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Kurzfassung der Arbeit 
Proteine sind die zentralen Bausteine des Lebens, und ihre pharmazeutische und 
biotechnologische Anwendung gewinnt zunehmend an Bedeutung. Für ihre Funktion ist der 
Erhalt der dreidimensionalen Struktur essentiell. Somit stellt das Verständnis der 
biophysikalischen Grundlagen der konformationellen Stabilität von Proteinen ein wichtiges 
Ziel der biochemischen Forschung dar. Vergleichende Mutationsstudien an homologen 
Proteinen aus psychrophilen, mesophilen und thermophilen Organismen stoßen aufgrund 
der oft großen Zahl von Sequenzunterschieden und der damit verbundenen Komplexität der 
Analysen bald an ihre Grenzen. Die gerichtete Evolution in vitro stellt daher eine sehr 
vielversprechende Alternative für die Untersuchung der Thermostabilität und die Ableitung 
genereller Stabilitätsprinzipien dar. 

In der vorliegenden Arbeit wurde Proside, ein Selektionssystem für stabilisierte Proteine, 
weiterentwickelt und dafür genutzt, die molekularen Ursachen erhöhter Proteinstabilität zu 
analysieren. Für diese in vitro-Evolutionsexperimente diente das Kälteschockprotein 
Bs-CspB aus Bacillus subtilis als Modellprotein. Zusätzlich wurde das Gen-3-Protein (G3P) 
des Phagen fd, eine essentielle Komponente von Proside, thermodynamisch charakterisiert 
und sein Faltungsmechanismus aufgeklärt. 

Proside basiert auf phage display und verknüpft die thermodynamische Stabilität eines 
Proteins mit einem sehr gut selektierbaren Parameter, der Infektiosität filamentöser Phagen. 
Die Methode ist generell anwendbar und unabhängig von spezifischen Eigenschaften des zu 
stabilisierenden Proteins, wie etwa Ligandenbindung oder enzymatischer Aktivität. Die 
Größe der selektierbaren Mutantenbibliotheken konnte durch Veränderungen des Phagen-
konstrukts und der zu ihrer Erstellung verwendeten molekularbiologischen Methoden auf 
mehr als 108 Varianten gesteigert werden. Gleichzeitig wurde mit diesen Modifikationen 
der rekombinationsbedingte Verlust von Gastproteinsequenzen aus dem Phagengenom 
deutlich reduziert. Das Gen-3-Protein, in welches diese Gastproteine inseriert werden, 
wurde mittels Proside um mehr als 10 kJ/mol stabilisiert. Somit sind jetzt in vitro-
Selektionen bei Temperaturen von bis zu 60 °C möglich, ohne dass die Stabilität der 
Phagenproteine selbst limitierend für die Optimierung der Gastproteine wirkt. 

Das Potential der so optimierten Proside-Methode konnte anhand der Selektionen stark 
stabilisierter Varianten von Bs-Csp gezeigt werden. Dieses Protein unterscheidet sich von 
seinem um 15,8 kJ/mol stabileren Homologen Bc-Csp aus dem thermophilen Bacillus 
caldolyticus in 12 von 67 Resten, die alle an der Oberfläche des Proteins liegen. Die 
in vitro-Selektionen nach Sättigungsmutagenese an sechs dieser zwölf Positionen in 
Bs-CspB (2, 3, 46, 64, 66 und 67) lieferten eine Vielzahl von stabilisierten Mutanten, die, 
abhängig von den Selektionsbedingungen, unterschiedliche Stabilisierungsprinzipien 
aufzeigten. Während bei der Selektion in Gegenwart des ionischen Denaturierungsmittels 
GdmCl vor allem die hydrophoben Wechselwirkungen verbessert wurden, führte die 
Selektion bei erhöhter Temperatur zusätzlich zur Optimierung der Coulomb´schen 
Wechselwirkungen auf der Proteinoberfläche. 

Für die stabilste der selektierten Varianten von Bs-CspB ist der Mittelpunkt des 
thermischen Entfaltungsübergangs um mehr als 28 Grad relativ zum Wildtypprotein 
angehoben und liegt damit auch deutlich höher als der Wert des thermostabilen 
Referenzproteins Bc-Csp. Die Variante unterscheidet sich von Bc-Csp an allen sechs 
randomisierten Positionen. Dennoch nutzen die beiden Proteine ähnliche Strategien für eine 
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hohe Thermostabilität, insbesondere zeichnen sie sich durch eine im Vergleich zu Bs-CspB 
optimierte Verteilung der Oberflächenladungen aus. 

Die detaillierte Analyse der Beiträge der einzelnen Aminosäureaustausche in der stabilsten 
selektierten Variante verdeutlichte, dass Ladungsnetzwerke auf der Proteinoberfläche für 
die Thermostabilität der Kälteschockproteine sehr wichtig sind. So ist die paarweise 
Abstoßung zwischen Glu3 und Glu66 in Bs-CspB gering im Vergleich zu den globalen, 
nicht-lokalisierbaren Coulomb´schen Beiträgen der beiden Reste, und auch der 
stabilisierende Effekt der Einführung einer positiven Ladung in diese Region der 
Proteinoberfläche erwies sich als unabhängig von ihrer genauen Position und war keiner 
direkten Wechselwirkung zuzuordnen. 

Basierend auf diesen Erkenntnissen war es möglich, ein hyperstabiles Kälteschockprotein 
mit lediglich vier Austauschen relativ zu Bs-CspB zu konstruieren. Der Schmelzpunkt 
dieser Variante liegt bei 85,6 °C, d.h. 31,6 Grad über dem des Wildtypproteins. Sie ist 
damit sogar stabiler als das homologe Csp aus dem hyperthermophilen Organismus 
Thermotoga maritima. Durch rationales Design anhand von Sequenzvergleichen wäre eine 
entsprechende Stabilisierung kaum zu erzielen gewesen. 

Die Stabilitätsuntersuchungen des für die Phageninfektion essentiellen N-terminalen 
Fragments des Gen-3-Proteins reflektieren dessen Aufbau aus den beiden Domänen N1 und 
N2. Während die Stabilität der Domäne N1 unabhängig von Domäne N2 ist, wird Domäne 
N2 wesentlich durch die Interdomänenwechselwirkungen mit N1 stabilisiert, und ihre 
Entfaltung ist mit der Domänendissoziation gekoppelt. 

Die vier mittels Proside gefundenen Mutationen in G3P stabilisieren beide Domänen 
unabhängig voneinander und verdeutlichen die generellen Prinzipien, die der Stabilität von 
Zweidomänenproteinen zugrunde liegen. Neben der Erhöhung der intrinsischen Stabilitäten 
der individuellen Domänen spielt die Verbesserung der Domäneninteraktionen eine 
entscheidende Rolle für die Stabilisierung des gesamten Proteins. 

Die Rückfaltung von G3P ist ein sequentieller Prozess. Domäne N1 faltet innerhalb 
weniger Millisekunden, gefolgt von der Faltung der N2-Domäne, die nach etwa 3 min 
abgeschlossen ist. Im letzten Schritt assoziieren die beiden Domänen in einer extrem 
langsamen Reaktion. Sie zeigt eine Zeitkonstante von 6200 s (bei 25 °C) und ist in ihrer 
Rate limitiert durch die trans-cis-Isomerisierung an Pro213 in der Gelenksubdomäne von 
N2. Wie kinetische NMR-Experimente mit einem von G3P abgeleiteten Pentapeptid 
ergaben, ist die ungewöhnlich niedrige Rate dieser Prolylisomerisierung auf die lokale 
Sequenzumgebung des cis-Pro213 zurückzuführen. Durch die Assoziation von N1 und N2 
werden beide Domänen in ihrer Entfaltung gekoppelt, so dass Domäne N1 bis zu 
150.000-fach langsamer entfaltet als in isolierter Form.  

Die Prolin-limitierte sehr langsame Domänenassoziation ist möglicherweise für die 
Funktion des G3P bei der Infektion von E. coli von Bedeutung. Sie erlaubt es, die Domänen 
nach Bindung an den F-Pilus so lange dissoziiert zu halten, bis der Pilus zurückgezogen ist 
und Domäne N1 mit dem Corezeptor TolA an der Zelloberfläche wechselwirken kann. 
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Abstract 
Proteins are the vital molecules in living cells, and they strongly gained in importance for 
pharmaceutical and biotechnological applications. For their function an intact three-
dimensional structure is essential. Thus, it is a central aim in biochemical research to 
elucidate the biophysical determinants of conformational protein stability. To this end 
homologous proteins from psychrophile, mesophile and thermophile organisms have been 
compared in numerous mutational studies, but the usually large number of sequence 
differences impaired the analysis of increased protein stability at a molecular level. 
Evolutionary methods provide a promising alternative to understand the basis of protein 
structure and stability. 

In this work Proside, a selection method for stabilizing proteins, was further developed and 
applied to analyze the molecular origins of protein stability. As a model protein for these in 
vitro-evolution experiments the cold shock protein Bs-CspB from Bacillus subtilis was 
used. In addition, the gene-3-protein (G3P) of filamentous phage fd, an essential 
component of Proside, was thermodynamically characterized and its folding mechanism 
elucidated. 

Proside is based on phage display, and it links the thermodynamic stability of a protein with 
a well selectable property, the phage infectivity. This method is generally applicable and 
independent of specific characteristics of the protein to be stabilized, such as ligand binding 
or enzymatic activity. The size of the phage libraries for selections could be increased to 
about 108 variants by modifications of the phage construct and of the methods that are used 
to create these libraries. At the same time, the loss of guest protein sequences due to 
recombination was strongly reduced. By means of Proside, the stability of the phage 
gene-3-protein itself, in which the guest proteins are inserted, was increased by more than 
10 kJ/mol. With this improved phage in vitro-selections are now possible at up to 60 °C, 
and the stability of the phage proteins is not limiting for the evolution of the inserted guest 
protein.  

The efficiency of the Proside method could be demonstrated by the selections of strongly 
stabilized variants of Bs-CspB. Bs-CspB is 15.8 kJ/mol less stable than its homolog Bc-Csp 
from the thermophile Bacillus caldolyticus. The two proteins differ in 12 out of 67 residues, 
which are all located at the protein surface. Saturation mutagenesis at six of these 12 
positions (2, 3, 46, 64, 66, and 67) and in vitro-selections with Proside yielded many 
stabilized mutants, that revealed different principles for stabilization depending on the 
selection conditions. In the presence of the ionic denaturant GdmCl variants with improved 
hydrophobic interactions were selected, whereas the selection at elevated temperature led to 
an optimization of coulombic interactions at the protein surface. For the most stable 
selected variant of Bs-CspB the midpoint of thermal unfolding transition increased by more 
than 28 degrees relative to the wild type protein and is thus much higher than the midpoint 
found for the thermostable reference Bc-Csp. The selected variant differs from Bc-Csp at all 
six randomized positions, but the two proteins use similar strategies to reach a high 
thermostability. In particular, they show an optimized surface charge distribution compared 
to wild-type Bs-CspB. 

The detailed analysis of the contributions of single amino acid substitutions in the most 
stable selected variant suggested that ion networks at the protein surface are of particular 
importance for the thermostability of the cold shock proteins. Thus, the pairwise repulsion 
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between the neighboring Glu3 and Glu66 in Bs-CspB is small compared to the 
non-localized destabilizing effects of these two residues, and a positive charge in this 
region of the protein surface stabilizes Bs-CspB irrespective of its exact position.  

Based on the selection results a hyperstable cold shock protein with only four mutations 
relative to Bs-CspB was constructed. Its melting point of 85.6 °C is 31.6 degrees higher 
than the value for the wild-type protein, and even higher than the melting point of the 
homologous Csp from the hyperthermophile Thermotoga maritima. By means of sequence 
comparisons and rational design such a strong stabilization would have been hardly 
possible.  

The N-terminal fragment of the gene-3-protein of phage fd contains two domains, N1 and 
N2, and this composition of two structural entities is reflected in the observed 
thermodynamic parameters. The stability of domain N1 is independent of the presence of 
domain N2, whereas domain N2 strongly gains in stability by the interdomain contacts with 
N1 and its unfolding is coupled with domain dissociation.  

The four mutations that were selected by Proside within G3P stabilize the two domains in 
an independent fashion and they point to general principles that govern the stability of 
two-domain proteins. In addition to the stabilization of individual domains, the 
improvement of domain interactions contributes considerably to the increased stability of 
the entire protein. 

The kinetics of refolding of G3P turned out to be a sequential process. First domain N1 
folds within a few milliseconds, followed by the folding of domain N2, which is completed 
after about 3 min. In the last step of refolding the two prefolded domains assemble in an 
extremely slow reaction. This domain docking shows a time constant of 6200 s (at 25 °C) 
and it is limited in rate by the trans-cis-isomerization of Pro213 in the hinge subdomain of 
N2. The unusually slow prolyl isomerization is caused by the peculiar local sequence 
context around Pro213, as determined by kinetic NMR-experiments with a pentapeptide 
derived from G3P. The docking of N1 and N2 links the two domains kinetically, and the 
unfolding of domain N1 is decelerated up to 150,000-fold by the interaction with N2. 

Possibly, this proline-limited slow domain docking is relevant for the function of G3P in 
the infection process. The kinetic block in the domain re-assembly reaction would ensure 
that, once N1 and N2 became separated upon binding to the F pilus, domain closure is 
suppressed long enough so that N1 can interact with its receptor TolA after the pilus has 
been retracted. 
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1 Einleitung 
1.1 Stabilität von Proteinen 
Der Begriff „Proteinstabilität“ hat in der molekularen Biologie und in der Biochemie 
vielfältige Bedeutung. Im intakten Organismus ist damit oft die Lebensdauer eines Proteins 
gemeint, während in vitro die Stabilität gegenüber Proteasen, chemischen Agenzien oder 
verschiedenen physikalischen Einflüssen im Mittelpunkt steht. Meist korrelieren jedoch all 
diese Aspekte mit der thermodynamischen Definition der Stabilität eines Proteins.  

Für viele kleine Proteine lässt sich die Faltung mit einem einfachen Zweizustandsmodell 
beschreiben, bei dem der native Zustand N und der entfaltete Zustand U in einem 
reversiblen Gleichgewicht NdU stehen (Privalov, 1979). Strukturell betrachtet stellen 
beide Zustände Ensembles von Konformationen dar, thermodynamisch jedoch sind sie 
wohl definiert, und die Proteinstabilität kann durch die freie Enthalpie der Entfaltung, ∆GD, 
ausgedrückt werden (Gleichung 1). 

 

    
]N[
]U[

lnD ⋅−=∆ RTG    (1) 

 
Das Gleichgewicht zwischen N und U lässt sich durch Erhöhung der Temperatur oder 
Zugabe von Denaturierungsmitteln zum entfalteten Zustand hin verschieben, die 
konformationelle Stabilität ∆GD ergibt sich aus der Lage des Gleichgewichts in 
Abhängigkeit vom Denaturierungsparameter. Für die chemische Entfaltung wird die 
Abhängigkeit der Stabilität ∆GD von der Denaturierungsmittelkonzentration oft durch ein 
lineares Modell sehr gut beschrieben (Tanford, 1970, Gleichung 2), was die Bestimmung 
von ∆GD in Abwesenheit des Denaturierungsmittels ( OH

D
2G∆ ) ermöglicht. 

 
]D[OH

DD
2 ⋅−∆=∆ mGG   (2) 

Bei der thermischen Entfaltung ist die freie Enthalpie ∆GD mit der Enthalpie ∆HD und der 
Entropie ∆SD der Entfaltung über die Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gleichung 3) verknüpft.  
 

DDD STHG ∆⋅−∆=∆   (3) 

Durch die Temperaturabhängigkeiten von ∆HD und ∆SD nimmt die Wärmekapazität ∆Cp 
eines Proteins während der Entfaltung zu (Gleichung 4), die thermische Stabilitätskurve 
(∆GD vs T) zeigt einen parabolischen Verlauf.  
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Bei hoher Temperatur sind Enthalpie und Entropie der Entfaltung positiv, das Protein ist 
somit enthalpisch stabilisiert aber entropisch destabilisiert. Mit abnehmender Temperatur 
nehmen beide, die Entropie und die Enthalpie der Entfaltung stetig ab und werden bei 
niedrigen Temperaturen negativ. Dies bedeutet, dass das Protein dann entropisch 
stabilisiert, enthalpisch jedoch destabilisiert ist (Privalov, 1979).  
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1.2 Physikalische Grundlagen der Proteinstabilität 
Die Stabilität von Proteinen resultiert aus einer Vielzahl schwacher nicht-kovalenter 
Wechselwirkungen, deren relative Beiträge immer noch kontrovers diskutiert werden.  

Den Hauptbeitrag liefert zweifellos der hydrophobe Effekt, das Verbergen unpolarer 
Seitenketten im Inneren des gefalteten Proteins (Kauzmann, 1959, Dill et al., 1995). 
Hydrophobe Gruppen  können keine Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Lösungsmittel 
ausbilden. Dies verstärkt die Wechselwirkungen zwischen den Lösungsmittelmolekülen 
selbst und führt so zu einer entropisch sehr ungünstigen Solvatation. Außerdem bilden 
hydrophobe Gruppen im Inneren des Proteins enthalpisch günstige van-der-Waals-Kontakte 
aus (Makhatadze & Privalov, 1995).  

Einen weiteren wichtigen Beitrag zur Stabilität des nativen Zustands liefern die 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen verborgenen polaren Gruppen (Makhatadze & 
Privalov, 1995, Pace et al., 1996). Sie bestimmen mit ihrer hohen Abstands- und 
Richtungsspezifität die Ausbildung der nativen Struktur ganz entscheidend (Honig & Yang, 
1995). 

Die langreichweitigen ionischen Wechselwirkungen haben aufgrund der hohen 
Dielektrizitätskonstante von Wasser (εr = 80) auf der Proteinoberfläche nur einen relativ 
kleinen stabilisierenden Effekt (Honig & Yang, 1995). Im apolaren Proteininneren (εr = 4) 
sind diese Interaktionen wesentlich stärker (Gilson & Honig, 1986), jedoch wird dort ihr 
Nettobeitrag zur Stabilität durch die bei der Faltung erforderliche Desolvatation der 
interagierenden geladenen Gruppen extrem reduziert (Hendsch et al., 1996, Xiao & Honig, 
1999). Möglicherweise ist der Stabilisierungseffekt von Ionenpaaren bei hoher Temperatur 
und damit für thermostabile Proteine größer, da die Solvatationsenthalpie polarer Gruppen 
mit steigender Temperatur sinkt und der Entropiegewinn durch das Freisetzen von 
Wassermolekülen zunimmt (Elcock, 1998, Makhatadze & Privalov, 1995). Insgesamt 
kompensieren sich die vielen günstigen und ungünstigen Beiträge zur Proteinstabilität 
weitgehend, wobei die enorme Abnahme der Kettenentropie während der Faltung den 
vermutlich größten destabilisierenden Faktor darstellt (Makhatadze & Privalov, 1995).  

 

1.3 Proteine aus thermophilen Organismen  
Für Proteine aus mesophilen Organismen liegt die freie Enthalpie der Stabilisierung oft nur 
zwischen 20 und 80 kJ/mol (Dill, 1990). Dies entspricht der Energie von lediglich zwei bis 
drei Wasserstoffbrückenbindungen. Ein möglicher Grund für die relativ geringen 
Stabilitäten ist wohl, dass die meisten im Verlauf der Evolution entstandenen zufälligen 
Mutationen destabilisierend wirken. Durch die Akkumulation von Mutationen über mehrere 
Generationen nimmt die Proteinstabilität ab, solange kein entgegenwirkender Selektions-
druck vorhanden ist. Die sukzessive Destabilisierung bis hin zur Entfaltung des nativen 
Zustands wird in vivo jedoch durch das Erfordernis der Funktionalität verhindert, so dass 
natürlich evolvierte Proteine mit ihrer Stabilität immer nur knapp über einem 
funktionsbedingten Grenzwert liegen (Wintrode & Arnold, 2000). Eine weitere Erklärung 
ist, dass sich zu hohe Stabilitäten nachteilig auf die lebende Zelle auswirken können 
(Benner & Ellington, 1988), da zur Regulation des Zellzyklus und zur Reaktion auf 
veränderte Umweltbedingungen die intrazellulären Proteinkonzentrationen kurzfristig 
adaptiert werden müssen.  
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Die starke Kompensation von stabilisierenden und destabilisierenden Wechselwirkungen 
sorgt dafür, dass bereits geringe Änderungen in Art oder Zahl der Interaktionen die 
Proteinstabilität stark beeinflussen können. Dies erschwert die Ableitung allgemeiner 
Stabilitätsprinzipien anhand von Vergleichen homologer Proteine aus psychrophilen, 
mesophilen und thermophilen Organismen und das darauf basierende rationale Design ganz 
erheblich (Wintrode & Arnold, 2000). Meist unterscheiden sich diese Proteine an vielen 
Positionen in der Sequenz, und es ist schwierig, die Beiträge einzelner Austausche in 
Mutationsstudien aufzuklären. Zudem macht die irreversible Entfaltung der Proteine eine 
thermodynamische Charakterisierung oft unmöglich. Untersuchungen zur Thermostabilität 
beschränken sich daher häufig auf Sequenz- und Strukturvergleiche (Zhang et al., 2001, 
Dams et al., 2000). Wechselwirkungen lassen sich damit allerdings nicht quantifizieren, 
und das Risiko von Fehlinterpretationen ist sehr hoch (Strop & Mayo, 2000). Theoretische 
Ansätze zur Ermittlung der Beiträge einzelner Aminosäuren stehen derzeit noch am 
Anfang. Die Berechnungen von Mutationseffekten scheiterten bisher in vielen Fällen, weil 
entropische Effekte nicht berücksichtigt wurden, weil Informationen zur Struktur und 
Energie des denaturierten Zustands fehlten, und weil die geringe Nettostabilität von 
Proteinen aus einer Summe großer, sich nahezu kompensierender Beiträge resultiert (Gao et 
al., 1989). Erleichtert werden die Berechnungen jedoch durch statistische Daten, die sich 
aus der mittlerweile sehr großen Zahl hochaufgelöster Proteinstrukturen gewinnen lassen. 
Mit Computeralgorithmen, die diese Daten nutzen, konnten Mutationseffekte auf die 
Stabilität, Struktur und Funktion von Proteinen bereits erfolgreich vorhergesagt werden 
(Malakauskas & Mayo, 1998, Street & Mayo, 1999, Looger & Hellinga, 2001, Benson et 
al., 2000). 

Wie aus Sequenz- und Strukturvergleichen mesostabiler und thermostabiler Proteine 
hervorgeht, existiert keine universelle Strategie zur Stabilisierung (Jaenicke & Böhm, 
1998). Thermostabile Proteine zeichnen sich unter anderem durch verstärkte interne 
Packung unpolarer Gruppen, durch verkürzte Schleifen an der Oberfläche, durch eine 
größere Zahl von Wasserstoffbrückenbindungen und durch größere Netzwerke von 
Ionenpaaren bzw. mehr geladene Reste an der Proteinoberfläche aus (Yip et al., 1995, 
Hatanaka et al., 1997, Russell et al., 1997, Cambillau & Claverie, 2000). Die Analyse 
natürlich vorkommender Enzyme führte zu der Annahme, dass sich während der Evolution 
Stärke und Zahl stabilisierender Wechselwirkungen derart entwickelt haben, dass 
konformationelle Rigidität (für Stabilität) und Flexibilität (für Aktivität) bei der 
physiologisch relevanten Temperatur optimal aufeinander abgestimmt sind. Meist bleibt 
aber unklar, welche Sequenzunterschiede tatsächlich für die thermische Adaptation eines 
Proteins entscheidend sind und bei welchen es sich lediglich um Resultate der neutralen 
genetischen Drift (Kimura, 1968, Kimura, 1983) bzw. anderer natürlicher Selektionsdrücke 
im Verlauf der Evolution handelt. Um diese Zusammenhänge zu klären bietet sich das 
evolutive Proteindesign an, denn: „Nothing in biology can be understood except in the light 
of evolution“ (Dobzhansky, 1973).  

 

1.4 Gerichtete Evolution in vitro 
Mit Hilfe der gerichteten Evolution in vitro ist es möglich, die physikalischen bzw. 
thermodynamischen Prinzipien der Proteinstabilität getrennt von anderen biologischen 
Eigenschaften zu analysieren. Verschiedenste natürliche oder auch nicht-natürliche 
Evolutionsdrücke lassen sich im Labor definiert nachstellen, so dass die gezielte 
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Entwicklung bestimmter Eigenschaften von Proteinen durch minimale Änderungen in 
Sequenz oder Struktur möglich ist. Gerichtete in vitro-Evolution ist allerdings nur 
erfolgreich, wenn wesentliche Grundprinzipien beachtet werden. Insbesondere bestimmt 
die gewählte Mutationsrate und die Zahl selektierbarer Mutanten die Wahrscheinlichkeit, 
optimierte Varianten eines Proteins zu finden.  

Die Basis der evolutiven Triebkraft zur Verbesserung bestimmter Proteineigenschaften 
kann analog zum Proteinfaltungsproblem betrachtet werden. Der korrekt gefaltete native 
Zustand eines Proteins wird trotz der astronomisch hohen Zahl theoretisch möglicher 
Konformationen sehr schnell gefunden (Levinthal, 1968). Das ist damit erklärbar, dass die 
Determinanten der Faltung im Konformationsraum eine „Energielandschaft“ formen, in der 
das Protein bis zum Erreichen des Energieminimums auf bestimmten Faltungspfaden 
geführt wird (Frauenfelder et al., 1991, Dill et al., 1995). In Analogie zu dem 
Konformationsraum der Proteinfaltung lässt sich für die Evolution ein Sequenzraum als 
verbundenes Netzwerk aller Proteinsequenzen definieren, in dem sich das Protein durch 
Mutationen bewegt (Maynard Smith, 1970). Auch dieser Raum ist riesig, die Zahl der 
Sequenzpunkte beträgt 20N, wobei N für die Zahl der Aminosäuren des Proteins steht. Mit 
den zur Verfügung stehenden Durchmusterungs- und Selektionsmethoden der 
in vitro-Evolution lassen sich zwar nur bis zu 1013 Mutanten pro Generation analysieren 
(Dower & Mattheakis, 2002), jedoch besitzt der Sequenzraum den Vorteil extrem hoher 
Verknüpfung. Trotz der geringen Größe einer einzelnen Generation kann er in mehreren 
Zyklen relativ effizient durchsucht werden kann.  

Da die Berechnung selbst einfacher Eigenschaften eines Proteins aus dessen Primärsequenz 
bisher unmöglich ist, werden für die Betrachtung theoretischer Aspekte der Evolution die 
Punkte im Sequenzraum über sogenannte „Fitnessfunktionen“ mit bestimmten Protein-
eigenschaften (z.B. der Stabilität) verknüpft. Komplexere Funktionen beziehen in diese 
Verknüpfung auch die Struktur des Proteins mit ein (Shakhnovich, 1994, Dill et al., 1995). 
Das heißt, äquivalent zur „Energielandschaft“ im Konformationsraum wird im 
Sequenzraum eine „Fitnesslandschaft“ definiert, deren statistische Eigenschaften den 
Verlauf der Evolution bestimmen (Amitrano et al., 1989). Die einfachste Form einer 
solchen Hyperfläche, beschrieben durch eine ungekoppelte „Fitnessfunktion“, besitzt ein 
einzelnes, globales Optimum. Jeder Rest im Protein kann dabei unabhängig mutiert werden, 
die Effekte sind additiv, und die beste Sequenz ist einfach die Kombination der besten 
Aminosäure an jeder Position. In der Regel kommt es jedoch zu Kopplungen zwischen 
Positionen, die im Fall der Proteinstabilität durch paarweise Wechselwirkungen wie 
Wasserstoffbrückenbindungen, Salzbrücken oder van-der-Waals-Kontakte zwischen den 
Resten bedingt sind (Wells, 1990). Diese Kopplungen bestimmen die Toleranz der Struktur 
bzw. Stabilität eines Proteins gegenüber Mutationen (Brown & Sauer, 1999) und die 
Additivität von Mutationsbeiträgen, d.h. die Wahrscheinlichkeit, bereits mit Einzel-
austauschen günstige Effekte zu erzielen.  

Die am häufigsten verwendete Strategie zur evolutiven Stabilisierung von Proteinen ist die 
adaptive Evolution („adaptive walk“), bei der über mehrere Generationen hinweg einzelne 
günstige Mutationen zufällig erzeugt, angehäuft und durch einen entsprechenden 
Selektionsdruck fixiert werden (Wintrode & Arnold, 2000). Die Zufallsmutagenese erlaubt 
die Optimierung eines Proteins ohne detaillierte Kenntnis der komplexen Wechsel-
wirkungen, die der Stabilität oder Funktion zu Grunde liegen. Da die meisten Mutationen 
ungünstige Beiträge liefern und miteinander koppelnde Positionen nur schwer zu finden 



Einleitung 

 

9 

sind, erhöht die Einführung von nur einzelnen Mutationen bei der Zufallsmutagenese die 
Wahrscheinlichkeit der Verbesserung von Proteineigenschaften. Gleichzeitig erleichtern 
Einzelaustausche die Interpretation von Effekten auf molekularer Ebene. Allerdings ist 
durch die Mutation einzelner Nukleotide, meist durch fehlerbehaftete PCR, lediglich eine 
beschränkte Zahl von Aminosäuren und damit auch nur ein kleiner Teil des Sequenzraums 
zugänglich. Insbesondere bei Proteinen, die sich durch komplexere, gekoppelte 
„Fitnesslandschaften“ mit mehreren lokalen Optima und limitierten Pfaden im 
Sequenzraum auszeichnen, ist deshalb die Einführung von Mehrfachmutationen für eine 
erfolgreiche Evolution erforderlich. Genutzt werden dafür beispielsweise die 
Rekombination (gene shuffling, molecular breeding, Stemmer, 1994a, Stemmer, 1994b), 
höhere Mutageneseraten innerhalb beschränkter Proteinregionen und die Sättigungs-
mutagenese an bestimmten Positionen, welche vorher anhand von Sequenz- und 
Strukturanalysen oder durch Zufallsmutagenese identifiziert wurden (Miyazaki & Arnold, 
1999, Miyazaki et al., 2000). Die erzeugten Mehrfachmutationen machen unter Umständen 
die Unterscheidung von funktionalen und neutralen Austauschen erforderlich, zum Beispiel 
durch Rückkreuzung (Stemmer, 1994b) oder Doppel- und Dreifachmutationszyklen 
(Horovitz, 1996, Horovitz & Fersht, 1992).  

Allgemein wird die für eine in vitro-Evolution optimale Mutageneserate bestimmt durch 
die Größe der selektierbaren Bibliothek und die Struktur der „Fitnesslandschaft“ des zu 
optimierenden Proteins, d.h. durch das Ausmaß der koppelnden Wechselwirkungen 
zwischen einzelnen Resten. Beispielsweise ist die gezielte Mutagenese an Positionen der 
Proteinoberfläche sehr gut geeignet, um thermodynamisch stabilisierte Varianten zu 
selektieren, da solvensexponierte Reste wesentlich weniger spezifische Interaktionen 
eingehen und daher geringer gekoppelt sind als Reste im Proteininneren. Geeignete 
Positionen für Sättigungsmutagenesen lassen sich durch Sequenz- und Strukturvergleiche 
(Teilarbeit B), elektrostatische Berechnungen (Grimsley et al., 1999) oder Anwendung von 
Computeralgorithmen (Dahiyat & Mayo, 1997, Dahiyat et al., 1997) identifizieren.  

 

1.5 In vitro-Selektionsmethoden 
Voraussetzung für die Suche nach optimierten, z.B. thermodynamisch stabilisierten 
Proteinmutanten in einem großen Repertoire von Sequenzen ist eine effiziente 
Durchmusterungs- (screening-) oder Selektionsmethode. Während beim screening jede 
einzelne Variante untersucht und diejenige mit den gewünschten Eigenschaften gezielt 
ausgewählt werden muss, reichern sich bei einer Selektion die verbesserten Varianten 
entsprechend dem angelegten Selektionsdruck von selbst an (Kuchner & Arnold, 1997). 
Bei dieser Evolution ist die Reproduktion der selektierten Spezies nötig. Für Proteine 
bedeutet dies, dass sie mit der Information für ihre Vervielfältigung, d.h. der kodierenden 
Nukleinsäure verbunden sein müssen. Wenn die Funktion eines Proteins mit dem 
Wachstum oder dem Überleben eines Mikroorganismus gekoppelt werden kann, ist eine 
Selektion in vivo möglich (Kast & Hilvert, 1997, Oshima, 1994, Matsumura & Aiba, 1985). 
Für Selektionen in vitro werden verschiedene sogenannte Displaytechniken genutzt (Dower 
& Mattheakis, 2002). Das am häufigsten verwendete Verfahren ist das Phagendisplay 
(Dunn, 1996, Smith & Scott, 1993), bei dem das zu optimierende Protein mit dem Gen-3- 
oder Gen-8-Protein filamentöser Bakteriophagen fusioniert und so auf deren Oberfläche 
präsentiert wird. Damit vergleichbar, wenn auch deutlich komplexer, ist das 
Zelloberflächendisplay bei Bakterien (Georgiou et al., 1997) oder Hefezellen 
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(Schreuder et al., 1996). Das Gastprotein wird dabei mit zellulären Proteinen der äußeren 
Membran, Pilinen oder Flagellinen, fusioniert. Displaytechniken, die völlig auf in vivo-
Schritte verzichten, sind das Ribosomendisplay (Hanes & Plückthun, 1997) und die 
mRNA-Protein-Fusion (Roberts & Szostak, 1997). Die Verknüpfung von Protein und 
kodierender Nukleinsäure wird dabei durch das gestoppte, im Komplex stabilisierte 
Ribosom vermittelt bzw. über eine kovalente Bindung via Puromycin erreicht.  

All diese Displaytechniken haben gemeinsam, dass die Selektion über spezifische 
Bindungseigenschaften erfolgt. Da die Ligandenbindung und die Proteinstabilität thermo-
dynamisch gekoppelt sind, können diese Techniken im Prinzip auch zur Selektion von 
Proteinvarianten mit erhöhter Stabilität genutzt werden (Jung & Plückthun, 1997, Proba et 
al., 1998, Jackson et al., 1995, Spada et al., 1998).  

 

1.6 Das Proside-Verfahren zur Selektion thermodynamisch stabilisierter 
Proteine 

Proside (protein stability increased by directed evolution, Sieber et al., 1998) ist eine 
generell anwendbare Selektionsmethode zur Stabilisierung von Proteinen. Sie ist 
unabhängig von spezifischen Eigenschaften des Proteins wie Ligandenbindung oder 
enzymatischer Aktivität. Proside verknüpft die proteolytische Stabilität eines Proteins mit 
einer sehr gut selektierbaren Eigenschaft, nämlich der Infektiosität filamentöser Phagen.  

Die proteolytische und die konformationelle Stabilität eines Proteins sind korreliert, da der 
denaturierte Zustand in der Regel wesentlich leichter durch Proteasen gespalten wird als der 
gefaltete native Zustand (Parsell & Sauer, 1989). Dies gilt insbesondere für Chymotrypsin. 
Diese Protease spaltet spezifisch an aromatischen Aminosäuren, die im gefalteten Protein 
meist verborgen und damit unzugänglich sind.  

Verantwortlich für die Infektiosität der Phagen gegenüber E. coli ist das Gen-3-Protein 
(G3P), das in drei bis fünf Kopien an einem Ende des Phagenpartikels vorkommt. G3P 
besteht aus drei Domänen, N1 (68 Aminosäuren), N2 (131 Aminosäuren) und CT (150 
Aminosäuren), verknüpft durch glycinreiche Linker von 18 bzw. 39 Aminosäuren (Marvin, 
1998, Lubkowski et al., 1999, Riechmann & Holliger, 1997). Die CT-Domäne verankert 
das Protein in der Phagenhülle (Boeke & Model, 1982, Stengele et al., 1990). Domäne N2 
initiiert die Infektion von E. coli durch Bindung an den primären Rezeptor, die Spitze des 
F-Pilus (Deng & Perham, 2002), und die N1-Domäne ermöglicht durch ihre Wechsel-
wirkung mit dem Corezeptor TolA nach Zurückziehen des F-Pilus den Eintritt des Phagen 
in die Zelle (Click & Webster, 1997, Glaser-Wuttke et al., 1989). Damit der Phage 
infektiös ist, müssen demnach die Domänen von G3P miteinander verknüpft sein (Stengele 
et al., 1990). Die Proside-Selektionsmethode macht sich zunutze, dass diese Verknüpfung 
auch durch Gastproteine erfolgen kann, die zwischen die Domänen inseriert sind (Krebber 
et al., 1997). Ein Repertoire von Sequenzen, die das zu stabilisierende Protein kodieren, 
wird zwischen die CT- und N2-Domäne eingebaut (Abb. 1) und die resultierende 
Bibliothek von Phagen einer in vitro-Proteolyse mit Trypsin oder Chymotrypsin ausgesetzt. 
Die Proteolysebedingungen werden dafür so gewählt, dass die Phagenproteine gefaltet 
bleiben, das eingebaute Gastprotein in seiner Wildtypform jedoch bereits partiell entfaltet 
ist. Die für die Infektiosität essentielle Verknüpfung der G3P-Domänen bleibt also nur für 
Varianten des Gastproteins erhalten, die im Vergleich zum Wildtypprotein 
thermodynamisch stabilisiert, d.h. gefaltet und damit proteaseresistent sind. In mehreren 
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Zyklen aus Selektion durch in vitro-Proteolyse, Infektion von E. coli und Phagen-
propagation lassen sich diese Varianten in der Bibliothek stark anreichern und 
identifizieren. Volker Sieber konnte bereits das Potential der Proside-Selektionsmethode 
zeigen, indem er stabilisierte Varianten von RNase T1 aus einer Bibliothek mit drei 
randomisierten Positionen selektierte (Sieber et al., 1998).  

 

1.7 Das Kälteschockprotein CspB aus Bacillus subtilis, ein Modellprotein 
zur Untersuchung der Proteinstabilität 

Die Kälteschockproteine (Csp) stellen eine Familie sequenzhomologer Proteine dar, die im 
Rahmen der Kältschockantwort verschiedener Organismen, u. a. E. coli und Bacillus 
subtilis, verstärkt exprimiert werden (Graumann & Marahiel, 1999, Graumann & Marahiel, 
1996). Sie binden hochaffin an RNA und einzelsträngige DNA (Graumann & Marahiel, 
1998, Lopez et al., 1999), so dass ihnen in vivo eine Funktion als RNA-Chaperone zur 
Verhinderung von Sekundärstrukturen in mRNAs bei niedrigen Temperaturen 
zugeschrieben wird (Jiang et al., 1997). Die zugrunde liegende Fähigkeit zum 
Aufschmelzen von Nukleinsäuren ist auch verantwortlich für ihre potentielle Wirkung als 
Transkriptionsantiterminatoren (Bae et al., 2000, Phadtare et al., 2002a; Phadtare et al., 
2002b). Die Kälteschockproteine sind klein (63 bis 68 Aminosäuren) und monomer. Sie 
gehören zur Ob-fold (oligosaccharide-oligonucleotide binding fold) Faltungsfamilie, und 
ihre Struktur ist durch ein β-Fass aus 5 antiparallelen β-Strängen gekennzeichnet, α-Helices 
fehlen (Schindelin et al., 1994; Schindelin et al., 1993, Schnuchel et al., 1993, Newkirk et 
al., 1994, Müller et al., 2000). Da sie reversibel nach dem Zweizustandsmodell ohne 
Intermediate entfalten, wurden sie als Modellproteine genutzt, um die Prinzipien der 
Faltung globulärer Eindomänenproteine aufzuklären (Schindler et al., 1995, Reid et al., 
1998, Perl et al., 1998, Perl et al., 2001).  

Das Protein aus dem mesophilen Bakterium Bacillus subtilis, Bs-CspB, besitzt nur geringe 
thermodynamische Stabilität, sein Homologes Bc-Csp aus dem thermophilen Organismus 
Bacillus caldolyticus ist nahezu doppelt so stabil (Perl et al., 1998). Beide unterscheiden 
sich in lediglich 12 von 67 Resten und stellen somit ein sehr gut geeignetes System zur 
Untersuchung der molekularen Ursachen der Thermostabilität dar. Dieter Perl analysierte 
mittels ortsgerichteter Mutagenese die Stabilitätseinflüsse aller 12 Aminosäureaustausche 
und konnte zwei exponierte Reste in Bc-Csp identifizieren, Arg3 und Leu66, die allein für 
den großen Stabilitätsunterschied zu Bs-CspB verantwortlich sind (Perl et al., 2000, Perl & 
Schmid, 2001).  

 

1.8 Problemstellung 
Ziel der hier vorliegenden Arbeit war zunächst die Weiterentwicklung und Optimierung des 
Proside-Verfahrens zur in vitro-Selektion thermodynamisch stabilisierter Proteine. Einen 
Schwerpunkt bildete dabei die Vergrößerung der selektierbaren Bibliotheken 
unterschiedlicher Varianten eines Proteins durch Optimierung des Phagenkonstrukts und 
durch Veränderungen der molekularbiologischen Methoden, die zum Erstellen dieser 
Bibliotheken genutzt werden. In diesem Zusammenhang galt es auch, die rekombinations-
bedingte unerwünschte Eliminierung von Gastproteinsequenzen aus dem Phagengenom zu 
verhindern bzw. zu reduzieren.  
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Die erfolgreiche Stabilisierung von RNase T1 hatte bereits das dem Proside-Verfahren 
zugrunde liegende Selektionsprinzip bestätigt (Sieber et al., 1998, Martin, 1998). Es wurde 
allerdings noch nicht gezeigt, inwieweit sich die Methode generell zur Evolution globulärer 
Proteine nutzen lässt. RNase T1 war als disulfidfreie, stark labilisierte Variante in den 
Phagen eingebaut worden, so dass die proteolytische in vitro-Selektion stabilisierter 
Mutanten unter Nativbedingungen durchgeführt werden konnte. Im Gegensatz dazu 
erfordert die Proside-Selektion anderer, bereits in ihrer Wildtypform stabilerer Proteine eine 
Proteolyse unter denaturierenden Bedingungen. Dies hat zur Folge, dass auch der Phage, 
insbesondere das Gen-3-Protein, diesem erhöhten Selektionsdruck ausgesetzt ist und in 
seiner Stabilität optimiert werden muss, um nicht selbst limitierend für die Selektion zu 
wirken. 

Für die thermodynamische Stabilisierung mittels Proside wurde das Kältschockprotein 
Bs-CspB aus Bacillus subtilis ausgewählt. Es ist klein, globulär und monomer, und seine 
Entfaltung verläuft sowohl thermisch, als auch denaturierungsmittelinduziert reversibel 
nach dem Zweizustandsmodell (Schindler et al., 1995, Perl, 1997). Wie schon erwähnt 
unterscheidet sich Bs-CspB nur in 12 exponierten Resten von seinem thermostabilen 
Homologen Bc-Csp. Durch ortsgerichtete Mutagenese (Perl & Schmid, 2001) können 
jedoch nur relativ wenig Aminosäureaustausche untersucht werden, und es ist schwer bzw. 
gar nicht möglich, das Stabilisierungspotential einzelner Positionen im Detail zu 
analysieren und generelle Stabilitätsprinzipien abzuleiten. Die gerichtete in vitro-Evolution 
bietet dagegen die Möglichkeit, einen sehr großen Sequenzraum nach der stabilsten 
Variante zu durchsuchen und die optimalen Aminosäurekombinationen an bestimmten 
Positionen zu identifizieren. Die Stabilisierung von Bs-CspB mittels Proside, in 
Kombination mit der thermodynamischen Charakterisierung selektierter Varianten und der 
Interpretation von Austauschen anhand hochaufgelöster Proteinstrukturen, sollte Einblicke 
in die molekularen Ursachen der Thermostabilität liefern. Basierend auf den bereits 
vorhandenen Mutagenesedaten galt es insbesondere, die Rolle solvensexponierter Reste zu 
untersuchen. 

Bei einer Vielzahl von Phagendisplaymethoden, so auch bei Proside, werden die zu 
selektierenden Gastproteine mit dem Gen-3-Protein der Phagen fusioniert. Zu den 
Stabilitäts- und Faltungseigenschaften dieses Proteins ist bisher allerdings fast nichts 
bekannt. Auch die für die Infektion essentielle Trennung der Domänen wurde bislang nur 
anhand der Erkenntnisse aus den Strukturen der Komplexe mit den zellulären Rezeptoren 
beschrieben. Ein weiteres Ziel der Arbeit war deshalb, G3P in isolierter Form 
thermodynamisch zu charakterisieren. Besonderes Interesse galt der Aufklärung des 
Faltungsmechanismus des N-terminalen Fragments bestehend aus den Domänen N1 und 
N2. Beide Domänen stellen strukturell separate Einheiten dar, zeigen zugleich aber 
extensive Interdomänenwechselwirkungen. Am Beispiel dieses Zweidomänenproteins 
sollte untersucht werden, ob und wenn ja wie die Faltung der individuellen Domänen mit 
deren Assoziation zusammenhängt und welche Stabilitäts- und Faltungsprinzipien bei 
Mehrdomänenproteinen allgemein von Bedeutung sind.  
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2 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse 
2.1 Weiterentwicklung des Proside-Selektionsverfahrens für stabilisierte 

Proteine 
2.1.1 Optimierung des Phagenkonstrukts und der Methoden zum 

Erstellen von Mutantenbibliotheken 
Das Proside-Selektionssystem konnte bereits erfolgreich zur Stabilisierung von RNaseT1 
eingesetzt werden (Sieber et al., 1998, Martin, 1998). Das dafür verwendete Phagen-
konstrukt basierte auf dem Phagmid fCKCBS (Krebber et al., 1997) mit Gastprotein, 
inseriert zwischen der N2- und CT-Domäne von G3P. Sequenzhomologe Bereiche 
innerhalb der flankierenden Linker in G3P waren bereits ausgetauscht worden, um 
homologe Rekombination zu vermeiden (Sieber et al., 1998). Trotzdem kam es im Verlauf 
der Selektionen bei einzelnen Spezies zur Eliminierung des Gastproteins aus dem 
Phagengenom und damit zur Bildung extrem proteaseresistenter Wildtypphagen, die bereits 
nach wenigen Selektionszyklen die Bibliotheken dominierten. Um stabilisierte Protein-
varianten mit dem Proside-System selektieren zu können, mussten diese Phagen regelmäßig 
aus den Repertoires entfernt werden, was durch Amplifikation der Gastproteingene und 
Neukonstruktion der Bibliotheken erfolgte. Vor allem die illegitime Rekombination 
(Ehrlich et al., 1993, Kuzminov, 1999) scheint für den Verlust der inserierten Proteine 
verantwortlich zu sein, der trotz fehlender homologer Bereiche und der Verwendung des 
RecA-defizienten E. coli-Stammes XL1Blue zur Vermehrung der Phagen weiterhin auftrat. 
Dabei erhielten speziell die Phagen einen hohen selektiven Vorteil, bei denen die 
Rekombination innerhalb der Linker zwischen Gastprotein und G3P stattfand. Nur in 
diesen Fällen blieben die Domänen von G3P intakt, und das inserierte Protein wurde 
nahezu vollständig entfernt, so dass keine unstrukturierten proteasesensitiven Fragmente 
zurückblieben. Begünstigt wurde eine derartige Rekombination weil die Linker, die das 
Gastprotein flankierten, mit 21 bzw. 156 Nukleotiden relativ lang waren. Der Linker zur 
CT-Domäne wurde deshalb auf 24 Nukleotide verkürzt und dabei gleichzeitig mit weiteren 
Restriktionsschnittstellen zur Klonierung von Gastproteinen versehen (Teilarbeit A). Auf 
die Funktion des Gen-3-Proteins, d.h. die Infektiosität der Phagen gegenüber E. coli, hatte 
diese Verkürzung des Linkers keinen Einfluss, auch nicht bei Gastproteinen wie dem 
λ-Repressor, der β1-Domäne des Staphylokokkenproteins G oder humanem FKBP12, 
deren N- und C-Termini in der nativen Struktur relativ weit voneinander entfernt sind. Mit 
dem kurzen Linker konnte der Verlust der inserierten Gene durch Rekombination im 
Verlauf der Selektionen zwar nicht vollständig verhindert, jedoch stark reduziert werden. 

Bei der ersten Anwendung von Proside (zur Stabilisierung von RNaseT1) wurden nur 
relativ kleine Bibliotheken aus maximal 6500 verschiedenen Varianten selektiert (Martin, 
1998). Um alle Mutanten mit 99 %iger Wahrscheinlichkeit zu repräsentieren waren daher 
lediglich 3⋅105 Klone nötig (vgl. Clarke & Carbon, 1976). Konstruiert wurden die 
Bibliotheken durch Hybridisierung mutierter, für das Gastprotein kodierender DNA-
Fragmente an den (+)-DNA-Strang von Phagen mit inseriertem Wildtypgen, gefolgt von 
der Synthese des kompletten (-)-Strangs durch Pfu-DNA-Polymerase und anschließender 
Transformation von E. coli XL1Blue mit den resultierenden doppelsträngigen Hybriden. 
Die Ausbeuten waren hoch genug, um die erforderlichen Bibliotheksgrößen zu erreichen 
und bei der Selektion die zahlenmäßige Dominanz von Phagen mit Wildtypinsert 
(mindestens 50% des initialen Repertoires) zu tolerieren. Für das Erstellen größerer, 
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möglichst umfassender Bibliotheken war die Effizienz dieses Verfahrens allerdings nicht 
ausreichend. Außerdem war zu beobachten, dass Sequenzbereiche mit Mutationen nahe des 
5´-Endes der hybridisierten DNA-Fragmente (C-terminale Mutationen im Gastprotein) 
häufig verloren gingen, entweder aufgrund der Exonuclease- und Strangverdrängungs-
aktivität der eingesetzten DNA-Polymerase oder durch Reparaturmechanismen in E. coli, 
die vermutlich vom noch vorhandenen Einzelstrangbruch im neusynthetisierten (-)-Strang 
der Phagen-DNA ausgingen (Lindahl, 1982). Der Versuch, durch dam-Methylierung der 
DNA vor der Transformation eine eventuelle mismatch-Reparatur in E. coli zu 
unterdrücken, zeigte keinen Erfolg beim Erhalt terminaler Mutationen im inserierten Gen. 
Auch die Verlängerung der zur Hybridisierung eingesetzten mutierten DNA-Fragmente um 
50 Basen über die letzte Mutation hinaus sowie die Verwendung von Oligonukleotiden mit 
nicht-hydrolysierbaren Thiophosphatbindungen zur Herstellung dieser Fragmente (Ott & 
Eckstein, 1987, Skerra, 1992) führten zu keiner Verbesserung. Erfolgreich war jedoch der 
Einsatz der thermostabilen Taq-Ligase bei der Synthese des (-)-Strangs (Teilarbeit A). 
Durch das Schließen des Einzelstrangbruchs am 5´-Ende des hybridisierten Fragments nach 
vollständiger Synthese des (-)-Stranges wurde die Eliminierung von Mutationen deutlich 
unterdrückt. Gleichzeitig konnten damit die Ausbeuten an doppelsträngigem Hybrid und 
dessen Transformationseffizienz gesteigert werden, wodurch Bibliotheksgrößen von bis zu 
108 Mutanten möglich wurden. 

Da sich bei Bibliotheken mit theoretisch 107 oder 108 verschiedenen Varianten die 
Transformationseffizienz von E. coli bereits limitierend auswirkt, können die einzelnen 
Spezies nur noch mit geringerer Wahrscheinlichkeit repräsentiert werden. Unter Umständen 
kommen Phagen mit bestimmten stabilen Varianten des Gastproteins lediglich in wenigen 
Kopien im Repertoire vor. Dass bei solch niedrigen Kopienzahlen die Regeln der 
statistischen Thermodynamik nur noch eingeschränkt gelten, macht die Selektion basierend 
auf dem Faltungszustand eines Proteins schwierig. Der selektive Vorteil von Phagen mit 
Wildtypinsert nimmt, trotz geringerer thermodynamischer Stabilität, aufgrund ihrer 
zahlenmäßigen Dominanz in den initialen Bibliotheken stark zu.  

Um die Zahl dieser Phagen zu reduzieren, wurde in die zum Erstellen der Bibliotheken 
genutzte Matrizen-DNA direkt benachbart zum Wildtypgen des Gastproteins ein amber-
Kodon eingebaut (Abb. 1). In den mutierten DNA-Fragmenten, die an diese Matrize 
hybridisiert und zum kompletten (-)-Strang ergänzt wurden, war das Stopkodon nicht 
enthalten. Mit den resultierenden doppelsträngigen Hybriden wurde zunächst der 
Suppressor-Stamm XL1Blue (supE44) transformiert, der dann sowohl Phagen mit 
mutiertem Gastprotein (kodiert durch den neusynthetisierten (-)-Strang), als auch Phagen 
mit Wildtypinsert (kodiert durch den Matrizen-(+)-Strang mit amber-Kodon) produzierte. 
Die Phagen mit Wildtypinsert ließen sich anschließend selektiv durch Infektion des 
Nichtsuppressor-Stammes E. coli ABLE K eliminieren. Das amber-Kodon der Wildtyp-
kopie verhinderte in diesem Nichtsuppressor-Stamm die vollständige Translation von G3P, 
so dass die entsprechenden Phagen von den Zellen nicht freigesetzt werden konnten und es 
zur Bildung von Polyphagen auf der Zelloberfläche kam (Rakonjac & Model, 1998). Außer 
den Phagen mit Wildtypinsert konnten mit diesem Verfahren ebenso diejenigen Varianten 
aus den initialen Bibliotheken entfernt werden, bei denen der Verlust C-terminaler 
Mutationen durch Reparatur oder Rekombination zum Auftreten des amber-Kodons auch 
im mutierten Strang geführt hatte. Von besonderer Bedeutung war dies unter anderem für 
die Proside-Selektion von Bs-CspB (Teilarbeit B), bei der unter anderem auch die 
Positionen 64, 66 und 67 direkt am C-Terminus des Proteins randomisiert wurden.  
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N1-N2 CTGast (WT) TAG

24 Basen

(+)-DNA-Strang

mutiertes GenPfu-DNA-Pol
Taq-DNA-Lig

 

 
Abbildung 1. Schematische Darstellung des Phagenkonstrukts zur Proside-Selektion stabilisierter Protein-
varianten. Die Domänen N1, N2 und CT des Gen-3-Proteins sowie das inserierte Gastprotein in seiner 
Wildtypform (WT) sind hervorgehoben, ebenso wie das amber-Kodon direkt benachbart zum Gastprotein. 
Um die Bibliotheken von Varianten eines Proteins im Phagen zu erstellen, werden die mutierten Fragmente 
des Gastgens mit dem (+)-DNA-Strang des Phagen hybridisiert und durch Pfu-DNA-Polymerase zum 
kompletten (-)-Strang ergänzt, wobei der verbleibende Einzelstrangbruch durch Taq-DNA-Ligase geschlossen 
wird. 
 

2.1.2 Selektion stabilisierter Varianten des Gen-3-Proteins filamentöser 
Phagen 

Die in vitro-Proteolyse der Phagenbibliothek bildet das Herzstück des Proside-
Selektionssystems. Sie wird unter Bedingungen durchgeführt, bei denen das Gastprotein in 
seiner Wildtypform bereits partiell entfaltet ist. Nur so lässt sich die Korrelation zwischen 
Proteaseresistenz und thermodynamischer Stabilität zur Diskriminierung unterschiedlicher 
Varianten nutzen. Voraussetzung ist allerdings, dass die Proteine des Phagen selbst, 
insbesondere das Gen-3-Protein, unter den Selektionsbedingungen stabil gefaltet bleiben. 
G3P ist schon bei Raumtemperatur sensitiv gegenüber Subtilisin und Proteinase K, 
gegenüber Chymotrypsin und Trypsin ist es allerdings resistent (Sieber et al., 1998). Diese 
Proteasen sind aufgrund ihrer Spezifität ideal für Proside geeignet. Oberhalb von 40 °C 
wird G3P aber auch durch diese Enzyme gespalten.  

Für die ersten Proside-Selektionen von RNaseT1 war die Stabilität des Wildtyp-G3P 
ausreichend, da die RNase in ihrer disulfidfreien, stark destabilisierten Form in den Phagen 
eingebaut wurde (Sieber et al., 1998). Um das Selektionssystem auch zur Optimierung 
stabilerer Proteine nutzen zu können, wurde Proside auch eingesetzt, um G3P selbst zu 
stabilisieren. Da für G3P keine thermodynamischen Stabilitätsdaten verfügbar waren und 
auch keine thermostabilen Homologen für Sequenzvergleiche existieren, wurde zur 
Stabilisierung die adaptive Evolution, d.h. die schrittweise Einführung zufälliger 
Mutationen, gefolgt von proteolytischer Selektion gewählt.  Insertfreie Phagen wurden dazu 
im Mutator-Stamm E. coli XL1Red vermehrt und durch in vitro-Proteolyse bei zunächst 
45 °C und in den folgenden Zyklen bei schrittweise bis auf 55 °C gesteigerten 
Temperaturen selektiert. Die erste so erhaltene stabilisierende Mutation, T101I, war in 
Domäne N2 lokalisiert. Nach erneuter Propagation der Phagen in XL1Red und Selektion 
über mehrere Zyklen wurde der Austausch D209Y, ebenfalls in N2, erhalten. Durch weitere 
in vivo-Mutagenesen und Selektionszyklen bei 55 °C bzw. 57,5 °C wurden die Dreifach-
mutante T13I/T101I/D209Y und, davon ausgehend, schließlich die Vierfachmutante 
T13I/T101I/Q129H/D209Y gefunden. Drei der vier stabilisierenden Mutationen, T101I, 
Q129H und D209Y, befinden sich in der N2-Domäne, nur T13I in Domäne N1 (Abb. 1a in 
Teilarbeit A).  
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Bei der späteren thermodynamischen Charakterisierung von G3P stellte sich heraus, dass 
die N2-Domäne tatsächlich deutlich labiler ist als N1 (Teilarbeit D). Das sukzessive 
Erscheinen der Mutationen im Verlauf dieses Evolutionsexperiments spiegelte deren 
Beiträge zur thermodynamischen und damit proteolytischen Stabilität von G3P wider (Abb. 
2). Nachdem Domäne N2 durch die Austausche T101I und D209Y stabilisiert war, wurde 
die Gesamtstabilität von G3P nun durch N1 limitiert. Die dritte Mutation, T13I, trat deshalb 
in Domäne N1 auf, bevor mit Q129H die Domäne N2 weiter stabilisiert wurde. Alle vier 
Mutationen zusammen erhöhen die Temperatur, bei der die Phagen sensitiv gegenüber 
Spaltung durch Chymotrypsin werden, von 40 °C auf fast 60 °C. Das Proside-System lässt 
sich mit diesem stabilisierten Phagen für thermische Selektionen bei bis zu 60 °C einsetzen, 
ohne dass die Stabilitäten der Phagenproteine selbst limitierend für die in vitro-Evolution 
werden. Die Auswirkungen der selektierten Mutationen auf die konformationelle Stabilität 
von G3P werden in Teilarbeit D analysiert. 
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Abbildung 2. Erhaltene Infektiositäten des Wildtypphagen fd (/) und der selektierten Phagenvarianten mit 
den Gen-3-Protein-Mutationen T101I (A), T101I/D209Y (1), T13I/T101I/D209Y (0) und 
T13I/T101I/Q129H/D209Y (3) nach in vitro-Proteolyse für 15 min mit 0,25 µM Chymotrypsin bei 
unterschiedlichen Temperaturen. Die Proteolyse wurde durchgeführt wie in den Teilarbeiten A und D 
beschrieben. 
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2.2 Untersuchung der Prinzipien der Proteinstabilität am Beispiel von 
Bs-CspB 

2.2.1 In vitro-Evolution von Bs-CspB mittels Proside 
Proteine aus thermophilen Organismen zeichnen sich häufig dadurch aus, dass an ihren 
Oberflächen vermehrt geladene Aminosäuren auftreten (Jaenicke & Böhm, 1998), die 
möglicherweise über zusätzliche ionischen Wechselwirkungen stabilisierend wirken. Die 
Verteilung der Ladungen auf der Oberfläche ist dabei von besonderer Bedeutung, wie durch 
Experimente mit Ubiquitin gezeigt werden (Loladze et al., 1999, Grimsley et al., 1999, 
Spector et al., 2000). Oberflächenladungen sind auch für die Stabilität der Kälteschock-
proteine wichtig. Bs-CspB und sein thermostabiles Homologes Bc-Csp unterscheiden sich 
an 12 Positionen, die alle an der Oberfläche der Proteine liegen, und fünf dieser 
Aminosäureaustausche betreffen geladene Reste (Abb. 3).  

 
 1     5      10     15      20     25      30       
Bs-CspB  MLEGKVKWFNSEKGFGFIEVEGQDDVFVHFSAIQ 
Bc-Csp  MQRGKVKWFNNEKGYGFIEVEGGSDVFVHFTAIQ 
 35     40      45     50      55     60      65 
Bs-CspB  GEGFKTLEEGQAVSFEIVEGNRGPQAANVTKEA 
Bc-Csp  GEGFKTLEEGQEVSFEIVQGNRGPQAANVVKL- 

 
Abbildung 3. Sequenzvergleich der Kälteschockproteine Bs-CspB und Bc-Csp. Die zwölf Sequenz-
unterschiede sind fett hervorgehoben. Positiv geladene Aminosäuren an diesen zwölf Positionen sind blau, 
negative geladene rot eingefärbt.  
 
Wie Abbildung 6 zeigt, weist die Oberfläche von Bs-CspB eine Region sehr hoher 
negativer Ladungsdichte auf. Verantwortlich dafür sind vor allem die Glutamatreste 3 und 
66, deren Seitenketten in der Kristallstruktur des Proteins allerdings nicht aufgelöst sind 
(Schindelin et al., 1993). Die Modellierung der beiden Reste zeigt aber, dass ihre 
Carboxylgruppen vermutlich weniger als 5 Å voneinander entfernt sind, was zu elektro-
statischer Abstoßung führen könnte (Abb. 4). Im thermostabilen Bc-Csp sind diese 
Glutamate durch Arg3 und Leu66 ersetzt, eine Abstoßung ist hier nicht möglich, und die 
Ladungen auf der Oberfläche sind deutlich gleichmäßiger verteilt (Abb. 6). Dieter Perl 
konnte mittels systematischer ortsgerichteter Mutagenese zeigen, dass tatsächlich nur die 
beiden Austausche E3R und E66L für die Stabilitätsdifferenz von 15,8 kJ/mol zwischen 
Bs-CspB und Bc-Csp verantwortlich sind (Perl et al., 2000).  

Mit Hilfe der in vitro-Evolution durch Proside sollte unter anderem das Stabilisierungs-
potential an diesen Schlüsselpositionen 3 und 66 in Bs-CspB näher untersucht werden. In 
den vorangegangenen Mutageneseexperimenten waren lediglich die Austausche gegen die 
in Bc-Csp vorhandenen Aminosäuren charakterisiert worden. Inwieweit andere Mutationen 
vergleichbar oder eventuell sogar noch stärker stabilisierend wirken, war nicht bekannt.  

Die gerichtete Evolution bietet die Möglichkeit, sehr komplexe Kombinatorik zu nutzen 
und einen riesigen Sequenzraum nach stabilisierten Varianten abzusuchen. Für Proside 
wurden daher neben den Resten 3 und 66 zusätzlich die vier räumlich benachbarten 
Positionen 2, 46, 64 und 67, an denen sich Bs-CspB und Bc-Csp ebenfalls unterscheiden, 
ausgewählt (Abb. 4). Mit der gleichzeitigen Randomisierung und Selektion dieser sechs 
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oberflächenexponierten Reste sollte nach eventuellen alternativen Aminosäure-
kombinationen gesucht werden, deren Vergleich mit Sequenzen anderer thermostabiler 
Homologe Hinweise zu generellen Stabilisierungsprinzipien der Kälteschockproteine geben 
könnten.  

 

Ala46

Glu3

Leu2 Thr64

Glu66

Ala67

 
Abbildung 4. Tertiärstrukturdarstellung von Bs-CspB, basierend auf den Strukturdaten von Schindelin et al. 
(1993). Die Aminosäureseitenketten an den sechs für die in vitro-Evolution ausgewählten Positionen sind in 
der Kugel-Stab-Darstellung abgebildet. Die in der Kristallstruktur nicht aufgelösten Glutamatreste 3 und 66 
wurden mit Swiss-pdb viewer (Guex & Peitsch, 1997) modelliert.   
 
Zur Erstellung der Bibliothek von Bs-CspB-Varianten wurden in einer Sättigungs-
mutagenese alle 20 Aminosäuren an den Positionen 2, 3, 46, 64, 66 und 67 zugelassen. 
Zunächst erfolgte die Selektion dieser Bibliothek auf Stabilität gegenüber GdmCl-
induzierter Entfaltung. Die Phagen wurden dazu in sechs Selektionszyklen der in vitro-
Proteolyse mit 0,25 µM Chymotrypsin in Gegenwart von 1,5 M und später 1,75 M GdmCl 
bei 25 °C ausgesetzt. Nach dem letzten Zyklus konnten fünf verschiedene Varianten 
identifiziert werden. Die überexprimierten und gereinigten Proteine waren alle deutlich 
stabiler als das Wildtypprotein, und ihre Mittelpunkte des thermischen 
Entfaltungsübergangs (tM) lagen zwischen 13 und 22 Grad über dem des Bs-CspB von 
54 °C. Die stabilste selektierte Variante G-5 (Tab. 1 und Abb. 5A) erreichte mit 
tM = 76,0 °C nahezu die Stabilität des thermostabilen Referenzproteins Bc-Csp 
(tM = 76,9 °C), obwohl sie nur an einer der sechs randomisierten Positionen (Leu66) mit 
dem thermostabilen Protein übereinstimmte. Der große Beitrag der E66L-Mutation zur 
Thermostabilisierung von Bs-CspB kam auch dadurch zum Ausdruck, dass vier der fünf 
selektierten Varianten diesen Austausch zeigten.  

Insgesamt konnten bei dieser Selektion kaum geladene Reste gefunden werden, vermutlich 
weil das ionische Denaturierungsmittel GdmCl verwendet wurde. Es schirmt Ladungen an 
der Proteinoberfläche ab, schwächt stabilisierende elektrostatische Wechselwirkungen und 
vermindert so die Vorteile der entsprechenden Varianten in der Selektion. Beispielsweise 
trat nur in einer der Varianten ein Arginin an Position 3 auf, obwohl dieser Rest eine 
Schlüsselrolle für die hohe Stabilität des thermostabilen Bc-Csp spielt (Perl et al., 2000).  

In einer zweiten Selektion wurde deshalb die Phagenbibliothek bei erhöhter Temperatur 
und niedriger Ionenstärke auf stabilisierte Varianten von CspB hin selektiert. Über 
insgesamt 10 Runden bei 57,5 °C wurde der Selektionsdruck der Proteolyse durch schritt-
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weise Steigerung der Chymotrypsinkonzentration erhöht. Die 22 im Verlauf der Selektion 
identifizierten Mutanten, von denen 15 gereinigt und thermodynamisch charakterisiert 
wurden, sind in Tabelle 2 in Teilarbeit B aufgelistet. Nach der letzten Selektionsrunde 
zeigten sich an drei der sechs randomisierten Positionen deutliche Präferenzen für 
bestimmte Aminosäuren. Alle Varianten enthielten einen positiv geladenen Rest, Arginin 
oder Lysin, an Position 64, bei acht von zehn Varianten war auch an Position 2 Arginin 
oder Lysin zu finden, und Position 66 wurde in ebenfalls acht von zehn Varianten von einer 
Aminosäure mit aliphatischer Seitenkette besetzt. An Position 3 stimmten alle selektierten 
Varianten darin überein, dass das Glutamat des Wildtypproteins eliminiert worden war. 
Eine positiv geladene Aminosäure, so wie Arginin in Bc-Csp, kam allerdings nur einmal 
vor. Bemerkenswerterweise zeigte die stabilste Variante der thermischen Selektion T-10/10 
an keiner der sechs randomisierten Positionen eine Übereinstimmung mit dem 
thermostabilen Homologen Bc-Csp (Tab. 1). Mit einem Mittelpunkt des thermischen 
Entfaltungsübergangs von tM = 82,2 °C war diese Variante aber deutlich stabiler als Bc-Csp 
(Abb. 5A) und erreichte sogar die Stabilität von Tm-Csp (tM = 82,0 °C), dem 
Kälteschockprotein des hyperthermophilen Organismus Thermotoga maritima (Wassenberg 
et al., 1999).  

Protein Pos. 
2 

Pos. 
3 

Pos. 
46 

Pos. 
64 

Pos. 
66 

Pos. 
67 

tM 
(°C) 

∆∆GD
70°C 

(kJ/mol) 
[GdmCl]M 

(M) 
∆∆GD

2M 
(kJ/mol) 

Bs-CspB Leu Glu Ala Thr Glu Ala 54,0 0 1,52 0 

G-5 Tyr Ile Gln Leu Leu Pro 76,0 15,1 2,77 9,6 

T-10/10 Arg Val Leu Arg Val Gly 82,2 19,0 2,82 9,4 

Bc-Csp Gln Arg Glu Val Leu - 76,9 15,6 2,68 8,6 

Tabelle 1. Thermodynamische Parameter für das Bs-CspB-Wildtypprotein, die stabilste Variante G-5 der 
Selektion in Gegenwart von GdmCl, die stabilste Variante T-10/10 der thermischen Selektion, und Bc-Csp. 
Angegeben sind die Aminosäurereste an den sechs mutierten Positionen, der Mittelpunkt des thermischen 
Entfaltungsübergangs (tM), die Änderung der freien Enthalpie bei 70 °C relativ zu Bs-CspB (∆∆GD

70°C), der 
Mittelpunkt des GdmCl-induzierten Entfaltungsübergangs ([GdmCl]M) sowie die Änderung der freien 
Enthalpie bei 2 M GdmCl, 25 °C relativ zu Bs-CspB (∆∆GD

2M). Die Parameter wurden abgeleitet von den 
thermischen und GdmCl-induzierten Gleichgewichtübergängen in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0, die 
Messungen erfolgten wie in Teilarbeit B beschrieben. 
 
Die Abhängigkeit der Stabilität eines Proteins von der Salzkonzentration gibt Aufschluss 
über die elektrostatischen Wechselwirkungen an der Proteinoberfläche. Ionen schirmen 
exponierte Ladungen des Proteins ab und schwächen so deren Interaktionen. Anhand des 
Verlaufs von ∆GD, bestimmt aus thermischen Entfaltungsübergängen in Gegenwart von 0 
bis 2 M NaCl, lassen sich somit Aussagen über die Coulomb´schen Beiträge zur Gesamt-
stabilität eines Proteins treffen. Wie aufgrund der hohen negativen Oberflächen-
ladungsdichte von Bs-CspB zu erwarten, wirken dessen elektrostatische Interaktionen 
insgesamt destabilisierend. Ihre Abschirmung bei höherer Ionenstärke stabilisiert das 
Protein, und ∆GD nimmt durch Zugabe von 0,5 M NaCl um etwa 4 kJ/mol zu (Abb. 5B). Im 
Gegensatz dazu sinkt die Stabilität von Bc-Csp in Gegenwart von 0,5 M NaCl um ungefähr 
1 kJ/mol. Diese Stabilitätsabnahme deutet auf günstige elektrostatische Wechselwirkungen 
hin, vermutlich bedingt durch die gleichmäßigere Verteilung der Oberflächenladungen. 
Oberhalb von 1,0 M NaCl nehmen die Stabilitäten beider Proteine im gleichen Ausmaß zu, 
was sich mit dem Hofmeistereffekt von NaCl erklären lässt (von Hippel & Wong, 1965, 
Baldwin, 1996).  
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Abbildung 5. (A) Thermische Entfaltungsübergänge von Bs-CspB (a), der selektierten Varianten G-5 (C) 
und T-10/10 (c) sowie von Bc-Csp (B) in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Gezeigt ist der Anteil nativen 
Proteins als Funktion der Temperatur nach Analyse der Übergänge entsprechend dem Zweizustandsmodell. 
Die Messungen der Entfaltungsübergänge wurden durchgeführt wie in Teilarbeit B beschrieben.  
(B) Änderung der freien Enthalpie der Entfaltung bei 70 °C als Funktion der NaCl-Konzentration relativ zur 
freien Enthalpie in Abwesenheit von NaCl (∆∆GD) für Bs-CspB (a), G-5 (C), T-10/10 (c) und Bc-Csp (B).  
 
Wie das Salzprofil der stabilsten CspB-Variante G-5 aus der GdmCl-Selektion zeigt, 
wurden deren ionische Wechselwirkungen im Vergleich zum Wildtypprotein durch die 
Eliminierung von Glu3 und Glu66 zwar etwas verbessert, ihre Nettobeiträge zur Stabilität 
sind jedoch immer noch ungünstig. In Gegenwart des ionischen Denaturierungsmittels 
GdmCl spielten elektrostatische Beiträge offensichtlich nur eine untergeordnete Rolle bei 
der Selektion optimierter Varianten. Das Protein wurde primär durch verbesserte 
hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert. Dies macht sich auch bei der Stabilität 
gegenüber GdmCl-induzierter Entfaltung bemerkbar, die Variante G-5 ist hier sogar stabiler 
als Bc-Csp (Tab. 1).  
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Bei der thermischen Selektion hingegen wurden sowohl die hydrophoben als auch die 
elektrostatischen Interaktionen deutlich verbessert. Das Salzprofil der stabilsten Variante 
T-10/10 ähnelt der des thermostabilen Bc-Csp mit einem Stabilitätsminimum bei etwa 
0,4 M NaCl (Abb. 5B). Die Ladungen sind auf der Proteinoberfläche dieser Variante 
wesentlich günstiger verteilt (Abb. 6) und die ionischen Beiträge wirken so insgesamt 
stabilisierend. Wie bei der stabilsten Variante aus der GdmCl-Selektion sind auch bei 
T-10/10 die sich potentiell abstoßenden Glutamate an 3 und 66 durch neutrale hydrophobe 
Reste ersetzt. Die günstigen elektrostatischen Wechselwirkungen in dieser Variante 
scheinen also auf die selektierten Argininreste an den Positionen 2 und/oder 64 
zurückzuführen zu sein. Offenbar kommt den positiven Ladungen auf der Oberfläche der 
Kälteschockproteine eine besondere Bedeutung zu. Die molekularen Ursachen der erhöhten 
Thermostabilität werden in Teilarbeit C im Detail analysiert.  

 

Bs-CspB Bc-CspT-10/10  
Abbildung 6. Oberflächenladungen des Bs-CspB-Wildtypproteins, der stabilsten selektierten Variante 
T-10/10 sowie Bc-Csp. Die Oberflächen wurden generiert mit Swiss-pdb viewer (Guex & Peitsch, 1997) unter 
Berücksichtigung der geladenen Aminosäuren Asp, Glu, Arg und Lys sowie der N- und C-Termini. Potentiale 
von -10 kT/e oder weniger sind rot, neutrale Potentiale (0 kT/e) weiß und Potentiale von + 10 kT/e oder mehr 
blau gefärbt. Die Darstellungen basieren auf den Strukturdaten von Schindelin et al. (1993) für Bs-CspB und 
Müller et al. (2000) für Bc-Csp. 
 
Die starke Stabilisierung von Bs-CspB durch Mutationen der solvensexponierten Reste 2, 3, 
46, 64, 66 und 67 hatte auf die Nukleinsäurebindungsaktivität des Proteins keinen Einfluss. 
Die mittels Fluoreszenztitration bestimmten Affinitäten von Wildtyp-CspB und den beiden 
Varianten G-5 und T-10/10 für das Heptanukleotid (dT)7 waren nahezu identisch 
(KD = 7 nM bei 15 °C). Zwar handelt es sich bei der Bindung nicht um eine enzymatische 
Aktivität, die komplexe Konformationsänderungen des Proteins erfordert, aber trotzdem 
belegt dies, dass Thermostabilität und Aktivität bei niedriger Temperatur keineswegs invers 
korreliert sein müssen. Bei natürlichen Enzymen ist oft eine solche inverse Korrelation zu 
beobachten, die häufig mit den Einflüssen der Proteinflexibilität auf Stabilität und Aktivität 
begründet wird. Protein engineering und die gerichtete in vitro-Evolution von Enzymen 
zeigten aber bereits, dass ein Kompromiss zwischen konformationeller Stabilität und 
Aktivität bei niedrigen Temperaturen physikalisch nicht notwendig, sondern durch die 
natürliche Evolution der Proteine bedingt ist (Giver et al., 1998, Van den Burg et al., 1998, 
Zhao & Arnold, 1999, Miyazaki & Arnold, 1999, Gershenson & Arnold, 2000). 
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2.2.2 Verbesserte Ladungsnetzwerke an der Proteinoberfläche als 
Ursache erhöhter Thermostabilität von Bs-CspB 

Bs-CspB konnte also durch die in vitro-Evolution mittels Proside sehr stark stabilisiert 
werden. Die stabilste selektierte Variante T-10/10 (L2R/E3V/A46L/T64R/E66V/A67G) 
zeigte ein ∆∆GD von 19 kJ/mol, und ihr Schmelzpunkt lag mehr als 28 Grad über dem des 
Wildtypproteins. Um generelle Prinzipien der Proteinstabilität ableiten zu können, war es 
nötig, Art und Größe der Beiträge der einzelnen Aminosäureaustausche im Detail zu 
analysieren. Die selektierten Reste an den sechs Positionen der Variante T-10/10 wurden 
daher zunächst einzeln in das Wildtypprotein eingeführt und die entsprechenden Mutanten 
thermodynamisch charakterisiert. Die anschließende Kombination der Mutationen, unter 
anderem in einem Dreifachmutationszyklus für die Positionen 3, 64 und 66, war essentiell, 
um energetische Wechselwirkungen insbesondere zwischen geladenen Gruppen 
aufzuklären. Qualitativ wurden die elektrostatischen Beiträge der Austausche über die 
Salzabhängigkeiten der Mutantenstabilitäten analysiert. Zur Quantifizierung dieser Effekte 
konnten die Differenzen zwischen den Stabilitäten bei 0 M und 2 M NaCl verwendet 
werden, da in Gegenwart von mehr als 1,5 M NaCl die Interaktionen zwischen Ladungen 
weitgehend abgeschirmt sind.  

Gly67 ist für die erhöhte Stabilität der selektierten Variante unwichtig. Dies erklärt auch die 
hohe Variabilität an dieser Position in homologen Kälteschockproteinen.  

Die L2R-Mutation wirkt überraschenderweise destabilisierend (∆∆GD = -1,5 kJ/mol). Die 
positive Ladung an dieser Position ist elektrostatisch günstig (∆∆GD = 2,0 kJ/mol), 
allerdings wird dies durch die im Vergleich zum Leucin des Wildtypproteins schlechteren 
hydrophoben Wechselwirkungen der Arginins überkompensiert. Der Grund für die 
Selektion der Arg2-Mutation bleibt unklar, insbesondere da Arg2 auch als Einzelmutation 
im CspB-Phagenkonstrukt zu keiner Stabilisierung gegenüber in vitro-Proteolyse führte. 

Leu46 dagegen stabilisiert das Protein deutlich, und zwar durch verbesserte hydrophobe 
Wechselwirkungen (∆∆GD = 3,2 kJ/mol). In Gegenwart des selektierten Val66 ist diese 
Stabilisierung sogar noch größer (∆∆GD = 4,9 kJ/mol), möglicherweise weil die beiden 
Aminosäuren direkt interagieren. Ihre Cβ-Atome sind in der Struktur des Wildtypproteins 
weniger als 5 Å voneinander entfernt.  

Val3 und Val66, welche Glu3 und Glu66 des Wildtypproteins ersetzen, liefern mit 
∆∆GD = 2,8 kJ/mol und ∆∆GD = 4,7 kJ/mol ebenfalls hydrophobe Beiträge zur hohen 
Stabilität des selektierten Proteins. Diese Beiträge sind additiv, d.h. eine direkte Interaktion 
der beiden benachbarten Valin-Reste konnte so ausgeschlossen werden. Dies war wichtig 
für die Analyse der elektrostatischen Veränderungen, da sich Wechselwirkungsenergien aus 
Mehrfachmutationszyklen nur dann verlässlich interpretieren lassen, wenn die eingeführten 
Aminosäuren keine zusätzlichen direkten oder indirekten Interaktionen eingehen (Horovitz 
& Fersht, 1992). Die elektrostatischen Beiträge der beiden GlueVal-Mutationen 
(∆∆GD = 4,6 bzw. 2,5 kJ/mol) bestätigten die Relevanz von Glu3 und Glu66 für die 
niedrige Thermostabilität von Bs-CspB. Kombiniert führten die Austausche gegen Valin zu 
einer Coulomb´schen Stabilisierung um 5,6 kJ/mol. Wie der Doppelmutationszyklus an 
beiden Positionen ergab, resultierten allerdings nur 1,5 kJ/mol davon aus der Aufhebung 
einer direkten repulsiven Wechselwirkung zwischen den beiden Glutamaten (Abb. 3 in 
Teilarbeit C). Für die destabilisierende Wirkung von Glu3 und Glu66 in Bs-CspB ist 
demnach weniger die paarweise Abstoßung als vielmehr ein globaler Effekt der hohen 
negativen Ladungsdichte in dieser Region der Proteinoberfläche verantwortlich. 
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Im Gegensatz zu diesen Daten wurde die Energie der direkten abstoßenden 
Wechselwirkung zwischen Glu3 und Glu66 in der R3E/L66E-Doppelmutante von Bc-Csp 
zu 4,0 kJ/mol bestimmt (Perl & Schmid, 2001). Eine mögliche Ursache für die 
unterschiedlichen Ergebnisse ist, dass im Bc-Csp die elektrostatischen Effekte des Glu3 
relativ zum ausgetauschten positiv geladenen Arginin und nicht zu einer neutralen 
Aminosäure an dieser Position gemessen wurden. Der Unterschied der Ergebnisse könnte 
allerdings auch durch Ala67 bedingt sein, das im Bc-Csp fehlt, im Bs-CspB aber 
möglicherweise über die terminale Carboxylgruppe mit Glu3 interagiert. 

Auch die Ladung des selektierten Arg64 hat, ähnlich wie die von Glu3 und Glu66, einen 
eher globalen Effekt auf die Stabilität von Bs-CspB. Die Coulomb´schen Beiträge der 
T64R-Mutation (∆∆GD = 2,5 kJ/mol) sind nur wenig von der Ladungsumgebung, d.h. vom 
Vorhandensein anderer Mutationen abhängig. Der kombinierte Austausch der Reste an den 
Positionen 3, 64 und 66 in einem Dreifachmutationszyklus (Abb. 3 in Teilarbeit C) ergab 
schwache elektrostatische Interaktionen zwischen Arg64 und Glu3 (1,3 kJ/mol) sowie 
zwischen Arg64 und Glu66 (1,2 kJ/mol). Beide Energien liegen also in der Größenordnung 
der direkten abstoßenden Wechselwirkung zwischen Glu3 und Glu66 (1,5 kJ/mol). Wenn 
Arg64 im Protein vorhanden war, konnte zwischen Glu3 und Glu66 keine Abstoßung mehr 
detektiert werden, und umgekehrt, wenn eines der beiden Glutamate fehlte, zeigte Arg64 
keine anziehende Wechselwirkung mehr mit dem verbleibenden Glutamat. Arg64 hebt also 
mit seiner positiven Ladung die schwache Abstoßung zwischen Glu3 und Glu66 auf, ohne 
dabei selbst mit einem der beiden Reste direkt zu interagieren. Eventuell kommt es durch 
die Einführung des Argininrests zu alternativen Orientierungen der räumlich benachbarten 
Glu3 und Glu66. Dies wäre möglich, da die oberflächenexponierten Reste sowohl bei 
Bs-CspB als auch bei Bc-Csp sehr flexibel sind (Müller et al., 2000).  

Wie mit ortsgerichteter Mutagenese gezeigt werden konnte, sorgt in Bs-CspB bereits der 
Einzelaustausch E3R für insgesamt günstige elektrostatische Wechselwirkungen an der 
Proteinoberfläche (Perl & Schmid, 2001). Die Eliminierung der negativen Ladung und 
gleichzeitige Einführung einer positiven Ladung an Position 3 stabilisiert Bs-CspB um 
11,1 kJ/mol, und die Salzabhängigkeit der Stabilität der E3R-Mutante ist nahezu identisch 
mit der von Bc-Csp. In der stabilsten selektierten Variante T-10/10 werden die gleichen 
Ladungsänderungen durch zwei Mutationen erreicht, E3V und T64R. Ihr gemeinsamer 
Stabilisierungsbeitrag entspricht mit 10,7 kJ/mol ungefähr dem der E3R-Mutation. 
Allerdings sind diese beiden Mutationen noch nicht ausreichend, um insgesamt günstige 
elektrostatische Interaktionen zu bewirken, die Salzabhängigkeit ähnelt lediglich der der 
E3V/E66V-Doppelmutante von Bs-CspB (Abb. 7A). Für eine Salzabhängigkeit 
entsprechend der von Bc-Csp sind in der selektierten Variante der Austausch beider negativ 
geladener Reste an 3 und 66 und die zusätzliche Einführung einer positiven Ladung nötig. 
Sowohl Arg 64 als auch Arg2 bewirken in Kombination mit Val3 und Val66 diese 
günstigen, stabilisierenden ionischen Wechselwirkungen, trotz unterschiedlicher Position 
und Orientierung ihrer Seitenkette (Abb. 7A). Es ist also festzustellen, dass die Mutationen 
zu Arginin an den Positionen 3, wie in Bc-Csp, an 2 oder an 64 zwar unterschiedlich große, 
qualitativ aber identische Coulomb´sche Effekte haben. 
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Abbildung 7. (A) Änderung der freien Enthalpie der Entfaltung bei 70 °C als Funktion der NaCl-
Konzentration relativ zur freie Enthalpie in Abwesenheit von NaCl (∆∆GD) für Bs-CspB (a), die Mutanten 
E3V/E66V (D), E3V/T64R (C), L2R/E3V/E66V (E) und E3V/T64R/E66V (A) sowie Bc-Csp (B). Die 
Messung der thermischen Übergänge erfolgte wie in Teilarbeit C beschrieben. (B) Thermische 
Entfaltungsübergänge von Bs-CspB und der hyperstabilen Vierfachmutante E3V/A46L/T64R/E66V in 
100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Gezeigt ist der Anteil des nativen Proteins als Funktion der Temperatur nach 
Analyse der Übergänge entsprechend dem Zweizustandsmodell. 
 
Basierend auf dieser detaillierten Analyse war es möglich, ein hyperstabiles 
Kälteschockprotein mit nur vier Austauschen relativ zu Bs-CspB-Wildtyp zu konstruieren. 
Die Vierfachmutante mit Val3, Leu46, Arg64 und Val66 zeigt eine Stabilisierung um 
21,4 kJ, ihr Schmelzpunkt liegt bei tM = 85,6 °C, d.h. 31,6 Grad höher als der des 
Wildtypproteins (Abb. 7B). Sie ist damit sogar deutlich stabiler als das Kälteschockprotein 
Tm-Csp aus dem hyperthermophilen Organismus Thermotoga maritima (Wassenberg et al., 
1999). 
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Durch die in vitro-Evolution mittels Proside konnte ein Stabilisierungspotential auch für 
Positionen im Protein identifiziert werden, an denen die zwischen Bs-CspB und Bc-Csp 
existierenden Sequenzunterschiede für die Thermostabilität unwichtig waren (Perl & 
Schmid, 2001). Ein Vergleich der in der Selektion gefundenen alternativen Aminosäure-
kombinationen mit den Sequenzen der thermostabilen Homologen von Bs-CspB erlaubt 
eine Diskriminierung zwischen global wirkenden und lokal beschränkten Effekten, so dass 
eine Ableitung grundsätzlicher Stabilitätsprinzipien möglich ist. Die stabilste selektierte 
Variante T-10/10 unterscheidet sich an allen sechs randomisierten Positionen vom 
thermostabilen Bc-Csp, was zunächst auf verschiedene Prinzipien zur Erhöhung der 
Thermostabilität hinzudeuten scheint. Doch beide Proteine nutzen die gleichen Strategien 
für eine hohe Stabilität. Sowohl bei der natürlichen Evolution als auch bei der gerichteten 
Evolution in vitro erfolgte eine Verbesserung der elektrostatischen Wechselwirkungen 
durch Optimierung der Oberflächenladungsverteilung (s. Abb. 6). Die negativen Ladungen 
an den Positionen 3 und 66 wurden eliminiert und eine positive Ladung in diese Region der 
Proteinoberfläche eingeführt. Vergleichbare Sequenz- und Oberflächeneigenschaften sind 
auch bei den homologen Proteinen der hyperthermophilen Organismen Aquifex aeolicus 
und Thermotoga maritima zu erkennen (Abb. 1b in Teilarbeit C).  

Dass oberflächenexponierte Ladungen für die Stabilität, speziell thermostabiler und 
hyperthermostabiler Proteine eine wichtige Rolle spielen können, ist mittlerweile 
unumstritten (Akke & Forsen, 1990, Grimsley et al., 1999, de Bakker et al., 1999, Xiao & 
Honig, 1999, Sanchez-Ruiz & Makhatadze, 2001, Karshikoff & Ladenstein, 2001). 
Weitgehend unklar ist allerdings, welche Bedeutung paarweise ionische Wechselwirkungen 
dabei haben. Für Ionenpaare sind die Desolvatationsenthalpien und der Verlust von 
Seitenkettenentropie durch Immobilisierung der interagierenden Gruppen besonders groß 
(Strop & Mayo, 2000, Xiao & Honig, 1999). Wesentlich günstiger scheinen wechsel-
wirkende Ionenpaare bzw. größere Ladungsnetzwerke zu sein, wie sie die Strukturunter-
suchungen verschiedener thermostabiler Proteine nahe legen (Hatanaka et al., 1997, 
Korndörfer et al., 1995). Allerdings hat es sich als sehr schwierig erwiesen, die 
energetischen Beiträge dieser Netzwerke durch Mutagenese zu analysieren oder sie in 
mesostabile Homologe zu übertragen (Lebbink et al., 1998, Lebbink et al., 1999). Im 
Gegensatz zu Ionenpaaren profitieren Ladungsnetzwerke von der hohen Flexibilität 
geladener Reste, da so alternative Interaktionen und eine schnelle Reorientierung als 
Antwort auf lokale Fluktuationen möglich sind.  

Auch für die Thermostabilität der Kälteschockproteine scheinen hohe Flexibilitäten der 
solvensexponierten Seitenketten und die langreichweitigen Coulomb´schen Wechsel-
wirkungen entscheidend wichtig zu sein. Ein Indiz dafür ist, dass die Einführung einer 
positiven Ladung Bs-CspB relativ unabhängig davon stabilisiert, wo genau die Ladung auf 
der Oberfläche lokalisiert ist. Auf diese Flexibilität bei der Positionierung geladener 
Gruppen deuten auch die hochaufgelösten Kristallstrukturen des Wildtypproteins und fünf 
weiterer Varianten von Bc-Csp hin (Müller et al., 2000, Delbrück et al., 2001). Nicht nur 
bei den verschiedenen Varianten, sondern auch in den beiden Monomeren der jeweiligen 
Einheitszellen zeigt die Seitenkette von Arg3 sehr unterschiedliche Orientierungen 
(Abb. 8).  
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Abbildung 8. Alternative Orientierungen der Seitenketten von Arg3 und der umgebenden Aminosäuren in der 
Kristallstruktur von Bc-Csp. Dargestellt sind die Hauptkonformere der Reste in den Monomeren A und B der 
asymmetrischen Einheit. Potentielle Salzbrücken sowie Wasserstoffbrückenbindungen sind als grüne Linien 
wiedergegeben, die entsprechenden Abstände zwischen den Heteroatomen sind in Å angegeben. Die 
Abbildung wurde von Delbrück et al. (2001) übernommen und modifiziert. 
 
Für die Existenz von Ladungsnetzwerken an der Oberfläche der Kälteschockproteine 
sprechen auch die in den Mehrfachmutationszyklen bestimmten Wechselwirkungen 
zwischen geladenen Aminosäuren. Die direkte paarweise Abstoßung zwischen Glu3 und 
Glu66 in Bs-CspB ist relativ gering im Vergleich zu den global destabilisierenden ionischen 
Beiträgen dieser beiden Reste. Außerdem zeigt Arg64 einen stabilisierenden Effekt, der von 
der Ladungsumgebung, d.h. der Präsenz von Glu3 und Glu66 abhängt, jedoch keiner 
direkten Interaktion mit einem der beiden Glutamate zugeordnet werden kann. Ein 
ähnliches Verhalten wurde auch für Arg3 in Bs-CspB bzw. Bc-Csp beobachtet (Perl & 
Schmid, 2001).  

Sowohl bei den mit Proside selektierten stabilisierten Varianten (Tabelle 2 in Teilarbeit B) 
als auch bei den thermostabilen und hyperthermostabilen Homologen von Bs-CspB (Abb. 1 
in Teilarbeit C) zeigt sich an den Positionen 2 bzw. 3 eine deutliche Präferenz für Arg 
gegenüber Lys. Das allgemein bei thermostabilen Proteinen erkennbare höhere Arg/Lys-
Verhältnis (Merkler et al., 1981, Mrabet et al., 1992, Narinx et al., 1997) kann ebenfalls 
mit der Existenz von Ladungsnetzwerken und der Flexibilität beteiligter geladener 
Seitenketten erklärt werden. Arginin ist aufgrund der Ladungsresonanz der Guanidinium-
gruppe in der Lage, mehr als ein Ionenpaar auszubilden.  

Durch die in vitro-Evolution mittels Proside war es möglich, die Unterschiede in den 
Oberflächenladungsverteilungen zwischen Bs-CspB und seinen thermostabilen Homologen 
als Ursache für deren Stabilitätsdifferenzen zu identifizieren. Die starke Stabilisierung von 
Bs-CspB, wie sie durch die Verbesserung der Ladungsnetzwerke erreicht werden konnte, 
verdeutlicht das große Stabilisierungspotential oberflächenexponierter Reste und die 
Bedeutung elektrostatischer Wechselwirkungen für die Thermostabilität von Proteinen 
allgemein. Die gleichzeitige Sättigungsmutagenese an sechs benachbarten Positionen, 
welche anhand von Mutagenese- und Strukturdaten ausgewählt worden waren, erlaubte die 
Suche nach optimalen Aminosäurekombinationen in einem riesigen Sequenzraum und 
offenbarte die gravierenden Vorteile der in vitro-Evolution gegenüber der ortsgerichteten 
Mutagenese einiger weniger Reste.  
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2.3 Thermodynamische Charakterisierung und Analyse des 
Faltungsmechanismus des Gen-3-Proteins filamentöser Phagen 

2.3.1 Die Domänen N1 und N2 von G3P: separate Faltungseinheiten mit 
sehr unterschiedlichen Stabilitäten 

Wie schon erwähnt, besteht das Gen-3-Protein filamentöser Phagen wie fd oder M13 aus 
drei Domänen, N1, N2 und CT, die durch glycinreiche Linker miteinander verknüpft sind. 
CT ist teilweise in die Phagenhülle eingebettet (Boeke & Model, 1982, Stengele et al., 
1990) und sehr hydrophob; es existieren daher keine Strukturinformationen zu dieser 
Domäne. Die beiden aminoterminalen Domänen N1 und N2, die bei der Infektion für die 
Wechselwirkungen mit den Rezeptoren der E. coli-Zelle verantwortlich sind, ragen 
dagegen von der Phagenoberfläche weg und sind sehr gut löslich. Sie bilden zusammen 
eine hufeisenförmige Struktur, in der die N1-Domäne teilweise von der größeren 
N2-Domäne umfasst wird (Lubkowski et al., 1998, Lubkowski et al., 1999, Holliger et al., 
1999). Die Interaktionsfläche zwischen beiden beträgt ungefähr 1.000 Å2 (Lubkowski et al., 
1999). Domäne N2 besteht aus einem globulären Teil, der strukturell der Domäne N1 
ähnelt, sowie einer gestreckten Gelenksubdomäne, die den größten Teil der Wechsel-
wirkungen mit N1 vermittelt. Basierend auf Vergleichen der Kristallstrukturen von G3P aus 
fd- und M13-Phagen wird dieser Subdomäne eine Scharnierfunktion bei der für die 
Infektion essentiellen Dissoziation der Domänen zugeschrieben (Holliger et al., 1999).  

Um Erkenntnisse zur konformationellen Stabilität des N1N2-Fragments von G3P 
(Aminosäuren 1-217, bezeichnet als G3P*) sowie zu den Stabilisierungseffekten der mit 
Proside gefundenen Mutationen zu erhalten, wurden das G3P*-Wildtypprotein und die vier 
selektierten Varianten T101I, T101I/D209Y, T13I/T101I/D209Y und 
T13I/T101I/Q129H/D209Y gereinigt und thermodynamisch charakterisiert (Teilarbeit D). 
Die Gleichgewichtsstabilitäten der Proteine wurden sowohl durch thermische als auch 
durch GdmCl-induzierte Entfaltungsübergänge analysiert.  

Als Sonden für die thermische Denaturierung dienten die CD-Signale bei 210 und 230 nm. 
Die Übergänge bei 210 nm waren einphasig und reflektierten selektiv die Entfaltung der 
labileren N2-Domäne. Dagegen waren bei 230 nm zweiphasige Verläufe zu beobachten, 
deren erster Übergang wiederum der Entfaltung von N2 zugeordnet werden konnte, 
während der zweite Übergang die Entfaltung der stabileren N1-Domäne widerspiegelte. 
Dieser zweite Übergang verläuft deutlich weniger kooperativ als der erste, da Domäne N1 
nur etwa halb so groß ist wie Domäne N2. Zusätzlich zu den Volllängenproteinen wurde 
auch die isolierte N1-Domäne (Aminosäuren 1-67 von G3P) mit der Mutation T13I 
gereinigt und charakterisiert. Ihr thermischer Übergang bei 230 nm war einphasig und 
identisch mit dem zweiten Übergang der entsprechenden G3P*-Varianten mit 
T13I-Mutation. Erfolglos blieb leider der Versuch, den globulären Teil von N2 
(Aminosäuren 124 bis 202 von G3P) ohne die Gelenksubdomäne zu exprimieren. 

Die Zuordnung der CD-Signaländerungen zu den Entfaltungen der Domänen N1 und N2 
konnte durch kalorimetrische Messungen bestätigt werden. Sie zeigen, dass die thermisch 
induzierte Gleichgewichtsentfaltung von G3P* sequentiell verläuft (Abb. 9). Im ersten 
Schritt entfaltet Domäne N2 (tM = 48 °C), gleichzeitig mit der Dissoziation beider 
Domänen, und im zweiten Schritt erfolgt die Entfaltung von Domäne N1 (tM = 59,8 °C). 
Die Kopplung der Domänendissoziation mit der Entfaltung der labileren N2-Domäne ist 
ein Indiz für den hohen Beitrag der Interdomänenwechselwirkungen zur Stabilität dieser 
Domäne.  
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Abbildung 9. Wärmekapazität Cp

E (T) der Entfaltung des G3P*-Wildtypproteins. Die Symbole zeigen die 
experimentellen Daten, die durchgezogene Linie gibt die Ergebnisse der Levenberg-Marquardt-Analyse nach 
dem Nicht-Zweizustandsmodell wieder, und die gestrichelten Linien repräsentieren die Dekonvolution in 
zwei unabhängige Entfaltungsübergänge für die Domänen N2 und N1. Die kalorimetrischen Messungen 
erfolgten wie in Teilarbeit D beschrieben.  
 
Die GdmCl-induzierten Entfaltungsübergänge von G3P* und seinen Varianten wurden über 
Änderungen der Proteinfluoreszenz verfolgt. G3P* ist reich an Tyr- und Trp-Resten, die 
ungleichmäßig über das Protein verteilt sind (s. Abb. 1b in Teilarbeit D) und sich dadurch 
hervorragend als selektive Sonden zur Detektion der Entfaltungsreaktionen der 
individuellen Domänen eignen. Domäne N1 enthält drei Tryptophane und drei Tyrosine, 
wohingegen Domäne N2 elf Tyr-Reste und nur ein einzelnes, stark lösungsmittel-
exponiertes Tryptophan aufweist. Von den elf Tyrosinen in N2 befinden sich sieben im 
globulären Teil und vier in der Gelenksubdomäne. Wie die Analyse der Spektren bei 
verschiedenen GdmCl-Konzentrationen ergab, kann die Denaturierung von Domäne N1 
separat über die Trp-Fluoreszenz bei 360 nm nach Anregung bei 295 nm detektiert werden, 
die Tyr-Fluoreszenz bei 310 nm nach Anregung bei 280 nm ist dagegen spezifisch für die 
Entfaltung von Domäne N2.  

Die anhand der thermischen und GdmCl-induzierten Entfaltungsübergänge bestimmten 
thermodynamischen Stabilitäten der vier selektierten G3P*-Mutanten sind in Tabelle 1 und 
2 in Teilarbeit D aufgelistet. Die Beiträge der Einzelmutationen korrelierten sehr gut mit 
den beobachteten proteolytischen Stabilitäten der entsprechenden Phagenvarianten, so dass 
die erhöhten Proteaseresistenzen in der Tat auf gesteigerte konformationelle Stabilitäten 
von G3P zurückgeführt werden konnten. Damit wurde das dem Proside-System zugrunde 
liegende Selektionsprinzip erneut bestätigt.  

Die erste stabilisierende Mutation, T101I in Domäne N2, erhöhte den Schmelzpunkt dieser 
Domäne gegenüber dem Wildtypprotein um mehr als 8 Grad und ∆GD um 16,5 kJ/mol. In 
ihrer Stabilität kam Domäne N2 damit der N1-Domäne sehr nahe. Die im Vergleich zum 
Wildtypprotein höhere Kooperativität des Übergangs von N2 in G3P*(T101I) deutete 
ebenfalls darauf hin, dass die Entfaltung der N2-Domäne bereits gekoppelt mit der 
Entfaltung von N1 verläuft, die beiden Domänen also aufgrund der sehr ähnlichen 
Stabilitäten nicht mehr sequentiell und unabhängig voneinander entfalteten. 
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Möglicherweise ist diese Kopplung der Grund dafür, dass die zweite selektierte Mutation in 
Domäne N2, D209Y, keinen messbaren Effekt auf die thermische Stabilität hatte. Generell 
gilt, dass die Analyse der Entfaltung eines Zweidomänenproteins basierend auf einem 
sequentiellen Zweischrittmechanismus nur verlässlich ist, solange die beiden Domänen 
deutlich voneinander separierte Übergänge zeigen (Tsalkova & Privalov, 1985, Brandts et 
al., 1989). Anders als bei den thermischen Entfaltungen war bei der GdmCl-induzierten 
Entfaltung ein klarer Stabilisierungsbeitrag der D209Y-Mutation zu beobachten (Tab. 2 in 
Teilarbeit D). Eventuell wirkt GdmCl durch Salzeffekte unterschiedlich stark denaturierend 
auf N1 und N2, so dass bei den Varianten G3P*(T101I) bzw. G3P*(T101I/D209Y) die 
GdmCl-induzierten Übergänge der beiden Domänen immer noch weit genug getrennt sind, 
um eine Kopplung der Entfaltungsreaktionen zu vermeiden. Ein Vergleich der Stabilitäts-
differenzen zwischen N1 und N2 aus den thermischen und den GdmCl-induzierten 
Entfaltungen würde darüber Aufschluss geben. Allerdings sind die Extrapolationen von 
∆GD auf Standardbedingungen fehlerbehaftet, und daher ist es schwierig, verlässliche 
Aussagen zu treffen.  

Die dritte selektierte Mutation, T13I in Domäne N1, steigerte den Schmelzpunkt von N1 
um 6 Grad auf mehr als 66 °C und stellte so den deutlichen Stabilitätsunterschied zwischen 
den beiden Domänen wieder her. Da damit die N2-Domäne wieder limitierend für die 
gesamte konformationelle und proteolytische Stabilität von G3P* im Phagen war, wurde 
entsprechend bei der weiteren in vitro-Evolution erneut eine Mutation in N2 selektiert. 
Q129H erhöhte, gemeinsam mit den Mutationen T101I und D209Y, den Schmelzpunkt von 
N2 im isolierten Protein auf 62 °C, der damit etwa 14 Grad über dem des G3P*-Wildtyp-
proteins lag. Der Mittelpunkt des GdmCl-induzierten Entfaltungsübergangs wurde auf 
2,5 M GdmCl angehoben. Die Einführung des Histidins an Position 129 führte zu einer 
starken Abnahme der Tyr-Fluoreszenz des nativen Proteins. Vermutlich löscht His129 die 
Fluoreszenz der im nativen Zustand direkt benachbarten Tyr151, Tyr166 und Tyr168. Mit 
der räumlichen Trennung während der Denaturierung fällt diese Löschung weg und die 
Fluoreszenz steigt entsprechend an. Dieser spezifische Effekt der Q129H-Mutation 
bestätigte die Annahme, dass die Tyr-Fluoreszenz selektiv den Faltungszustand der 
Domäne N2 detektiert.  

Die stabilisierenden Effekte der selektierten Mutationen waren immer auf die 
entsprechenden Domänen beschränkt. So wirkte die T13I-Mutation nur auf Domäne N1 
und ließ die Übergänge von Domäne N2 unverändert. Umgekehrt hatten die Mutationen in 
Domäne N2 keinen Einfluss auf die Stabilität von N1 (s. Abb. 9c in Teilarbeit D). Darüber 
hinaus zeigt die Domäne N1(T13I) identische Entfaltungsübergänge als Teil von G3P* und 
als isolierte Domäne. Dies verdeutlicht, dass die Stabilität von N1 unabhängig von der 
Präsenz der labileren N2-Domäne ist.  

Dass Domäne N2 in G3P* in ihrer Stabilität zu einem großen Teil durch die Wechsel-
wirkungen mit N1 bestimmt wird, spiegelt sich auch darin wider, dass zwei der drei 
Austausche, T101I und D209Y, sich in der Gelenksubdomäne befinden, welche die meisten 
der stabilisierenden Interaktionen mit Domäne N1 vermittelt. 

Domäne N2 zeigte bei den thermischen und den GdmCl-induzierten Entfaltungübergängen 
deutlich höhere Kooperativitäten (∆HvH bzw. m) als Domäne N1. Dies ist durch die 
Kopplung von Entfaltung der N2-Domäne und Trennung der Interdomänenkontakte zu N1 
bedingt. Dadurch bilden der globuläre Teil und die Gelenksubdomäne von N2 eine 
kooperative Faltungseinheit, die nahezu doppelt so groß ist wie Domäne N1. Ob diese 
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kooperative Einheit allein durch die thermodynamische Kopplung zwischen Entfaltung und 
Domänendissoziation bedingt ist, oder ob die komplette N2-Domäne unter günstigen 
Bedingungen auch in Abwesenheit der Kontakte zu Domäne N1 falten kann, lässt sich mit 
Gleichgewichtsexperimenten nicht beantworten. Aufschluss darüber gibt allerdings die 
Analyse von kinetischen Faltungsintermediaten des G3P* (Teilarbeit E).  

 Die Stabilitätsbeiträge der selektierten Mutationen können relativ gut anhand der Struktur 
des nativen G3P* erklärt werden. Für die Mutation T101I in der Gelenksubdomäne von N2 
ist eine Verbesserung der Wechselwirkungen mit Domäne N1 sehr wahrscheinlich. Wie die 
Kristallstruktur des Wildtypproteins zeigt, ist Thr101 lediglich 4 Å von Val43 und Val45 in 
N1 entfernt (Lubkowski et al., 1998). Ile101 in der stabilisierten Variante bildet vermutlich 
günstige hydrophobe Interdomänenwechselwirkungen mit Val43 und Val45 aus (Abb. 10a 
in Teilarbeit D).  

Für die Q129H-Mutation kann ebenfalls von verbesserten bzw. zusätzlichen hydrophoben 
Kontakten ausgegangen werden (Abb. 10c in Teilarbeit D). Im Wildtypprotein ragt Gln129 
in eine Tasche, die unter anderem von Tyr151, Tyr166 und Tyr168 gebildet wird. His129 in 
der Variante löscht die Fluoreszenz dieser Tyrosinreste, was darauf hindeutet, dass das 
Histidin tatsächlich mit diesen Aminosäureseitenketten wechselwirkt. 

Auch Thr13 in Domäne N1 befindet sich in einer hydrophoben Tasche, die von drei 
aromatischen Aminosäuren, Phe17, Tyr33 und Trp38, ausgekleidet wird. Auch bei der 
Mutation des Threonin zu Isoleucin kommt es vermutlich zur Optimierung hydrophober 
Kontakte.  

Wie die D209Y-Mutation in der Gelenksubdomäne stabilisierend wirkt, lässt sich auf der 
Grundlage der Kristallstruktur nicht einfach beantworten. Asp209 ist relativ stark lösungs-
mittelexponiert. Eventuell wirkt der Austausch gegen Tyr stabilisierend durch eine 
Verringerung negativer Ladungsdichte in dieser Oberflächenregion von G3P*.  

Insgesamt ist festzustellen, dass mindestens drei der vier selektierten Mutationen in G3P* 
über die Verbesserung hydrophober Wechselwirkungen stabilisierend wirken. Anders als 
bei der in vitro-Evolution des Kälteschockproteins Bs-CspB spielte hier die Optimierung 
der elektrostatischen Interaktionen an der Proteinoberfläche keine entscheidende Rolle. 
Eventuell ist das entsprechende Stabilisierungspotential bei G3P* aufgrund einer bereits 
relativ gleichmäßigen Ladungsverteilung geringer. Wie Berechnungen der Coulomb´schen 
Wechselwirkungen zeigen, weist die labilere N2-Domäne in ihrem globulären Teil keine 
Bereiche mit hoher negativer oder positiver Oberflächenladungsdichte auf (Abb. 10). Etwas 
gehäufter treten negative Ladungen an der Oberfläche von Domäne N1 auf. Ein großer Teil 
davon ist allerdings entweder in die Interaktionen mit Domäne N2 oder dem 
Rezeptorprotein TolA von E. coli involviert (Riechmann & Holliger, 1997, Lubkowski et 
al., 1998), so dass ein Austausch ohne Beeinträchtigung der in vivo-Funktion von G3P 
nicht möglich ist.  
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Abbildung 10. Oberflächenladungen des G3P*-Wildtypproteins. Die Oberflächen wurden mit Swiss-pdb 
viewer (Guex & Peitsch, 1997) generiert unter Berücksichtigung der geladenen Aminosäuren Asp, Glu, Arg 
und Lys sowie der N- und C-Termini. Potentiale von -10 kT/e oder weniger sind dabei rot, neutrale Potentiale 
(0 kT/e) weiß und Potentiale von + 10 kT/e oder mehr blau gefärbt. Um die Lage der beiden Domänen N1 
und N2 im Molekül zu verdeutlichen, sind Tertiärstrukturabbildungen von G3P* gezeigt, in denen die 
Domäne N1 rot, der globuläre Teil von N2 blau und die Gelenksubdomäne von N2 grün gefärbt sind. Diese 
Abbildungen wurden mit dem Programm MolMol (Koradi et al., 1996) erstellt. Alle Darstellungen basieren 
auf den Strukturdaten von Holliger et al. (1999). 
 
Stabilitäts-Strukturvergleiche wie hier werden generell verwendet, um die Auswirkungen 
von Mutationen auf molekularer Ebene zu verstehen. Sie können natürlich nicht beweisen, 
dass die vorgeschlagenen Interaktionen tatsächlich existieren. Hierzu wären zusätzliche 
Kristallstrukturen der Varianten, sowie Doppel- und Dreifachmutationszyklen an den 
Wechselwirkungsstellen nötig. Darüber hinaus können Auswirkungen von Mutationen auf 
den entfalteten Zustand als Ursache von Änderungen in ∆GD nie vollständig ausgeschlossen 
werden (Pace et al., 2000). 

Die mit Proside selektierten Mutationen reflektieren die Prinzipien, die der Stabilität von 
Zweidomänenproteinen allgemein zugrunde liegen. Neben den Interaktionen in den 
individuellen Domänen tragen die Interdomänenwechselwirkungen ganz entscheidend zur 
Stabilität dieser Proteine bei. Häufig sind die Wechselwirkungen zwischen den Domänen 
sehr stark und, wie bei Domäne N2 zu beobachten, essentiell für den nativen Zustand der 
labileren Domäne, so dass die Domänendissoziation mit der Entfaltung gekoppelt ist 
(Privalov, 1982, Wenk & Jaenicke, 1999). So führen verbesserte Domäneninteraktionen zur 
Stabilisierung von Zweidomänenproteinen, was mit den beiden Mutationen T101I und 
D209Y in der Gelenksubdomäne von N2 des G3P* gezeigt werden konnte. Bei einer 
Kopplung von Domänendissoziation und Entfaltung stellt die freie Enthalpie der Entfaltung 
∆GD die Summe der Enthalpien beider Prozesse dar. In diesem Fall ist eine Stabilisierung 
des Gesamtproteins nicht nur durch verbesserte Wechselwirkungen zwischen den 
Domänen, sondern auch durch die intrinsische Stabilisierung der labileren Domäne selbst 
möglich. Die Q129H-Mutation im globulären Teil von N2 bestätigt dies. 
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2.3.2 Die Domänenassoziation als letzter Schritt der Rückfaltung von 
G3P* führt zur kinetischen Kopplung von N1 und N2 

Eindomänenproteine zeichnen sich häufig durch sehr schnelle Faltungsreaktionen nach dem 
einfachen Zweizustandsmodell aus. Die meisten Proteine sind allerdings aus mehreren 
Domänen aufgebaut, welche strukturelle, funktionale oder separat faltende Einheiten bilden 
(Garel, 1992; Jaenicke, 1999; Netzer & Hartl, 1997). Die Faltungsmechanismen von 
Mehrdomänenproteinen gestalten sich daher in der Regel wesentlich komplexer als die der 
Eindomänenproteine. Zusätzlich zur Faltung der individuellen Domänen stellt deren 
Assoziation einen entscheidenden Schritt auf dem Weg zum nativen Zustand dar. Wenn die 
Einzeldomänen für sich stabil sind, können sie die Interdomänenwechselwirkungen nach 
ihrer Faltung ausbilden. Wenn nicht, muss die Faltung der Domänen direkt mit ihrer 
Assoziation gekoppelt sein (Rudolph et al., 1990; Tsunenaga et al., 1987). Wie aus den 
Gleichgewichtsanalysen bekannt, geht bei G3P* die Domänendissoziation mit der 
Entfaltung der labileren Domäne N2 einher. An G3P* lässt sich daher sehr gut untersuchen, 
ob und in welcher Weise Domänenfaltung und Assoziation bzw. Dissoziation und 
Entfaltung kinetisch gekoppelt sind.  

Darüberhinaus ist die Aufklärung des G3P*-Faltungsmechanismus auch wichtig, um den 
Vorgang der Infektion von E. coli durch filamentöse Phagen besser zu verstehen. Die 
Bindung des G3P an den F-Pilus von E. coli induziert die Dissoziation von N1 und N2. Erst 
durch diese Trennung wird die Bindungsstelle für den Corezeptor TolA auf Domäne N1 
exponiert. Sie ist im assoziierten Zustand maskiert, weil ein Teil der für die Bindung von 
TolA verantwortlichen Aminosäuren durch Wechselwirkungen mit Domäne N2 abge-
schirmt ist (Lubkowski et al., 1999).  

Die Faltungsreaktionen der individuellen Domänen in G3P* konnten selektiv gemessen 
werden, da die ungleichmäßig im Protein verteilten Trp- und Tyr-Reste als spezifische 
Sonden für die Faltungszustände von N1 und N2 genutzt werden konnten (Teilarbeit D). 
Zur Analyse des Faltungsmechanismus wurde die stabilisierte Vierfachmutante 
G3P*(T13I/T101I/Q129H/D209Y) (bezeichnet als IIHY-G3P*) verwendet, da aufgrund 
ihrer höheren Stabilität teilgefaltete Intermediate besser charakterisierbar waren. Wie ein 
Vergleich ausgewählter Faltungsreaktionen dieser Variante mit denen des G3P*-
Wildtypproteins ergab, hatten die stabilisierenden Mutationen keinen Einfluss auf den 
Mechanismus der Faltung. Die mit IIHY-G3P* gewonnenen Erkenntnisse sind also auf 
G3P* übertragbar.  

Die Rückfaltung von IIHY-G3P* ausgehend vom vollständig denaturierten Protein zeigt 
stark unterschiedliche Raten für die Domänen N1 und N2. Während die labilere 
N2-Domäne in zwei Phasen mit Zeitkonstanten von 7 s und 42 s (bei 0,5 M GdmCl) faltet, 
ist die Kinetik der Faltung von Domäne N1 monoexponentiell und mit 9,4 ms etwa 500-mal 
schneller (Abb. 11B). Überraschenderweise konnten entsprechende Unterschiede bei der 
Entfaltung nicht beobachten werden. Für beide Domänen wurden identische, langsame 
Entfaltungskinetiken mit einer Zeitkonstante von 71 s (bei 4,5 M GdmCl) detektiert, was 
auf einen gemeinsamen, ratenlimitierenden Schritt hindeutet (Abb. 11A). Die Entfaltung 
der isolierten Domäne N1(T13I) ist hingegen sehr schnell (τ = 28 ms). Die langsame 
Entfaltung der N1-Domäne ausgehend von nativem IIHY-G3P* hängt also mit der 
Gegenwart der gefalteten Domäne N2 zusammen. In der Tat zeigte sich auch für Domäne 
N1 eine sehr schnelle Entfaltung (τ = 28 ms), wenn die Domäne N2 entfaltet vorliegt. Dies 
wurde in einem stopped flow-Doppelmischexperiment erreicht, indem denaturiertes 
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IIHY-G3P* vor der erneuten Entfaltung nur so kurz zurückgefaltet wurde, dass sich 
Domäne N1, nicht aber Domäne N2 falten konnte. Der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt der Entfaltung von G3P* ist somit entweder die Domänendissoziation selbst oder 
eine ihr vorgelagerte langsame Reaktion innerhalb der N2-Domäne.  

Die apparenten Entfaltung- und Rückfaltungsraten als Funktion der GdmCl-Konzentration 
stimmen für die isolierte Domäne N1(T13I) und N1 verknüpft mit der denaturiert 
gehaltenen N2-Domäne in IIHY-G3P* überein (Abb. 13B). Damit wurde bestätigt, dass 
Domäne N1 eine unabhängige Faltungseinheit innerhalb von G3P* darstellt. N1 faltet und 
entfaltet im Millisekundenbereich, wird aber in seiner Entfaltung durch die Interaktionen 
mit der gefalteten Domäne N2 bis zu 150000-fach verlangsamt (bei 2,5 M GdmCl).  

Die aus den Fluoreszenzamplituden der Kinetiken bei verschiedenen GdmCl-
Konzentrationen abgeleiteten Stabilitäts- und Kooperativitätsparameter für Domäne N1 
([GdmCl]M = 3,4 M, m = 6,3 kJ⋅mol-1⋅M-1) entsprechen innerhalb der Fehlergrenzen den 
aus den Gleichgewichtsexperimenten gewonnenen Werten ([GdmCl]M = 3,3 M, 
m = 8,9 kJ⋅mol-1⋅M-1), so dass sich die Faltung von Domäne N1 in ihrer isolierten bzw. 
nicht-assoziierten Form mit dem Zweizustandsmodell beschreiben lässt. 

G3P besitzt keine katalytische Aktivität. Ein direkter Nachweis, dass die anhand der 
Fluoreszenzänderungen detektierten Faltungsreaktionen tatsächlich zur Bildung des 
vollständig nativen Proteins führten, war daher nicht möglich. Stattdessen wurde hierfür ein 
Zweischritt-Entfaltungstest für native Moleküle genutzt (Schmid, 1983, Schmid, 1986). Die 
Methode basiert darauf, dass Moleküle, die bei ihrer Rückfaltung den nativen Zustand 
erreicht und somit die höchste Aktivierungsenergiebarriere bereits überwunden haben, 
langsam entfalten. Faltungsintermediate dagegen, die den hochenergetischen Übergangs-
zustand noch nicht durchlaufen haben, entfalten wesentlich schneller. Die Amplitude der 
langsamen Entfaltungsreaktion ist also ein Maß für die Zahl der nativen Moleküle, die nach 
einer bestimmten Rückfaltungsdauer vorhanden waren. Die Zunahme dieser Amplitude als 
Funktion der Rückfaltungszeit ergibt somit die Kinetik der Bildung des vollständig 
gefalteten Proteins. Die entsprechenden Doppelmischexperimente ergaben, dass die mittels 
Tyr-Fluoreszenz detektierbaren Faltungsreaktionen der Domäne N2 lediglich zu 
Intermediaten führen. Die zweiphasigen Kinetiken spiegeln wahrscheinlich die Faltung des 
globulären Teils und der Gelenksubdomäne von N2 sowie die Bildung loser Kontakte mit 
Domäne N1 vor der eigentlichen Domänenassoziation wider. Die Rückfaltungsreaktion 
zum nativen IIHY-G3P* ausgehend von diesen Intermediaten ist etwa 100-mal langsamer 
(bei 0,5 M GdmCl) und fluoreszenzspektroskopisch nicht sichtbar. Sie zeigt eine 
Zeitkonstante von τ = 6200 s und ließ sich sowohl über die Amplitudenzunahme der 
langsamen Entfaltung von Domäne N2, als auch über die Amplitudenzunahme der 
langsamen Entfaltung von Domäne N1 detektieren. Das heißt, dieser letzte Schritt der 
Rückfaltung ist für die kinetische Kopplung der Entfaltungsreaktionen von N2 und N1 
verantwortlich und daher der Assoziation der beiden Domänen zuzuordnen. 
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Abbildung 11. Entfaltungs- und Rückfaltungskinetiken von IIHY-G3P*. (A) Übereinstimmende Entfaltungs-
kinetiken (τ = 71 s) für die Domänen N2 (A) und N1 (A) in IIHY-G3P* bei 4,5 M GdmCl ausgehend vom 
nativen Protein. (E) Entfaltungskinetik von Domäne N1 in IIHY-G3P* (τ = 28 ms) bei 4.5 M GdmCl 
ausgehend vom kurzzeitig zurückgefalteten Protein (1 s-Rückfaltungspuls in 0,5 M GdmCl, Domäne N2 
bleibt dabei entfaltet). (C) Entfaltungskinetik der isolierten Domäne N1(T13I) (τ = 28 ms) bei 4.5 M GdmCl. 
(B) Rückfaltungskinetiken von (e) Domäne N1 (τ = 9,4 ms) und (b) Domäne N2 (τ1 = 7 s, τ2 = 42 s) in 
IIHY-G3P* sowie (a) Kinetik der langsamen Domänenassoziation bei 0,5 M GdmCl ausgehend vom 
vollständig denaturierten Protein. Die durchgezogenen Linien zeigen die Analysen der Daten als mono- und 
biexponentielle Funktionen. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die Reaktionskinetiken in (A) und (B) 
so normiert, dass Start- und Endwerte übereinstimmen. Alle Messungen erfolgten wie in Teilarbeit E 
beschrieben.  
 
Über Doppelmischexperimente, bei denen die Rückfaltung der Domänen N1 und N2, 
jedoch nicht deren langsame Assoziation zugelassen wurde, konnten die Entfaltungs-
kinetiken der Domäne N2 in ihrer nicht-assoziierten Form bestimmt werden. Zusammen 
mit den kinetischen Daten für die schnelle Rückfaltungphase von N2 ergab sich ein 
komplettes Chevron der apparenten Faltungsraten λ für Domäne N2 vor Assoziation mit 
N1. Es erlaubt Rückschlüsse auf die Stabilität dieser Domäne in Abwesenheit der 
Wechselwirkungen mit Domäne N1 (s. Abb. 13B). Der aus den Kinetiken berechnete 
Mittelpunkt des Übergangs liegt bei [GdmCl]M = 1,6 M und damit 0,9 M niedriger als im 
Gleichgewichtsübergang (Teilarbeit D). Dies verdeutlicht den hohen Beitrag der 
Interdomänenwechselwirkungen zur Stabilität von Domäne N2 im nativen Protein. Aus den 
Kooperativitätsparametern des Entfaltungsastes (mNU) und des Rückfaltungsastes (mUN) in 
der Chevronauftragung wurde eine Kooperativität des kinetischen Entfaltungsübergangs 
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von m = 18,7 kJ⋅mol-1⋅M-1 bestimmt, die vergleichbar ist mit dem im Gleichgewichts-
experiment bestimmten Wert (m = 14,9 kJ⋅mol-1⋅M-1). Diese hohe Kooperativität deutet 
darauf hin, dass sich der globuläre Teil von N2 vermutlich gemeinsam mit der 
Gelenksubdomäne faltet. Beide Subdomänen bilden also auch im Zeitverlauf der 
Rückfaltung eine kooperative Einheit, und nicht nur im Gleichgewichtsexperiment, in dem 
die Entfaltung von N2 mit der Domänendissoziation thermodynamisch gekoppelt ist. 
Demnach stellt auch die Domäne N2 eine separate Faltungseinheit dar, die in Isolierung 
stabil ist und sich vor der Assoziation mit Domäne N1 ausbildet. Bei der Denaturierung von 
G3P* ist die Domänendissoziation geschwindigkeitsbestimmend, und die Entfaltungs-
reaktionen von N1 und N2 sind kinetisch gekoppelt. Dagegen sind im Gleichgewichts-
experiment die Domänendissoziation und die Entfaltung von N2 thermodynamisch 
gekoppelt, da die Interdomänenwechselwirkungen einen sehr großen Beitrag zur Stabilität 
der N2-Domäne liefern. Diese Wechselwirkungen werden erst bei relativ hohen 
Konzentrationen an Denaturierungsmittel getrennt, bei denen die N2-Domäne in Isolierung 
bereits vollständig entfaltet ist. Es existiert daher kein Gleichgewichtsintermediat, in dem 
beide Domänen gefaltet, jedoch nicht miteinander assoziiert sind.  

Basierend auf den Kristallstrukturen von G3P* wurde für die Gelenksubdomäne von N2 
eine Scharnierfunktion bei der Trennung der Domänen im Verlauf des Infektionsvorgangs 
postuliert (Holliger et al., 1999). Einen ersten Hinweis darauf, dass in der Tat 
Konformationsänderungen in der Subdomäne für die Domänenassoziation bzw. 
-dissoziation während der Faltungsreaktionen verantwortlich sein könnten, brachte die 
Untersuchung der IIY-G3P*-Variante. In dieser Variante befindet sich an Position 129 im 
globulären Teil von N2 ein Glutamin wie im Wildtypprotein, wodurch Domäne N2 etwa 
7 kJ/mol instabiler ist als in IIHY-G3P*. Wie für eine Destabilisierung des globulären Teils 
erwartet, werden die Rückfaltungsreaktionen der N2-Domäne etwa 5-fach verlangsamt und 
die Entfaltung ungefähr 3-fach beschleunigt. Nicht beeinflusst wird dagegen die Domänen-
assoziation im letzten Rückfaltungsschritt, ihre Zeitkonstante von τ = 6700 s ist nahezu 
identisch mit der von IIHY-G3P* (τ = 6200 s). Somit ist die Kinetik der Domänen-
assoziation unabhängig von der intrinsischen Stabilität der individuellen Domänen.  

 

2.3.3 Die Kinetik der Domänenassoziation in G3P wird bestimmt durch 
eine sehr langsame Prolylisomerisierung in der Gelenksubdomäne  

Konformationelle Faltungsreaktionen sind in der Regel stark von der Denaturierungsmittel-
konzentration abhängig. Je ungünstiger die Bedingungen für die Rückfaltung in den nativen 
Zustand werden, desto langsamer wird sie (Tanford, 1968). Die Domänenassoziation in 
IIHY-G3P* zeigt jedoch keine derartige GdmCl-Abhängigkeit, und ihre Zeitkonstante 
wurde für verschiedene Denaturierungsmittelkonzentrationen mit τ = 6200 s bestimmt 
(Abb. 13B, Abb.2 in Teilarbeit F). Solch denaturierungsmittelunabhängige Raten sind ein 
typisches Kennzeichen von Faltungsreaktionen, die in ihrer Geschwindigkeit durch 
Prolylisomerisierungen limitiert sind (Balbach & Schmid, 2001). Identifizieren lassen sich 
derartige Reaktionen über die Katalysierbarkeit durch Prolylisomerasen (Schmid, 1993), 
vorausgesetzt das entsprechende Prolin ist während der Faltung zugänglich. Tatsächlich 
konnte die langsame Rückfaltungsreaktion in IIHY-G3P* durch Cyclophilin katalysiert 
werden, und die Zeitkonstante nahm in Gegenwart von 1 µM dieses Enzyms von 6300 s auf 
1100 s ab. Daraus ist zu schließen, dass für die sehr langsame Domänenassoziation die 
Isomerisierung einer Prolyl-Peptidbindung verantwortlich ist. 
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Für die Untersuchung der entsprechenden cisdtrans-Isomerisierung im denaturierten 
Protein waren Dreifachmischexperimente nötig, da bei G3P* der Prolin-limitiere 
Rückfaltungsschritt spektroskopisch nicht detektierbar ist. In diesen Experimenten wurde 
IIHY-G3P* für unterschiedlich lange Zeiten entfaltet, kurzzeitig rückgefaltet und dann 
erneut entfaltet. Nur diejenigen Moleküle, die nach der ersten Entfaltung noch ein natives 
Prolin-Isomer aufwiesen, konnten im zweiten Schritt schnell zum vollständig gefalteten 
Zustand mit assoziierten Domänen zurückkehren und so im dritten Schritt die für natives 
G3P* typische langsame Entfaltungsreaktion zeigen. Demnach war es möglich, anhand der 
Abnahme der Amplitude der langsamen Entfaltungsreaktion im dritten Schritt als Funktion 
der Entfaltungsdauer im ersten Schritt die Kinetik der cisdtrans-Isomerisierung im 
denaturierten Protein zu verfolgen (s. Teilarbeit F). Für die Isomerisierung wurde eine 
apparante Rate von kapp = 0,0029 s-1 beobachtet, die damit deutlich kleiner ist als die Rate 
der konformationellen Entfaltung von IIHY-G3P* unter gleichen Bedingungen 
(λapp = 0,033 s-1 bei 5,0 M GdmCl). Eine Kopplung zwischen konformationellen 
Entfaltungsreaktionen und der Prolylisomerisierung kann daher nahezu ausgeschlossen 
werden. Aus der apparenten Isomerisierungsrate kapp und der über die Rückfaltung 
bestimmten mikroskopischen Rate der transecis-Isomerisierung ktc = 0,00016 s-1 ergibt 
sich für die cisetrans-Isomerisierung ein kct von 0,00274 s-1. Die abgeleitete Gleich-
gewichtskonstante Ktc beträgt 0,06, das heißt, bei 94 % aller Moleküle im denaturierten 
Zustand ist das für die Faltungsgeschwindigkeit entscheidende Prolin in der nicht-nativen 
trans-Konformation. Im Vergleich zu bekannten Prolylisomerisierungen in Peptiden (Stein, 
1993) und Proteinen (Cook et al., 1979, Mayr et al., 1996,  Schreiber & Fersht, 1993, 
Kamen & Woody, 2002) ist die in G3P* etwa 100-fach langsamer. Aufgrund der GdmCl-
unabhängigen Domänenassoziation in der Rückfaltung ist davon auszugehen, dass diese 
sehr langsame transecis-Isomersisierung nicht durch eine Kopplung mit 
konformationellen Faltungsreaktionen bedingt ist, wie sie z.B. bei RNaseT1 auftritt. 
Vielmehr scheinen die Raten der cis/trans-Interkonversion tatsächlich von der lokalen 
Sequenz um das entsprechende cis-Prolin bestimmt zu werden.  

G3P* enthält im nativen Zustand zwei cis-Proline, Pro161 im globulären Teil von Domäne 
N2 und Pro213 in der Gelenksubdomäne (Abb. 12; Lubkowski et al., 1998). Die 
kinetischen Experimente mit IIHY-G3P* und der destabilisierten Variante IIY-G3P* hatten 
bereits auf die Bedeutung der Gelenksubdomäne für die Domänenassoziation hingedeutet 
(Teilarbeit E). Pro213 zeichnet sich zudem durch eine besondere Sequenzumgebung aus. 
Die vorhergehende Aminosäure ist Gln212, und gefolgt wird die cis-Bindung durch ein 
weiteres Prolin, Pro214. Aus Untersuchungen von cisdtrans-Isomerisierungen in kurzen 
Peptiden ist bekannt, dass Gln-Pro-Bindungen im Vergleich zu Ala-Pro etwa dreimal 
langsamer isomerisieren, und dass ein Prolin als nachfolgende Aminosäure die 
Isomerisierung von Ala-Pro ebenfalls um den Faktor drei verlangsamt (Reimer et al., 
1998). Daraufhin wurde das cis-Pro213 als verantwortlich für die ratenlimitierende 
Isomerisierung im letzten Faltungsschritt von G3P* angenommen und durch Glycin ersetzt. 
Die P213G-Mutation destabilisiert Domäne N2 im Gleichgewichtsübergang um 8 kJ/mol 
und beschleunigt die Entfaltung ausgehend vom nativen Protein rund 20-fach. Sie hat 
allerdings keinen Effekt auf die fluoreszenzdetektierten Rückfaltungsreaktionen der 
N2-Domäne. Offenbar beeinflusst der P213G-Austausch nicht die intrinsische Stabilität der 
nicht-assoziierten N2-Domäne, sondern nur deren Wechselwirkungen mit Domäne N1. 
Diese Wechselwirkungen werden erst sehr spät bei der Faltung von G3P* ausgebildet und 
zum größten Teil durch die Gelenksubdomäne vermittelt.  
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Abbildung 12. Tertiärstrukturdarstellung von G3P*, basierend auf den Strukturdaten von Holliger et al. 
(1999). Domäne N1 ist rot, der globuläre Teil von N2 (N2´) blau und die Gelenksubdomäne von N2 grün 
gefärbt. Die Seitenketten der an den Interdomänenwechselwirkungen beteiligten Aminosäuren in N1 und N2 
(Lubkowski et al., 1998) sind als Stäbchen dargestellt. Das cis-Pro213 in der Gelenksubdomäne, das für die 
extrem langsame Domänenassoziation bei der Rückfaltung verantwortlich ist, ist markiert. Violett gefärbt ist 
die Schleifenregion in Domäne N2, die den größten Teil der Wechselwirkungen mit dem F-Pilus vermittelt 
(Aminosäuren 178 – 199, Deng & Perham, 2002).   
  
Die Isomerisierung an Pro213 ist tatsächlich geschwindigkeitsbestimmend für die 
Domänenassoziation von G3P*. Den Beweis dafür brachte der Effekt der P213G-Mutation 
auf die Kinetik dieser langsamsten Rückfaltungsreaktion. Der P213G-Austausch 
verringerte die Zeitkonstante der Assoziation beider Domänen von 6300 s auf 240 s. Durch 
diese fast 30-fache Beschleunigung wurde außerdem sichtbar, dass die Assoziations-
reaktion erst mit einer Verzögerung einsetzt, deren Ausmaß mit der Faltungsrate von N2 
korreliert. Dies deutet darauf hin, dass die Domänen in G3P* erst assoziieren können, wenn 
die Rückfaltung von Domäne N2 stattgefunden hat. Domänenfaltung und -assoziation 
stellen demzufolge getrennte Schritte in einem sequentiellen Faltungsmechanismus dar 
(Abb. 13A).  

Die mittels der Dreifachsprungexperimente messbare cisdtrans-Isomerisierung im 
denaturierten Protein wird durch den P213G-Austausch etwa 70-fach beschleunigt 
(τapp = 5.6 s), so dass sich mikroskopische Isomerisierungsraten von ktc = 0,0042 s-1 und 
kct = 0,173 s-1 ergeben. Die daraus resultierende Gleichgewichtskonstante Ktc = 0,024 sagt 
aus, dass 97,6 % aller Moleküle der P213G-Mutante im denaturierten Zustand das nicht-
native trans-Isomer enthalten. Unklar bleibt allerdings, um welche cisdtrans-
Isomerisierung im Protein es sich handelt. Gegen eine Isomerisierung am zweiten, noch 
verbliebenen cis-Pro161 spricht, dass sich die Rückfaltungsreaktion der P213G-Mutante 
nicht durch die Prolylisomerase Cyclophilin 18 katalysieren ließ, obwohl Pro161 selbst im 
nativen Zustand stark exponiert und gut zugänglich ist. Andererseits sind die detektierten 
Raten für eine Isomerisierung der Nicht-Prolylpeptidbinding Gln212-Gly213 relativ niedrig 
und der Anteil des cis-Isomers im Gleichgewicht des entfalteten Proteins mit 2,4 % 
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ungewöhnlich hoch (Odefey et al., 1995, Vanhove et al., 1996, Wheeler et al., 1998). 
Allerdings ist anzumerken, dass nur sehr wenige Referenzdaten zur Kinetik der 
Isomerisierung von Nicht-Prolylpeptidbindungen existieren. Es kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass die cisdtrans-Isomerisierung durch eine Kopplung mit der konformationellen 
Entfaltung scheinbar verlangsamt wurde. Möglich ist auch der Einfluss einer potentiellen 
Isomerisierung an Pro214 benachbart zu Gly213 im denaturierten Zustand.  

 

 

 

 
Abbildung 13. (A) Modell des Faltungsmechanismus von IIHY-G3P*. Angegeben sind die Zeitkonstanten τ 
für die Rückfaltungsreaktionen der Domänen N1 und N2 bei 0.5 M GdmCl sowie für die Entfaltungs-
reaktionen bei 4,5 bzw. 3,0 M GdmCl. Der erste Schritt der Rückfaltung zum nativen G3P* ist die sehr 
schnelle Faltung von Domäne N1 (rotes Quadrat), gefolgt von der Faltung des globulären Teils von N2 
(blaues Quadrat). Im letzten Schritt kommt es zur sehr langsamen, Prolin-limitierten Assoziation der 
Domänen und zur Ausbildung der nativen Konformation der Gelenksubdomäne von N2 (grünes Rechteck). 
Die Domänenassoziation führt zur kinetischen Kopplung beider Domänen und verlangsamt deren Entfaltung 
drastisch. (B) Apparente Raten λ der Entfaltungs- und Rückfaltungsreaktionen der Domänen N1 (rot) und N2 
(blau) in IIHY-G3P* als Funktion der GdmCl-Konzentration. (A) Entfaltung von Domäne N1 und (A) 
Entfaltung von Domäne N2 ausgehend vom nativen IIHY-G3P*. (E) schnelle Entfaltung von N1 und (B) 
schnelle Entfaltung von N2 ausgehend vom kurzzeitig zurückgefalteten Intermediat mit nichtassoziierten 
Domänen. (C) schnelle Entfaltung und (c) schnelle Rückfaltung der isolierten Domäne N1(T13I). (e) 
schnelle Rückfaltung von N1 und (b, a) zweiphasige Rückfaltung von N2 in IIHY-G3P*. (a) GdmCl-
unabhängige Raten der Prolylisomerisierung während der Assoziation von N1 und N2.  
Zur Verdeutlichung der einzelnen Faltungsreaktionen von IIHY-G3P* sind die entsprechenden Raten mit den 
in Teilabbildung (A) verwendeten Symbolen der Faltungszustände gekennzeichnet. Die Messung der 
Faltungsraten erfolgte wie in den Teilarbeiten E und F beschrieben. 
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2.3.4 Die lokale Sequenzumgebung ist für die sehr langsame cisdtrans-
Isomerisierung an Pro213 verantwortlich 

Um nachzuweisen, dass tatsächlich die lokale Sequenzumgebung des cis-Pro213 für die 
sehr niedrigen Isomerisierungsraten bei der Domänenassoziation in G3P* verantwortlich 
ist, wurde ein entsprechendes Pentapeptid Ac-AQPPV-OH synthetisiert und dessen Raten 
der Prolylisomerisierung mittels 1D 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Für eine bessere 
Zuordnung der Aminosäureresonanzen war das Pro211 der G3P*-Sequenz durch Ala1 im 
Peptid ersetzt worden. Es ist bekannt, dass sich der Anteil der cis-Isomere in Peptiden von 
10-12 % in wässrigen Lösungsmitteln auf bis zu 30-60 % in trockenen TFE/LiCl-
Mischungen steigern lässt (Kofron et al., 1991). Durch einen Sprung aus TFE/LiCl zurück 
in wässrigen Puffer können somit die reversiblen Isomerisierungsreaktionen bei der 
Nachstellung des cis/trans-Gleichgewichts anhand der Signale in zeitabhängig 
aufgenommenen 1H-NMR-Spektren untersucht werden (Grathwohl & Wüthrich, 1981).  

Das in TFE mit 0,6 M LiCl gelöste Peptid Ac-AQPPV-OH wurde im NMR-Spektrometer 
(Bruker DRX500) mit 20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 5,0 zehnfach verdünnt und die 
Kinetik der Isomerisierungsreaktionen über 21 min in 256 1D-Spektren (jeweils 4 Scans 
pro Spektrum) bei 25 °C verfolgt. Die Zuordnung der Resonanzen zu den Protonen der 
einzelnen Aminosäuren im Peptid erfolgte anhand eines DQF-COSY-Spektrums. Da das 
Peptid zwei Proline enthält, gibt es vier mögliche Isomere: cis/cis, cis/trans, trans/cis und 
trans/trans. Lediglich die Resonanzen des trans/trans-Isomers konnten mit Hilfe des 
2D-Spektrums eindeutig zugeordnet werden, alle anderen Isomere waren dafür zu gering 
konzentriert.  

Die isomerspezifischen Signale der beiden Prolinreste hatten in den 1D-Spektren zu 
niedrige Intensitäten für eine kinetische Auswertung. Sehr gut ließ sich allerdings die 
Resonanz des Amidprotons von Gln2 im cis-Isomer (cis/cis oder cis/trans) analysieren, die 
mit dem Signal des Amidprotons von Ala1 im trans/trans-Isomer bei 8,3 ppm 
zusammenfiel. Der zeitliche Verlauf des Integrals dieses Signals in den einzelnen 
1D-Spektren zeigte eine biexponentielle Kinetik (Abb. 14). Deren erste Phase mit τ = 23 s 
spiegelt möglicherweise die Isomerisierung der Pro3-Pro4 Peptidbindung wider. Die zweite 
Phase mit einer Zeitkonstante von τ = 395 s stimmt sehr gut mit der cisdtrans-
Isomerisierung von Pro213 im denaturierten IIHY-G3P* (τ = 345 s) überein, wie sie in den 
Dreifachsprungexperimenten fluoreszenzspektroskopisch detektiert werden konnte. Sie ist 
daher vermutlich der Isomerisierung der Gln2-Pro3-Bindung im Pentapeptid zuzuordnen. 
Die sehr gute Übereinstimmung der Raten für das Peptid und das Protein kann als 
deutliches Indiz dafür gesehen werden, dass die langsame Isomersisierung von Pro213 in 
G3P* tatsächlich auf die lokale Sequenzumgebung zurückzuführen ist. Konformationelle 
Faltungsreaktionen oder die Ausbildung der Interdomänenwechselwirkungen haben keinen 
Einfluss auf die Kinetik der Domänenassoziation in G3P*.  
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Abbildung 14. Zweiphasige Kinetik der cisetrans-Prolylisomerisierungen im Pentapeptid Ac-AQPPV-OH. 
Gezeigt ist der zeitliche Verlauf des Integrals des NMR-Signals bei 8,3 ppm, das die Resonanzen des 
Amidprotons von Ala1 im trans/trans-Isomer und des Amidprotons von Gln2 im cis/x-Isomer vereint. Die 
schnelle Phase (τ = 23 s) reflektiert vermutlich die cisetrans-Isomerisierung der Pro3-Pro4-Bindung, 
während die langsame Phase (τ = 395 s) die Isomerisierung der Gln2-Pro3-Bindung widerspiegelt. Die 
Isomerisierungskinetiken wurden gemessen in einem Bruker DRX500 NMR-Spektrometer bei 25 °C nach 
10-facher Verdünnung des in TFE mit 0,6 M LiCl gelösten Pentapeptids. Die Endkonzentration war 5 mM 
Peptid in 20 mM Kaliumphosphat, pH 5,0, 60 mM LiCl, 10 % TFE, 10 % D2O.  
 

2.3.5 Ein Netz von Wasserstoffbrückenbindungen um Pro213 als 
Vermittler zwischen Prolylisomerisierung und Domänenassoziation 

Wie lässt sich die beobachtete Kopplung zwischen der sehr langsamen cisdtrans-
Isomerisierung an Pro213 und der Assoziation der Domänen strukturell erklären? Die 
Kristallstruktur von G3P* zeigt, dass die beiden Stränge der Gelenksubdomäne von N2 
vielfältige Wechselwirkungen mit Domäne N1 eingehen (Abb. 12). Die Region um das 
cis-Pro213 (Leu210 - Val215) sowie das benachbarte Segment zwischen Tyr92 und Pro98 
zeichnen sich durch eine Anhäufung von Pro-Resten (Pro96, Pro98, Pro211, Pro213, 
Pro214) aus. Daraus resultieren geringe Flexibilitäten, wie aus niedrigen B-Faktoren in der 
Kristallstruktur ersichtlich (Lubkowski et al., 1998, Holliger et al., 1999). Auffällig ist auch 
die Orientierung der Seitenkette von Gln212, welches der cis-Peptidbinding vorausgeht. 
Gln212 bildet zwei Wasserstoffbrückenbindungen mit Gln52 in Domäne N1, dessen Nε und 
Oε lediglich 2,9 bzw. 3,0 Å entfernt sind. Eine dritte Bindung existiert zum Rückgrat-
sauerstoff von Pro211, so dass die Konformation dieser Region um Pro213 zusätzlich 
fixiert wird. Flankiert werden diese Wasserstoffbrücken von drei weiteren Kontakten 
zwischen der Gelenksubdomäne von N2 und Domäne N1: Tyr92 ist wasserstoffverbrückt 
mit Thr18, und Val215 sowie Pro211 bilden Wasserstoffbrücken mit Ser16 aus (Abb. 7b in 
Teilarbeit F). Dieses Netzwerk von Wasserstoffbrücken ist vermutlich für die geordnete 
Interaktion zwischen N1 und N2 im nativen G3P* sehr wichtig, und es kann nur 
ausgebildet werden, wenn Pro213 in der cis-Konformation vorliegt. Möglicherweise 
bestimmt so die transecis-Isomerisierung an Pro213 eine Relativbewegung der beiden 
nahezu vollständig gefalteten Domänen und letztlich deren Assoziation bzw. Einrasten zum 
nativen Protein.  

Ein Strukturvergleich der Gen-3-Proteine der Phagen M13 und fd deutete ebenfalls auf eine 
Bewegung von Domäne N2 relativ zu N1 hin, die um ein „Gelenk“ bei Gly99 und Ser208 
in der Gelenksubdomäne von N2 erfolgen könnte (Holliger et al., 1999) und eventuell 
Relevanz für die Funktion in vivo hat. Bei der Infektion von E. coli wird die Dissoziation 
von N1 und N2 dadurch induziert, dass die Spitze des F-Pilus an der Außenseite der 
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N2-Domäne bindet (s. Abb. 12; Deng & Perham, 2002). Diese Trennung der gefalteten 
Domänen ist mechanistisch noch nicht verstanden, sie beinhaltet eventuell 
Konformationsänderungen oder die partielle Entfaltung der Gelenksubdomäne. Es bleibt zu 
untersuchen, welche Rolle die Isomerisierung an Pro213 dabei spielt. Nur wenn N1 und N2 
dissoziiert sind, ist die TolA-Bindungsstelle auf Domäne N1 exponiert. Dieser Zustand 
muss demnach im Verlauf des Infektionsvorgangs erhalten bleiben, bis der Pilus 
zurückgezogen und N1 in räumliche Nähe zu TolA auf der Zelloberfläche gebracht worden 
ist. Eine sehr langsame Reassoziation der Domänen, die durch die transecis-
Isomerisierung an Pro213 kinetisch bestimmt wird, könnte also den dissoziierten Zustand 
für längere Zeit aufrechterhalten. Möglicherweise wirkt damit Pro213 im Gen-3-Protein als 
konformationeller Schalter bei der Infektion von E. coli.  
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3 Abkürzungen 
 
Ac-AQPPV-OH  Pentapeptid mit acetyliertem N-Terminus und freier terminaler 

Carboxylgruppe 

Bc-Csp   Kälteschockprotein aus Bacillus caldolyticus 

Bs-CspB  Kälteschockprotein aus Bacillus subtilis 

Csp   Kälteschockprotein 

∆Cp Wärmekapazitätsänderung während der Entfaltung eines Proteins bei 

konstantem Druck  

Cp
E   Wärmekapazität der Entfaltungsreaktion 

CT   C-terminale Domäne des Gen-3-Proteins 

D   Denaturierungsmittel 

DQF-COSY  double quantum filtered-correlated spectroscopy 

DSC   differential scanning calorimetry 

εr   relative Dielektrizitätskonstante 

∆GD   freie Enthalpie der Entfaltungreaktion 

∆∆GD   Differenz der freien Enthalpien der Entfaltung verschiedener 

Proteinvarianten  
OH

D
2G∆  freie Enthalpie der Entfaltung in Abwesenheit des 

Denaturierungsmittels 

∆∆GD
2M  Differenz der freien Enthalpien der Entfaltung verschiedener 

Proteinvarianten bei 2 M GdmCl 

∆∆GD
70°C  Differenz der freien Enthalpien der Entfaltung verschiedener 

Proteinvarianten bei 70 °C 

GdmCl  Guanidiniumchlorid 

[GdmCl]M  Mittelpunkt des GdmCl-induzierten Entfaltungsübergangs 

G3P   Gen-3-Protein filamentöser Phagen 

G3P* N-terminales Fragment von G3P bestehend aus den Domänen N1 und 

N2 

IIHY-G3P*  G3P* mit den Mutationen T13I, T101I, Q129H und D209Y  

IIY-G3P*  G3P* mit den Mutationen T13I, T101I und D209Y 

G-5 stabilste Variante der Proside-Selektion in Gegenwart von GdmCl, 

CspB L2Y/E3I/A46Q/T64L/E66L/A67P 

∆HD   Enthalpie der Entfaltungsreaktion 
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∆HvH   van´t Hoff-Enthalpie der Entfaltung 

kapp   apparente Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion 

ktc    Geschwindigkeitskonstante der transecis-Isomerisierung  

kct    Geschwindigkeitskonstante der cisetrans-Isomerisierung  

Ktc   Gleichgewichtskonstante der cisdtrans-Isomerisierung 

kNU   mikroskopische Geschwindigkeitskonstante einer Entfaltungsreaktion 

kUN   mikroskopische Geschwindigkeitskonstante einer  

Rückfaltungsreaktion 

λ   apparente Ratenkonstante (= kNU + kUN)   

m   Kooperativitätsparameter der Entfaltungsreaktion (δ∆G/δ[D]) 

mNU   kinetischer m-Wert der Entfaltungsreaktion (δlnkNU/δ[D]) 

mUN   kinetischer m-Wert der Rückfaltungsreaktion (δlnkUN/δ[D]) 

N   nativer Zustand eines Proteins 

N1   Domäne N1 des Gen-3-Proteins 

N2   Domäne N2 des Gen-3-Proteins 

Na-Cacodylat  Natriumsalz der Dimethylarsinsäure 

NMR   nuclear magnetic resonance 

∆SD   Entropie der Entfaltungsreaktion 

ss-DNA  Einzelstrang-DNA  

τ   Zeitkonstante einer Reaktion 

τapp   apparente Zeitkonstante einer Reaktion 

tM   Mittelpunkt des thermischen Entfaltungsübergangs 

TFE   Trifluorethanol 

Tm-Csp  Kälteschockprotein aus Thermotoga maritima 

T-10/10  stabilste Variante der Proside-Selektion bei erhöhter  

Temperatur, CspB L2R/E3V/A46L/T64R/E66V/A67G 

U   entfalteter Zustand eines Protein 
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