffer eluiert und gemeinsam für die SDS-PAGE-Analyse in einer PCR-Maschine 

denaturiert (2 min, 95°C). Indem die wcp- und snp-Proben nebeneinander aufs Gel 

aufgetragen wurden, konnte der Erfolg der Reinigung in anschaulicher Weise beurteilt 

werden. Die Expressionstemperaturen wurden pro Konstrukt anhand der Bandenintensität 

verglichen. 
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3.3.2 Automatische Aufreinigung mittels Chromatographie an der präparativen 

HPLC  

In der vorliegenden Arbeit kamen mehrere chromatografische Reinigungsmethoden an einer 

präparativen HPLC-Anlage zum Einsatz. Die von der Umgebung isolierte HPLC-Anlage 

verfügt über einen Autosampler und eine flexible Halterung, bei der die 

Chromatographiesäulen je nach Anwendungsfall ausgetauscht werden können. Der 

automatische Aufreinigungsprozess war reproduzierbar, konnte variabel programmiert und 

mittels On-line-UV-Detektion am Monitor überwacht werden. Alle Aufreinigungen fanden 

ausschließlich bei 4°C statt. Für die Aufreinigungsdokumentation wurden Proben vom 

Proteinextrakt, vom Durchfluss und vom Eluat für die SDS-PAGE-Analyse in 4x SDS-Puffer 

aufgenommen. 

3.3.2.1  Glutathion-Affinitätschromatographie (GSH-AC) 

Matrices, an die kovalent Glutathion (GSH) gebunden ist (Glutathion-Agarose, Kapazität:0,1-

0,3 nmol/ml), werden zur Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen eingesetzt. Da der GST-

Anteil des Fusionsproteins mit hoher Affinität bindet, werden mit dieser Methode hohe 

Anreicherungsfaktoren erzielt. 

Die GSH-AC wurde ausschließlich für die GST-pulldown-Präparationen der 

Coexpressionskonstrukte VCP+AMFR-B1/-D1/-E1 als Hauptreinigungsmethode verwendet. 

Der aus 2-l Coexpressionskulturen gewonnene und steril filtrierte Proteinextrakt (60 ml) 

wurde auf eine GSH-Säule (10,68 ml) appliziert. Vor der Reinigung wurde die Säule mit ca. 

1,5 Säulenvolumen Aufreinigungspuffer (20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl) 

äquilibriert. Gegen Ende der Arbeit wurde für eine Präparationsoptimierung die NaCl-

Konzentration auf 1 M erhöht (s. Ergebnisteil 4.2.6.2). 

Die Probe wurde in drei 20 ml Schritten mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die Säule 

appliziert. Jeder Applikationsschritt war gefolgt von einem Waschschritt, der über zwei 

Säulenvolumina mit Aufreinigungspuffer bei gleicher Flussrate ging. Nach dem letzten 

Applikationsschritt wurde die beladene GSH-Säule mit ca. 10 Säulenvolumina 

Aufreinigungspuffer gewaschen. Dafür wurde die Flussrate ab 30 ml auf 2,5 ml/min erhöht. 

Für die Abtrennung der Fusionspartner (GST bzw. His7) wurde die TEV-Protease mit einer 

Konzentration von 100 mg/l in 9,5 ml Aufreinigungspuffer und einer Flussrate von 2,5 ml/min 

auf die Säule gegeben. Nach der Aufgabe folgte ein kurzer Waschschritt über das gleiche 

Volumen (Flussrate 3 ml/min) und eine üN Inkubation auf der Säule. 

Die geschnittenen Proteine wurden geerntet, indem sie mit ca. 2,5 Säulenvolumina 

Aufreinigungspuffer und einer Flussrate von 2,5 ml/min von der GSH-Säule eluierten. Dabei 

wurde das Elutionsvolumen bis 15 ml in 1 ml-Fraktionen gesammelt. 
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Um das gebundene GST-Protein von der GSH-Säule zu eluieren, wurden 10 ml 

Aufreinigungspuffer mit 10 mM reduziertes Glutathion (GSH) aufgegeben und anschließend 

mit zwei Säulenvolumina nachgespült. Das GSH-Eluat wurde in 1 ml Fraktionen von 5-20 ml 

gesammelt. 

Zur Regeneration der GSH-Matrix wurde bei 2,5 ml/min mit einem Säulenvolumen 2,4 M 

NaCl-Puffer äquilibriert, mit einem Säulenvolumen Aufreinigungspuffer ohne Salz gewaschen 

und 6 ml 1 M NaOH-Lsg. aufgegeben. Abschließend wurde die Säule mit 3,5 Säulenvolumina 

reäquilibriert. 

3.3.2.2 Metallchelat-Affinitätschromatographie (immobilized metal affinity 

chromatography, IMAC) 

Als IMAC-Säulenmaterial wurde POROS Talon- oder Nickel-Nitrilotriessigsäure (Ni-NTA-

Agarose, Kapazität: 300–1000 nmol/ml), bei der das Nickel-Atom vierfach komplexiert ist, 

verwendet. Die Materialien zeigen gute Eigenschaften beim Binden von His-Fusionsproteinen. 

Die gebundenen Proteine wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Imidazol wieder 

von der Säule heruntergewaschen. 

Die IMAC wurde sowohl für die Aufreinigung von allein exprimiertem His7-VCP als auch für 

His-pulldown-Präparation des Coexpressionskonstrukts His7-VCP +GST-AMFR-D1 

eingesetzt. Weiterhin wurde die IMAC auch zur Entfernung der His-tag-markierten TEV-

Protease verwendet. 

Der steril filtrierte Proteinextrakt (60 ml) bzw. das GST-pulldown-Eluat wurde auf eine 

POROS Talon (Applied Biosystems) -oder Ni-NTA (Amersham)-Säule appliziert. 

Vor Beginn der Reinigung wurde die Säule (beide 8 ml) mit 3-4 Säulenvolumina mit 

Aufreinigungspuffer (20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 480 mM NaCl, 10 mM Imidazol) bei einer 

Flussrate von 3 ml/min äquilibriert und der UV-Detektor auf das fotoaktive Imidazol mit 

einem Säulenvolumen des gleichen Puffers kalibriert. 

Vom Applikationsvolumen abhängig, wurde die Probe 20 ml Schritten auf die Säule mit einer 

Flussrate von 2 ml/min aufgetragen. Jeder Applikationsschritt war gefolgt von einem 

Waschschritt über zwei Säulenvolumina mit Aufreinigungspuffer bei gleicher Flussrate. Nach 

dem letzten Applikationsschritt wurde die beladene IMAC-Säule über 4 Säulenvolumina mit 

Aufreinigungspuffer gewaschen. Um die Ionenstärke zu senken, folgte ein weiterer 

Waschschritt über 10 Säulenvolumina mit Aufreinigungspuffer bei 150 mM NaCl, bis der 

UV-Detektor wieder seinen Basiswert erreicht hatte. Bei den Waschschritten wurde die 

Flussrate wieder 3 ml/min gesteigert. 

Das gebundene His-Fusionsprotein wurde über 1¼ Säulenvolumina mit 20 mM Tris-HCl (pH 

7,5), 150 mM NaCl und 250 mM Imidazol bei einer Flussrate von 30 ml/min von der Säule 

eluiert und gesammelt. Nach der Elution wurde über ein ½ Säulenvolumen mit gleichem 
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Puffer bei 3 ml/min nachgespült und abschließend mit 3 Säulenvolumina Aufreinigungspuffer 

gewaschen. 

Um den His-tag vom Protein abzuspalten, wurden die gesammelten Fraktionen nach ihrem 

Proteingehalt im Elutionsdiagramm beurteilt, vereint und nach Zugabe von TEV-Protease 

(100 mg/l) üN bei 4°V inkubiert. 

3.3.2.3 Ionenaustausch-Chromatographie (IC) 

Bei der Ionenaustausch-Chromatographie werden Proteine entsprechend ihrer 

Oberflächenladung aufgetrennt. Ein Kationenaustauscher (KA) bindet positiv geladene 

Proteine, ein Anionentauscher (AA) negativ Geladene. Da die Ladung eines Proteins von 

seinem pI und dem pH des Puffers abhängt, wurden vor der Reinigung die pI-Werte der 

VCP/AMFR-Zielproteine im ProtParam-Tool unter http://ca.expasy.org/tools/ ermittelt. 

Der gesamte Reinigungsprozess war für beide Ionenaustauschertypen gleich ausgelegt und ist 

mit einer konstanten Flussrate von 25 ml/min durchgeführt worden. 

Die gesammelten und TEV-verdauten Proteinfraktionen nach der IMAC-oder GSH-AC-

Aufreinigung wurden, 1:3 in 20 mM Tris-HCl (pH 7.5) verdünnt (f.c.≈ 45 mM NaCl) und als 

Erstes auf eine Kationaustauschsäule (8 ml) und wahlweise danach auf eine 

Anionenaustauschsäule (4 ml) appliziert. Die Säulen wurden zuvor mit 4 Säulenvolumina 20 

mM Tris-HCl (pH 7,5), 45 mM NaCl äquilibriert. Nach der Adsorption folgte ein 

Waschschritt mit sechs Säulenvolumina im gleichen Puffer. Dabei wurde gleichzeitig der 

Durchfluss nach einem Säulenvolumen gesammelt.  

Das Protein wurde mit einem kontinuierlichen NaCl-Gradienten von 45-750 mM NaCl in 20 

mM Tris-HCl (pH 7,5) über 6 (8 bei Anionenaustauscher) Säulenvolumina eluiert. Darauf 

folgte ein Waschschritt im gleichen Puffer mit einem diskontinuierlichen NaCl-Gradienten 

von 0,99-2,7 M NaCl über 3,5 Säulenvolumina, wobei bis zum Schluss die Fraktionen 

gesammelt wurde. Zum Abschluss wurde die Säule über 5 Säulenvolumina im gleichen Puffer 

mit 9 mM NaCl äquilibriert. 

Um den Aufreinigungserfolg im SDS-PAGE analysieren zu können wurden zu der 

Applikation von allen Durchfluss- und Elutionsfraktionen 100 µl-Proben genommen. 

3.3.2.4 Hydrophobe-Interaktions-Chromatografie (HIC) 

Der ansteigende Salzgehalt einer Proteinlösung bewirkt bei cosmotropen Salzen (Hofmeister-

Serie) wie Ammoniumsulfat, eine Verringerung der Hydrathülle um die gelösten Proteine. Die 

Salzionen ziehen dabei zuerst die Wassermoleküle von den hydrophoben Bereichen des 

Proteins ab. Darauf interagieren immer mehr Proteine über hydrophobe Oberflächenbereiche 

entweder mit anderen Proteinen und es kommt zu Ausfällung. Dieser Effekt bewirkt in der 

HIC eine Bindung der Proteine an die hydrophobe Oberfläche der HIC-Matrix. Je 
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Hydrophober die Proteine, desto weniger Salz ist zur ist zur Präzipitation bzw. zur Bindung an 

die hydrophobe Matrix nötig. Indem die gebundenen Proteine durch einen abfallenden 

Salzgradienten fraktioniert eluieren, ist eine Reinigung von Proteinpräparaten möglich. 

Die HIC wurde im Rahmen dieser Arbeit als alternative Methode zur Feinreinigung von 

AMFR-D1-Konstrukten getestet. 

Vorversuche mit vier 3 ml AMFR-D1-Proben, die eine konstante Menge 1 mg Protein 

enthielten, sollten die HIC-Rahmenparameter festlegen. Um die Hydrathülle der Proteine zu 

verringern und um die Präzipitationsgrenze zu ermitteln, erfolgte unter kräftigem Rühren die 

Zugabe von Ammoniumsulfat, sodass die vier Proben unterschiedliche Endkonzentrationen 

(0,5-, 1-, 1,3-, 1,5 M NH4(SO3)2) hatten. Nach einem Zentrifugationsschritt (30 min, 8°C, 

25000xg) wurden die Proben auf eine in 20 mM Tris-HCl (pH 7,7) mit endsprechender 

Ammoniumsulfatkonzentration äquilibrierten HIC-Säule (POROS, 0,83 ml) appliziert. Die 

Elution erfolgte, nachdem die Säule über 20 Säulenvolumina gewaschen wurde, durch einen 

über 10 Säulenvolumina kontinuierlich auf 0 M (NH4)2SO4 abfallenden Gradienten. Die 

Flussrate betrug 3,5 ml/min und nach dem HIC-Lauf wurde die Säule mit 5 M GdnHCl über 

10 Säulenvolumina regeneriert. 

3.3.3 Feinreinigung mittels Gelfiltration (GF) an der FP LC 

Als Gelfiltrationschromatographie oder einfach Gelfiltration, wird die 

Größenauschlusschromatographie im wässrigen Trennsystem bezeichnet. Bei der Gelfiltration 

werden die zu trennenden Substanzen nicht an der Matrix adsorbiert. Die Trennung beruht auf 

der unterschiedlichen Beweglichkeit der Moleküle in Abhängigkeit von ihrem 

Molekulargewicht bei der Wahl einer geeigneten Gel-Matrix.  

Die Gelfiltration diente in der vorliegenden Arbeit dazu, Proteine der Größe nach 

aufzutrennen. Dazu wurde für VCP Superose 6 und für die AMFR-Proteine Superose 12 als 

poröses Säulenmaterial verwendet. Dieses weist Poren unterschiedlicher Größe auf, in die 

Proteine hineindiffundieren können. Die Auftrennung erfolgt, weil kleinere Proteine öfters in 

kleinere Poren dringen als Größere und sich somit durch die zeitliche Verzögerung das 

Retentionsvolumen für diese Proteine erhöht. Große Proteine dagegen haben in dem 

Säulenmaterial nur wenig Platz, dringen daher weniger weit in die Gel-Matrix ein und laufen 

somit schneller durch. Zu große Moleküle werden überhaupt nicht zurückgehalten und 

eluieren mit dem Ausschlussvolumen. 

Da nach DeLaBarre & Brunger (2003) das VCP in einem Hepes-Puffer kristallisierte, wurde 

die Gelfiltration auch zur schonenden Umpufferung des VCP-Präparats von einem Tris- in 

einen Hepes-Puffer eingesetzt.  

Zur Reinigung mittels Gelfiltration kamen zwei mit Säulenmaterial (Superose 12/-6) gepackte 

16/50-Säulen (ca. 95-100 ml) zum Einsatz. Die gesamte Reinigung fand in einer von der 
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Umgebung isolierten FPLC-Anlage bei 4°C statt und stellte immer den letzten Schritt der 

Reinigungsprozedur dar. 

Vor bzw. nach der Gelfiltration wurden die Proteinlösungen stets durch Ultrafiltration in der 

Zentrifuge aufkonzentriert. Dabei musste die zu applizierende Probe auf ein Volumen von 

max. 3 ml mit einem Gesamtproteingehalt von max. 10-15 mg/ml reduziert werden. Hierfür 

wurden Konzentratoren verwendet, deren nominelle Molekulargewichtsgrenze zu mind. 50% 

der des Zielproteins entsprach. Für AMFR-D1 (ca.22 kDa) wurde beispielsweise ein 

Ausschluss von <10 kDa gewählt. Es wurde festgestellt, dass neu verwendete Konzentratoren 

abhängig von Größe, Hersteller besonders bei niedrig konzentrierten Proteinlösungen zu 

starken Verlusten führen. Verwendete man hingegen die Konzentratoren ein weiteres Mal, so 

konnten Proteinlösungen ohne Verluste aufkonzentriert werden. Deshalb wurde angenommen, 

die eingesetzten Ultrafiltrationsmembranen adsorbierten eine bestimmte Menge an Protein, bis 

sie abgesättigt sind. Aus diesem Grunde wurden für die Aufkonzentrierung von 

Proteinlösungen Konzentratoren bevorzugt, die bereits vorher in der gleichen Reinigungsstufe 

eingesetzt wurden. 

Vor Beginn der Reinigung musste die Säule mit dem Laufpuffer (20 mM HEPES bei VCP 

bzw.-Tris-HCl bei AMFR (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,01% NaN3) über ein Säulenvolumen 

äquilibriert werden. Während der Gelfiltration wurde die Konzentration der Proteine am 

Säulenauslauf kontinuierlich über einen UV-Durchflussdetektor erfasst (A280). Ein Schreiber 

gab die „on-line“ Messdaten auf ein spezielles Schreiberpapier zu einem Chromatogramm aus 

(Papiervorschub=2 mm/ min). Die Flussrate betrug sowohl bei der Äquilibrierung, als auch bei 

der anschließenden Reinigung stets 1 ml/min. Vom Eluat wurden pro Minute 1 ml Fraktionen 

in einem Fraktionssammler gesammelt. 

3.3.3.1 Theoretische Ausbeutebestimmung 

Nach dem Elutionsvolumen V (ml) bzw. der Elutionszeit t (min) beträgt die Extinktion bei 

280 nm den Wert y. Beim Retentionsvolumen VM erreicht die Konzentration des jeweiligen 

Proteins ihr Maximum. Das Peakmaximum ist charakteristisch für die individuelle Größe 

eines Proteins und eluiert bei gleichen Bedingungen immer zur selben Zeit/Volumen. 

Ideale Elutionsprofile haben schmale und symmetrische Peakformen, was ein Kennzeichen für 

die Homogenität der eluierten Substanz darstellt. Verunreinigte Substanzen zeichnen sich 

durch breite inhomogene Substanzen aus. 

Bei schmalen und symmetrischen Peaks wurde eine theoretische Ausbeutebestimmung nach 

Belter et al. (1988) durchgeführt: 

Die ideale Peakform einer gelfiltrierten Substanz entspricht einer „Glockenkurve“ der 

gaußschen Normalverteilung. Breite und Höhe der Glockenkurve werden durch die 

Standardabweichung σ charakterisiert. Die Fläche unter der Kurve entspricht der Menge der 
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eluierten Substanz. Wegen der hohen Anforderungen an die Reinheit ist bei sich 

überlappenden Flächen das Sammeln der gesamten Proteinmenge ineffizient. Deshalb wurde 

ein Bereich um den Mittelwert ausgewählt, der nicht von Verunreinigungen betroffen war. Als 

Ausbeute wird das prozentuale Verhältnis zwischen gesammelter und insgesamt eluierter 

Menge bezeichnet. 

Die Berechnung von Wahrscheinlichkeiten bei einer standardnormal verteilten 

Zufallsvariablen x erfolgt stets mit der Integralform der Verteilungsfunktion (Errorfunktion):  
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3.3.3.2 Packung  einer Gelfiltrationssäule 

Die Größe des hexameren VCP-Komplexes (ca. 536 kDa) unterscheidet sich beträchtlich von 

den Molekulargewichten der monomeren AMFR-Konstrukte D1 (ca. 21,4 kDa) bzw. E1 

(ca.16,5 kDa). Da kein Matrixmaterial existiert, dass Proteine mit solchem Größenunterschied 

im optimalen Trennungsbereich zusammen erfasst, wurden zwei aufeinander folgende 

Superose-Geltypen (12 und 6) verwendet. 

Während bei Superose 12 (linearer Trennbereich von 1 bis 100 kDa) eine vorgepackte 

Gelfiltrationssäule zum Einsatz kam, musste vor der Trennung des VCP-Hexamerkomplexes 

eine Superose 6-Säule gepackt und der lineare Trennbereich ermittelt werden. Das Packen der 

Säule erfolgte nach Vorschrift des Herstellers (Amersham Biosciences). 

Um die Packungsqualität zu testen, wurde 500 µl 1%iges Aceton auf die neu gepackte Säule 

appliziert und die theoretischen Böden nach folgender Formel ermittelt: 

N=Anzahl der theo. Böden/Meter 

Vr=Retentionsvolumen (Aceton) 

W1/2=Peakbreite in ml bei halber Peakhöhe 

                                                                           L=Säulenlänge in mm 

Um den linearen Trennbereich der Säule zu ermitteln, wurde die Säule mit dem 

Ausschlussvolumen von Dextranblau und den Retentionsvolumina von Eichproteinen 

(Amersham Biosciences), BSA und Cytochrom kalibriert. Hierzu wurden Cytochrom (5 
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mg/ml), BSA (8,9 mg/ml), Aldolase (3 mg/ml), Katalase (8,2 mg/ml), Ferritin (0,75 mg/ml), 

Thyroglobin (3 mg/ml) und Dextranblau (1,8 mg/ml) mit einem Volumen von 2 ml 

aufgetragen. 

Die Erstellung einer Kalibrierungsgeraden (Microsoft Excel) erfolgte nur über die halb 

logarithmische Darstellung der Molekulargewichte der Eichproteine in Abhängigkeit 

ermittelter Kav-Werte (Amersham Biosciences) nach: 

                                               Kav=Vr-V0/Vt-V0                Vr=Retentionsvolumen (Eichproteine) 

                                                                                          V0=Ausschlussvolumen (Dextranblau) 

                                                                                          Vt=Gelbettvolumen (Superose 6) 

 

3.4 Proteinanalytik 

3.4.1 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Bestimmung der Reinheit der Proteinlösungen wurden die Proteine mittels SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Dimension: 10x8x0.75 cm) vertikal 

aufgetrennt (Lämmli, 1970). Bei der SDS-PAGE werden Proteine aufgrund ihrer Ladung 

entlang eines elektrischen Feldes transportiert. Dies geschieht unter denaturierenden 

Bedingungen, die durch Zugabe von Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) erreicht werden. Dabei 

entsteht ein konstantes Ladungs-zu-Masse-Verhältnis, sodass beim Wandern durch das 

Polyacrylamid-Gel die Proteine im Idealfall nur nach der Größe nach aufgeteilt werden, wobei 

kleinere Proteine das Gel schneller durchlaufen.  

Um auch bei den ca. 7 kDa großen AMFR-B1-Konstrukten eine gute Auflösung zu erreichen, 

wurde ein Peptidgel verwendet, dass eine andere Zusammensetzung hatte als die Protein-Gele. 

Endsprechend war auch der Tris-Glycin-Laufpuffer bei den Peptidgelen doppelt konzentriert 

(Okajima et al. 1998). 

Die SDS-Gele wurden mit 15(20)%igem Trenngel und einem 6(4)%igem Sammelgel 

präpariert (Tab. 5). Die angegebenen Mengen reichten für 7(5)-Gele in einem „HOEFER-

Mighty-Small-Gel-Caster“. 
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Tab. 5: Pipettierschema für SDS-Polyacrylamid-Gele (Peptidgel in Klammern). 

Substanz Trenngel Sammelgel 

15(20)% Acrylamid (w/v) 40(33,3) ml 5,3(3,3) ml 

2,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 20(15) ml - 

0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) - 10(6,3) ml 

ddH2O 18,4(0,6) ml 23,8(14,9) ml 

10% SDS 0,8(0,5) ml 0,4(0,25) ml 

10% APS frisch 800(500) µl 400(250) µl 

TEMED 25(20) µl 40(25) µl 

Gesamtvolumen 80(50) ml 40(25) ml 

 

Die zu untersuchenden Proben wurden mit 1/4tel Volumen 4xSDS-Probenpuffer versetzt und 

2min bei 95°C denaturiert. Die Trennung der Proteine erfolgte in den ersten 20 min bei 80 V 

und danach bei 180 V für 40 min im Elektrophoresepuffer. Zur Bestimmung des 

Molekulargewichts wurden auf jedes Gel 8 µl des SDS-PAGE-Proteinstandards von Bio-Rad 

aufgetragen. Mithilfe von Standards lassen sich die Molekulargewichte der Proteine, über die 

lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus der Molekulargewichte und den 

Wanderungsstrecken der SDS-Polypeptid-Micellen, genauer ermitteln. 

Zur Detektion der Proteine wurden die SDS-Gele nach Elektrophorese mit Coomassie-

Brilliant-Blue in 20% Ethanol und 7,5% Essigsäure gefärbt, mit 20% Ethanol und 7,5% 

Essigsäure entfärbt. Zur Dokumentation wurden die entfärbten Gele eingescannt und als tif-

Datei archiviert. 

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen 

Die Proteinkonzentration von reinen VCP-Lösungen wurde unter Verwendung des 

spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm (ε = 42567 l/(molxcm)) über das gesamte 

UV-Vis-Spektrum im UV-Spektrometer bestimmt. Das Absorptionsvermögen wurde unter der 

Annahme das Proteine über 320 nm nicht absorbieren, gemäß der Lichtstreu-Theorie 

(Tyndalleffekt, Is≈ λ-4) nach Levine & Federici (1982) korrigiert.  

Der Proteingehalt von AMFR- oder unreinen Proteinlösungen wurde nach Bradford mit dem 

Protein-Assay von Bio-Rad bestimmt (0,1 ml auf 1 ml Assay). Des Weiteren ist dieser Test 

vor allem wegen seiner Unempfindlichkeit gegenüber störenden Ionen und Reduktionsmittel 

besonders gut geeignet. Diese Methode beruht auf der Bildung eines Protein/Farbstoff-

Komplexes des Proteins mit Coomassie-Brilliant-Blue G 250 im sauren Milieu. Die 
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Absorptionszunahme 465 auf 595 nm ist hierbei ein Maß für die Proteinkonzentration der 

Lösung. Zum Kalibrieren dieses Tests wurde eine Vergleichsmessung mit BSA als 

Proteinstandard verwendet. 

Die überexprimierte Menge an Zielprotein im Gesamtproteingehalt (wcp) konnte aufgrund des 

starken Verunreinigungsgrades nur mittels SDS-PAGE-Analyse erfolgen. Mithilfe eines selbst 

angefertigten BSA/ Lysozym-Standardgels (Auftrag:=0,5-7 µg) konnten die Mengen über die 

Intensität der Proteinbanden verglichen und deren Menge abgeschätzt werden. 

3.4.3 Kinetische Analyse des VCP über die Bestimmung der  ATPase-Aktivität  

Die Bestimmung der ATPase-Aktivität diente vorwiegend als biochemische Methode der 

Reinheitsbestimmung von VCP-Präparaten. 

Die ATPase-Aktivität des VCP wurde unter „steady-state“-Bedingungen bestimmt. „Steady-

state“ bedeutet, dass eine Reaktion sich aufgrund von Substratüberschuss in einem sog. 

Fließgleichgewicht befindet und somit die Bildung des Substrat Enzym-Komplexes [ES] nicht 

den limitierenden Schritt der Reaktion darstellt. Eine solche Reaktion erreicht ihre 

Maximalgeschwindigkeit (Vmax, auch spezifische Aktivität genannt), wenn das Enzym bei 

hohen Substratkonzentrationen vollständig mit Substrat gesättigt ist und kann mit der 

Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden: v= Vmaxx[S]/(Km+[S]) mit: v als 

Reaktionsgeschwindigkeit, Vmax=kkat[E]x[S] als max. Reaktionsgeschwindigkeit, Km  als 

Michaelis-Konstante und [S] als Substratkonzentration. 

Km bezeichnet in dieser Gleichung die Substratkonzentration in [mol/l], bei der die 

Reaktionsgeschwindigkeit halb maximal ist (Vmax/2). Ein kleiner Km bedeutet damit eine hohe 

Affinität des Enzyms für das Substrat und umgekehrt ein hoher Km eine niedrige 

Substrataffinität. Um die Aktivitäten zwischen zwei Enzymen unterschiedlicher 

Molekülmasse genauer vergleichen zu können, wird die katalytische Konstante (kkat, auch 

Wechselzahl genannt) verwendet. Sie ist als Quotient aus Maximalgeschwindigkeit Vmax und 

Enzymkonzentration [E] definiert und gibt an, wie viele Substratmoleküle durch ein 

Enzymmolekül in einem bestimmten Zeitintervall umgewandelt werden. Im Fall der ATPase-

Aktivität von VCP gibt sie die Anzahl der ATP-Moleküle an, die in einer Sekunde/Stunde 

durch eine hexamere AAA-ATPase zu ADP und PI hydrolysiert werden. Ein Maß für die 

katalytische Wirksamkeit eines Enzyms stellt der Quotient aus katalytischer Konstante kkat und 

Michaelis-Konstante Km dar. 

Die ATPase-Aktivität des aufgereinigten VCP wurde über den Nachweis von freigesetztem 

Phosphat als Komplex mit Ammoniumphosphomolybdat und Malachitgrün nach Elizabeth et 

al. (1999) bestimmt. Der Komplex verursacht aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen 

einen Farbumschlag des Malachitgrüns von gelb-grün nach blau-grün, der bei einer 

Absorption bei 600 nm detektiert wird. 
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Das Enzym VCP wurde mit einer Endkonzentration von 0,5 µM in Gegenwart von 0,05-2,5 

mM ATP in einem ATPase-Assay-Puffer (50 mM Tris-HCl (pH 8), 20 mM MgCl2, 1mM 

EDTA, 1 mM DTT) für 20 min bei 37°C inkubiert. Die Ansatzvolumina bestanden für 0,05-, 

0,1-, 0,2- und 0,3 mM ATP aus 100 µl. Damit nicht das Volumen des Ansatzes durch Zugabe 

der ATP-Lösung unverhältnismäßig ansteigen sollte, erfolgte die Zugabe von 0,4-, 0,5-, 0,75-, 

1- und 2,5 mM ATP in 50 µl. Um die daraus resultierenden Aktivitätswerte mit der doppelt 

eingesetzten Enzymmenge vergleichen zu können, wurden sie einfach verdoppelt.  

Die ATP-Hydrolyse wurde durch Zugabe von 400-bzw.450 µl H2O, 170 µl 28 mM 

Ammoniumheptamolybdat (in 2,1 M H2SO4) und 130 µl einer 0,76 mM-Malachitgrün-Lösung 

(in 0,35% Polyvinylalkohol) gestoppt. Damit die Reaktion in allen Proben zum gleichen 

Zeitpunkt unterbrochen werden sollte, wurde genau auf die Einhaltung der Inkubationszeiten 

geachtet.  

Nach Inkubation (20 min, RT) wurde die Absorption bei 600 nm in einem UV/VIS-

Spektrophotometer bestimmt. Wegen der Autohydrolyse des ATP wurde das Gerät vor jeder 

Messung mit einer gleich behandelten VCP-freien Lösung von gleicher ATP-Konzentration 

wie die Probe, neu kalibriert. 

Um die Bindungskinetik zu bestimmen, wurden die erhaltenen Absorptionswerte mithilfe der 

Lambert-Beerschen-Gesetztes in die Reaktionsgeschwindigkeit v [µM PI]/h x mgVCP 

transformiert und in Microsoft-Excel graphisch dargestellt.  

3.4.4 Probenvorbereitung für Massenspektrometrie (MS) 

Massenspektrometrische Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit Johan Gobom am Max-

Planck-Institut für molekulare Genetik (Abt. Prof. Lehrach). 

Die angefärbten Proteinbanden von Interesse wurden mit einem Skalpell direkt aus dem SDS-

PAGE-Gel herausgeschnitten, in 1,5 ml Eppendorfgefäße transferiert und dort in ca. 1 mm3 

kleine Stücke zerschnitten. Daraufhin wurden die Gel-Stückchen 3x mit 500 µl 50%igem 

Ethanol gewaschen mit einer anschließenden Inkubation (10 min) nach dem letzten 

Waschschritt. Nach einer weiteren Inkubation in 100%igem Ethanol (5 min), wurden die 

Gelstückchen zur Ethanolentfernung im Speed Vac getrocknet. 

Für die MS-Analyse wurden die Gelstückchen tryptisch verdaut, die entstandene Peptidleiter 

mittels MALDI-TOF-MS sequenziert und die erhaltenen Sequenzen mit SwissProt-

Datenbank-Sequenzen verglichen. 
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3.4.5 Tryptophan –Fluoreszenz-Spektroskopie 

Der Begriff der Fluoreszenzspektroskopie stellt einen Sammelbegriff dar, der alle Methoden 

zusammenfasst, die Fluoreszenzeigenschaften von Fluorophoren ausnutzen, um Informationen 

über die untersuchten Systeme zu gewinnen. 

Die Fluoreszenzmessung ist ebenso wie die Absorptionsmessung eine spektroskopische 

Methode und wird in der Proteinanalytik eingesetzt, um qualitative und quantitative 

Messungen durchzuführen. Dabei fluoreszieren die Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und 

Phenylalanin bei Anregung durch UV-Licht. Der Vorteil dieser Methode im Vergleich zur 

Messung im UV-Bereich ist, dass man sehr geringe Mengen eines Fluorophors erfassen kann.  

Die Fluoreszenzspektroskopie wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um strukturelle 

Konformationsänderungen im VCP-Hexamer zu charakterisieren. Da unterhalb 

physiologischer Temperaturen nur die D2-Domäne des VCP für die 

Konformationsänderungen und ATPase-Aktivität verantwortlich ist, wurden die Versuche bei 

RT durchgeführt (Wang et al. 2004). 

3.4.5.1 ATP/ADP-Sättigungsexperimente und Aufnahme einer ATP-Sättigungskurve 

Im ersten Experiment sollte die nukleotidabhängige Strukturänderungsaktivität im VCP-

Hexamer wurde über Tryptophan–Fluoreszenz-Spektroskopie charakterisiert werden.  

Die VCP/ATP-Fluoreszenz wurde in einem Fluoreszenz-Plattenleser Spektroskop mit einer 

Platte im 96-well plate-Format unter Verwendung von 300-nm-Filter für die Anregung und 

360-nm-Filter für die Emission verfolgt. 

1 mg/ml (11,2 µM) VCP in 140 µl Fluoreszenzpuffer (150 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM 

NaCl, 0.01% NaN3, 10 mM MgCl2 wurde in einem 150 µl- well auf RT temperiert. Das 

Starten der Reaktion erfolgte nach Kalibrierung mit Fluoreszenzpuffer durch Zugabe von 

ATP. Der Einfluss der Nukleotidbindung auf Strukturänderung wurde einerseits durch Zugabe 

von Nukleotid im Überschuss (f.c.≈4 mM ATP bzw. –ADP) untersucht. Anderseits sollte 

ATP-Bindungszahl bei max. Emissionsänderung in einer ATP-Sättigungskurve ermittelt 

werden. Hierfür erfolgte eine Titration mittels unterschiedlich eingestellter ATP-Lösungen 

(1,03-, 5,1-, 10,3 mM), wodurch das molare VCP/ATP-Verhältnis schrittweise von 1:1 auf 

1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:8, 1:10, 1:15, 1:20 erhöht wurde. Vor jeder Fluoreszenzmessung 

erfolgte nach ATP-Zugabe eine Durchmischung und Inkubation (10 min, RT). Es wurde 

darauf geachtet, dass beim Mischen keine fluoreszenzstörenden Luftblasen entstanden. Die 

Inkubationsdauer wurde zuvor in ATP-Überschussversuchen ausgetestet, um 

Gleichgewichtsbedingungen der Bindungsreaktion zu gewährleisten. Die Fluoreszenzmessung 

der Versuchsansätze erfolgte in einer Doppelbestimmung und als Kontrolle diente die 

Eigenfluoreszenz eines ATP-freien VCP-Ansatzes, in den das endsprechende H2O-Volumen 

titriert wurde. 
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Die aufgenommenen Emissionswerte wurden unter Verwendung von Microsoft Excel 

graphisch dargestellt. 

3.4.5.2  VCP/AMFR-Bindungs-Fluoreszenzassay 

Im zweiten Experiment sollte der Einfluss der VCP/AMFR-Interaktion mittels Tryptophan–

Fluoreszenz-Spektroskopie charakterisiert werden. Dazu wurden die VCP-Liganden ATP und 

AMFR-D1 im Überschuss zum Assay hinzugegeben.  

Sieben Proben wurden mit 1 mg/ml (11,2 µM) VCP in 140 µl Fluoreszenzpuffer (150 mM 

HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0.01% NaN3, 10 mM MgCl2 wurde in einem 150 µl -well 

auf RT temperiert. Analog dazu wurde in ein Kontroll-well mit 132 µl Fluoreszenzpuffer und 

8 µl einer AMFR-D1-Präparat-Stammlösung (5mg/ml=232,3 µM in 150 mM Tris-HCl (pH 

7,5), 150 mM NaCl, 0.01% NaN3) angesetzt (f.c.≈15,5 µM). Diese Kontrollprobe sollte 

bestätigen, dass AMFR-D1 keinen fluoreszierenden Analyten darstellt.  

Der VCP/AMFR-Fluoreszenzassay wurde prinzipiell nach der im Abschnitt zuvor 

beschriebenen Weise in drei Schritten wie folgt durchgeführt: 

1. Messung der Proben-Eigenfluoreszenz. 

2. Emissionsmessung der der inkubierten Reaktionslösungen nach Zugabe von 4 µl H2O in 

well 1, 4 µl ADP [f.c.˜4 mM] in well 2-3, 4 µl ATP [f.c.˜4 mM] in well 4-5, 8 µl AMFR-D1 

[˜15,5 µM] in well 6-7 und 4 µl H2O in well 8.  

3. Emissionsmessung der inkubierten Reaktionslösungen nach Zugabe von 8 µl H2O in well 1, 

8 µl H2O in well 2, 8 µl AMFR-D1 [˜15,5 µM] in well 3, 8 µl H2O in well 4, 8 µl AMFR-D1 

[˜15,5 µM] in well 5, 4 µl H2O in well 6, 4 µl ATP [f.c.˜4 mM] in well 7 und 8 µl H2O in well 

8. 

Die aufgenommenen Emissionswerte wurden in einem Balkendiagramm (Microsoft Excel) 

graphisch dargestellt.  
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3.4.6 Dynamische Lichtstreung (Dynamic light scattering,  DLS) 

Bei der dynamischen Lichtstreuung (DLS) handelt es sich um eine Methode, bei der das 

Streulicht eines Lasers an einer gelösten Probe analysiert wird. Sie wird am häufigsten bei 

Polymeren, Biopolymeren und Proteinen angewandt, um den hydrodynamischen Radius der 

Moleküle zu bestimmen.  

Strahlt man mit einem Laser auf eine gelöste Probe, so wird ca. 1 % des Lichts an den gelösten 

Molekülen gestreut. Analysiert man die Intensität des Streulichts unter einem bestimmten 

Winkel, so erhält man eine Messgröße, die eine Aussage über das Molekulargewicht der 

Moleküle erlaubt. Man spricht hierbei zur klaren Unterscheidung von der dynamischen 

Lichtstreuung auch von statischer Lichtstreuung. Da die Moleküle sich in Lösung aber auch 

bewegen (brownsche Molekularbewegung), wird die Wellenlänge des gestreuten Lichtes 

minimal verändert. Dies hat zur Folge, dass die Intensität des Streulichtes kleine 

Schwankungen aufweist. Misst man nun diese Schwankungen im Millisekunden-Bereich, so 

spricht man von dynamischer Lichtstreuung. Aus den Schwankungen kann man die 

Diffusionsgeschwindigkeit der Moleküle in Lösung bestimmen. Über die Viskosität des 

Lösungsmittels erhält man so das eigentliche Ergebnis, den hydrodynamischen Radius der 

Moleküle in Lösung. 

Über die so genannte Autokorrelationsfunktion lässt sich somit der translationale 

Diffusionskoeffizient (DT) der Partikel in der Lösung berechnen. Mithilfe der Stokes-Einstein-

Gleichung (r=(kxT)/(6xπxηxD) T=abs. Temperatur, k=Boltzman-Konstante)) kann der 

hydrodynamische Radius rH der diffundierenden Moleküle abgeleitet werden (Müller & 

Schuhmann, 1996). 

Die dynamische Lichtstreuung wurde in der Arbeit eingesetzt, um festzustellen, ob sich in 

VCP/AMFR-Präparationen Aggregate bilden, die später dann die Kristallisation stören 

könnten. Da unterschiedlich große Partikel unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeiten 

haben und damit auch unterschiedliche Schwankungen hervorrufen, konnten mittels DLS die 

Partikelradien der gelösten Proteine und der Verunreinigungen gemessen werden. Mittels 

dynamischer Lichtstreuung wurde also ein Profil der Partikelgröße der sich in Lösung 

befindenden Teilchen erstellt. Für die Kristallisation wäre eine monodisperse Lösung, das 

heißt eine Lösung, in der sich nur eine Partikel einer Größe befindet, wünschenswert. 

Vor der Messung wurden größere Aggregate in den Proben abzentrifugiert (10 min, 16000xg, 

4°C). Anschließend erfolgte die DLS-Messung, indem von der Probenoberfläche 10 µl 

abgenommen wurden und in das mit endsprechenden Puffer kalibrierte DLS-Gerät eingesetzt 

wurden. Daraufhin wurden die Messergebnisse, die die Partikelverteilung repräsentierten, in 

einem logarithmischen Diaramm dargestellt. 
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3.4.7 Kristallisation 

Grundvoraussetzung für die erfolgreiche Kristallisation von Proteinen/-komplexen ist zunächst 

einmal eine sehr reine Proteinlösung. 

Allgemein können sich Kristallisationskeime nur in übersättigten Lösungen bilden. Dieser 

Bereich ist jedoch für das Wachstum des Kristalls sehr ungünstig, da hier bevorzugt viele 

kleine Kristalle entstehen. Für die Züchtung von „großen“ Kristallen sollte die Lösung daher 

im metastabilen Bereich gehalten werden. Nur werden dort eben keine Kristallisationskeime 

gebildet. Zur Überwindung dieses Dilemmas wurde die so genannte Dampfdiffusionsmethode 

entwickelt. Hierbei wird die Proteinlösung mit einer Mutterlösung, bestehend aus einem 

Fällungsmittel (Präzipitanz) und diversen anderen Zusätzen, gemischt und in einem 

versiegelten Raum einem sehr viel größeren Reservoir derselben Mutterlösung 

gegenübergestellt. Am häufigsten wird die Methode des „hanging Drop“ angewendet. 

Aufgrund der geringeren Fällungsmittelkonzentration im Proteintröpfchen tritt ein Transport 

von Wassermolekülen in Richtung Reservoir ein und das Volumen nimmt ab. Dadurch 

erhöhen sich langsam die Konzentrationen im „hanging Drop“, bis eine Übersättigung und 

unter Umständen Kristallisation des Proteins eintritt (Lottspeich & Zorbas 1998). 

Für die Suche nach möglichen Kristallisationsbedingungen wurden viele hundert Ansätze 

(Screens) gleichzeitig eingesetzt. Die Kristallisationsversuche wurden von Dr. Yvette Roske 

(Proteinstrukturfabrik, AG Kristallographie, U. Heinemann, MDC-Berlin) nach der „hanging 

drop“-Methode unter Verwendung von 480 unterschiedlichen Screenbedingungen 

durchgeführt. Die verwendeten Screens werden von der Proteinstrukturfabrik, angelehnt an 

den kommerziell erhältlichen Screens von HAMPTON RESEARCH, hergestellt.  

0.2 µl VCP/AMFR-D1 Probe (ca. 4 µg VCP und ca. 1,5 µg AMFR, 20 mM HEPES/ Tris-HCl 

Gemisch (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0,01% NaN3 wurden mit 0.2 µl Reservoirlösung vermischt 

und der Tropfen über 80 µl der gleichen Reservoirlösung zur Kristallisation bei 20°C 

angebracht. Um Kristalle zu erhalten, wurden die Initialscreenbedingungen im PEG-, Ethylen 

Glycerol-Anteil sowie im pH-Wert des Puffers variiert. 

Nach erfolgreicher Kristallisation werden einzelne Kristalle in Wasser aufgelöst und diese 

dann zur Massenspektrometrie gegeben. Bei Sequenzübereinstimmung zum Zielprotein/-

komplex sollten die Kristalle für die Röntgenbeugung vorbereitet werden. U.a. wird zu diesem 

Zeitpunkt Gefrierschutzmittel zugegeben. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Klonierungen 

Die experimentellen Arbeiten begannen mit dem primären Ziel, Coexpressionsklone für die C-

terminalen AMFR-Konstrukte B1, D1 und E1, in Kombination mit dem full-length ORF des 

VCP herzustellen. Hierfür sollten zunächst DNA-Fragmente der Konstrukte aus Plasmid-DNA 

gewonnen und in Coexpressionsklonierungs kompatible Donorvektoren (für VCP pQTEV3 

und für AMFR pQTEV3G) zwischenkloniert werden (Umklonierung). 

Es konnten für die Präparation des VCP/AMFR-Komplexes alle gewünschten 

Expressionsklone konstruiert werden. 

4.1.1 Umklonierung von VCP-/ AMFR-ORFs 

Indem die genetische Information der VCP/AMFR-Proteine in pQTEV3- bzw. pQTEV3G-

Vektoren umkloniert wurden, sollten die präparativen Anwendungsmöglichkeiten erweitert 

werden. Die Expressionsvektoren pQTEV3 und pQTEV3G enthalten einen für die 

Affinitätsreinigung notwendigen   His7- bzw. GST-tag mit einer TEV-Protease Schnittstelle. 

Darüber hinaus sind BamHI/ NotI-klonierte Inserts von attB1/-B2-Sequenzen flankiert, um für 

die Hochdurchsatzklonierung des Gateway Systems zur Verfügung zu stehen. Vor dem 

Fusions-tag und nach der att-B2-Sequenz befinden sich die sog. LINK-Sequenzen, die von 

Alexandrov et al. (2004) für die Coexpressionsklonierung entwickelt wurden. Zum einen 

sollten die neu entstandenen Konstrukte kompatibel für eine Coexpressionsklonierung sein 

und zum anderen sollten die Coexpressionspartner für spätere pulldown-Präparationen mit 

unterschiedlichen Affinitäts-tags versehen werden. 

Die für die Ligation eingesetzten BamHI/ NotI doppelverdauten DNA-Fragmente 

(vorbehandelte Vektoren und Inserts) wurden nach einer präparativen Agarose-

Gelelektrophorese entsprechend ihrer Größe identifiziert, isoliert und die DNA eluiert. 

Die durch Ligation neu entstandenen AMFR-Plasmide wurden zunächst in chemisch 

kompetente SCS1-Stämme ohne pRARE-Helferplasmid transformiert und nach einem 

Auswahlprozess (s. nächsten Abschnitt) auch in SCS1-Stämme mit pRARE-Helferplasmid 

übertragen. Hingegen wurden die frisch ligierten VCP-Plasmide gleich in SCS1/pRARE 

transformiert. 

Im Gegensatz zur AMFR-Klonierung gestaltete sich die VCP-Klonierung aufgrund der 

geringen Ausbeute als problematisch. Hierfür wurden Optimierungsmaßnahmen durch längere 

Ligationsdauer, unterschiedlicher Vektor-Insert-Verhältnisse (3:1 bzw. 5:1) und 

Aufkonzentrierung der Transformationsansätze durchgeführt. 
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Tabelle 6: Transformationsergebnis der Umklonierung. Die Anzahl der Kolonien aus 
den Ansätzen diente zur Berechnung der Transformationseffizienz. 

Transformationsansatz 
Transformanden 

[T/µl] 
Transformanden 

[T/µgDNA] 
max. Transformationsrate 

(pQTEV3G) 
11 3,1x 105 

AMFR-B1 8,5 2,4x 105 

AMFR-D1 5,3 1,5x 105 

AMFR-E1 6,7 1,9x 105 

Transformation der 
AMFR- Ligationsansätze 
in chemisch kompetente 

Zellen (SCS1) 

Religationskontrolle 0,8 0,2x 105 

max. Transformationsrate 
(pQTEV3) 

86 35,6x 105 

3:1 0,02 828 
Unkonzentriert 

5:1 0,03 1100 
Religationskontrolle 3:1 7x 10-3 280 
Religationskontrolle 5:1 7x 10-3 280 

5x konzentriert 3:1 0,12 1000 
5x konzentriert 5:1 0,1 830 

3:1 2,7 

Transformation der VCP-
Ligationsansätze mit 
unterschiedlichem 

Vektor/Insertverhältnis 3:1 
bzw. 5:1 in 

elektrokompetente Zellen 
(SCS1/pRARE) 

 zusätzlich gelagerter 
Ligationsansatz (18h, 
4°C, 3x konzentriert) 5:1 2,7 

3,7x 104 

AMFR-B1 83 34x 105 

AMFR-D1 48 19,9x 105 

Transformation von 
Minipräps ausgewählter 

AMFR-Klone in 
elektrokompetente Zellen 

(SCS1/pRARE) AMFR-E1 55,4 22,9x 105 

 

Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, ist eine durchschnittlich 100fach geringere Transformationsrate 

zwischen den gleich behandelten AMFR- und VCP-Ligationsansätzen zu erkennen. Im 

Vergleich zur chemischen Transformation zeigte die Elektroporation in den Kontrollansätzen 

mit zirkulärer Plasmid-DNA (Maxipräp), eine ca. 11x höhere Transformationsrate. Die von 

Mülhardt (2003) erwähnte höhere Effizienz der Elektroporation gegenüber der chemischen 

Transformation konnte dadurch bestätigt werden. 

Die Transformationseffizienz der chemisch transformierten AMFR-Ligationsansätzen war nur 

unwesentlich geringer als die der Kontrollansätze mit nicht rekombinanten Plasmiden 

(Maximalwert). Im Vergleich dazu wuchsen bei den gleich behandelten VCP-Ligationsansätze 

trotz Elektroporation ca. 100x weniger Zellen. Bei dem VCP-Ligationsansatz mit geringer 
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Inkubationsdauer, konnten nur durch fünffache Aufkonzentrierung der Zellsuspension 10-20 

Kolonien pro Tansformationsansatz erhalten werden. 

Bei den AMFR-Umklonierungen erkennt man sowohl bei den Ligationsansätzen als auch bei 

der Transformation der Minipräps einen Zusammenhang zwischen Transformationsrate und 

Insertgröße. Je größer das Insert ist, desto geringer ist die Transformationsrate. Beispielsweise 

ist im Vergleich zum AMFR-B1 Insert (183 bp) das VCP-Insert mit 2421 bp über 13 mal 

größer. 

Eine zusätzliche Inkubationsdauer von 18 h bei 4 °C bewirkte eine wesentliche Steigerung der 

Transformationsrate beim restlichen VCP-Ligationsansatz (ca. 40-mal höher). 

Wie die Transformationsergebnisse im VCP-Ligationsansatz zeigen, ist kein Zusammenhang 

zwischen Transformationsrate und unterschiedlich eingesetzten Vektor/Insertverhältnissen 

erkennbar. Vermutlich macht es für die Klonierung keinen wesentlichen Unterschied, ob man 

3-mal oder 5-mal mehr Insertmoleküle in der Ligation einsetzt.  

Die Religationskontrolle zeigt, dass man bei der AMFR-Umklonierung mit 10% und bei der 

VCP-Umklonierung mit 30% nichtrekombinanten Transformanden rechnen muss. Da man 

letztendlich nur einen Klon pro Konstrukt benötigte, war dieser Religationshintergrund 

akzeptabel. 

4.1.2 Auswahl von positiven AMFR-/ VCP-Expressionsklonen  

Um positive Klone zu gewinnen, wurden für die AMFR-Konstrukte jeweils 12 und für das 

VCP 38 E. Coli- Transformanden gepickt und mittels Colony-PCR mit dem Primerpaar pQE 

65/ pQE 276 auf das korrekt umklonierte Insert überprüft. Die Größe der Amplifikate wurde 

im Gel abgeschätzt und mit den Vektor bzw. Insertsequenzen der Expressionskassetten 

verglichen. Davon wurden diejenigen als positiv identifiziert, die im Agarosegel ein PCR-

Amplifikat von erwarteter Größe aufwiesen (AMFR-B1=1085 bp, AMFR-D1=1469 bp, 

AMFR-E1=1343 bp, VCP=2687 bp). 

Die Ergebnisse der Colony-PCR zeigen eine Ausbeute von 75-85 % der Transformanden an 

positiven Klonen. Bei dem Rest wurden Amplifikate in Größenordnung der Primerabstände 

ohne Insert (sog. Null-Vektoren, gezeigt am Beispiel der VCP-Umklonierung in Abb. 10). 

Dieses Ergebnis entspricht in etwa dem zuvor erwähnten Religationshintergrund von 10-25% 

(Nullvektoren). 

Mittels Colony-PCR konnte eine bestimmte Anzahl an positiven Klonen für eine 

Testexpression ausgewählt werden. Die selektierten Klone wurden im 2 ml-Maßstab 

angezüchtet und dir Zellen direkt in 4x SDS-Puffer aufgeschlossen. Anhand des freigesetzten 

Gesamtproteins (whole cellular protein, wcp) konnten die ausgewählten Klone im SDS-PAGE 

verglichen und nach Größe und Menge des überexprimierten Zielproteins beurteilt werden. 
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Abb.10 zeigt, dass die Größen der überexprimierten Proteinbanden den der VCP- bzw. 

AMFR-Expressionskassetten entsprechen und sich untereinander nicht wesentlich in ihrer 

Intensität unterscheiden. 

Tabelle 7: Übersicht über Größe der VCP und AMFR-Zielproteine (Größe der Inserts 
und der Expressionsprodukte mit/ ohne Affinitäts-tag) 

Insert-Größe 
(As) 

Insert-
name DNA-

Größe 
[bp] 

Zahl der 
Amino-
säuren 

Molekular-
gewicht 

[Da] 

Molekulargewicht mit 
exprimierten Fusions-

partnerna (Insert+ 
Affinitäts-tag+ attB1-/ 
TEV-/ BamHI/NotI-

sites) [Da] 

Molekulargewicht nach 
Abspaltung der 
Fusionspartner 

(Insert+BamHI/NotI-
sites) [Da] 

AMFR-
B1 

183 61 6949.8 34880 7325,1 

AMFR-
D1 

567 189 21378.7 49309 21754 

AMFR-
E1 

441 147 16505.1 44435 16880,4 

VCP 
(full 

length 
ORF) 

2422 805 89191 92686 89566,3 

a beim VCP=3495 Da, beim AMFR=26920 Da 
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Abb. 10: Agarose-Gelelektrophrese einer 
Colony-PCR. PCR-Produkte von 
gepickten Klonen, die aus der 
Umklonierung von VCP-full-length-ORFs 
in pQTEV3 entstanden sind und mit dem 
Primerpaar pQE 65/-276 amplifiziert 
wurden. M: DNA-Molekular-gewicht-
Standard, 1-2: VCP-Amplifikat,  3: 
Nullvektor-Amplifikat 
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Abb. 11: Gesamtprotein (wcp)-
Vergleich von ausgewählten E.coli-
Klonen im SDS-PAGE. Protein-
Testexpression von in E. Coli 
umklonierten VCP/ AMFR-ORFs. 
M: Protein Molekulargewichts-Standard,  
1: nicht induzierte AMFR-B1-
Kontrollkultur, 2-4: GST-AMFR-B1, 5-7: 
GST-AMFR-D1, 8-10: GST-AMFR-E1, 
M: Protein Molekulargewichts-Standard, 
11: nicht induzierte VCP-Kontrollkultur, 
12: His7-VCP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anhand der Ergebnisse der Testexpression wurden wiederum Klone ausgewählt, überimpft 

und deren rekombinante Plasmide einer Sequenzanalyse zugeführt. Die Inserts wurden über 

ein Primerwalking doppelsträngig sequenziert, die einzelnen Sequenzen mithilfe eines 

multiplen Alignment manuell überprüft. Die resultierenden Sequenzen der ausgewählten 

Klone (VCP nur ansequenziert) enthielten vollständige offene Leserahmen (ORF) des VCP 

bzw. der AMFR-Konstrukte. In allen Fällen konnte eine 100%ige Sequenzidentität zu den 

NCBI- Referenzsequenzen nachgewiesen werden. Somit konnte der mittels Colony-PCR 

erfolgte Nachweis von positiven Klonen durch Testexpression und Sequenzanalyse für die 

ausgewählten Kandidaten bestätigt werden. 

Von jedem Konstrukt wurden drei Klone für die Gefrierkultur ausgewählt (zwei sequenzierte 

und ein nicht sequenzierter) und in einer PSF-internen Klondatenbank erfasst. 

Tabelle 8: Überblick über das Auswahlverfahren der hergestellten Klone. 

Konstrukt 

Durch Colony-
PCR positiv 
identifizierte 

Klone 

erfolgreiche 
Testexpression von 
positiven Klonen 

% Identitäta von 
zwei sequenzierten  

Klonen 

GenBank/-Pept 
Accession Nr. 

AMFR-
B1 

83% 3 von 3 beide 100% 

AMFR-
D1 

75% 3 von 3 beide 100% 

AMFR-
E1 

75% 3 von 3 beide 100% 

NM_001144/ 
NP_001135 

VCP 84% 9 von 9 beide 100% 
NM_007126/ 
NP_009057 

a Prozent Identität der Insert-DNA-Sequenz zu NCBI-Referenzsequenzen bei multiplen Aligment mit 
Staden Package 
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4.1.3  Konstruktion von Coexpressionskassetten 

Aufgrund der Veröffentlichung von Alexandrov et al. (2004) war es möglich 

Coexpressionskassetten zu konstruieren, wie es in dieser Arbeit durchgeführt wurde. 

Um VCP+AMFR-Tandemplasmide herzustellen, wurde zunächst pro Konstrukt ein 

sequenzierter VCP-bzw. AMFR-Klon aus dem vorherigen Abschnitt zur weiteren 

Verwendung ausgewählt und seine Donorplasmid-DNA isoliert (Minipräp). Ein zusätzlich 

hergestellter VCP+GST-Coexpressionsklon sollte der Kontrolle dienen, um bei den späteren 

pulldown-Aufreinigungen festgestellte VCP/AMFR-Interaktionen von unspezifischen 

Wechselwirkungen des GST-tags mit dem VCP oder der Metall-Chelat-Matrix unterscheiden 

zu können. 

Die AMFR bzw. VCP-Sequenzen wurden durch die Umklonierung in Expressionskassetten 

integriert, die von LINK-Sequenzen flankiert waren und somit erst die Konstruktion von 

Tandemplasmiden ermöglichten. Dadurch konnte die Plasmid-DNA der AMFR-Klone und des 

pQTEV3G-Vektors mit der Plasmid-DNA eines VCP-Klons auf die im Methodenteil 3.1.6 

beschriebene Weise kombiniert werden.  

Nach einer Ligations-unabhängigen Klonierung (LIC) und Transformation mittels 

Elektroporation konnten zu jedem Konstrukt mittels Colony-PCR einige Coexpressionsklone 

identifiziert werden. Die Größe der Amplifikate wurde im Gel abgeschätzt und mit den Vektor 

bzw. Insertsequenzen der Expressionskassetten verglichen.  

 

 

Abb. 12: Grundschema der konstruierten Coexpressionskassetten  
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Tabelle 9: Ergebnisse der LIC-Coexpressionsklonierung  

Detektion mit Colony-PCR 

Coexpressions-
konstrukt 

AMFR bzw. 
pQTEV3GPacI / 

VCPSwaI 

Transformation: 
Transformanden 

[T/µgDNA] 

Größe 
des PCR-

Ziel-
produkts 

[bp] 

Größe der 
zusätzlichen 

PCR-Artefakte 
(Gelabschätzung) 

[bp] 

Restriktions-
kontrolle 

(PacI) Größe 
der 

Coexpressions-
kassette 

(Abstand der 
PacI-Sites) 

[bp] 

Aus-
beute 

AMFR-
B1+VCP 

0,26x 105 4151 1. 1400, 2. 700 4046 10% 

AMFR-
D1+VCP 

0,09x 105 4535 1. 1750, 2. 1100 4430 7% 

AMFR-
E1+VCP 

0,14x 105 4409 1. 1620, 2. 970 4304 7% 

GST+VCP 0,34x 105 3989 1. 1200, 2. 520 3898 7% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Transformationsrate bei der Coexpressionsklonierung schien zunächst zufrieden stellend. 

Jedoch wuchsen mehr Kolonien auf den transformierten PacI/SwaI-Restriktions-

Kontrollansätzen als auf den Coexpressions-Transformanden. Obwohl die 

Religationskontrolle mit 5,5-mal mehr DNA durchgeführt wurde, sollte sie im Idealfall keine 

lebensfähigen zirkulären Plasmide enthalten. Dennoch lag im Vergleich bei gleich 

transformierter DNA-Menge die Transformandenzahl mit ca. 105 Transformanden/µgDNA 3-11 

mal über den der Coexpressionsansätze. Aufgrund des sehr hohen Religationshintergrund 
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AMFR-D1, 12: VCP+AMFR-
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musste man bei den Coexpressionsansätzen mit einem hohen Anteil an falsch positiven 

Klonen rechnen, was auch im Folgendem bestätigt wurde. 

Aus diesem Grunde war es strategisch erforderlich, eine relativ hohe Anzahl von 

Transformanden in der Colony-PCR nach den gewünschten Coexpressionskassetten zu 

überprüfen. Es wurden von jedem Coexpressionskonstrukt 30 Transformanden (insgesamt 120 

Stück) getestet. 

92% aller in der Colony-PCR getesteten Transformanden hatten kein Amplifikat in der Größe 

einer Coexpressionskassette. Man konnte bei den Coexpressionsansätzen zwei Arten von 

falsch positiven Klonen erkennen. Die einen zeigten in allen Ansätzen Amplifikate um 3kb. 

Bei den meisten der getesteten Klone (60:40) wurden jedoch spezifische falsch positive 

Amplifkate nachgewiesen, die dem betrachteten Coexpressionsansatzes zuzuordnen waren. 

Diese starken Banden der als falsch positiv identifizierten Klone, entsprechen genau der 

Amplifikatgröße der AMFR-, VCP-, und pQTEV3G Kontrollen (VCP/pQTEV3= 2955 bp, 

AMFR-B1/pQTEV3G= 1353 bp, AMFR-D1/pQTEV3G= 1737 bp, AMFR-E1/pQTEV3G= 

1611 bp, pQTEV3G= 1191 bp). 

Es lag nah anzunehmen, dass der größte Teil der transformierten DNA nicht aus 

Tandemplasmiden sondern aus nicht verdauten bzw. religierten Donorplasmiden bestand. 

Dieses geringe Ausbeuteverhältnis war schon durch den hohen Religationshintergrund 

absehbar. 

Alle als positiv identifizierten Klone zeigen drei schwache Banden im Agarosegel. Zusätzlich 

zum gewünschten PCR-Produkt sind auch noch zwei weitere Amplifikate mit etwas 

schwächerer Intensität entstanden. Dennoch wurden sie als positiv gewertet, da die größte 

Bande dem Amplifikat der gesuchten Coexpressionskassette entspricht. Das mittelgroße 

Amplifikat entspricht genau der Größe der AMFR- bzw. pQTEV3G-Kontrollen. Im 

Unterschied dazu, kann man die kleinste Bande nicht so leicht zuordnen. Jedoch erkennt man, 

dass der Größenunterschied zwischen den kleinsten Amplifikaten der verschiedenen 

Coexpressionsklone in etwa den der AMFR-Inserts entspricht. Die Vermutung liegt nah, dass 

auch hier die AMFR-Sequenzen mitamplifiziert wurden, was auf unspezifische PCR-Artefakte 

hindeutet. 

Durch das Detektionsergebnis der Colony-PCR konnte man sich nicht eindeutig darauf 

verlassen, dass nur das gewünschte Tandemplasmid als einziges rekombinantes Plasmid in der 

Zelle vorhanden war. Möglicherweise waren die zusätzlichen Amplifikate in den als positiv 

identifizierten Coexpressionsklonen, nicht auf PCR-Artefakte sondern auf Kontamination 

weiterer Plasmide mit falschen Inserts zurückzuführen. Aus diesem Grunde wurde die 

Plasmid-DNA der putativen Coexpressionsklone isoliert (Mini-präp) und mittels 
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Restriktionskontrolle untersucht. Parallel dazu wurde eine Testexpression mit anschließender 

SDS-PAGE-Analyse durchgeführt. 

Bei der Anwesenheit von nur einem Tandemplasmid sollten bei vollständigem PacI-Verdau 

der Minipräps im Agarosegel nur die DNA Fragmente der Coexpressionskassette und des 

Vektorrests zu sehen sein. Die Unterscheidung der beiden Fragmente im Gel war jedoch kaum 

möglich, da das Vektorfragment mit 4456 bp in etwa die gleiche Größe wie die der 

Coexpressionskassetten besitzt. Dies war aber nicht weiter problematisch, weil in der 

Überprüfung vorwiegend auf Banden geachtet wurde, die Klonkontaminationen mit 

unerwünschten Plasmiden nachweisen sollten. 

In der PacI-Restriktionskontrolle konnten neben den zu erwartenden Fragmenten keine 

weiteren Fragmente identifiziert werden (in Abb.14 für VCP+AMFR-B1 gezeigt). Daraufhin 

wurden die in der Kolonie PCR aufgetretenen zusätzlichen Amplifikate als unspezifische 

Nebenprodukte der positiven Coexpressionsklone charakterisiert (PCR-Artefakte). Die 

ausgesuchten E. coli-Coexpressionsklone enthalten somit nur das gewünschte rekombinante 

Tandemplasmid. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Weiterhin konnte diese Annahme durch eine erfolgreiche Coexpression gestützt werden. Die 

untersuchten Klone konnten gleichzeitig zwei Zielproteine (His7-VCP in Kombination mit 

einem der drei GST-AMFR-Konstrukte bzw. der Glutathion-Transferase) in den gewünschten 

Größen überexprimieren. Zum Schluss wurden jeweils von jeder Konstruktkombination zwei 

Coexpressionsklone für die Gefrierdauerkultur ausgewählt. Für die anstehenden 

Aufreinigungen wurde pro Konstrukt immer nur auf dieselbe Gefrierkultur zurückgegriffen. 
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Abb: 14: Restriktionskontrolle von putativen 
Coexpressionsklonen. M: DNA-Molekulargewicht-
Standard, 1: PacI verdautes Tandemplasmid 
VCP+AMFR-B1, Pac I verdautes Donorplasmid 
AMFR-B1 in pQTEV3G (Kontrolle) 
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4.2 Präparation und Charakterisierung des VCP/ AMFR -Komplexes 

Nach den Klonierungen standen acht Expressions- bzw. Coexpressionsklone (3x AMFR, 1x 

VCP, 4x VCP+AMFR, 1x VCP+GST Coexpressionsklone zur Verfügung. Damit war es 

möglich, die Zielproteine des VCP/AMFR-Komplexes zu exprimieren und zu präparieren. Die 

aufgereinigten Proteine wurden mittels proteinchemischer und biophysikalischer Methoden 

näher charakterisiert und für Strukturaufklärung wurden Kristallisationsversuche angesetzt. 

Die über den 1 ml-Kulturmaßstab gewonnenen Erkenntnisse der optimalen 

Expressionstemperatur und der Zusammensetzung des Puffers, wurden auf den 2-l-

Produktionsmaßstab übertragen (Scale-up). Nach weiteren Charakterisierungen im großen 

Aufreinigungsmaßstab konnte schließlich ein optimiertes Aufreinigungsverfahren für die 

Präparation des VCP/AMFR-Komplexes etabliert werden. 

Die Optimierung im präparativen Maßstab verfolgte grundsätzlich das Ziel, die Zielproteine 

des VCP/AMFR-Komplexes in hohen Konzentrationen und hohen Anforderungen an die 

Reinheit für analytische und strukturelle Untersuchungen bereitzustellen. Hierfür sollten die 

Zielproteine sowohl einzeln als auch als Komplex, unter Beibehaltung ihrer Stabilität und 

biologischen Aktivität präpariert werden. Die Trenneffizienz eines Reinigungsschritts wurde 

danach bewertet, in welchem Umfang er Begleitproteine entfernt und damit die Zielproteine 

anreichert. Dabei zeichnete sich der Erfolg eines Reinigungsschritts auch durch geringe 

Verluste aus. 

Die Ergebnisse des letzten Reinigungsschrittes (Gelfiltration) werden im Folgenden durch 

Beispielchromatogramme dargestellt, die durch „on-line-Messung“ aufgezeichnet wurden. 

Hierfür wurden die Kurvenverläufe des Schreibers gescannt, durch das Programm Image J in 

numerische Daten übertragen und dem Original entsprechend in Microsoft Excel graphisch 

dargestellt. Diese Elutionsprofile sind für jedes Protein charakteristisch und reproduzierbar. 

Im Vorfeld der Präparationen wurde eine Gelfiltrationssäule für die Aufreinigung von 

hochmolekularen VCP-Komplexen mit einer Superose 6-Gelmatrix gepackt (s. 3.3.3.2). Die 

daraus resultierte Trenneffizenz betrug ca. 8000 theoretische Böden/Meter. Der lineare 

Trennbereich für hochmolekulare Proteine/-komplexe konnte zwischen 100 und 1000 kDa 

bestimmt werden. 

Die Molekulargewichte der exprimierten VCP/AMFR-Zielproteine mit/ohne Fusionspartner 

sind der Tabelle 7 zu entnehmen. Die im VCP+GST-Kontrollklon exprimierte Glutathion-

Transferase hat ein MG von 27,95 kDa. Im Unterschied dazu hat der vom AMFR-Konstrukt 

durch die TEV-Protease abgespaltene GST-Fusionspartner eine Größe von 26,92 kDa 

(s.Anhang). 
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Abb. 15: SDS-PAGE von einer Ni-
NTA-Aufreinigung von His 7-VCP 
nach Expression bei 37/16°C 
M: Protein Molekulargewicht-Standard 

4.2.1 Roboteraufreinigung: Einfluss der Expressionstempe ratur 

Zu Beginn sollte der Einfluss der Temperatur auf das Löslichkeitsverhalten der exprimierten 

Proteine untersucht werden. Hochdurchsatzaufreinigungen am Roboter ermöglichten die 

gleichzeitige Aufreinigung der unterschiedlichen überexprimierten VCP/AMFR-Konstrukte, 

bei denen Expressionstemperatur und Zeit variiert wurden. Hierfür wurde die Expression bei 

drei verschiedenen Temperaturen durchgeführt. Die Expressionsdauer wurde bei Kulturen 

verlängert, die unterhalb der Wachstumstemperatur von 37°C kultiviert wurden, um den 

physiologischen Nachteil endsprechend auszugleichen (37°C/3 h, 28°C/5 h, 16°C/16 h). Im 

Anschluss daran erfolgte pro Konstrukt und Temperatur eine Ni-NTA-bzw. GSH-

Aufreinigung der pelletierten 1 ml–Expressionskulturen (48 Proben) mit dem Pipettierroboter. 

Anhand der Darstellung des Gesamtproteins (whole cellular protein, wcp) im SDS-PAGE 

(Abb. 15 & 16) kann die Gesamtmenge an überexprimiertem Protein abschätzt werden. Es 

setzt sich aus einem löslichen und unlöslichen Anteil zusammen. Der aufgereinigte Anteil 

(soluble native protein, snp) geht aus der Gesamtmenge des löslichen Proteins im wcp hervor. 

Das wcp ist somit ein Maß für Expressionstärke und das snp ein Maß für die Löslichkeit des 

Proteins. Proteine, die nicht stark exprimiert werden, können unter Umständen erst durch die 

Aufreinigung im SDS-PAGE detektiert werden (Scheich et al. 2003). 

Der größte Unterschied zwischen wcp und snp ist in der Ni-NTA-Reinigung des His7-VCP bei 

den Temperaturen von 37°C und 16°C zu beobachten (Abb.15).  

 

 

 

 

 

 

 

Obwohl sich die Expression des VCP bei 37°C stärker zeigt, konnte bei 16°C mindestens 

doppelt so viel lösliches Protein über die Ni-NTA-Agarose aufgereinigt werden. Ebenso führt 

ein Absinken der Expressionstemperatur auf 28°C zu mehr löslichem VCP als bei 37°C 

(Abb.16). Hingegen sind die His7-VCP-Banden im wcp bei allen Temperaturen in etwa gleich 

stark.  

Im Vergleich dazu sank der GST-AMFR Anteil im wcp bei 16°C so beträchtlich, dass kaum 

noch Protein über die Glutathion-Agarose aufgereinigt werden konnte. Ebenso zeigte sich bei 

37°C-trotz guter Expression-im Vergleich zu 28°C eine Abnahme der aufgereinigten GST-

AMFR-Konstrukte (nicht gezeigt). 
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden 16°C für VCP und 28°C für die AMFR-Konstrukte als 

optimale Expressionstemperaturen festgelegt. Um dennoch beide Proteine einzeln in einer 

Brutkammer oder als Coexpressionskonstrukt exprimieren zu können, wurde 28°C als 

Optimaltemperatur gewählt. Ein weiterer Vorteil dieser Temperatur ist auch die geringere 

Expressionsdauer. 

Abb. 16: SDS-PAGE der Affinitätsreinigung am Roboter im 1 ml-Kulturmaßstab zur Ermittlung 
der optimalen Expressionstemperatur und als pulldown-Assay von VCP/AMFR-PPI. M: Protein 
Molekulargewicht-Standard, 1: GST-AMFR-B1, 2: GST-AMFR-D1, 3: GST-AMFR-E1, 4: His7-VCP, 
5: His7-VCP+GST-AMFR-B1, 6: His7-VCP+GST-AMFR-D1, 7: His7-VCP+GST-AMFR-E1, 8: 
His7-VCP+GST, M: Protein Molekulargewicht-Standard, 9: GST-AMFR-B1, 10: His7-VCP+GST-
AMFR-B1, 11: GST-AMFR-D1, 12: His7-VCP+GST-AMFR-D1, 13 GST-AMFR-E1,    14: His7-
VCP+ GST-AMFR-E1, 15: His7-VCP+GST, Kontrolle His7-VCP aus Ni-NTA-Aufreinigung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Weiterhin konnten mittels Roboteraufreinigung erstmals in dieser Arbeit VCP/AMFR-Protein-

Protein Interaktionen als pulldown-Assay nachgewiesen werden. 

Der Nachweis ist in Abb. 16 sowohl in der Ni-NTA- als auch in der GSH-Aufreinigung an den 

schwachen Banden des coaufgereinigten Coexpressionspartners der Konstrukte VCP+AMFR-

D1 und VCP+AMFR-E1 zu erkennen. Nur bei diesen Coexpressionskonstrukten wurde in der 

Ni-NTA-Aufreinigung His7-VCP zusammen GST-AMFR eluiert. Ebenso konnte das His7-

VCP bei den Glutathion-Aufreinigungen zu einem nachweisbaren Teil vom GST-AMFR-D1 

und -E1 zurückgehalten werden. Hingegen unterscheidet sich der pulldown-Assay bei dem 

VCP+AMFR-B1-Konstrukt. Bei keiner der beiden Aufreinigungsmethoden ist eine 
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Wechselwirkung durch den coaufgereinigten Coexpressionspartner zu beobachteten. Ebenso 

sind bei der His- und GST-tag-Reinigung des VCP+GST Kontrollkonstrukts keine Banden in 

Größenordnung des VCP bzw. GST detektiert worden. Diese GST-Kontrolle bestätigt, dass 

die coaufgereinigten Coexpressionspartner der Konstrukte VCP+AMFR-D1/-E1 nicht auf 

unspezifische Wechselwirkungen der fusionierten Glutathion-Transferase mit der Ni-NTA-

Agarose oder dem His7-VCP zurückzuführen sind. Damit wurden die bisherigen Ergebnisse 

von Zong et al. 2004 und Grelle et al. 2006 verifiziert. 

Wie Abb. 16 zeigt, konnten bei allen AMFR-D1/-E1-Konstrukten, die mittels GSH-Agarose 

aufgereinigt wurden („Einfache“- und Coexpression), zusätzliche Banden unterhalb der full-

length Konstrukte detektiert werden. Hingegen sind keine Banden unterhalb der full-length 

Konstrukte des AMFR-B1 zu erkennen. Zunächst war man nicht sicher, ob es sich dabei um 

proteolytische Abbaubanden oder um Kontaminationen unspezifisch aufgereinigter E. Coli-

Proteine handelte, die wiederum beim AMFR-B1-Konstrukt nicht coaufgereinigt wurden. Für 

einen Abbau der AMFR-D1/-E1-Sequenzen würde auch ihre geringere Bandenintensität 

Vergleich zum AMFR-B1-Konstrukt sprechen, was eine Proteinreduktion darstellt.„ 

Um die Herkunft dieser Peptide zu klären, wurden die Banden aus dem SDS-Gel 

ausgeschnitten und der MS-Analyse zugeführt. Die MS-Ergebnisse bestätigten, dass es sich 

tatsächlich dabei um abgespaltene AMFR-Sequenzen und nicht um Kontaminationen mit 

Fremdprotein handelt.  

4.2.2 Manuelle Aufreinigung: Einfluss der Salzkonzentrat ion, ATP und EDTA im 

Aufarbeitungspuffer 

Auf den bisherigen Ergebnissen aufbauend sollten nun Löslichkeits- und Bindungsstudien mit 

unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen betrieben werden, um weitere charakteristische 

Parameter für die Aufarbeitung des VCP/ AMFR-Komplex im präparativen Maßstab zu 

bestimmen.  

Der Einsatz der Roboterreinigung eignete sich gut für die Aufreinigung vieler Proben bei 

gleicher Pufferzusammensetzung, erschien jedoch bei Variation von Pufferparametern 

unflexibel und aufwendig. Außerdem enthielten die manuell aufgereingten Proben im 

Vergleich zum Roboter insgesamt weniger Verunreinigungen, die sich besser für die 

Identifizierung von kleinen signifikanten Unterschieden eigneten.  

Es galt zunächst die optimale Löslichkeit der aufgereinigten Proteine durch unterschiedliche 

Salzkonzentrationen im Puffer, zu ermitteln. Zusätzlich sollte festgestellt werden, ob die 

Bindungsstärke des VCP/AMFR-Komplexes durch die Ionenstärke beeinflusst wird. 

Möglicherweise könnte eine bestimmte Salzkonzentration im Aufreinigungspuffer die 

Ausbeute an coaufgereingtem Coexpressionspartner maximieren. 



Ergebnisse 

 68 

Die manuellen Proteinreinigungen wurden gleichzeitig bei unterschiedlichen NaCl-

Pufferkonzentrationen mit 1 ml-Kulturpellets von allen sieben Konstrukten durchgeführt, 

entweder als GST- oder His-tag-Reinigung. 

Die verwendeten NaCl-Konzentrationen von 50 mM, 150 mM, 300 mM und 1 M zeigten bei 

der Ni-NTA-Aufreinigung des einfachen und des coexprimierten VCP keinen wesentlichen 

Einfluss auf die Intensität der Proteinbanden im SDS-PAGE. Wie bereits zu diesem Zeitpunkt 

bekannt, waren die schwachen Proteinbanden in Höhe der AMFR-Konstrukte bei den Ni-

NTA-aufgereinigten Coexpressionskonstrukten VCP+ AMFR-D1 /-E1 auf PPI 

zurückzuführen. Auch hier ist zwischen den unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen kein 

signifikanter Intensitätsunterschied zu erkennen (Abb. 17B). Damit ist mit verwendeten 

Salzkonzentrationen in den His-pulldowns kein Einfluss auf die Löslichkeit des VCP oder der 

PPI erkennbar. 

Abgesehen davon, deuten sich bei den verschiedenen Salzkonzentrationen in der Ni-NTA-

Aufreinigung Unterschiede in der Anzahl der unspezifischen Hintergrundbanden an. Wie Abb. 

17B am Beispiel von VCP+AMFR-E1 zeigt, treten bei niedriger (50 mM) und hoher (1M) 

NaCl-Konzentration mehr und stärkere Hintergrundbanden auf. Im Unterschied dazu zeigt die 

Aufreinigung bei 300 mM NaCl die höchste Spezifität.  

Um diesen unspezifischen Aufreinigungseffekt deutlicher hervortreten zu lassen, wurde bei 

der GST-Reinigung, die niedrigste NaCl-Konzentrationen mit 10 mM durchgeführt. Abb. 17A 

zeigt, dass bei der His-VCP-Kontrolle mit 10 mM NaCl neben anderen Proteinen auch das 

His-markierte VCP vertreten ist. Dagegen verläuft die GST-Reinigung der His-VCP-

Kontrollen bei 150-und 300 mM NaCl spezifischer ohne Hintergrundbanden. 

Auch bei den über GSH-Agarose aufgereinigten AMFR-Konstrukten erkennt man bei 10 mM 

NaCl geringfügig mehr unerwünschte Proteinbanden als bei höheren Salzkonzentrationen. 

Grundsätzlich konnten, im Vergleich zu Ni-NTA, mittels GSH-Agarose weniger 

unerwünschte Proteine coaufgereinigt werden. 

Ein signifikanter Intensitätsunterschied ist bei den an sich schwachen VCP-Banden der 

Coexpressionskonstruke VCP+AMFR-D1 und -E1 nicht zu erkennen. Anscheinend wird die 

coaufgereinigte VCP-Menge auch nicht im GST-pulldown wesentlich von der eingesetzten 

Salzkonzentration beeinflusst. Wenn man sich festlegen müsste, könnte man sagen, dass die 

stärksten PPI bei 150 mM NaCl zu erkennen sind. 

Wie bereits im vorherigen Abschnitt festgestellt, fallen in der GST-Reinigung bei den 

Coexpressionskonstrukten die PPI aufweisen (VCP+AMFR-D/ -E1), Abbauprodukte an. 

Interessanterweise konnte in diesem Versuch erstmals gezeigt werden, dass Coexpression 

offenbar die proteolytische Abbauaktivität der AMFR-D1/ -E1-Proteine signifikant reduziert.  
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Wie am Abbildungsbeispiel der GST-Aufreinigung zu sehen ist, erkennt man unabhängig von 

der Salzkonzentration, bei den „einfach“ Exprimierten im Vergleich zu den coexprimierten 

AMFR-E1-Konstrukten, stets stärker ausgeprägte Abbaubanden.  

Unabhängig davon, beeinflussen hohe NaCl- Konzentrationen in der GST-Reinigung die 

Reinheit des Präparats positiv, indem sich die AMFR-D1/-E1-Proteine signifikant 

abbaustabiler verhalten. Je höher die eingesetzte Salzkonzentration, desto weniger 

coaufgereinigte Abbauprodukte sind im SDS-PAGE zu erkennen, wie besonders die sehr 

schwachen Abbaubanden bei 1 M NaCl in Abb. 17A Spur 15 zeigen. In Kombination mit dem 

Abbauschutz durch Coexpression war es möglich, vorwiegend vollständige AMFR-D1/ -E1-

Proteine aufzureinigen.  

Diese Ergebnisse bedeuten für die GSH-AC-Reinigung von AMFR-D1 und -E1-Proteinen, 

dass optimalerweise dafür eine VCP+AMFR-Coexpressions-Kultur mit 1 M NaCl im 

Aufreinigungspuffer verwendet werden müsste. Da jedoch bis zu diesem Zeitpunkt das 

coaufgereinigte VCP am besten bei 150 mM NaCl eluierte, wurden die ersten präparativen 

Aufreinigungen bei 150 mM NaCl durchgeführt. Allerdings sind bei dieser Salzkonzentration 

auch die meisten Abbaubanden im kleinen Maßstab detektiert worden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die manuellen GST-Aufreinigungen der AMFR-B1 und VCP+AMFR-B1 Konstrukte zeigten 

erneut keine Abbaubanden und kein coaufgereinigtes VCP. Damit konnten die Ergebnisse aus 

den vorherigen Kapiteln wieder bestätigt werden. Interessanterweise konnte dafür ein anderer 

Effekt der Coexpression beobachtet werden (Abb.17). Man erkennt einen signifikanten 

Unterschied in der aufgereinigten AMFR-B1-Menge zwischen „einfacher“- und Coexpression, 

Abb. 17: SDS-PAGE einer GST(A)-
und His(B)-tag-Reini-gung bei 
Variation der NaCl Konzentration. 
Dargestellt am Beispiel des einfach- 
und coexprimierten AMFR-E1. A:  M: 
Protein Molekulargewicht-Standard, 1-
3: aufgereinigte His-VCP-Kon-trollen 
(0,01, 0,15, 0,3 M NaCl), 4: 
aufgetragene His-VCP-Kon-trolle, 5-7: 
auf-gereinigte VCP+GST-Kontrolle 
(0,01, 0,15, 0,3 M NaCl), 8-15 
aufgereinigtes AMFR-E1 & 
VCP+AMFR-E1 (abwechselnd 
aufgetragen, 0,01, 0,15, 0,3, 1 M 
NaCl), B: 1-4 His-tag-Aufreinigung 
von VCP +AMFR-E1 (0,05, 0,15, 0,3, 
1 M NaCl) ++++++++PPI
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der unabhängig von der eingesetzten Salzkonzentration ist. Im Vergleich zur „Einfachen“ sind 

bei der Coexpression mit VCP doppelt so starke Proteinbanden im Gel zu sehen.  

Obwohl bisher für die Kombination VCP+AMFR-B1 keine PPI nachgewiesen wurden, scheint 

das coexprimierte VCP die Löslichkeit des AMFR-B1-Konstrukts zu beeinflussen. 

 

 

 

 

 

 

 

Es bleibt ebenso zu erwähnen, dass in diesem Versuch erstmals bei allen GST-tag-Proben 

bzw. dem GST, auffällige Banden um 25 kDa zu sehen waren. 

Um die Pufferzusammensetzung weiter für den präparativen Maßstab zu optimieren, sollte der 

Einfluss von zugesetztem Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und Adenosintriphosphat (ATP) 

in der manuellen Aufreinigung von 1 ml Kulturen untersucht werden. 

Seit der Veröffentlichung der kompletten VCP-Struktur (DeLaBarre & Brunger 2003) ist 

bekannt, dass sich ein Zinkion im Zentrum der Hexamers befindet. Deshalb wurde bisher auf 

den Zusatz der Chelatverbindung EDTA in den Aufreinigungspuffern verzichtet. EDTA wird 

üblicherweise standardgemäß bei einer Proteinaufarbeitung eingesetzt, um störende Kationen 

zu entfernen (Richter 2003). Die Entfernung des Zn2+-Ions könnte jedoch möglicherweise die 

Hexamerstruktur des VCP und damit die Aktivität gefährden. Hingegen könnte die Zugabe 

von EDTA im Aufreinigungspuffer einen Schutz vor Metalloproteasen und damit zum Erhalt 

der sich im Abbau befindlichen VCP-Interaktionspartner AMFR-D1/-E1 beitragen (Rehm 

2002). 

Zusätzlich sollte ermittelt werden, ob durch ATP-Zugabe im Aufarbeitungspuffern, die PPI 

zwischen der ATPase VCP und dem AMFR beeinflusst. Nach Wang et al. (2003) sind starke 

Konformationsänderungen der VCP-Struktur mit der Hydrolyse von ATP verbunden. 

Trotz einiger Versuchswiederholungen war keine Aussage über den Einfluss von EDTA oder 

ATP bei der Aufarbeitung möglich. Die Anwesenheit von EDTA im Puffer konnte den 

AMFR-D1/ -E1-Abbau nicht erkennbar reduzieren. Das im Überschuss zugegebene ATP 

führte nicht zu einem höheren coaufgereinigten VCP-Gehalt. Aus diesen Gründen und weil 

EDTA möglicherweise die VCP-Struktur gefährdet, wurde auf diese Zusätze im 

Produktionsmaßstab verzichtet. 

Abb. 18: GST-aufgereinigte AMFR-B1 
und VCP+AMFR-B1-Konstrukte. 
Abwechselnd nach NaCl-Konz. im SDS-
PAGE aufgetragen 
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4.2.3 Optimierung der Proteinexpression und des Zellaufs chlusses 

Es wurden insgesamt 18 Proteinexpressionen bei den zuvor ermittelten optimalen 

Temperaturen im 2 Liter-Produktionsmaßstab durchgeführt. Die daraus gewonnenen 

Zellpellets stellten das Ausgangsmaterial für die Proteinaufarbeitung dar. Um die exprimierte 

Menge an Zielprotein zu erhöhen, wurde getestet, ob die Pelletausbeute durch Induktion mit 

1mM IPTG bei einer höheren OD600 beeinflusst wird. 

Die Verschiebung der Induktion bei einer OD600 von 2,0 auf eine OD600 von 2,5 hatte nahezu 

eine Verdopplung des Zellpellets zur Folge (Tab.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eine Überprüfung der Coexpressionskulturen mit größter Pelletausbeute (28°C, Induktion bei 

OD600=2,5, 6 h) im SDS-PAGE ergab folgende Ausbeute an überexprimiertem Zielprotein: 

Es wurden Proben der 2-Liter-Kulturen direkt mit 4x SDS-Puffer aufgeschlossen und 4 µl 

davon auf das Gel aufgetragen. Die Banden der überexprimierten Proteine in Abb. 19 wurden 

mit den Proteinbanden eines BSA/ Lysozym-Standardgels verglichen und deren Menge 

abgeschätzt. Dabei wurde festgestellt, dass der 4 µl Probenauftrag ca. 2 µg von jedem 

coexprimiertem Zielprotein  enthält. Unter Berücksichtigung der 25%igen Verdünnung 

Kulturprobe durch SDS-Puffer, würden 4 µl Kulturbrühe 2,5 µg überexprimiertes Protein 

enthalten. Hochgerechnet auf 2 Liter Kulturbrühe bedeutet dies: In 29 g des geernteten 

Zellpellets der Coexpressionskulturen (28°C, Induktion bei OD600=2,5, 6 h) befinden sich ca. 

1 g VCP sowie ca. 1 g des entsprechenden AMFR-Konstrukts. 

Probe 
Induktion 
bei OD600 

Expressions-
dauer 

Zellpellet 

Nur 
VCP 

(28°C) 
2,0 6 h 

15 g    
(12,5 ml) 

Nur 
VCP 

(16°C) 
2,3 20 h 

28 g      
(25 ml) 

Coex-
pression 
(28°C) 

2,0 6 h 
15 g   

(12,5 ml) 

Coex-
pression 
(28°C) 

2,5 6 h 
29 g      

(27 ml) 

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

Tabelle 10: Übersicht der 
Proteinexpressionen im 2 
Liter-Produktionsmaßstab 
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Zusammengefasst betrachtet, hing die überexprimierte Zielproteinmenge von den 

unterschiedlichen Expressionsbedingungen ab und schwankte mit der Pelletmasse zwischen 

0,5 g und 1 g je Zielprotein. 

Für die Gewinnung der intrazellulären AMFR bzw. VCP-Proteine, wurden 8 Zellpellets aus 

unterschiedlichen 2 Liter-Expressionskulturen aufgeschlossen. Hierzu wurden verschiedene 

mechanische Verfahren (Ultraschall und Hochdruckhomogeinisator) in Kombination mit 

enzymatischer Lyse (Lysozym) getestet. Die Qualität des Zellaufschlusses wurde in erster 

Line nach der freigesetzten Proteinmenge beurteilt. Weiterhin sollte der Proteinextrakt für die 

anschließende Affinitätschromatographie möglichst klar sein und die Zielproteine 

hochkonzentriert in nativer Form enthalten. 

Es wurden unterschiedliche Aufschlussverfahren (s. Methodenteil 3.2.3) miteinander 

verglichen, indem zuvor die resuspendierten Pellets gleich aufgeteilt wurden. Nach der ersten 

Reinigungsstufe (AC) wurden die freigesetzten Proteinmengen mittels Elutionsdiagramm und 

Bradford-Analyse bestimmt und miteinander verglichen. 

Gegenüber einem mildem Ultraschall Zellaufschluss, konnte der Hochdruckhomogenisator 

30-40% mehr Protein freisetzten. Eine zuvor erfolgte Inkubation mit Lysozym (0,5 mg/ml, 

30min auf Eis) steigerte die Ausbeute um weitere 20%. 

4.2.4 Aufreinigung des VCP aus „einfacher“ Expression 

Die Aufreinigung des VCP erfolgte zunächst aus den gewonnenen Proteinextrakten der 2 l- 

Kulturpellets des „einfach“ exprimierten His7-VCP-Konstrukts. Eine IMAC-Säule (Ni-NTA 

oder Talon) sollte das Polyhistidin-tag markierte Protein von den übrigen Proteinen so gut wie 

möglich abtrennen. Um im Folgenden dafür eine Reinigungsstrategie zu etablieren, wurde die 

Auswirkung von Ionenaustauschern untersucht. Der Vergleich mit einer nur gelfiltrierten 

IMAC-Probe sollte zeigen, ob der Einbau einer Reinigungsstufe mit Ionenaustauscher 

effizient in Reinigung und Ausbeute war. 

Wie gefordert, fand durch den Einsatz der ersten Reinigungsstufe (Talon- bzw. Ni-NTA-

IMAC) eine Anreicherung des His7-VCP im Eluat, bei gleichzeitiger Abtrennung eines 

Großteils der E.coli-Proteine, statt. Die darauf folgende Abtrennung des His-tags ist gut in 

Abb. 20B zu erkennen. 

In den nächsten Stufen kamen unterschiedliche Trennsysteme zum Einsatz. Während die eine 

Hälfte des TEV verdauten IMAC-Eluats erst dem Kationenaustauscher und anschließend dem 

Anionenaustauscher zugeführt wurde, wurde die andere Hälfte des IMAC-Eluats direkt 

gelfiltriert. 

Unter Kenntnis der Kalibrierungswerte von der selbst gepackten Gelfiltrationssäule (s. 

Methodenteil 3.3.3.2), sollte das Elutionsvolumen des VCP-Hexamers (ca. 536 kDa) bei einer 
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Flussrate von 1 ml/min 57 ml betragen. Diese Erwartung konnte mit geringer Abweichung 

durch das aufgenommene Elutionsprofil und der SDS-PAGE-Analyse bestätigt werden (vgl. 

Abb. 20 & Abb. 21). Mit einer Flussrate von 1 ml/min erfasste der UV-Durchflussdetektor ein 

Retentionsvolumen von ca. 56,5 ml. Somit konnte das VCP als Hexamer über IMAC und 

Gelfiltration stabil aufgereinigt und in einen Hepes-Puffer umgepuffert werden. 

Ein geringer VCP-Anteil kann auch im Ausschlussvolumen bei 37 ml nachgewiesen werden, 

was auf ein Aggregieren der Moleküle hindeutet. Unmittelbar nach dem VCP-Peak eluiert ein 

weiterer Aggregatkomplex, der aus der einem ca. 25 kDa großen Begleitprotein und der TEV-

Protease (27.2 kDa) besteht. Die beiden hinteren Peaks ab 80 ml Elutionsvolumen stellen 

keine Proteine dar, sondern andere UV-Chromophore Substanzen, die bei 280 nm absorbieren. 

Abb. 21 zeigt die typische Elutionsreihenfolge des gelfiltrierten IMAC-Eluats bestehend aus 

aggregiertem VCP, nativ hexamerem VCP, einem TEV-Protease/Fremdprotein-Komplex und 

zwei unbekannte Nicht-Protein-UV-Chromophore. 

Die verwendeten Ionenaustauscher konnten die Abtrennung des mit Begleitprotein 

verunreinigenden VCP nicht beeinflussen. Lediglich die TEV-Protease ließ sich durch den 

Kationenaustauscher aus dem IMAC-Eluat entfernen.  

Wegen der geforderten Reinheit wurden nur die gesammelten GF-Fraktionen zwischen 45- 

und 60 ml vereint. Da die Peakform des eluierten VCP im Beispielchromatogramm einer 

symmetrischen Gauskurve gleicht (Abb. 21), ist eine mathematische Auswertung der 

Ausbeute möglich (s. Methodenteil 3.3.3.1). Bei einer Standardabweichung des Peaks von σ = 

0,06 entspricht der vereinte Bereich einen theoretischen Verlust von etwa 12 % VCP. Bei 

Überschreiten dieses Bereiches würde der Gehalt an Fremdprotein bzw. aggregiertem VCP 

ansteigen. 

Bei einem isoelektrischen Punkt des VCP von 5,14 ist es im neutralen Puffer negativ geladen. 

Wie erwartet, befand sich das Produkt beim Kationenaustauscher im Durchfluss und 

adsorbierte am Anionenaustauscher (Elution zwischen 0,35-0,55 M NaCl, nicht gezeigt). Bei 

den verwendeten Ionenaustauschern konnte keine gute Trennleistung beobachtet werden. 

Entscheidend für eine gute Aufreinigung ist, dass möglichst große Mengen an Fremdprotein 

bei geringem Produktverlust abgetrennt werden. Die Betrachtung der Ausbeute der 

Anionenaustauscherstufe macht dies deutlich: 11% Verlust an VCP, das sich im Durchfluss 

befand, bei sehr geringer Reinigungseffizienz. Hingegen hat der Kationenaustauscher kaum 

Produktverlust (2%) zu verzeichnen, dafür trennte er außer der TEV-Protease (pI=9.9) auch 

keine weiteren Fremdproteine ab. Obwohl die TEV-Protease auch gut in der Gelfiltration 

abgetrennt werden kann (Abb. 20 GF-Fraktion 73 ml), wurde der Kationenaustauscher wegen 

dem geringen Produktverlust, als Reinigungsstufe für weitere IMAC-Aufreinigungen 

beibehalten. 
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Abb. 20: Im SDS-PAGE dargestellte Aufreinigung von His7-VCP ohne Ionenaustauscher. A: M: 
Molekulargewicht-Standard, 1: wcp VCP-2 l-Kultur, 2: Durchfluss IMAC, 3: Applikation-IMAC, 4: 
Applikation-GF, 5-10: GF-Fraktionen (5=37-, 6=47-, 7=58-, 8=66-, 9=73-, 10=85, 11=95 ml), B: 12: 
IMAC-Eluat, 13: IMAC-Eluat nach TEV-Verdau, M: Molekulargewicht-Standard 
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Tabelle 11: Reinigungsprotokoll von „einfach“ exprimiertem His7-VCP  

Reinigungsstufe Reinigungsfaktor 
Ausbeute VCP 

[mg] 
Gesamtproteingehalt im 

Eluat [mg] 
Stufe 1 (IMAC) 200-250 20-30% 12,5 

Stufe 2 
(Kationenaustauscher) 

1,6 98% 12,3 

Stufe 3 
(Anionenaustauscher) 

1,2 88,6% 10,9 

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-Coexpressionskulturen verfolgte zunächst das Ziel, die 

Interaktionspartner als Komplex aufzureinigen. Falls dies nicht möglich war, sollten die 

Interaktionspaare getrennt aufgereinigt und für die Komplexbildung im Kristallisationsansatz 

zusammengefügt werden. 

Bisher konnten mittels IMAC einige Milligramm VCP von hohem Reinheitsgrad aufgereinigt 

werden. Wie bereits im kleinen Maßstab festgestellt, war die Präparation der GST-fusionierten 

VCP-Interaktionspartner AMFR-D1 und -E1 durch proteolytische Abprodukte kontaminiert. 

Zusätzlich wurde festgestellt, dass die coexprimierten AMFR-Proteine gegenüber den einzeln 

exprimierten deutlich weniger Abbaubanden zeigten. Aufgrund des Abbauschutzes, der 

vermutlich durch das coexprimierte VCP vermittelt wird, wurden im Produktionsmaßstab 

AMFR-Proteine ausschließlich aus Coexpressionskulturen präpariert. Allerdings bestand auch 

hier keine Sicherheit, die AMFR-Konstrukte D1 und E1 vollständig aufreinigen zu können. 

Zusätzlich zu Präparation sollten die Interaktionen zwischen dem VCP und der 

unterschiedlichen AMFR-Konstrukte B1, D1 und E1 für den großen Maßstab untersucht und 

charakterisiert werden. 

Um die coexprimierten VCP+AMFR-B1/-D1/-E1-Proteine zu präparieren, wurden mehrere 

pelletierte 2-Liter-Kulturen aufgereinigt. Um nicht die Wechselwirkung zwischen dem VCP 

und AMFR-D1 bzw. E1-Konstrukt zu schwächen, wurden anfangs noch die AC- 

Aufreinigungsschritte (IMAC und GSH-AC) noch bei 150 mM NaCl durchgeführt. 
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4.2.5.1 GST-pulldown im präparativen Maßstab (GSH-AC) 

Bis zu diesem Zeitpunkt hatte man aufgrund der im kleinen Maßstab schwach nachgewiesenen 

PPI erwartet, dass bei einer GSH-AC-Aufreinigung von VCP+AMFR-D1/-E1 

Coexpressionskulturen nur geringe Mengen an coaufgereinigtem His7-VCP anfallen würden. 

Die Erwartungen an die VCP-Ausbeute wurden dabei bei weitem übertroffen. Abb. 22 Spur E 

zeigt am Beispiel des GST-pulldowns von VCP+AMFR-D1, dass neben dem GST-

fusionierten D1 Konstrukt auch VCP in etwa gleicher Menge angereichert wurde. 

Die Annahme, dass die GSH-AC aufgereinigten AMFR-D1/-E1-Konstrukte proteolytisch 

abgebaut werden, und somit eine inhomogene Präparation bilden, wird hiermit auch für den 

großen Maßstab bestätigt. In Spur E wird gezeigt, dass unterhalb der full-length Banden des 

AMFR-D1-Konstrukts (ca. 27 kDa) starke Proteinbanden von unterschiedlicher Größe zu 

sehen sind, die nach MS-Identifikation Bruchstücke eines proteolytischen Abbaus darstellen. 

Auffällig bei den AMFR-Konstrukten D1 und E1 (nicht gezeigt) ist die im SDS-PAGE 

dargestellte Größe der full-length Proteinbanden, die nicht ihrer tatsächlichen Größe 

entspricht. Mit dem eingesetzten Proteinstandard können sie nicht dem Molekulargewicht von 

22 (-D1) bzw. 17 (-E1) kDa zugeordnet werden. Zunächst wurde angenommen, dass es sich 

bei den detektierten Banden oberhalb der zu erwarteten Größe um Verunreinigungen handelt. 

Mittels MS-Analyse war es möglich, die um 27 kDa (AMFR-D1) bzw. 22 kDa (AMFR-E1) 

dargestellten Proteinbanden tatsächlich als full-length-Konstrukte zu identifizierten. Nach 

Erstellen einer gelspezifischen Gleichung durch Abstandsmessung, konnte festgestellt werden, 

dass die AMFR-Konstrukte D1 und E1 im SDS-PAGE um konstant 5 kDa zu groß dargestellt 

werden. Dieser Unterschied macht sich durch den logarithmischen Verlauf der Trennstrecke 

nicht so stark im Bereich der größeren ungeschnittenen GST-AMFR-Proteine bemerkbar, 

weshalb er zunächst nicht bemerkt wurde. 

Demnach repräsentiert die oberste Bande der Abbauleiter, das vollständige AMFR-D1/-E1-

Konstrukt der Abbaukaskade, dessen N-terminalen Bruchstücke durch den GST-tag 

coaufgereinigt werden. 

Mit dem gepooltem TEV-Eluat aus der GSH-AC wurden anfangs noch Optimierungsversuche 

mit Ionenaustauschern durchgeführt. Alle aufzureinigenden Zielproteine (VCP, AMFR-D1 

und -E1) besitzen im neutralen Puffer eine negative Gesamtladung, sodass sich wie erwartet, 

beide Interaktionspartner im Durchfluss des Kationenaustauschers befanden (VCP= 5,14, 

AMFR D1 und –E1=4,84). Nach der Adsorption am Anionenaustauscher eluierten sie, durch 

den geringen pI-Unterschied bei etwa gleicher NaCl-Konzentration (0,3-0,55 M NaCl). Eine 

vollständige Trennung der Proteine wäre nur unter 90%igem Verlust möglich gewesen. 

Auffällig war, dass der Hauptteil des schwächer negativ geladenen VCP erst bei höherer 

Salzkonzentration als die AMFR-Proteine D1 und E1 von der Säule eluierte. Vermutlich 
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stimmen die theoretischen pI nicht ganz mit dem tatsächlichen Ladungszustand der Proteine 

überein, sodass sich eine umgekehrte Elutionsreihenfolge ergab. 

Wie bereits zuvor in der IMAC-Aufreinigung des VCP festgestellt, ging ein nicht adsorbierter 

Anteil im Durchfluss verloren. Mit einer gering festgestellten Reinigungseffizienz und einem 

Gesamtverlust von ca. 11% für jedes Zielprotein, wurde auf den Anionenaustauscher als 

Reinigungsstufe verzichtet. Die Kationenaustauscherstufe blieb dem Reinigungsprotokoll 

wegen der Abtrennung der TEV-Protease, zunächst als obligatorischer Reinigungsschritt 

erhalten. Obligatorisch deshalb, weil in der darauf folgenden Gelfiltration die TEV-Protease 

mit einer Größe von 27.2 kDa nicht von den etwa gleich großen AMFR-D1/ -E1-Konstrukten 

abgetrennt werden kann. 

Es galt nun die AMFR-Proteine D1 bzw. E1 mit dem coexprimierten VCP sowohl getrennt als 

auch als Komplex in der Gelfiltration aufzureinigen. Falls die Proteine nicht als Komplex 

gelfiltriert werden könnten, sollten sie mit möglichst hoher Auflösung voneinander getrennt 

werden. Als Erstes wurde der gesammelte (ca. 10 ml) und aufkonzentrierte Durchfluss des 

Kationenaustauschers auf die Superose 12 appliziert. Wegen des hohen Proteingehalts (ca. 5 

mg/ml) wurde das VCP/AMFR-Präparat aufgeteilt und jeweils einmal gelfiltriert.  

Durch die Verwendung von Superose 12 wurden die AMFR-Konstrukte D1 und E1 vom VCP 

abgetrennt. Wie erwartet, eluierte das VCP-Hexamer, wegen der verminderten Trennleistung 

der im Bereich ab 200 kDa, fast vollständig mit dem Ausschlussvolumen von der Superose 

12- Säule (Abb. 23 & 22 bei 37 ml). Wäre die physikalische Bindung zwischen den 

Interaktionspartnern stark genug gewesen, hätte sich AMFR-D1 bzw. -E1 Protein auch im 

Größenausschluss befinden müssen. Somit war unter den gegebenen Bedingungen keine 

Aufreinigung des VCP mit seinem Interaktionspartner AMFR-D1 bzw.-E1 als Komplex 

möglich. Stattdessen wurden die Interaktionspaare im weiteren Verlauf der Arbeit getrennt 

aufgereinigt, um sie bei der Kristallisation für die Komplexbildung  wieder 

zusammenzuführen. 
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Abb. 23: Gelfiltration einer VCP+AMFR-D1 GST-pulldo wn-Präparation 
(150 mM NaCl)
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Abb. 22: Im SDS-PAGE dargestellter Verlauf einer GST-pulldown-Aufreinigung des 
VCP/AMFR-D1-Komplexes (150 mM NaCl). M: Molekulargewicht-Standard, W: wcp, D: 
Durchfluss GSH-AC, A: Applikation GSH-AC, E: TEV-Eluat, G: GSH-Eluat, GF-Fraktionen 37-90 ml 
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4.2.5.2 Gewinnung von hexameren VCP aus dem GST-pulldown 

Das gesammelte Ausschlussvolumen (Fraktionen 30-40ml) aus der Superose 12-Gelfiltration 

wurde gepoolt und aufkonzentriert auf die Superose 6-Säule appliziert. Die zweite 

Gelfiltration mittels Superose 6 trennte den gesammelten Größenausschluss der ersten 

Gelfiltration, in aggregiertes und natives VCP auf (Abb. 23). An dieser Stelle erfolgte 

gleichzeitig die Umpufferung in den für VCP verwendeten Hepes-Puffer. 

Bei einem Retentionsvolumen um 56 ml im Elutionsdiagramm zeigt das eluierte Protein eine 

eindeutige Zuordnung zur hexameren Struktur des VCP. Damit konnte gezeigt werden, dass  

P als stabiles Hexamer über die Interaktion mit dem AMFR aus dem GST-pulldown 

angereichert werden kann. 

Der VCP-Peak der zweiten Gelfiltration zeichnete sich durch eine symmetrische Form aus und 

erreichte auf der abfallenden Seite fast die Basislinie, was für eine gute Auflösung spricht. Um 

das aggregierte VCP im Größenausschluss, möglichst vollständig abzutrennen, wurde erst ab 

Fraktion 49 bis 65 ml gesammelt. Auf das Abbildungsbeispiel bezogen, entspricht das bei 

einer Peak-Standardabweichung von σ = 0,08, eine theoretische Ausbeute von ca. 92 %. 

Über die Interaktion mit GST markiertem AMFR-Konstrukt D1 bzw. -E1, konnte natives VCP 

von sehr guter Qualität gewonnen werden (ca. 15 mg). Im Vergleich zu dem allein 

exprimierten und über IMAC aufgereinigten VCP wurde nach SDS-PAGE-, UV- und DLS-

Analysen kein Qualitätsunterschied festgestellt. Somit kam das auf diese Weise gewonnene 

VCP u. a. auch für die Kristallographie zum Einsatz. 

 

Abb. 24: VCP-Gelfiltration des Ausschlussvolumens d er 
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Zusätzliches VCP, von gleicher Qualität, konnte darüber hinaus noch durch eine parallel 

laufende Reinigungsprozedur gewonnen werden (s. Abb.33 rechter Diagrammarm). Die 

Abspaltung des GST-tags vom AMFR durch die eingesetzten TEV-Protease-Konzentrationen 

verlief oft nicht vollständig (Abb.22 Spur G). Dadurch ging oftmals eine beträchtliche Menge 

(bis zu 50%) des jeweiligen AMFR-Konstrukts verloren. Wie jedoch im Abbildungsbeispiel 

zu sehen, interagiert das von der GSH-Matrix zurückgehaltene GST-AMFR-D1 bzw. -E1 

durch PPI, mit einer entsprechenden Menge von geschnittenem VCP. Durch Zugabe von 10 

mM Glutathion wurde es gemeinsam mit dem ungeschnittenem AMFR-D1 bzw. –E1 und der 

Glutathion-Transferase von der Säule eluiert (GSH-Eluat). Das GSH-Eluat wurde 

anschließend mit Superose 12 gelfiltriert, wodurch das VCP durch den Größenausschluss von 

den übrigen Proteinen (GST) abgetrennt wurde. Die darauf folgende Gelfiltration des 

Ausschlussvolumens auf der Superose 6-Säule verlief mit dem gleichen Ergebnis wie bereits 

im Abschnitt zuvor bei dem Hauptweg der Reinigungsprozedur (s. Abb. 24). Der Nebenweg 

lieferte ca.8 mg natives VCP, was die Ausbeute insgesamt weiter steigerte. 

Im Vergleich zum allein Exprimierten und IMAC aufgereinigten His7-VCP, führten die 

Wechselwirkungen mit dem GST fusionierten Coexpressionspartner AMFR-D1/ -E1 bei der 

GSH-AC-Aufreinigung zu fast 10-mal mehr Ausbeute (insgesamt ca. 23 mg VCP). Aufgrund 

dieses Ergebnisses erfolgte die VCP-Gewinnung von nun an ausschließlich über die GSH-AC 

aufgereinigten 2 Liter-Kulturen der CoexpressionskonstrukteVCP+AMFR-D1/-E1. 

4.2.5.3 Problematische Gewinnung von full-length AMFR D1/-E1-Konstrukten 

Während die Aufreinigung des VCP, dass eigentlich als Nebenprodukt in der GSH-AC abfiel, 

erfolgreich verlief, gestaltete sich die Isolierung von stabilen full-length AMFR-D1/ -E1-

Konstrukten problematisch. 

In der dritten Aufreinigungsstufe wurde der Kationenaustauscherdurchfluss mittels Superose 

12 ohne Umpufferung gelfiltriert. Während das VCP durch den Größenausschluss zu 99% 

abgetrennt werden kann, verteilen sich die unterschiedlich große AMFR D1-Bruchstücke über 

einen Elutionsbereich von ca. 42-65 ml (Abb. 22). Die größte Proteinkonzentration befindet 

sich beim D1-Konstrukt zwischen 52 und 58 ml, beim etwas kleineren E1-Konstrukt 

endsprechend um ca. 2,5 ml versetzt (nicht gezeigt). Interessanterweise lässt sich nicht 

abgebautes full-length Konstrukt bereits in den Fraktionen zwischen 42 und 48 ml 

nachweisen. Diese Fraktionen zeichnen sich u.a. durch starke Verunreinigungen zwischen 50-

110 kDa, sowie durch geringe Mengen an verbliebenen VCP aus. 

Mithilfe der SDS-PAGE-Analyse konnten die Fraktionen des AMFR-D1-Konstrukts dem 

schlecht aufgelösten Kurvenverlauf der Elutionsdiagramme zugeordnet werden (vgl. Abb.22 

& 23). In der ersten Gelfiltrationsstufe sind die aufgezeichneten Peaks ab 42 ml durch eine 
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breite inhomogene Form charakterisiert. Das Peakmaximum des eluierten AMFR-D 

Konstrukts befindet sich bei 57 ml und stellt den größten Anteil an nicht abgebautem full-

length Protein dar. Auf der abfallenden Seite des Hauptpeaks schließt sich ein Schulterpeak 

an, der überwiegend aus AMFR-Bruchstücken kleiner als 20 kDa besteht. Das Maximum bei 

57 ml kann nicht den entsprechenden Kalibrierungsstandard der gepackten Säule zugeordnet 

werden. Ein globuläres Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 21,8 kDa würde demnach 

sein Retentionsvolumen erst bei ca. 69 ml zeigen. 

Während der UV-Detektor für das AMFR-D1-Konstrukt ein Elutionsprofil erfassen kann, 

zeigen die Chromatogramme des E1-Konstrukts keine Peaks im Elutionsbereich. Die 

Abwesenheit von Tryptophan und Tyrosin und der geringe Phenylalaningehalt (4,1 %), macht 

das AMFR-E1-Konstrukt für UV-Absorption nicht detektierbar. So bleibt die Analyse der 

Fraktionen, für das Sammeln des Proteins, ausschließlich auf SDS-PAGE beschränkt. Dabei 

wird in der 59 ml –Fraktion die maximale Proteinkonzentration nachgewiesen. Ebenso wie 

beim D1-Konstrukt, stimmt das Retentionsvolumen des AMFR-E1 nicht mit dem 

Kalibrierungsstandard der Säule überein. Danach müsste das etwa 17 kDa große E1-Konstrukt 

erst mit der maximalen Konzentration bei ca. 72 ml eluieren. 

Ebenso haben auch die AMFR-Konstrukte D1 und B1 durch ihre Aminonsäurekomposition (s. 

Anhang) einen niedrigen Extinktionskoeffizienten, der zu einer fehlerhaften 

Absorptionsmessung bei 280 nm führt. Die Absorptionsmaxima der gelfiltrierten AMFR-

Lösungen zeigen durch die Abwesenheit von Tryptophan im UV-VIS-Spektrum eine starke 

Verschiebung zu kürzeren Wellenlängen hin. Im Vergleich zur Konzentrationsbestimmung 

mittels Bradford-Assay, wird stets ein 50-100%iger höherer Proteingehalt gemessen. Dabei 

stimmt die Bandenintensität der im SDS-PAGE aufgetragenen Lösung, mit dem Ergebnis des 

Bradford-Assays überein. 

Aufgrund der fehlerhaften UV-Detektion, wurde bei aufgereinigten AMFR-Lösungen auf 

weitere spektrale Konzentrationsbestimmungen verzichtet. Hingegen war die quantitative 

Bestimmung von reinen VCP-Lösungen durch das UV-VIS-Spektrum zuverlässiger als mittels 

Bradford-Assay. 

Unerwartet kann man dennoch für die AMFR-Konstrukte D1 und B1, charakteristische 

Elutionsprofile in der Gelfiltration, vermutlich wegen des geringen Tyrosingehaltes, zuordnen 

(Abb. 23, 26 & 31). 

Während die Feinreinigung des VCP im vorherigen Abschnitt mit geringen Verlusten verlief, 

erfolgte die Gewinnung von aufgereinigtem full-length Konstrukten AMFR-D1/ -E1, durch 

Abtrennung von Abbauprodukten, verlustreich. Beispielsweise wurden nach der Gelfiltration 

des D1-Konstrukts nur die Fraktionen 49 bis 55 ml gesammelt (vgl. Abb. 22 & 23), in denen 

sich noch ein relativ hoher Anteil vollständiger Proteine befindet. Somit kann maximal nur 
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50% der gelfiltrierten Menge für weitere Versuche verwendet werden (ca. 9 mg). Die auf diese 

Weise gewonnenen AMFR D1 /-E1 Proben sind weiterhin durch starke Inhomogenität der 

Abbauprodukte gekennzeichnet. Dennoch wurden Sie für Kristallisationsansätze des 

VCP/AMFR-Komplexes eingesetzt. 

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

Wie die SDS-PAGE-Analysen im kleinen Aufreinigungsmaßstab zeigten, konnten im 

His/GST-pulldown keine Interaktionen zwischen dem VCP und den Coexpressionspartnern 

AMFR-B1 bzw. GST nachgewiesen werden. 

Um diese Ergebnisse auch unter den veränderten Bedingungen des großen Maßstabs zu 

verifizieren, wurde eine pelletierte 2 Liter Coexpressionskultur des VCP+AMFR-B1 mittels 

GSH-AC und Gelfiltration einmal aufgereinigt (Abb. 25 & 26). 

Zum Vergleich sind in Abb. 25 die GST-pulldowns der Coexpressionskonstrukte 

VCP+AMFR-D1 und –B1 nebeneinander in einem speziellen SDS-PAGE-Peptidgel 

aufgetragen. Das TEV-Eluat des geschnittenen AMFR-B1 zeigt eine Proteinbande um 7,3 

kDa, die dem Konstrukt zuzuordnen ist. Im Unterschied zum full-length AMFR-D1 (Spur E 

VCP+AMFR-D1), stimmt die Größe mit dem Standard des Proteinmarkers überein. Auf 

Bandehöhe des VCP (ca. 90 kDa) ist im Vergleich zu dem TEV-Eluat des geschnittenen 

AMFR-D1 kein coaufgereinigtes VCP identifizierbar. 

Wie bereits bei GST-pulldowns der anderen AMFR-Konstrukte gezeigt (s. Abb. 22), enthält 

auch das TEV-Eluat des AMFR-B1 neben der TEV-Protease, Verunreinigungen im Bereich 

zwischen 50 und 110 kDa (Spur E-& A(GF)-VCP+AMFR-B1). Durch sehr genaues Hinsehen 

erkennt man den Größenunterschied zum VCP (ca. 90 kDa). Somit können diese 

Fremdproteinbanden nicht einen coaufgereinigtem VCP zugeordnet werden. 

Dieses Ergebnis zeigt besonders deutlich, dass VCP/AMFR-Interaktionen wie sie bei AMFR-

D1/-E1 zu sehen sind, nicht für das AMFR-B1 Konstrukt gelten. Damit kann auch kein 

coexprimiertes VCP in Kombination mit AMFR-B1 über GST-pulldowns gewonnen werden. 

Somit können die Ergebnisse des kleinen Maßstabs auf den großen Maßstab übertragen 

werden. 

Ebenso diente diese GSH-Aufreinigung der VCP+AMFR-B1 Coexpressionskultur als 

Kontrollversuch für unspezifische Wechselwirkungen des GST mit dem VCP. Die 

Aufreinigung einer VCP+GST-Coexpressionskultur müsste demnach analog mit dem gleichen 

Ergebnis verlaufen. Da man kein coaufgereinigtes VCP nachzuweisen war, wurden 

unspezifische Wechselwirkungen ausgeschlossen.  
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Während weiterhin die AMFR-D1/-E1-Konstrukte vom proteolytischen Abbau betroffen 

waren, blieben die B1-Konstrukte auch im großen Maßstab wieder stabil. Somit war es 

möglich, dass Peptid als reines full-length-Konstrukt zu isolieren.  

Aufgrund des Größenunterschieds, konnte das AMFR-B1 ohne Kationenaustauscherstufe 

direkt durch Gelfiltration (Superose 12) von der TEV-Protease und den Fremdproteinen 

abgetrennt werden. Im Gegensatz zu den AMFR-Konstrukten D1 und E1, zeigt das 

Elutionsdiagramm des B1-Konstrukts einen gut aufgelösten Kurvenverlauf mit geringen 

Verunreinigungen zwischen den Peaks (Abb. 25 & 26). Die Peakformen sind durch 

Symmetrie und schmale Breite charakterisiert. Das Elutionsprofil kann mittels SDS-PAGE 

leicht den gesammelten Fraktionen zugeordnet werden. 

Wie bereits zuvor bei den anderen AMFR-Konstrukten, entspricht das Retentionsvolumen von 

71,5 ml nicht den Kalibrierungsstandard der Säule. Ein globuläres Peptid in der Größe des 

AMFR-B1 von 7,3 kDa sollte demnach erst bei ca. 85 ml eluieren. 

Überraschenderweise eignet sich der UV-Detektor in der Gelfiltration, trotz Fehlens des UV-

chromophoren Tryptophans für eine konzentrationsabhängige Darstellung des AMFR-B1-

Peptids. Im Gegensatz zum D1-Protein hat es insgesamt einen höheren Tyrosin Anteil (1,6 

statt 0,5 %), der eine bessere Erfassung durch A280 ermöglicht. Dennoch erkennt man in Abb. 

26 die Auswirkung einer Tryptophanabwesenheit an einer umgekehrten Darstellung der 

Mengenverhältnisse (Peakflächen). Die aufgezeichnete Peakfläche der zuvor eluierten TEV-

Protease ist größer als die des AMFR-B1-Peptids, obwohl die applizierte Menge eindeutig 

geringer ist (vgl. Abb. 25, Applikation GF). 

Um möglichst reine AMFR-B1-Präparationen zu gewinnen, wurden nur die gesammelten 

Fraktionen von 66-78 ml vereint. Bei einer Standardabweichung des Peaks von σ = 0,05 

entspricht das einem Verlust von ca. 10%, wodurch letztlich eine Menge von 5 mg stabiles 

AMFR-B1 isoliert werden konnte. 
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Abb. 25: GST-pulldown-
Vergleich im SDS-PAGE-
Peptidgel VCP+AMFR-D1/-
B1 und Aufreinigung von 
coexprimiertem AMFR-B1. 
M: Molekulargewicht-
Standard, A: Applikation 
GSH-AC VCP+AMFR-D1, E: 
TEV-Eluat VCP+AMFR-D1, 
A: Applikation VCP+AMFR-
B1, E: TEV-Eluat 
VCP+AMFR-B1, G: GSH-
Eluat-VCP+AMFR-B1 A: 
Applikation GF, GF-
Fraktionen 32-112 ml 
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4.2.5.5 His–pulldown von VCP+AMFR-D1 (IMAC) 

In dieser Arbeit konnte man für die Coexpressionskonstrukte VCP+AMFR-D1/-E, bei His-

pulldowns im kleinen Maßstab, stets PPI durch coaufgereinigtes GST-AMFR-D1 bzw.-E1 

nachweisen (s. 4.2.1 & 4.2.2). Dabei wurde in der Menge coaufgereinigten 

Interaktionspartners kein wesentlicher Unterschied zu den GST-pulldowns festgestellt. Die 

Proteinbanden der AMFR-D1/-E1 Konstrukte im His-pulldown hatten etwa gleiche 

Signalstärke wie die VCP-Banden aus dem GST-pulldown. Zusätzlich konnte man im His-

pulldown auch keine Abbaubanden erkennen, womit sich die Hoffnung ergab, über diesen 

Aufreinigungsweg abbaustabiles full-length-Konstrukt isolieren zu können. 

Um dieses Ergebnis auch für den großen Maßstab zu verifizieren, wurde eine pelletierte 2 L 

Coexpressionskultur des VCP+AMFR-D1-Konstrukts mittels Ni-NTA-IMAC aufgereinigt. 

Wie jedoch die SDS-PAGE-Analyse des His-pulldowns zeigte, war das coaufgereinigte GST-

AMFR-D1 nur durch eine sehr schwache Bande repräsentiert (nicht gezeigt). Eindeutige PPI 

beim His-pulldown im großen Maßstab konnten nur dadurch nachgewiesen werden, indem das 

Eluat stark aufkonzentriert wurde. 

Hingegen konnte das coexprimierte His7-VCP erwartungsgemäß mit einer für die IMAC 

üblichen Menge angereichert werden (s. 4.2.4). Das mit TEV-Protease inkubierte Eluat wurde 

wie beim GST-pulldown, dem Kationenaustauscher und anschließend der Gelfiltration 

zugeführt. Die Abtrennung des VCP vom AMFR-D1 erfolgte mittels Superose 12, wodurch 

für die VCP-Gewinnung eine weitere Gelfiltration an der Superose 6-Säule erfolgte. 

Schließlich konnte aus der gesamten Präparation lediglich 3 mg VCP und ca. 0,5 mg vom 

coaufgereinigten AMFR-D1 isoliert werden. 

Weiterhin konnte in diesem Versuch für das AMFR-D1 die typische Inhomogenität von GST-

pulldown Präparationen mittels SDS-PAGE nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Das 

Vorhandensein von Abbaubanden bedeutete, dass das mit VCP coexprimierte AMFR-D1 auch 

nicht über IMAC stabil aufgereinigt werden kann. Dieses Ergebnis kann analog auch auf das 

E1-Konstrukt übertragen werden (nicht durchgeführt). 

Die Instabilität der AMFR-D1/-E1-Konstrukte und die niedrige Ausbeute beider 

Interaktionspartner machte den Einsatz der IMAC als ersten Aufreinigungsschritt im weiteren 

Verlauf der Arbeit unnötig. 
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4.2.6 Aufreinigung des VCP/AMFR-Komplexes: Optimierung d er Reinigung und 

Etablierung eines Reinigungsprotokolls 

Da die Kristallisation u.a. hohe Anforderungen an die Reinheit der getrennt aufgereinigten 

Proteine des VCP/ AMFR-Komplexes stellte, war es notwendig die Reinigungsprozedur der 

VCP-Interaktionspartner AMFR-D1/-E1 zu optimieren. Dabei zielten die 

Optimierungsmaßnahmen hauptsächlich auf die Reduktion der Abbauverunreinigungen, 

sodass möglichst homogene full-length Präparate an die Kristallographie übergeben werden 

konnten. 

Bisher zeigten die aufgereinigten und im Kristallisationsansatz zusammengefügten 

VCP/AMFR-Präparationen Kristalle, die nach MS-Analysen jedoch nur aus dem VCP-Anteil 

bestanden (s. 4.3.3).  

Somit wurde die proteolytische Abbauaktivität der AMFR-D1/-E1-Präparationen als zentrales 

Problem ersichtlich, dass die Zielsetzung dieser Arbeit, Strukturaufklärung des VCP/AMFR-

Komplexes, gefährdete. 

4.2.6.1 Charakterisierung der proteolytischen AMFR-Abbauaktivität. 

Wie sich bereits im kleinen Maßstab andeutete, hatten die zugesetzten Standard-

Proteasehemmer PMSF und EDTA keinen Erfolg bei der Unterdrückung der Abbauaktivität. 

Im großen Maßstab wurde darüber hinaus noch versucht die Konzentration der chemischen 

Proteasehemmer im Aufreinigungspuffer zu erhöhen. Obwohl die vom Hersteller empfohlene 

Arbeitskonzentration eines Mix aus Proteasehemmern um das Vierfache überschritten wurde 

(2 statt ½ Cocktailtablette), stellte sich kein Erfolg ein. 

Um den problematischen Abbau der AMFR-D1/-E1-Konstrukte näher zu charakterisieren, 

musste zunächst die Frage geklärt werden, zu welchem Zeitpunkt die Abbauaktivität einsetzt. 

Es gab zwei Möglichkeiten: 

1: Die überexprimierten AMFR-D1/-E1-Proteine werden bereits schon vor dem Aufschluss in 

der Zelle von Proteasen abgebaut. 

2: Die AMFR-D1/ -E1-Proteine behalten in der Zelle ihre vollständige Struktur und werden 

erst durch Zellaufschluss mit den zusammen freigesetzten Proteasen abgebaut. 

Das Vorhandensein von Abbaubanden in der Zelle, wurde durch den wcp-Vergleich einer in 

SDS aufgeschlossenen mit einer lysierten Expressionskultur durchgeführt. Da ein direkter 

SDS-Aufschluss alle Zellproteine sofort denaturiert, kann man sagen, sie werden quasi so 

konserviert wie sie in der Zelle vorliegen. 

Es wurde zunächst angenommen, dass die Abbauprozesse erst mit der Zelllyse eintreten. Da 

im Lysat die höchste Proteasekonzentration vorhanden ist, entfaltet sich auch dort stärkste 

Abbauaktivität. Nach jeder Reinigungsstufe müsste sich durch Verdünnung die 
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Proteaseaktivität vermindern. Um einen Eindruck von der maximalen Abbauaktivität zu 

erhalten, wurden Lysatproben ohne PMSF-Zusatz aus 1 ml AMFR-Alleinexpressions- bzw. 

Coexpressionskulturen über einen Zeitraum von 6,5 h im bei einer konstanten Temperatur von 

20°C inkubiert. Nach Zugabe von Lysozym wurde die eine Hälfte der Proben nach einer 

halben Stunde, nach viereinhalb und nach sechseinhalb Stunden in 4x SDS-Puffer denaturiert. 

Die andere Hälfte wurde standardgemäß über GSH-Agarose bei 150 mM NaCl aufgereinigt. 

Gemeinsam mit dem wcp der direkt aufgeschlossenen Probe, wurden die wcp und snp der 

Lysate miteinander im SDS-PAGE verglichen. 

Abb. 27 zeigt am Beispiel des AMFR-D1-Konstrukts die Auswirkungen des proteolytischen 

Abbaus. Im Vergleich zu den lysierten Proben, werden keine Abbaubanden bei den direkt 

aufgeschlossen Proben detektiert. Damit wird gezeigt, dass der proteolytische Abbau der 

AMFR-D1/-E1-Proteine erst mit Zelllyse aktiviert wird und anschließend sehr schnell 

voranschreitet. Im Vergleich zum wcp der Zelle, sind erste Abbaubanden bereits eine halbe 

Stunde nach Lysozymzugabe zu erkennen. Das entspricht gerade der Inkubationszeit des 

Lysozyms bei der Standardaufaufreinigung. Nach 6,5 Stunden Inkubation im Lysat bei 20°C, 

ist der Abbauprozess bereits so weit fortgeschritten, dass im Lysat ca. 95 % des gesamten full-

length Proteins abgebaut ist und nur noch sehr geringe Mengen von N-terminalen 

Bruchstücken mittels GST-tag aufgereinigt werden können. Hingegen leisten die AMFR-

Proteine der Coexpressionskonstruke einen gewissen Abbauwiderstand (nicht gezeigt). Jedoch 

ist auch hier nach sechseinhalb Stunden im Lysat, nur noch die Hälfte des full-length Proteins 

vorhanden und kaum noch aufgereinigtes AMFR im SDS-PAGE detektierbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die Aufarbeitung der AMFR-D1/-E1-Proteine im Produktionsmaßstab stellt die starke 

Abbauaktivität im Zellhomogenat einen entschiedenen Verlustfaktor dar. Um Ausbeute und 

Reinheit der Präparation zu optimieren, sollte die Zeit zwischen Zellaufschluss und der AC-

Applikation so gering wie möglich gehalten werden. 

Da nicht auf den effektiven Zellaufschluss mittels Lysozym verzichten werden sollte, wurde 

die Inkubationszeit auf 15 min verkürzt. Zwecks Viskositätsherabsetzung musste das Zelllysat 
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Abb. 27: Charakterisierung 
der Abbauaktivität von einfach 
exprimiertem GST-AMFR-D1, 
dargestellt im SDS-PAGE. 
Abwechselnd aufgetragen, 
nicht aufgereinigte und GST-
tag aufgereinigte Probe. M: 
Molukulargewicht-Standard 
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vor dem Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisator mindestens 15 min bei 

Raumtemperatur Benzonase inkubiert werden. 

Die anschließende Dauer des dreistufigen Zentrifugierens von ca. 40 min, war für das 

Abtrennen der unlöslichen Bestandteile obligatorisch und konnte aus technischen Gründen 

nicht verkürzt werden (s. Methodenteil 3.2.3). 

Zusätzlich kann auch bei den gelfiltrierten Präparationen weiterhin eine Rest-Abbauaktivität 

festgestellt werden. In Abhängigkeit von der durchgeführten Reinigungsprozedur und der 

Konzentration, führen unterschiedliche Lagerungsdauern bei 4°C, zu einem vollständigen 

Abbau der Zielproteine. Einige 1x gelfiltrierten AMFR-D1/-E1 Proben können bereits nach 

zwei Wochen kein vollständiges Konstrukt mehr enthalten. Dagegen bleiben die VCP-

Präparationen für ca. zwei Wochen bei 4 °C unverändert stabil. Einsetzende Proteolyse baut 

schließlich auch dieses Protein in etwa 3-4 Monaten auf einen Rest von ca. 19 kDa ab. Am 

stabilsten zeigt sich die AMFR-B1-Präparation, bei der man das full-length Konstrukts noch 

nach mehreren Monate bei 4 °C im Tris-Puffer in unveränderter Form nachweisen kann. 

Schockgefrierversuche mit flüssigem Stickstoff verlaufen im verwendeten Puffer für die 

VCP/AMFR-Präparate ohne Probleme mit Ausfällungen. Da die Lagerung bei -80 °C die 

Abbauaktivität unterbricht, steht somit die Möglichkeit einer verlustfreien Aufbewahrung der 

Zielproteine zur Verfügung. 

4.2.6.2 Reduktion der Abbauaktivität durch mehrmalige 

Gelfiltration/Hochsalzbedingungen 

Die im Abschnitt 4.2.5.3 1x gelfiltrierten vereinten AMFR-D1/ -E1-Fraktionen, die ausgesucht 

wurden um möglichst full-length Konstrukte zu gewinnen, enthalten die für GST-pulldowns 

typischen Verunreinigungen. Fremdproteine in einem Größenbereich von 50 -110 kDa können 

im gesamten Elutionsbereich zwischen dem VCP und AMFR im SDS-PAGE detektiert 

werden. Da die Fremdproteine in einem Gelfiltrationsbereich auch zusammen mit ein wenig 

VCP eluieren, der kleineren Molekulargewichten zuzuordnen ist, wurde angenommen, sie 

würden bei der Bildung VCP/ AMFR-Komplexes mit eingeschlossen. 

Weiterhin wurde vermutet, dass einige Fremdproteinbanden Proteasen darstellten, die für den 

Abbau von VCP und AMFR-D1/-E1 verantwortlich sind. Diese Banden können in der ersten 

Gelfitration erst in den späteren Fraktionen ab 56 ml schwach detektiert werden. 

Bedauerlicherweise würde eine Abtrennung der Verunreinigungen gleichzeitig zu einem 

erheblichen Verlust an full-length-Konstrukten führen. 

Wie bereits erwähnt, wird durch das Ausschlussvolumen der ersten Gelfiltration fast das 

gesamte VCP vom AMFR-D1 bzw. E1 abgetrennt. Vermutlich könnte man mit einer doppelt 

gelfiltrierten AMFR-Probe den restlichen Interaktionspartner so weit verdünnen, dass er 
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besser vom AMFR abgetrennt werden könnte. Die allgemeine Verminderung der Kd-Werte 

hätte vermutlich auch eine Abtrennung der Verunreinigungen und damit auch der Proteasen 

zur Folge. 

Um diese Annahmen zu verifizieren, wurde zunächst die gesammelten Fraktionen einer 2x 

gelfiltrierten AMFR-D1 Präparation im SDS-PAGE beurteilt (Abb.31). Man kann im Gel eine 

deutliche Abtrennung vom Rest-VCP im Ausschlussvolumen ausmachen. Anschließend 

eluieren die Verunreinigungen so, dass sie bereits in den AMFR-Fraktionen 54 ml statt bei 56 

ml nicht mehr detektiert werden (vgl. Abb.22).  

Um der Frage nachzugehen, ob die Verunreinigungen AMFR-D1/-E1 abbauende Proteasen 

enthielten, wurde die Abbauaktivität bei unterschiedlichen Elutionsvolumina untersucht. Dazu 

wurden aus einer zweimaligen Gelfiltration eine leicht verunreinigte Probe der Fraktion 52 ml  

mit einer Probe der Fraktion 54 ml über einen Zeitraum von 8 Tagen  bei Raumtemperatur 

gelagert. Zusätzlich wurde der bereits im Abschnitt 4.2.2 erwähnte Einfluss der NaCl-

Konzentration getestet, indem eine Probe in einem 150 mM NaCl-Puffer und eine weitere bei 

1 M NaCl aufbewahrt wurde. Zu Beginn, nach 3 und nach 8 Tagen  wurden Proben für die 

SDS-PAGE-Analyse genommen und im Gel miteinander verglichen (nicht gezeigt). 

Während das AMFR-D1 aus Fraktion 54 ml gegenüber der Ausgangsprobe selbst nach 8 

Tagen nur geringfügig abgebaut ist, kann in Fraktion 52 ml bereits nach 3 Tagen kaum noch 

Protein nachgewiesen werden. Damit konnte die Annahme verifiziert werden, dass die 

coaufgereinigten Verunreinigungen in Zusammenhang mit dem proteolytischen Verdau der 

AMFR-D1/-E1-Konstrukte stehen und somit u.a. Proteasen darstellen. Der Verdünnungseffekt 

der zweiten Gelfiltration kann die Proteasen besser aus dem Hauptelutionsbereich (ab 54 ml) 

des full-length AMFR-D1-Konstrukts entfernen und somit den Abbauprozess signifikant 

reduzieren. Vermutlich würden die Verunreinigungen ein doppelt gelfiltriertes AMFR-E1-

Konstrukt noch weniger betreffen, da es ca. 2 ml später eluiert (nicht getestet). 

Unabhängig davon zeigen sich die bei 1 M NaCl aufbewarten Proben im Vergleich zu 150 

mM NaCl abbaustabiler wie bereits bei den Aufreinigungen im kleinen Maßstab festgestellt. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, man könnte durch hohe Salzkonzentrationen 

in den Aufreinigungspuffern, vom Zellaufschluss beginnend bis zu der zweiten Gelfiltration, 

die Präparation durch eine verminderte Abbauaktivität optimieren.  

Um weitere Parameter über den positiven Effekt einer Hochsalz-Präparation zu erhalten, 

wurden erneut manuelle GST-Pull-downs mit 1 ml VCP+AMFR-D1-Kulturen zur 

Maßstabsübertragung durchgeführt. 

Ein weiterer Optimierungspunkt war die Aktivität der TEV-Protease, die bei den bisherigen 

GSH-AC-Aufreinigungen nicht ausreichte, um alle GST-tags vom fusionierten AMFR zu 
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entfernen. Deshalb wurde in diesem Versuch zusätzlich die TEV-Protease-Aktivität bei 

verschiedenen Salz- und Enzymkonzentrationen getestet. 

Der Einfluss der Salzkonzentration auf den AMFR-Abbau und auf die TEV-Protease-

Aktivität, sowie der Einfluss der unterschiedlichen TEV-Protease Konzentrationen wurde in 

einem Versuchsansatz gleichzeitig untersucht. Hierzu wurden zwei Proben mit 150 mM NaCl-

Puffern aufgereinigt und mit 1- bzw. 3 µg TEV-Protease ÜN inkubiert. Die gleiche 

Behandlung erfolgte mit zwei weiteren Proben, deren Aufreinigungspuffer eine 

Salzkonzentration von 1 M NaCl hatten. 

Es konnte wieder bestätigt werden, dass die AMFR-Abbauaktivität bei einer Aufreinigung mit 

1 M NaCl im Vergleich zu.150 mM NaCl, deutlich geringer ist (Abb. 28). Ebenso wird die 

Aktivität der TEV-Protease durch den hohen Salzgehalt nicht beeinträchtigt. Im Vergleich zu 

1 µg TEV-Protease befindet sich bei der dreifach eingesetzten Menge etwas weniger 

ungeschnittenes AMFR-D1 im GSH-Eluat (nicht gezeigt). Eine vollständige Abtrennung des 

GST-tags konnte im 1 ml Batch-Ansatz auch nicht bei 3 µg TEV-Protease erfolgen. 

Ebenso bedeuten die nicht geschwächten Banden des coaufgereinigten VCP, dass die dafür 

verantwortlichen PPI nicht negativ durch die hohe Ionenstärke bei 1 M NaCl beeinflusst 

werden. Interessanterweise wurden bei 3 µg TEV-Protease stärkere VCP-Signale als bei 1 µg 

detektiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche, sollten nun die gewonnen Erkenntnisse an einem 

GST-pulldown im großen Maßstab getestet werden. Hierzu wurde eine pelletierte 2 l-

Coexpressionskultur VCP+AMFR-D1 bis zur ersten Gelfiltration in 1 M NaCl Puffern 

aufgereinigt (Abb. 29). Um das Zielprotein-Präparat letztlich in physiologischer 

Salzkonzentration aufzubewahren, erfolgte eine Umpufferung in der ersten Gelfiltration auf 
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Abb. 28: GST-pulldown-Assay (1 ml 
VCP+AMFR-D1) mit TEV-Protease-
Verdau bei unterschiedlichen Salz-/ 
Enzymkonzentrationen, dargestellt im 
SDS-PAGE. M: Molukulargewicht-
Standard, 1: 0,15 M NaCl/ 1 µg TEV, 2: 0,15 
M NaCl/ 3 µg TEV, 3: 1 M NaCl/ 1 µg TEV, 
4: 1 M NaCl/ 3 µg TEV 
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150 mM NaCl. Die zugefügte TEV-Protease wurde auf die dreifache Menge wurde von 1 auf 

3 mg erhöht. 

Da man das hoch salzige GST-pulldown-Eluat nicht zu stark für den Ionenaustauscher 

verdünnen wollte, erfolgte die Abtrennung der His-tag markierten TEV-Protease mittels 

Talon-Säule. Der für Gelfiltration gesammelte Durchfluss hat den gleichen Reinigungsfaktor 

wie der Kationenaustauscherdurchfluss bei den Niedrig-Salz-Präparationen, sodass die 

Kationenaustauscherstufe mit gleicher Effektivität durch eine IMAC-Stufe ersetzt werden 

kann. 

Indem die TEV-Protease den His-tag größtenteils vom His7-VCP entfernt hat, wird nur ein 

geringer ungeschnittener Rest an der Talon-Säule adsorbiert (Talon-Eluat). Im Vergleich zum 

Ionenaustauscher kann der IMAC-Zwischenschritt für die VCP-Präparation, bei geringem 

Verlust, einen zusätzlichen Reinigungseffekt bewirken. Hingegen reicht die dreifach 

eingesetzte Menge an TEV-Protease nicht aus um den ungeschnittenen AMFR-D1 Anteil zu 

reduzieren. Somit geht wie bei den Aufreinigungen zuvor ca. 50% vom AMFR-D1 verloren 

und das interagierende VCP muss auf getrenntem Wege aufgereinigt werden. 

Wie Abb. 29, 30 und 31 zeigen, scheint sich die Hoch-Salz-Aufreinigung (1 M NaCl) positiv 

auf die AMFR-D1-Präparation und verlustfrei auf die VCP-Präparation, auszuwirken. Im 

Vergleich zu 150 mM NaCl (Abb. 22), unterscheidet sich die Aufreinigung bei 1 M NaCl 

wesentlich durch eine verstärkte Bandenintensität im Bereich der full-length AMFR-D1-

Konstrukte). Wie erwartet, konnten die Abbauprozesse nicht gestoppt aber signifikant 

reduziert werden, sodass weniger Abbaubanden detektiert werden und sich der Anteil an full-

length-Konstrukten in der Präparation erhöht. 

Aufgrund des verminderten Anteils an kleineren AMFR-Abbauprodukten, verändert sich auch 

in der ersten Gelfiltration das Elutionsprofil (Abb. 30). Im Vergleich zu Abb. 21 ist der 

AMFR-D1-Peak durch eine homogenere Peakform charakterisiert, indem auf der abfallenden 

Seite des Hauptpeaks kein Schulterpeak aufgezeichnet wird. Der höhere Anteil an nicht 

abgebauten AMFR-D1-Konstrukten macht sich auch durch eine Verschiebung des Maximums 

von 57 ml auf ca. 56.3 ml bemerkbar. 
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Abb. 29: Im SDS-PAGE dargestellte Hochsalzaufreinigung (GST-pulldown+1. GF) 
VCP+AMFR-D1, 1 M NaCl). M: Molekulargewicht-Standard, E: TEV-Eluat, G: GSH-Eluat, T: 
IMAC-Eluat, A: Applikation 1. GF, GF-Fraktionen 46- 62 ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um nicht auf alle full-length Proteine zwischen Größenausschluss und AMFR-Peak zu 

verzichten, werden durch die Fraktionsvereinigung von 49-58 ml mehr Verunreinigungen in 

Kauf genommen. Diese mit Proteasen kontaminierten Verunreinigungen können durch den 

Verdünnungseffekt in der zweiten Gelfiltration weitestgehend vom AMFR-D1-Konstrukt 

abgetrennt werden (Abb.31). Anschließend werden die Fraktionen zwischen 55 ml und 60 ml 

zur endgültigen AMFR-D1-Präparation vereinigt. 
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Somit ist es gelungen, eine relativ stabile full-length AMFR-D1-Präparation zu gewinnen, bei 

der über 14 Tage bei 4 °C keine Abbaubanden zu erkennen sind. 

 

Abb. 31: 2. Gelfiltration des AMFR-D1-Präparats aus der Hochsalzaufreinigung (Verdünnung 
der Proteasen), dargestellt im SDS-PAGE. M Molekulargewicht-Standard, A: Applikation 2. GF, 
GF-Fraktionen 36- 62 ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Verwendung von 1 M NaCl in Aufreinigungspuffern bis zur 3. Reinigungsstufe (IMAC) 

reduziert die Abbauaktivität von AMFR-D1 bzw.-E1-Konstrukten. In Kombination mit einer 

2. Gelfiltration, können die Proteasen effektiv so abgetrennt werden, dass die resultierenden 

AMFR-D1/-E1-Präparationen relativ stabil für weitere Untersuchungen zur Verfügung stehen. 

Weiterhin ist eine zeitliche Optimierung der Reinigungsprozedur enorm wichtig, um 

möglichst schnell die AMFR-D1/-E1-Präparate der 2.Gelfiltration zuzuführen. Da die 

Abbauaktivität nur vermindert jedoch nicht gestoppt werden kann, sollten die frischen 

Präparationen unmittelbar nach der Gelfiltration in die dafür bestimmten Versuche eingesetzt 

werden. Falls die Lagerung über wenige Tage hinaus andauern sollte, müssen die Proben mit 

flüssigem Stickstoff schockgefroren werden. 
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4.2.6.3 Reinigung aufgrund unterschiedlich hydrophober Regionen (HIC) 

Mit den bisherigen Optimierungsmaßnahmen konnte gezeigt werden, wie die Reinheit der 

AMFR-D1/-E1-Präparationen zu erhöhen ist, jedoch blieb weiterhin eine bestehende 

Inhomogenität durch Abbauprodukte bestehen. 

Da die Abbauprodukte nicht aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladung (s. Ionenaustausch) 

bzw. nur mit zu großen Verlusten durch Größenunterschied (s. GF) vom full-length AMFR-

D1/-E1 abgetrennt werden können, wurde einmal der Trenneffekt durch HIC getestet. Nach 

Adsorption an die HIC-Matrix sollten die gelfiltrierten AMFR-Bruchstücke durch 

unterschiedlich hydrophobe Bereiche, bei unterschiedlicher Ionenstärke, fraktioniert eluieren 

und somit vom full-length Konstrukt abgetrennt werden. 

Mit Ausnahme von 0,5 M (NH4)2SO4 kann bei den höheren Salzkonzentrationen Ausfällungen 

beobachtet werden. Dennoch enthalten alle HIC-Applikationen nach SDS-PAGE und 

Absorptionsmessung AMFR-Proteine, deren Gehalt bei steigendem Salzgehalt abnimmt (nicht 

gezeigt). Obwohl sich die Zugabe von (NH4)2SO4 ab 1 M präzipitierend auf AMFR-D1 

auswirkt, kann keine Bindung an die HIC-Matrix beobachtet werden und das Protein bleibt im 

Durchfluss (Abb.32). 

Mit diesem Ergebnis kann keine Abtrennung der Abbauprodukte vom full-length Konstrukt 

erreicht werden, sodass die HIC nicht als Aufreinigungsstufe etabliert wurde.  
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4.2.6.4 Etablierung eines Reinigungsprotokolls über die Aufreinigung des VCP/ AMFR-

Komplexes 

Die mehrstufige Proteinreinigung der interagierenden Coexpressionspartner VCP/ AMFR-D1 

und VCP/ AMFR-E1 wurde in mehreren Versuchen analysiert, optimiert und schließlich zu 

folgender Aufreinigungsprozedur zusammengefasst (Abb. 33). Das Reinigungsprotokoll 

bezieht sich auf eine Hochsalzaufreinigung. Das bedeutet, dass der Aufschlusspuffer, der AC 

und der IMAC-Puffer eine Salzkonzentration von 1 M NaCl hat. Anschließend wurde bei der 

Gelfiltration auf 150 mM NaCl umgepuffert. 

Abb. 33: Übersicht über die Aufreinigung des VCP/AMFR-Komplexes  

Rf= Reinigungsfaktor 

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

4.3.1 Überprüfung der Produktqualität mittels DLS und AT Pase-Aktivität 

4.3.1.1 Ergebnis der dynamischen Lichtstreuung 

Die Ergebnisse der Experimente mit der dynamischen Lichtstreuung sind anhand einer 

Beispielmessung in Abbildung 34 zu sehen.  

Hierbei handelt es sich um VCP bzw. AMFR-Lösungen, die nach der Gelfiltration gewonnen 

wurden. Die VCP-Probe stammt aus dem GST-pulldown und wurde zweimal gelfiltriert, die 

AMFR-D1-Probe nur einmal. 

Wie in Abb. 34 zu sehen, ist die vermessene VCP-Lösung bei einer Konzentration von ca. 18 

mg/ml eindeutig monodispers. Das sieht man an der geringen Streuung um den 

hydrodynamischen Radius von 10 nm. Hingegen ist die AMFR-D1-Lösung bereits bei einer 

Konzentration von ca. 7 mg/ml nicht so streuarm. Der erste Peak der inhomogenen Lösung 

liegt im Bereich zwischen 1,5 und 20 nm. Darauf folgt ein weiterer Peak mit großen Partikeln 

(Durchmesser: 30-300 nm), was auf Aggregate in der Lösung hindeutet. Die Ergebnisse der 

DLS-Analysen stimmen erwartungsgemäß mit denen der SDS-PAGE-Analyse überein. 

Andere DLS-Messungen von im Kühlschrank gelagerten AMFR-D1-Proben zeigten einen 

deutlichen Einfluss auf das Streuverhalten der Lösung, indem die Lösung einen breiter 

werdenden Streubereich zeigte (nicht gezeigt). 
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4.3.1.2 Die ATPase-Aktivität des präparierten VCP 

Im Folgenden sollten die katalytischen Eigenschaften des aufgereinigten VCP näher analysiert 

werden. Darüber hinaus stellt die ATPase-Aktivität, im Vergleich mit Literaturwerten, eine 

Maßzahl für die Reinheit eines Enzympräparats dar. Je reiner die Präparation, desto höher ist 

die spezifische ATPase-Aktivität. Sie wurde indirekt mithilfe von relativen ATPase-

Aktivitäten, das heißt die Freisetzung von ADP und Pi nach einer definierten Zeit, bestimmt. 

Der Nachweis von freiem Phosphat (Pi) erfolgte durch die Umsetzung mit 

Ammoniummolybdat zu einem negativ geladenen Phosphomolybdat-Komplex. Der dadurch 

verursachte Farbumschlag des Malachitgrüns wurde bei 600 nm fotometrisch erfasst. 

Um die Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit v von der Substratkonzentration [S] 

darzustellen, wurde die spezifische ATPase-Aktivität von VCP bei verschiedenen ATP-

Konzentrationen gemessen und gegen die entsprechenden ATP-Konzentrationen aufgetragen 

(Abb. 35). 

Zur Ermittlung der kinetischen Konstanten Km und Vmax wurden die Messwerte mit der 

doppelt reziproken Auswertungsmethode nach Lineweaver-Burk ausgewertet (Abb. 36), bei 

der niedrige Substratkonzentrationen stärker gewichtet werden, die aber in der Regel 

schwieriger bestimmbar und mit einem größeren Fehler behaftet sind (Lottspeich & Zorbas 

1998). Hierzu wurde die Michaelis-Menten-Gleichung durch Bildung des Kehrwerts 

umgeformt, damit sie als Gerade darstellbar ist: 1/v=Km/(Vmaxx1/[S])+1/Vmax. Wird 1/v 

gegen 1/[S] aufgetragen, resultiert eine Gerade mit dem y-Achsenabschnitt 1/Vmax, dem x-

Achsenabschnitt -1/ Km sowie der Steigung Km/Vmax, woraus die kinetischen Konstanten Km 

und Vmax ermittelt wurden. 
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Abb. 36: Lineweaver-

Burk-Diagramm . VCP-

AAATPase -Kinetik  des 

VCP-Präparats in 

reziproker Darstellung mit 

1/Vmax=0,12 [mg 

VCPxh/µM Pi] und 

1/Km=0,3 [1/mM] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Messungen zeigen gute Übereinstimmung mit einer Michaelis-Menten-Kinetik, wobei 

kein „steady state“-Zustand mit der eingesetzten ATP-Konzentration erreicht wird (Abb.35). 

Man kann jedoch aus dem Ergebnis nicht mit Sicherheit sagen, dass alle Voraussetzungen für 

eine Michaelis-Menten-Gleichung erfüllt sind. 

Mithilfe des Lineweaver-Burk-Diagramms wurde eine spezifische Aktivität (Vmax) von 0,14 

[(nmol Pi)/(minxµg)] und die Michaelis-Konstante (Km) mit ≈0,33 mM ATP bestimmt. Die 

spezifische Aktivität ist eine enzymatische Konstante, die den Reaktionsumsatz eines Enzyms 

bezogen auf seine Einwage angibt. Der ermittelte Wert liegt in der Größenordnung viermal 

kleiner als die in Song et al. (2004) beschriebene ATP-Hydrolyseaktivität. Dagegen ist die 

Michaelis-Konstante (Km) erstaunlicherweise genau so groß wie der Literaturwert des VCP, 

das als schwache ATPase beschrieben wird.  

Die Michaelis-Konstante gibt, vereinfacht dargestellt, die Affinität des Enzyms zum Substrat 

und Produkt wieder, die nach Literaturdaten im VCP-Präparat in ausreichendem Maße erreicht 

wurde. Damit konnte die Funktionalität des präparierten Enzyms bestätigt werden. 

4.3.2 Charakterisierung der VCP/ATP/AMFR Bindungen im 

Fluoreszenzspektrometer 

In der vorliegenden Arbeit sollten strukturelle Untersuchungen den VCP/AMFR-Komplex 

mittels Tryptophan-Fluoreszenz-Spektroskopie näher charakterisieren. 

Im VCP wird die N-Domäne sowohl als Substrat- als auch AMFR-Bindedomäne diskutiert 

(Grelle et al. 2006, Song et al. 2004). Durch miteinander kommunizierende VCP-Domänen 

könnten sich die drastischen Strukturveränderungen der D2 Domäne während der ATP-

Hydrolyse auf die Bindung übertragen. Dabei kommen die Konformationsänderungen nicht 
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durch die Hydrolyse sondern vielmehr durch die Bindung von Nukleotiden (ATP/ADP) 

zustande (DeLaBarre & Brunger 2003).  

Das monomere VCP, hat im Gegensatz zu den tryptophanfreien AMFR-Interaktionspartnern 

D1/E1 an den Positionen 454, 476 und 551 drei Trp. Somit war es möglich, die Tryptophan-

Fluoreszenz als sensitive Methode zu gewinnen, um strukturelle Veränderungen im VCP bei 

AMFR-Bindung zu untersuchen. Wang et al. (2003) fanden mittels ortspezifischer 

Mutagenesestudien heraus, dass die Fluoreszenzänderung nur in Trp-476 ein guter Indikator 

ist, um Konformationsänderung in der VCP-D2-Domäne zu charakterisieren.  

Um strukturbedingte Beeinflussung der AMFR-Interaktion untersuchen zu können, sollte 

zunächst die Funktionalität auf nukleotidbedingte Konformationsänderung getestet werden. 

4.3.2.1 Bestimmung der nukleotidabhängigen Strukturänderung im VCP-Hexamer 

Neben ATPase-Aktivität (Substraterkennung und Umsetzung) sollten weitere 

Funktionsuntersuchungen mit Nukleotiden die Qualität des VCP-Präparats charakterisieren. 

Indem der Einfluss der nukleotidabhängigen Konformationsänderung 

fluoreszenzspektroskopisch getestet und mit Literaturwerten verglichen wurde, konnten 

Aussagen über die Chaperonaktivität (Entfaltung, Translokation) getroffen werden. Erst durch 

die Konformationsänderung ist es möglich, die freigesetzte mechanische Energie auf das 

Substrat zu übertragen, um es beispielsweise zu entfalten (Wang et al. 2003). 

Im Weiteren sollte unter der Annahme, dass jedes gebundene ATP eine messbare 

Konformationsänderung bewirkt, der Nukleotidbindungszustand definiert werden. Hierfür 

sollte mittels ATP Sättigungskurve die max. Anzahl an Nukleotidbindungsstellen erfasst 

werden, die im VCP-Hexamer an der Konformationsänderung beteiligt sind (Abb. 37). 
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Für das präparierte VCP konnte gezeigt werden, dass es Nukleotid in Verbindung mit einer 

Emissionserhöhung gebunden hat. Bei Zugabe ATP im Überschuss (4 mM) betrug die 

Emissionszunahme stets ≈55% und stimmte sehr gut mit dem in Wang et al. (2003) 

angegebenen Wert überein. Die Emissionszunahme bei ADP-Überschuss war 

erwartungsgemäß geringer als bei ATP und entsprach ebenso dem Literaturwert um 29%. Mit 

diesem Ergebnis konnte die potenzielle Chaperonaktivität des präparierten VCP bestätigt 

werden. 

Weiterhin wurde für das VCP-Präparat nach Aufnahme einer Sättigungskurve mit freiem 

ATP, die Bindung von 18-36 ATP-Molekülen pro Hexamer nachgewiesen. Dieser Wert ist 

nach DeLaBarre & Brunger (2003) auf jeden Fall zu hoch. Danach sind insgesamt 12 

Nukleotidbindungsstellen für das VCP-Hexamer beschrieben, wovon nur sechs funktionsfähig 

sind. Somit würde im vorliegenden Sättigungsversuch die Bindung von 2 Moleküle ATP pro 

VCP-Monomer ausreichen, um die maximale Konformationsänderung in der D2-Domäne 

herbeizuführen. Die Emissionserhöhung bei 2:1 betrug jedoch nur ≈40%. Der Sättigungswert 

von ≈55%, der sich durch weitere ATP-Zugabe nicht mehr veränderte, wurde erst bei 6 

Molekülen ATP pro VCP-Monomer erreicht. Mit dem durchgeführten Fluoreszenzexperiment 

ließ sich die tatsächliche Bindungszahl nicht bestimmen. Dennoch scheint die Aktivität der 

Konformationsänderung bei einem molaren Verhältnis von 2:1 zu 80% abgeschlossen zu sein, 

was auf die gesamte hexamere Nukleotidbindungszahl 12 hindeutet, die von DeLaBarre & 

Brunger (2003) mittels isotherme Kalorimetrie ermittelt wurde. 

4.3.2.2 Strukturbedingte Beeinflussung der VCP/AMFR-Interaktion  

Nachdem bekannt war, dass die nukleotidabhängigen Strukturumwandlungen im VCP-

Präparat mittels der etablierten Fluoreszenzmethode erfasst werden konnten, stellte sich die 

Frage, ob die Interaktion mit dem AMFR die Konformationsänderung beeinflusst. Im 

Fluoreszensassay wurde dafür das mit dem VCP interagierende AMFR-D1-Präparat als 

Ligand unter Überschussbedingungen eingesetzt. Die rel. Fluoreszenz Zunahme/-Abnahme 

des VCP wurde nach AMFR-Zugabe gemessen und die im Balkendiagramm (Abb. 38) 

dargestellt.  

Wie erwartet zeigte die AMFR-D1-Kontrollprobe wegen Abwesenheit von Tryptophan, keine 

Eigenfluoreszenz. Wurde ein Nukleotidüberschuss zum VCP hinzugefügt, so konnte die 

bereits festgestellte spezifische Emissionszunahme von ATP (≈52%) und ADP (≈24%) 

nachgewiesen werden. Hingegen fällt die Emission bei AMFR-D1-Zugabe auf ≈22% der 

VCP-Eigenfluoreszenz, was mit einer Interaktion erklärt werden kann. Der Emissionsabfall 

konnte in allen Proben mit Nukleotiden komplett unterbunden werden. Ebenfalls konnte durch 
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nachträgliche ATP-Zugabe wieder die spezifische Emissionszunahme von ≈53% erreicht 

werden. 

In diesem Versuch konnte kein Einfluss der VCP/AMFR-Interaktion auf die 

nukleotidbedingten Strukturänderungen im VCP nachgewiesen werden. Jedoch wurde eine 

Emissionsänderung im nukleotidfreien Assay registriert. 

 

Abb. 38: Balkendiagramm der rel. Trp-Fluoreszenz Emission bei Zugabe von Nukleotiden und 
AMFR-D1 im Überschuss. Anregung 300-nm/Emission 360 nm  
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4.3.3 Ergebnis der Kristallisationsansätze  

Vom VCP/AMFR-Komplex existiert bisher keine Röntgenkristallstruktur. Die 

Kristallisationsansätze wurden in Kooperation mit Dr. Yvette Roske (Proteinstrukturfabrik, 

AG Kristallographie, U.Heinemann, MDC-Berlin) durchgeführt. 

Durch Verwendung der „hanging-drop“-Methode wurden regelmäßige Kristalle u.a. unter 

folgenden Bedingungen erhalten (Abb. 39): 10% PEG 8000 8% Ethylene Glycol 0.1 M Hepes 

(pH 7,5). Davon wurden Kristalle in Wasser aufgelöst und diese dann zur 

Massenspektrometrie gegeben. Weiterhin wurden überwiegend kleine nadelförmige Kristalle 

unter Verwendung von 20% PEG MME 5000, 0.1 M Na-Hepes (pH 7) erhalten.  

Es ist aber nicht gelungen, ein Kristall des VCP/AMFR-Komplexes zu gewinnen. Die MS-

Analyse zeigten, dass die Kristalle nur aus VCP-Sequenzen bestehen. Es konnte kein daran 

gebundenes AMFR identifiziert werden. Da die Aufklärung der molekularen Struktur des VCP 

nicht von Interesse war, wurden keine Kristalle für die Röntgenbeugung vorbereitet und es 

erfolgten auch keine zusätzlichen Messungen. 

Deshalb war eine atomare Auflösung der VCP/AMFR-Struktur mithilfe der vorliegenden 

Arbeit nicht möglich. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 39: regelmäßige Einkristalle 
aus einen VCP/ AMFR-Komplex 
Kristalisation sansatz, die 
vermutlich nur aus kristalisiertem 
VCP bestehen 
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5 Diskussion 

Ziel dieser Diplomarbeit war es, den medizinisch relevanten VCP/AMFR-Proteinkomplex auf 

Protein-Protein Interaktionen (PPI) zu untersuchen und ihn für die Röntgenstrukturanalyse zu 

präparieren.  

Die Arbeit teilte sich in zwei experimentelle Abschnitte auf: 

Der erste Abschnitt beginnt mit der Umklonierung von VCP/AMFR-cDNAs und endet mit der 

Konstruktion von unterschiedlichen VCP/AMFR-Coexpressionskassetten. 

Im zweiten Abschnitt sollten die rekombinanten Zielproteine unter Verwendung der 

hergestellten Coexpressions-Klone optimal präpariert und ihre Interaktion mittels Affinitäts-

pulldowns und Fluoreszenzspektroskopie näher charakterisiert werden. 

 

5.1 Effizienz des Klonierungssystems 

5.1.1 Umklonierung 

Im Vergleich zur LIC-Coexpressionsklonierung funktionierte die konventionelle 

Umklonierung relativ gut. Jedoch zeichnete sich beim Umklonieren der VCP/AMFR-cDNAs 

ein eindeutiger Trend ab, der sich vermutlich auch auf die geringe Ausbeute der 

Coexpressionsklonierung übertrug. Bereits durch die geringfügigen Größenunterschiede der 

AMFR-Inserts konnte in der Transformationsrate nachgewiesen werden, dass je größer das 

Insert war, desto geringer war die Klonierungseffizienz. Dafür spricht auch die schwierige 

Umklonierung des full-length VCP-ORF, die sich als problematisch erwies. 

Vermutlich steht die geringe Klonierungseffizienz des VCP-Ligationsansatzes in 

Zusammenhang mit der Größe des in pQTEV3 klonierten VCP-Fragments. Laut 

Literaturangaben (Müllhard 2003) gestaltet sich die Klonierung großer Inserts (>3 kb) in 

bakteriellen Plasmiden oft als schwierig. Das VCP-Insert mit einer Größe von 2421 bp 

befindet sich somit an der Grenze der Aufnahmekapazität. Zusätzlich zeigten die Ergebnisse 

der transformierten leeren Vektor-DNA einen Zusammenhang zwischen Plasmidgröße und 

Transformationrate. Anscheinend neigen kompetente Zellen dazu, auch bevorzugt kleinere 

DNA-Moleküle aufzunehmen. Zusammengefast könnte man behaupten, das größere Inserts 

sowohl die Ligation als auch die Transformation erschweren.  

Die Erhöhung der Inkubationsdauer im VCP-Ligationsansatz brachte eine wesentliche 

Verbesserung der Transformationseffizienz, sodass ausreichend positive Klone isoliert werden 

konnten. Damit liegt die Vermutung nahe, dass die Insertion von größeren Fragmenten mit 

einer Erhöhung der Inkubationsdauer bei niedriger Temperatur optimiert werden kann.  
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Bei der Variation des Insert:Vektor-Verhältnisses, konnte hingegen kein Einfluss auf die 

Ausbeute festgestellt werden. Vermutlich macht es für die Klonierung keinen wesentlichen 

Unterschied, ob man 3-mal oder 5-mal mehr Insertmoleküle in der Ligation einsetzt. Jedoch 

würde vermutlich bei höheren Fragmentmengen das Risiko steigen, dass mehrere Fragmente 

miteinander ligieren und in den Vektor eingebaut, mittransformiert werden.  

Die mittels Colony-PCR als positiv identifizierten Klone stimmten alle mit den nachfolgenden 

Ergebnissen der Testexpression und Sequenzierung überein, was für die Zuverlässigkeit der 

Klonierungsmethode und der PCR-Detektion spricht. Man könnte im Nachhinein behaupten, 

dass allein die Spezifität der PCR ausreicht, um Klone die auf diese Weise hergestellt wurden, 

als positiv zu identifizieren. 

5.1.2 Coexpressionsklonierung 

Im Vergleich zur Umklonierung unterschied sich die Klonierungseffizienz bei der 

Coexpressionsklonierung wesentlich. Aufgrund des hohen Anteils an religierten oder erst gar 

nicht geschnittenen Vektoren, wurden in der PCR ca. 90% der Transformanden als falsch 

positiv identifiziert. Bei dem vorhandenen Religationshintergrund war es lediglich der hohen 

Anzahl an gescreenten Klonen zu verdanken, dass alle gewünschten Klone isoliert werden 

konnten (außer bei VCP+AMFR-B1 nur zwei Stück pro Konstrukt). 

Um Religation zu verhindern, wurde bei der Umklonierung die eingesetzte Vektor-DNA zuvor 

dephosphoryliert. Da jedoch die Coexpressionskassette aufgrund einer Annealingreaktion und 

nicht durch eine konventionelle Ligation zustande kommt, werden die Phosphatasereste an den 

5’-Enden der PacI/SwaI-verdauten Donor-DNA noch benötigt. Hier käme vermutlich nur eine 

Optimierung durch höher eingesetzte Mengen an Restriktionsenzym in Frage. Weiterhin 

könnte in der Methode nach der Restriktion ein Kontrollgel eingebaut werden, wodurch 

zumindest für den SwaI-Verdau eine Aussage über die Menge von geschnittener zu 

ungeschnittener Donor-DNA möglich wäre.  

Den geringen Transformationsraten zufolge scheint die Klonierungseffizienz auch bei der 

Coexpression mit der Größe der Coexpressionskassetten abzunehmen. Die höchste 

Transformationseffizienz und die meisten positiv isolierten Klone wurden bei den kleinsten 

Coexpressionskonstrukten VCP+AMFR-B1/-GST festgestellt. 

Laut Alexandrov et al. (2004) ist das konstruierte Tandemplasmid durch die flankierenden 

LINK-Sequenzen befähigt, weitere ORFs in unbegrenzter Anzahl in sich aufzunehmen. Wie 

gezeigt, scheint jedoch die Größe des resultierenden Plasmids und der Inserts dabei ein 

limitierender Faktor zu sein. Vermutlich könnte man die Ausbeute dadurch optimieren, dass 

man testet, bei welcher Restriktionskombination eine bestimmte Insertgröße effizienter 

kloniert werden kann. Dieser Optimierungsschritt konnte in dieser Arbeit nicht getestet 
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werden, da das pQTEV3G/AMFR Donorplasmid zwei Schnittstellen für SwaI hatte und die 

Klonierung somit nur in der Kombination AMFRPacI/VCPSwaI bzw. pQTEV3GPacI/VCPSwaI 

durchgeführt werden konnte. 

Bei jedem in der PCR positiv identifizierten Coexpressionsklon waren zwei unspezifische 

Nebenprodukte entstanden, die als Nebenbanden im Agarosegel erschienen. Vermutlich ist 

dies ein klassischer Fall von PCR-Artefakten, in denen interessanterweise immer nur die 

AMFR-Sequenzen zusätzlich amplifiziert wurden. Der nahe liegendste Entstehungsgrund ist 

aber eine zu niedrige Annealingtemperatur (Mülhardt 2003). Würde ein optimales 

Temperaturprogramm zur Identifizierung der Coexpressionskassetten ermittelt werden, könnte 

man sicherlich die Coexpressionsklone auch ohne PCR-Artefakte identifizieren.  

Obwohl die Ausbeute gering war, konnten alle gewünschten Coexpressionsklone isoliert 

werden. Der Erfolg einer Klonierung ist jedoch nicht immer vorhersagbar oder planbar, sodass 

bei gleich angewandter Methode auch durchaus ein anderes Ergebnis resultieren kann. 

Da die verwendete Methode mit geringem Aufwand und ohne notwendigen Sequenzierschritt 

durchgeführt wird, ist sie zur Hochdurchsatzklonierung befähigt (Alexandrov et al. 2004). Der 

Einsatz vieler getesteter Klone würde vermutlich stets zum Erfolg führen., ohne die Methode 

modifizieren zu müssen.  

In Verbindung mit einer Hochdurchsatz-Umklonierung (z.b. Gateway-System) ist es somit 

möglich, viele ORFs unterschiedlichster Quellen, in allen möglichen Kombinationen auf 

einem polycystronischem Plasmid zu vereinen. Damit lassen sich eine Vielzahl weiterer PPI-

Studien durchführen. 
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5.2 Expression und Reinigung 

Alle konstruierten Klone, darunter auch die Coexpressionsklone, zeigten ein gutes 

Expressionsverhalten mit einer großen Ausbeute an überexprimierten Proteinen. Wobei die 

Ausbeute weniger durch eine längere Expressionsdauer als vielmehr durch einen späteren 

Indunktionszeitpunkt noch weiter gesteigert werden konnte. Jedoch sollte man die Induktion 

nicht zu lange hinauszögern, da sonst aufgrund der Sauerstofflimitierung im Kolben 

Gährungsprozesse einsetzen. Die dadurch angehäuften Säuren leiten die Absterbephase 

frühzeitig ein und könnten vermutlich auch die überexprimierten Zielproteine schädigen. 

Sicherlich würde auch die Löslichkeit der Proteine darunter leiden. 

Wie sich herausstellte, ließen sich zwei coexprimierte Proteine über ihre Interaktion 

gleichzeitig aufreinigen. Für die großtechnische Produktion von Enzymen wäre dieser Aspekt 

sicherlich wertvoll. Das über die Interaktion aufgereinigte VCP hatte eine gute Qualität, was 

auch der ATPase-Test bestätigte. Dabei hat sich die Auswertungsmethode nach Lineweaver-

Burk bewährt, obwohl sie eigentlich heute nicht mehr verwendet wird, wodurch die 

Messpunkte durch Approximation an die Michaelis-Menten-Gleichung ausgewertet werden.  

Im kleinen Maßstab konnte man sich zunächst nicht sicher sein, ob die schwachen Banden 

tatsächlich den Interaktionspartner darstellen. Hingegen ließen die GST-pulldowns im 

präparativen Maßstab keinen Zweifel an der Interaktion der AMFR-D1/-E1-Konstrukte bzw. 

der nicht vorhandenen Interaktion des AMFR-B1. Da die Affinität von Interaktionspaaren 

über die konzentrationsabhängige Gleichgewichtskonstante Kd definiert und quantifiziert 

wird, wird ersichtlich, dass bei kleinen aufgereinigten Mengen nicht genügend 

Bindungsstellen für eine gut sichtbare Interaktion zur Verfügung stehen. Daraus könnte man 

folgern, dass pulldown-Assays im verwendeten 1 ml-Kulturmaßstab, schwach vorhandene 

Interaktionen nicht nachweisen könnten. Um sicher zu gehen, sollte man auf Aufreinigungen 

im großen Maßstab nicht verzichten. Der verminderte Kd-Wert scheint auch dafür 

verantwortlich zu sein, dass bei der Gelfiltration kein Komplex aufgereinigt werden konnte. 

Eventuell könnte man mit einer Reduktion der Flussrate den Komplex zusammenhalten, dies 

geht aber vermutlich mit dem Einschluss von Verunreinigungen einher (s. Ergebnisteil 

4.2.6.2). Dennoch zeigten die Hochsalzpräparationen keine Einschränkung der 

Wechselwirkung durch hohe Ionenstärken, was wiederum im Widerspruch zu einem kleinen 

Kd-Wert stehen müsste. Eine starke VCP/AMFR-Interaktion würde auch für eine wichtige 

biologische Bedeutung des Komplexes sprechen (Wink 2004). 

Die hohe VCP-Ausbeute beim GST-pulldown reichte hingegen für das AMFR im His-

pulldown nicht aus um einige mg, zu präparieren.  
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Für die schlechte Ausbeute sind vermutlich u.a. die völlig unterschiedlichen 

Milieubedingungen bei der Ni-NTA-Reinigung im Gegensatz zu der GST-Reinigung 

verantwortlich (stark reduzierendes Milieu, Ni-Metall usw.). Vermutlich war auch die 

grundsätzlich schlechtere Aufreinigungskapazität der Ni-NTA-Säule für die geringe Ausbeute 

verantwortlich.  

Eine andere Möglichkeit wäre eine gestörte Wechselwirkung des VCP zum AMFR im His-

pulldown aufgrund des N-terminalen His-tags. Wang et al. (2004) erwähnt, dass N-terminale 

Markierungen die Bindung zum Ubiquitin beeinträchtigen. Da die N-Domäne des VCP für 

jegliche Substratbindung zuständig ist, könnte eine Beeinträchtigung der Bindung zum AMFR 

bestehen. Weiterhin kann angenommen werden, dass durch den N-terminalen His-tag eine 

räumliche Nähe der N-Bindungsdomäne zur Ni-NTA-Matrix entsteht, die sich negativ auf die 

AMFR-Interaktion auswirkt. 

5.2.1 Eingrenzung der VCP-Bindungsregion 

In den Arbeiten von Zong et al. (2004) und Grelle et al. (2006) wurde die VCP-

Bindungsregion im AMFR auf die letzten 49 As des C-terminus eingegrenzt.  

Auch die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse bestätigen, dass die VCP-Bindungsregion sich 

am äußersten C-terminalen Ende des AMFR befinden muss. Mithilfe von His/GST-pulldowns 

konnten die Interaktionen mit dem VCP nur für die AMFR-Konstrukte D1/E1 nachgewiesen 

werden. Es konnte keine Interaktion mit dem AMFR-B1 nachgewiesen werden. Somit fehlen 

dem AMFR-B1 bestimmte Sequenzabschnitte, die auf den D1- und E1-Konstrukten 

vorhanden sind, um eine Bindung zum VCP herzustellen. 

Da das AMFR-D1 die B1-Sequenzen N-terminal in sich trägt, muss sich die VCP-

Bindungsregion zwischen 498-643 AS befinden, was den Sequenzen des AMFR-E1-

Konstrukts entspricht.  

Die AMFR-B1/-D1-Konstrukte enthalten gemeinsam die Cue-Domäne, wobei das AMFR-B1 

hauptsächlich nur aus der Cue-Domäne besteht. Daraus könnte man folgern, dass die Cue 

Domäne nicht an der Bildung des VCP/AMFR-Komplexes beteiligt ist. 

Interessanterweise könnte man den an sich störenden AMFR-D1/E1-Abbau dazu nutzen, die 

VCP-Bindungsregion weiter einzuschränken. Abb.40 zeigt ein natives PAGE (von Dr. Yvette 

Roske durchgeführt) auf dem VCP alleine, AMFR-D1 alleine und VCP+AMFR D1 

nebeneinander aufgetragen sind. Da das native PAGE die Abbaubanden besser aufgelöst zeigt, 

erkennt man genau, dass die oberste Bande im Gemisch, im Vergleich zu AMFR-D1 alleine, 

nicht vorhanden ist. Die oberste Abbaubande entspricht dabei genau dem full-length 

Konstrukt, das sich als Einziges erkennbar an VCP bindet. Wie im nächsten Abschnitt 

beschrieben, schreitet der Abbau vom C-Terminus zum N-Terminus voran. Wenn man die 
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übrig gebliebene oberste Abbaubande mittels MS-Analyse sequenzieren würde, könnte man 

vermutlich die Bindungsregion weiter einschränken. Aus dem Gel abgeschätzt, sieht es so aus, 

als wären nur die letzten 20 AS des AMFR an der Interaktion beteiligt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2 Proteolytischer AMFR-Abbau 

Während die Präparation des VCP stabil mit hoher Reinheit und Ausbeute verlief, war die 

Aufreinigung der Interaktionspartner AMFR-D1/-E1 durch Inhomogenität der Präparate 

charakterisiert. Für VCP ist eine gute proteolytische Abbaustabilität gegenüber Trypsin 

bekannt, die durch die Zugabe von Nukleotiden noch gesteigert werden kann (Wang et al. 

2003).  

Der schnell voranschreitende proteolytische Abbau der AMFR-D1/ E1-Konstrukte stellte ein 

zentrales Problem in der Präparation des VCP/AMFR-Komplexes dar, welches vermutlich die 

Kristallisation scheitern ließ. Die Kristalle, die aus einem Ansatz mit beiden Proteinen 

entstanden sind, bestanden nach MS-Analyse nur aus VCP. Vermutlich konnte der 

interagierende AMFR-Abschnitt nicht zusammen mit dem VCP kristallisieren, da er bereits 

proteolytisch abgebaut war. 

Hingegen bleibt das AMFR-B1 bei der Aufreinigung stabil und lässt sich über Monate im 

Kühlschrank unverändert lagern (Abb.41).  

Der proteolytische Verdau der AMFR D1/-E1-Konstrukte lässt sich aufgrund der leiterartigen 

Anordnung im SDS-PAGE als diskontinuierlich beschreiben. Es sieht so aus, als würden die 

AMFR-D1 und –E1 Konstrukte zunächst in Fragmente von definierter Größe in der Nähe des 

full-length-
AMFR-D1

VCP+full-
length-AMFR-

D1

VCP+ 
AMFR-D1

AMFR-D1VCP

Abb. 40: natives PAGE von 
getrennt aufgereinigten 
VCP/AMFR-D1-Proben die 
für den Kristalisationsansatz 
vereinigt wurden. 
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C-terminus gespalten. Wahrscheinlich befinden sich C-terminal von der Cue-Domäne 

bestimmte Erkennungssequenzen für Endopeptidasen. Der übrig Gebliebene, mit dem GST 

fusionierte N-terminale Abschnitt wird dann mittels GSH-Agarose aufgereinigt. Im weiteren 

Verlauf werden die entstandenen Bruchstücke durch Exopeptidasen schließlich vollständig 

abgebaut. Für das AMFR-E1 hat dies zur Folge, dass nach einigen Wochen im Kühlschrank 

kein Protein mehr im SDS-PAGE zu sehen ist. Hingegen wird das AMFR-D1 nur bis zu einem 

bestimmten Punkt abgebaut, der Cue-Domäne. In Abb. 41 erkennt man dies an den 

Abbaubanden auf Höhe des AMFR-B1-Konstrukts, die nicht beim AMFR-E1 vorkommen.  

Die proteolytische Abbaustabilität von Proteindomänen ist vielfach in der Literatur 

beschrieben (Cabrita & Bottomley 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3 Maßnahmen gegen den proteolytischen Abbau 

In vivo wird vermutlich Abbau der C-terminalen AMFR-Sequenzen durch Anwesenheit von 

Cofaktoren verhindert. Für die Präparation des VCP/AMFR-Komplexes war es essenziell, das 

Problem mit dem proteolytischen Abbau in den Griff zu bekommen.  

Wie in dieser Arbeit festgestellt, gewährte coexprimiertes VCP einen gewissen Schutz vor 

proteolytischen Abbau, jedoch keine Sicherheit für ein stabil aufgereinigtes AMFR-D1/-E1-

Konstrukt. Vermutlich sind hierbei beide Konstrukte mit dem VCP so assoziiert, dass sie für 

die Proteasen schwerer zugänglich sind.  

Hingegen zeigten die unterschiedlichen chemischen Proteasehemmer keine Wirkung. 

Offenbar gehören die AMFR-abbauenden Proteasen nicht zum Wirkungsspektrum der 

eingesetzten Hemmer. An dieser Stelle könnten vielleicht andere Chemikalien eine Reduktion 

der Abbauaktivität bewirken. 

Abb. 41: Lagerung der  
unterschiedlichen AMFR-Konstrukte 
über einen bestimmten Zeitraum bei 
4°C. 
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Um die AMFR-D1/-E1-Proteine stabil präparieren zu können, wurden Hochsalzreinigungen 

und doppelte Gelfiltration eingesetzt. Insbesondere konnte die 2. Gelfiltration die Proteasen so 

effektiv verdünnen, dass eine relativ homogene Präparation resultierte. 

Außerdem bewirkte vermutlich der hohe NaCl-Gehalt gleichzeitig eher eine Stabilisierung der 

Sequenzen als eine Proteasehemmung. Eventuell bilden die Proteine durch die hohe 

Ionenstärke kompakte Formen aus, die sie nach außen abrunden und widerstandsfähiger gegen 

Proteasen machen. Ectoine beispielsweise zeigen diese Wirkung (Rehm 2002). 

Falls spezifische Protease-Erkennungsequenzen zur Proteolyse führen, könnte man die diese 

Sequenzen durch Mutagenese ausschalten und somit die AMFR-D1/-E1-Proteine stabil 

aufreinigen.  

Dafür könnte man zusätzlich die Proteinbanden zwischen VCP und AMFR-D1/- E1 aus dem 

SDS-Dokumentationsgel der Gelfiltration ausschneiden (s. Abb. 29 oder 31) und per MS 

feststellen, um welche Proteasen es sich dabei handelt. 

Alternativ wäre eventuell auch ein anderes Expressionssystem (z.b. Hefe, Insektenzellen, 

CHO usw.) besser geeignet, um nicht dem aufzureinigendem AMFR E. Coli-Proteasen 

auszusetzen. Die AMFR-Expressionskassetten können über att-sites leicht in ein anderes 

Expressionssystem überführt werden. 

 

5.3 Schlussfolgerung und Aussicht 

Die Ergebnisse der Kristallisation haben wieder einmal bestätigt, dass 

Kristallisationsexperimente von homogenen Präparationen durchgeführt werden müssen.  

Die Aufgabe, nach weiteren neuen Bedingungen zu suchen, um den VCP/AMFR-Komplex 

kristallisieren zu können, bleibt also bestehen. Es verbleibt jedoch weiterhin die Möglichkeit, 

mit der in dieser Arbeit optimierten Methode eine Kristallisation durchzuführen. Die 

Bedingungen, bei denen das VCP kristallisierte, können vermutlich auch bei einem reineren 

Ansatz zum Erfolg führen. 

Ebenso scheint die Fluoreszenzspektroskopie eine effektive Methode zu sein, um strukturelle 

Konformationsänderungen im VCP zu analysieren und somit mehr über den 

Bindungsmechanismus zum AMFR zu erfahren. Diese Methode sollte noch weiter modifiziert 

werden. Weiterhin könnte eine Kd-Wert Bestimmung die Stärke der VCP/AMFR-Bindung 

charakterisieren, um somit die biologische Bedeutung des Komplexes weiter zu erfassen. 
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6 Zusammenfassung 

Der VCP/AMFR-Komplex kommt als medizinisch relevanter Proteinkomplex beim Menschen 

vor. Er besteht aus der ATPase VCP (Valosin-containing protein) und dem ER-

membranständigen AMFR (tumor autocrine motility factor receptor), die über Protein-Protein-

Interaktionen (PPI) zusammengehalten werden. Gemeinsam spielen sie eine zentrale Rolle in 

der Regulation des intrazellulären Proteinabbaus. 

In dieser Arbeit wurden die PPI des VCP/AMFR-Komplexes affinitätschromatographisch 

(pulldown) und fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Mittels der dafür hergestellten AMFR-

Konstrukte konnten die Interaktionen nachgewiesen und die VCP-Bindungsregion auf dem 

AMFR genauer lokalisiert werden.  

Zuvor wurden die cDNAs des VCP-ORF und AMFR-Konstrukte in bakterielle 

Expressionsvektoren mit spezifischen Eigenschaften umkloniert, um damit Konstrukte zu 

deren Coexpression herzustellen.  

Weiterhin wurde die Überexpression, Aufarbeitung und Reinigung der Zielproteine 

entwickelt, um ausreichende Mengen für die dreidimensionale Strukturanalyse bereit 

zustellen. Da während der Reinigung die Stabilität der AMFR-Proteine verloren ging, konnten 

nur die VCP-Proteine kristallisiert werden.  

Mittels Fluoreszenzspektroskopie konnte eine nukleotidabhängige Strukturänderung im VCP-

Hexamer identifiziert werden. Hingegen konnten VCP/AMFR-bedingte Strukturänderungen 

nicht mit Sicherheit festgestellt werden.  
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8 Abkürzungen 

AAA ATPases associated with various cellular 
activities 

AC Affinitätschromatographie 
AC Affinitätschromatographie 
AMFR tumor autocrine motility factor receptor 
As Aminosäuren 
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) 
His7 Heptahistidin 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
IMAC immobilized metal affinity chromatography 
k kilo (103)  
kb Kilobasen 
konz. konzentriert 
l Liter 
min Minute 
NaCl Natriumchlorid 
N-terminal aminoterminal 
PCR Polymerase Kettenreaktion  
Pi Phosphat, PO4 (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) 
üN über Nacht (länger als 15 Stunden) 
v/v Volumen/Volumen (volume/volume) 
VCP Valosin-containing protein 
w/v Gewicht/Volumen (weight/volume) 
wcp whole cellular protein 
xg Vielfaches der Erdbeschleunigung (g = 9,81 /s2) 
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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, ε =36620 M-1 cm-1, pI= 5.14) 
        1 masgadskgd dlstailkqk nrpnrlivde ainednsvvs lsqpkmdelq lfrgdtvllk 
       61 gkkrreavci vlsddtcsde kirmnrvvrn nlrvrlgdvi siqpcpdvky gkrihvlpid 
      121 dtvegitgnl fevylkpyfl eayrpirkgd iflvrggmra vefkvvetdp spycivapdt 
      181 vihcegepik redeeeslne vgyddiggcr kqlaqikemv elplrhpalf kaigvkpprg 
      241 illygppgtg ktliaravan etgaffflin gpeimsklag esesnlrkaf eeaeknapai 
      301 ifideldaia pkrekthgev errivsqllt lmdglkqrah vivmaatnrp nsidpalrrf 
      361 grfdrevdig ipdatgrlei lqihtknmkl addvdleqva nethghvgad laalcseaal 
      421 qairkkmdli dledetidae vmnslavtmd dfrwalsqsn psalretvve vpqvtwedig 
      481 gledvkrelq elvqypvehp dkflkfgmtp skgvlfygpp gcgktllaka ianecqanfi 
      541 sikgpelltm wfgeseanvr eifdkarqaa pcvlffdeld siakarggni gdgggaadrv 
      601 inqiltemdg mstkknvfii gatnrpdiid pailrpgrld qliyiplpde ksrvailkan 
      661 lrkspvakdv dleflakmtn gfsgadltei cqracklair esieseirre rerqtnpsam 
      721 eveeddpvpe irrdhfeeam rfarrsvsdn dirkyemfaq tlqqsrgfgs frfpsgnqgg 
      781 agpsqgsggg tggsvytedn dddlyg 

DNA-Sequenz VCP (codierender Bereich mit Stop-Codon von 213-2633 →2421bp)  
        1 ctgccactgc cacctcgcgg atcaggagcc agcgttgttc gcccgacgcc tcgctgccgg 
       61 tgggaggaag cgagagggaa gccgcttggg ctcttgtcgc cgctgctcgc ccaccgcctg 
      121 gaagagccga gccccggcca gtcggtcgct tgccaccgct cgtagccgtt acccgcgggc 
      181 cgccacagcc gccggcggga gaggcgcgcg ccatggcttc tggagccgat tcaaaaggtg 
      241 atgacctatc aacagccatt ctcaaacaga agaaccgtcc caatcggtta attgttgatg 
      301 aagccatcaa tgaggacaac agtgtggtgt ccttgtccca gcccaagatg gatgaattgc 
      361 agttgttccg aggtgacaca gtgttgctga aaggaaagaa gagacgagaa gctgtttgca 
      421 tcgtcctttc tgatgatact tgttctgatg agaagattcg gatgaataga gttgttcgga 
      481 ataaccttcg tgtacgccta ggggatgtca tcagcatcca gccatgccct gatgtgaagt 
      541 acggcaaacg tatccatgtg ctgcccattg atgacacagt ggaaggcatt actggtaatc 
      601 tcttcgaggt ataccttaag ccgtacttcc tggaagcgta tcgacccatc cggaaaggag 
      661 acatttttct tgtccgtggt gggatgcgtg ctgtggagtt caaagtggtg gaaacagatc 
      721 ctagccctta ttgcattgtt gctccagaca cagtgatcca ctgcgaaggg gagcctatca 
      781 aacgagagga tgaggaagag tccttgaatg aagtagggta tgatgacatt ggtggctgca 
      841 ggaagcagct agctcagatc aaagagatgg tggaactgcc cctgagacat cctgccctct 
      901 ttaaggcaat tggtgtgaag cctcctagag gaatcctgct ttacggacct cctggaacag 
      961 gaaagaccct gattgctcga gctgtagcaa atgagactgg agccttcttc ttcttgatca 
     1021 atggtcctga gatcatgagc aaattggctg gtgagtctga gagcaacctt cgtaaagcct 
     1081 ttgaggaggc tgagaagaat gctcctgcca tcatcttcat tgatgagcta gatgccatcg 
     1141 ctcccaaaag agagaaaact catggcgagg tggagcggcg cattgtatca cagttgttga 
     1201 ccctcatgga tggcctaaag cagagggcac atgtgattgt tatggcagca accaacagac 
     1261 ccaacagcat tgacccagct ctacggcgat ttggtcgctt tgacagggag gtagatattg 
     1321 gaattcctga tgctacagga cgcttagaga ttcttcagat ccataccaag aacatgaagc 
     1381 tggcagatga tgtggacctg gaacaggtag ccaatgagac tcacgggcat gtgggtgctg 
     1441 acttagcagc cctgtgctca gaggctgctc tgcaagccat ccgcaagaag atggatctca 
     1501 ttgacctaga ggatgagacc attgatgccg aggtcatgaa ctctctagca gttactatgg 
     1561 atgacttccg gtgggccttg agccagagta acccatcagc actgcgggaa accgtggtag 
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     1621 aggtgccaca ggtaacctgg gaagacatcg ggggcctaga ggatgtcaaa cgtgagctac 
     1681 aggagctggt ccagtatcct gtggagcacc cagacaaatt cctgaagttt ggcatgacac 
     1741 cttccaaggg agttctgttc tatggacctc ctggctgtgg gaaaactttg ttggccaaag 
     1801 ccattgctaa tgaatgccag gccaacttca tctccatcaa gggtcctgag ctgctcacca 
     1861 tgtggtttgg ggagtctgag gccaatgtca gagaaatctt tgacaaggcc cgccaagctg 
     1921 ccccctgtgt gctattcttt gatgagctgg attcgattgc caaggctcgt ggaggtaaca 
     1981 ttggagatgg tggtggggct gctgaccgag tcatcaacca gatcctgaca gaaatggatg 
     2041 gcatgtccac aaaaaaaaat gtgttcatca ttggcgctac caaccggcct gacatcattg 
     2101 atcctgccat cctcagacct ggccgtcttg atcagctcat ctacatccca cttcctgatg 
     2161 agaagtcccg tgttgccatc ctcaaggcta acctgcgcaa gtccccagtt gccaaggatg 
     2221 tggacttgga gttcctggct aaaatgacta atggcttctc tggagctgac ctgacagaga 
     2281 tttgccagcg tgcttgcaag ctggccatcc gtgaatccat cgagagtgag attaggcgag 
     2341 aacgagagag gcagacaaac ccatcagcca tggaggtaga agaggatgat ccagtgcctg 
     2401 agatccgtcg agatcacttt gaagaagcca tgcgctttgc gcgccgttct gtcagtgaca 
     2461 atgacattcg gaagtatgag atgtttgccc agacccttca gcagagtcgg ggctttggca 
     2521 gcttcagatt cccttcaggg aaccagggtg gagctggccc cagtcagggc agtggaggcg 
     2581 gcacaggtgg cagtgtatac acagaagaca atgatgatga cctgtatggc taagtggtgg 
     2641 tggccagcgt gcagtgagct ggcctgcctg gaccttgttc cctgggggtg gggcgcttgc 
     2701 ccaggagagg gaccaggggt gcgcccacag cctgctccat tctccagtct gaacagttca 
     2761 gctacagtct gactctggac agggggtttc tgttgcaaaa atacaaaaca aaagcgataa 
     2821 aataaaagcg attttcattt ggtaggcgga gagtgaatta ccaacaggga attgggcctt 
     2881 gggcctatgc catttctgtt gtagtttggg gcagtgcagg ggacctgtgt ggggtgtgaa 
     2941 ccaaggcact actgccacct gccacagtaa agcatctgca cttgactcaa tgctgcccga 
     3001 gccctccctt ccccctatcc aacctgggta ggtgggtagg ggccacagtt gctggatgtt 
     3061 tatatagaga gtaggttgat ttattttaca tgcttttgag ttaatgttgg aaaactaatc 
     3121 acaagcagtt tctaaaccaa aaaatgacat gttgtaaaag gacaataaac gttgggtcaa 
     3181 aatggaaaaa aaaaaaaa 

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 Da, ε = 1490 M-1 cm-1, pI= 4.91) 
      421 ffhfdgsria swlpsfsvev mhttnilgit qasnsqlnam ahqiqemfpq vpyhlvlqdl 
      481 qltrsveitt dnilegriqv pfptqrsdsi rpalnspver pssdqeeget saqtervpld 

DNA (183bp): 
     1381 aagtgatgca caccaccaac attcttggca ttacgcaggc cagcaactcc cagctcaatg 
     1441 caatggctca tcagattcaa gagatgtttc cccaggttcc ataccatctg gtactgcagg 
     1501 acctccagct gacacgctca gttgaaataa caacagacaa tattttagaa ggacggattc 
     1561 aagtaccttt tcctacacag cggtcagata gcatcagacc tgcattgaac agtcctgtgg 

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

AS-Sequenz (188 As, MG =21378.7 Da, ε = 1490 M-1 cm-1, pI= 4.84): 
      421 ffhfdgsria swlpsfsvev mhttnilgit qasnsqlnam ahqiqemfpq vpyhlvlqdl 
      481 qltrsveitt dnilegriqv pfptqrsdsi rpalnspver pssdqeeget saqtervpld 
      541 lsprleetld fgevevepse vedfeargsr fsksaderqr mlvqrkdell qqarkrflnk 
      601 sseddaases flpsegassd pvtlrrrmla aaaerrlqkq qts 

DNA-Sequenz (567bp): 
     1381 aagtgatgca caccaccaac attcttggca ttacgcaggc cagcaactcc cagctcaatg 
     1441 caatggctca tcagattcaa gagatgtttc cccaggttcc ataccatctg gtactgcagg 
     1501 acctccagct gacacgctca gttgaaataa caacagacaa tattttagaa ggacggattc 
     1561 aagtaccttt tcctacacag cggtcagata gcatcagacc tgcattgaac agtcctgtgg 
     1621 aaaggccaag cagtgaccag gaagagggag aaacttctgc tcagaccgag cgtgtgccac 
     1681 tggacctcag tcctcgcctg gaggagacgc tggacttcgg cgaggtggaa gtggagccca 
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     1741 gtgaggtgga agacttcgag gctcgtggga gccgcttctc caagtctgct gatgagagac 
     1801 agcgcatgct ggtgcagcgt aaggacgaac tcctccagca agctcgcaaa cgtttcttga 
     1861 acaaaagttc tgaagatgat gcggcctcag agagcttcct cccctcggaa ggtgcgtcct 
     1921 ctgaccccgt gaccctgcgt cgaaggatgc tggctgccgc cgcggaacgg aggcttcaga 
     1981 agcagcagac ctcctagcgc tcccttgcct tcctcagctg cctcctgcgc cctgtgcccg 

AMFR-E1 (AS: 498-644, DNA: 1557-1997) 

AS-Sequenz (146AS, MG =16505.1 Da, ε = nicht vorhanden, pI= 4.84) 
      481 qltrsveitt dnilegriqv pfptqrsdsi rpalnspver pssdqeeget saqtervpld 
      541 lsprleetld fgevevepse vedfeargsr fsksaderqr mlvqrkdell qqarkrflnk 
      601 sseddaases flpsegassd pvtlrrrmla aaaerrlqkq qts 

DNA-Sequenz (441bp) 
     1501 acctccagct gacacgctca gttgaaataa caacagacaa tattttagaa ggacggattc 
     1561 aagtaccttt tcctacacag cggtcagata gcatcagacc tgcattgaac agtcctgtgg 
     1621 aaaggccaag cagtgaccag gaagagggag aaacttctgc tcagaccgag cgtgtgccac 
     1681 tggacctcag tcctcgcctg gaggagacgc tggacttcgg cgaggtggaa gtggagccca 
     1741 gtgaggtgga agacttcgag gctcgtggga gccgcttctc caagtctgct gatgagagac 
     1801 agcgcatgct ggtgcagcgt aaggacgaac tcctccagca agctcgcaaa cgtttcttga 
     1861 acaaaagttc tgaagatgat gcggcctcag agagcttcct cccctcggaa ggtgcgtcct 
     1921 ctgaccccgt gaccctgcgt cgaaggatgc tggctgccgc cgcggaacgg aggcttcaga 
     1981 agcagcagac ctcctag 

 

9.2 pQTEV3/pQTEV3G-Expressionsvektoren 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ausschnitt pQTEV3-Sequenzen: 
 
    XhoI   PacI 
    1 CTCGAGCTTA ATTAACAACA CCATTTGTCG AGAAATCATA AAAAATTTAT 
   51 TTGCTTTGTG AGCGGATAAC AATTATAATA GATTCAATTG TGAGCGGATA 
                    EcoRI 
  101 ACAATTTCAC ACAGAATTCA TTAAAGAGGA GAAATTAACT ATGAAACATC 
                             PstI 
  151 ACCATCACCA TCACCATGGT GCTGCAGGTA CAAGTTTGTA CAAAAAAGCA 
                             BamHI                        NotI 
  201 GGCGAGAATC TTTATTTTCA GGGATCCAGT CTTCGCATGC ATGAAGACGC 
                                             HindIII 

pQTEV3
4901 bp
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  251 GGCCGCCTAG GACCCAGCTT TCTTGTACAA AGTGGTAAGC TTAATTAGCT 
  301 GAGCTTGGAC TCCTGTTGAT AGATCCAGTA ATGACCTCAG AACTCCATCT 
  351 GGATTTGTTC AGAACGCTCG GTTGCCGCCG GGCGTTTTTT ATTGGTGAGA 
                        SwaI                             PacI 
  401 ATCCAAGTAA CAACACCATT TAAATGGAGT GGTTACAAAT GGAGTGGTTA 
                               M  E  W   L  Q  M   E  W  L      
            NheI 
  451 ATTAAGGCTA GCTTGGCGAG ATTTTCAGGA GCTAAGGAAG CTAAAATGGA 
      I  K  A  S   L  A  R   F  S  G   A  K  E  A   K  M  E     
  501 GAAAAAAATC ACTGG.....4863 TATAAAAA TAGGCGTATC ACGAGGCCCT TTCGTCTTCA 4901 C 

 

Ausschnitt pQTEV3G-Sequenzen (pQTEV3+GST-tag): 
    XhoI   PacI 
    1 CTCGAGCTTA ATTAACAACA CCATTTGTCG AGAAATCATA AAAAATTTAT 
   51 TTGCTTTGTG AGCGGATAAC AATTATAATA GATTCAATTG TGAGCGGATA 
  101 ACAATTTCAC ACAGAATTCA TTAAAGAGGA GAAATTAACT ATGTCCCCTA 
                                                  M  S  P  I    
  151 TACTAGGTTA TTGGAAAATT AAGGGCCTTG TGCAACCCAC TCGACTTCTT 
        L  G  Y   W  K  I   K  G  L  V   Q  P  T   R  L  L      
  201 TTGGAATATC TTGAAGAAAA ATATGAAGAG CATTTGTATG AGCGCGATGA 
      L  E  Y  L   E  E  K   Y  E  E   H  L  Y  E   R  D  E     
  251 AGGTGATAAA TGGCGAAACA AAAAGTTTGA ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA 
       G  D  K   W  R  N  K   K  F  E   L  G  L   E  F  P  N    
  301 ATCTTCCTTA TTATATTGAT GGTGATGTTA AATTAACACA GTCTATGGCC 
        L  P  Y   Y  I  D   G  D  V  K   L  T  Q   S  M  A      
  351 ATCATACGTT ATATAGCTGA CAAGCACAAC ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA 
      I  I  R  Y   I  A  D   K  H  N   M  L  G  G   C  P  K     
  401 AGAGCGTGCA GAGATTTCAA TGCTTGAAGG AGCGGTTTTG GATATTAGAT 
       E  R  A   E  I  S  M   L  E  G   A  V  L   D  I  R  Y    
  451 ACGGTGTTTC GAGAATTGCA TATAGTAAAG ACTTTGAAAC TCTCAAAGTT 
        G  V  S   R  I  A   Y  S  K  D   F  E  T   L  K  V      
  501 GATTTTCTTA GCAAGCTACC TGAAATGCTG AAAATGTTCG AAGATCGTTT 
      D  F  L  S   K  L  P   E  M  L   K  M  F  E   D  R  L     
                     SwaI 
  551 ATGTCATAAA ACATATTTAA ATGGTGATCA TGTAACCCAT CCTGACTTCA 
       C  H  K   T  Y  L  N   G  D  H   V  T  H   P  D  F  M    
  601 TGTTGTATGA CGCTCTTGAT GTTGTTTTAT ACATGGACCC AATGTGCCTG 
        L  Y  D   A  L  D   V  V  L  Y   M  D  P   M  C  L      
  651 GATGCGTTCC CAAAATTAGT TTGTTTTAAA AAACGTATTG AAGCTATCCC 
      D  A  F  P   K  L  V   C  F  K   K  R  I  E   A  I  P     
  701 ACAAATTGAT AAGTACTTGA AATCCAGCAA GTATATAGCA TGGCCTTTGC 
       Q  I  D   K  Y  L  K   S  S  K   Y  I  A   W  P  L  Q    
  751 AGGGCTGGCA AGCCACGTTT GGTGGTGGCG ACCATCCTCC AAAATCGGAT 
        G  W  Q   A  T  F   G  G  G  D   H  P  P   K  S  D      
  801 CTGGGTGCTG CAGGTACAAG TTTGTACAAA AAAGCAGGCG AGAATCTTTA 
      L  G  A  A   G  T  S   L  Y  K   K  A  G  E   N  L  Y     
             BamHI                         NotI 
  851 TTTTCAGGGA TCCAGTCTTC GCATGCATGA AGACGCGGCC GCCTAGGACC 
       F  Q  G   S  S  L  R   M  H  E   D  A  A   A  *          
  901 CAGCTTTCTT GTACAAAGTG GTAAGCTTAA TTAGCTGAGC TTGGACTCCT 
  951 GTTGATAGAT CCAGTAATGA CCTCAGAACT CCATCTGGAT TTGTTCAGAA 
 1001 CGCTCGGTTG CCGCCGGGCG TTTTTTATTG GTGAGAATCC AAGTAACAAC 
         SwaI                             PacI 
 1051 ACCATTTAAA TGGAGTGGTT ACAAATGGAG TGGTTAATTA AGGCTAGCTT 
               M   E  W  L   Q  M  E   W  L  I  K   A  S  L     
 1101 GGCGAGATTT TCAGGAGCTA AGGAAGCTAA AATGGAGAAA AAAATCACTG 
       A  R  F   S  G  A  K   E  A  K   M  E  K   K  I  T  G    
 1151 GATATACCAC CGTTGATATA TCCCAATGGC ATCGTAAAGA ACATTTTGAG 
        Y  T  T   V  D  I   S  Q  W  H   R  K  E   H  F  E      
 1201 GCATTTCAGT CAGTTGCTCA ATGTACCTAT AACCAGACCG TTCAGCTGGA 
      A  F  Q  S   V  A  Q   C  T  Y   N  Q  T  V   Q  L  D     
 1251 TATTACGGCC TTTTTAAAGA CCGTAAAGAA AAATAAGCAC AAGTTTTATC 
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       I  T  A   F  L  K  T   V  K  K   N  K  H   K  F  Y  P    
 1301 CGGCCTTTAT TCACATTCTT GCCCGCCTGA TGAATGCTCA TCCGGAATTT 
        A  F  I   H  I  L   A  R  L  M   N  A  H   P  E  F      
 1351 CGTATGGCAA TGAAAGACGG TGAGCTGGTG ATATGGGATA GTGTTCACCC 
      R  M  A  M   K  D  G   E  L  V   I  W  D  S   V  H  P     
 1401 TTGTTACACC GTTTTCCATG AGCAAACTGA AACGTTTTCA TCGCTCTGGA 
       C  Y  T   V  F  H  E   Q  T  E   T  F  S   S  L  W  S    
 1451 GTGAATACCA CGACGATTTC CGGCAGTTTC TACACATATA TTCGCAAGAT 
        E  Y  H   D  D  F   R  Q  F  L   H  I  Y   S  Q  D      
 1501 GTGGCGTGTT ACGGTGAAAA CCTGGCCTAT TTCCCTAAAG GGTTTATTGA 
      V  A  C  Y   G  E  N   L  A  Y   F  P  K  G   F  I  E     
 1551 GA... 
 5451 AAAGTGCCAC CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA 
 5501 TAAAAATAGG CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC  

Die Glutathion-Transferase (GST) hat eine Größe von ist 666 bp (222 As). Die gesamte GST-

Expressionskassette in pQTEV3G ist für sich gesehen 753 bp (251 As) groß. Mit einem 

BamHI/NotI-Insert wäre sie 732 bp (244 As, MG=27,92 kDa) groß. Nach der Behandlung mit 

TEV-Protease besitzt der GST-tag noch die attB1-site und hat damit eine Größe von 699 bp 

(233 As, MG=26,92 kDa). 

9.3 Zusammensetzung der PCR-Amplifikate aus der 
Coexpressionsklonierung 

Tandemplasmidkonstrukt 
Zusammengesetzte Bereiche der 

Coexpressionskassetten VCP+AMFR 
B1 

VCP+AMFR 
D1 

VCP+AMFR 
E1 

VCP+GST-
Kontrolle 

VCP-Insert [bp] 2422 2422 2422 2422 

AMFR-Insert [bp] 183 567 441 - 

His und GST-Affinitätstags+attB1/B2 
sites+TEV-sites+BamHI/NotI-sites [bp] 

880 880 880 901 

Abstand des 5’- Primers zum Startcodon 
des ersten Inserts [bp] 

179 179 179 179 

Abstand der attB2-site des ersten Inserts 
zum Startcodon des zweiten Inserts [bp] 

268 268 268 268 

Abstand 3’-Primers zur attB2 site des 
zweiten Inserts [bp] 

219 219 219 219 

Größe der Coexpressionskassette (Abstand 
der PacI-Sites) [bp] 

4046 4430 4304 3884 

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

aus Belter et al. (1988) 

mit erf(-x)= -erf (x) 
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und keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe. 
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