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Kurzfassung 1

Kurzfassung der Arbeit

Proteine sind die zentralen Bausteine des Lebens, und ihre pharmazeutische und
bi otechnol ogische Anwendung gewinnt zunehmend an Bedeutung. Fur ihre Funktion ist der
Erhalt der dreidimensionalen Struktur essentiell. Somit stellt das Verstandnis der
biophysikalischen Grundlagen der konformationellen Stabilitét von Proteinen ein wichtiges
Ziel der biochemischen Forschung dar. Vergleichende Mutationsstudien an homologen
Proteinen aus psychrophilen, mesophilen und thermophilen Organismen stof3en aufgrund
der oft grof3en Zahl von Sequenzunterschieden und der damit verbundenen Komplexitét der
Analysen bald an ihre Grenzen. Die gerichtete Evolution in vitro stellt daher eine sehr
vielversprechende Alternative fir die Untersuchung der Thermostabilitét und die Ableitung
genereller Stabilitétsprinzipien dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde Proside, ein Selektionssystem fir stabilisierte Proteine,
weiterentwickelt und dafir genutzt, die molekularen Ursachen erhdhter Proteinstabilitét zu
anaysieren. FUr diese in vitro-Evolutionsexperimente diente das Kalteschockprotein
Bs-CspB aus Bacillus subtilis als Model | protein. Zusétzlich wurde das Gen-3-Protein (G3P)
des Phagen fd, eine essentielle Komponente von Proside, thermodynamisch charakterisiert
und sein Faltungsmechanismus aufgeklart.

Proside basiert auf phage display und verknipft die thermodynamische Stabilitdt eines
Proteins mit einem sehr gut selektierbaren Parameter, der Infektiositét filamenttser Phagen.
Die Methode ist generell anwendbar und unabhangig von spezifischen Eigenschaften des zu
stabilisierenden Proteins, wie etwa Ligandenbindung oder enzymatischer Aktivitét. Die
Grof3e der selektierbaren Mutantenbibliotheken konnte durch Veranderungen des Phagen-
konstrukts und der zu ihrer Erstellung verwendeten molekularbiologischen Methoden auf
mehr als 10® 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 k¥mol stabilisiert. Somit sind jetzt invitro-
Selektionen bel Temperaturen von bis zu 60 °C moglich, ohne dass die Stabilitét der
Phagenproteine selbst limitierend fir 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 kJmol stabileren Homologen Bc-Csp aus dem thermophilen Bacillus
caldolyticus in 12 von 67 Resten, die alle an der Oberflache des Proteins liegen. Die
invitro-Selektionen nach Sattigungsmutagenese an sechs dieser zwdlf Positionen in
Bs-CspB (2, 3, 46, 64, 66 und 67) lieferten eine Vielzahl von stabilisierten Mutanten, die,
abhangig von den Selektionsbedingungen, unterschiedliche Stabilisierungsprinzipien
aufzeigten. Wahrend bel der Selektion in Gegenwart des ionischen Denaturierungsmittels
GdmCl vor alem die hydrophoben Wechselwirkungen verbessert wurden, fihrte die
Selektion bel erhthter Temperatur zusétzlich zur Optimierung der Coulomb’schen
Wechselwirkungen auf der Proteinoberfl&che.

Fur die stabilste der selektierten Varianten von Bs-CspB ist der Mittelpunkt des
thermischen Entfaltungstibergangs um mehr als 28 Grad relativ. zum Wildtypprotein
angehoben und liegt damit auch deutlich hoher 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 dhnliche Strategien fir eine
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hohe Thermostabilitét, insbesondere zeichnen sie sich durch eineim Vergleich zu Bs-CspB
optimierte Verteilung der Oberflachenladungen aus.

Die detaillierte Analyse der Beitrdge der einzelnen Aminosiureaustausche in der stabilsten
selektierten Variante verdeutlichte, dass Ladungsnetzwerke auf der Proteinoberflache fir
die Thermostabilitdt der Kalteschockproteine sehr wichtig sind. So ist die paarweise
Abstol3ung zwischen Glu3 und Glu66 in Bs-CspB gering im Vergleich zu den globalen,
nicht-lokalisierbaren Coulomb’schen Beitrdgen der beiden Reste, und auch der
stabilisierende Effekt der Einfihrung einer positiven Ladung in diese Region der
Proteinoberflache erwies sich as unabhangig von ihrer genauen Position und war keiner
direkten Wechselwirkung zuzuordnen.

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

Die Stabilitdtsuntersuchungen des fur die Phageninfektion essentiellen N-terminalen
Fragments des Gen-3-Proteins reflektieren dessen Aufbau aus den beiden Doménen N1 und
N2. Wahrend die Stabilitdt der Domane N1 unabhéngig von Doméne N2 ist, wird Doméne
N2 wesentlich durch die Interdomanenwechselwirkungen mit N1 stabilisiert, und ihre
Entfaltung ist mit der Doméanendissoziation gekoppelt.

Die vier mittels Proside gefundenen Mutationen in G3P stabilisieren beide Doménen
unabhangig voneinander und verdeutlichen die generellen Prinzipien, die der Stabilitét von
Zweidomanenproteinen zugrunde liegen. Neben der Erhdhung der intrinsischen Stabilitaten
der individuellen Doménen spielt die Verbesserung der Doméneninteraktionen eine
entscheidende Rolle fur die Stabilisierung des gesamten Proteins.

Die Ruckfaltung von G3P ist ein sequentieller Prozess. Domane N1 faltet innerhalb
weniger Millisekunden, gefolgt von der Faltung der N2-Doméane, die nach etwa 3 min
abgeschlossen ist. Im letzten Schritt assoziieren die beiden Doménen 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 Gelenksubdoméane von
N2. Wie kinetische NMR-Experimente mit einem von G3P abgeleiteten Pentapeptid
ergaben, ist die ungewohnlich niedrige Rate dieser Prolylisomerisierung auf die lokale
Sequenzumgebung des cis-Pro213 zurtickzufthren. Durch die Assoziation von N1 und N2
werden beide Doménen in ihrer Entfaltung gekoppelt, so dass Domane N1 bis zu
150.000-fach langsamer entfaltet alsin isolierter Form.

Die Prolin-limitierte sehr langsame Doménenassoziation ist moéglicherweise fur die
Funktion des G3P bei der Infektion von E. coli von Bedeutung. Sie erlaubt es, die Doméanen
nach Bindung an den F-Pilus so lange dissoziiert zu halten, bis der Pilus zurlickgezogen ist
und Doméane N1 mit dem Corezeptor TolA an der Zelloberflache 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 thiswork Proside, a selection method for stabilizing proteins, was further developed and
applied to analyze the molecular origins of protein stability. Asamodel 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 asligand 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 proteinsis 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 |ess stable than its homolog Bc-Csp
from the thermophile Bacillus caldolyticus. The two proteins differ in 12 out of 67 residues,
which are al 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 GdmCI 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 thermostabl e reference Bc-Csp. The selected variant differs from Be-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 smal 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 gainsin 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 domainsin
an independent fashion and they point to genera 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 islimited 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 Stabilitat von Proteinen

Der Begriff ,Proteinstabilitét“ hat in der molekularen Biologie und in der Biochemie
vielfdtige Bedeutung. Im intakten Organismus ist damit oft die Lebensdauer eines Proteins
gemeint, wahrend in vitro die Stabilitdt gegentiber Proteasen, chemischen Agenzien oder
verschiedenen physikalischen Einflissen im Mittel punkt steht. Meist korrelieren jedoch all
diese Aspekte mit der thermodynamischen Definition der Stabilitét eines Proteins.

Fir viele kleine Proteine lasst sich die Faltung mit einem einfachen Zweizustandsmodell
beschreiben, bei dem der native Zustand N und der entfaltete Zustand U in einem
reversiblen Gleichgewicht N==U stehen (Privalov, 1979). Strukturell betrachtet stellen
beide Zustdnde Ensembles von Konformationen dar, thermodynamisch jedoch sind sie
wohl definiert, und die Proteinstabilitét kann durch die freie Enthalpie der Entfaltung, DGp,
ausgedruckt werden (Gleichung 1).

DG, =- RTint (1)
[N]

Das Gleichgewicht zwischen N und U l&sst sich durch Erhéhung der Temperatur oder
Zugabe von Denaturierungsmitteln zum entfalteten Zustand hin verschieben, die
konformationelle Stabilitdt DGp ergibt sich aus der Lage des Gleichgewichts in
Abhangigkeit vom Denaturierungsparameter. Fir die chemische Entfaltung wird die
Abhangigkeit der Stabilitét DGp von der Denaturierungsmittelkonzentration oft durch ein
lineares Modell sehr gut beschrieben (Tanford, 1970, Gleichung 2), was die Bestimmung
von DGp in Abwesenheit des Denaturierungsmittels ( DG{*°) ermdglicht.

DG, = DG{° - m®D] 2

Bei der thermischen Entfaltung ist die freie Enthalpie DGp mit der Enthalpie DHp und der
Entropie DS, der Entfaltung tber die Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gleichung 3) verkniipft.

DG, =DH,, - T>DS, ©)

Durch die Temperaturabhangigkeiten von DHp und DS, nimmt die Warmekapazitat DC,
eines Proteins wahrend der Entfaltung zu (Gleichung 4), die thermische Stabilitatskurve
(DGp vs T) zeigt einen parabolischen Verlauf.

DCp:dDHD o @
dT dT

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, enthal pisch jedoch destabilisiert ist (Privalov, 1979).
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1.2 Physikalische Grundlagen der Proteinstabilitat

Die Stabilitdt von Proteinen resultiert aus einer Vielzahl schwacher nicht-kovaenter
Wechselwirkungen, deren relative Beitrége 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 konnen keine Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Losungsmittel
ausbilden. Dies verstérkt die Wechselwirkungen zwischen den L&sungsmittelmolekilen
selbst und fuhrt so zu einer entropisch sehr unguinstigen Solvatation. AulRerdem bilden
hydrophobe Gruppen im Inneren des Proteins enthal pisch glinstige van-der-Waal s-K ontakte
aus (Makhatadze & Privalov, 1995).

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

Die langreichweitigen ionischen Wechselwirkungen haben aufgrund der hohen
Dielektrizitdtskonstante von Wasser (e = 80) auf der Proteinoberflache nur einen relativ
kleinen stabilisierenden Effekt (Honig & Yang, 1995). Im apolaren Proteininneren (e = 4)
sind diese Interaktionen wesentlich stéarker (Gilson & Honig, 1986), jedoch wird dort ihr
Nettobeitrag zur Stabilitét durch die bei der Faltung erforderliche Desolvatation der
interagierenden geladenen Gruppen extrem reduziert (Hendsch et al., 1996, Xiao & Honig,
1999). Moglicherweise ist der Stabilisierungseffekt von lonenpaaren bei hoher Temperatur
und damit fur thermostabile Proteine grof3er, da die Solvatationsenthal pie polarer Gruppen
mit steigender Temperatur sinkt und der Entropiegewinn durch das Freisetzen von
Wassermolekilen zunimmt (Elcock, 1998, Makhatadze & Privalov, 1995). Insgesamt
kompensieren sich die vielen gunstigen und unglnstigen Beitrage zur Proteinstabilitét
weitgehend, wobel die enorme Abnahme der Kettenentropie wéhrend der Faltung den
vermutlich gréfdten destabilisierenden Faktor darstellt (Makhatadze & Privalov, 1995).

1.3 Proteine austhermophilen Organismen

Fur 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 Wasserstoffbriickenbindungen. Ein mdglicher Grund fur die relativ geringen
Stabilitaten ist wohl, dass die meisten im Verlauf der Evolution entstandenen zufélligen
Mutationen destabilisierend wirken. Durch die Akkumulation von Mutationen tber mehrere
Generationen nimmt die Proteinstabilitdt 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 Funktionalitét verhindert, so dass
natirlich evolvierte Proteine mit ihrer Stabilitdt immer nur knapp Uber einem
funktionsbedingten Grenzwert liegen (Wintrode & Arnold, 2000). Eine weitere Erklarung
ist, dass sich zu hohe Stabilitéten nachteilig auf die lebende Zelle auswirken kénnen
(Benner & Ellington, 1988), da zur Regulation des Zellzyklus und zur Reaktion auf
verénderte Umweltbedingungen die intrazelluldren Proteinkonzentrationen kurzfristig
adaptiert werden mussen.
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Die starke Kompensation von stabilisierenden und destabilisierenden Wechselwirkungen
sorgt dafiir, dass bereits geringe Anderungen in Art oder Zahl der Interaktionen die
Proteinstabilitét stark beeinflussen konnen. Dies erschwert die Ableitung allgemeiner
Stabilitatsprinzipien 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 Beitrage einzelner Austausche in
Mutationsstudien aufzuklaren. Zudem macht die irreversible Entfaltung der Proteine eine
thermodynamische Charakterisierung oft unmoglich. Untersuchungen zur Thermostabilitét
beschranken sich daher haufig auf Sequenz- und Strukturvergleiche (Zhang et al., 2001,
Dams et al., 2000). Wechselwirkungen lassen sich damit alerdings nicht quantifizieren,
und das Risiko von Fehlinterpretationen ist sehr hoch (Strop & Mayo, 2000). Theoretische
Ansédtze zur Ermittlung der Beitrége einzelner Aminosauren stehen derzeit noch am
Anfang. Die Berechnungen von Mutationseffekten scheiterten bisher in vielen Fallen, well
entropische Effekte nicht berlicksichtigt wurden, weil Informationen zur Struktur und
Energie des denaturierten Zustands fehlten, und weil die geringe Nettostabilitdt von
Proteinen aus einer Summe grof3er, sich nahezu kompensierender Beitrage resultiert (Gao et
al., 1989). Erleichtert werden die Berechnungen jedoch durch statistische Daten, die sich
aus der mittlerweile sehr grof3en Zahl hochaufgel Gster Proteinstrukturen gewinnen lassen.
Mit Computeralgorithmen, die diese Daten nutzen, konnten Mutationseffekte auf die
Stabilitét, 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 & B6hm,
1998). Thermostabile Proteine zeichnen sich unter anderem durch verstérkte interne
Packung unpolarer Gruppen, durch verkirzte Schleifen an der Oberflache, durch eine
grolRere Zahl von Wasserstoffbriickenbindungen und durch grofRere Netzwerke von
lonenpaaren bzw. mehr geladene Reste an der Proteinoberflache aus (Yip et al., 1995,
Hatanaka et al., 1997, Russell et al., 1997, Cambillau & Claverie, 2000). Die Analyse
natirlich vorkommender Enzyme fihrte zu der Annahme, dass sich wéahrend der Evolution
Starke und Zahl stabilisierender Wechselwirkungen derart entwickelt haben, dass
konformationelle Rigiditat (fur Stabilitdt) und Flexibilitét (fur Aktivitdt) bei der
physiologisch relevanten Temperatur optimal aufeinander abgestimmt sind. Meist bleibt
aber unklar, welche Sequenzunterschiede tatsachlich fur 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 natiirlicher Selektionsdriicke
im Verlauf der Evolution handelt. Um diese Zusammenhange zu kléren 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 moglich, die physikalischen bzw.
thermodynamischen Prinzipien der Proteinstabilitét getrennt von anderen biologischen
Eigenschaften zu analysieren. Verschiedenste naturliche oder auch nicht-nattirliche
Evolutionsdriicke lassen sich im Labor definiert nachstellen, so dass die gezielte
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Entwicklung bestimmter Eigenschaften von Proteinen durch minimale Anderungen in
Sequenz oder Struktur moglich ist. Gerichtete in vitro-Evolution ist allerdings nur
erfolgreich, wenn wesentliche Grundprinzipien beachtet werden. Insbesondere bestimmt
die gewéhlte 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 moglicher
Konformationen sehr schnell gefunden (Levinthal, 1968). Das ist damit erklérbar, dass die
Determinanten der Faltung im Konformationsraum eine ,, Energielandschaft“ formen, in der
das Protein bis zum Erreichen des Energieminimums auf bestimmten Faltungspfaden
gefuhrt wird (Frauenfelder et al., 1991, Dill et al., 1995). In Anaogie zu dem
Konformationsraum der Proteinfaltung lésst sich fir 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 betragt 20V, wobei N firr die Zahl der Aminosauren des Proteins steht. Mit
den zur Vefugung stehenden Durchmusterungs- und Selektionsmethoden der
in vitro-Evolution lassen sich zwar nur bis zu 10™ Mutanten pro Generation analysieren
(Dower & Mattheakis, 2002), jedoch besitzt der Sequenzraum den Vorteil extrem hoher
VerknUpfung. Trotz der geringen Grof3e einer einzelnen Generation kann er in mehreren
Zyklen relativ effizient durchsucht werden kann.

Dadie Berechnung selbst einfacher Eigenschaften eines Proteins aus dessen Primarsequenz
bisher unmaglich ist, werden fir die Betrachtung theoretischer Aspekte der Evolution die
Punkte im Sequenzraum Uber sogenannte , Fitnessfunktionen® mit bestimmten Protein-
eigenschaften (z.B. der Stabilitét) verknipft. Komplexere Funktionen beziehen in diese
VerknUpfung auch die Struktur des Proteins mit ein (Shakhnovich, 1994, Dill et al., 1995).
Das heil%, &guivalent 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 Hyperflache, beschrieben durch eine ungekoppelte , Fitnessfunktion®, besitzt ein
einzelnes, globales Optimum. Jeder Rest im Protein kann dabel unabhéngig mutiert werden,
die Effekte sind additiv, und die beste Sequenz ist einfach die Kombination der besten
Aminosdure an jeder Position. In der Regel kommt es jedoch zu Kopplungen zwischen
Positionen, die im Fall der Proteinstabilitédt durch paarweise Wechselwirkungen wie
Wasserstoffbriickenbindungen, Salzbriicken oder van-der-Waals-Kontakte zwischen den
Resten bedingt sind (Wells, 1990). Diese Kopplungen bestimmen die Toleranz der Struktur
bzw. Stabilitdt eines Proteins gegentber Mutationen (Brown & Sauer, 1999) und die
Additivitdt von Mutationsbeitréagen, d.h. die Wahrscheinlichkeit, bereits mit Einzel-
austauschen giinstige Effekte zu erzielen.

Die am haufigsten verwendete Strategie zur evolutiven Stabilisierung von Proteinen ist die
adaptive Evolution (,,adaptive walk*), bei der Gber mehrere Generationen hinweg einzelne
gunstige Mutationen zufdllig erzeugt, angehduft 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 Stabilitét oder Funktion zu Grunde liegen. Da die meisten Mutationen
ungunstige Beitrage liefern und miteinander koppelnde Positionen nur schwer zu finden
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sind, erhoht die Einfuhrung von nur einzelnen Mutationen bel 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
beschrénkte Zahl von Aminosauren und damit auch nur ein kleiner Teil des Sequenzraums
zuganglich. Insbesondere bel Proteinen, die sich durch komplexere, gekoppelte
,Fitnesslandschaften® mit mehreren lokalen Optima und limitierten Pfaden im
Sequenzraum auszeichnen, ist deshalb die Einfuhrung von Mehrfachmutationen fir eine
erfolgreiche Evolution erforderlich. Genutzt werden dafur beispielsweise die
Rekombination (gene shuffling, molecular breeding, Stemmer, 1994a, Stemmer, 1994b),
hohere Mutageneseraten innerhalb beschrankter Proteinregionen und die Sattigungs-
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 Umsténden
die Unterscheidung von funktionalen und neutralen Austauschen erforderlich, zum Beispiel
durch Rickkreuzung (Stemmer, 1994b) oder Doppel- und Dreifachmutationszyklen
(Horovitz, 1996, Horovitz & Fersht, 1992).

Allgemein wird die fur eine in vitro-Evolution optimale Mutageneserate bestimmt durch
die Grof3e der selektierbaren Bibliothek und die Struktur der , Fitnesslandschaft” des zu
optimierenden Proteins, d.h. durch das Ausmal? der koppelnden Wechselwirkungen
zwischen einzelnen Resten. Beispielsweise ist die gezielte Mutagenese an Positionen der
Proteinoberflache 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 fur Sattigungsmutagenesen 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-Seektionsmethoden

Voraussetzung fur die Suche nach optimierten, z.B. thermodynamisch stabilisierten
Proteinmutanten in einem grofen Repertoire von Sequenzen ist eine effiziente
Durchmusterungs- (screening-) oder Selektionsmethode. Wéhrend beim screening jede
einzelne Variante untersucht und digenige mit den gewiinschten Eigenschaften gezielt
ausgewahlt 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 nétig. FUr Proteine
bedeutet dies, dass sie mit der Information fir ihre Vervielfaltigung, d.h. der kodierenden
Nukleinsdure verbunden sein muissen. Wenn die Funktion eines Proteins mit dem
Wachstum oder dem Uberleben eines Mikroorganismus gekoppelt werden kann, ist eine
Selektion in vivo moglich (Kast & Hilvert, 1997, Oshima, 1994, Matsumura & Aiba, 1985).
Fur Selektionen in vitro werden verschiedene sogenannte Displaytechniken genutzt (Dower
& Mattheakis, 2002). Das am haufigsten verwendete Verfahren ist das Phagendisplay
(Dunn, 1996, Smith & Scott, 1993), bei dem das zu optimierende Protein mit dem Gen-3-
oder Gen-8-Protein filamentdser Bakteriophagen fusioniert und so auf deren Oberflache
prasentiert wird. Damit vergleichbar, wenn auch deutlich komplexer, ist das
Zelloberflachendisplay bei Bakterien (Georgiou et al.,, 1997) oder Hefezellen
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(Schreuder et al., 1996). Das Gastprotein wird dabei mit zelluléren Proteinen der &ufieren
Membran, Pilinen oder Flagellinen, fusioniert. Displaytechniken, die vadllig auf in vivo-
Schritte verzichten, sind das Ribosomendisplay (Hanes & Plickthun, 1997) und die
MRNA-Protein-Fusion (Roberts & Szostak, 1997). Die Verknupfung von Protein und
kodierender Nukleinsdure wird dabei durch das gestoppte, im Komplex stabilisierte
Ribosom vermittelt bzw. tber eine kovalente Bindung via Puromycin erreicht.

All diese Displaytechniken haben gemeinsam, dass die Selektion Uber spezifische
Bindungseigenschaften erfolgt. Da die Ligandenbindung und die Proteinstabilitét thermo-
dynamisch gekoppelt sind, kdnnen diese Techniken im Prinzip auch zur Selektion von
Proteinvarianten mit erhohter Stabilitét genutzt werden (Jung & Pluckthun, 1997, Proba et
al., 1998, Jackson et al., 1995, Spadaet al., 1998).

1.6 DasProside-Verfahren zur Selektion thermodynamisch stabilisierter
Proteine

Proside (protein stability increased by directed evolution, Sieber et al., 1998) ist eine
generell anwendbare Selektionsmethode zur Stabiliserung von Proteinen. Sie ist
unabhangig von spezifischen Eigenschaften des Proteins wie Ligandenbindung oder
enzymatischer Aktivitét. Proside verknlpft die proteolytische Stabilitét eines Proteins mit
einer sehr gut selektierbaren Eigenschaft, namlich der Infektiositét filamentoser Phagen.

Die proteolytische und die konformationelle Stabilitdt 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 fur Chymotrypsin.
Diese Protease spaltet spezifisch an aromatischen Aminosduren, die im gefalteten Protein
meist verborgen und damit unzuganglich sind.

Verantwortlich fir die Infektiositét der Phagen gegenlber E. coli ist das Gen-3-Protein
(G3P), das in drei bis funf Kopien an einem Ende des Phagenpartikels vorkommt. G3P
besteht aus drei Doméanen, N1 (68 Aminosauren), N2 (131 Aminosduren) und CT (150
Aminosauren), verknupft durch glycinreiche Linker von 18 bzw. 39 Aminosauren (Marvin,
1998, Lubkowski et al., 1999, Riechmann & Holliger, 1997). Die CT-Doméne verankert
das Protein in der Phagenhtille (Boeke & Model, 1982, Stengele et al., 1990). Doméne N2
initiiert die Infektion von E. coli durch Bindung an den priméren Rezeptor, die Spitze des
F-Pilus (Deng & Perham, 2002), und die N1-Doméne ermdglicht durch ihre Wechsal-
wirkung mit dem Corezeptor TolA nach Zuriickziehen des F-Pilus den Eintritt des Phagen
in die Zelle (Click & Webster, 1997, Glaser-Wuttke et al., 1989). Damit der Phage
infektios ist, missen demnach die Doméanen von G3P miteinander verknipft sein (Stengele
et al., 1990). Die Prosde-Selektionsmethode macht sich zunutze, dass diese Verknlpfung
auch durch Gastproteine erfolgen kann, die zwischen die Domanen inseriert sind (Krebber
et al., 1997). Ein Repertoire von Sequenzen, die das zu stabilisierende Protein kodieren,
wird zwischen die CT- und N2-Doméne eingebaut (Abb.1) und die resultierende
Bibliothek von Phagen ener in vitro-Proteolyse mit Trypsin oder Chymotrypsin ausgesetzt.
Die Proteolysebedingungen werden dafir so gewdhlt, dass die Phagenproteine gefaltet
bleiben, das eingebaute Gastprotein in seiner Wildtypform jedoch bereits partiell entfaltet
ist. Die fir die Infektiositét essentielle Verknipfung der G3P-Domanen bleibt also nur fir
Varianten des Gastproteins erhaten, 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 drel
randomisierten Positionen selektierte (Sieber et al., 1998).

1.7 DasKalteschockprotein CspB aus Bacillus subtilis, ein M odellprotein
zur Untersuchung der Proteinstabilitat

Die Kélteschockproteine (Csp) stellen eine Familie sequenzhomologer Proteine dar, die im
Rahmen der Kaltschockantwort verschiedener Organismen, u. a. E. coli und Bacillus
subtilis, verstérkt exprimiert werden (Graumann & Marahiel, 1999, Graumann & Marahiel,
1996). Sie binden hochaffin an RNA und einzelstréngige DNA (Graumann & Marahidl,
1998, Lopez et al., 1999), so dass ihnen in vivo eine Funktion as RNA-Chaperone zur
Verhinderung von Sekundérstrukturen in mRNAs bei niedrigen Temperaturen
zugeschrieben wird (Jiang et al., 1997). Die zugrunde liegende Fahigkeit zum
Aufschmelzen von Nukleinsduren ist auch verantwortlich fur ihre potentielle Wirkung as
Transkriptionsantiterminatoren (Bae et al., 2000, Phadtare et al., 2002a; Phadtare et al.,
2002b). Die Kéalteschockproteine sind klein (63 bis 68 Aminosauren) und monomer. Sie
gehdren zur Ob-fold (oligosaccharide-oligonucleotide binding fold) Faltungsfamilie, und
ihre Struktur ist durch ein b-Fass aus 5 antiparallelen b-Stréngen gekennzeichnet, a-Helices
fehlen (Schindelin et al., 1994; Schindelin et al., 1993, Schnuchel et al., 1993, Newkirk et
al., 1994, Miller et al., 2000). Da sie reversibel nach dem Zweizustandsmodell ohne
Intermediate entfalten, wurden sie as Modellproteine genutzt, um die Prinzipien der
Faltung globulérer Eindomanenproteine aufzukléaren (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 Stabilitét, sein Homologes Bc-Csp aus dem thermophilen Organismus
Bacillus caldolyticus ist hahezu 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 Thermostabilitat dar. Dieter Perl analysierte
mittels ortsgerichteter Mutagenese die Stabilitétseinflisse aler 12 Aminosaureaustausche
und konnte zwel exponierte Reste in Bc-Csp identifizieren, Arg3 und Leu66, die alein fir
den grofRen Stabilitétsunterschied zu Bs-CspB verantwortlich sind (Perl et al., 2000, Perl &
Schmid, 2001).

1.8 Problemstellung

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

Fir die thermodynamische Stabiliserung mittels Proside wurde das Katschockprotein
Bs-CspB aus Bacillus subtilis ausgewahlt. Es ist klein, globulér und monomer, und seine
Entfaltung verlauft sowohl thermisch, als auch denaturierungsmittelinduziert reversibel
nach dem Zweizustandsmodell (Schindler et al., 1995, Perl, 1997). Wie schon erwahnt
unterscheidet sich Bs-CspB nur in 12 exponierten Resten von seinem thermostabilen
Homologen Bc-Csp. Durch ortsgerichtete Mutagenese (Perl & Schmid, 2001) kdnnen
jedoch nur relativ wenig Aminosaureaustausche untersucht werden, und es ist schwer bzw.
gar nicht moglich, das Stabilisierungspotential einzelner Positionen im Detaill zu
analysieren und generelle Stabilitatsprinzipien abzuleiten. Die gerichtete in vitro-Evolution
bietet dagegen die Mdglichkeit, einen sehr grof3en Sequenzraum nach der stabilsten
Variante zu durchsuchen und die optimalen Aminosdurekombinationen an bestimmten
Positionen zu identifizieren. Die Stabiliserung von Bs-CspB mittels Proside, in
Kombination mit der thermodynamischen Charakterisierung selektierter Varianten und der
Interpretation von Austauschen anhand hochaufgel 6ster Proteinstrukturen, sollte Einblicke
in die molekularen Ursachen der Thermostabilitdt liefern. Basierend auf den bereits
vorhandenen Mutagenesedaten galt es insbesondere, die Rolle solvensexponierter Reste zu
untersuchen.

Bel einer Vielzahl von Phagendisplaymethoden, so auch bei Proside, werden die zu
selektierenden Gastproteine mit dem Gen-3-Protein der Phagen fusioniert. Zu den
Stabilitdts- und Faltungseigenschaften dieses Proteins ist bisher alerdings fast nichts
bekannt. Auch die fir die Infektion essentielle Trennung der Doménen wurde bislang nur
anhand der Erkenntnisse aus den Strukturen der Komplexe mit den zelluldren Rezeptoren
beschrieben. Ein weiteres Ziel der Arbeit war deshalb, G3P in isolierter Form
thermodynamisch zu charakterisieren. Besonderes Interesse galt der Aufklarung des
Faltungsmechanismus des N-terminalen Fragments bestehend aus den Domanen N1 und
N2. Beide Doménen stellen strukturell separate Einheiten dar, zeigen zugleich aber
extensive |Interdomanenwechselwirkungen. Am Beispiel dieses Zweidomanenproteins
sollte untersucht werden, ob und wenn ja wie die Faltung der individuellen Doméanen mit
deren Assoziation zusammenhangt und welche Stabilitdts- und Faltungsprinzipien bel
M ehrdoménenproteinen allgemein von Bedeutung sind.
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2 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

2.1 Waeiterentwicklung des Proside-Selektionsverfahrensfir stabilisierte
Proteine

2.1.1 Optimierung des Phagenkonstruktsund 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 dafir verwendete Phagen-
konstrukt basierte auf dem Phagmid fCKCBS (Krebber et al., 1997) mit Gastprotein,
inseriert zwischen der N2- und CT-Doméne 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 bel 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 kdnnen, mussten diese Phagen regelmaldig
aus den Repertoires entfernt werden, was durch Amplifikation der Gastproteingene und
Neukonstruktion der Bibliotheken erfolgte. Vor adlem die illegitime Rekombination
(Ehrlich et al., 1993, Kuzminov, 1999) scheint fur den Verlust der inserierten Proteine
verantwortlich zu sein, der trotz fehlender homologer Bereiche und der Verwendung des
RecA-defizienten E. coli-Stammes XL 1Blue zur Vermehrung der Phagen weiterhin auftrat.
Dabei erhielten speziell die Phagen einen hohen selektiven Vortell, bei denen die
Rekombination innerhalb der Linker zwischen Gastprotein und G3P stattfand. Nur in
diesen Félen blieben die Doménen von G3P intakt, und das inserierte Protein wurde
nahezu vollstandig entfernt, so dass keine unstrukturierten proteasesensitiven Fragmente
zurtickblieben. Beglinstigt wurde eine derartige Rekombination weil die Linker, die das
Gastprotein flankierten, mit 21 bzw. 156 Nukleotiden relativ lang waren. Der Linker zur
CT-Domaéne wurde deshalb auf 24 Nukleotide verkirzt und dabel gleichzeitig mit weiteren
Restriktionsschnittstellen zur Klonierung von Gastproteinen versehen (Teilarbeit A). Auf
die Funktion des Gen-3-Proteins, d.h. die Infektiositét der Phagen gegentiber E. coli, hatte
diese Verkirzung des Linkers keinen Einfluss, auch nicht bel Gastproteinen wie dem
| -Repressor, der bl-Doméne 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 vollstandig 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 ale Mutanten mit 99 %iger Wahrscheinlichkeit zu reprasentieren waren daher
lediglich 320° Klone nétig (vgl. Clarke & Carbon, 1976). Konstruiert wurden die
Bibliotheken durch Hybridisierung mutierter, fir 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 anschlief3ender
Transformation von E. coli XL1Blue mit den resultierenden doppelstrangigen Hybriden.
Die Ausbeuten waren hoch genug, um die erforderlichen Bibliotheksgrof3en zu erreichen
und bei der Selektion die zahlenmélige Dominanz von Phagen mit Wildtypinsert
(mindestens 50% des initidlen Repertoires) zu tolerieren. Fur das Erstellen groferer,
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maoglichst umfassender Bibliotheken war die Effizienz dieses Verfahrens alerdings nicht
ausreichend. AulRerdem war zu beobachten, dass Sequenzbereiche mit Mutationen nahe des
5-Endes der hybridisierten DNA-Fragmente (C-terminale Mutationen im Gastprotein)
haufig verloren gingen, entweder aufgrund der Exonuclease- und Strangverdréngungs-
aktivitat 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 de Transformation eine eventuelle mismatch-Reparatur in E. coli zu
unterdriicken, zeigte keinen Erfolg beim Erhalt terminaler Mutationen im inserierten Gen.
Auch die Verlangerung der zur Hybridisierung eingesetzten mutierten DNA-Fragmente um
50 Basen Uber die letzte Mutation hinaus sowie die Verwendung von Oligonukleotiden mit
nicht-hydrolysierbaren Thiophosphatbindungen zur Herstellung dieser Fragmente (Ott &
Eckstein, 1987, Skerra, 1992) fuhrten zu keiner Verbesserung. Erfolgreich war jedoch der
Einsatz der thermostabilen Tag-Ligase bei der Synthese des (-)-Strangs (Teilarbeit A).
Durch das Schlief3en des Einzelstrangbruchs am 5 -Ende des hybridisierten Fragments nach
vollstandiger Synthese des (-)-Stranges wurde die Eliminierung von Mutationen deutlich
unterdriickt. Gleichzeitig konnten damit die Ausbeuten an doppelstréngigem Hybrid und
dessen Transformationseffizienz gesteigert werden, wodurch Bibliotheksgréf3en von bis zu
10°® Mutanten mdglich wurden.

Da sich bei Bibliotheken mit theoretisch 107 oder 10° verschiedenen Varianten die
Transformationseffizienz von E. coli bereits limitierend auswirkt, kbnnen die einzelnen
Spezies nur noch mit geringerer Wahrscheinlichkeit représentiert werden. Unter Umsténden
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 eingeschrankt gelten, macht die Selektion basierend
auf dem Faltungszustand eines Proteins schwierig. Der selektive Vorteill von Phagen mit
Wildtypinsert nimmt, trotz geringerer thermodynamischer Stabilitét, aufgrund ihrer
zahlenm&ligen 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 erganzt wurden, war das Stopkodon nicht
enthalten. Mit den resultierenden doppelstrangigen Hybriden wurde zundchst der
Suppressor-Stamm  XL1Blue (supE44) transformiert, der dann sowohl Phagen mit
mutiertem Gastprotein (kodiert durch den neusynthetisierten (-)-Strang), as auch Phagen
mit Wildtypinsert (kodiert durch den Matrizen-(+)-Strang mit amber-Kodon) produzierte.
Die Phagen mit Wildtypinsert lieflen sich anschlief?end selektiv durch Infektion des
Nichtsuppressor-Stammes E. coli ABLE K eliminieren. Das amber-Kodon der Wildtyp-
kopie verhinderte in diesem Nichtsuppressor-Stamm die vollstandige Translation von G3P,
so dass die entsprechenden Phagen von den Zellen nicht freigesetzt werden konnten und es
zur Bildung von Polyphagen auf der Zelloberflache kam (Rakonjac & Model, 1998). Aul3er
den Phagen mit Wildtypinsert konnten mit diesem Verfahren ebenso digienigen Varianten
aus den initidlen Bibliotheken entfernt werden, bei denen der Verlust C-terminaler
Mutationen durch Reparatur oder Rekombination zum Auftreten des amber-Kodons auch
im mutierten Strang geftihrt hatte. Von besonderer Bedeutung war dies unter anderem fir
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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Abbildung 1. Schematische Darstellung des Phagenkonstrukts zur Proside-Selektion stabilisierter Protein-
varianten. Die Doméanen 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 ergéanzt, wobei der verbleibende Einzelstrangbruch durch Tag-DNA-Ligase geschlossen
wird.

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

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

Fir die ersten Proside-Selektionen von RNaseT1l war die Stabilitdt des Wildtyp-G3P
ausreichend, dadie 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 kdnnen, wurde Proside auch eingesetzt, um G3P selbst zu
stabilisieren. Da fur G3P keine thermodynamischen Stabilitétsdaten verfigbar waren und
auch keine thermostabilen Homologen fir Sequenzvergleiche existieren, wurde zur
Stabiliserung die adaptive Evolution, d.h. die schrittweise EinfUhrung zufélliger
Mutationen, gefolgt von proteolytischer Selektion gewahlt. Insertfreie Phagen wurden dazu
im Mutator-Stamm E. coli XL1Red vermehrt und durch in vitro-Proteolyse bei zunéchst
45°C und in den folgenden Zyklen be schrittweise bis auf 55°C gesteigerten
Temperaturen selektiert. Die erste so erhaltene stabilisierende Mutation, T101l, war in
Domane N2 lokalisiert. Nach erneuter Propagation der Phagen in XL1Red und Selektion
Uber mehrere Zyklen wurde der Austausch D209Y, ebenfallsin N2, erhalten. Durch weitere
in vivo-Mutagenesen und Selektionszyklen bei 55 °C bzw. 57,5 °C wurden die Dreifach-
mutante T131/T1011/D209Y und, davon ausgehend, schliefdlich die Vierfachmutante
T131/T1011/Q129H/D209Y gefunden. Drei der vier stabiliserenden Mutationen, T101l,
Q129H und D209Y, befinden sich in der N2-Doméne, nur T13I in Doméne N1 (Abb. 1ain
Tellarbeit A).
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Bel der spéteren thermodynamischen Charakterisierung von G3P stellte sich heraus, dass
die N2-Doméne tatséchlich deutlich labiler ist als N1 (Tellarbeit D). Das sukzessive
Erscheinen der Mutationen im Verlauf dieses Evolutionsexperiments spiegelte deren
Beitrage zur thermodynamischen und damit proteolytischen Stabilitéat von G3P wider (Abb.
2). Nachdem Doméne N2 durch die Austausche T101l und D209Y stabilisiert war, wurde
die Gesamtstabilitdt von G3P nun durch N1 limitiert. Die dritte Mutation, T13l, trat deshalb
in Doméane N1 auf, bevor mit Q129H die Doméne N2 weiter stabilisiert wurde. Alle vier
Mutationen zusammen erhdhen die Temperatur, bei der die Phagen sensitiv gegentiber
Spaltung durch Chymotrypsin werden, von 40 °C auf fast 60 °C. Das Proside-System |&sst
sich mit diesem stabilisierten Phagen fir thermische Selektionen bel bis zu 60 °C einsetzen,
ohne dass die Stabilitéten der Phagenproteine selbst limitierend fur die in vitro-Evolution
werden. Die Auswirkungen der selektierten Mutationen auf die konformationelle Stabilitéat
von G3P werden in Teilarbeit D analysiert.
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Abbildung 2. Erhaltene Infektiositéten des Wildtypphagen fd (O) und der selektierten Phagenvarianten mit
den Gen-3-Protein-Mutationen T101l (@), T1011/D209Y (O), T131/T1011/D209Y (M) und
T131/T1011/Q129H/D209Y (A) nach in vitro-Proteolyse fur 15min mit 0,25uM Chymotrypsin bei
unterschiedlichen Temperaturen. Die Proteolyse wurde durchgefiinrt wie in den Teilarbeiten A und D
beschrieben.
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2.2 Untersuchung der Prinzipien der Proteinstabilitdt am Beispiel von
Bs-CspB

2.2.1 Invitro-Evolution von Bs-CspB mittels Proside

Proteine aus thermophilen Organismen zeichnen sich haufig dadurch aus, dass an ihren
Oberflachen vermehrt geladene Aminosduren auftreten (Jaenicke & Bohm, 1998), die
moglicherweise Uber zusétzliche ionischen Wechselwirkungen stabilisierend wirken. Die
Verteilung der Ladungen auf der Oberflache ist dabei von besonderer Bedeutung, wie durch
Experimente mit Ubiquitin gezeigt werden (Loladze et al., 1999, Grimsley et al., 1999,
Spector et al., 2000). Oberflachenladungen sind auch fir die Stabilitét der Kalteschock-
proteine wichtig. Bs-CspB und sein thermostabiles Homologes Bc-Csp unterscheiden sich
an 12 Positionen, die alle an der Oberflache der Proteine liegen, und funf dieser
Aminosaureaustausche betreffen geladene Reste (Abb. 3).

1 5 10 15 20 25 30

Abbildung 3. Sequenzvergleich der Kalteschockproteine Bs-CspB und Bc-Csp. Die zwdlf Sequenz-
unterschiede sind fett hervorgehoben. Positiv geladene Aminosauren an diesen zwolf Positionen sind blau,
negative geladene rot eingefarbt.

Wie Abbildung 6 zeigt, weist die Oberflache von Bs-CspB eine Region sehr hoher
negativer Ladungsdichte auf. Verantwortlich dafir sind vor allem die Glutamatreste 3 und
66, deren Seitenketten in der Kristallstruktur des Proteins allerdings nicht aufgelost sind
(Schindelin et al., 1993). Die Modellierung der beiden Reste zeigt aber, dass ihre
Carboxylgruppen vermutlich weniger als 5 A voneinander entfernt sind, was zu elektro-
statischer Abstol3ung fuhren konnte (Abb. 4). Im thermostabilen Bc-Csp sind diese
Glutamate durch Arg3 und Leu66 ersetzt, eine Abstof3ung ist hier nicht méglich, und die
Ladungen auf der Oberflache sind deutlich gleichméaldiger verteilt (Abb. 6). Dieter Perl
konnte mittels systematischer ortsgerichteter Mutagenese zeigen, dass tatsachlich nur die
beiden Austausche E3R und E66L fur die Stabilitatsdifferenz 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 Schliisselpositionen 3 und 66 in Bs-CspB naher untersucht werden. In
den vorangegangenen M utageneseexperimenten waren lediglich die Austausche gegen die
in Bc-Csp vorhandenen Aminoséuren charakterisiert worden. Inwieweit andere Mutationen
vergleichbar oder eventuell sogar noch stérker stabilisierend wirken, war nicht bekannt.

Die gerichtete Evolution bietet die Mdglichkeit, sehr komplexe Kombinatorik zu nutzen
und einen riesigen Sequenzraum nach stabilisierten Varianten abzusuchen. Fur Proside
wurden daher neben den Resten 3 und 66 zusétzlich die vier raumlich benachbarten
Positionen 2, 46, 64 und 67, an denen sich Bs-CspB und Bc-Csp ebenfalls unterscheiden,
ausgewahlt (Abb. 4). Mit der gleichzeitigen Randomisierung und Selektion dieser sechs
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oberflachenexponierten Reste sollte nach eventuellen aternativen Aminosdure-
kombinationen gesucht werden, deren Vergleich mit Sequenzen anderer thermostabiler
Homologe Hinwelise zu generellen Stabilisierungsprinzipien der Kalteschockproteine geben
konnten.

Thro4

_ Glu6s

Abbildung 4. Tertidrstrukturdarstellung von Bs-CspB, basierend auf den Strukturdaten von Schindelin et al.
(1993). Die Aminosaureseitenketten an den sechs fir die in vitro-Evolution ausgewdahlten Positionen sind in
der Kugel-Stab-Darstellung abgebildet. Die in der Kristallstruktur nicht aufgeldsten Glutamatreste 3 und 66
wurden mit Swiss-pdb viewer (Guex & Peitsch, 1997) modelliert.

Zur Erstellung der Bibliothek von Bs-CspB-Varianten wurden in einer Sattigungs-
mutagenese ale 20 Aminosduren an den Positionen 2, 3, 46, 64, 66 und 67 zugelassen.
Zundchst erfolgte die Selektion dieser Bibliothek auf Stabilitét gegentber GdmCl-
induzierter Entfaltung. Die Phagen wurden dazu in sechs Selektionszyklen der in vitro-
Proteolyse mit 0,25 uM Chymotrypsin in Gegenwart von 1,5M und spéter 1,75 M GdmCl
bei 25°C ausgesetzt. Nach dem letzten Zyklus konnten finf verschiedene Varianten
identifiziert werden. Die Uberexprimierten und gereinigten Proteine waren alle deutlich
stabiler as das Wildtypprotein, und ihre Mittelpunkte des thermischen
Entfaltungsiibergangs (ty) lagen zwischen 13 und 22 Grad Uber dem des Bs-CspB von
54°C. Die stabilste selektierte Variante G-5 (Tab.1 und Abb.5A) erreichte mit
ty =76,0°C nahezu die Stabilitdt des thermostabilen Referenzproteins Bc-Csp
(tw = 76,9 °C), obwohl sie nur an einer der sechs randomisierten Positionen (Leu66) mit
dem thermostabilen Protein Ubereinstimmte. Der grofée Beitrag der E66L-Mutation zur
Thermostabilisierung von Bs-CspB kam auch dadurch zum Ausdruck, dass vier der finf
selektierten Varianten diesen Austausch zeigten.

Insgesamt konnten bel dieser Selektion kaum geladene Reste gefunden werden, vermutlich
well das ionische Denaturierungsmittel GdmCl verwendet wurde. Es schirmt Ladungen an
der Proteinoberflache ab, schwécht 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
Schlisselrolle fir die hohe Stabilitét des thermostabilen Bc-Csp spielt (Perl et al., 2000).

In einer zweiten Selektion wurde deshalb die Phagenbibliothek bei erhdhter Temperatur
und niedriger lonenstéarke auf stabilisierte Varianten von CspB hin selektiert. Uber
insgesamt 10 Runden bei 57,5 °C wurde der Selektionsdruck der Proteolyse durch schritt-
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weise Steigerung der Chymotrypsinkonzentration erhoht. 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 dre der sechs randomisierten Positionen deutliche Pr&ferenzen fir
bestimmte Aminosduren. 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
Aminosaure mit aliphatischer Seitenkette besetzt. An Position 3 stimmten alle selektierten
Varianten darin Uberein, dass das Glutamat des Wildtypproteins eliminiert worden war.
Eine positiv geladene Aminosaure, so wie Arginin in Bc-Csp, kam allerdings nur einmal
vor. Bemerkenswerterwei se zeigte die stabilste Variante der thermischen Selektion T-10/10
an keiner der sechs randomisierten Positionen eine Ubereinstimmung mit dem
thermostabilen Homologen Bc-Csp (Tab. 1). Mit einem Mittelpunkt des thermischen
Entfaltungsiibergangs von ty = 82,2 °C war diese Variante aber deutlich stabiler as Bc-Csp
(Abb.5A) und erreichte sogar die Stabilitét von TmCsp (tyw =82,0°C), dem
Kdteschockprotein des hyperthermophilen Organismus Thermotoga maritima (Wassenberg
et al., 1999).

protein | PO Pos. Pos Pos. Pos  Pos ty DDGp*¢ | [GdmCI]y  DDGp?™
2 3 46 64 66 67 (°C)  (k¥mol) (M) (k¥mol)
BsCspB | Leu Glu Ala Thr Glu Ala | 540 0 1,52 0
G-5 Tyr 1lle GIn Leu Leu Pro| 76,0 151 2,77 9,6
T-10/10 | Arg Val Leu Arg Va Gly | 822 19,0 2,82 9,4
BcCsp | GIn Arg Glu Va Leu - 76,9 15,6 2,68 8,6

Tabelle 1. Thermodynamische Parameter fir das Bs-CspB-Wildtypprotein, die stabilste Variante G-5 der
Selektion in Gegenwart von GdmCI, die stabilste Variante T-10/10 der thermischen Selektion, und Bc-Csp.
Angegeben sind die Aminosdurereste an den sechs mutierten Positionen, der Mittelpunkt des thermischen
Entfaltungsiibergangs (ty), die Anderung der freien Enthalpie bei 70 °C relativ zu Bs-CspB (DDGp"*), der
Mittelpunkt des GdmCl-induzierten Entfaltungsiibergangs ([GdmCl],,) sowie die Anderung der freien
Enthalpie bei 2M GdmCl, 25 °C relativ zu Bs-CspB (DDGp?""). Die Parameter wurden abgeleitet von den
thermischen und GdmCl-induzierten Gleichgewichtibergangen in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0, die
Messungen erfolgten wie in Teilarbeit B beschrieben.

Die Abhéngigkeit der Stabilitdt eines Proteins von der Salzkonzentration gibt Aufschluss
Uber die elektrostatischen Wechselwirkungen an der Proteinoberfl&che. lonen schirmen
exponierte Ladungen des Proteins ab und schwéchen so deren Interaktionen. Anhand des
Verlaufs von DGp, bestimmt aus thermischen Entfaltungsiibergangen in Gegenwart von O
bis 2 M NaCl, lassen sich somit Aussagen Uber die Coulomb’schen Beitrége zur Gesamt-
stabilitédt eines Proteins treffen. Wie aufgrund der hohen negativen Oberflachen-
ladungsdichte von Bs-CspB zu erwarten, wirken dessen elektrostatische Interaktionen
insgesamt destabilisierend. lhre Abschirmung bel hoherer lonenstéarke stabilisiert das
Protein, und DGp nimmt durch Zugabe von 0,5 M NaCl um etwa 4 kJ/mol zu (Abb. 5B). Im
Gegensatz dazu sinkt die Stabilitét von Bc-Csp in Gegenwart von 0,5 M NaCl um ungefahr
1 kJmol. Diese Stabilitédtsabnahme deutet auf ginstige el ektrostatische Wechselwirkungen
hin, vermutlich bedingt durch die gleichméfdigere Verteilung der Oberflachenladungen.
Oberhab von 1,0 M NaCl nehmen die Stabilitéten beider Proteine im gleichen Ausmal3 zu,
was sich mit dem Hofmeistereffekt von NaCl erkléaren l&sst (von Hippel & Wong, 1965,
Baldwin, 1996).
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Abbildung 5. (A) Thermische Entfaltungstibergénge von Bs-CspB (@), der selektierten Varianten G-5 (A)
und T-10/10 (A) sowie von Bc-Csp () in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Gezeigt ist der Anteil nativen
Proteins als Funktion der Temperatur nach Analyse der Ubergédnge entsprechend dem Zweizustandsmodell.
Die Messungen der Entfaltungstibergénge wurden durchgefiihrt wie in Teilarbeit B beschrieben.

(B) Anderung der freien Enthalpie der Entfaltung bei 70 °C als Funktion der NaCl-K onzentration relativ zur
freien Enthalpie in Abwesenheit von NaCl (DDGp) fur Bs-CspB (@), G-5 (A), T-10/10 (A) und Bc-Csp (O).

Wie das Salzprofil der stabilsten CspB-Variante G-5 aus der GdmCI-Selektion zeigt,
wurden deren ionische Wechselwirkungen im Vergleich zum Wildtypprotein durch die
Eliminierung von Glu3 und Glu66 zwar etwas verbessert, ihre Nettobeitrage zur Stabilitét
sind jedoch immer noch unginstig. In Gegenwart des ionischen Denaturierungsmittels
GdmCl spielten elektrostatische Beitrage offensichtlich nur eine untergeordnete Rolle bel
der Selektion optimierter Varianten. Das Protein wurde primdr durch verbesserte
hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert. Dies macht sich auch bel der Stabilitét
gegentber GdmCI-induzierter Entfaltung bemerkbar, die Variante G-5 ist hier sogar stabiler
asBc-Csp (Tab. 1).
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Bel der thermischen Selektion hingegen wurden sowohl die hydrophoben als auch die
elektrostatischen Interaktionen deutlich verbessert. Das Salzprofil der stabilsten Variante
T-10/10 dhnelt der des thermostabilen Bc-Csp mit einem Stabilitdtsminimum bei etwa
0,4 M NaCl (Abb.5B). Die Ladungen sind auf der Proteinoberflache dieser Variante
wesentlich glnstiger verteilt (Abb. 6) und die ionischen Beitrdge wirken so insgesamt
stabilisierend. Wie bei der stabilsten Variante aus der GdmCI-Selektion sind auch bei
T-10/10 die sich potentiell abstol3enden Glutamate an 3 und 66 durch neutrale hydrophobe
Reste ersetzt. Die glunstigen elektrostatischen Wechselwirkungen in dieser Variante
scheinen also auf die selektierten Argininreste an den Positionen 2 und/oder 64
zurtickzuftihren zu sein. Offenbar kommt den positiven Ladungen auf der Oberflache der
K&l teschockproteine eine besondere Bedeutung zu. Die molekularen Ursachen der erhdhten
Thermostabilitét werden in Teilarbeit C im Detail analysiert.

Bs-CspB T-10/10 Bc-Csp

Abbildung 6. Oberflachenladungen des Bs-CspB-Wildtypproteins, der stabilsten selektierten Variante
T-10/10 sowie Bc-Csp. Die Oberfléachen wurden generiert mit Swiss-pdb viewer (Guex & Peitsch, 1997) unter
Berlicksichtigung der geladenen Aminosduren 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) weil3 und Potentiale von + 10 kT/e oder mehr
blau geférbt. Die Darstellungen basieren auf den Strukturdaten von Schindelin et al. (1993) fur Bs-CspB und
Miller et al. (2000) fur Bc-Csp.

Die starke Stabilisierung von Bs-CspB durch Mutationen der solvensexponierten Reste 2, 3,
46, 64, 66 und 67 hatte auf die Nukleinsaurebindungsaktivitdt des Proteins keinen Einfluss.
Die mittels Fluoreszenztitration bestimmten Affinitdten von Wildtyp-CspB und den beiden
Varianten G-5 und T-10/10 fur das Heptanukleotid (dT); waren nahezu identisch
(Kp =7nM bel 15 °C). Zwar handelt es sich bei der Bindung nicht um eine enzymatische
Aktivitdt, die komplexe Konformationsdnderungen des Proteins erfordert, aber trotzdem
belegt dies, dass Thermostabilitét und Aktivitét bei niedriger Temperatur keineswegs invers
korreliert sein missen. Bei nattirlichen Enzymen ist oft eine solche inverse Korrelation zu
beobachten, die haufig mit den Einflissen der Proteinflexibilitét auf Stabilitét und Aktivitét
begriindet wird. Protein engineering und die gerichtete in vitro-Evolution von Enzymen
zeigten aber bereits, dass ein Kompromiss zwischen konformationeller Stabilitét und
Aktivitdt bei niedrigen Temperaturen physikalisch nicht notwendig, sondern durch die
natUrliche 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 Proteinoberflache als
Ursache erhohter Thermostabilitéat 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/T64AR/EGEV/AGTG)
zeigte ein DDGp von 19 kJ/mol, und ihr Schmelzpunkt lag mehr als 28 Grad tiber dem des
Wildtypproteins. Um generelle Prinzipien der Proteinstabilitét ableiten zu kdnnen, war es
notig, Art und Grofe der Beitrage der einzelnen Aminosdureaustausche im Detail zu
analysieren. Die selektierten Reste an den sechs Positionen der Variante T-10/10 wurden
daher zunéchst einzeln in das Wildtypprotein eingeftihrt und die entsprechenden Mutanten
thermodynamisch charakterisiert. Die anschlief3ende Kombination der Mutationen, unter
anderem in einem Dreifachmutationszyklus fir die Positionen 3, 64 und 66, war essentiell,
um energetische Wechselwirkungen insbesondere zwischen geladenen Gruppen
aufzuklaren. Qualitativ wurden die elektrostatischen Beitrége der Austausche Uber die
Salzabhéngigkeiten der Mutantenstabilitéten analysiert. Zur Quantifizierung dieser Effekte
konnten die Differenzen zwischen den Stabilitdten bei 0 M und 2 M NaCl verwendet
werden, da in Gegenwart von mehr as 1,5 M NaCl die Interaktionen zwischen Ladungen
weitgehend abgeschirmt sind.

Gly67 ist fur die erh6hte Stabilitét der selektierten Variante unwichtig. Dies erklart auch die
hohe Variabilitét an dieser Position in homologen Kateschockproteinen.

Die L2R-Mutation wirkt Uberraschenderweise destabilisierend (DDGp = -1,5 kJ/moal). Die
positive Ladung an dieser Position ist elektrostatisch gunstig (DDGp = 2,0 kJmal),
alerdings wird dies durch die im Vergleich zum Leucin des Wildtypproteins schlechteren
hydrophoben Wechselwirkungen der Arginins Uberkompensiert. Der Grund fur die
Selektion der Arg2-Mutation bleibt unklar, insbesondere da Arg2 auch als Einzelmutation
im CspB-Phagenkonstrukt zu keiner Stabilisierung gegentiber in vitro-Proteolyse fuhrte.

Leud6 dagegen stabilisiert das Protein deutlich, und zwar durch verbesserte hydrophobe
Wechselwirkungen (DDGp = 3,2 kJ/mol). In Gegenwart des selektierten Val66 ist diese
Stabilisierung sogar noch grofder (DDGp = 4,9 kJ/mol), moglicherweise well die beiden
Aminosauren direkt interagieren. Ihre Cb-Atome sind in der Struktur des Wildtypproteins
weniger as5 A voneinander entfernt.

Va3 und Va66, welche Glu3 und Glu66 des Wildtypproteins ersetzen, liefern mit
DDGp = 2,8 kd/mol und DDGp = 4,7 kJmol ebenfalls hydrophobe Beitrdge zur hohen
Stabilitdt des selektierten Proteins. Diese Beitrége sind additiv, d.h. eine direkte Interaktion
der beiden benachbarten Valin-Reste konnte so ausgeschlossen werden. Dies war wichtig
fur die Analyse der elektrostatischen Veranderungen, da sich Wechselwirkungsenergien aus
M ehrfachmutationszyklen nur dann verlasslich interpretieren lassen, wenn die eingefiihrten
Aminosauren keine zusétzlichen direkten oder indirekten Interaktionen eingehen (Horovitz
& Fersht, 1992). Die elektrostatischen Beitrage der beiden Glu—Va-Mutationen
(DDGp =4,6 bzw. 2,5kJmol) bestétigten die Relevanz von Glu3 und Glu66 fur die
niedrige Thermostabilitét von Bs-CspB. Kombiniert fuhrten die Austausche gegen Valin zu
einer Coulomb’schen Stabilisierung um 5,6 kJmol. Wie der Doppel mutationszyklus an
beiden Positionen ergab, resultierten alerdings nur 1,5 kJ/mol davon aus der Aufhebung
einer direkten repulsiven Wechselwirkung zwischen den beiden Glutamaten (Abb. 3 in
Teilarbeit C). Fur die destabilisierende Wirkung von Glu3 und Glu66 in Bs-CspB ist
demnach weniger die paarweise Abstolung als vielmehr ein globaler Effekt der hohen
negativen Ladungsdichte in dieser Region der Proteinoberfléche verantwortlich.
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Im Gegensatiz zu diesen Daten wurde die Energie der direkten abstof3enden
Wechselwirkung zwischen Glu3 und Glu66 in der R3E/L66E-Doppelmutante von Bc-Csp
zu 4,0kJmol bestimmt (Perl & Schmid, 2001). Eine mdgliche Ursache fir die
unterschiedlichen Ergebnisse ist, dass im Bc-Csp die elektrostatischen Effekte des Glu3
relativ. zum ausgetauschten positiv geladenen Arginin und nicht zu einer neutralen
Aminosaure an dieser Position gemessen wurden. Der Unterschied der Ergebnisse kénnte
alerdings auch durch Ala67 bedingt sein, das im Bc-Csp fehlt, im Bs-CspB aber
moglicherweise Uber die terminale Carboxylgruppe mit Glu3 interagiert.

Auch die Ladung des selektierten Arg64 hat, &hnlich wie die von Glu3 und Glu66, einen
eher globalen Effekt auf die Stabilitdt von Bs-CspB. Die Coulomb’schen Beitrage der
T64R-Mutation (DDGp = 2,5 kJ/mol) sind nur wenig von der Ladungsumgebung, d.h. vom
Vorhandensein anderer Mutationen abhangig. 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 kJmol) sowie
zwischen Arg64 und Glu66 (1,2 kJ/mol). Beide Energien liegen also in der GrofRenordnung
der direkten abstofRenden Wechselwirkung zwischen Glu3 und Glu66 (1,5 kJ/mal). Wenn
Arg64 im Protein vorhanden war, konnte zwischen Glu3 und Glu66 keine Abstol3ung mehr
detektiert werden, und umgekehrt, wenn eines der beiden Glutamate fehlte, zeigte Argé4
keine anziehende Wechselwirkung mehr mit dem verbleibenden Glutamat. Argé4 hebt also
mit seiner positiven Ladung die schwache Abstol3ung zwischen Glu3 und Glu66 auf, ohne
dabel selbst mit einem der beiden Reste direkt zu interagieren. Eventuell kommt es durch
die Einflhrung des Argininrests zu alternativen Orientierungen der raumlich benachbarten
Glu3 und Glu66. Dies ware moglich, da die oberflachenexponierten Reste sowohl bei
Bs-CspB als auch bei Bc-Csp sehr flexibel sind (Mller et al., 2000).

Wie mit ortsgerichteter Mutagenese gezeigt werden konnte, sorgt in Bs-CspB bereits der
Einzelaustausch E3R fir insgesamt gunstige elektrostatische Wechselwirkungen an der
Proteinoberflache (Perl & Schmid, 2001). Die Eliminierung der negativen Ladung und
gleichzeitige Einfihrung einer positiven Ladung an Position 3 stabilisiert Bs-CspB um
11,1 kJmol, und die Salzabhéngigkeit der Stabilitdt der E3R-Mutante ist nahezu identisch
mit der von Bc-Csp. In der stabilsten selektierten Variante T-10/10 werden die gleichen
Ladungsénderungen durch zwei Mutationen erreicht, E3V und T64R. Ihr gemeinsamer
Stabilisierungsbeitrag entspricht mit 10,7 k¥mol ungefdhr dem der E3R-Mutation.
Allerdings sind diese beiden Mutationen noch nicht ausreichend, um insgesamt glnstige
elektrostatische Interaktionen zu bewirken, die Salzabhangigkeit dhnelt lediglich der der
E3V/E66V-Doppelmutante  von Bs-CspB  (Abb. 7A). Fur eine Salzabhangigkeit
entsprechend der von Bc-Csp sind in der selektierten Variante der Austausch beider negativ
geladener Reste an 3 und 66 und die zusétzliche Einfihrung einer positiven Ladung nétig.
Sowohl Arg 64 ads auch Arg2 bewirken in Kombination mit Va3 und Va66 diese
gunstigen, 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 grof3e,
qualitativ aber identische Coulomb’sche Effekte haben.
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Abbildung 7. (A) Anderung der freien Enthalpie der Entfaltung bei 70°C as Funktion der NaCl-
Konzentration relativ zur freie Enthalpie in Abwesenheit von NaCl (DDGp) fir Bs-CspB (@), die Mutanten
E3V/E6BV (V), E3V/T6E4R (A), L2R/E3V/EGEV () und E3V/TBAR/EGEV (O) sowie Bc-Csp (O). Die
Messung der thermischen Ubergidnge erfolgte wie in Teilarbeit C beschrieben. (B) Thermische
Entfaltungslibergdnge von Bs-CspB und der hyperstabilen Vierfachmutante E3V/A46L/T64R/EGEV in
100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Gezeigt ist der Anteil des nativen Proteins als Funktion der Temperatur nach
Analyse der Ubergange entsprechend dem Zweizustandsmodell.

Basierend auf dieser detalllierten Analyse war es moglich, en hyperstabiles
K&l teschockprotein mit nur vier Austauschen relativ zu Bs-CspB-Wildtyp zu konstruieren.
Die Vierfachmutante mit Va3, Leu46, Arg64 und Val66 zeigt eine Stabilisierung um
21,4kJ, ihr Schmelzpunkt liegt bel ty =85,6 °C, d.h. 31,6 Grad hoher als der des
Wildtypproteins (Abb. 7B). Sie ist damit sogar deutlich stabiler als das Kateschockprotein
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 fur
Positionen im Protein identifiziert werden, an denen die zwischen Bs-CspB und Bc-Csp
existierenden Sequenzunterschiede fur die Thermostabilitét unwichtig waren (Perl &
Schmid, 2001). Ein Vergleich der in der Selektion gefundenen aternativen Aminosaure-
kombinationen mit den Sequenzen der thermostabilen Homologen von Bs-CspB erlaubt
eine Diskriminierung zwischen global wirkenden und lokal beschrankten Effekten, so dass
eine Ableitung grundsétzlicher Stabilitétsprinzipien moglich ist. Die stabilste selektierte
Variante T-10/10 unterscheidet sich an allen sechs randomisierten Positionen vom
thermostabilen Bc-Csp, was zunachst auf verschiedene Prinzipien zur Erhéhung der
Thermostabilitét hinzudeuten scheint. Doch beide Proteine nutzen die gleichen Strategien
flr eine hohe Stabilitét. Sowohl bei der nattirlichen Evolution als auch bel der gerichteten
Evolution in vitro erfolgte eine Verbesserung der elektrostatischen Wechselwirkungen
durch Optimierung der Oberflachenladungsverteilung (s. Abb. 6). Die negativen Ladungen
an den Positionen 3 und 66 wurden eliminiert und eine positive Ladung in diese Region der
Proteinoberflache eingefiihrt. Vergleichbare Sequenz- und Oberfléacheneigenschaften sind
auch bei den homologen Proteinen der hyperthermophilen Organismen Aquifex aeolicus
und Thermotoga maritima zu erkennen (Abb. 1b in Teilarbeit C).

Dass oberflachenexponierte Ladungen fir die Stabilitdt, speziell thermostabiler und
hyperthermostabiler Proteine eine wichtige Rolle spielen konnen, 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 alerdings, welche Bedeutung paarwel se ionische Wechselwirkungen
dabei haben. Fur lonenpaare sind die Desolvatationsenthalpien und der Verlust von
Seitenkettenentropie durch Immobilisierung der interagierenden Gruppen besonders grof3
(Strop & Mayo, 2000, Xiao & Honig, 1999). Wesentlich glnstiger scheinen wechsel-
wirkende lonenpaare bzw. grofdere Ladungsnetzwerke zu sein, wie sie die Strukturunter-
suchungen verschiedener thermostabiler Proteine nahe legen (Hatanaka et al., 1997,
Korndorfer et al., 1995). Allerdings hat es sich als sehr schwierig erwiesen, die
energetischen Beitrdge dieser Netzwerke durch Mutagenese zu analysieren oder sie in
mesostabile Homologe zu Ubertragen (Lebbink et al., 1998, Lebbink et al., 1999). Im
Gegensatz zu lonenpaaren profitieren Ladungsnetzwerke von der hohen Flexibilitét
geladener Reste, da so dternative Interaktionen und eine schnelle Reorientierung als
Antwort auf lokale Fluktuationen méglich sind.

Auch fir die Thermostabilitét der K&lteschockproteine scheinen hohe Flexibilitdten der
solvensexponierten Seitenketten und die langreichweitigen Coulomb’schen Wechsal-
wirkungen entscheidend wichtig zu sein. Ein Indiz dafir ist, dass die Einfuhrung einer
positiven Ladung Bs-CspB relativ unabhangig davon stabilisiert, wo genau die Ladung auf
der Oberflache lokalisiert ist. Auf diese Flexibilitdt bei der Positionierung geladener
Gruppen deuten auch die hochaufgel dsten Kristallstrukturen des Wildtypproteins und funf
weliterer Varianten von Bc-Csp hin (Mdller et al., 2000, Delbrtck 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 Aminosduren in der
Kristallstruktur von Be-Csp. Dargestellt sind die Hauptkonformere der Reste in den Monomeren A und B der
asymmetrischen Einheit. Potentielle Salzbriicken sowie Wasserstoffbriickenbindungen sind als griine Linien
wiedergegeben, die entsprechenden Abstdnde zwischen den Heteroatomen sind in A angegeben. Die
Abbildung wurde von Delbriick et al. (2001) Ubernommen und modifiziert.

Fir die Existenz von Ladungsnetzwerken an der Oberflache der Kalteschockproteine
sprechen auch die in den Mehrfachmutationszyklen bestimmten Wechselwirkungen
zwischen geladenen Aminosauren. Die direkte paarweise Abstol3ung zwischen Glu3 und
Glu66 in Bs-CspB ist relativ gering im Vergleich zu den global destabilisierenden ionischen
Beitréagen dieser beiden Reste. Aul3erdem zeigt Arg64 einen stabilisierenden Effekt, der von
der Ladungsumgebung, d.h. der Préasenz von Glu3 und Glu66 abhangt, jedoch keiner
direkten Interaktion mit einem der beiden Glutamate zugeordnet werden kann. Ein
dhnliches Verhalten wurde auch fir Arg3 in Bs-CspB bzw. Bc-Csp beobachtet (Perl &
Schmid, 2001).

Sowohl bei den mit Proside selektierten stabilisierten Varianten (Tabelle 2 in Tellarbeit 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 Préferenz fir Arg
gegentiber Lys. Das algemein bei thermostabilen Proteinen erkennbare hthere Arg/Lys-
Verhdtnis (Merkler et al., 1981, Mrabet et al., 1992, Narinx et al., 1997) kann ebenfalls
mit der Existenz von Ladungsnetzwerken und der Flexibilitét beteiligter geladener
Seitenketten erklart werden. Arginin ist aufgrund der Ladungsresonanz der Guanidinium-
gruppein der Lage, mehr als ein lonenpaar auszubilden.

Durch die invitro-Evolution mittels Proside war es moglich, die Unterschiede in den
Oberflachenladungsverteilungen zwischen Bs-CspB und seinen thermostabilen Homologen
als Ursache fir deren Stabilitétsdifferenzen zu identifizieren. Die starke Stabilisierung von
Bs-CspB, wie sie durch die Verbesserung der Ladungsnetzwerke erreicht werden konnte,
verdeutlicht das grofle Stabilisierungspotential oberflachenexponierter Reste und die
Bedeutung elektrostatischer Wechselwirkungen fir die Thermostabilitét von Proteinen
allgemein. Die gleichzeitige Séttigungsmutagenese an sechs benachbarten Positionen,
welche anhand von Mutagenese- und Strukturdaten ausgewahlt worden waren, erlaubte die
Suche nach optimalen Aminosdurekombinationen in einem riesigen Sequenzraum und
offenbarte die gravierenden Vorteile der in vitro-Evolution gegeniiber der ortsgerichteten
Mutagenese einiger weniger Reste.
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2.3 Thermodynamische Charakterisierung und Analyse des
Faltungsmechanismus des Gen-3-Proteins filamenttser Phagen

2.3.1 DieDomanen N1 und N2 von G3P: separ ate Faltungseinheiten mit
sehr unter schiedlichen Stabilitaten

Wie schon erwéhnt, besteht das Gen-3-Protein filamentdser Phagen wie fd oder M13 aus
drei Doménen, N1, N2 und CT, die durch glycinreiche Linker miteinander verknupft sind.
CT ist teilweise in die Phagenhille eingebettet (Boeke & Model, 1982, Stengele et al.,
1990) und sehr hydrophob; es existieren daher keine Strukturinformationen zu dieser
Domaéne. Die beiden aminoterminalen Domanen N1 und N2, die bel der Infektion fur die
Wechselwirkungen mit den Rezeptoren der E. coli-Zelle verantwortlich sind, ragen
dagegen von der Phagenoberflache weg und sind sehr gut 16slich. Sie bilden zusammen
eine hufeisenformige Struktur, in der die N1-Doméne teilweise von der grof3eren
N2-Doméane umfasst wird (Lubkowski et al., 1998, Lubkowski et al., 1999, Holliger et al.,
1999). Die Interaktionsfl&che zwischen beiden betragt ungefahr 1.000 A? (Lubkowski et al.,
1999). Domane N2 besteht aus einem globuléren Tell, der strukturell der Domane N1
dhnelt, sowie einer gestreckten Gelenksubdoméane, die den grofdten Teil der Wechsel-
wirkungen mit N1 vermittelt. Basierend auf Vergleichen der Kristallstrukturen von G3P aus
fd- und M13-Phagen wird dieser Subdoméane eine Scharnierfunktion bei der fur die
Infektion essentiellen Dissoziation der Doméanen zugeschrieben (Holliger et al., 1999).

Um Erkenntnisse zur konformationellen Stabilitdt des N1NZ2-Fragments von G3P
(Aminosauren 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 T101l, T1011/D209Y, T131/T1011/D209Y und
T131/T1011/Q129H/D209Y gereinigt und thermodynamisch charakterisiert (Tellarbeit D).
Die Gleichgewichtsstabilitdten der Proteine wurden sowohl durch thermische as auch
durch GdmClI-induzierte Entfaltungsiibergange analysiert.

Als Sonden fir die thermische Denaturierung dienten die CD-Signale bei 210 und 230 nm.
Die Ubergange bei 210 nm waren einphasig und reflektierten selektiv die Entfaltung der
labileren N2-Doméne. Dagegen waren bei 230 nm zweiphasige Verlaufe zu beobachten,
deren erster Ubergang wiederum der Entfaltung von N2 zugeordnet werden konnte,
wahrend der zweite Ubergang die Entfaltung der stabileren N1-Doméne widerspiegelte.
Dieser zweite Ubergang verlauft deutlich weniger kooperativ als der erste, da Domane N1
nur etwa halb so grof3 ist wie Domane N2. Zusétzlich zu den Volllangenproteinen wurde
auch die isolierte N1-Domane (Aminosduren 1-67 von G3P) mit der Mutation T13lI
gereinigt und charakterisiert. Ihr thermischer Ubergang bei 230 nm war einphasig und
identisch mit dem zweiten Ubergang der entsprechenden G3P*-Varianten mit
T13I-Mutation. Erfolglos blieb leider der Versuch, den globuldren Teil von N2
(Aminosauren 124 bis 202 von G3P) ohne die Gelenksubdomane zu exprimieren.

Die Zuordnung der CD-Signalanderungen zu den Entfaltungen der Domanen N1 und N2
konnte durch kalorimetrische Messungen bestétigt werden. Sie zeigen, dass die thermisch
induzierte Gleichgewichtsentfaltung von G3P* sequentiell verlauft (Abb. 9). Im ersten
Schritt entfaltet Domane N2 (ty =48 °C), gleichzeitig mit der Dissoziation beider
Doménen, und im zweiten Schritt erfolgt die Entfaltung von Domane N1 (ty = 59,8 °C).
Die Kopplung der Domanendissoziation mit der Entfaltung der labileren N2-Domaéne ist
ein Indiz fir den hohen Beitrag der Interdoménenwechselwirkungen zur Stabilitét dieser
Domane.
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Abbildung 9. Warmekapazitat CpE (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 représentieren die Dekonvolution in
zwei unabhangige Entfaltungsiibergange fir die Doméanen N2 und N1. Die kalorimetrischen Messungen
erfolgten wiein Teilarbeit D beschrieben.

Die GdmCl-induzierten Entfaltungsiibergange von G3P* und seinen Varianten wurden Uber
Anderungen der Proteinfluoreszenz verfolgt. G3P* ist reich an Tyr- und Trp-Resten, die
ungleichméal3ig Uber das Protein vertelt sind (s. Abb. 1b in Teilarbeit D) und sich dadurch
hervorragend als selektive Sonden zur Detektion der Entfaltungsreaktionen der
individuellen Doménen eignen. Doméne N1 enthdlt drei Tryptophane und drei Tyrosine,
wohingegen Doméne N2 elf Tyr-Reste und nur ein einzelnes, stark losungsmittel-
exponiertes Tryptophan aufweist. Von den elf Tyrosinen in N2 befinden sich sieben im
globuléren Teil und vier in der Gelenksubdoméane. Wie die Analyse der Spektren bel
verschiedenen GdmCI-Konzentrationen ergab, kann die Denaturierung von Doméne N1
separat Uber 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 fir die
Entfaltung von Doméane N2.

Die anhand der thermischen und GdmCl-induzierten Entfaltungsiibergénge bestimmten
thermodynamischen Stabilitéten der vier selektierten G3P*-Mutanten sind in Tabelle 1 und
2 in Tellarbeit D aufgelistet. Die Beitrége der Einzelmutationen korrelierten sehr gut mit
den beobachteten proteolytischen Stabilitéten der entsprechenden Phagenvarianten, so dass
die erhdhten Proteaseresistenzen in der Tat auf gesteigerte konformationelle Stabilitdten
von G3P zuriickgefuhrt werden konnten. Damit wurde das dem Proside-System zugrunde
liegende Selektionsprinzip erneut bestatigt.

Die erste stabilisierende Mutation, T101l in Domane N2, erhdhte den Schmelzpunkt dieser
Domaéne gegentber dem Wildtypprotein um mehr als 8 Grad und DGp um 16,5 kJ/mal. In
ihrer Stabilitét kam Doméane N2 damit der N1-Doméne sehr nahe. Die im Vergleich zum
Wildtypprotein hohere Kooperativitdt des Ubergangs von N2 in G3P*(T101l) deutete
ebenfalls darauf hin, dass die Entfaltung der N2-Doméne bereits gekoppelt mit der
Entfaltung von N1 verléuft, die beiden Doménen also aufgrund der sehr &hnlichen
Stabilitdten nicht mehr sequentiell und unabhangig voneinander entfalteten.
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Moglicherweise ist diese Kopplung der Grund dafir, dass die zweite selektierte Mutation in
Domane N2, D209Y, keinen messbaren Effekt auf die thermische Stabilitét hatte. Generell
gilt, dass die Anayse der Entfaltung eines Zweidomanenproteins basierend auf einem
sequentiellen Zweischrittmechanismus nur verlésslich ist, solange die beiden Doménen
deutlich voneinander separierte Ubergénge zeigen (Tsalkova & Privalov, 1985, Brandts et
al., 1989). Anders ds bei den thermischen Entfaltungen war bei der GdmCI-induzierten
Entfaltung ein klarer Stabilisierungsbeitrag der D209Y -Mutation zu beobachten (Tab. 2 in
Teilarbeit D). Eventuell wirkt GdmCI durch Sal zeffekte unterschiedlich stark denaturierend
auf N1 und N2, so dass bei den Varianten G3P*(T101l) bzw. G3P*(T1011/D209Y) die
GdmCl-induzierten Ubergange der beiden Doménen immer noch weit genug getrennt sind,
um eine Kopplung der Entfaltungsreaktionen zu vermeiden. Ein Vergleich der Stabilitéts-
differenzen zwischen N1 und N2 aus den thermischen und den GdmCl-induzierten
Entfaltungen wirde dariber Aufschluss geben. Allerdings sind die Extrapolationen von
DGp auf Standardbedingungen fehlerbehaftet, und daher ist es schwierig, verlassliche
Aussagen zu treffen.

Die dritte selektierte Mutation, T13l in Doméne N1, steigerte den Schmelzpunkt von N1
um 6 Grad auf mehr as 66 °C und stellte so den deutlichen Stabilit&tsunterschied zwischen
den beiden Domanen wieder her. Da damit die N2-Doméne wieder limitierend fur die
gesamte konformationelle und proteolytische Stabilitét von G3P* im Phagen war, wurde
entsprechend bei der weiteren in vitro-Evolution erneut eine Mutation in N2 selektiert.
Q129H erhohte, gemeinsam mit den Mutationen T101l und D209Y, den Schmelzpunkt von
N2 im isolierten Protein auf 62 °C, der damit etwa 14 Grad Uber dem des G3P*-Wildtyp-
proteins lag. Der Mittelpunkt des GdmCI-induzierten Entfaltungsiibergangs wurde auf
2,5M GdmCI angehoben. Die Einfihrung des Histidins an Position 129 fihrte zu einer
starken Abnahme der Tyr-Fluoreszenz des nativen Proteins. Vermutlich [6scht His129 die
Fluoreszenz der im nativen Zustand direkt benachbarten Tyr151, Tyr166 und Tyrl68. Mit
der raumlichen Trennung wéahrend der Denaturierung fallt diese Léschung weg und die
Fluoreszenz steigt entsprechend an. Dieser spezifische Effekt der Q129H-Mutation
bestétigte die Annahme, dass die Tyr-Fluoreszenz selektiv den Faltungszustand der
Domaéne N2 detektiert.

Die dsabiliserenden Effekte der selektierten Mutationen waren immer auf die
entsprechenden Doméanen beschrankt. So wirkte die T13I-Mutation nur auf Doméne N1
und lief3 die Ubergange von Doméane N2 unverdndert. Umgekehrt hatten die Mutationen in
Domane N2 keinen Einfluss auf die Stabilitét von N1 (s. Abb. 9c in Teilarbeit D). Dartber
hinaus zeigt die Doméane N1(T213l) identische Entfaltungsiibergange als Teil von G3P* und
as isolierte Doméne. Dies verdeutlicht, dass die Stabilitdt von N1 unabhéngig von der
Présenz der labileren N2-Doméne ist.

Dass Doméne N2 in G3P* in ihrer Stabilitét zu einem grof3en Tell durch die Wechsel-
wirkungen mit N1 bestimmt wird, spiegelt sich auch darin wider, dass zwei der drei
Austausche, T101l und D209Y, sich in der Gelenksubdomane befinden, welche die meisten
der stabilisierenden Interaktionen mit Doméne N1 vermittelt.

Domaéne N2 zeigte bei den thermischen und den GdmCl-induzierten Entfaltunglbergéngen
deutlich hthere Kooperativitdéten (DHyy bzw. m) als Domane N1. Dies ist durch die
Kopplung von Entfaltung der N2-Doméane und Trennung der Interdomanenkontakte zu N1
bedingt. Dadurch bilden der globulére Teil und die Gelenksubdomane von N2 eine
kooperative Faltungseinheit, die nahezu doppelt so grof ist wie Doméane N1. Ob diese
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kooperative Einheit allein durch die thermodynamische Kopplung zwischen Entfaltung und
Domaénendissoziation bedingt ist, oder ob die komplette N2-Doméne unter gunstigen
Bedingungen auch in Abwesenheit der Kontakte zu Doméane N1 falten kann, l&sst sich mit
Gleichgewichtsexperimenten nicht beantworten. Aufschluss dartiber gibt alerdings die
Analyse von kinetischen Faltungsintermediaten des G3P* (Teilarbeit E).

Die Stabilitatsbeitrage der selektierten Mutationen kdnnen relativ gut anhand der Struktur
des nativen G3P* erklart werden. Fir die Mutation T101I in der Gelenksubdomane von N2
ist eine Verbesserung der Wechselwirkungen mit Domane N1 sehr wahrscheinlich. Wie die
Kristallstruktur des Wildtypproteins zeigt, ist Thr101 lediglich 4 A von Val43 und Val45in
N1 entfernt (Lubkowski et al., 1998). 11101 in der stabilisierten Variante bildet vermutlich
gunstige hydrophobe Interdomanenwechselwirkungen mit Val43 und Va45 aus (Abb. 10a
in Teilarbeit D).

Fur die Q129H-Mutation kann ebenfalls von verbesserten bzw. zusétzlichen hydrophoben
Kontakten ausgegangen werden (Abb. 10c in Tellarbeit D). Im Wildtypprotein ragt GIn129
in eine Tasche, die unter anderem von Tyr151, Tyr166 und Tyr168 gebildet wird. His129 in
der Variante loscht die Fluoreszenz dieser Tyrosinreste, was darauf hindeutet, dass das
Histidin tatséachlich mit diesen Aminosaureseitenketten wechselwirkt.

Auch Thrl3 in Doméane N1 befindet sich in einer hydrophoben Tasche, die von drei
aromatischen Aminosauren, Phel?7, 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 Gelenksubdoméne stabilisierend wirkt, 18sst sich auf der
Grundlage der Kristallstruktur nicht einfach beantworten. Asp209 ist relativ stark 16sungs-
mittelexponiert. Eventuell wirkt der Austausch gegen Tyr stabiliserend durch eine
Verringerung negativer Ladungsdichte in dieser Oberfléachenregion von G3P*.

Insgesamt ist festzustellen, dass mindestens drei der vier selektierten Mutationen in G3P*
Uber die Verbesserung hydrophober Wechselwirkungen stabilisierend wirken. Anders als
bei der invitro-Evolution des Kalteschockproteins Bs-CspB spielte hier die Optimierung
der elektrostatischen Interaktionen an der Proteinoberfléche keine entscheidende Rolle.
Eventuell ist das entsprechende Stabilisierungspotential bei G3P* aufgrund einer bereits
relativ gleichmalligen Ladungsverteilung geringer. Wie Berechnungen der Coulomb’schen
Wechselwirkungen zeigen, weist die labilere N2-Doméne in ihrem globuléren Tell keine
Bereiche mit hoher negativer oder positiver Oberfl&chenladungsdichte auf (Abb. 10). Etwas
gehaufter treten negative Ladungen an der Oberflache von Doméne N1 auf. Ein grof3er Teil
davon ist alerdings entweder in die Interaktionen mit Doméane N2 oder dem
Rezeptorprotein TolA von E. coli involviert (Riechmann & Holliger, 1997, Lubkowski et
al., 1998), so dass ein Austausch ohne Beeintréchtigung der in vivo-Funktion von G3P
nicht moglich ist.
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Abbildung 10. Oberfléchenladungen des G3P*-Wildtypproteins. Die Oberflachen wurden mit Swiss-pdb
viewer (Guex & Peitsch, 1997) generiert unter Berticksichtigung der geladenen Aminosauren Asp, Glu, Arg
und Lys sowie der N- und C-Termini. Potentiale von -10 kT/e oder weniger sind dabei rot, neutrale Potentiale
(O kT/e) weil’ und Potentiale von + 10 kT/e oder mehr blau gefarbt. Um die Lage der beiden Doménen N1
und N2 im Molekll zu verdeutlichen, sind Tertidrstrukturabbildungen von G3P* gezeigt, in denen die
Doméne N1 rot, der globulére Teil von N2 blau und die Gelenksubdoméne von N2 griin geférbt sind. Diese
Abbildungen wurden mit dem Programm MolMol (Koradi et al., 1996) erstellt. Alle Darstellungen basieren
auf den Strukturdaten von Holliger et al. (1999).

Stabilitéts-Strukturvergleiche wie hier werden generell verwendet, um die Auswirkungen
von Mutationen auf molekularer Ebene zu verstehen. Sie kdnnen nattrlich nicht beweisen,
dass die vorgeschlagenen Interaktionen tatséchlich existieren. Hierzu wéaren zusétzliche
Kristallstrukturen der Varianten, sowie Doppel- und Dreifachmutationszyklen an den
Wechselwirkungsstellen nétig. Dariiber hinaus koénnen Auswirkungen von Mutationen auf
den entfalteten Zustand als Ursache von Anderungen in DGp nie vollstandig ausgeschlossen
werden (Pace et al., 2000).

Die mit Proside selektierten Mutationen reflektieren die Prinzipien, die der Stabilitét von
Zweidomanenproteinen allgemein zugrunde liegen. Neben den Interaktionen in den
individuellen Doméanen tragen die Interdomanenwechselwirkungen ganz entscheidend zur
Stabilitét dieser Proteine bei. Haufig sind die Wechselwirkungen zwischen den Doménen
sehr stark und, wie bel Domane N2 zu beobachten, essentiell fur den nativen Zustand der
labileren Doméne, so dass die Domanendissoziation mit der Entfaltung gekoppelt ist
(Privalov, 1982, Wenk & Jaenicke, 1999). So fuhren verbesserte Doméaneninteraktionen zur
Stabilisierung von Zweidoméanenproteinen, was mit den beiden Mutationen T101l und
D209Y in der Gelenksubdoméne von N2 des G3P* gezeigt werden konnte. Bei einer
Kopplung von Domanendissoziation und Entfaltung stellt die freie Enthalpie der Entfaltung
DGp die Summe der Enthalpien beider Prozesse dar. In diesem Fall ist eine Stabilisierung
des Gesamtproteins nicht nur durch verbesserte Wechselwirkungen zwischen den
Domanen, sondern auch durch die intrinsische Stabilisierung der labileren Domane selbst
moglich. Die Q129H-Mutation im globul&ren Teil von N2 bestétigt dies.



32 Zusammenfassung und Diskussion

2.3.2 Die Domanenassoziation alsletzter Schritt der Ruckfaltung von
G3P* fuhrt zur Kinetischen Kopplung von N1 und N2

Eindomanenproteine zeichnen sich haufig durch sehr schnelle Faltungsreaktionen nach dem
einfachen Zweizustandsmodell aus. Die meisten Proteine sind allerdings aus mehreren
Domaénen aufgebaut, welche strukturelle, funktionale oder separat faltende Einheiten bilden
(Garel, 1992; Jaenicke, 1999; Netzer & Hartl, 1997). Die Faltungsmechanismen von
Mehrdomanenproteinen gestalten sich daher in der Regel wesentlich komplexer als die der
Eindomanenproteine. Zusdtzlich zur Faltung der individuellen Doméanen stellt deren
Assoziation einen entscheidenden Schritt auf dem Weg zum nativen Zustand dar. Wenn die
Einzeldomanen fir sich stabil sind, kdnnen sie die Interdomanenwechselwirkungen nach
ihrer Faltung ausbilden. Wenn nicht, muss die Faltung der Doménen direkt mit ihrer
Assoziation gekoppelt sein (Rudolph et al., 1990; Tsunenaga et al., 1987). Wie aus den
Gleichgewichtsanalysen bekannt, geht bei G3P* die Doméanendissoziation mit der
Entfaltung der labileren Doméne N2 einher. An G3P* |&sst sich daher sehr gut untersuchen,
ob und in welcher Weise Doménenfaltung und Assoziation bzw. Dissoziation und
Entfaltung kinetisch gekoppelt sind.

Darliberhinaus ist die Aufklarung des G3P*-Faltungsmechanismus auch wichtig, um den
Vorgang der Infektion von E. coli durch filamentose 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 fur den Corezeptor TolA auf Doméane N1
exponiert. Sie ist im assoziierten Zustand maskiert, weil ein Teil der fur die Bindung von
TolA verantwortlichen Aminosduren durch Wechselwirkungen mit Domane N2 abge-
schirmt ist (Lubkowski et al., 1999).

Die Faltungsreaktionen der individuellen Domanen in G3P* konnten selektiv gemessen
werden, da die ungleichmaldig im Protein verteilten Trp- und Tyr-Reste als spezifische
Sonden fur die Faltungszustande von N1 und N2 genutzt werden konnten (Teilarbeit D).
Zur Analyse des Faltungsmechanismus wurde die stabilisierte Vierfachmutante
G3P*(T131/T1011/Q129H/D209Y) (bezeichnet ads IIHY-G3P*) verwendet, da aufgrund
ihrer hoheren Stabilitét teilgefaltete Intermediate besser charakterisierbar waren. Wie ein
Vergleich ausgewéhlter 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* Ubertragbar.

Die Ruckfaltung von IIHY-G3P* ausgehend vom vollsténdig denaturierten Protein zeigt
stark unterschiedliche Raten fir die Doménen N1 und N2. Wéahrend die labilere
N2-Doméne in zwel Phasen mit Zeitkonstanten von 7 sund 42 s (bel 0,5 M GdmCl) faltet,
ist die Kinetik der Faltung von Doméne N1 monoexponentiell und mit 9,4 ms etwa 500-mal
schneller (Abb. 11B). Uberraschenderweise konnten entsprechende Unterschiede bei der
Entfaltung nicht beobachten werden. Fir beide Domanen wurden identische, langsame
Entfaltungskinetiken mit einer Zeitkonstante von 71 s (bei 4,5 M GdmCI) detektiert, was
auf einen gemeinsamen, ratenlimitierenden Schritt hindeutet (Abb. 11A). Die Entfaltung
der isolierten Domane N1(T213l) ist hingegen sehr schnell (t =28 ms). Die langsame
Entfaltung der N1-Doméne ausgehend von nativem IIHY-G3P* hangt aso mit der
Gegenwart der gefalteten Domane N2 zusammen. In der Tat zeigte sich auch fur Doméne
N1 eine sehr schnelle Entfaltung (t = 28 ms), wenn die Doméane N2 entfaltet vorliegt. Dies
wurde in einem stopped flow-Doppelmischexperiment erreicht, indem denaturiertes
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[IHY-G3P* vor der erneuten Entfaltung nur so kurz zuriickgefaltet wurde, dass sich
Doméane N1, nicht aber Doméane N2 falten konnte. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Entfaltung von G3P* ist somit entweder die Doméanendissoziation selbst oder
eine ihr vorgelagerte langsame Reaktion innerhalb der N2-Domane.

Die apparenten Entfaltung- und Ruckfaltungsraten als Funktion der GdmCI-Konzentration
stimmen fir die isolierte Doméne N1(T13l) und N1 verknUpft mit der denaturiert
gehaltenen N2-Domane in IIHY-G3P* Uberein (Abb. 13B). Damit wurde bestétigt, dass
Domaéne N1 eine unabhéngige Faltungseinheit innerhalb von G3P* darstellt. N1 faltet und
entfaltet im Millisekundenbereich, wird aber in seiner Entfaltung durch die Interaktionen
mit der gefalteten Doméne N2 bis zu 150000-fach verlangsamt (bei 2,5 M GdmClI).

Die aus den Fuoreszenzamplituden der Kinetiken bei verschiedenen GdmCl-
Konzentrationen abgeleiteten Stabilitdts- und Kooperativitdtsparameter fiur Doméne N1
(IGAMCl]m = 3,4 M, m= 6,3 kdmol™>M™) entsprechen innerhalb der Fehlergrenzen den
aus den Glechgewichtsexperimenten gewonnenen Werten ([GdmCl]y =3,3 M,
m= 8,9 kImol™»M™), so dass sich die Faltung von Doméne N1 in ihrer isolierten bzw.
nicht-assoziierten Form mit dem Zweizustandsmodell beschreiben |&sst.

G3P besitzt keine katalytische Aktivitdt. Ein direkter Nachweis, dass die anhand der
Fluoreszenzénderungen detektierten Faltungsreaktionen tatséchlich zur Bildung des
vollstdndig nativen Proteins flhrten, war daher nicht moglich. Stattdessen wurde hierfir ein
Zweischritt-Entfaltungstest fur native Molekile genutzt (Schmid, 1983, Schmid, 1986). Die
Methode basiert darauf, dass Molekile, die bel ihrer Rickfaltung den nativen Zustand
erreicht und somit die hochste Aktivierungsenergiebarriere bereits tUberwunden haben,
langsam entfalten. Faltungsintermediate dagegen, die den hochenergetischen Ubergangs-
zustand noch nicht durchlaufen haben, entfalten wesentlich schneller. Die Amplitude der
langsamen Entfaltungsreaktion ist also ein Mal3 fur die Zahl der nativen Molekdle, die nach
einer bestimmten Ruckfaltungsdauer vorhanden waren. Die Zunahme dieser Amplitude als
Funktion der Ruckfaltungszeit ergibt somit die Kinetik der Bildung des vollstandig
gefalteten Proteins. Die entsprechenden Doppel mischexperimente ergaben, dass die mittels
Tyr-Fluoreszenz detektierbaren Faltungsreaktionen der Domane N2 lediglich zu
Intermediaten fUhren. Die zweiphasigen Kinetiken spiegeln wahrscheinlich die Faltung des
globuléren Teils und der Gelenksubdomane von N2 sowie die Bildung loser Kontakte mit
Doméane N1 vor der eigentlichen Doméanenassoziation wider. Die Ruckfatungsreaktion
zum nativen 11HY-G3P* ausgehend von diesen Intermediaten ist etwa 100-mal langsamer
(bei 0,5M GdmCIl) und fluoreszenzspektroskopisch nicht sichtbar. Sie zeigt eine
Zeitkonstante von t =6200s und liel3 sich sowohl Uber die Amplitudenzunahme der
langsamen Entfaltung von Doméne N2, als auch Uber die Amplitudenzunahme der
langsamen Entfaltung von Doméne N1 detektieren. Das heil, dieser letzte Schritt der
Ruckfaltung ist fur die kinetische Kopplung der Entfaltungsreaktionen von N2 und N1
verantwortlich und daher der Assoziation der beiden Doménen zuzuordnen.
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Abbildung 11. Entfaltungs- und Ruckfaltungskinetiken von IIHY-G3P*. (A) Ubereinstimmende Entfaltungs-
kinetiken (t =71 s) fur die Doménen N2 (O) und N1 (O) in IIHY-G3P* bel 4,5 M GdmCI ausgehend vom
nativen Protein. (¢) Entfaltungskinetik von Doméne N1 in IIHY-G3P* (t = 28 ms) bei 45 M GdmCl
ausgehend vom Kkurzzeitig zuriickgefalteten Protein (1 s-Rickfaltungspuls in 0,5 M GdmCI, Doméne N2
bleibt dabei entfaltet). (A) Entfaltungskinetik der isolierten Doméne N1(T13l) (t = 28 ms) bei 4.5 M GdmCl.
(B) Ruickfaltungskinetiken von (#) Doméne N1 (t = 9,4 ms) und () Doméne N2 (t; =7 s, t, =42 9) in
[IHY-G3P* sowie (@) Kinetik der langsamen Doménenassoziation bel 0,5 M GdmCl ausgehend vom
vollsténdig denaturierten Protein. Die durchgezogenen Linien zeigen die Analysen der Daten als mono- und
biexponentielle Funktionen. Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurden die Reaktionskinetiken in (A) und (B)
so normiert, dass Start- und Endwerte Ubereinstimmen. Alle Messungen erfolgten wie in Telarbeit E
beschrieben.

Uber Doppelmischexperimente, bei denen die Riickfaltung der Domanen N1 und N2,
jedoch nicht deren langsame Assoziation zugelassen wurde, konnten die Entfaltungs-
kinetiken der Domane N2 in ihrer nicht-assoziierten Form bestimmt werden. Zusammen
mit den kinetischen Daten fir die schnelle Ruckfaltungphase von N2 ergab sich ein
komplettes Chevron der apparenten Faltungsraten | fir Doméne N2 vor Assoziation mit
N1. Es erlaubt Ruckschlisse auf die Stabilitét dieser Doméne in Abwesenheit der
Wechselwirkungen mit Domane N1 (s. Abb. 13B). Der aus den Kinetiken berechnete
Mittelpunkt des Ubergangs liegt bei [GAmMCI]y = 1,6 M und damit 0,9 M niedriger als im
Gleichgewichtsiibergang (Teilarbeit D). Dies verdeutlicht den hohen Beitrag der
I nterdoméanenwechselwirkungen zur Stabilitét von Doméane N2 im nativen Protein. Aus den
Kooperativitatsparametern des Entfaltungsastes (myy) und des Ruckfaltungsastes (myy) in
der Chevronauftragung wurde eine Kooperativitét des kinetischen Entfaltungsiibergangs
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von m= 187 kJmol™M™ bestimmt, die vergleichbar ist mit dem im Gleichgewichts-
experiment bestimmten Wert (m= 14,9 kmol™M™). Diese hohe Kooperativitét deutet
darauf hin, dass sich der globulare Teil von N2 vermutlich gemeinsam mit der
Gelenksubdoméne faltet. Beide Subdoménen bilden also auch im Zeitverlauf der
Ruckfaltung eine kooperative Einheit, und nicht nur im Gleichgewichtsexperiment, in dem
die Entfaltung von N2 mit der Doméanendissoziation thermodynamisch gekoppelt ist.
Demnach stellt auch die Doméne N2 eine separate Faltungseinheit dar, die in Isolierung
stabil ist und sich vor der Assoziation mit Doméne N1 ausbildet. Bei der Denaturierung von
G3P* ist die Domanendissoziation geschwindigkeitsbestimmend, und die Entfaltungs-
reaktionen von N1 und N2 sind kinetisch gekoppelt. Dagegen sind im Glechgewichts-
experiment die Domanendissoziation und die Entfaltung von N2 thermodynamisch
gekoppelt, da die Interdomanenwechselwirkungen einen sehr grof3en Beitrag zur Stabilitét
der N2-Doméne liefern. Diese Wechselwirkungen werden erst bei relativ hohen
Konzentrationen an Denaturierungsmittel getrennt, bei denen die N2-Domane in Isolierung
bereits vollstandig entfaltet ist. Es existiert daher kein Gleichgewichtsintermediat, in dem
beide Domanen gefaltet, jedoch nicht miteinander assoziiert sind.

Basierend auf den Kristallstrukturen von G3P* wurde fur die Gelenksubdomane von N2
eine Scharnierfunktion bel der Trennung der Doméanen im Verlauf des Infektionsvorgangs
postuliert (Holliger et al., 1999). Einen ersten Hinweis darauf, dass in der Tat
Konformationsdnderungen in der Subdomane fir die Domanenassoziation bzw.
-dissoziation wahrend der Faltungsreaktionen verantwortlich sein kénnten, brachte die
Untersuchung der 11Y-G3P*-Variante. In dieser Variante befindet sich an Position 129 im
globuléren Teil von N2 ein Glutamin wie im Wildtypprotein, wodurch Domane N2 etwa
7 kJmol instabiler ist alsin IIHY-G3P*. Wie fur eine Destabilisierung des globuldren Tells
erwartet, werden die Ruckfaltungsreaktionen der N2-Domane etwa 5-fach verlangsamt und
die Entfaltung ungefahr 3-fach beschleunigt. Nicht beeinflusst wird dagegen die Doméanen-
assoziation im letzten Ruckfaltungsschritt, ihre Zeitkonstante von t = 6700 s ist nahezu
identisch mit der von IIHY-G3P* (t =6200s). Somit ist die Kinetik der Doménen-
assoziation unabhéngig von der intrinsischen Stabilitét der individuellen Domanen.

2.3.3 DieKinetik der Domanenassoziation in G3P wird bestimmt durch
eine sehr langsame Prolylisomerisierung in der Gelenksubdomane

Konformationelle Faltungsreaktionen sind in der Regel stark von der Denaturierungsmittel-
konzentration abhangig. Je unginstiger die Bedingungen fur die Rickfaltung in den nativen
Zustand werden, desto langsamer wird sie (Tanford, 1968). Die Domanenassoziation in
[IHY-G3P* zeigt jedoch keine derartige GAmCI-Abhéngigkeit, und ihre Zeitkonstante
wurde fir verschiedene Denaturierungsmittelkonzentrationen mit t =6200s bestimmt
(Abb. 13B, Abb.2 in Teilarbeit F). Solch denaturierungsmittelunabhéngige Raten sind ein
typisches Kennzeichen von Faltungsreaktionen, die in ihrer Geschwindigkeit durch
Prolylisomerisierungen limitiert sind (Balbach & Schmid, 2001). Identifizieren lassen sich
derartige Reaktionen Uber die Katalysierbarkeit durch Prolylisomerasen (Schmid, 1993),
vorausgesetzt das entsprechende Prolin ist wéhrend der Faltung zugénglich. Tatsachlich
konnte die langsame Ruckfaltungsreaktion in IIHY-G3P* durch Cyclophilin katalysiert
werden, und die Zeitkonstante nahm in Gegenwart von 1 uM dieses Enzyms von 6300 s auf
1100 s ab. Daraus ist zu schlief3en, dass fur die sehr langsame Domanenassoziation die
|somerisierung einer Prolyl-Peptidbindung verantwortlich ist.
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Fur die Untersuchung der entsprechenden cis<=trans-Isomerisierung im denaturierten
Protein waren Dreifachmischexperimente ndétig, da bei G3P* der Prolin-limitiere
Ruckfaltungsschritt spektroskopisch nicht detektierbar ist. In diesen Experimenten wurde
ITHY-G3P* fur unterschiedlich lange Zeiten entfaltet, kurzzeitig rtckgefatet und dann
erneut entfaltet. Nur digienigen Molekile, die nach der ersten Entfaltung noch ein natives
Prolin-Isomer aufwiesen, konnten im zweiten Schritt schnell zum vollstandig gefalteten
Zustand mit assoziierten Doméanen zurtickkehren und so im dritten Schritt die fur natives
G3P* typische langsame Entfaltungsreaktion zeigen. Demnach war es moglich, anhand der
Abnahme der Amplitude der langsamen Entfaltungsreaktion im dritten Schritt als Funktion
der Entfaltungsdauer im ersten Schritt die Kinetik der cis==trans-Isomerisierung im
denaturierten Protein zu verfolgen (s. Teilarbeit F). Fur die Isomerisierung wurde eine
apparante Rate von Ky, = 0,0029 s* beobachtet, die damit deutlich kleiner ist as die Rate
der konformationellen Entfatung von IIHY-G3P* unter gleichen Bedingungen
(I ap = 0,033 s' bei 50M GdmCl). Eine Kopplung zwischen konformationellen
Entfaltungsreaktionen und der Prolylisomerisierung kann daher nahezu ausgeschlossen
werden. Aus der apparenten |somerisierungsrate ky, und der Uber die Rickfaltung
bestimmten mikroskopischen Rate der trans—cis-Isomerisierung ki = 0,00016 s* ergibt
sich fir die cis—trans-Isomerisierung ein kg von 0,00274 s*. Die abgeleitete Gleich-
gewichtskonstante K. betrégt 0,06, das heilt, bel 94 % aller Molekile im denaturierten
Zustand ist das fur 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 GdmCI-
unabhangigen Doméanenassoziation in der Ruckfaltung ist davon auszugehen, dass diese
sehr langsame trans—cis-lsomersiserung nicht durch ene Kopplung mit
konformationellen Faltungsreaktionen bedingt ist, wie sie z.B. be RNaseTl auftritt.
Vielmehr scheinen die Raten der cis/trans-Interkonversion tatséchlich von der lokalen
Sequenz um das entsprechende cis-Prolin bestimmt zu werden.

G3P* enthdlt im nativen Zustand zwei cis-Proline, Prol61 im globulédren Teil von Doméane
N2 und Pro213 in der Gelenksubdoméne (Abb. 12; Lubkowski et al., 1998). Die
kinetischen Experimente mit I11HY -G3P* und der destabilisierten Variante 1Y -G3P* hatten
bereits auf die Bedeutung der Gelenksubdomane fir die Domanenassoziation hingedeutet
(Teilarbeit E). Pro213 zeichnet sich zudem durch eine besondere Sequenzumgebung aus.
Die vorhergehende Aminosdure ist GIn212, und gefolgt wird die cis-Bindung durch en
weiteres Prolin, Pro214. Aus Untersuchungen von cis<=trans-1somerisierungen in kurzen
Peptiden ist bekannt, dass GIn-Pro-Bindungen im Vergleich zu AlaPro etwa dreimal
langsamer isomerisieren, und dass ein Prolin as nachfolgende Aminosdure die
Isomerisierung von Ala-Pro ebenfalls um den Faktor drel verlangsamt (Reimer et al.,
1998). Daraufhin wurde das cis-Pro213 als verantwortlich fur die ratenlimitierende
|somerisierung im letzten Faltungsschritt von G3P* angenommen und durch Glycin ersetzt.
Die P213G-Mutation destabilisiert Domane N2 im Gleichgewichtsiibergang um 8 kJ/mol
und beschleunigt die Entfaltung ausgehend vom nativen Protein rund 20-fach. Sie hat
allerdings keinen Effekt auf die fluoreszenzdetektierten Ruickfaltungsreaktionen der
N2-Domaéne. Offenbar beeinflusst der P213G-Austausch nicht die intrinsische Stabilitét der
nicht-assoziierten N2-Doméane, sondern nur deren Wechselwirkungen mit Doméne N1.
Diese Wechselwirkungen werden erst sehr spét bel der Faltung von G3P* ausgebildet und
zum grof3ten Teil durch die Gelenksubdomane vermittelt.
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Abbildung 12. Tertidrstrukturdarstellung von G3P*, basierend auf den Strukturdaten von Holliger et al.
(1999). Doméne N1 ist rot, der globuldre Teil von N2 (N2) blau und die Gelenksubdomane von N2 griin
geféarbt. Die Seitenketten der an den Interdomanenwechselwirkungen beteiligten Aminoséuren in N1 und N2
(Lubkowski et al., 1998) sind als Stabchen dargestellt. Das cis-Pro213 in der Gelenksubdoméne, das fir die
extrem langsame Doménenassoziation bei der Riickfaltung verantwortlich ist, ist markiert. Violett geférbt ist
die Schleifenregion in Doméne N2, die den grofiten Teil der Wechselwirkungen mit dem F-Pilus vermittelt
(Aminosduren 178 — 199, Deng & Perham, 2002).

Die Isomerisierung an Pro213 ist tatsachlich geschwindigkeitsbestimmend fir die
Domaénenassoziation von G3P*. Den Bewels dafUr brachte der Effekt der P213G-Mutation
auf die Kinetik dieser langsamsten Rickfatungsreaktion. Der P213G-Austausch
verringerte die Zeitkonstante der Assoziation beider Doménen von 6300 s auf 240 s. Durch
diese fast 30-fache Beschleunigung wurde aul3erdem sichtbar, dass die Assoziations-
reaktion erst mit einer Verzogerung einsetzt, deren Ausmald mit der Faltungsrate von N2
korreliert. Dies deutet darauf hin, dass die Doméanen in G3P* erst assoziieren kdnnen, wenn
die Ruckfaltung von Domane N2 stattgefunden hat. Domanenfaltung und -assoziation
stellen demzufolge getrennte Schritte in einem sequentiellen Faltungsmechanismus dar
(Abb. 13A).

Die mittels der Dreifachsprungexperimente messbare cis==trans-Isomerisierung im
denaturierten Protein wird durch den P213G-Austausch etwa 70-fach beschleunigt
(tapp = 5.6 5), s0 dass sich mikroskopische |somerisierungsraten von ki = 0,0042 st und
ke = 0,173 s* ergeben. Die daraus resultierende Gleichgewichtskonstante Ky = 0,024 sagt
aus, dass 97,6 % aller Moleklle der P213G-Mutante im denaturierten Zustand das nicht-
native trans-lsomer enthalten. Unklar bleibt alerdings, um welche Ccis=trans
Isomerisierung im Protein es sich handelt. Gegen eine Isomerisierung am zweiten, noch
verbliebenen cis-Prol61 spricht, dass sich die Rickfaltungsreaktion der P213G-Mutante
nicht durch die Prolylisomerase Cyclophilin 18 katalysieren lief3, obwohl Prol61 selbst im
nativen Zustand stark exponiert und gut zuganglich ist. Andererseits sind die detektierten
Raten fur eine Isomerisierung der Nicht-Prolylpeptidbinding GIn212-Gly213 relativ niedrig
und der Anteill des cis-Isomers im Gleichgewicht des entfalteten Proteins mit 2,4 %
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ungewohnlich 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 cis==trans-1somerisierung durch eine Kopplung mit der konformationellen
Entfaltung scheinbar verlangsamt wurde. Mdglich ist auch der Einfluss einer potentiellen
|somerisierung an Pro214 benachbart zu Gly213 im denaturierten Zustand.

Faltungsreaktionen Faltungsreaktionen B
der N2-Doméne der N1-Doméne
% /1@ 10° e 5
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Abbildung 13. (A) Modell des Faltungsmechanismus von I1HY-G3P*. Angegeben sind die Zeitkonstanten t
fur die Ruckfaltungsreaktionen der Doménen N1 und N2 bei 0.5 M GdmCl sowie fur die Entfaltungs-
reaktionen bei 4,5 bzw. 3,0 M GdmCI. Der erste Schritt der Ruckfaltung zum nativen G3P* ist die sehr
schnelle Faltung von Doméne N1 (rotes Quadrat), gefolgt von der Faltung des globuldren Teils von N2
(blaues Quadrat). Im letzten Schritt kommt es zur sehr langsamen, Prolin-limitierten Assoziation der
Doménen und zur Ausbildung der nativen Konformation der Gelenksubdoméne von N2 (griines Rechteck).
Die Doméanenassoziation fhrt zur kinetischen Kopplung beider Doménen und verlangsamt deren Entfaltung
drastisch. (B) Apparente Raten | der Entfaltungs- und Riickfaltungsreaktionen der Doménen N1 (rot) und N2
(blau) in 1IHY-G3P* as Funktion der GdmCI-Konzentration. (O) Entfaltung von Doméne N1 und (O)
Entfaltung von Doméne N2 ausgehend vom nativen 1I1HY-G3P*. (¢) schnelle Entfaltung von N1 und (O)
schnelle Entfaltung von N2 ausgehend vom Kkurzzeitig zuriickgefalteten Intermediat mit nichtassoziierten
Doménen. (A) schnelle Entfaltung und (A) schnelle Ruckfaltung der isolierten Doméne N1(T13l). ()
schnelle Rickfaltung von N1 und (H, @) zweiphasige Rickfaltung von N2 in IIHY-G3P*. (®) GdmCl-
unabhéngige Raten der Prolylisomerisierung wahrend der Assoziation von N1 und N2.

Zur Verdeutlichung der einzelnen Faltungsreaktionen von [IHY-G3P* sind die entsprechenden Raten mit den
in Teilabbildung (A) verwendeten Symbolen der Faltungszusténde gekennzeichnet. Die Messung der
Faltungsraten erfolgte wie in den Teilarbeiten E und F beschrieben.
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2.3.4 Dielokale Sequenzumgebungist fur die sehr langsame cis==trans-
| somerisierung an Pro213 verantwortlich

Um nachzuweisen, dass tatséchlich die lokale Sequenzumgebung des cis-Pro213 fir die
sehr niedrigen Isomerisierungsraten bei der Domanenassoziation in G3P* verantwortlich
ist, wurde ein entsprechendes Pentapeptid Ac-AQPPV-OH synthetisiert und dessen Raten
der Prolylisomerisierung mittels 1D *H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Fiir eine bessere
Zuordnung der Aminosaureresonanzen war das Pro211 der G3P*-Sequenz durch Alal im
Peptid ersetzt worden. Es ist bekannt, dass sich der Anteil der cis-Isomere in Peptiden von
10-12% in wassrigen Losungsmitteln auf bis zu 30-60% in trockenen TFE/LiCl-
Mischungen steigern lasst (Kofron et al., 1991). Durch einen Sprung aus TFE/LiCl zurlick
in wassrigen Puffer konnen somit die reversiblen Isomerisierungsreaktionen bei der
Nachstellung des cigtrans-Gleichgewichts anhand der Signale in zeitabhangig
aufgenommenen *H-NM R-Spektren untersucht werden (Grathwohl & Wiithrich, 1981).

Dasin TFE mit 0,6 M LiCl gel6ste Peptid Ac-AQPPV-OH wurde im NMR-Spektrometer
(Bruker DRX500) mit 20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 5,0 zehnfach verdinnt und die
Kinetik der Isomerisierungsreaktionen tber 21 min in 256 1D-Spektren (jeweils 4 Scans
pro Spektrum) bei 25 °C verfolgt. Die Zuordnung der Resonanzen zu den Protonen der
einzelnen Aminoséuren im Peptid erfolgte anhand eines DQF-COSY -Spektrums. Da das
Peptid zwei Proline enthalt, gibt es vier mogliche Isomere: cis/cis, cistrans, trans/cis und
trang/trans. Lediglich die Resonanzen des trang/trans-lsomers konnten mit Hilfe des
2D-Spektrums eindeutig zugeordnet werden, alle anderen Isomere waren dafir zu gering
konzentriert.

Die isomerspezifischen Signale der beiden Prolinreste hatten in den 1D-Spektren zu
niedrige Intensitdten fir eine kinetische Auswertung. Sehr gut liel3 sich alerdings die
Resonanz des Amidprotons von GIn2 im cis-Isomer (cis/cis oder cis/trans) analysieren, die
mit dem Signal des Amidprotons von Alal im trangtranslsomer bel 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 mitt =23 s
spiegelt moglicherweise die |somerisierung der Pro3-Pro4 Peptidbindung wider. Die zweite
Phase mit einer Zeitkonstante von t =395s stimmt sehr gut mit der cis=trans
Isomerisierung von Pro213 im denaturierten IHY-G3P* (t = 345 s) Uberein, wie siein den
Dreifachsprungexperimenten fluoreszenzspektroskopisch detektiert werden konnte. Sie ist
daher vermutlich der Isomerisierung der GIn2-Pro3-Bindung im Pentapeptid zuzuordnen.
Die sehr gute Ubereinstimmung der Raten fir das Peptid und das Protein kann as
deutliches Indiz dafir gesehen werden, dass die langsame Isomersisierung von Pro213 in
G3P* tats&chlich auf die lokale Sequenzumgebung zurlckzufihren ist. Konformationelle
Faltungsreaktionen oder die Ausbildung der Interdoméanenwechselwirkungen haben keinen
Einfluss auf die Kinetik der Domanenassoziation in G3P*.
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Abbildung 14. Zweiphasige Kinetik der cis—trans-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 Alal im trans/trans-Isomer und des Amidprotons von GIn2 im cis/x-Isomer vereint. Die
schnelle Phase (t =239) reflektiert vermutlich die cis—trans-lsomerisierung der Pro3-Pro4-Bindung,
wahrend die langsame Phase (t =39559) die Isomerisierung der GIn2-Pro3-Bindung widerspiegelt. Die
Isomerisierungskinetiken wurden gemessen in einem Bruker DRX500 NMR-Spektrometer bei 25 °C nach
10-facher Verdinnung des in TFE mit 0,6 M LiCl geldsten Pentapeptids. Die Endkonzentration war 5 mM
Peptid in 20 mM Kaliumphosphat, pH 5,0, 60 mM LiCl, 10 % TFE, 10 % D,0.

2.3.5 Ein Netz von Wasser stoffbr tickenbindungen um Pro213 als
Vermittler zwischen Prolylisomerisierung und Domanenassoziation

Wie lasst sich die beobachtete Kopplung zwischen der sehr langsamen cis<=trans-
Isomerisierung an Pro213 und der Assoziation der Doméanen strukturell erkléren? Die
Kristallstruktur von G3P* zeigt, dass die beiden Strange der Gelenksubdoméane von N2
vielféaltige Wechselwirkungen mit Doméne N1 eingehen (Abb. 12). Die Region um das
cis-Pro213 (Leu210 - Va215) sowie das benachbarte Segment zwischen Tyr92 und Pro98
zeichnen sich durch eine Anh&ufung von Pro-Resten (Pro96, Pro98, Pro211, Pro213,
Pro214) aus. Daraus resultieren geringe Flexibilitéten, wie aus niedrigen B-Faktoren in der
Kristallstruktur ersichtlich (Lubkowski et al., 1998, Holliger et al., 1999). Auffalig ist auch
die Orientierung der Seitenkette von GIn212, welches der cis-Peptidbinding vorausgeht.
GIn212 bildet zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit GIn52 in Domane N1, dessen N® und
O° lediglich 2,9 bzw. 3,0 A entfernt sind. Eine dritte Bindung existiert zum Ruickgrat-
sauerstoff von Pro211, so dass die Konformation dieser Region um Pro213 zusétzlich
fixiert wird. Flankiert werden diese Wasserstoffbriicken von drei weiteren Kontakten
zwischen der Gelenksubdoméne von N2 und Domane N1: Tyr92 ist wasserstoffverbriickt
mit Thrl8, und Val215 sowie Pro211 bilden Wasserstoffbriicken mit Ser16 aus (Abb. 7bin
Tellarbeit F). Dieses Netzwerk von Wasserstoffbriicken ist vermutlich fur 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. Méglicherweise
bestimmt so die trans—cis-Isomerisierung an Pro213 eine Relativbewegung der beiden
nahezu vollstandig gefalteten Doméanen und letztlich deren Assoziation bzw. Einrasten zum
nativen Protein.

Ein Strukturvergleich der Gen-3-Proteine der Phagen M 13 und fd deutete ebenfalls auf eine
Bewegung von Doméane N2 relativ zu N1 hin, die um ein ,,Gelenk® bel Gly99 und Ser208
in der Gelenksubdomane von N2 erfolgen kénnte (Holliger et al., 1999) und eventuell
Relevanz fur die Funktion in vivo hat. Bel der Infektion von E. coli wird die Dissoziation
von N1 und N2 dadurch induziert, dass die Spitze des F-Pilus an der Aulenseite der
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N2-Doméne bindet (s. Abb. 12; Deng & Perham, 2002). Diese Trennung der gefalteten
Doméanen ist mechanistisch noch nicht verstanden, sie benhaltet eventuell
Konformationsanderungen oder die partielle Entfaltung der Gelenksubdomane. Es bleibt zu
untersuchen, welche Rolle die Isomerisierung an Pro213 dabei spielt. Nur wenn N1 und N2
dissoziiert sind, ist die TolA-Bindungsstelle auf Domane N1 exponiert. Dieser Zustand
muss demnach im Verlauf des Infektionsvorgangs erhalten bleiben, bis der Pilus
zurtickgezogen und N1 in raumliche N&he zu TolA auf der Zelloberflache gebracht worden
ist. Eine sehr langsame Reassoziation der Doméanen, die durch die trans—cis
Isomerisierung an Pro213 kinetisch bestimmt wird, kdnnte also den dissoziierten Zustand
fUr langere Zeit aufrechterhalten. Moglicherwelse wirkt damit Pro213 im Gen-3-Protein al's
konformationeller Schalter bel der Infektion von E. coli.



42

Zusammenfassung und Diskussion



Abkirzungen

3 Abkirzungen

Ac-AQPPV-OH

Bc-Csp
Bs-CspB
Csp

DCy

C,F

CT

D
DQF-COSY
DSC

(S}

DGp

DDGp

GdmcCl
[GAMClI ]y
G3P
G3P*

IHHY-G3P*
1Y -G3P*

G-5

DHp

Pentapeptid mit acetyliertem N-Terminus und freier terminaler
Carboxylgruppe

K@ teschockprotein aus Bacillus caldolyticus
Kalteschockprotein aus Bacillus subtilis

Kélteschockprotein

Warmekapazitatsdnderung wahrend der Entfaltung eines Proteins bei
konstantem Druck

Warmekapazitédt der Entfaltungsreaktion

C-terminale Doméne des Gen-3-Proteins

Denaturierungsmittel

double quantum filtered-correlated spectroscopy

differential scanning calorimetry

relative Dielektrizitétskonstante

freie Enthalpie der Entfaltungreaktion

Differenz der freien Enthalpien der Entfaltung verschiedener

Proteinvarianten
freie Enthalpie der Entfaltung in Abwesenheit des

Denaturierungsmittels

Differenz der freien Enthalpien der Entfaltung verschiedener
Proteinvarianten bel 2 M GdmCl

Differenz der freien Enthalpien der Entfaltung verschiedener
Proteinvarianten bel 70 °C

Guanidiniumchlorid

Mittel punkt des GAmCI-induzierten Entfaltungsiibergangs
Gen-3-Protein filamenttser Phagen

N-terminales Fragment von G3P bestehend aus den Doménen N1 und
N2

G3P* mit den Mutationen T13I, T101l, Q129H und D209Y

G3P* mit den Mutationen T13I, T101l und D209Y

stabilste Variante der Proside-Selektion in Gegenwart von GdmCl,
CspB L2Y/E3I/A46Q/T6AL/EGGL/AG7P

Enthalpie der Entfaltungsreaktion
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DHvH

Kapp
K

Ket

Kic
Knu
kun

m

M\u

MuN

N

N1

N2
Na-Cacodylat
NMR

tm

TFE
Tm-Csp
T-10/10

Abkirzungen

van't Hoff-Enthalpie der Entfaltung

apparente Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion
Geschwindigkeitskonstante der trans—cis-1somerisierung
Geschwindigkeitskonstante der cis—trans-1somerisierung
Gleichgewichtskonstante der cis==trans-1somerisierung
mikroskopische Geschwindigkeitskonstante einer Entfaltungsreaktion
mikroskopische Geschwindigkeitskonstante el ner
Rickfaltungsreaktion

apparente Ratenkonstante (= knu + kun)
Kooperativitatsparameter der Entfaltungsreaktion (dDG/d[D])
kinetischer m-Wert der Entfaltungsreaktion (dinkyu/d[D])
Kinetischer m-Wert der Ruckfaltungsreaktion (dinkyn/d[D])
nativer Zustand eines Proteins

Domane N1 des Gen-3-Proteins

Domane N2 des Gen-3-Proteins

Natriumsalz der Dimethylarsinséure

nuclear magnetic resonance

Entropie der Entfaltungsreaktion

Einzelstrang-DNA

Zeitkonstante einer Reaktion

apparente Zeitkonstante einer Reaktion

Mittel punkt des thermischen Entfaltungsiibergangs
Trifluorethanol

K&lteschockprotein aus Thermotoga maritima

stabilste Variante der Proside-Selektion bei erhdhter
Temperatur, CspB L2R/E3V/A46L/T64R/E6GEV/AG7G
entfalteter Zustand eines Protein
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Proside

A Phage-Based Method for Selecting Thermostable Proteins

Andreas Martin, Franz X. Schmid, and Volker Sieber

1. Introduction

For many applications proteins must retain their function for a long time and
under a wide range of conditions, sometimes at elevated temperatures. How-
ever, the stability of natural proteins is often very low, just sufficient to ensure
proper functioning under cellular conditions (7). It is still largely unknown how
the stability of a protein is encoded in its sequence, and theoretical approaches
to calculate the contributions of individual amino acids to stability are still in
their infancy. Therefore, evolutionary methods for increasing protein stability
are of great interest. In such approaches, large protein libraries are searched for
stabilized variants by a screening or, ideally, a selection technique.

In vivo selection methods for increasing the stability of specific proteins
have been successful in cases where the survival of a microorganism could be
linked to the function of these proteins (2). In vitro, proteins with specific bind-
ing functions can be selected, e.g., by ribosome display (3,4) or phage display
(5). Since ligand binding and protein stability are linked thermodynamically,
these display techniques can, in principle, also be adapted to select for binders
with improved stability (6-9).

Proside (protein stability increased by directed evolution) (10) is a general
method for protein stabilization that does not depend on specific properties of the
protein, such as enzymatic activity or ligand binding. This in vitro selection tech-
nique links the proteolytic resistance of the protein to be stabilized with a well
selectable property, the infectivity of a filamentous phage. Conformational sta-
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bility and proteolytic resistance are often correlated (11), since the folded state of
a protein is normally much less sensitive to cleavage by proteases than the un-
folded state. This holds in particular for proteases such as chymotrypsin with a
preference for hydrophobic regions, which are inaccessible in folded proteins.

Infection of E. coli by the phage fd is mediated by the gene-3-protein (g3p),
which consists of three domains, N1 (68 aa), N2 (131 aa) and CT (150 aa),
connected by glycine-rich stretches of 18 and 39 residues, respectively (see
Fig. 1A). The domains of g3p must be tightly linked for the phage to be infec-
tive (12), and this linkage can also be provided by inserted guest proteins (13).
Therefore, in Proside a repertoire of sequences coding for the protein to be
stabilized is inserted between the N2 and CT domains of g3p, and the resulting
pool of phages is subjected to an in vitro proteolysis step (see Fig. 1B). The
tight linkage between these domains and thus phage infectivity is maintained
only when the inserted guest protein remains intact. Variants with increased
stability and increased resistance towards proteolysis can be enriched in
repeated cycles of in vitro proteolysis of the phage library, infection of E. coli,
and phage propagation. Since the proteolytic selection step is performed in
vitro and fd phages are exceptionally stable, the conditions can be varied over
a wide range and tailored for the protein to be stabilized. Generally, conditions
are used under which the wild type form of the guest protein is partially un-
folded, either by adding a denaturant or by increasing the temperature.

The power of the Proside method could be demonstrated by the successful
selections of stabilized variants of RNaseT1 (10), the p 1-domain of the staphy-
lococcal protein G, and the cold shock protein Bs-CspB from the mesophilic
bacterium Bacillus subtilis (14). In the case of Bs-CspB, six surface exposed
positions were randomized by saturation mutagenesis, and many strongly sta-
bilized variants were identified in two selections, one in the presence of the
denaturant guanidinium chloride (GdmCl) and the other at elevated tempera-
ture. The best variant showed an increase of more than 28°C in the midpoint of
the thermal unfolding transition (7)), and thus surpassed the cold shock pro-
tein Tm-Csp from the hyperthermophilic organism Thermotoga maritima in
stability. In addition, Proside was used to increase the stability of the host
phage protein g3p itself. Random mutagenesis and selection yielded a variant
of g3p with an increase in Ty; of 13°C for domain N2 and 6°C for domain N1
(Martin et al., manuscript in preparation). The use of this stabilized g3p ex-
tends the temperature range for the selection of guest proteins to 60°C.

2. Materials
2.1. Solutions and Media

1. Double-yeast-tryptone medium (dYT): 16 g tryptone, 10 g yeast, 5 g NaCl dis-
solved in 1 L H,O; for plates supplemented with 1.5% agar-agar.
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Fig. 1. (A) Schematic representation of the filamentous phage fdpro hosting a pro-
tein (P) inserted between the C-terminal domain (CT) and the two N-terminal domains
(N1,N2) of g3p. (B) Outline of the Proside selection procedure (10). Phages hosting
different variants of the guest protein (P1, P2, P3) are subjected to an in vitro proteoly-
sis step. Phages with less stable and thus unfolded variants (P1, P2) are cleaved by the
protease and lose their infectivity, whereas phages with more stable mutants (P3)
remain infectious and can become enriched in repeated selection cycles.

2. Chloramphenicol, 25 mg/mL in ethanol.

3. dYTm: dYT with 25 ug/mL chloramphenicol.

4. Phage precipitation solution: 30% PEG 8000, 1.5 M NaCl, sterilized.

5. Phosphate-buffered saline (PBS)-buffer: 80 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na,HPO,,
0.24 ¢ KH,PO, dissolved in 1 L H,O, pH 6.9, 0.01% NaN3, sterilized.

6. Tris-EDTA (TE)-buffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM Na,-EDTA, pH 8.0, sterilized.

7. Ethidium bromide, 1% in H,O.

8. Phenol, pH 7.5, saturated with TE-buffer.

9. Chloroform : isoamyl alcohol, 24:1.

0. 3 M sodium acetate, pH 5.2.

57



58 Teilarbeit A

4 Martin et al.

11. NAD", 10 mM in H,0.

12. ATP, 10 mM in H,O.

13. dNTP mixture, 10 mM each dATP, dCTP, dGTP, dTTP.
14. Oligonucleotide primers, 10 uM in H,O.

15. 100 mM potassium phosphate,100 uM CaCl,, pH 8.0.

2.2. Enzymes

1. Restriction endonucleases: Sfil, Kpnl, HindIIl (New England Biolabs, Beverly,
MA).

T4 DNA Ligase, 20 U/uL (New England Biolabs).

T4 Polynucleotide Kinase, 10 U/uLL (New England Biolabs).

Vent DNA polymerase, 2 U/uL. (New England Biolabs).

Pfu DNA polymerase, 3 U/uL (Promega Corporation, Madison, WI).

Tag DNA polymerase, 5 U/uLL (Promega Corporation).

Taq DNA Ligase, 40 U/ul (New England Biolabs).

Chymotrypsin (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany).

Trypsin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

O N A

N
w

. Miscellaneous

Filamentous phage fdpro (send requests to fx.schmid @uni-bayreuth.de).

E. coli XL1-Blue and E. coli ABLE K (Stratagene, La Jolla, CA).

Agarose gels, electrophoresis equipment, UV transilluminator, electroporator.
DNA molecular weight standards.

QIAEX II gel extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

Flexi Prep kit (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany).

MEF-Millipore membrane filters, pore size 0.025 um (Millipore GmbH,
Schwalbach, Germany).

e o

3. Methods

The method section outlines: 1) how a guest protein is inserted into g3p of
the phage fd, 2) how the library of mutants is created, and 3) how stabilized
variants of the guest protein are selected from this library. As an example, the
selection of stabilized variants of Bs-CspB is described.

3.1. Insertion of the Protein to be Stabilized into g3p

Domains N1 and N2 of g3p form a structural and functional entity in which
domain CT seems not to be involved (15). Therefore, foreign proteins can be
inserted between N2 and CT (see Fig. 1A) without significantly changing ph-
age infectivity (13). It is not known whether there are limits regarding the size
of the guest protein or the distance between its N- and C-termini. Disulfide
bonds or cysteine residues in the guest protein might interfere with the correct
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folding of the g3p and should be eliminated before insertion (see Note 1). Flex-
ible parts or unstructured linker regions between globular domains could be
susceptible to the protease used in the selection step and thus should be cleared
of aromatic amino acids (cleavage sites for chymotrypsin) and positively
charged residues (cleavage sites for trypsin).

Our modified phage fdpro is derived from fCKCBS (13), which contains a
cat gene for the selection of infected cells. The glycine-rich linker between N2
and CT is considerably shortened (see Note 2) and contains a Sfil, a HindlIl
and a Kpnl restriction site for the cloning of the guest protein. The insertion of
the protein results in linkers of seven amino acids (PSGAQPA) between N2
and the guest and eight amino acids (ASEAEGTP) between the guest and CT,
respectively. Twelve base pairs downstream of the C-terminal end of the guest
protein (between the HindlIl and Kpnl restriction sites) a TAG amber codon is
placed, which is used to eliminate phages coding for the wild type gene by
infection of the non-suppressor E. coli ABLE K (see Subheading 3.2.). In the
suppressor strain XL.1-Blue a Glu residue is incorporated at the amber codon.

Two primers are required for amplifying the guest gene before insertion.
The N-terminal primer 5'-TCCGGGGCCCAGCCGGCC(X)y-3' codes for the
Sfil restriction site (italic) and binds to the first 20 nucleotides of the guest gene
(X50). The C-terminal primer 5'-CCGGGGTACCCTAAGCTTCAGAGG
C(X)y9-3' binds to the last 20 bp of the guest gene and contains a Hindlll
restriction site (italic), the amber codon (bold), and a Kpnl site (italic) for alter-
native cloning with Hindlll or Kpnl.

The procedure involves the following steps:

1. Amplify the gene to be inserted in a 100 uL. PCR reaction, containing 10 uL. Vent
buffer, 1 uL. 100 mM MgSO,, 4 uL of each primer, 3 uL. dNTPs, 10 ng template
and 1 ulL Vent DNA polymerase. Run an appropriate PCR program (see Note 3).
2. Separate the amplified gene using an agarose gel of suitable pore size (e.g., 1.6%).
3. After ethidium bromide staining, excise the bands exhibiting the right size and
purify the DNA from the agarose using the QIAEX II gel extraction Kkit.
4. Determine the concentration of DNA.
5. Purify the double-stranded phage DNA from a 5-mL culture of E. coli XLL1-Blue
infected with the phage fdpro using the Flexi Prep kit.
6. Clone the guest gene into the phage vector via the restriction sites for Sfil and
HindIll or Kpnl, respectively, according to standard protocols (16).
7. Transform E. coli XL1-Blue (see Note 4) with the ligation product by
electroporation and plate the cells on dYT™ agar.
8. Screen the obtained transformants for the right insert by colony-PCR (see Note 5).
9. Verity the phage variants by sequencing.
10. Grow the positive clones in 5-mL cultures for phage production.
11. Prepare the phages (see Subheading 3.2.1.).
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3.2. Creation of the Phage Library

Having a very large library of different mutants is a prerequisite for a suc-
cessful search for stabilized variants. Restriction and ligation of double-
stranded DNA fragments is usually not efficient enough to obtain libraries with
more than 10° variants. Therefore, we developed an alternative approach that
consistently yields libraries of more than 107 variants. We hybridize the mu-
tated DNA fragments coding for the protein to be stabilized to the (+) DNA
strand of the phage hosting the corresponding wild type gene between N2 and
CT, synthesize the (-) strand with Pfu DNA polymerase in the presence of Tag
ligase, and use the resulting double stranded DNA chimeras for transformation
of E. coli XL1-Blue (see Note 6). Next to the wild type gene the template
strand contains an amber codon, which is not present in the mutated fragments.
Thus, phages with the wild type protein (coded by the original template strand)
are eliminated simply by infection of the non-suppressor strain E. coli ABLE
K with the phages isolated from the suppressor strain XL1-Blue (see Note 7).
The (—) strand is synthesized in the presence of Tagq ligase to close the nick that
is left when the strand is completed. This covalent closure of the mutated strand
reduces the loss of mutations by mismatch repair in E. coli (see Note 8). Com-
pared to Quick Change techniques using double-stranded plasmid DNA as a
template, this fill-up reaction with single-stranded DNA is much more effi-
cient. The library size is mainly limited by the transformation efficiency of E.
coli XL1-Blue and ranges between 107—108 variants.

3.2.1. Preparation of Filamentous Phages

The phages are prepared from the E. coli XL1-Blue culture in the stationary
phase by polyethylene glycol precipitation (16) (see Note 9).

1. Centrifuge 1.5 mL of the XL1-Blue culture at 13,000 g to pellet the cells, mix
1.3 mL of the supernatant with 250 uL. phage precipitation solution and incubate
for 10 min at room temperature.

2. Pellet the precipitated phages at 13,000 g for 10 min and remove the superna-
tant carefully.

3. Resuspend the phages in 50 ul. PBS-buffer for storage and infection of E. coli or
TE-buffer for preparation of single-stranded DNA (see Subheading 3.2.2.) (see
Note 10). Phage solutions can be stored at 4°C for months without a loss in infec-
tivity or can be frozen at —20°C.

The titers of the prepared phage solutions should be about 10'°-10!! cfu/mL
(for determination of phage titers see Subheading 3.3.1.).

3.2.2. Preparation of Single-stranded Phage DNA

Single-stranded phage DNA is prepared on a small scale according to a stan-
dard protocol (16):
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L.

2.

4.
5.

Mix 100 uL of TE-buffered phage solution with 50 uLL TE-saturated phenol, vor-
tex for 30 s, incubate for 1 min at room temperature and vortex again for 30 s.
After centrifugation at 13,000g for 1 min transfer the supernatant into a fresh
tube, mix it with 50 uL. chloroform/isoamyl alcohol and vortex twice for 30 s.
After centrifugation mix the supernatant with 11 uLL 3 M sodium acetate, pH 5.2,
and 289 uL ice-cold ethanol. Precipitate the DNA at room temperature for at
least 15 min and centrifuge for 10 min at 13,000g.

Wash the pellet with 200 uL. 70% ethanol and dry the DNA.

Redissolve the air-dried DNA pellet in 20-30 ul. water.

The yield should be about 2-5 ug per 100 ul. phage solution.

3.2.3. Synthesis of Mutated Gene Fragments

Depending on the desired number and distribution of mutations within the
gene, the fragments are synthesized by PCR using degenerate oligonucleotides
or by error-prone PCR. These fragments must be extended to the g3p linker
downstream of the inserted gene to abolish the amber codon present in the
phage DNA with wild type insert. The primer for this extension 5'-
CCGGGTACCAGAAGCTTCAGAGGC-3'replaces the amber codon by a Ser
codon (bold) and ends right at the C-terminus of the guest gene. For introduc-

tion

into the phage genome the extended gene fragments have to be phospho-

rylated.

1.

Extend the mutated fragments in a 100 uL. PCR reaction containing 10 ulL Vent
buffer, 4 ulL of the linker-primer, about 400 nM of mutated fragment, 3 ulL
dNTPs, 10 ng template (single-stranded DNA of the phage containing the wild
type insert) and 1 uL. Ventr DNA polymerase. Run an appropriate PCR program
(see Note 3). Depending on the length of the mutated fragment it is advisable to
use a temperature ramp for the annealing step, ending at about 50°C.

Purify the PCR products by agarose gel electrophoresis and extraction from the
gel using the QIAEX II gel extraction kit. Elute the DNA with 25 uLL dH,0.
The phosphorylation reaction contains 24 pL purified gene fragment (about 2—4
ug), 3 ul polynucleotide kinase buffer, 3 ul. ATP and 1 ul. T4 polynucleotide
kinase. Incubate for 2 h at 37°C.

3.2.4. Introduction of Mutated Genes into the Phage Genome

The mutated fragments are hybridized to the (+) DNA strand of the phage
hosting the wild type gene, the (—) strand is synthesized by Pfu polymerase and
the nick is closed by the thermostable Tagq ligase.

L.

The reaction mixture contains 4 uLL Pfu buffer, 2 uL. ANTPs, 4 uL NAD*, about 2
ug (+) strand phage DNA template (see Subheading 3.2.2.), 200400 ng mu-
tated gene fragment, 0.5 uL Tag DNA ligase, 1 uL. Pfu DNA polymerase and
H,O to bring the total volume to 40 uL.

The program for the extension consists of 1 min denaturation at 95°C, 1 min
hybridization at 65°C, and 1 h polymerization and ligation at 68°C.
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3. Check the success of the extension reac