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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Malaria
Malaria ist eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten der Welt und stellt insbesondere in
tropischen und subtropischen Gebieten [1] ohne addquate medizinische Behandlung eines der

grofSten gesundheitlichen Risiken dar.

Ausgel6st wird Malaria durch Protozoen der Gattung Plasmodium, die durch einen Stich der
weiblichen Anopheles Miicke in den menschlichen Organismus Ubertragen werden. Zurzeit
werden mit Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und P. knowlesi finf
humanpathogene Arten gezahlt [2]. Darunter stellt P. falciparum als Erreger der schwersten

Krankheitsform der Malaria tropica, den vorherrschenden Malaria-Ubertrager dar [3].

Mit der Blutmahlzeit der weiblichen Anopheles Micke werden infektiose Sporozoiten auf den
humanen Organismus Ubertragen. Im sogenannten Leberstadium proliferiert der
Leberschizont zu Merozoiten. Innerhalb von fiinf bis acht Tagen kann es in den Hepatozyten
zu einer 30.000-fachen Vermehrung der Merozoiten kommen [4]. Mit Aufplatzen der
Hepatozyten werden die Merozoiten in die Blutbahn entlassen und kénnen dort die
Erythrozyten befallen [5, 6]. Im erythrozytaren Stadium kommt es zur asexuellen Vermehrung
der Merozoiten. In dieser intraerythrozytdaren Phase ernahrt sich der Parasit hauptsachlich von
Glucose und Hamoglobin der menschlichen Wirtszelle. Durch die starke Vermehrung kommt
es zum Aufplatzen der Erythrozyten und Freisetzen der Merozoiten. Folgend werden erneut
neue Erythrozyten infiziert. Pro Zyklus kommt es zu einer sechs bis 20-fachen Vermehrung der
Merozoiten [7]. Innerhalb von sechs bis acht Tagen nach Infektion und ab einer Parasitenzahl
von 100.000 Merozoiten treten erste typische Krankheitssymptome, wie Fieberschiibe und
unspezifische Symptome wie Kopf- und Muskelschmerzen und allgemeines Unwohlsein auf
[7, 8]. Im unbehandelten Zustand kann eine Malaria Infektion je nach Erreger im
erythrozytdren Stadium Uber Monate andauern und zu wiederkehrenden Symptomen fiihren.
Bei schwereren Krankheitsverlaufen kénnen Symptome wie Anamie, Acidose, akute Atemnot
und schwere Multiorganschaden auftreten. Im Fall der zerebralen Malaria kann es zu

komatosen Zustanden kommen und bis zum Tod des Patienten fihren [9, 10].



Einleitung

Einige der Merozoiten im erythrozytdren Stadium wandeln sich in diesem Zyklus in die sexuelle
Form, den Gametozyten um und dienen so der Weiterverbreitung durch erneute Aufnahme

der weiblichen Anopheles-Miicke bei einer Blutmahlzeit (Abbildung 1-1) [8].

mannliche

Gameten Anophelesmiicke
(2 bis 5 Wochen)

weibliche Gameten

Zygote

Ookinet
(bewegliche Zygote)

Primaquin —] Oozyste Freisetzung von

Sporozoiten

[ Artemisinin-Derivate

| Praerythrozytiare Phase o (Artemether,

: (2 bis 4 Wochen) Primaquin : / S - Difiydigartemisinin,

b NO@D /@ d\/ Artesunat)
Hypnozoit : i Gametozyten *( :

. Blutschizonten

P N (D
~, B | % T TN .
i - Mero ey Heminstoffe der
Primaquin zéitén C / Hamoglobin-
. L verwertung
- iy ) (Chloroquin,
Gewebe- o % Trophozoit Piperaquin,
schlzonte’n< ' Chinin, Mefloquin,
: / - Lumefantrin)
...... \ U B ~ Erythrozytére Phase
Hemmstoffe der ! (> Monate) :
NuKloinsBUroayntiame s e
(Proguanil, Pyrimethamin) Mensch

Abbildung 1-1: Lebenszyklus von P. falciparum im menschlichen Kérper und der Anopheles-Miicke.
Abbildung entnommen aus [11]. (A) Beginn des Zyklus mit der Infektion des Menschen mit
infektiésen Sporozoiten durch einen Stich der Anopheles-Miicke, (B) Einfallen der Sporozoiten in
Leberzellen, dortige Vermehrung und Aufplatzen der Leberschizonten, (C) Befall der Erythrozyten
mit Merozoiten, Beginn des asexuellen Zyklus. Ein Teil der Parasiten wandelt sich in die sexuelle
Form, in Gametozyten um (D) Wiederaufnahme der Parasiten durch die Blutmahlzeit einer
Anopheles-Miicke und Ausbildung neuer infektioser Sporozoiten.

Zur Behandlung der Malaria werden eine Reihe von Arzneistoffen, haufig zur Umgehung von
Resistenzen in Kombination eingesetzt. In Tabelle 1-1 und Abbildung 1-1 werden die aktuell
eingesetzten Verbindungen nach Angriffsphasen im Erreger geordnet dargestellt [11-13].
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Tabelle 1-1: Wirkstoffe zur Therapie der Malaria geordet nach Angriffspunkt im Erreger

[11, 12]
Angriffsphase im Wirkmechanismus Wirkstoff
Erreger
Hemmung der Hampolymerisation Chloroquin
Piperaquin
Erythrozytdre Phase - Hemmung der Verschmelzung von Chinin
Blutschizont Hamoglobinviskeln mit der Mefloquin

Nahrungsvakuole der Plasmodien

Lumefantrin

Hemmung des mitochondrialen

Elektronentransfers

Artemether

Dihydroartemisinin

Artesunat

Praerythrozytdre

Phase (Leberstadium)

Hemmung des Folsaurestoffwechsels

Proguanil

Pyrimethamin

/ Sulfadoxin

Gewebeschizont Hemmung des mitochondrialen Atovaquon
Elektronentransfers

Praerythrozytdre Hemmung des mitochondrialen Primaquin
Phase (Leberstadium), Elektronentransfers

Oozyste
Praerythrozytare und Hemmung der Proteinbiosynthese Doxycyclin
Erythrozytdre Phase Tetracyclin

In den letzten 50 Jahren wurde gegen Infektionen der Malaria Tropica das 4-Aminochinolon
Chloroquin sowie die Antifolate Sulfadoxin und Pyrimethamin als Mittel der Wahl verwendet
[14]. Chloroquin hemmt im Parasiten die Hdmpolymerisation, sodass es zum Vorliegen von
freiem Ham in der Zelle kommt [15]. Durch das frei vorliegende Hdm kommt es zur Schadigung
von Enzymen und der Membran von P. falciparum [16, 17]. In Folge eines starken
Fehlgebrauchs fiihrte es zu einer nahezu weltweiten Resistenzentwicklung von P. falciparum
gegen Chloroquin. Die entstandene Resistenz wird zum einen auf das Multidrug Resistance
Protein 1 (PAMRP1) und auf den Chloroquin-Resistenztransporter (PfCRT) zurlickgefiihrt [18,
3
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19]. Durch Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) in den Proteinen oder durch vermehrte
Expression kommt es zu einem erhéhten Export von Chloroquin aus der Nahrungsvakuole und

folgend zum Wirkverlust [20, 21].

Die in Kombination verwendeten Antifolate hemmen die Bildung der Folsdure, die einen

essentiellen Baustein der Biosynthese von Nukleotiden darstellt.

Der Wirkstoff Sulfadoxin inhibiert die Aktivitat der Dihydropteroat Synthetase (PfDHPS). Die
Antifolate Proguanil und Pyrimethamin hemmen dagegen die Aktivitdit der Dihydrofolat-
Reduktase (PfDHFR) und die bifunktionale Dihydrofolat-Reduktase/Thymidylat Synthase [22].
In P. falciparum und auch in P. vivax konnten fir die Antifolate Resistenzen nachgewiesen
werden [23], sodass diese nur noch in Kombination mit zusatzlichen Wirkstoffen zum Einsatz

kommen sollen.

Nach aktueller Empfehlung der WHO kommen fiir die Behandlung unkomplizierter
Malaria Tropica-Infektionen Kombinationen aus Artemisininderivaten und Arylaminoalkohlen

bzw. Antifolaten zum Einsatz [24].

Der Wirkmechanismus der Artemisininderivate ist bisher nicht ganzlich aufgeklart. Es wird
postuliert, dass die sarkoplasmatische Ca?*ATPase (PfATP6) gehemmt wird und zusétzliche
freie Sauerstoffradikale den mitochondrialen Elektronentransfer hemmen [25, 26]. Die
kombinierte Verwendung der Artemisininderivate wird empfohlen, da auch hier in
P. falciparum Resistenzen identifiziert wurden, die mit einer Mutation des Kelch(K13)-Gens

assoziiert werden [27].

Eine weitere duale Therapieoption steht mit den beiden Wirkstoffen Atovaquon und Proguanil
zur Verfigung [24]. In Form des Fertigarzneimittels Malarone® wird diese Kombination
dariber hinaus als Standby Therapie und Prophylaxe bei Reisen in Risikogebiete der Malaria

tropica verwendet [28].

Das Napthochinonderivat Atovaquon stellt einen potenten Inhibitor des mitochondrialen
Elektronentransports dar [29]. Bei alleiniger Anwendung wurden bei P.falciparum rapide
auftretende Resistenzen beobachtet, die auf Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) im
Cytochrom b (PfCytb) zurilickzufiihren sind [30, 31]. Um die Entwicklung von Resistenzen zu

umgehen, kommt die Kombination von Atovaquon mit Proguanil zum Einsatz [31].
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Als weitere Wirkstoffklasse werden Antibiotika in der Chemotherapie gegen Malaria
eingesetzt. Es wird postuliert, dass deren Antimalaria-Aktivitdat auf die Hemmung der
Proteinbiosynthese der Apikoplasten-Organelle zurilickzufiihren ist [32, 33]. Nach Empfehlung
der WHO werden Antibiotika, wie Doxycyclin und Tetracyclin nur in Kombination mit
Artemisininderivaten oder Chinin zur Prophylaxe oder Behandlung einer unkomplizierten

Malaria tropica Infektion angewendet [24, 33].

Alle Wirkstoffklassen zusammengefasst wird festgestellt, dass auftretende Resistenzen eine
der Hauptproblematiken in der effektiven Therapie von Malaria Erkrankungen darstellt [34].
Es gilt daher die Entwicklung neuer Wirkstoffe unter besonderer Beriicksichtigung neuer

Wirkstofftargets voranzutreiben [33].

1.2 Formiat-Nitrit-Transporter

Proteine der Formiat-Nitrit Transporter Familie (FNT) kommen ausschlieflich in Bakterien,
Algen, Amdben und Apikomplexa vor [35]. FNTs sind Membranproteine, die monovalente
Anionen, wie Chlorid, Nitrit und schwache Sduren durch die Zellmembran leiten [35-37].
Dabei weisen sie die gleiche physiologische Funktion wie die humanen
Monocarboxylattransporter  auf, unterscheiden sich aber in  Struktur und
Transportmechanismus von diesen [36]. Zurzeit existieren fiinf FNT Kristallstrukturen von
FocA aus E. coli, Vibrio cholerae und Salmonella typhimurium, von NirC aus Salmonella

typhimurium und FNT3/HSC aus Clostridium difficile [38—41].
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Abbildung 1-2: Struktur des E. coli FocA-Pentamers. Abbildung enthommen aus [38]

Auf Basis der vorhandenen Kristallstrukturen der FNT-Familie wurden verschiedene
Gemeinsamkeiten zwischen diesen abgeleitet. Bei jeder der bekannten Strukturen, handelt es
sich um Membranproteine, die aus sechs Transmembranspannen bestehen. Die
Transmembranspannen zwei und funf bestehen aus zwei Halbhelices, die mittig iber einen
loop verbunden sind. Die Termini ragen in den Intrazellularraum [35]. Alle FNTs sind
Homopentamere und weisen eine Héhe von 48 A und einen Durchmesser von 80 A auf [38,
42]. Die sich ausbildende Zentralpore ist dabei nicht fiir die Leitfahigkeit verantwortlich,
sondern mit Lipiden oder Detergenzienmolekilen gefillt (Abbildung 1-2) [35]. Die funf
Homopentamere sind identisch aufgebaut. Substrate werden (ber eine Pore in jedem
Protomer geleitet. Die Pore weist innerhalb der Membran zwei Konstriktionen auf, die den
hydrophoben Transportpfad, von dem hydrophilen Extrazellularraum trennen. Die
Konstriktionen werden durch die Halbhelices der Transmembranspannen TM2 und TM5

gebildet [35, 39, 43, 44].



Einleitung

Abbildung 1-3: Topologieplot von PfFNT mit sechs Transmembranspannen und mit zwei Halbhelices
der Transmembranspanne zwei und fiinf. Die in griin und violett dargestellten Aminosduren zeigen
die fir die Konstriktion verantwortliche Position. Die in rot und orange dargestellten Aminosaduren
zeigen die Verbindung der Halbhelices. Entnommen aus [36].

Mit der Charakterisierung des Laktattransporters (PfFNT) des Malaria Erregers P. falciparum
durch unsere Arbeitsgruppe sowie der Arbeitsgruppe von Kiaran Kirk wurde kiirzlich der erste

eukaryotische Formiat-Nitrit-Transporter identifiziert [36, 37].

1.3 Formiat-Nitrit-Transporter PfFNT - neuartiges Wirkstofftarget in der
Malariatherapie
Neben der Identifizierung eines neuen FNTs wurde mit PfFNT auch ein valides neuartiges

Wirkstofftarget fiir die Malariatherapie entdeckt.

PfENT spielt im Energiestoffwechsel von P. falciparum eine essentielle Rolle. Nach Infektion
der Erythrozyten durch Plasmodien, steigt der zelluldre Glucosebedarf bis auf das 75-fache an
[45, 46]. Der erhohte erythrozytare Glucosebedarf erklart sich tber die starke Vermehrung
der Plasmodien in der erythrozytiren Phase. Glucose wird durch den humanen

Hexosetransporter aus dem Blut in den Erythrozyten aufgenommen [47].
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D-Glucose

Parasitophore Vakuole

pH 6,8
7
/
I 2 NADH + H* 2 Pyruvat / H* 2 NAD*
\ P. falciparum Zytolsol
\ pH7,3

2 L-Laktat / H*

Erythrozyt

Abbildung 1-4: Energiestoffwechsel von P. falciparum im erythrozytaren Stadium, modifiziert
nach [36]: D-Glucose wird iliber den plasmodialen Hexosetransporter (PfHT) in das Cytosol
aufgenommen und mittels Glykolyse zu zwei Mol Adenosintriphosphat, zwei Mol Laktat und
Protonen verstoffwechselt. Der Export von L-Laktat erfolgt mit zwei Protonen iiber PfFNT in die
parasitophore Vakuole. Aus dem Erythrozyten wird L-Laktat lber den humanen
Monocarboxylattransporter 1 (MCT1) ausgeschleust.

Uber den New Permeability Pathway gelangt anschlieRend die Glucose in die parasitophore
Vakuole [48, 49] und kann (iber den plasmodialen Hexosetransporter PfHT in den Parasiten
importiert werden. [50, 51]. Durch den in diesem Stadium nicht funktionellen Zitratzyklus im
Energiestoffwechsel von P. falciparum [52] werden aus einem Mol Glucose, wie in Abbildung
1-4 gezeigt, nur sehr ineffektiv zwei Mol Laktat, zwei Mol Protonen und zwei Mol ATP
generiert. Das als Abbauprodukt der Energiegewinnung anfallende Laktat wird Gber einen
Laktat-Protonen-Symport  exportiert. Im  Folgenden wird Laktat durch den
Monocarboxylattransporter MCT1 Uiber die Erythrozytenplasmamembran ausgeschleust [53,
54]. Der Laktat-Export ist fir den Parasiten essentiell, um intraparasitire Ubersiduerung,
osmotischen Stress und eine Verdanderung des Redoxstatus zu vermeiden [55]. Durch die
starken  strukturellen  Unterschiede zwischen dem  humanen  Monocarboxy-
lattransporter (MCT) und Formiat-Nitrit-Transportern sowie die essentielle Bedeutung im
Energiestoffwechsel von P. falciparum, stellt PfFNT ein neues valides Wirkstofftarget gegen

Malaria-Tropica-Infektionen dar [36]. Phloretin, Furosemid und Zimtsdurederivate sind
8
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bekannte FNT-Inhibitoren. Diese weisen allerdings ICso-Werte im millimolaren Bereich auf [36,
55, 56]. Ausgehend von der Malaria-Box, einer frei zuganglichen Substanzsammlung mit 400
Substanzen mit Antimalaria-Wirkung, konnten in unserer Arbeitsgruppe kiirzlich ein neuer
PfENT-Inhibitor (MMV007839) mit deutlich starkerer Affinitdit im nanomolaren Bereich

identifiziert werden [57, 58].

A
F OH 0 0
F
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F S F
] F CH F CH
HO o F 0 0~
r OH
F
MMV 007839 MMV 007839
Vinyloge Saure Hemiketale Form
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ICso = 0,17 + 0,01 pM
=0,14 + 0,01 pM

100 A

% Aktivitat / Viabilitat

50 4 PfFNT / Hefe
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0,001 0,01 0,1 1 10
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Abbildung 1-5: (A) PfFNT-Inhibitor MMV007839 in offenkettiger Form einer vinylogen Carbonsaure
und in der geschlossenen hemiketalen Form. (B) Bestimmung der ICso-Werte von MMV007839 fiir
die PfFNT-Hemmung in Hefe (schwarz) und die Viabilitdit von P. falciparum Parasiten (rot).
Entnommen aus [57].

MMV007839 ist chemisch ein Hemiketal. Es wird postuliert, dass der Inhibitor in der
geschlossenen lipophilen Form die Membran des Erythrozyten und des Parasiten passiert. In
der offenen Form, einer vinylogen Carbonsdaure, kommt es zur Bindung an der
zytoplasmatischen Seite von PfFNT (Abbildung 1-5). Im Hefe-basierten Aufnahmeassay unter
Verwendung von **C-radioaktivmarkierter Substrate wurde fiir MMV007839 ein ICso-Wert von
170 £ 10 nM ermittelt und im Parasiten ein ICso-Wert von 140 + 10 nM (Abbildung 1-5) [57].

Erste Resistenzen wurden allerdings auch fir MMV007839 selektiert. Nach kontinuierlicher
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Inkubation von P. falciparum mit einer sublethalen dreifachen ICso-Konzentration des
Inhibitors, kam es zum Austausch von Glycin107 zu einem Serin im zytoplasmatischen
Eingangsbereich. Fir die P/ENT Mutante G107S wurde ein vielfach héherer ICso-Wert von 21
t 1 uM im hefe-basierten Aufnahmeassay und von 35 + 4 uM in der Parasitenkultur ermittelt

[57].

1.4 Strukturaufklarung neuartiger Wirkstofftargets in der Malariatherapie

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, ist die Entwicklung neuer Wirkstoffe zur Therapie von Malaria
Erkrankungen dringend notwendig. In Kapitel 1.3 wird in diesem Kontext mit dem
plasmodialen Laktattransporter (PfFNT) ein vielversprechendes neues Wirkstofftarget und
zusatzlich ein erster Inhibitor vorgestellt. Allerdings kiindigt sich auch hier, wie bei bereits

verwendeten Wirkstoffen in der Therapie, die Ausbildung von Resistenzen an.

Um Resistenzbildungen zu umgehen oder neue Wirkstoffe zu entwickeln, ist im Rahmen des
modern drug designs die Kenntnis des Wirkstofftargets in atomarer Aufldsung von
besonderem Interesse. Eine Vielzahl der Targetstrukturen im menschlichen Organismus aber
auch in Pathogenen wie P. falciparum sind Proteine und im speziellen Membranproteine [59,
60]. Die Kristallisation von Proteinen stellt hier eine schon viele Jahre etablierte, dennoch

keinesfalls triviale Methode zur Strukturaufklarung dar.

1.4.1 Gewinnung von Membranproteinen mit Pichia pastoris

Fir die rekombinante Herstellung groBer Mengen eukaryotischer Membranproteine, wie im
hier beschriebenen Fall des plasmodialen Laktattransporters (PfFNT), ist die Auswahl des
Expressionssystems von besonderem Interesse. Eine sehr gangige Methode grolle Menge an
Membranprotein zu produzieren, ist die rekombinante Expression in einem E. coli
Expressionssystem. Unkomplizierte gentechnologische Manipulation und einfache
Kultivierungsbedingungen sprechen fiir das prokaryotische System. Allerdings ist hier zu
bedenken, dass bakterielle Systeme durch fehlende Proteinfaltungskontrollen sowie
fehlenden posttranslationalen Modifikationen und unspezifischen Lipideinbettungen nicht
immer optimale Bedingungen fir die Expression von Membranproteinen darstellen [61].
Besser geeignete Alternativen, insbesondere fiir die Expression von aus Eukaryoten
stammenden Membranproteinen, stellen Systeme basierend auf Pichia pastoris [62—-65],
Saccharomyces cerevisiae [66, 67] oder Spodoptera frugiperda Insektenzellen [68] dar. Neben

den auf Zellen basierenden Expressionssystemen, bietet sich auch ein zellfreies
10
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Expressionssystem zur Herstellung von Membranproteinen an [69]. Beim Einsatz zellfreier
Expressionssysteme sind allerdings auch fehlende zelluldre Sicherungssysteme zu bedenken
[69]. Der in Kapitel 1.3 beschriebene plasmodiale Laktattransporter (PfENT) wurde in unserer
Arbeitsgruppe bereits vielfach in einem auf E. coli basierenden zellfreien Expressionssystem

hergestellt [70, 71].

Im Folgenden soll P. pastoris als vielversprechende Alternative vorgestellt werden. P. pastoris
ist eine Hefe aus der Familie der Saccharomycetacaen und wurde 1995 als Komagatella phaffii
neu klassifiziert. In der Biotechnologie und auch in dieser Arbeit wird der Name Pichia pastoris

weiterhin verwendet.

Erstmalige Erwahnung von P. pastoris in der Proteinproduktion fand 1969 statt. P. pastoris
wird hier als Organismus beschrieben, der Methanol als einzige Kohlenstoffquelle fiir den
Energiestoffwechsel verwenden kann [72,73]. Im Folgendem kam der methylotrophe
Organismus als gut verfligbare und im GroRBmafistab zu hohen Zelldichten wachsende
Proteinquelle in der Tiermast zum Einsatz [74]. Die Entwicklung als System fir die
rekombinante Proteinexpression erfolgte durch den US Konzern Phillips Petroleum in
Kooperation mit dem Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates, Inc. (CA) und wird

heute als Marke von Invitrogen™ kommerziell vertrieben [63].

P. pastoris metabolisiert Methanol im ersten Schritt durch die Alkoholoxidasen (AOX1 & 2)
unter Oxidation zu Formaldehyd unter Bildung von Peroxiden. Zur Umgehung der Toxizitat

findet die Reaktion in den Peroxysomen der Hefe statt [75].

Die Regulation des hauptverantwortlichen AOX1-Gens unterliegt einem zweistufigen Prozess.
Mit Methanol wird die Reaktion induziert, wahrend Glucose oder Glycerol zu einer Repression
des AOX1-Gens fiihren [76]. Mit der Erweiterung des Genabschnitts der AOX1 um die
Basensequenz des Zielproteins, kann der Mechanismus des induzierbaren AOX1-Promotors
fur die rekombinante Proteinherstellung genutzt werden. Mit der Zufuhr von Glucose oder
Glycerol als Kohlenstoffquelle wird nur eine geringe Transkription der AOX1 erreicht. Fir
Expression von rekombinanten Proteinen wird daher zundchst Glucose oder Glycerol zum
Anwachsen der Zellkultur genutzt und anschlieBend durch Zugabe von Methanol die
Transkription von AOX1 und des Zielproteins induziert. Neben der AOX1 wird ebenfalls die

AOX2 exprimiert. Mit einer 10-20-fach geringeren Aktivitat wird diese aber nicht zur
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rekombinanten Proteinexpression verwendet [77]. Neben der AOX1 & 2 stehen weitere

induzierbare Promotoren zur Verfligung [78].

Fir die rekombinante Proteinexpression kénnen kommerziell mehrere P. pastoris-Stamme
erworben werden. Dazu zdhlen unter anderem der Wildtyp-Stamm X-33, der
Histidin-auxotrophe Stamm GS115 [78, 79], der AOX1 Knockout Stamm KM71 sowie KM71H,
die Protease-Knockout Stamme SMD1168 und SMD1168H [78] sowie der fiir diese Arbeit

verwendete Adenin-auxotrophe Stamm PichiaPink™.

PichiaPink™ weist eine ADE2-Deletion auf. ADE2 codiert fur die Phosphoribosylaminoimidazol

Carboxylase. Diese katalysiert die de novo Biosynthese der Purinnukleotide.

Als ade2 auxotropher Stamm, kann PichiaPink™ nicht vollstéandig auf Adenin-Mangelmedien
wachsen. Diese Besonderheit wird zur Selektion von Klonen nach der Transformation des
Expressionsvektors genutzt [80]. Die Integration der linearisierten Plasmid-DNA in die
genomische DNA erfolgt tGber homologe Rekombination. Das Plasmid weist das fehlende
ADE2-Gen in gekiirzter Form auf. Erst nach erfolgreicher Integration und vielfacher Kopie der
DNA ist vollstéandiges Wachstum auf Adenin-Mangelmedien moglich. Neben der Selektion auf
Adenin-Mangelmedien ist zusatzlich eine Farbselektion mit Vollmedien moglich. Bei
vorhandener ADE2-Deletion akkumulieren rot gefarbte Purin Vorstufen in der Vakuole des
Organismus, sodass zwischen pink- und grau-farbenden Klonen selektiert werden kann [80].
Neben der Selektion kann lber die Farbung der Klone indirekt auf das Expressionslevel des
Zielproteins geschlossen werden [81,82]. Nach erfolgreicher Selektion wird die
Proteinexpression der einzelnen Klone in Schittelkulturen tberprift und Klone aus der Kultur

mit der hochsten Proteinausbeute erneut selektiert.

Fiir die Expression von groRen Mengen Protein bietet sich die Produktion im GroRmafistab im
Fermenter an. Vorteilhaft ist dabei vor allem, die Kontrolle der Produktionsparameter wie
Temperatur, pH-Wert und Sauerstoffsattigung des Mediums sowie die Zufuhr der
Kohlenstoffquelle, insbesondere von Methanol [83]. Unter entsprechend optimalen

Bedingungen kénnen Zellmassen von > 200 g I"! produziert werden [83].

P. pastoris stellt durch Kombination aus leichter Handhabung, geringen Kosten und
posttranslationalen Modifikationen ein interessantes und immer haufiger genutztes

Expressionssystem fiir eukaryotische Membranproteine dar [84, 85].
12
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Zur Gewinnung von reinem Protein schlielt sich an die erfolgreiche Expression des
Zielproteins der Prozess der Proteinisolierung an. Im Fall von Membranproteinen schlie8t das
die Isolierung der Plasmamembranen und die anschlieBende Solubilisierung des Proteins mit
Detergenzien aus der Lipidumgebung der Membranen ein. Eine Vielzahl an Detergenzien steht
dabei zur Auswahl [86]. Dabei stellen Amid-Oxid-Detergenzien wie Dimethyldodecylamin
N-Oxid (LDAO), Glucosid-Detergenzien wie Octyl B-D-Glucopyranosid (B-OG) und Maltosid-
Detergenzien wie n-Dodecyl B-D-Maltosid (DDM) die am haufigsten verwendeten
Detergenzien dar [87, 88]. Die Auswahl des passenden Detergens zur Solubilisierung ist sowohl
fir die Proteinausbeute und Stabilitat [89-92] als auch fiir die spatere Kristallisation (1.4.2)

von entscheidender Bedeutung [86].

1.4.2 Reinigung und Kristallisation von Membranproteinen
Die Rontgenkristallographie ist bis heute die erfolgreichste Methode der Strukturanalyse von
Membranproteinen [93]. Die Zahl der aufgeklarten Strukturen nimmt stetig zu und hat sich im

letzten Jahrzehnt nahezu verdreifacht [94].

Nichtsdestotrotz  zeigt sich mit 857 aufgeklarten Membranproteinstrukturen
(http://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc - Stand Januar 2019) gegeniliber 147.708 insgesamt
aufgeklarten Proteinstrukturen [93] eine klare Herausforderung bei der Strukturaufklarung

von Membranproteinen.

Der Flaschenhals bei der Aufklarung entsteht hier schon zu Beginn durch die hohen

Anforderungen an die gereinigte Proteinprobe.

Fir die Kristallisation von Membranproteinen werden hohe Konzentrationen von gereinigtem
und nativ vorliegendem Protein, Ublicherweise 5-15 mg ml™!, benétigt [95]. In Kapitel 1.4.1
wurden schon verschiedene Expressionssysteme zur Herstellung solch hoher Konzentrationen

angesprochen und P. pastoris als interessantes System vorgestellt.

Zur Gewinnung von reinem Protein wird nach der erfolgreichen Expression der Prozess der
Proteinisolierung angeschlossen. Im Fall von Membranproteinen schliel§t das die Isolierung
der Plasmamembranen und die anschlieBende Solubilisierung des Proteins mit Detergenzien
aus der Lipidumgebung der Membran ein. Die Reinigung umfasst in der Regel mehrere Phasen.
Haufig stellt eine Metall-Affinitdts-Chromatographie (IMAC) einen effizienten und

kostengiinstigen ersten Reinigungsschritt dar. Hierbei wird das zu isolierende Protein von
13
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weiteren Bestandteilen des Gesamtprotein-Solubilisats abgetrennt [96, 97]. Die Weitere
Reinigung erfolgt haufig durch GroéRenauschlusschromatographie (SEC). Anhand des
Chromatogramms kdnnen Informationen (ber den Reinigungsgrad und den
Oligomerisierungszustand des Proteins ermittelt werden. Hier wird auch der zentrale Einfluss
des stabilisierenden Detergens auf Bindung und Elution deutlich. Die Homogenitat der
Proteinfraktion kann durch Veranderung des Oligomerisierungszustandes stark beeinflusst
werden [98, 99]. Zusatzlich oder alternativ zur GrofRenausschlusschromatographie kann auch
die Methode der lonen-Austausch-Chromatographie verwendet werden. An diesem
Reinigungsschritt ist, genauso wie mit der Metall-Affinitats-Chromatographie ein Puffertausch
fiir ein weiteres Detergens oder ein Aufkonzentrierungsschritt moglich [100]. Zum Entfernen

von Uberschiissigen Detergenzien kann final ein Dialyseschritt durchgefiihrt werden [86, 100].

Die Auswahl des geeigneten Detergens zur Solubilisierung ist sowohl flr die Proteinausbeute
und Stabilitat [89-92] als auch fiir die spatere Kristallisation von entscheidender Bedeutung
[86, 101]. Eine generelle Regel fir die Auswahl geeigneter Detergenzien existiert dabei nicht
[86]. Die am haufigsten verwendeten Detergenzien stellen die Amid-Oxid-Detergenzien wie
Dimethyldodecylamin N-Oxid (LDAO), Glucosid-Detergenzien wie Octyl B-D-Glucopyranosid
(B-OG) und Maltosid-Detergenzeien wie n-Dodecyl B-D-Maltosid (DDM) dar [87, 88]. Durch
ein ideales Detergens wird das gesamte Protein aus den Lipidmembranen solubilisiert und
liefert Gber den gesamten Reinigungs- und Kristallisationsprozess einen stabilen Protein-
Detergens-Komplex. Nicht zwingend muss ein Detergens Uber den gesamten Prozess
beibehalten werden. So bietet sich die Mdoglichkeit ein harsches Solubilisierungsdetergens
gegen ein mildes Detergens zur Stabilisierung im nachfolgenden Reinigungsprozess
auszutauschen [99]. Entstehende Mischmizellen koénnen dabei vorteilhaft bei der
Kristallisation sein [102]. Bereits erfogreich aufgeklarte Strukturen zeigen, dass der Wechsel
zu Detergenzien mit klrzeren lipophilen Kohlenstoffketten die Auflésung der Struktur

verbessern kann [103, 104].

Vor anschlieBenden Kristallisationsversuchen wird die Funktionalitat des gereinigten Proteins
Uberprift. Im Fall von Membranproteinen stellt dies eine besondere Herausforderung dar. Als
integrale Membranbestandteile setzen diese haufig keine Substrate um, anhand dessen eine
Funktionsprifung durchgefiihrt werden kann. Vielmehr kann diese Uber eine Leitfahigkeit

physiologischer Substrate charakterisiert werden [105-108]. Leitfahigkeitsmessungen des
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gereinigten Proteins kdnnen nach Integration in kiinstlichen Membranen durchgefiihrt
werden [109]. Alternative Funktionsuntersuchungen sind Uber die spezifische Bindung von
Inhibitoren denkbar. Im Fall des vorgestellten plasmodialen Laktattransporters PfFNT ist dies

durch bereits charakterisierte Inhibitoren ein Ansatzpunkt [57].

Fir die letztendliche Kristallisation des Proteins werden das Vapor-diffusion- Verfahren [95,
110], das microbatch-Verfahren [111] und die In-Meso-Kristallisation [112] unterschieden.
Neben der klassischen Rontgenkristallographie wurde im zuriickliegenden Jahrzehnt auch die

single-particle cryo electron microscopy (Cryo EM) etabliert [113].

Das in dieser Arbeit verwendete Vapor diffusion- Verfahren unterteilt sich in die Kristallisation
nach dem hanging-drop und sitting-drop Ansatz. Bei beiden Ansdtzen wird das gereinigte
Protein normalerweise zundchst 1:1 mit Kristallisationspuffer versetzt. In einem
abgeschlossenen Raum wird durch Dampfdiffusion eine Ubersittigung mit Protein
herbeigefiihrt. Durch die entstandene Ubersittigung kann es zur Bildung von
Kristallisationskeimen kommen und zum Wachsen einer Kristallstruktur. Der
Kristallisationspuffer setzt sich aus einem Prazipitanten, wie Salzen, organischen
Losungsmitteln oder langkettigen Polymeren und pH-Wert-stabilisierenden Puffersubstanzen
zusammen. Hinzugefligte Additive konnen dabei die Ausbildung von Kristallisationskeimen
unterstitzen oder das Kristallwachstum fordern [95]. Neben der passenden
Zusammensetzung des Kristallisationspuffers haben unter anderem Proteinkonzentration, das
stabilisierende Detergens und die Umgebungstemperatur des Kristallisationsansatzes eine

entscheidende Wirkung auf die Bildung von Kristallisationskeimen.

Der Prozess der Kristallbildung wird in einem zweidimensionalen Phasendiagramm
schematisch dargestellt werden (Abbildung 1-6). Die beeinflussbaren Parameter bilden die
Proteinkonzentration und variable Parameter, die sich auf die Zusammensetzung des
Kristallisationspuffers, den pH-Wert sowie die Temperatur beziehen. Unterteilt wird das
Phasendiagramm in die Phasen der Uber- und Untersittigung, Prézipitationszone,
Kristallisationszone und in eine metastabile Zone. Im Fall der Untersattigung kommt es zu
keiner Proteinkristallisation auf Grund der zu geringen Proteinkonzentration, wahrend im Fall
der hohen Ubersittigung das Protein in der Prazipitationszone prazipitiert. Zur Kristallbildung
kommt es in der Kristallisationszone, in der Proteinlbersattigung und

Kristallisationsbedingungen zur spontanen Kristallkeimbildung fihren. In der metastabilen
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Zone kommt es zum Wachstum oder zur Stabilisierung des Kristalles aber zu keiner

Kristallkeimbildung.

Proteinkonzentration

Variable Parameter

Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der Kristallisationsphasen in Abhdngigkeit der
Proteinkonzentration und variablen Parameter wie Kristallisationspuffer, pH-Wert und Temperatur.
Durch Verdanderung der Proteinkonzentration und der variablen Parameter werden verschiedene
Phasen der Kristallisation erreicht. Bespielhafte Darstellung durch die roten Pfeile. Abbildung
abgeleitet von [114].

Die ersten Kristallisationsansatze werden in der Regel mit einen initial-screen durchgefiihrt.
Auf diese Weise kann im KleinmaRstab eine groRe Auswahl an Kristallisationspuffer und

weiteren variablen Parametern getestet werden.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es den plasmodialen Laktattransporter PfFENT fiir spatere
Strukturaufklarungversuche  herzustellen und zu reinigen. Dabei sollte die
Expressionsmethode mit P. pastoris und die Isolierung des reinen Proteins in der
Arbeitsgruppe etabliert werden.Wahrend der Isolierung sollte der Einfluss verschiedener
Detergenzien auf die Ausbeute und Stabilitdt des Proteins liberprift und dieser auch in Bezug

auf die Kristallisation untersucht werden.

Die Aufklarung der Struktur des plasmodialen Laktattransporters PfFNT ist fiir die weitere
Untersuchung von Wirkmechanismen schon charakterisierter Inhibitoren sowie Identifikation
neuer Therapiepfade in der durch viele Resistenzen gepragten Malariatherapie von grof3er
Bedeutung.
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2 Material

2.1 Enzyme, Chemikalien, Kits, Material

Anatrace, Maumee, USA

n-Octyl-B-D-Glucopyranoside (B-OG), n-Decyl-B-D-Maltopyranoside (DM),
n-Dodecyl-n-B-D-Maltopyranoside (DDM), Dodecyl-N,N-Dimethylamine-N-Oxide (LDAO),
Popular Detergent Kit, Pentaethylene Glycol Monooctyl, Fos-Cholin 12 (FC 12)

AppliChem, Darmstadt

Calciumacetat, Magnesiumchlorid, Zinkacetat, Natriumlaurylsulfat,
Natriumlactat

Avanti Polar lipids, Alabaster, USA

E. coli Polar Lipid Extract Powder

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg

Difco™ Yeast Nitrogen Base w/o amino acids, Bacto™ Yeast Extract, Bacto™ Trypton,
Bacto™ Pepton

Beckman Coulter, Krefeld

Genome™ LabDTCS Quick Start Kit, Microfuge Tube Polyallomer, Centrifuge Bottles

Polycarbonate
26,3 ml und 70 ml Centrifuge Bottles Polycarbonate

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad Protein Assay, Poly-Prep Chromatography columns, Clarity™ ECL Westernblotting

Substrates

17



Material

GE Healthcare, Freiburg

PD-10 Desalting Columns, Q Sepharose Fast Flow, PD MidiTrap G-25, HisTrap excel 1 ml,

Blotting Membranes, Amersham™ Hybond™ 0.45
PVDF, Whatman Chromatography Paper 3MM

Genaxxon BioScience, Ulm

Ampicillin, Bovines Serum Albumin Fraction V (pH 7,0), TEMED, Agarose LE

Jena Bioscience, Jena

Membrane HTS96™

J.T. Baker, Miinchen

Ethanol, Methanol, Isopropanol, Essigsaure, Salzsdaure, Schwefelsdure

Merck Chemicals, Darmstadt

Amicon Ultra-4, PLTK Ultracel-PL Membran, 30 kDa und 100 kDa,
Amicon Ultra-15, PLTK Ultracel-PL Membran, 30 kDa und 100 kDa

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich

Ethidiumbromid

Molecular Dimensions, Suffolk, UK

MemGold™, MemGold2™, MemTrans™

New England BioLabs GmbH, Frankfurt

OneTaq®DNA Polymerase

Oxoid, Basingstoke, USA

Agar bacteriological

Peqglab, Erlangen

PeqGOLD Prestained Protein Marker I
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Promega, Mannheim
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Qiagen, Hilden

Ni-NTA-Agarose

Roth, Karlsruhe

LB-Medium, Milchpulver blotting grade, Rotiphorese® Blau R, Rotiphorese®Gel 40, 2-

Mercaptoethanol, Dialysierschlauch Visking, Natriumazid, alle weiteren nicht aufgefiihrten
Chemikalien
Sartorius, Gottingen

Cellulose-Acetat Filter 0,2 um

Sigma Aldrich, Miinchen

Biotin, Brij78®, Natriumformiat, Lithiumacetat, Eisensulfat Heptahydrat, Imidazol, 6-
Aminocaprylsdaure, CHAPS, Cobaltchlorid, Magnesiumacetat, Natriumiodid, Zinkchlorid,

Polyoxyethylenglycol 8000, Polyoxyethylenglycol 2000, Polypropylenglycol 2000, Harnstoff,

L-Asparagin, L-Arginin, L-Cystein, L-Glutamin, L-Lysin,L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Isoleucin, L-
Aspartat, Adenin, Uracil, L-Thyrosin, L-Tryptophan, L-Threonin, L-Alanin, L-Glutamat, L-Prolin,

L-Serin
Coomassie G250, Glassbeads (sdauregewaschen)

Siid-Laborbedarf, Gauting

Hi Yield®Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Restriktionsendonukleasen, dNTPs, T4-DNA-Ligase
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2.2 Gerate

Beckman Coulter, Krefeld

Optima™XL-80 K Ultrazentrifuge, Rotor 50.2 Ti, Rotor SW 60 T
DNA Sequencer CEQ™ 8000

Bio-Rad, Miinchen

Power Pac 200, Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
BioSpec Products, Bartlesville, USA

Beadbeater

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

BioPhotometer, Centrifuge 5424 R, Innova U535

GE Healthcare, Freiburg

Akta Purifier 10, Superdex 200 10/300 GL
Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
Wasserbad

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Deckglas rund silikonisiert 18 mm Starke 2, ComboPlate 24 Well vorgefettet,
96 Well Microplate PS pClear Chimney Well

Heraeus Holding, Hanau

Multifuge 1S-R, Kelvitron T (Brutschrank)

Infors HT, Bottmingen

Brutschrank Minitron

Jasco, Gross-Umstadt

Stopped-Flow BioLogic: Software BioKine Ver 4.42, Kiivette

FC-08, Lichtbox mit 150 W Xe(Hg)-Lampe, Microprozessor Unit MPS- 60,

Mischeinheit SFM-300 & SFM 2000, UV/Vis-und Fluoreszenzspektrometer MOS-200,
Monochromator

BH-10-61UV, Photomultiplier PMS 250, Spannungsquelle ALX 250
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Keison International, Essex, UK

Grant Bio PTR-30 360 Degree Vertical Multi-Function Rotator
PerkinElmer, Waltham, USA

Fluorimeter LS 55

Peqglab, Erlangen

Primus (HT) PCR-Blocke, SDS-GelgieRstand und Laufkammer, Perfect Spin 24R, Perfect Spin
24Plus

Roche Diagnostics, Mannheim

Bild-Dokumentationssystem Lumi Imager™ F1

Savant Instruments, Farmingoale, USA
Vakuumzentrifuge DNA SpeedVac®DNA 110
Sartorius AG, Géttingen

BIOSTAT®APIlus

Scientific Industries, Bohemia, USA

Vortex®-Genie 2

Schott Instruments, Mainz

Digital-Labor-pH-Meter Lab 850
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2.3 Plasmide

Open reading frame
B Origin of replication

I Promoter
B Reporter gene
n— Narl 8464 Ball2 o ..o Selectable marker
el 8412 AOX1 prom W Unique restriction site
LI I
3 8 ' W | 1 . /EcoRI 942
| \ o
N o sst N 8 . ’ /Sphl 1425
-~ , o .
4 lacZ_a reporter'®®® ol
7500bp
~ amp prom Aval 1875
—r = Awrl 1875
70009 o Xhol 1875
- a e His tag
_ TT——pBR322 origin 2000bp = - Kpnl 1936
- - 6500bp N &
: .- BamHI 2234
S —Notl 2241

lac prom 25006p "

o = 6000bp

4000bp

4500bp

Nrul 4240

Abbildung 2-1: pPink_FXa_His_opt. PfFNT. Abbildung erstellt durch PlasMapper [115].

2.4 Codierende DNA Sequenzen

Name Beschreibung Gene ID

PfENT Formiat-Nitrit-Transporter aus P. falciparum 814480

2.5 Sequenzierprimer

Bezeichnung Sequenz Sinn
AOX1 CGA CTG GTT CCAATT GACAAG C s
Cyc1 GGA GGG CGT GAATGT AAG CG as
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2.6 E. coli-Stamme

Name Genotyp
DH5a F— @80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1
gyrA96 relAl
2.7 P. pastoris/ Komagataella phaffii-Stimme
Name Genotyp Quelle
PichiaPink™ Strain 1 Aade2 Invitrogen
2.8 Antikorper
Primarantikorper Beschreibung Verdiinnung
Penta His monoklonaler Antikorper aus 1:5000 in MTBST
der Maus gegen 5 x Histidin
gerichtet; Qiagen
Sekundarantikorper Beschreibung Verdiinnung
Anti-Maus polyklonaler Antikdrper aus 1:5000 in MTBST

der Ziege gegen die leichte
Seitenkette des Maus IgG,
Meerettich-Peroxidase
konjugiert;
Jackson ImmunoResearch, UK

2.9 Puffer, Medien, Losungen

2.9.1 Molekularbiologie

Agarose-Gel-Elektrophorese

TAE-Puffer: Ethidiumbromid (10 mg ml™):

40 mM Tris-Acetat, pH 8,0 1 Tablette Ethidiumbromid

1 mM EDTA 10 ml Aqua bidest.

Aqua bidest.
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10 x Probenpuffer (Orange G):

0,4 % Orange G
30 % Glycerol
100 mM EDTA

Aqua bidest.

E.Coli Medien:

LB-Medium:

20 g LB-Medium (Lennox)
11 Aqua bidest.

ggf. Ampicillin 100 pg/ml

ggf. Kanamycin 40 pg/ml

2.9.2 Proteinchemie

P. pastoris Medien:

YPD:

20 g Pepton

10 g Hefeextrakt
20 g Glucose

ad 11 Aqua bidest.

YPD-Platten:
20 g Oxoid Agar
11YPD Medium

LB-Agar:

35 g LB-Agar

11 Aqua bidest.

ggf. Ampicillin 100 pg/ml
ggf. Kanamycin 40 pg/ml

SD-Medium:

1,7g YNB

5 g Ammoniumsulfat
20 g Glucose

ad 11 Aqua bidest.

SD-Platten:
20 g Oxoid Agar
11SD Medium
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BMGY:

1 % Hefeextrakt

2 % Pepton

1,34 % YNB

1 % Glycerol

100 mM K2HPO4/KH2POa, pH 6,0

P. pastoris Spurenelemente:

6,0 g Kupfersulfat Pentahydrat
0,08 g Natriumiodid

3,0 g Mangansulfat Dihydrat

0,2 g Natriummolybdat Dihydrat
0,02 g Borsaure

0,5 g Kobaltchlorid

20,0 g Zinkchlorid

65,0 g Eisen(ll)sulfat Heptahydrat
0,2 g Biotin

5,0 ml Schwefelsaure

ad 11 Aqua bidest.

YPDS:

20 g Pepton

10 Hefeextrakt

20 g Glucose

182 g Sorbitol

ad 11 Aqua bidest.

BMMY:

1 % Hefeextrakt

2 % Pepton

1,34 % YNB

0,5 % Methanol

100 mM K2HPO4/KH2POa, pH 6,0

Antifoam:
Polypropylenglycol 2000
50 % Aqua bidest.

P. pastoris-Fermentations-Medium:

53,4 ml Phosphorsdure 85 %ig
1,86 g Calciumsulfat
36,4 g Kaliumsulfat

29,8 g Magnesiumsulfat Heptahydrat

8,26 g Kaliumhydroxid
80,4 ml Glycerol
ad 2 | Aqua bidest.
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Glycerol fir Fermentation: Methanol flir Fermentation:
116 ml Glycerol 86 %ig 395 ml Methanol
2,5 ml P. pastoris Spurenelemente 5 ml P. pastoris Spurenelemente

Ad 200 ml Aqua bidest.

Salzsaure fur Fermentation: Ammoniumhydroxid fir Fermentation:

16,7 ml Salzsdaure 37 %ig 200 ml Ammoniumhydroxid 25 %ig
Ad 200 ml Aqua bidest.

Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus P. pastoris:

Puffer B: Puffer M:

25 mM Tris-HCl, pH 7,5 100 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,0
5 mM EDTA 50 mM NacCl

Aqua bidest. Aqua bidest.

Solubilisierung P. pastoris:

Solubilisierungspuffer:

20 mM Tris, pH 7,8 (4 °C)
200 mM NacCl

10 % Glycerol

Detergens (Tabelle 3-1)
Aqua bidest.
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Reinigungspuffer:

Protein-Reinigungspuffer:

20 mM Tris-HCI, pH 7,8
200 mM NacCl

10 % (V/V) Glycerol
Detergens (Tabelle 3-2)

Aqua bidest.

SDS-PAGE:

Trenngelpuffer 4x:

1,5 M Tris, pH 8,8
0,4 % SDS

Aqua bidest.

Kathodenpuffer:

25 mM Tris-HCl, pH 8,2-8,6
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Aqua bidest.

Entfarbel6sung:

10 % Eisessig
30% Ethanol

Aqua bidest.

Protein-Reinigungspuffer fiir die

Kristallisation:

20 mM Tris-HCI, pH 7,8
50 mM NacCl

2,5 % (V/V) Glycerol
Detergens (Tabelle 3-2)

Aqua bidest.

Sammelgelpuffer 4x:

1,5 M Tris-HCI, pH 6,4
0,4 % SDS

Aqua bidest.

SDS-Ladepuffer 4x:

25 mM Tris-HCI, pH 6,8
40 % Glycerol

0,02 Bromphenolblau
8 % SDS

40 mM DTT

Aqua bidest.
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Westernblot:

TBS 10 x:

0,2 M Tris-HCl, pH 7,6
1,35 M NacCl

Aqua bidest.

M-TBST:
3 % Milchpulver in TBST

Liposomen

Liposomenpuffer:

5 mM HEPES, pH 6,8 (4 °C)
5 mM MES, pH 6,8 (4 °C)
200 mM Saccharose

100 mM Kaliumchlorid

TBST:
100 ml| TBS 10 x
1 ml Tween 20

ad 1000 ml Aqua bidest.

Transferpuffer 5 x:

5 mM Tris, pH 8,3 (nicht eingestellt)
38,4 mM Glycin

0,0075 SDS

20 % Methanol

Aqua bidest.

Grandientenlosung:

5 mM HEPES, pH 6,8 (4 °C)
5 mM MES, pH 6,8 (4 °C)
200 mM Saccharose

100 mM Kaliumchlorid

400 mM L-Laktat als Natriumsalz
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren wurde das Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System verwendet. Hierzu wurde eine Kolonie in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin als
Selektionsantibiotikum Uberfihrt und Gber Nacht rotierend bei 37 °C inkubiert. 4 ml der
Ubernachtkultur wurden zur Isolierung von Plasmid-DNA nach Herstellerangaben eingesetzt.
Abweichend von den Herstellerangaben wurde keine alkalische Protease hinzugesetzt sowie

zur Elution 50 pl statt 100 ul Aqua bidest. verwendet.

3.1.2 Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA-Proben wurde mit Hilfe von
Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm mit dem BioPhotometer vorgenommen. Die

Konzentration wurde mit folgender Formel ermittelt.

c (lig Hrl) =Ayeonm f
f=0,04 fur Doppelstrang-DNA, Plasmide
f=0,02 fur Einzelstrang-DNA, RNA und Oligonukleotide

Die Reinheit wurde liber das Verhaltnis von Ao nm zu A2g0 nm ermittelt. Eine hohe Absorption
bei 280 nm weist auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin. Ab einem Verhaltnis von 1,8-2,0

wurde von einer ausreichenden Reinheit ausgegangen.

3.1.3 Restriktionsverdau
Fir einen Verdau von 1 ug DNA wurden 5-8 U des Restriktionsenzyms eingesetzt. Der Ansatz
wurde bei 37 °C fiir 3 h in einem kompatiblen Puffer inkubiert. Es wurde ein Gesamtvolumen

von 10-20 pl verwendet.

Fir einen zeitgleichen Verdau mit zwei Enzymen wurde ein fir beide Restriktionsenzyme

kompatibler Puffer eingesetzt.
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3.1.4 Ligation
Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase und zugehorigem Puffer
durchgeflhrt. Es wurde ein Insert-Vektor-Verhaltnis von 3 : 1 oder 7 : 1 eingesetzt und der

Ansatz fur 30 min bei Raumtemperatur oder tGber Nacht bei 16 °C inkubiert.

Gegebenenfalls wurden im Vorhinein nicht passend ligierbare Strangliberhdange mit T4-DNA-

Polymerase und Desoxynukleotiden aufgefiillt.

3.1.5 Agarose-Gel-Elektrophorese
Die Agarose-Gel-Elektrophorese wurde zur Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

verwendet.

Es wurde ein Agarosegel aus 50 ml TAE-Puffer und 1 % Agarose hergestellt. Zum Losen der
Agarose wurde der TAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht. Verdunstete Flissigkeit wurde
durch Aqua bidest. ersetzt. Zur spateren Detektion der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde

1 pl Ethidiumbromid (10 mg ml!) hinzugefigt.

Das Aushadrten des Gels erfolgte in einer GielRform, die anschliefend in die mit TAE-Puffer
gefillte Laufkammer UGberfiihrt wurde. Die DNA-Proben wurden im Verhéltnis 1 : 10 mit
Ladepuffer versetzt und in die Taschen einpipettiert. Als GréRBenvergleich wurde der A-

DNA-Pst-I Marker verwendet.

Die groRRenabhangige elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 120 V
Uber einen Zeitraum von 30 min. Durch Interkalation von Ethidiumbromid konnten die DNA-

Fragmente bei einer Anregungswellenldange von 366 nm detektiert werden.

Zur weiteren Verwendung wurden einzelne Fragmente mit einem Skalpell herausgeschnitten

und mit dem Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit gereinigt.
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1.5 % Agarose

Abbildung 3-1: Mit Pst-l verdaute A-DNA fiir die Agarose-Gel-Elektrophorese, verdaut mit Pst I.

3.1.6 Transformation von E. coli

Zur Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden zu 100 pl dieser Zellen
ligierte Plasmide hinzupipettiert und fiir 30 min auf Eis, 1 min bei 42 °C und weitere 2 min auf
Eis inkubiert. Folgend wurden die Zellen mit 900 pl LB-Medium vermischt und 45 min

rotierend bei 37 °C erneut inkubiert.

Im Anschluss wurde die Zellsuspension fiir 30 s bei 13.000 g zentrifugiert und das entstandene
Pellet mit 100 ul des Uberstandes resuspendiert. Die Zellsuspension wurde daraufhin auf einer

ampicillinhaltigen LB-Agarplatte ausgestrichen und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.7 Schnelltransformation von E. coli
Es wurden 0,2 pl der Minipraparation von Plasmid-DNA auf angetaute chemisch kompetente
E. coli-Zellen pipettiert. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden 40 ul der Zellsuspension auf

einer ampicillinhaltigen LB-Agarplatte ausgestrichen und tGiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.8 Dauerkulturen von E. coli
E. coli-Dauerkulturen wurden aus 1 ml frischer Ubernachtkultur vermischt mit 500 pul 80 %igem

Glycerol zur Kryoprotektion hergestellt und bei -80 °C gelagert.
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3.1.9 Transformation von P. pastoris
Fir die Transformation wurden am Vortag 10 pg Plasmid-DNA mit Spe /, wie in 3.1.3

beschrieben, Giber Nacht bei 37 °C linearisiert.

Der Verdau wurde mit 12 pl eiskalter 100 mM EDTA-L6sung (pH 8,0) und 13 ul Aqua bidest.
gestoppt und anschlieffend mit 6,2 ul 3 M Natriumacetat und 155 pl eiskaltem 100 %igen
Ethanol prézipitiert. Es folgte eine zweimalige Zentrifugation bei 13.500 U min fiir 15 min bei
4 °C und Waschen des Pellets mit eiskaltem 70 %igen Ethanol. Das erhaltene DNA-Pellet

wurde zur weiteren Verwendung in 10 ul Aqua bidest. resuspendiert.

Mit frisch herangewachsenen P. pastoris-Zellen von Kolonien des pPink™-Stammes 1 wurden
zunachst 10 ml YPD Medium inokuliert und diese Vorkultur fur 8-24 h bei 30°C und
200 U min~t inkubiert. Die Vorkultur wurde zum Animpfen einer Hauptkultur verwendet, die
Uber Nacht ebenfalls bei 30 °C und 200 U min™? bis zur Ziel-ODeoo von 1,3 bis 1,5 inkubiert

wurde.

Die Zellen wurden bei 1.500 g fiir 5 min bei 4 °C geerntet und anschlieBend mit 250 ml
eiskaltem Aqua bidest. gewaschen. Es folgte ein weiterer Ernte- und Waschschritt mit 50 ml
eiskaltem Aqua bidest. AnschlieBend wurde die Zellmasse in 10 ml eiskaltem 1 M Sorbitol
resuspendiert und erneut bei 1.500 g flr 5 min bei 4 °C zentrifugiert und in 300 pl 1 M Sorbitol
resuspendiert. Die resuspendierten, nun elektrokompetenten Zellen wurden bis zur weiteren

Verwendung bis zu 8 h auf Eis gelagert.

Fir die Transformation wurden 80 ul der elektrokompetenten Zellen und die zuvor
linearisierte DNA in eine eiskalte Elektroporationskiivette mit einem Elektronenabstand von
0,2 cm pipettiert, flr 5 min auf Eis inkubiert und anschlieRend elektroporiert. Hierfiir wurden
ein Widerstand von 200 Q, eine Spannung von 2 kV und eine Kapazitat 25 uF eingestellt. Nach
erfolgter Elektroporation wurde die Zellen in der Kiivette mit 1 ml eiskaltem YPDS Medium
vermischt und fir 2-12 h bei 30 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 100 pl und 300 pl
der Zellsuspension auf SD-Agarplatten ausgestrichen und fiir 3-10 Tage bei 30 °C inkubiert. Die
weillen Klone wurden erneut auf SD-Agar ausgestrichen und inkubiert. Auf erfolgreiche
Transformation und Integration in die genomische DNA wurde durch eine colony-PCR mit den

Primern AOX1 und CYC1 uberpruft.
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3.1.10 Dauerkulturen von P. pastoris

200 ml BMGY-Medium wurden mit einer Vorkultur auf eine ODeoo von 0,2 angeimpft und bis
zu einer ODgoo von 2-3 bei 30 °C und 220 U min~! inkubiert. Die Zellen wurden bei 1.500 g fur
5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in YPD resuspendiert und mit Glycerol versetzt, sodass
die Zellsuspension 25 % Glycerol enthielt und dabei auf eine ODgoo von 50-100 konzentriert

wurde. Die Aliquots wurden sofort eingefroren und bei -80 °C gelagert.
3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Proteingewinnung aus P. pastoris

Die Herstellung von PfENT in P. pastoris wurde mit dem PichiaPink™ Expressionssystem
durchgeflhrt. Es wurde der pPink HC-Vektor mit einem 10-fachen His-tag und einer Faktor
Xa-Protease-Schnittstelle und der kodierenden DNA fir PfFNT zwischen den

Schnittstellen EcoR | und Kpn 1 (2.3) verwendet.

Die eingesetzte transformierten P. pastoris-Zellen wurde von Dr. Julia Holm-Bertelsen

ibernommen.

3.2.2 Proteinproduktion im KleinmaRstab

Aus einer Vorkultur wurden 200 ml BMGY in einem 1-Liter Erlenmeyerkolben auf eine ODeoo
von 0,2 angeimpft und bis zu einer ODgoo von 2 bei 30 °C und 220 U min~! inkubiert. Die Zellen
wurden bei 1.500 g fir 5 min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 40 ml BMMY
resuspendiert und in einem 500 ml Erlenmeyerkolben in keimreduzierter Umgebung
Uberfihrt. Die Zellen wurden erneut bei 30 °C und 220 U min™! inkubiert. Die Induktion der
Proteinexpression erfolgte durch die Zugabe von BMMY. Durch das Vorhandensein von
Methanol als einzige Kohlenstoffquelle wurde der AOX1-Promotor aktiviert und somit das
Ablesen des Zielgens. Die Inkubation erfolgte fiir weitere 32-48 h. Nach 24 h wurde erneut
Methanol mit einer Zielkonzentration von 0,5 % im Medium hinzugeben. Final wurden die

Zellen bei 1.500 g fiir 10 min geerntet und bei -80 °C eingefroren.

3.2.3 Proteinproduktion im 5-Liter Fermenter

Zunachst wurden zweimal je 50 ml BMGY Medium mit einer vollen Impfése mit Klonen einer
frischen Platte angeimpft und iber Nacht bei 30 °C und 220 U min™! bis zu einer ODgoo von 25-
35 inkubiert. Diese dienten im folgendem zum Animpfen des Fermentations-Mediums (iber

den Vier-Wege-Zugang des Fermenters.
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Als Medium fir den Fermentationsprozess wurde P. pastoris-Fermentations-Medium
hergestellt. Des Weiteren wurden Glycerol 50 % (V/V) mit 1,2 % P. pastoris Spurenelementen,
1 M HCI, 25 %ige Ammoniumhydroxidlésung, Methanol mit 1,2 % PTM tracesalts vorbereitet

und Uber einen Vier-Wege-Zugang an den Fermenter angeschlossen.

Das P. pastoris-Fermentations-Medium wurde mit der Ammoniumhydroxidlésung auf pH 5,0
eingestellt. Zu 2000 ml Medium wurden Uber das Septum 8,7 ml P. pastoris Spurenelemente
hinzugegeben und das Medium auf 30 °C aufgeheizt. AnschlieBend erfolgte das Animpfen des

Fermentations-Mediums mit den Ubernacht-Kulturen.

Wahrend des Fermentationsprozesses wurden 30 °C Mediumtemperatur, pH 5,0 und eine
Mindestsauerstoffsattigung von 30 %, bezogen auf eine System-Kalibrierung, angestrebt. Zu
Beginn des Prozesses diente zunachst Glycerol aus dem Medium als Kohlenstoffquelle. Nach
Verbrauch des initial zugegeben Glycerols aus dem Medium wurden 200 ml Glycerol in einer
Flussrate von 30 ml h™! zugefiihrt. Bei sofortiger Umsetzung von Glycerol durch P. pastoris-
Zellen konnte durch Unterbrechung der Glycerolzufuhr ein sofortiger starker Anstieg der
Sauerstoffkonzentration im Fermenter beobachtet werden (Sauerstoffspikes). Auf diese
Weise wurde durch regelmaflige Unterbrechung der Glycerolzufuhr der Verbrauch bestimmt

und angepasst.

Die Induktion mit Methanol wurde mit einer Flussrate von 3 ml h™* begonnen und schrittweise
auf bis zu 9 ml h™! gesteigert. Die Induktionsphase dauerte bis zu 48 h. Der Methanol

Verbrauch wurde ebenfalls durch Sauerstoffspikes Gberpruft.

Final wurden die Zellen bei 4.000 g fir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert und bei -80 °C

eingefroren. Das erhaltene Zellpellet wird in dieser Arbeit als ,,feuchte Zellmasse” bezeichnet.

Wahrend des gesamten Prozesses wurden nach Bedarf Salzsaure und Ammoniumhydroxid zur
pH-Regulierung und Antifoam hinzugefiigt sowie die Temperatur mittels Kiihlelement und

Heizmanchette konstant gehalten.

3.2.4 Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus P. pastoris-Schiittelkultur
Fir die Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus P. pastoris-Zellen wurden 2 g der

eingefrorenen Zellmasse aus 3.2.2 fir 20 min bei Raumtemperatur aufgetaut, mit 2 ml
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eiskaltem Puffer B sowie der gleichen Menge eiskaltem sdauregewaschenen Glaskiigelchen

versetzt und auf Eis fir weitere 20 min aufgetaut.

Die Zellruptur wurde durch 12 x 30 s vortexen mit jeweils 60 s Pause auf Eis durchgefiihrt und
die Zelltrimmer im Anschluss bei 1.000 g fiir 5 min abgetrennt. Die sdauregewaschenen
Glaskigelchen wurden mit 1 ml Puffer B gewaschen und erneut durch Zentrifugation
abgetrennt. Die vereinigten Uberstinde wurden anschlieBend bei 10.000 g fiir 5min

zentrifugiert.

Der erhaltene Uberstand wurde in Ultrazentrifugen-Vials tiberfiihrt und bei 100.000 g fiir

45 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 100 pl Puffer M resuspendiert.

3.2.5 Isolierung der mikrosomalen Fraktion aus P. pastoris im FermentermaRstab

Es wurden 80 g gefrorene, feuchte P. patoris-Zellmasse auf Eis fur 8-12 h bei 4°C
Umgebungstemperatur aufgetaut. Die aufgetaute Zellmasse wurde zusammen mit 200 g
eiskalten sauregewaschenen Glaskiigelchen in die Mischkammer eines speziellen Mischers,
dem sogenannten Beadbeater eingefillt und mit eiskaltem Puffer B aufgefillt, sodass ein

moglichst geringes Luftvolumen in der Mischkammer verblieb.

Es wurde 12 x 30 s unter Eiskiihlung durch automatisches Rihren des Beadbeaters gerihrt
und zwischen jedem Riihrvorgang 60 s pausiert. Der Uberstand wurde in sechs 50 ml

Zentrifugationsréhrchen tberfihrt.

Zum Waschen der sdauregewaschenen Glasklgelchen wurde die Mischkammer erneut mit
eiskaltem Puffer B befiillt und 1 x 30 s geriihrt. Mit dem Uberstand wurden die sechs

Zentrifugenrohrchen auf 50 ml aufgefillt.

Es folgte die Zentrifugation der Uberstinde bei 5.000 g fiir 10 min bei 4 °C. Der erhaltene
Uberstand wurde erneut in vier Ultrazentrifugen-GefiRe tberfiihrt und bei 100.000 g fiir 45
min zentrifugiert. Die entstandenen Pellets wurden mit jeweils 2 ml eiskaltem Protein-

Reinigungspuffer resuspendiert.

Die so gewonnene mikrosomale Fraktion wurde zur Solubilisierung von Membranproteinen

weiterverwendet.
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3.2.6 Solubilisierung der Membranproteine aus P. pastoris

Die Solubilisierung der Membranproteine erfolgte mit Detergenzien. Es wurden die
Detergenzien CHAPS, DDM, LDAO, B-OG und FC12 (Abbildung 3-2) in den Konzentrationen
nach Tabelle 3-1. getestet. Die mikrosomale Fraktion (3.2.5) wurde mit Solubilisierungspuffer
versetzt, sodass die Gesamtproteinkonzentration 5-10 mg ml™ betrug. Unter stetigem Riihren
mittels Rihrkern wurden die Solubilisierungsansatze fiir 12-16 h bei 4° C inkubiert [100, 116].
Solubilisierte Membranen und Membranproteine wurden anschlieBend durch Zentrifugation

bei 200.000 g fir 45 min bei 4 °Cisoliert.
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Abbildung 3-2: Strukturformeln der eingesetzten Detergenzien fiir Proteinsolubilisierung
und -stabilisierung. (A) CHAPS, (B) DDM, (C) DM, (D) B-OG, (E) LDAO, (F) FC 12. Die Darstellung der
Detergensmolekiile wurde mit ChemDraw?® erstelit.
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Tabelle 3-1: Solubilisierungsdetergenzien und eingesetzte Detergenskonzentrationen

Solubilisierungsdetergens Eingesetzte Konzentration (%)

CHAPS 9
DDM 1
LDAO 4,5
B-0G 8
FC12 0,7

3.2.7 Nickel-Affinitatschromatographie (Nickelreinigung)
Fir die Isolierung des Zielproteins per Nickel-Affinitatschromatographie wurden 500 pl
Ni%*-Nitrilotriessigdure (NTA)-beads (1000 pl Ni**-bead-slurry 50 %) fur eine urspriinglich

eingesetzte Zellmasse von 80 g P. pastoris-Zellen verwendet.

Der slurry wurde in Poly-Prep® Chromatography Columns einpipettiert und mit dem 20-fachen
Saulenvolumen der Ni?*- NTA-beads mit detergenshaltigem Reinigungspuffer gespuilt.
AnschlieBend wurden die Ni**-NTA-beads in das Proteinsolubilisat berfihrt und zur
Verminderung von unspezifischen Bindungen Imidazol fiir eine Endkonzentration von 10 mM
hinzupipettiert. Zur Ausbildung der Nickelbindung an das Protein iber den sechsfach Histidin-

tag des Proteins (Abbildung 3-3) erfolgte eine Inkubation rotierend tiber Nacht bei 4 °C.

Die Reinigung erfolgte mit einem imidazolhaltigen Nickelreinigungspuffer mit dem
gewlinschten Detergens (Tabelle 3-2) bei 4 °C. Fiir die weitere Verwendung des Proteins fir
Kristallisationsansatze und Stabiltatsuntersuchungen wurde das Detergens getauscht oder die
Detergenskonzentration auf die zwei- bis zehnfache CMC gesenkt. Die Detergenzien und

eingesetzten Konzentrationen (Tabelle 3-2) wurden in Anlehnung an [100] ausgewahlt.
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Abbildung 3-3: Komplexbildung zwischen dem sechsfach-Hististin-tag des Proteins und Nickel-NTA-
beads. Die Abbildung wurde modifiziert nach [117].

In allen Fallen wurde zunichst das Proteinsolubilisat von den Ni2*-NTA-beads abgetrennt und
ein Waschschritt mit dem 20-fachen Saulenvolumen mit 20 mM imidazolhaltigen
Nickelreinigungspuffer durchgefiihrt. AnschlieBend wurde mit finffachem Sdaulenvolumen
und ansteigenden Imidazolkonzentrationen eluiert. Mit den Waschschritten konnte der
Detergenzienwechsel durchgefiihrt werden, indem ein Nickelreinigungspuffer mit einem

neuen Detergens verwendet wurde.

Tabelle 3-2: Kritische Mizellbildungskonzentrationen und eingesetzte

Detergenskonzentrationen

Detergens CMC (%) Eingesetzte Konzentration in %
CHAPS 0,49 1,0
DDM 0,0087 0,05
DM 0,087 0,17
LDAO 0,023 0,27
B-0G 0,53 1,17
Fos Cholin 12 0,047 0,14
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3.2.8 GroRBenausschlusschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie wurde an der Akta Purifier 10 mit einer
Superdex™ 200 10/300 GL bei 4 °C durchgefihrt. Als FlieBpuffer wurde, wenn nicht anders
angeben, ein Puffer mit 20 mM Tris, 200 mM NaCl und 10 % Glycerol (V/V) bei pH 7,8 (4°C)

mit einer Detergenskonzentration wie in Tabelle 3-2 angegeben verwendet.

Die Superdex™-Saule wurde auf 20 % (V/V) Ethanol gelagert und vor der Verwendung jeweils

mit dem zweifachen Saulenvolumen Aqua bidest. und anschliefend mit FlieBpuffer gesplilt.

Das zuvor auf 500 pl aufkonzentrierte (3.2.12) und per Nickel-Affinitdtschromatographie
gereinigte Protein wurde vor der Injektion bei 10.000 g fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert und

anschliefend tber eine 500 ul Probenschleife in die Chromatographiesaule injiziert.

Die FlieRgeschwindigkeit lag je nach Druckbelastung der Chromatographiesdule bei
0,35-0,5 ml min~2. Die Detektion erfolgte durch Messung der Absorption, wenn nicht anders
angegeben bei 280 nm. Es wurden 500-pl-Fraktionen mittels eines Fraktionssammlers

gesammelt.

3.2.9 Proteinquantifizierung

Zur Proteinquantifizierung wurde der Bio-Rad-Protein-Assay verwendet. Dabei wurden
konzentrationsabhdngig zwischen 0,8-10 ul Proteinprobe eingesetzt und in einem 1,5-ml-Vial
auf 800 ul mit Aqua bidest. aufgefillt und mit 200 ul Bradford-Reagenz vermischt. Bei der
Negativkontrolle wurde in gleicher Weise verfahren, allerdings wurde die Proteinprobe durch
den eingesetzten Proteinpuffer ersetzt. Beide Ansatze wurden flir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert und die Absorption bei 595 nm vermessen. Die Absorption sollte im Lambert-
Beerschen Bereich (A = 0,2-0,8) liegen. Andernfalls wurde die Proteinprobe verdiinnt. Bei

einer vorherigen Kalibrierung wurden verschiedene Konzentrationen von BSA eingesetzt.

3.2.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zur Auftrennung von Proteinproben wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE eingesetzt. Hierzu
wurden 5 %ige Acrylamid-Sammelgele und 10 %ige sowie 12,5 %ige Acrylamid-Trenngele

verwendet.

Die Gele wurden nach folgendem Schema (Tabelle 3-3) zwischen zwei Glasplatten gegossen:
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Tabelle 3-3: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele

Sammelgel 5% Trenngel 10% 12,5%
Sammelgelpuffer 2,4 ml Trenngelpuffer 3,0 ml 5,25 ml
Aqua bidest. 1ml Aqgua bidest. 6,0 ml 3ml
Acrylamid 40 % 0,6 ml Acrylamid 40 % 3,0 ml 3,75 ml
TEMED 6 ul TEMED 10 ul 10 ul

APS 25 ul APS 80 ul 80 ul

Die Proteinproben wurden mit SDS-Ladepuffer versetzt und fiir 30 min bei 37 °C bzw. fir 20
min bei 60 °Cinkubiert. Als GréBenmarker wurde, wenn nicht anders angegeben, der peqGold
Prestained Protein Marker Il verwendet. In die Ladetaschen des Arcylamid-Gels wurden bis
zu 45 pl Probenvolumen eingefillt. Die Apparatur wurde mit Kathodenpuffer befillt. Zunachst
wurden die Proben im Sammelgel bei 150-170 V konzentriert und dann im Trenngel bei 160-
200 V aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte, bis die Bromphenolblaubande des Ladepuffers

aus dem Gel herausgelaufen war.

Die Trenngele wurde fiir einen Westernblot weiterverwendet oder mit Coomassie

(Rotiphorese® Blau R) eingefarbt.

3.2.11 Westernblot

Mittels semi-dry-Elektrotransfer wurden die zuvor in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
bei 17 V fur 60 min auf eine PVDF-Membran ubertragen. Hierzu wurden Whatman®-
Chromatography-Papiere fir 5 min in Transferpuffer inkubiert sowie eine PVDF-Membran fir
20 bis 60 s in Methanol aktiviert. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran zusammen mit den

Whatman®-Chromatography-Papieren fir die restliche Zeit mit inkubiert.

Auf der Anode der Westernblot-Apparatur wurden drei Whatman®-Chromatography-Papiere,
PVDF-Membran, das Trenngel aus der SDS-PAGE (3.2.10) und drei weitere Whatman®-

Chromatography-Papiere aufgeschicht.

Nach erfolgtem Transfer wurde zur Absattigung freier Bindestellen die PVDF Membran fir
60 min in 3 %iger MTBST bei Raumtemperatur inkubiert, Gber Nacht bei 4 °C mit dem

Primadrantikoérper inkubiert und anschlieBend mit dem Sekundarantikorper fiir 60 min bei
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Raumtemperatur geschittelt. Nach jeder Antikorperinkubation folgten drei 15-minitige
Waschschritte mit TBST. AnschlieRend wurde die Membran mit ECL entwickelt und die

entstandene Chemielumineszenz am Lumi Imager F1™ detektiert.

3.2.12 Proteinaufkonzentrierung

Proteinsolubilisate wurden zur Injektion in den 500 pl-loop der Akta Purifier 10 und fiir die
Kristallisationsanstatze  aufkonzentriert (3.2.12). Dies wurde mit Amicon-Ultra-
Aufkonzentrierungsrohrchen mit 30 oder 100 kDa cut-off-Filter durchgefihrt. Dabei wurde
der Filter zunachst mit 1,5 ml Reinigungpuffer benetzt und bei 5.000 g fir 5 min bei 4 °C
zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Proteinsolubilisat auf die Filtermembran pipettiert und
durch Zentrifugation unter gleichen Bedingungen auf das gewiinschte Volumen

aufkonzentriert.

3.3 Praparation von Proteoliposomen

Fiir die Herstellung der Proteoliposomen wurden in Anlehnung an [105] in einem Reagenzglas
25 mg polare E. coli-Lipide in 1 ml Chloroform geldst, mit Stickstoff begast und anschlieend
bei Unterdruck (400 mbar) evaporiert. Es wurde darauf geachtet, dass sich ein diinner
Lipidfilm an der Wandung des Reagenzglases ausbildete. Der Lipidfilm wurde im Anschluss mit
500 pl 2 mM B-Mercaptoethanol in 1 x Liposomenpuffer unter Schiitteln rehydratisiert. Die so
aufbereiteten Lipide wurden zu je 100 ul aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80 °C gelagert.

Fir die Herstellung unilamellarer Vesikel wurden je 100 pl der aufbereiteten Lipide auf Eis
aufgetaut und mit 10 pl 1 x Liposomenpuffer versetzt. Im Folgenden wurden diese mit

Stickstoff begast fiir und 60-90 min im Ultraschallbad behandelt.

Zu den 110 pl Lipidansatz wurden 100 pl Protein, gewahltes Stabilisierungsdetergens mit der
finalen Konzentration (Tabelle 3-2) und Liposomenpuffer hinzugegeben, sodass ein
Endvolumen von 1 ml entstand. Die Zubereitung wurde gevortext und fir 30 min auf Eis
inkubiert. Im nachsten Schritt wurde die Zubereitung mit einer 23G-Kaniile in das 25-fache
Volumen Liposomenpuffer lberfiihrt und so die Detergenskonzentration weit unter die
kritische Mizellbildungskonzentration verringert. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 20 min

bei Raumtemperatur.
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Final wurden die Proteoliposomen bei 140.000 g fiir 45 min bei 4 °C zentrifugiert und in 1 ml
Liposomenpuffer resuspendiert. Um eine Adsorption von Lipiden an Gefalwandungen zu
minimieren, wurden mit Ausnahme der Zentrifugation ausschlielRlich Glasgerate verwendet.
Als Negativkontrolle wurden in gleicher Weise hergestellte Liposomen ohne Protein

(Leerliposomen) verwendet.

3.3.1 Extrusion der Liposomen
Die fertigen Proteo- und Leerliposomen wurden 20-mal durch eine 0,4-um-Membran
extrudiert, um eine gleichmaRige und unilamellare GréRBenverteilung fir die

Funktionsmessung zu erreichen.

Im Anschluss wurde die ODggo bestimmt und Proteo- und Leerliposomen mit Liposomenpuffer

auf die gleiche optische Dichte verdilinnt.

3.3.2 Funktionsmessung mittels Stopped-Flow

Zur Funktionsmessung wurden PfFNT-Proteoliposomen und zum Vergleich aus der gleichen
Lipidcharge hergestellte Leerliposomen an der stopped-flow-Apparatur (Tabelle 3-4)
vermessen. Dabei wurden zu jeder Messung 75 pl Probe und 75 pl Substratpuffer gemischt,
sodass ein nach innen gerichteter Gradient von 200 mM L-Laktat entstand. Die Messung
erfolgte (iber einen Zeitraum von bis zu 80 s, bei der die Anderung der Lichtstreuung in Bezug

auf die Anderung der LiposomengréRe bei 546 nm gemessen wurde.

Die auBen anliegende hohe Substratkonzentration flihrte osmotisch bedingt initial zu einem
schnellen Schrumpfen der Liposomen. AnschlieBend kam es zu einem langsamen
Substrateinstrom, osmostisch gefolgt von Wasser, sodass die Proteoliposomen wieder

anschwollen.

Tabelle 3-4: Einstellungen und Eigenschaften fiir die Stopped-Flow-Messungen

Xe/Hg Lampe 100 W
Totzeit 1,0 ms
Flussrate 16 ml/s
Photomultiplier 400V
Outputfilter 300 ps
Temperatur 20°C
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Bei Proteoliposomen konnte so tUber den Messzeitraum ein leichtes Anschwellen durch das
Sinken der Lichtstreuung gesehen werden. Im Vergleich dazu sollten intakte Leerliposomen
diesen Effekt nicht zeigen. Die Messungen wurden an das Protokoll von [44] fiir EcFocA

angepasst durchgefihrt.

3.3.3 Funktionsuntersuchung durch Inhibitorbindung

Hergestelltes Protein wurde durch Ni?*-Affinitatschromatographie (3.2.7) gereinigt und
anschlieBend mit einem 10 mM Uberschuss des PfFNT-Inhibitors BH697 (Abbildung 3-4) fiir
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Nickelreinigungspuffer und folgende Puffer fir die
Funktionsuntersuchung wurden mit 1 % DMSO verwendet. Nach erfolgter Inkubation wurde
der Ansatz durch GroRenausschlusschromatographie (3.2.8) gereinigt, um Uberschissigen
Inhibitor abzutrennen. Dabei wurde bei zwei Wellenlangen detektiert: Bei 280 nm fiir das

Protein und bei 490 nm fir den Inhibitor BH697.

Abbildung 3-4: PfFNT-Inhibitor BH697

Die Fraktionen des Protein-Inhibitor-Komplexes wurden gesammelt und aus diesem Eluat
wurden innerhalb von 24 h zu unterschiedlichen Zeitpunkten jeweils 0,5-ml injiziert. Mit der
erneuten Reinigung wurde zwischenzeitlich vom Protein abdiffundierter Inhibitor abgetrennt.
Zur Auswertung wurde die Verdanderung des Anteils des proteingebundenen Inhibitors
betrachtet. Von jeder Reinigung wurden die Integrale der 490 nm-Inhibitor-Fraktion und der

280 nm-Protein-Fraktion gebildet und diese zueinander ins Verhaltnis gesetzt.
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3.3.4 Transmissionselektronenmikroskopie von Proteinen

Die Analyse von in P. pastoris hergestellten PfFNT erfolgte durch die
Transmissionselektronenmikroskopie mit Negativkontrastierung nach der single-droplet-
Methode [118-120] und wurde in Anlehnung an das von Arnold et al. beschriebene Protokoll
durchgeflhrt [121]. Die Proteinproben wurden auf einem Kohlefilm tGberzogenen Kupfer-grid
(continuous carbon grids, 400 mesh, thin) aufgetragen. Der Kohlefilm wurde zuvor mittels
negativer Glimmentladung im Plasma hydrophilisiert. Die Kontrastierung erfolgte
anschlieBend durch zweimaliges Eintauchen in eine Uranyl-Acetat-Losung (1 % m/V). Die
behandelten grids wurden bei Raumtemperatur fir eine Minute getrocknet und anschlieBend
in ein JOEL 1400 Plus Elektronenmikroskop uberfiihrt, das bei 100 kV
Beschleunigungsspannung arbeitet. Die Bilder wurden mit einer TVIPS F416 Digitalkamera
aufgenommen (BildgroRe 2048 x 2048 Pixel, 50.000-fache VergroRerung, Auflésung von 4,58
A/Pixel). Einzelne Partikel wurden ausgewahlt, ausgerichtet und summiert mit der EMAN2-
Software [122]. Zur weiteren Bearbeitung wurden die Proteinpartikel-Abbildungen vereinzelt
(boxer-tool) und zu referenzfreien Klassensummen verrechnet (e2projectmanager.py.) Die
Anleitung der TEM-Analyse sowie die Bildanalyse erfolgte durch Dr. Philipp Arnold

(Anatomisches Institut, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel).

3.4 Kristallisationssdnsdtze

Die Fraktionen der GroRenausschlusschromatographie (3.2.8), die gereinigtes Protein
enthielten, wurden vereinigt und wie in 3.2.12 beschrieben auf eine Proteinkonzentration von
mindestens 10 mg ml? aufkonzentriert. Wahrend der Aufkonzentrierung wurde die
Natriumchlorid- und Glycerolkonzentration auf 50 mM und 2,5 % (V/V) gesenkt. Der PfFNT-
Inhibitor MMV007839 wurde fiir die Kristallisation nach der Nickelreinigung mit dem ersten
Spulpuffer in einer Konzentration von 10 mM hinzugegeben und Uber einen Zeitraum von

10 min inkubiert. Uberschiissiger Inhibitor wurde wihrend der Reinigungsschritte abgetrennt.

Die Proteinproben wurden im European Molecular Biology Laboratory (EMBL) in Hamburg mit
einem Pipettierrobotor (Mosquito) oder im eigenen Labor manuell angesetzt. Fiir die per
Pipettierrobotor angesetzten Proben wurden Platten der Firma Swissci und kommerzielle
Kristallisationskits der Firmen Molecular Dimensions, Jena Bioscience und Hamilton Research

verwendet (Tabelle 3-5). Fir jede getestete Bedingung wurden nach dem sitting drop
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Verfahren Kristallisationspuffer und Proteinsolubilisat im Verhaltnis 1 : 1 verwendet. Das
jeweilige Volumen betrug 100 ul. Als Negativkontrolle wurde der proteinfreie, in gleicherweise

behandelte Stabilisierungspuffer mit angesetzt.

Im eigenen Labor wurden mit Silikondl vorgefettete 24-well-plates (ComboPlate 24 Well
vorgefettet, Greiner Bio-One) sowieso silikonisierte Deckglaschen (Greiner Bio-One)
verwendet. Es wurde nach dem hanging drop Verfahren vorgegangen. Dabei wurde 1 ml
Kristallisationspuffer in eine Vertiefung der 24-well-plate pipettiert und 1 pl des Puffers wieder
entnommen und auf ein silikonisiertes Deckglaschen gegeben. In diesen Tropfen wurde 1 pl
des Proteinsolubilisats hineinpipettiert. Hierbei sollten die beiden Ldsungen sich durch
Diffusion vermischen. Mit dem nach innen hdangenden Tropfen wurde das Deckgldaschen auf
den Silikondlring gedriickt und so die Vertiefung gasdicht verschlossen, sodass sich eine

gleichmaBige Kammersattigung ausbilden konnte.

Sowohl manuell als auch automatisierte Kristallisationsansatze wurden bei 19 °C inkubiert und

regelmaRig auf Kristallwachstum tberprift.

Tabelle 3-5: Verwendete kommerziellen Screens und eigene Screens fiir PfENT

Molecular Dimensions MemGold™
MemGold2™
MemTrans™

Jena Bioscience Membrane HTS96™

Eigenherstellung EMBL Hamburg grid screen
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4 Ergebnisse

4.1 Fermentierung von P. pastoris zur Gewinnung von praparativen Mengen PfFNT
Fir die Kristallisation von Membranproteinen werden groe Mengen an Protein bendtigt.
Empfehlenswert ist eine Mindestmenge von 1-2 mg in einer Konzentration von

10 mg ml™* [100].

Die Proteinproduktion wurde daher vom 100 ml-Kolben-MafRstab auf einen 5-Liter-Fermenter
Malistab vergrofRert. Innerhalb der ersten 24 h nach Inokulieren von 2 Liter Medium mit
100 ml P. pastoris Vorkultur kam es zum starken Zellwachstum. Ermittelt wurde dies durch
Bestimmung der Zellmasse nach Zentrifugation von 10 ml Zellkultur und durch Messung der
optischen Dichte bei 600 nm (ODsgo). In Abbildung 4-1-1 A und B zeigt sich in beiden Fallen
eine kurze lag-Phase zwischen Animpfen und den ersten 10 h der Wachstumsphase, gefolgt

von einem starken exponentiellen Wachstum in der log Phase.

Nach 24 h wurde ein Wachstumsplateau mit einer ODeoo der Zellkultur von ODeoo > 300 und
einem Zellgewicht von 2,4 g 10 ml™* (Abbildung 4-1) erreicht. Die maximale Zufuhr von

Glycerol bis zur Sattigung lag bei 30 ml h™,

Innerhalb der ersten 24-stiindigen Wachstumsphase kam es zu keiner Proteinexpression. Erst
nach langsamem und kontinuierlichem Einleiten von Methanol wurde die Proteinexpression
induziert. Die maximale Zufuhr von Methanol bis zur Sattigung wurde bei 9 ml h™! ermittelt.
Der Westernblot in Abbildung 4-1 C zeigt fiir die gezogenen Proben nach 18 und 24 h kein
Signal flir PfFNT. 42, 50 und 68 h nach Beginn der Proteininduktion konnten in der Intensitat
zunehmende Banden fiir das PfFNT-Monomer bei 35 kDa detektiert werden. Es wurden je

Bande 30 pug Gesamtprotein aufgetragen.

Insgesamt konnten aus einem Ansatz im 5-Liter-Fermenter mit 2 Liter Medium nach 68 h

460 £ 50 g feuchte P. pastoris Zellmasse geerntet werden.
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Abbildung 4-1: Wachstum von P. pastoris Zellen liber 68 h und Westernblot von PfFNT zur Kontrolle
der Proteinexpression wahrend der Fermentierung. (A) Sigmoidal gefittete Kurve der optischen
Dichte (ODsoo) der P. pastoris Zellkultur, (B) sigmoidal gefittete Kurve der Zellmasse aus 10 ml Kultur
der P. pastoris Zellkultur, (C) Westernblot der gezogenen Proben wahrend der Fermentierung. Die
Inkubation der Proben mit SDS erfolgte bei 60° C, 20 min. Es wurden jeweils 30 ug Gesamtprotein
pro Spur aufgetragen. Zur Detektion wurde ein monoklonaler a-His-Antikérper 1 : 5000 in MTBST
verwendet.

4.2 Optimierung des Zellaufschlusses und der Isolierung der
mikrosomalen Fraktion von P. Pastoris
Mit dem Ziel moglichst groRe Mengen des in P. pastoris exprimierten Proteins PfFNT zu
erhalten, wurde der Zellaufschluss mit der anschlieBenden Isolierung der mikrosomalen
Fraktion untersucht. Die feuchten P. pastoris Zellen wurden mechanisch aufgeschlossen und
die mikrosomale Fraktion gewonnen. Es wurden flir den Aufschluss 5 g, 40 g und 80 g feuchte
Zellmasse verwendet. Aus den drei Aufschliissen wurden die mikrosomalen Fraktionen (3.2.4)
gewonnen. Fir den ersten Zentrifugationsschritt bei 1.000 g wurde die Zellsuspension auf ein
Verhaltnis von 1:10, 1:20 und 1:50, bezogen auf die feuchte Zellmasse mit

Zellaufschlusspuffer verdinnt. Der Aufschluss von 5 g feuchter Zellmasse wurde in dieser
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Untersuchung nur auf ein Verhdltnis von 1:50 verdinnt. Fir den zweiten
Zentrifugationsschritt bei 10.000 g wurde der Uberstand aus der ersten Zentrifugation
verwendet. Es wurden je 30 ug Gesamtprotein (3.2.9) mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per

Westernblot-Analyse untersucht.
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Abbildung 4-2: (A) Westernblot der auf 30 pg Gesamtprotein eingestellten mikrosomalen
Fraktionen, ausgehend von unterschiedlichen Zellmassen und Verdiinnungen. Verwendet wurde ein
monoklonaler a-His-Antikorper 1:5000 in MTBST. Inkubation der Proben bei 60°C, 20 min.
(B) Quantifizierung der Signalintensitaten am Lumi Imager F1™.

Die Westernblot-Analyse zeigt, dass mit steigendem Einsatz feuchter Zellen fiir den
Zellaufschluss die Proteinausbeute zunimmt. Der Einsatz von groRReren Zellmengen erhdht die
Effektivitat des fur den Zellaufschluss verwendeten BeadBeater. Die maximale Verdliinnung

von 1 g feuchter Zellen zu 50 ml Zellaufschlusspuffer zeigt hier die héchste Proteinausbeute.

4.3 Expression von stabilen PfFNT Pentameren
In Voruntersuchungen zur Expression von PfENT wurde von Dr. Julia Holm-Bertelsen gezeigt,
dass in der Schittelkultur hergestelltes PfFNT auch unter stark denaturierender SDS-

Inkubation fiir die SDS-Page ein stabiles Pentamer aufweist.

Es wurde PfFNT aus der mikrosomalen Fraktion (3.2.5) von aufgeschlossenen P. pastoris Zellen
bei 37 °C, 50 °C und 60 °C mit SDS inkubiert und mittels SDS-PAGE (3.2.10) aufgetrennt und

per Westernblot-Analyse (3.2.11) untersucht.
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Abbildung 4-3: Westernblot aus P. pastoris gewonnenem PfFNT. Die Inkubation vor der SDS-PAGE
erfolgte bei 37°C, 50°C und 60 °C. Es wurden jeweils 30 ug Gesamtprotein pro Spur aufgetragen.
Verwendet wurde ein monoklonaler a-His-Antikorper 1 : 5000 in MTBST. Der Westernblot wurde
von Dr. Julia Holm-Bertelsen angefertigt.

Der Westernblot in Abbildung 4-3 zeigt, dass je nach vorheriger Inkubationstemperatur, auf
verschiedenen Laufhéhen Signale fiir PfFNT detektiert werden konnten. Bei einer fur
Membranproteine intensiven Inkubation bei 60 °C fiir 20 min zeigt sich auf Laufhéhe von 35
kDa eine PfENT Monomer-Bande, wahrend unter milderen Inkubationsbedingungen von 50 °C
sowohl eine schwache Pentamerbande oberhalb von 120 kDa als auch eine schwache
Monomerbande bei 35 kDa zu sehen ist. Bei einer vergleichsweise milden Inkubation bei 37°C

fur 30 min wird nur eine schwache Pentamerbande detektiert.

Das in den Lipidmembranen isolierte PfFNT-Pentamer weist demnach eine hohe Stabilitat auf.
Durch Inkubation mit SDS bei 37 °C fiir 30 min und Auftrennung per SDS-PAGE kommt es nicht
zum Zerfall des PfENT-Proteinkomplexes. Daher wurde auch im Folgenden diese Inkubation

standardmaRig durchgefihrt.

Fir die in dieser Arbeit folgenden Reinigungsschritte, kbnnen durch Anwendung milder
Inkubationsbedingungen fiir SDS-PAGE und Westernblot Aussagen Uber die Stabilitat des

isolierten PfFNTs getroffen werden.

Zur Qualitatskontrolle des im Fermenter hergestellten PfENTs wurden die Membranen isoliert

und per Westernblot-Analyse untersucht.
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Abbildung 4-4: Westernblot von im Fermenter hergestellten PfFNT. Die Inkubation vor der SDS-PAGE
erfolgte bei 37 °C fiir 30 min. Es wurden jeweils 30 ug Gesamtprotein pro Spur aufgetragen.
Verwendet wurde ein monoklonaler a-His-Antikérper 1:5000 in MTBST.

Abbildung 4-4 zeigt eine Bande auf Laufhohe der GroRRe des PfFNT Pentamers oberhalb von
120 kDa. Der Westernblot bestatigt so die Expression eines stabilen PfFNT Pentamers. Die
Detektion einer weiteren Bande bei 35 kDa weist auf einen leichten Zerfall des Pentamers

wahrend der Inkubation mit SDS hin.

4.4 Detergenzienscreening fiir die Solubilisierung

Fir die Ermittlung geeigneter Detergenzien zur Solubilisierung von PfFNT aus den
Lipidmembranen wurde ein Screening mit gangigen Solubilisierungsdetergenzien
durchgefiihrt [100]. Zur Solubilisierung (3.2.6) wurde die mikrosomale Fraktion mit einer
Konzentration von 5-10 mg ml? Gesamtprotein verwendet. Als Detergenzien wurden
DDM (1 %), CHAPS (9 %), B-OG (8 %), FC12(0,7%) und LDAO (0,5%) verwendet. Zur
Abtrennung des solubilisierten Proteins von nicht solubilisierten Bestandteilen wurde im
Anschluss bei 100.000 g zentrifugiert und das Solubilisat per SDS-PAGE aufgetrennt und durch

Westernblot-Analyse untersucht.
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Abbildung 4-5: A: Westernblot der auf 30 ug Gesamtprotein eingestellten Proteinsolubilisat-
Fraktionen. Die verwendeten Proben wurden fiir 20 min bei 60 °C inkubiert. Verwendet wurde ein
monoklonaler a-His-Antikérper 1 : 5000 in MTBST. B: Quantifizierung der Signalintensitaten am Lumi
Imager F1™.

Die Westernblot-Analyse in Abbildung 4-5 zeigt, dass nur LDAO, DDM und CHAPS PfFNT aus
den Membranen solubilisieren konnte. Durch die Quantifizierung der Westernblot-Signale
wird deutlich, dass mit LDAO ungefahr das Vierfache an Protein gegeniiber DDM und ungefahr
das Zehnfache an Protein gegeniiber CHAPS aus den Lipidmembranen solubilisiert werden
konnte. B-OG und FC 12 zeigten kein Signal fiir P/ENT. DDM und LDAO erweisen sich demnach
als die aussichtsreichsten Solubilisierungsdetergenzien fiir den Herstellungs- und

Reinigungsprozess von PfENT mit P. pastoris fiir spatere Kristallisationsversuche.

4.5 Solubilisierung von PfFNT mit verschiedenen DDM-Konzentrationen

Das Detergenzienscreening (4.4) zeigte, dass DDM eines der geeigneten Detergenzien zur
Solubilisierung von PfENT aus der Lipidmembran ist. Im Vergleich zu LDAO zeigte sich aber
eine geringere Solubilisierungskraft. Auf Grund der milden Solubilisierungseigenschaften

wurde zunachst DDM weitergehend untersucht [123].
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Abbildung 4-6: A: Westernblot der auf 30 pug Gesamtprotein eingestellten Proteinsolubilisate und
der mikrosomalen Fraktion. Die verwendeten Proben wurden fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Verwendet wurde ein monoklonaler Penta-His-Antik6rper 1:5000 in MTBST. B: Quantifizierung der
Signalintensitaten am Lumi Imager F1™. Die BLU der Membranfraktion wurde als Referenzwert auf

100 % gesetzt.

Um die geeignete Detergenskonzentration zu ermitteln, wurde PfFNT aus der mikrosomalen
Fraktion mit verschiedenen DDM-Konzentrationen solubilisiert und wie schon zuvor mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und per Westernblot-Analyse untersucht. Es wurden 0,1 % (10 x CMC),
0,5 % (50 x CMC), 1 % (100 x CMC), 1,5 % (150 x CMC), 1,7 % (170 x CMC) DDM verwendet.
Zusatzlich wurde zum Vergleich eine mit 2 %iger SDS-Losung solubilisierte Probe und die
mikrosomale Fraktion mit aufgetrennt. SDS gilt als ein stark solubilisierendes aber
denaturierendes Detergens [91] und wurde deshalb gemeinsam mit der mikrosomalen

Ausgangsfraktion zum Vergleich verwendet.

Die Analyse zeigt in Abbildung 4-6, dass DDM zwischen 0,5 %-1,7 % DDM vergleichbare
Solubilisierungsstarken aufweist. Fiir die geringste Konzentration von 0,1 % konnte nur ein

schwaches Signal detektiert werden.

Vergleichend zur Solubilisierungskraft der SDS-Lésung und zur Ausgangsmenge von PfFNT in
der mikrosomalen Fraktion konnte mit einer DDM-Konzentration von 0,5 %-1,7 % zwischen

60 % und 82 % PfFNT und mit 0,1 % DDM nur 10 % PfFNT solubilisiert werden.
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Da sich die Ergebnisse der Untersuchung der Solubilisierungskonzentrationen von DDM mit
der Konzentrationsempfehlung der Literatur von 1 % DDM decken, wurde im Folgenden mit

der empfohlenen Konzentration solubilisiert [100].

Des Weiteren zeigt Abbildung 4-6 bei allen DDM-Solubilisaten deutliche Signale oberhalb von
120 kDa. Mit DDM solubilisiertes PfENT liegt, wie in 4.3 beschrieben, als stabiles Pentamer

vor.

4.6 Reinigung und Stabilisierung von PfFNT
Die mit DDM gewonnenen Protein-Solubilisate aus der Solubilisierung von PfFNT mit
verschiedenen DDM-Konzentrationen (4.5) wurden vereinigt und im nachsten Schritt durch

Ni2*-Affinitdtschromatographie (3.2.7) gereinigt.

Nach der Bindung des Proteins an Ni**-NTA-beads und Abtrennung des Puffers wurde ein
Detergenzienwechsel durchgefiihrt. Hier wurden die Detergenzien B-OG, CHAPS und FC 12
und zum Vergleich DDM verwendet. Die Detergenzien dienten hier der Stabilisierung des

Proteins und wurden in Konzentrationen der 2-5-fachen CMC verwendet (Tabelle 3-2).

Wahrend der Nickelreinigung konnte mit allen vier Detergenzien PfFENT stabilisiert werden
und mit 300 mM und 400 mM Imidazol von den Ni?*-NTA-beads bei einer Laufhéhe oberhalb
von 120 kDa als Pentamer eluiert werden (Abbildung 4-7 A-D). Wie die Quantifizierung in
Abbildung 4-6 A zeigt, konnte mit 0,14 % FC 12 die groRte Menge an PfENT isoliert werden.
Des Weiteren konnte nur mit FC 12 eine nahezu vollstandige Elution von den Ni?*-NTA-beads
erfolgen. Mit DDM, CHAPS und B-OG konnte im Vergleich zu FC 12 weniger als die Halfte

eluiert werden, da ein GroRteil des Proteins auf den Ni2*-NTA-beads verblieb (Abbildung 4-7).

Deshalb wurde im folgenden Abschnitt 4.7 nach der Solubilisierung der Isolierungsprozess von

PfENT mit einem Detergenzienwechsel auf FC 12 durchgefihrt.
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Abbildung 4-7: A-D: Coomassie gefarbte SDS-Gele der Nickelreinigung mit Detergenzienwechsel von
DDM zu (A) DDM, (B) B-OG, (C) CHAPS und (D) FC12. E: Quantifizierung der PfFNT Signalintensitaten
der 300 MM und 400 mM Imidazol-Banden der Coomassie gefirbten SDS-PAGE Gele der
Nickelreinigung am Lumi Imager F1™.
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4.7 Vergleich Solubilisierung von PfFNT mit DDM und LDAO
Neben DDM wurde im Detergenzienscreening (4.4) LDAO als vergleichsweise starkstes
Solubilisierungsdetergens ermittelt. Im Folgenden wurde deshalb LDAO im direkten Vergleich

zu DDM untersucht.

Fiir die dargestellten Proteinreinigungen wurde die gleiche Menge P. pastoris-Zellmasse
verwendet. Es wurde zum Vergleich mit 1 % DDM sowie 0,5 % LDAO solubilisiert und ein
Detergenzienwechel auf 0,14 % FC 12, wie in Kapitel 4.6, wahrend der Ni**-Reinigung
durchgefihrt. Mit dem Ziel groBe Mengen reines Protein zu isolieren wurden anschlieRend
jeweils die 300 mM und 400 mM-Imidazol-Elutionsfraktionen der Nickelreinigungen vereinigt

und mittels GroRRenausschlusschromatographie weiter gereinigt.
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Abbildung 4-8: Chromatogramme der GroRenausschlusschromatographie der 400 mM Imidazol
Elutionsfraktionen der Nickelreinigungen. (A) Solubilisierung mit 0,5 % LDAO und Stabilisierung mit
0,14 % FC12, AUC der schraffierten Flache 394 mAU ml. (C) Solubilisierung mit 1 %DDM und
Stabilisierung mit 0,14 % FC12, AUC der schraffierten Flache 121 mAU ml. (B und D) Westernblot der
gesammelten Fraktionen der Gelfiltrationsreinigung mit Zuordnung der Signale zu markierten Peaks
in den Chromatogrammen. Probeninkubation fiir 30 min bei 37 °C. Detektion der Signale iiber einen
monoklonalen Penta-His-Antikérper 1 : 5000 in MTBST.
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Im Detergenzienscreening (4.4) wurde fiir LDAO eine deutlich hohere PfFNT
Solubilisierungsausbeute gezeigt. Bezugnehmend auf dieses Ergebnis wurde wahrend der
Reinigung mit LDAO im Vergleich zu DDM als Solubilisierungsdetergens und dem
anschlieBenden Detergenzienwechsel auf FC 12 (Abbildung 4-8) eine deutlich hohere PfFNT-
Reinigungsausbeute mit LDAO erwartet. Zum verbesserten Vergleich der erzielten Ausbeuten
wurde hier nach der Nickelreinigung der weitere Reinigungsschritt der GréRenausschluss-

chromatographie angeschlossen.

Der Vergleich der beiden Solubilisierungsdetergenzien zeigte in den Chromatogrammen der

GroRRenausschlusschromatographie (Abbildung 4-8: A, C) ein identisches Peakmuster.

Die zwei Westernblots (Abbildung 4-8: B, D) bestatigten dazu die Elution des PfFNT-Pentamers
in den zwei ineinander Uberlaufenden Peaks 2 und 3 (Abbildung 4-8: A, C) nach einem
FlieBvolumen von 8,7-13 ml auf der Laufhéhe von lber 120 kDa. Die Ausbildung eines idealen
monodispersen Peaks fur PfFNT ist hier nicht erfolgt. Neben den PfFNT-Signalen stellt Peak 1
in Abbildung 4-8 A und C einen typischen Proteinaggregat-Peak dar, wahrend Peak 4 und 5
weitere Proteinbestandteile beinhaltet, die durch die Nickelreinigung nicht abgetrennt
wurden. Weiterere Oligomerisierungszustande von PfFNT kdnnen aber auf Grund fehlender

Detektionssignale im Westernblot ausgeschlossen werden.

Wie erwartet war die PfFNT Ausbeute gemessen an den PfFNT Peak 2 und 3 im Fall der LDAO
Solubilisierung mit einer AUC von 394 mAU ml (Abbildung 4-8: A) dreifach héher als bei der
DDM-Solubilisierung mit einer AUC von 121 mAU ml (Abbildung 4-8: C).

LDAO wurde daher im Folgendem als Solubilisierungsdetergens weiter untersucht.

4.8 Maximierung der Solubilisierungsausbeute mit LDAO

In der dargestellten Reinigung wurde PfFNT mit 1,12 %, 2,25 % und 4,5 % LDAO solubilisiert
und anschlieBend per Nickelreinigung (Abbildung 4-9) und GroRenausschluss-
chromatographie (Abbildung 4-10) weiter mit 0,27 % LDAO gereinigt. Flr die Quantifizierung
der PfFNT-Reinigungsausbeute wurde die AUC aus den Chromatogrammen der
GroRenausschlusschromatographie fir den PfENT-Peak zwischen 8,7 ml und 13 ml gebildet.

Abbildung 4-9 zeigt im Coomassie-Gel in den 300 mM, 400 mM und 500 mM Imidazol-
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Elutionsfraktionen ein stabiles PfFNT Pentamer oberhalb von 120 kDa. Abbildung 4-10 zeigt,
dass mit steigender LDAO Konzentration die PfFNT-Ausbeute zunimmt. Gegeniber der
geringsten Konzentration mit 1,12 % LDAO konnte die Ausbeute mit 2,25 % um 40 % und mit

4,5 % um 50 % gesteigert werden. Zur Maximierung der Ausbeute wurde im Folgenden

4,5 % LDAO zur Solubilisierung verwendet.
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Abbildung 4-9: Coomassie-Gele der Nickelreinigung der mit verschiedenen LDAO-Solubilisierungs-
Konzentrationen solubilisierten PfFNT Reinigungsansatze. Elutionsfraktionen der 300 mM, 400 mM

und 500 mM Imidazol Elutionsfraktionen von (A) 1,12%, (B) 2,25%, (C) 4,5% LDAO
Solubilisierungskonzentration.
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Abbildung 4-10: A: Chromatogramme der GrofRenausschlusschromatographie der PfFNT
Elutionsfraktionen der Nickelreinigungen mit 1,12 %, 2,25 % und 4,5 % LDAO solubilisierten PfFNT.
B: Auftragung der AUC des PfFNT Peaks der GrofRenausschlusschromatographie.
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4.9 Stabilisierung von LDAO solubilisiertem PfFNT mit verschiedenen Detergenzien
Im LDAO-Solubilisierungsscreening zeigte sich, dass mit 4,5 % LDAO die grofite PfFNT-
Ausbeute erzielt wurde. Mit dem Ziel, grole Mengen stabiles PfFNT zu isolieren, wurde
ausgehend von 80 g P. pastoris-Zellen PfENT mit 4,5 % LDAO solubilisiert und anschlieRend
wahrend der Nickelreinigung (Abbildung 4-11) und GréBenauschlusschromatographie
(Abbildung 4-12) ein Detergenzienwechsel durchgefiihrt. Zur Stabilisierung wurden LDAO,
FC12, DM, B-OG und DDM eingesetzt.
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Abbildung 4-11 Coomassie gefirbten SDS-PAGE Gele der PfFNT Elutionsfraktionen der Ni%-
Reinigung mit Wechsel des Stabilisierungsdetergens (A) 0,27 % LDAO, (B) 0,14 % FC12,
(C) 0,174 % DM (D) 1,17 % B-OG, (E) 0,05 % DDM.

Abbildung 4-11 zeigt die Elutionsprofile der Nickelreinigung fir alle verwendeten
Detergenzien. In jedem Fall, bis auf FC 12, wird ab 200 mM Imidazol PfFNT oberhalb von
120 kDa eluiert. Im Fall der Reinigung mit FC 12 wird nur bei 400 mM Imidazol PfFNT oberhalb
von 120 kDa eluiert. Weitere schwache Proteinbanden werden nur bei DM und DDM
unterhalb von 50 kDa ermittelt. Ein Zerfall des Proteins in Monomere wird nicht beobachtet.

Zur weiteren Isolierung von PfFNT wurden im folgenden Reinigungsschritt die gesammelten
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und aufkonzentrierten PfENT-Elutionsfraktionen durch GréBenausschlusschromatographie
gereinigt. Bei allen flnf getesteten Detergenzien zeigt sich in Abbildung 4-12 eine Elution von
PfENT zwischen 8-13 ml. Die Peakmuster der Chromatogramme A (LDAO), B (FC12) und

C (DM) weisen einen identischen Verlauf auf.
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Abbildung 4-12: GréRenauschlusschromatographie der PfFNT Elutionsfraktionen der Ni?*-Reinigung
mit Wechsel des Stabilisierungsdetergens (A) 0,27 % LDAO, (B) 0,14 % FC12, (C)0,174 % DM
(D) 1,17 % B-OG, (E) 0,05 % DDM.

Die Auftrennung erfolgte hier mit einem beginnenden Aggregatpeak, einem folgenden
Hauptpeak und einem weiteren kleineren nicht klar abgetrennten Nebenpeak. Bei den
Chromatogrammen D (B-OG) und E (DDM) zeigten sich leicht abgewandelte Peakmuster.

Unter Stabilisierung mit -OG (D) wurde ein nahezu einzelner Peak fiir PfFNT eluiert.

Mit DDM zeigte sich auch im Bereich von 8,0 ml und 13 ml ein einzelner Peak. Weiterhin

vorhanden war die Aggregatschulter, wie in A, B und C nach 7,5 ml Elutionsvolumen.

Mit allen finf Detergenzien lieB sich PfFNT wahrend der Nickelreinigung und der
anschlieffenden GréBenausschlusschromatographie reinigen und stabilisieren. Die Elution von

PfENT in Form eines monodispersen Peaks wurde nur mit B-OG erreicht.

4.10 Ausbeute von PfFNT mit verschiedenen Stabilisierungsdetergenzien

Die Ausbeuteberechnung erfolgte aus den Reinigungen von PfFENT aus P. pastoris, bezogen auf
80 g Zellmasse. Es wurde mit 4,5 % LDAO solubilisiert und im Folgenden mit den Detergenzien
LDAO, FC 12, B-OG, DDM und DM PfFNT stabilisiert. Wie in Abbildung 4-13 zu sehen ist, lieR
sich nach der GroBenausschlusschromatographie mit LDAO und DM stabilisierten PfFNT eine
gemittelte Proteinmenge von 1,4 mg isolieren. Mit B-OG und DDM wurde eine gemittelte
Proteinmenge von 1,2mg und mit FC12 nur knapp 0,4mg isoliert. Fir
Kristallisationsscreenings werden Proteinkonzentrationen gréRer 10 mg ml* empfohlen
[100]. Ausgehend von diesen Ausbeuten konnten nach Aufkonzentrierung diese erreicht und

fur Kristallisationsansatze verwendet werden.
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Abbildung 4-13: Gemittelte Ausbeute in mg von PfFNT, gewonnen aus 80 g P. pastoris Zellen. Die
Solubilisierung erfolgte mit 4,5% LDAO und die Stabilisierung mit 0,27 % LDAO, 0,17 % DM,
1,17 % B-0G, 1,17 % B-0G, 0,05 % DDM, 0,14 % FC12. Die ermittelten Werte wurden in zwei bis drei
unabhangigen Reinigungen ermittelt. Die Abweichungen sind als S.E.M. angegeben.

4.11 Untersuchung der Stabilisierungsbedingungen von PfFNT in LDAO

Die Solubilisierung mit 4,5 % LDAO und Reinigung mit 0,27 % LDAO von PfFNT, ausgehend von
80 g P. pastoris, ohne weiteren Detergenzienwechsel zeigte mit 1,4 mg hohe Ausbeuteerfolge.
Die empfohlene LDAO-Konzentration zur Stabilisierung des Proteins von 0,27 % [100]
entspricht der 12-fachen CMC [124]. Fir spatere Kristallisationsversuche war eine moglichst
niedrige Detergenskonzentration von Interesse, die dem ein- bis dreifachen der CMC
entspricht. Dadurch sollten Leermizellen vermieden und das Auftreten von Phasenseparation
wahrend des Kristallisationsprozesses reduziert werden [100]. Im Folgenden wurde
untersucht, ob die Detergenskonzentration zur Stabilisierung von PfFNT bis zu der
Konzentration der dreifachen CMC von 0,07 % [124] gesenkt werden konnte, ohne den
Protein-Detergens-Komplex zu destabilisieren. Es wurde wahrend der Nickelreinigung in drei
Ansatzen mit 0,27 % (12 x CMC), 0,14 % (6 x CMC) und 0,07 % LDAO (3 x CMC) gereinigt und
die Proteinelution der 400-mM-Imidazolfraktion per SDS-PAGE aufgetrennt, mit Coomassie

gefarbt und die Proteinbanden quantifiziert.
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Abbildung 4-14: (A) Coomassie gefarbtes SDS-PAGE-Gel der 400 mM Imidazol Elutionsfraktionen der
Nickelreinigung mit verschiedenen LDAO-Konzentrationen zur PfFNT Stabilisierung. (B)
Quantifizierung der PfFNT Signalintensititen der drei mit 0,27 %, 0,14 % und 0,07 % LDAO
stabilisierten Fraktionen am Lumi Imager F1™.

Abbildung 4-14 A zeigt im Coomassie gefarbten SDS-PAGE-Gel bei allen drei
Detergenskonzentrationen eine klar sichtbare einzelne Bande oberhalb 120 kDa, das in allen
drei Fallen auf die Isolation eines stabilen PfFNT-Pentamer hinweist. Die Intensitat der Banden
nimmt mit sinkender Detergenskonzentration ab (Abbildung 4-14 B). Die Protein-Fraktionen
stabilisiert mit 0,27 % und 0,14 % LDAO zeigen eine dhnliche Bandenintensitat, wahrend die

mit 0,07 % LDAO um 65 % geringer gegenulber 0,27 % LDAO ausfallt.

Die Untersuchung zeigte, dass fiir die Stabilisierung von PfFNT eine geringere LDAO-
Konzentration verwendet werden konnte. Unter Berlicksichtigung der verringerten Ausbeute,
wurde in dieser Arbeit allerdings 0,27 % LDAO zu Stabilisierung weiter eingesetzt. Fiur die
weiteren verwendeten Detergenzien wurde die Verringerung der Konzentration der

Stabilisierungsdetergenzien nicht getestet.
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4.12 Uberpriifung der Funktion des in P. pastoris hergestellten und gereinigten
PfFNTs
Korrekte Faltung und Funktion des Proteins sind Grundvorraussetzungen fir die
Strukturaufklarung. Deshalb wurden diese durch die Aufnahme von L-Laktat in
Proteoliposomen an einer Stopped-Flow-Apparatur (3.3.2) und durch Testung der Bindung
eines PfENT-Inhibitors an PfENT im Vergleich zur Bindung an zellfrei hergestelltes PfFNT und
an Bovines Serum Albumin (BSA) iber eine auf GréRenausschlusschromatographie basierende
Methode (3.3.3) untersucht. Dariber hinaus wurde mittels
transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmen (TEM) (3.3.4) die Bildung des PfFNT-

Pentamers Gberprift.

4.12.1 PfFNT Pentamer dargestellt durch TEM Aufnahmen

Zur Kontrolle der Homogenitdt und Ausbildung des PfFNT-Pentamers wurden negativ
kontrastierte transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen (3.3.4) von gereinigtem
PfENT stabilisiert mit den Detergenzien DM, DDM, LDAO und B-OG erstellt. Aufnahmen mit
FC12 wurden nicht erstellt. Die Transmissionselektronenmikroskopie ermoglicht eine
schnelle Visualisierung von gereinigtem PfFENT und soll hier als Qualitdatskontrolle und weitere

Uberpriifung der Ausbildung und Stabilisierung des PfFNT Pentamers dienen.

Ein klarer Hintergrund ohne Ausbildung von Leermizellen und kontrastreiche Aufnahmen
konnten nur mit dem Detergens DM aufgenommen werden. Abbildung 4-15 A zeigt hier die
Hintergrundaufnahme mit DM-haltigen Reinigungspuffer und Abbildung 4-15 B die
Aufnahmen von gereinigtem PfFNT mit DM stabilisiert. Mit DDM, LDAO (Abbildung 4-15: C, D)
und B-OG (personliche Mitteilung von Dr. Philipp Arnold) konnten nur deutlich

kontrastarmere Aufnahmen erhalten werden.
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_ PfENTinDM

. PfENT in DDM _ PfFNT in LDAO

Abbildung 4-15: (A) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen des Reinigungspuffers mit
0,17 % DM. Aufnahmen von 0,1 mg ml™ PfENT mit (B) 0,17 % DM (C) 0,05 % DDM und (D) 0,27 %
LDAO stabilisiert.

Durch die Analyse der Aufnahmen wurden PfENT als Pentamer gefunden und dariiber hinaus

PfENT als Multimer des Pentamers.

Abbildung 4-16 A zeigt in flnffacher VergroBerung PfFENT Pentamere mit 0,17 % DM
stabilisiert. Zur Verbesserung der Auflosung wurden Klassensummen gebildet und in
zehnfacher VergréBerung dargestellt (Abbildung 4-16 B). Diese zeigen PfFNT mit einem in der
Aufsicht gemessenen Durchmesser von 9 nm und der morphologischen pentameren Form
bestehend aus fiinf Homo-Monomeren und der charakteristischen Zentralpore. Abbildung
4-17 A zeigt zusammengelagerte PfENT Pentamere. Durch Klassensummen sind in Abbildung
4-17 B jeweils drei zusamengelagerte Pentamere zu sehen, die mit der Gréf3e von 9 nm mit
einzelnen PfFNT Pentameren lbereinstimmen. Um die Partikel zu vereinzeln, wurde Imidazol
bis zu 600 mM hinzugegeben. Mdégliche Wechselwirkungen der 6x-His-tags konnten allerdings

nicht aufgelost werden.
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Abbildung 4-16 : Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von 0,1 mg ml™ PfFNT mit
0,17 % DM stabilisiert. (A) Fiinffache VergroBerung der Aufnahme. (B) Darstellung von
Klassensummen einzeln gesammelter PfFNT Pentamere in zehnfacher VergroRerung.

Abbildung 4-17: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von 0,1 mg mi™ PfFNT mit
0,17 % DM solubilisiert. (A) Fiinffache VergroBerung der Aufnahme. (B) Darstellung von
Klassensummen zusammengelagerter PfFNT Pentamere in zehnfacher VergroRerung.

Insgesamt wird durch die TEM-Aufnahmen gezeigt, dass die Expression von PfFNT in
P. pastoris und die anschlieRende Reinigung stabile, aber teilweise zusammengelagert

Pentamere mit einem Durchmesser in Aufsicht von 9 nm hervorbringt.
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4.12.2 PfFNT-Funktionsiiberpriifung in Proteoliposomen mit Lichtstreuung

Die Funktionsuntersuchung wurde fiir PfENT stabilisiert mit LDAO, DM, DDM, B-OG (Abbildung
4-18) und FC 12 (Abbildung 4-19) durchgefiihrt. Fir FC 12 stabilisiertes PfFNT wurden die
Liposomen abweichend mit einem 20 mM HEPES-Puffer bei pH 6,8 (4°C) hergestellt. Die
Funktionsuntersuchung wurde mit einem 20 mM L-Laktatgradienten und einem 20 mM
HEPES-Puffer bei pH 6,8 (4°C) durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Transportfunktion wurde
die Veranderung der Lichtstreuung in Abhdngigkeit der ProteoliposomengréRe gemessen. Als
Substrat wurde das fiir P/ENT physiologische Substrat L-Laktat verwendet. Zur Messung wurde
die Liposomensuspension in der stopped-flow Apparatur (3.3) mit dem gleichen Volumen an
Gradientenpuffer schnell vermischt, sodass aulerhalb der Liposomen ein 200 mM

L-Laktatgradient entstand.
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Abbildung 4-18: Lichtstreukurven der PfFNT-Proteoliposomen (blau) und leeren Liposomen (grau)
gegen einen 200 mM Laktat Gradienten. PfFNT stabilisiert mit (A) B-OG, (B) LDAO, (C) DM, (D) DDM.
Aufnahme der Lichtstreukurve von PfFNT stabilisiert mit DDM (D) erfolgte nur lGiber 20 s.
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Abbildung 4-19: Lichtstreukurven der PfFNT-Proteoliposomen (blau) und leeren Liposomen (grau)
gegen einen 20 mM Laktat Gradienten. PfFNT stabilisiert mit FC 12.
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Abbildung 4-20: Vergleich der Laktat Einstromraten von PfFNT-Proteoliposomen. *Die
Proteoliposomen mit FC 12 stabilisiertem PfFNT wurden in einem 20 mM HEPES Puffer pH 6,8 (4 °C)
hergestellt und in statt mit einem 200 mM L-Laktat-Gradienten mit einem 20 mM L-Laktat-
Gradienten aufgenommen. Die angegebenen Werte wurden durch drei bis vier Messungen ermittelt.
Die Abweichungen sind als S.E.M. angegeben.

In allen funf Varianten konnte eine Leitfahigkeit fir PfFNT gezeigt werden. Dabei

unterschieden sich die Einstromraten je nach verwendeten Stabilisierungsdetergens.

Die hochsten Einstromraten zeigten Proteoliposomen mit PfFNT, das zuvor mit LDAO und B-
OG stabilisiert wurde. Mit DDM und DM wurden 50 % bzw. 25 % der Einstromraten von B-OG
und LDAO verzeichnet (Abbildung 4-20). Fir FC 12 stabilisiertes PfENT wurde die L-Laktat

Einstromrate von (3,5-:1073 s71) bestimmt. Ein direkter Vergleich der Einstromraten zwischen
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FC 12 stabilisierten PfFNT und den weiteren Messungen konnte wegen der verschiedenen

Ausgangspuffer und Gradienten nicht durchgefiihrt werden.

4.12.3 Faltungskontrolle durch Bindung eines Inhibitors an PfFNT

Zur weiteren Funktionsuntersuchung wurde die Dissoziation des PfFNT-Inhibitors
MMV007839 [57] untersucht. Hierzu wurde (iber einen PEG-Linker und eine Amidbindung
Fluoreszein an MMV007839 gebunden (BH697) (Abbildung 4-21). PfENT und Inhibitor konnten
auf diese Weise nebeneinander durch UV/Vis-Absorptionsmessung detektiert werden. PfENT
wurde bei 280 nm und BH697 mit seinem Absorptionsmaximum bei 490 nm detektiert
(Abbildung 4-22 A). Um den zeitlichen Verlauf der Inhibitorbindung zu betrachten, wurde das

Absorptionsverhaltnis A2so nm/ A4g0 nm gegen die Zeit aufgetragen.

OH O
X

F F

Abbildung 4-21: PfFNT-Inhibitor MMV007839 (orange) kovalent iber einen Amidlinker an
Fluoreszein gebunden (BH697). Die Darstellung des Inhibitormolekiils wurden mit ChemDraw®
erstellt.

Mit 0,27 % LDAO stabilisiertes PfFNT aus der Nickelreinigung wurde fiir die Untersuchung
30 min mit einem 10 mM-Uberschuss des Inhibitors inkubiert. Als Vergleich wurde von Annika
Bader in Brij 78 zellfrei hergestelltes und stabilisiertes PfFNT und als Negativkontrolle bovines
Serum Albumin (BSA) in gleicher Weise auf Bindung des Inhibitors untersucht (3.3.3). Zellfrei
hergestelltes Protein lag in 20 mM Tris, pH 8,0, plus 150 mM NaCl und 0,05 % (Brij78) vor und
wurde nach in Anlehnung an [70, 71] hergestellt und durch Nickelaffinitats-chromatographie

gereinigt.

Sowohl P. Pastoris exprimiertes PfFNT als auch zellfrei hergestelltes PfFNT zeigten eine
Abnahme des Absorptionsverhaltnisses innerhalb der ersten 4 h, und zwar um 50 % bzw. um

5 %. Nach der anfanglichen exponentiellen Dissoziationsphase bildete sich im Folgenden eine
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stabile Plateauphase Uber 24 h aus. Die Bindung des Inhibitors an BSA wurde im Vergleich zu

PfENT innerhalb des Messzeitraums zu 80 % geldst (Abbildung 4-22 B).
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Abbildung 4-22: Uber GroRenausschlusschromatographie ermittelte Dissoziation des PfFNT-
Inhibitors BH697 von in P. pastoris exprimierten PfFNT (rot). Im Vergleich zellfrei exprimiertes PfENT
(blau) und als Negativkontrolle BSA (griin). (A) Chromatogramm der Trennung des PfFNT-Inhibitor-
Komplexes von freiem Inhibitor zum Zeitpunkt null. (B) Inhibitorbindung an in P. pastoris
exprimiertes PfFNT (rot), zellfrei exprimiertes PfFNT (blau) und BSA (griin) lGiber einen Zeitraum von
24 h. Dargestellt durch die in Verhdltnis zueinander gestellten Integrale der Absorption von 490 nm
und 280 nm.

4.13 Kristallisationsscreenings mit PfFNT

Fir die folgenden Kristallisationsansdtze wurde gereinigtes PfFNT, wie in Kapitel 4.9

beschrieben, verwendet.

Zur Ermittlung passender Kristallisationsbedingungen wurden zundchst Kristallisations-
screenings in Zusammenarbeit mit dem European Molecular Biology Laboratory (EMBL) in
Hamburg durchgefiihrt. Fur die Kristallisationsansatze wurde mit verschiedenen Detergenzien
(Tabelle 4-1) stabilisiertes und zuvor mit einem 100 kDa cut-off Filter auf 50 bis 100 pl
aufkonzentriertes PfENT verwendet. Mit der Aufkonzentrierung wurde durch vorheriges
Verdiinnen der Proteinfraktion die Natriumchloridkonzentration auf 50 MM und die
Glycerolkonzentration auf 2,5 % (V/V) gesenkt (2.9.2 - Reinigungspuffer fiir die Kristallisation).

In Tabelle 4-2 werden die verwendeten Stabilisierungsdetergenzien, Proteinkonzentrationen
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und Inhibitorzusatze fir die folgenden Kristallisationsansatze aufgefiihrt. Die erhaltenen Hits
werden im Kapitel (4.13.1) dargestellt. Im Weiteren wurde fir LDAO stabilisiertes PfENT die
Co-Kristallisation mit dem PfFNT-Inhibitor MMV007839 unter den Screening-Bedingungen
getestet. Mit den zwei besten Kristallisationsbedingungen aus dem Screening mit LDAO

stabilisiertem PfFNT wurde ein Gridscreen durchgefiihrt (4.13.2).

Ausgehend von den acht ermittelten Bedingungen wurde versucht die Kristallisation von
LDAO stabilisiertem PfFNT manuell im 1 ul MaBstab im eigenen Labor zu reproduzieren

(4.13.3).

Tabelle 4-1: Eingesetzte Dertergenzien und Konzentrationen zur Stabilisierung

Stabilisierungsdetergens  Eingesetzte Konzentratration in %

LDAO 0,27
FC12 0,14
DDM 0,05

DM 0,17
B-0G 1,17

Tabelle 4-2: Kristallisationsansatze

Kapitel Protein Kristallisationsscreen Detergens Konzentration Inhibitor-
mg ml™ zusatz

MD MemGold™
4,13.1 PfENT MD MemGold2™ LDAO 14 -
JB Membrane HTS96™

MD MemGold™
4.13.1 PfENT MD MemGold2™ FC12 8 -
JB Membrane HTS96™
MD MemGold™
4.13.1 PfENT MD MemGold2™ DM 14 -
JB Membrane HTS96™

MD MemGold™
4.13.1 PFENT MD MemGold2™ B-0G 25 -
MD MemTrans™
JB Membrane HTS96™
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MD MemGold™

4.13.1 PfENT MD MemGold2™ DDM 23 -
JB Membrane HTS96™
MD MemGold™
4.13.1 PfENT MD MemGold2™ LDAO 14 MMV007839
JB Membrane HTS96™
4.13.2 PfENT grid screen LDAO 37 -
4.13.3 PfENT - LDAO 37 -
4.13.1 Kristallisationsscreening
Folgend werden Screening-Kristallisationsbedinungungen  gezeigt, unter denen

Kristallwachstum detektiert wurde. Die Sortierung erfolgt nach Kristallformen.

Tabelle 4-3: Kirstallisationspufferbedingungen mit Bildung hexaedrisch geformten Kristalle

Nr. Detergens Salz Puffer pH Prazipitant Wachstum
1 LDAO 0,15 M Na- 0,1M 7,2 18 % (m/V) Tag7
Formiat HEPES PEG 3350
2 LDAO 0,1 M KClI 0,02 M 7,0 20 % (m/V) ab Tag 3
Tris PEG 4000
3 DM 0,05 M NacCl 0,1M 5,5 26 % (m/V) ab Tag 28
Na-Citrat PEG 400
4 B-0G 0,15 M NacCl 0,05 M 5,6 10 % (m/V) abTag 7
Na-Citrat PEG 3350
5* LDAO 0,2 M NacCl 0,025 M 7,5 13 % (m/V) ab Tag 14
HEPES PEG 4000
6* LDAO 0,1 M KClI 0,02 M 7,0 20 % (m/V) ab Tag 3
Tris PEG 4000
7* LDAO 0,1 M LicCl 0,01 M 7,5 15 % (m/V) abTag 7
Tris PEG 4000

(* PfENT Inhibitor wurde zur Co-Kristallisation wahrend der Reinigung zugesetzt)
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Abbildung 4-23: Fotografien von hexaedrisch geformten Kristallen aus dem Kristallisationsscreening
mit PfFNT unter den in Tabelle 4-3 aufgefiihrten Bedingungen.

Unter den Kristallsationsbedingungen 1-7 (Tabelle 4-3) sind aus LDAO, B-OG und DM-
stabilisiertem PfFNT hexaedrische Kristalle ab einem Zeitraum von 3-28 Tagen gewachsen.
Die KristallgrofRen liegen zwischen 1-5 um. Die gréf3ten Kristalle sind mit 5 um Kantenldnge

unter Zusatz des PfFNT-Inhibitors MMV007839 gewachsen.

Gemeinsamkeiten unter den Pufferbedingungen liegen in der dhnlichen Salzzusammen-
setzung mit einwertigen Kationen (Na*, Li*, K*) und Chlorid und Formiat als Anionen, einem
neutralen pH-Wert, sowie einem hochmolekularem PEG-Anteil von 10-20 %. Mit DDM und
B-OG stabilisiertem PfENT bildeten sich unter Pufferbedingung 3 und 4 mit einem sauren pH-

Wert von 5,5 bzw. 5,6 ebenfalls hexaedrische Kristalle.

Tabelle 4-4: Kristallisationspufferbedingung mit Bildung mikrokristalliner Strukturen

Nr. Detergens Salz Puffer pH Prazipitant Wachstum
8 FC12 - 0,1 M MES 6,0 11 % (m/V) ab Tag 55
PEG 20000
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10 um 8

Abbildung 4-24: Fotografien von Mikrokristallen aus dem Kristallisationsscreening mit PfFNT unter

den in Tabelle 4-4 aufgefiihrten Bedingungen.

Unter Bedingung 8 (Tabelle 4-4) sind Kristalle im NanometermaRstab gewachsen. Es zeigt sich

eine sandartige Struktur. Mit FC 12 stabilisiertem PfFNT konnte nur unter dieser Bedingung

erst ab Tag 55 eine kristalline Struktur detektiert werden.

Tabelle 4-5: Kristallisationspufferbedingungen mit Bildung abgerundeter kristalliner

Strukturen
Nr. Stabilisierungs- Salz Salz Puffer pH Préazipitant Wachstum
Detergens
9 LDAO 0,1% (m/V) 0,36 M 0,15 M 7,0 9,9%(m/V) abTag 3
NaN; NaCl NazPO4 PEG 4000
10 DM - - - - 35 % (m/V) abTag7
PEG 600
11 B-0G - - 0,1M 55 10% (m/V) abTag1l
Na-Citrat PEG 2000
12* LDAO 0,15 M Na- - 0,1M 7,2 18 % (m/V) abTag 7
Formiat HEPES PEG 3350
(* PfFNT Inhibitor wurde zur Co-Kristallisation wahrend der Reinigung zugesetzt)
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Abbildung 4-25: Fotografien von abgerundeten Kristallstrukturen aus dem Kristallisationsscreening

mit PfFNT unter den in

Tabelle 4-5 aufgefiihrten Bedingung.
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Unter den Bedingungen 9-11 sind abgerundete Kristallstrukturen ab einem Zeitraum von
einem bis sieben Tagen gewachsen. Die Gemeinsamkeiten dieser Bedingungen liegen erneut
bei einem hohen Anteil an hochmolekularem PEG zwischen 9,9-18 %. Auffallig ist hier das
Wachstum von abgerundeten Kristallen unter

Pufferbedingungen mit LDAO stabilisierten PfFNT ohne Inhibitorzusatz hexaedrisch geformte

Kristalle wuchsen.

Bedingung 12.

Da unter

Tabelle 4-6: Kristallisationspufferbedingungen mit Bildung unspezifischer kristalliner

Strukturen
Nr. Stabilisierungs- Salz Salz Puffer pH Prazipitant Wachstum
Detergens
13 LDAO - - - - 35 % (m/V) Tag7
PEG 600
14 LDAO 0,05 M 0,12M 0,08M 6,0 14%(m/V) Tag7
Na-Citrat KCl Bis-Tris PEG 4000
15 LDAO 0,15 M - 0,1M 8,0 13%(m/V) Tag 3
NaCl Tris PEG 6000
16 LDAO 0,02 M - 0,08M 6,2 18%(m/V) Tag 3
Na-Citrat NaszPO4 PEG 2000
17 LDAO 0,1M - 0,1M 7,5 12%(m/V) Tag 56
(NH4)2S04 HEPES PEG 4000
22 % (m/V)
Glycerol
18* LDAO 0,05 M 0,12M 0,08M 6,0 14% (m/V) Tag7
Na-Citrat KClI Bis-Tris PEG 4000
19 DDM 0,1M 0,15M 0,00M 6,5 19% (m/V) Tag 14
NaCl NH4SO4 MES PEG 1000
20 DDM - - - - 35 % (m/V) Tag7
PEG 600
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Abbildung 4-26: Fotografien von unspezifischen Kristallstrukturen aus dem Kristallisationsscreening
mit PfFNT unter den in Tabelle 4-6 aufgefiihrten Bedingungen.

Unter den Bedingungen 13-20 werden zusammengefasst alle Bedingungen aufgefiihrt, unter
denen es zur Bildung kristalliner Strukturen kam, die aber keiner Form direkt zugeordnet

werden kdénnen.

Zusammenfassend haben die Screenings der verschiedenen Kristallisationspuffer gezeigt, dass
mit LDAO stabilisiertem PfFNT und einem Kristallisationspuffer mit neutralem pH-Wert, einem
Natriumsalzzusatz mit Chlorid oder Formiat als Anion und der Zusatz von hochmolekularem
PEG die Kristallisation von scharf abgegrenzten hexaedrisch geformten Kristallen fordert. Die
Co-Kristallisation des PfFNT-Inhibitors MMV07839 hat das Wachstum groRerer Kristalle

beglnstigt.

4.13.2 Grid-Screen
Abgeleitet von Ergebnissen des Kristallisationsscreenings des mit LDAO stabilisierten Proteins,
wurde ausgehend von den besten Kristallisationsbedingungen eins und fiinf (Tabelle 4-3) ein

Grid Screen durchgefiihrt. Der PfENT Inhibitor wurde in diesem Screening nicht zugesetzt.

Unter Bedingung 1 wurden die Konzentrationen von Na-Formiat, HEPES, PEG 3350 sowie der
pH-Wert variiert und unter Bedingung 3 die Konzentration von NaCl, HEPES, PEG 4000 sowie
der pH-Wert variiert (Tabelle 4-8).

76



Ergebnisse

Tabelle 4-7: Kristallisationsbedingungen fiir den grid screen

1-10 Ausgansbedingungen

A 0,025M HEPES pH 7,5
0,2M Natriumchlorid
10-20 % PEG 4000

B 0,025M HEPES pH 7,5
0,05-0,4M Natriumchlorid MemGold™ screen
13 % PEG 4000 Nummer B6:
C 0,025M HEPES pH 7-8 0,2M Natriumchlorid,
0,2M Natriumchlorid 0,025M HEPES pH 7,5
13 % PEG 4000 13 % PEG 4000
D 0,025-0,15 M HEPES pH 7,5

0,2 M Natriumchlorid
13 % PEG 4000

E 0,15 M Natriumformiat
0,1 M HEPES pH 7-8
18 % PEG 3350

F 0,15 M Natriumformiat MemGold™
0,025-0,15 M HEPES pH 7,2 Nummer D10
18 % PEG 3350 0,15 M
G 0,025-0,3 M Natriumformiat Natriumformiat,
0,1 M HEPES pH 7,2 0,1 M HEPES pH 7,2
18 % PEG 3350 18 % PEG 3350
H 0,15 M Natriumformiat

0,1 M HEPES pH 7,2
13-22 % PEG 3350

Tabelle 4-8: Optimierte Kristallisationsbedingungen mit LDAO

Nr. Salz Salz 2 Puffer pH Prazipitant Wachstum ab
21 0,4 M Nacl - 0,025 M 7,5 13%(m/V) Tag3
HEPES PEG 4000
22 0,15 M Na- - 0,1M 7,2 13,8% (m/V) Tag3
Formiat HEPES PEG 3350
23 0,15 M Na- - 0,1M 72  13%(m/V) Tag 3
Formiat HEPES PEG 3350
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Abbildung 4-27: Fotografien des Kristallisationsansatzes unter den in Tabelle 4-8 aufgefiihrten
Bedingung.

Die Reduktion des PEG-Anteils auf 13 % (m/V) der Kristallisationsbedingung 1 (Tabelle 4-3)
fUhrte zu einer deutlichen Verbesserung des Kristallwachstums und der Kristallform. Wie in
Abbildung 4-27 Bild 22 und 23 zu sehen ist, kommt es zur Ausbildung scharf umrissener
hexaedrischer Kristalle. Die GroRe der gewachsenen Kristalle liegt hier ohne Co-Kristallisation

des PfENT-Inhibitors zwischen 3-5 uM.

Die Veranderung von Kristallisationsbedingung 5 (Tabelle 4-3) hat im Grid-Screen zu keiner
Verbesserung der Kristallgrofle und -form gefiihrt. Wie in Abbildung 4-27 Bild 21 zu sehen ist,
enstanden im Grid-Screen nur unspezifische verwachsene Strukturen. Die zuvor gesehenen

klaren hexaedrischen Kristallstrukturen konnten nicht reproduziert werden.

Die im Grid Screen gefundenen Kristallisationsbedingungen sollten im weiteren Verfahren
helfen vom Nanoliter-Screening-Mal3stab in den MikrolitermaRstab zu gelangen und so

grofRere Kristalle zu erhalten.

4.13.3 Kristallisationsansdtze im Mikroliter-MaRstab
Ausgehend von den erfolgreichen Pufferbedingungen aus dem Kristallisationsscreening mit
LDAO stabilisierten PfFNT (Tabelle 4-3 bis 4-6) wurden im MikrolitermaRstab

Kristallisationansatze angefertigt und anschlieBend bei 19 °C gelagert.

Kristallartige Strukturen sind nur unter den in Tabelle 4-9 aufgefiihrten Bedingungen

gewachsen.
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Tabelle 4-9: Kristallisationsbedingungen fiir eigene Ansatze im MikrolitermaRstab

Nr. Stabilisierungs- Salz Salz 2 Puffer pH Prazipitant Wachstum
detergens

24, LDAO 0,05 M 0,12M 0,08M 6,0 14%(m/V) abTagl3
25 Na-Citrat KCl Bis-Tris PEG 4000
26, LDAO 0,1M - 0,1M 75 12%(m/V) abTagill
27 (NH4)2S0. HEPES PEG 4000

22 % (m/V)

Glycerol

25 26

Abbildung 4-28: Fotografie des Kristallisationsansatzes unter den in Tabelle 4-9 aufgefiihrten
Bedingungen. Der MaR3stab wurde nicht ermittelt.

Vergleichend zu den gewachsenen Strukturen unter gleichen Bedingungen (Tabelle 4-6,
Abbildung 4-26, Nr. 14 und 17), bildeten sich hier verwachsene Strukturen aus. Das Wachstum
erfolgte 10 Tage spater im Fall von Ansatz Nr. 24 und Nr. 25 und 45 Tage friiher im Fall von

Ansatz Nr. 26 und Nr. 27 als im Screening.

Auffallig war die plattchenartige Struktur bei den Ansdtzen Nr. 24, Nr. 25 und Nr. 27 sowie die
tetrapodale Struktur bei Ansatz Nr. 26 (Tabelle 4-9, Abbildung 4-28).

4.13.4 Nicht-kristallines Wachstum
Neben eindeutigem Kristallwachstum wurden weitere Wachstumseffekte auf den

Kristallisationsplatten detektiert, die hier exemplarisch dargestellt werden (Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-29: Fotografien der Kristallisationsansatze von PfFNT. (A) klarer Tropfen, (B)
Phasenseparation 1, (C) Phasenseparation 2, (D) Prazipitation, (E) Prazipitation.

Abbildung 4-29 A zeigt einen ,klaren Tropfen”, eine Kristallisationsplatte ohne jegliches
Wachstum. Unter B und C ist in beiden Fadllen Phasenseparation zu sehen. Dabei zeigen sich
unter B kleinste graue und weille mosaikartige Strukturen und unter C tropfenartige
Phasenseparation. Unter D und E sind verschiedene Formen von Prazipitaten zu sehen. Dabei

zeigt sich unter D und E eine braune bis graue amorphe Struktur.

4.14 Rontgendiffraktometrische Untersuchung

Die unter den in Tabelle 4-10 aufgefiihrten Kristallisationsbedingungen gewachsenen Kristalle
wurden von Prof. Dr. Axel Scheidig und Felix Helfrich, Abteilung ,Strukturbiologie” am
Zoologischen Institut der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, von den Kristallisationplatten

isoliert und in flissigen Stickstoff Gberfiihrt sowie rontgendiffraktometrisch untersucht.

Die rontgendiffraktometrische Untersuchung der isolierten Kristalle an der P14 Beamline im
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) in Hamburg zeigte kein Proteinstreumuster.
Anhand des fehlenden Streumusters wird vermutet, dass es sich bei den untersuchten
Kristallen um Detergenzienkristalle handelt oder das Protein eine starke Fehlordnung

aufweist.
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Tabelle 4-10: Kristallisationsbedingungen der durch Rontgendiffraktometrie untersuchten

Kristalle
Nr. Stabilisierungs- Salz Salz 2 Puffer pH Prazipitant Wachstum
detergens
16 LDAO 0,02 M Na- - 0,08 M 6,2 18% (m/V) abTag 3
Citrat NazPO4 PEG 2000
22 LDAO 0,15 M - 0,1M 7,2 13,8% (m/V) abTag?7
Na-Formiat HEPES PEG 3350
23 LDAO 0,15 M - 0,1M 7,2  13%(m/V) abTag?7
Na-Formiat HEPES PEG 3350
24, LDAO 0,05MNa- 0,12M 0,08 M 6,0 14%(m/V) abTag7
25 Citrat KCl Bis-Tris PEG 4000
26, LDAO 0,1M - 0,1M 75 12%(m/V) ab Tag 56
27 (NH4)2S04 HEPES PEG 4000
22 % (m/V)
Glycerol

81



Diskussion

5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war, den plasmodialen Laktattransporter PfFNT in groflen Mengen
rekombinant herzustellen und fiir die strukturelle Aufklarung zu reinigen. Im Folgenden sollen

die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert werden.

5.1 GroRe Mengen PfFNT mit Pichia pastoris

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass P. pastoris ein geeignetes Expressionssystem flir
die Herstellung groBe Mengen PfFENT im Fermenter ist. Durch die Gewinnung der
mikrosomalen Fraktion konnte aus der feuchten Zellmasse ein stabiles Pentamer in den

Zellmembranen isoliert und durch die Westernblot-Analyse detektiert werden.

Unter Beriicksichtigung des beschriebenen zweiphasigen Fermentationsprozesses (3.2.3)
wurden in dieser Arbeit vergleichbare Zellmassen von 200-250 g I! fur P. pastoris
beschriebene Fermentationsprozesse erreicht [83, 125]. Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte durch Zugabe von Methanol nach 24 h Fermentation. Die Glycerolzufuhr wurde
daraufhin gestoppt. Zur Maximierung der Zell- und Proteinausbeuten wurden fiir jede Phase
die maximale Glycerol- und Methanolzufuhr pro Stunde ermittelt. Entgegengesetzt der
Induktions- und Repressionstheorie der AOX1 (1.4.1) [76], die in dieser Arbeit streng verfolgt
wurde, wird in [126] gezeigt, dass auch eine parallele Zufuhr von Glycerol und Methanol zur
Steigerung des Zellwachstums wahrend der Induktion moglich ist. Nach 96 h
Fermentationsprozess konnte dort aber nur eine Zellmasse von 125 g It ermittelt werden.
Diese Maoglichkeit sollte vor allem dann genutzt werden, wenn wahrend der ersten
Wachstumsphase ohne Methanolzufuhr keine ausreichenden Zelldichten erreicht wurden. So
konnte zur Expression von PfENT nach 24 h Zellwachstum schon fast die finale Zelldichte von
200 g It gemessen werden. Wahrend in [126] nach 24 h Fermentationsprozess lediglich eine
Zelldichte von 30 g I erreicht wurde. Hier zeigt sich, dass fir meinen Fermentationsprozess
die Abwandlung der Induktionsphase keine Relevanz hat. Zur Steigerung der PfFNT-Ausbeute
ware es eher denkbar, den Prozess der Induktion um weitere 12 bis 24 h fortzufiihren, statt
nach 44 h Methanolzufuhr und 68 h Gesamtfermentationsdauer den Prozess zu beenden.
Limitierend zu betrachten sind aber vor allem wahrend des verlangerten
Fermentationsprozesses entstehende toxische Stoffwechselprodukte, die das Zellwachstum
und in die Proteinexpression behindern. Im Vergleich zur Herstellung in der Schittelkultur
ermoglicht der Fermenter deutlich groRere Kulturansitze und eine genaue Uberwachung und
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Steuerung der Prozessparameter, wie Sauerstoffsattigung, Temperatur, pH-Wert sowie
Glycerol- und Methanolzugabe. Nichtsdestotrotz zeigen Untersuchungen, dass
Teilautomatisierungen, wie Messung der Sauerstoffsattigung und Methanolkonzentration,
auch im kleineren MaRstab moglich sind [127, 128]. Die erreichten Zelldichten von einer
maximalen ODsoo = 120 zeigten aber die Limitation im Bereich der Masse und folgend auch

der Ausbeute.
5.2 Isolation von stabilem und funktionellem PfFNT

5.2.1 Solubilisierung

Der Weg von den isolierten Lipid-Membranen bis zu einem reinen Protein-Detergens-Komplex
umfasst einen vielfdltigen Reinigungsaufwand. Der zu Beginn entscheidende Prozess der
Solubilisierung des Proteins aus der Lipidumgebung der Zellmembran, stellt einen kritischen
Arbeitsschritt dar. Das Finden des passenden Detergens ist dabei essentiell. Fir die
Solubilisierung von PfENT wurden nicht-ionische und zwitter-ionische Detergenzien getestet.
Dabei konnten gute Solubilisierungsergebnisse mit dem zwitter-ionischen Detergens LDAO
und dem nicht-ionischen Detergens DDM erreicht werden. Mit dem ebenfalls zwitter-
ionischen Detergens CHAPS wurden nur sehr geringe Ausbeuten erreicht. Mit B-OG und FC 12

konnte PfFNT nicht aus den Zellmembranen isoliert werden.

Bei der Auswahl der passenden Solubilisierungsdetergenzien wird versucht anhand der
Ladung, der GroRe der Kopfgruppe und der Lange der Alkylkette die Solubilisierungsstarke und
Stabilisierungseigenschaft vorauszusagen (Abbildung 5-1). Dabei gelten nicht-ionische
Detergenzien mit grolRen hydrophilen Kopfgruppen und langen lipophilen Alkylketten, wie das
hier verwendete DDM mit einer Maltosid-Kopfgruppe und einer C12-Kohlenstoffkette als
besonders ,,mild“ und nicht denaturierend [129, 130]. SDS mit einer geladenen Kopfgruppe
gilt hingegen als ein sehr ,harsches” Detergens mit sehr groRen Solubilisierungsausbeuten bei

Membranproteinen, dem aber ein stark denaturierender Effekt entgegensteht [90].

Mit Verkiirzung der Kohlenstoffkette nimmt der Denaturierungseffekt zu. Zwitterionische
Detergenzien nehmen hier eine Zwischenposition in dieser Theorie ein. Auf Grund der
intramolekularen ausgeglichenen Ladung werden Effekte der nicht-ionischen ,milden” und
ionischen , harschen” Detergenzien kombiniert, sodass ein verbesserter Solubilisierungserfolg

und gleichzeitig ein weniger stark denaturierender Effekt postuliert wird [90].
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Bei der Solubilisierung von PfENT konnten dhnliche Effekte beobachtet werden. Von den zwei
nicht-ionischen Detergenzien wurde DDM als geeignetes Detergens ermittelt. B-OG mit einer
vergleichsweise kurzen C8-Kohlenstoffkette und einem einfach-Glucoserest als hydrophile
Kopfgruppe wies hier eine zu geringe Solubilisierungskraft auf, um die Membranen

aufzulosen.

Ladung der Kopfgruppe

geladen zwitterionisch neutral

GroRe der Kopfgruppe

klein groR

Harshes Detergens
Mildes Detergens

Lange der Alkylkette
Kurz (C8) lang (C12)

Abbildung 5-1: Einordnung von Detergenzien nach ihrer Struktur der hydrophilen Kopfgruppe, der
Lange der lipophilien Alkylkette und moglicher Ladungen. Abbildung modifiziert nach [116].

Die langere lipophile C12-Kohlenstoffkette und der hydrophile zweifach-Glucoserest von DDM
zeigte hier entscheidende Vorteile. Das zwitter-ionische Detergens LDAO mit einer
C12-Kohlenstoffkette zeigte in meinen Untersuchungen die groften Solubilisierungs-
ausbeuten. Dies kann laut der vorgestellten Postulate, im Vergleich zur Ausbeute mit DDM,
auf die vorhandene ausgeglichene Ladung im Molekiil bei unverdanderter

Kohlenstoffkettenldange zuriickgeflihrt werden.

Nichtsdestotrotz kann flr die Auswahl des Detergens fiir die Solubilisierung keine generelle
Regel oder Empfehlung getroffen werden. Fiir jedes Membranprotein sollten Detergenzien
daherindividuell getestet werden. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Solubilisierung
zunachst mit moglichst milden Detergenzien mit langer C12 Kohlenstoffkette sinnvoll ist. Der
Einfluss einer moglichen Ladung des verwendeten Detergens sollte individuell genauso

getestet werden, da die Ladung das Risiko von Denaturierungseffekten erhéht. Bezogen auf
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die Solubilisierungsausbeute von PfFNT zeigte sich die ausgeglichene Ladung von LDAO

allerdings als sehr vorteilhaft.

5.2.2 Mit DDM und LDAO zum stabilen Pentamer

Neben der Findung des passenden Detergens ist die Menge des eingesetzten Gesamtproteins
bei der Solubilisierung von grolRer Bedeutung. In dieser Arbeit wurde bezogen auf 5-
10 mg mI™! Gesamtprotein in der mikrosomalen Fraktion verschiedene Solubilisierungs-
konzentrationen im Bezug auf die kritische Solubilisierungskonzentration (CSC) fir DDM und

LDAO getestet und Stabilitatsuntersuchungen per Westernblot-Analyse durchgefiihrt.

Eine genaue Untersuchung der CSC, neben der Optimierung der Solubilisierungsausbeuten, ist
auch in Bezug auf die Proteinstabilitdit von Bedeutung. Wahrend es bei zu niedrigen
Detergenskonzentrationen nicht zur Auflosung der Membran und zur Ausbildung des
gewlinschten Protein-Detergens-Komplexes kommt, kann eine zu hohe Konzentration zur
Bildung von Lipid-Detergens-Komplexen fiihren (Abbildung 5-2) [116]. Denaturierungs- und
Aggregationseffekte werden durch Herausldsen von strukturerhaltenen Lipiden am Protein in

Folge beschrieben [131, 132].

Membranen — Membranen — Lipid-Protein-Detergens-Komplex — Lipid-Protein-Detergens-Komplex
+ Detergens Protein-Detergens-Komplex Lipid-Detergens-Komplex
Lipid-Detergens-Komplex Freie Detergens Mizelle

Kritische Solubilisierungs Konzentration

Detergens-Lipid Verhaltnis

Abbildung 5-2: Solubilisierung von Membranproteinen mit Detergenzien. (A) Detergens bindet an
Lipid-Membranen, (B) Detergens I6st Lipide der Membranen an und solubilisiert Proteine und Lipide,
(C) zusatzlich konnen zu Proteinen und Lipiden strukturerhaltene Lipide der Proteine solubilisiert
werden. Abbildung modifiziert nach [116].

Mit DDM konnte in Konzentrationen zwischen 0,5 %-1,7 % PfENT in gleichbleibender Starke
solubilisiert werden und in der Westernblot-Analyse ein stabiles Pentamer detektiert werden.
Mit einem 0,1 %igen DDM-Solubilisierungspuffer konnten keine Erfolge mehr erzielt werden.

Das lasst darauf schlieRen, dass erst ab 0,5 % die kritische-Solubilisierungs-Konzentration
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(CSC) uberschritten wurde. Eine weitere Steigerung der Detergenskonzentration fiihrt nach

Uberschreiten der CSC zu keiner verbesserten Ausbeute (Abbildung 4-6).

Fir LDAO konnten mit Erhéhung der Detergenskonzentration bis zu 4,5 % ansteigende
Solubilisierungsausbeuten fur PfENT erzielt werden. Die CSC fur LDAO liegt nach diesen
Untersuchungen bei > 4,5 % (Abbildung 4-8,Abbildung 4-9) .Der Theorie der CSC folgend ware
eine weitere Erh6hung der Detergenskonzentration denkbar. Wie schon fir DDM konnte fir
alle getesteten Konzentrationen ein stabiles Pentamer detektiert werden. Die Inkubation mit
dem denaturierenden Detergens SDS stellt hier eine geeignete In-Prozess-Kontrolle fir die
Stabilitdit von  PfFNT dar. Dabei wird davon ausgegangen, dass kleine
Konformationsanderungen der Monomere wahrend des Solubilisierungsprozesses
ausreichen, um stabilisierende Wechselwirkungen zwischen den Monomeren herabzusetzen.
Es kommtin Folge zum Zerfall des Pentamers, wie es auch fiir EcGlIpF und HsAQP4 beschrieben

wurde [133, 134].

Mit den Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass durch die Solubilisierung mit DDM und

LDAO ein stabiles PfENT-Pentamer isoliert werden konnte.

5.2.3 Proteinreinigung fiir die Kristallisation

PfENT konnte erfolgreich mit P. pastoris hergestellt werden und mit LDAO und DDM aus den
Lipid-Membranen solubilisiert werden. Mit dem Ziel hochgereinigtes Protein flr die
Kristallisation zu isolieren, wurden nach der Solubilisierung per Nickelreinigung und
GroRenausschlusschromatographie weitere Reinigungsschritte angefiigt. Wahrend der
Nickelreinigung wurde die Detergenskonzentration gesenkt. Im Vergleich zur Solubilisierung
wird zur Stabilisierung des Protein-Detergens-Komplexes nur eine geringe Detergens-
konzentration zwischen der 2-5-fachen CMC benétigt. Gleichzeitig wurde die Effektivitat eines
Detergenzientausches mit weiteren Detergenzien wahrend der Nickelreinigung untersucht.
Ziel des Tausches war es, neue stabilisierende Detergenzien fir die spateren
Kristallisationsansatze zu ermitteln. Reinigungs- und Stabilisierungserfolge wurden dabei
anhand der Elutionssignale im Coomassie-gefarbten Gel der SDS-PAGE der Nickelreinigung

und anhand der Chromatogramme der GrofRenausschlusschromatographie beurteilt.
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Eine einzelne scharfe Pentamerbande in der SDS-PAGE und ein monodisperser Peak im
Chromatogramm der GroRRenausschlusschromatographie stellte dabei den hdchsten

angestrebten Reinheits- und Stabilitatsgrad dar.

5.2.3.1 Nickelreinigung und Detergenzientausch

Fir DDM solubilisiertes PfENT wurde ein Wechsel mit den Detergenzien CHAPS, B-OG und
FC12 sowie DDM als Kontrolle durchgefihrt. Im Vergleich dazu wurde mit LDAO
solubilisierten PfFNT ein Wechsel mit den Detergenzien DM, DDM, B-OG und FC 12

durchgeflhrt.

Die im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel gesehenen Pentamerbanden zeigen die
Stabilisierung des PfFNT-Pentamers wahrend der Nickelreinigung mit den getesteten
Detergenzien CHAPS, B-OG und FC 12 sowie DDM. Eine vollstandige Auflésung des Nickel-
Protein-Komplexes bis zu einer Imidazolkonzentration von 500 mM war allerdings nur mit

FC 12 moglich (Abbildung 4-7).

Mit LDAO solubilisiertem PfFNT konnte sowohl durch die Reinigung mit LDAO als auch durch
einen Detergenzienwechsel zu DM, DDM, B-OG und FC 12 eine Stabilisierung des PfFNT-
Pentamers erfolgen. Im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-Gel zeigte sich fir die Reinigung mit
LDAO, DM, DDM und B-OG eine vergleichbare Elution von PfFNT zwischen 300-600 mM
Imidazolkonzentration. FC 12 zeigt dagegen auch hier eine einzelne auffdllig intensive

Pentamer-Bande bei 400 mM Imidazolkonzentration (Abbildung 4-11).

Sowohl DDM als auch LDAO solubilisiertes PfENT konnte wdhrend der Nickelreinigung im
Oligomerisierungszustand des Pentamers stabilisiert werden. Die Elution einer isolierten
Bande im Coomassie-gefarbten SDS-Page-Gel nach dem Detergenzienwechsel zu FC 12 [dsst
fiir beide Solubilisierungsdetergenzien darauf schlielen, dass der Austausch nur mit FC 12

funktioniert hat.

Eine Erklarung fir die Beobachtung kann darin liegen, dass der Wechsel des Detergens
wahrend der Nickelreinigung nicht zum kompletten Austausch, sondern viel mehr zur
Ausbildung  von  Mischmizellen fiihrte. Das bedeutet, dass neben dem
Solubilisierungsdetergens LDAO bzw. DDM das Stabilisierungsdetergenz den Protein-
Detergenz-Komplex nur weiter erganzt und stabilisiert hat. Nach Einordnung der

Detergensstarke nach Abbildung 5-1 bilden B-OG, DM und DDM als nicht-ionische
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Detergenzien in der Reihenfolge aufsteigend milde Detergenzien. Der Theorie folgend werden
die ausgebildete LDAO-Mizelle bzw. DDM-Mizelle, ohne sie aufzubrechen, erganzt. FC 12
dagegen als zwitterionisches Detergens mit groller Kopfgruppe und einer C12 Alkylkette gilt
vor allem im Vergleich durch die Ladung als starkes und ,,harsches” Detergens, das so deutlich

leichter vorhandene Mizellhillen aufbrechen kann.

Die beobachteten Effekte bestdtigen die weit verbreitete Methode des Detergenzienwechsels
wahrend der Nickelreinigung. Es wird aber auch deutlich, dass der vollstandge Austausch nicht
mit jedem Detergens moglich ist und dessen Solubilisierungsstarke mafigeblichen Einfluss hat.
Der Vergleich zu Protein-Reinigungsprozessen zur Strukturaufklarung anderer FNTs zeigt, dass
der Austausch des Detergens wahrend der Reinigung malgeblichen Einfluss auf die
Kristallisation haben kann. Zur Aufklarung der FNT Strukturen von E. coli FocA und V. cholerae
FocA sowie C. difficile HSC erfolgte auch wahrend der Nickelreinigung ein

Detergenzienwechsel von dem Solubilisierungsdetergens DDM zu 3-OG [38, 39, 41].

5.2.4 Detergenzieneinfluss auf die Gro3enausschlusschromatographie

Die Chromatogramme der GroéRenausschlusschromatographie zeigen bis auf mit B-OG
stabilisiertes PfFNT keine monodispersen Peaks. Die Ausbildung einer reinen Proteinfraktion
mit B-OG bildet eine hervorragende Grundlage fiir die folgenden Kristallisationsansatze. In
Bezug auf die ineinander lberlaufenden Peaks mit den anderen vier Detergenzien wird in
Abbildung 4-8 dazu beispielhaft in der Westerblotanalyse gezeigt, dass im 1. Hauptpeak und
im kleinen 2. Nebenpeak PfFNT als Pentamer eluiert wurde. Die Frage stellt sich, was zu der

Aufspaltung des Chromatogramms in zwei ineinander iberlaufende Peaks fiihrt.

Ein Erklarungsmodell ist die Zusammenlagerung von mehreren Pentameren. Die im Rahmen
der Funktionsuntersuchung erstellten TEM-Aufnahmen von gereinigtem und mit DM
stabilisierten PfFNT zeigen neben reinen pentameren Strukturen auch teilweise
Multimerisierungen von drei Pentameren (Abbildung 4-16,Abbildung 4-17). Denkbar ist nach
diesem Erklarungsmodell, dass der erste Hauptpeak drei zusammengelagerte Pentamere und
der zweite Peak die reinen Pentamere darstellt. Die in beiden Peaks per Westernblot-Analyse
dargestellten Pentamere unterstiitzen diese Theorie. Es wird davon ausgegangen, dass das
stabilisierte Pentamer die Inkubation mit SDS bei 37 °C Ubersteht, die Wechselwirkungen
zwischen den multimeren Pentameren aber aufgelost werden. Die Stabilisierung mit dem

ungeladenen Detergens DM spricht gegen eine ladungsbedingte, ionische Wechselwirkung
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zwischen den einzelnen Pentameren. Auch mit der Bildung einer Mischmizelle aus DM und
dem zwitterionischen Solubilisierungsdetergens LDAO, wie in Kapitel 5.2.3.1 postuliert, spricht
auf Grund des inneren Ladungsausgleichs des Aminoxids gegen eine ionische
Wechselwirkung. Denkbar ist vielmehr die Ausbildung von unspezifischen van-der-Waals
Wechselwirkungen [135]. Fiir die weitere Klarung der Multimerisierung sind weiterfliihrende
Untersuchungen notig. Bekannt ist eine Multimerisierung der tetrameren Struktur des
humanen Membranproteins AQP4 [136]. Beschrieben wird hier die Ausbildung einer
orthogonalen Anordnung der Tetramere (orthogonal arrays of particles) Gber hydrophobe
intermolekulare Wechselwirkungen des N-Terminus. Die Multimerisierung bildet sich hier
allerdings schon in der Zellmembran aus. Die Funktion dieser Multimerisierung ist bisher noch

nicht bekannt [137].

5.3 Funktionelles PfFNT fiir die Strukturaufklarung

Bisher wurde der Weg der Gewinnung von moglichst grolRen und reinen Mengen PfFNT
diskutiert. Neben der Inprozesskontrolle durch die Detektion des PfFNT-Pentamers wurde das
gereinigte Protein durch drei weitere Funktionalitdtstests untersucht. Durch Rekonstitution
von PfENT in Liposomen wurde die Transportfunktion mit Veranderung der Lichtstreuung in
Abhangigkeit der ProteoliposomengrolRe gemessen. Untersucht wurde PfFNT in Abhdngigkeit
des stabilisierenden Detergens LDAO, B-OG DDM, DM und FC 12. L-Laktat wurde als
physiologisches Substrat eingesetzt. Mit allen stabilisierenden Detergenzien konnte
Substrattransport detektiert werden. Maligebliche Unterschiede ergeben sich aber in der
Transportrate. Mit LDAO und B-OG stabilisiertem PfFNT werden die hochsten Aufnahmeraten
ermittelt. Die Raten fir DDM und DM wurden um 50 % bzw. 75 % niedriger ermittelt. Der
Vergleich der Transportraten fiir FC 12 stabilisiertes PfENT ist nicht mdglich, da dieser
Funktionstest in einem anderen Rekonstitutionspuffer und einem 10-fach geringeren 20 mM

L-Laktat Gradienten vermessen wurde.

Die unterschiedlich hohen Raten weisen auf eine deutlich verbesserte Rekonstitution von
LDAO und B-0OG stabilisierten PfENT im Vegleich zu DDM und DM hin. Dabei sollte der Einfluss
der verschieden groRBen Mizellhiillen der unterschiedlichen Detergenzien keinen
maligeblichen Einfluss ergeben. Durch die 25-fache Verdinnung bei der Rekonstitution von
PfENT in die Liposomen sollte nach Herstellungsprozess der Einfluss der

Stabilisierungsdetergenzien nivelliert werden [105]. Des Weiteren wurden als Vergleich
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Leerliposomen mit gleicher Konzentration an Detergens hergestellt und vermessen, um
Detergens-bedingte Storeffekte und durchldssige Liposomen auszuschlieBen. Aus den
verschiedenen Einstromraten kann also geschlossen werden, dass LDAO und B-OG PfFNT
besser stabilisieren und dass daher ein gréBerer Anteil an funktionellem Protein in die

Liposomen rekonstituiert werden konnte.

Neben der Messung der Leitfahigkeit mit L.-Laktat in Liposomen rekonstituiertem PfFNT wurde
als weitere Stabilitdtsuntersuchung die Bindung des PfFNT-Inhibitors BH697 an PfFNT
getestet. Es wurde die Bindung an gereinigtes und mit LDAO stabilisiertes PfFNT im Vergleich

zu in Brij78 stabilisiertem zellfrei hergestelltem PfENT untersucht.

Mit diesem Test konnte erstmals in unserer Arbeitsgruppe die isolierte Bindung eines
Inhibitors an gereinigtes PfFNT untersucht und erste Etablierungsschritte fiir diese Methode
durchgefiihrt werden. Vorherige Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe haben eine
mehrstiindige Inhibition von PfFNT nach kurzzeitiger Inhibitor-Inkubation im Hefe-basierten
Radioaktiv-Aufnahme-Assay gezeigt [57]. In dieser Arbeit konnte die stabile Bindung des
Inhibitors an PfFNT aus zwei verschiedenen Expressionssystemen (iber einen Zeitraum von
24 h nachgewiesen werden. Der in Abbildung 4-21 gezeigte initiale Abfall des
Signalverhaltnisses zwischen Protein und Inhibitor (A2sonm/ Aasonm) von 45 % bei zellular
hergestelltem und 5 % bei zellfrei hergestelltem PfENT kommt wahrscheinlich durch die
schnelle Auflésung von unspezifischen Bindungen zwischen Inhibitor und Protein-Detergens-
Komplex zustande, die im 10 mM-Inhibitor-Uberschuss neben der spezifischen Bindung an
PfENT ausgebildet wurden. Vergleichsweise zeigt die Inhibitorbindung an BSA, bei der
ausschlieBlich von unspezifischen Wechselwirkungen ausgegangen wird, mit 80 % Abfall des
Signals eine nahezu ganzliche Auflésung der Inhibitorbindung im Messzeitraum, ohne
Ausbildung einer Plateauphase. Der Nachweis der spezifischen und langanhaltenden Bindung
des Inhibitors bestatigt flir LDAO stabilisiertes PfFNT eine funktionelle und richtig gefaltete
Binderegion im Protein. Der direkte Vergleich mit zellfrei hergestelltem Protein bestatigt
zusatzlich die spezifische Bindung von BH697 an PfFNT. Da die Untersuchung zur
Inhibitorbindung mit PfFNT nach der Nickelreinigung durchgefihrt wurde, kann die
Untersuchung als Endkontrolle der Proteinisolierung genutzt werden. Fehlfaltungen wahrend
Proteinproduktion und mogliche Proteindestabilisierung wahrend des Solubilisierungs- und

Reinigungsprozesses werden so mit untersucht. Des Weiteren unterstiitzt der Nachweis der
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langanhaltenden Bindung des Inhibitors die Theorie der Ausbildung einer irreversiblen
kovalenten Bindung zwischen PfFNT und dem Pharmakophor des Inhibitors [57, 138], die vor
allem unter Bericksichtigung der pharmakokinetischen Aspekte in der moglichen
Arzneimittelentwicklung von groBer Bedeutung sein kann. Ubertragen auf eine
antiplasmodiale Therapie kann bei der Ausbildung einer kovalenten Bindung von einer
irreversiblen Hemmung von PfFNT ausgegangen werden. Massenspektroskopische
Untersuchungen unter der Leitung von Prof. Dr. Andreas Tholey am Institut flir Experimetelle
Medizin der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel sprechen allerdings gegen die Theorie der
Ausbildung einer kovalenten Bindung. Des Weiteren ist der Nachweis einer langanhaltenden
aber auch fiir die Bindung des Inhibitors im Hinblick auf Co-Kristallisationsversuche im Rahmen

der Strukturaufklarung von grofem Interesse.

Als dritte Qualitatskontrolle diente die Aufnahme von negativ kontrastierten TEM-Bildern. In
Kapitel 5.2.3.1 wurden schon die Multimerisierung des PfFNT Pentamers diskutiert. Im
Rahmen der Funktionsanalytik ist vor allem die bildliche Darstellung der pentameren Struktur
von groBem Interesse. So konnte hier mit den finf Protomeren und der Zentralpore der
pentamere Oligomerisierungszustand klar erkannt werden (Abbildung 4-16). Dabei zeigte der
gemessenen Durchmesser von 9 nm eine vergleichbare GroRe zu anderen Formiat-Nitrit-

Transportern mit 8 nm Durchmesser in der Aufsicht (Abbildung 5-3) [38, 42].

Abbildung 5-3 Aufsicht auf die FNT-Struktur aus S. typhimurium mit Angabe des Durchmessers.
Abbildung modifiziert nach [35, 38]
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Mit der Darstellung durch TEM-Aufnahmen konnte erstmals eine Visualiserung von
gereinigtem PfFNT aullerhalb der antikérperbasierenden Detektion in der Westernblot-
Analyse gezeigt werden und der Vergleich des Durchmessers in der Aufsicht zu anderen FNTs

gezogen werden.

5.4 Eignung des gereinigten PfFNT fiir die Kristallisation

Mit der Herstellung von PfENT in P. pastoris und der anschlieBenden Reinigung konnte die
Grundvoraussetzung fur die Kristallisation etabliert werden. Es konnten groBe Mengen
(> 10 mg/ml) reines PfENT gewonnen werden. Mit der Stabilisierung mit B-OG konnte sogar
ein mondisperser Peak im Chromatogramm der GréRBenausschlusschromatographie erreicht
werden. Die vorher gezeigten und diskutierten Funktionstests haben die Funktionalitat und
das Vorliegen des Proteins in nativer Form bestatigt. Mit dem gereinigten und mit
verschiedenen Detergenzien stabilisierten PfFNT, wurden initial automatisierte
Kristallisationspufferbedingungen gescreent. Die Auswahl der Bedingung wurde dabei durch

kommerziell erhaltliche Screenings abgebildet (Tabelle 4-2).

Die im Screening entstandenen Kristalle zeigen zundchst eine heterogene Zusammensetzung
von Pufferbedingungen und Kristallformen. Durch die Sortierung nach Kristallformen zeigten
sich aber Gemeinsamkeiten innerhalb der Kristallisationspufferbedingungen. Eine
wiederkehrende Ausbildung scharfkantiger, hexaedrischer Kristalle (Abbildung 4-23) wurde
unter Zusatz von Alkalisalzen mit Chlorid und Formiat als Anion sowie hohen Anteilen an
hochmolekularem PEG bei neutralem pH-Wert gesehen. Ausnahmen bildeten zwei

Bedingungen mit leicht saurem pH-Wert (Tabelle 4-3).

Kénnen diese hexaedrischen Kristalle Proteinkristalle sein, die fur die Strukturaufklarung von
PfENT Bedeutung sind? Eine endgiltige Klarung dieser Frage muss die
rontgendiffraktometrische Untersuchung liefern. Anhand der vorhandenen Informationen

sollen aber Indizien daflir diskutiert werden.

Falsch-positive Ergebnisse im Screening sind durch Wachstum von Detergenzien- oder
Salzkristallen denkbar. Vor allem durch vorherige Aufkonzentrierung kann es zur
Akkumulation von Leer-Mizellen des Detergens im Proteinsolubilisat kommen. Der Einsatz
eines 100 kDa cut-off Filters sollte dies aber verhindern (4.13), da Leermizellen der

verwendeten Detergenzien diesen cut-off Uberwinden. Durch Zusatz einer identisch
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behandelten proteinfreien Negativkontrolle, sollte dieses Risiko minimiert werden. AuRerdem
zeigte sich hier Wachstum gleichartiger Kristalle sowohl mit LDAO und DM als auch B-OG
stabilisiertem PfFNT. Das Wachstum eines Detergenzienkristalls kann daher sehr
wahrscheinlich ausgeschlossen werden, da davon ausgegangen wird, dass die
unterschiedlichen Strukturen der Detergenzienmolekile auch zu unterschiedlichen
Kristallformen flihren. Des Weiteren wurde durch Co-Kristallisation mit dem PfFNT-Inhibitor
MMV007839 verstarktes Wachstum gegeniiber gleichen Wachstumsbedingungen ohne
Inhibitor gesehen. In dieser Kombination ist es moglich, dass die spezifische Bindung des
Inhibitors an PfFNT die Proteinstruktur stabilisierte und so die Kristallbildung positiv
beeinflusst wurde [139, 57]. Bei gleichzeitiger Betrachtung der Dissoziationsuntersuchtungen
(4.12.3) zeigte sich auch, dass eine ausreichend langanhaltende und starke Bindung zwischen
PfENT und Inhibitor fir den Zeitraum zwischen Inhibitorbindung und Kristallisationsansatz
ausgebildet wurde. Zundchst kann auf Basis dieser Informationen von der Bildung von

Proteinkristallen ausgegangen werden.

Im Vergleich zu Kristallisationspufferbedingungungen der bisher aufgeklarten FNT-Protein-
Strukturen zeigen sich Parallelen. Der Kristall des N-terminal gekurzten E. coli FocA wurde in
einer Mischmizelle aus B-OG und DDM, bei neutralem pH-Wert, hohem PEG-Anteil und mit
Natriumchlorid oder Natriumformiat kristallisiert [38]. Besonders auffallig ist hier der Zusatz
von Natriumchlorid und Natriumformiat. Natriumsalzzusatze sind in Kristallisationspuffern
zunachst nichts ungewdhliches, da diese die Loslichkeit des Proteins durch Starkung der
hydrophoben Wechselwirkungen (salting out) senken und so den Kristallisationsprozess
beglnstigen [140]. Im Fall der Formiat-Nitrit-Transporter stellen Formiat und Chlorid aber
auch Substrate dar und kdnnen als solche den Kristallisationsprozess positiv beeinflussen [35,
141]. Genauso beinhalten die Kristallisationspuffer anderer FNTs, dessen Struktur schon
aufgeklart wurde, auch entsprechende Substratzusatze. Im Fall des Vibrio cholerae FocA
wurde Natriumformiat [39] und bei Clostridium difficile mit dem HS™-Transporter

Natriumsulfit [41] zugesetzt.

Des Weiteren konnten im Screening Mikrokristalle mit FC 12 stabilisiertem PfFNT gesehen
werden. Hier kam es allerdings nur unter einer Bedingung, bei leicht saurem pH-Wert von 6,0
und erneut groBen hochmolekularem PEG-Anteil erst nach 55 Tagen zu mikrokristallinem

Wachstum. Eine Erklarung fiir die in Anzahl und GréRe geringe Ausbeute kann durch einen
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Vergleich der eingesetzten Proteinkonzentrationen gegeben werden. Fir alle
Kristallisationsansdtze, auBer mit FC 12 wurden Proteinkonzentrationen > 14 mg ml™*
eingesetzt (Tabelle 4-2), wahrend mit dem Detergezienwechsel zu FC 12 nur eine Ausbeute
von 8 mg ml™? erreicht werden konnte. Einen positiven Effekt kann die Ausbildung von
Mikrokristallen bei der Verwendung als Impfkristall fir erneute Kristallisationsansatze haben.
Durch die Zugabe eines Impfkristalls kann hier die kritische Kristallbildungsphase umgangen

werden und direktes Wachstum am Impfkristall geférdert werden [142].

Neben den hexaedrischen Kristallen und den Mikrokristallen wurden abgerundete und keiner
eindeutigen Form zuortenbare Kristalle gesehen. Durch die sehr heterogenen

Pufferbedingungen konnte keine Zuordnung erfolgen.

Obwohl eine Reihe von Pufferbedingungen fir die Kristallisation des gereinigten PfENT mit
vielversprechenden Kristallformen ermittelt werden konnten, ist es bisher nicht gelungen
einen Proteinkristall zu isolieren und Strukturdaten zu ermitteln. Als problematisch hat sich in
dieser Arbeit vor allem die MaRstabsvergroRerung der Kristallisationsansatze gezeigt. Die im
Screening entstandenen Kristallformen, vor allem die besprochenen hexaedrisch geformten
Kristalle konnte im groRReren 1 pl-MaRstab nicht in dieser Form reproduziert werden. Aus allen
getesteten Bedingungen konnten daher nur Kristalle aus finf verschiedenen
Kristallisationsbedingungen rontgendiffraktometrisch untersucht werden. Fir diese fiinf

Kristalle konnte allerdings kein Proteinstreumuster detektiert werden.

Das zundchst nlichtern wirkende Ergebnis kann an dieser Stelle aber nicht als Endpunkt der
Strukturaufklarung gesehen werden. Da nur eine geringe Auswahl der Kristalle auf Grund der
schwiergen Reproduktion untersucht wurde, kann mit den weiteren vielversprechenden
Kristallen eine Optimierung der Bedingungen vorgenommen werden, um ein Streumuster zu

erhalten.
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6 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in P. pastoris-Zellen groRe Menge PfFNT exprimiert und eine
geeignete Reinigungsmethode fiir PfENT etabliert werden. Die Funktionalitdt des gereinigten
Proteins wurde in drei unabhdngigen Funktionsassays bestdtigt. Des Weiteren wurden
Untersuchungen zur Strukturaufklarung durch die Kristallisation nach der vapor-diffusion-

Methode durchgefiihrt und erste Kristallisationsbedingungen ermittelt.

Fir das Ziel, die Struktur von PfFNT zu ermitteln, stellt die etablierte Expressions- und
Reinigungsmethode eine vielversprechende Basis dar. Auf den ermittelten ersten
Kristallisationsbedingungen kann zukinftig aufgebaut werden. Zur Optimierung der
Kristallkeimbildung und des Kristallwachstums, kann der stabilisierende Effekt der
Detergenzien in Bezug auf eine moglichst niedrige eingesetzte Konzentration Uberpruft
werden. Die Ausbildung kleiner stabiler Protein-Detergens-Komplexe erhdht die
Kontaktflachen zwischen den einzelnen Protein-Detergens-Komplexen fir die Kristallisation.
AulRerdem kdnnen in diesem Zusammenhang weitere Detergenzien wie beispielweise die
Maltose-Neopentyl-Glycol Analoga beziiglich der Kristallisation getestet werden [143]. Des
Weiteren kann zur besseren Detektion von Proteinkristallen schon im Screening-MaRstab mit
Einflhren eines fluoreszierenden Tryptophans durch eine Punktmutation mit UV-Licht-
Bestrahlung zwischen Protein- und Salzkristall oder Detergenzienkristall unterschieden
werden. Ein dhnlicher Effekt kann durch die Co-Kristallisation mit dem fluoreszierenden

PfENT-Inhibitor BH697 erreicht werden.

Fir die Kristallisation kann auRerdem eine manuelle MaRstabsvergréBerung vom Screening-
NanolitermaRstab in den Mikrolitermal3stab etabliert werden. Die MalistabsvergrofRerung
konnte ein grofleres Kristallwachstum bewirken und die Isolierung des Kristalls fur die
rontgendiffraktometrischen Untersuchung erleichtern. Alternativ kdnnen weiterhin im
Nanolitermal3stab beispielweise Crystal Direct™-Platten getestet werden. Der Vorteil liegt in

der automatisierten Kristallisolierung und réontgendiffraktometrischen Untersuchung.

Alternativ kann statt der klassischen Rontgenkristallographie auch die in den letzten Jahren
immer mehr etablierte Kryoelektronenmikroskopie zur Strukturaufklarung genutzt werden.

Als Voruntersuchung kénnen die fiir diese Arbeit bereits erstellten TEM-Aufnahmen mit DM
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als stabilisierendes Detergens fiir PfENT herangezogen werden, da diese im Vergleich zu LDAO,

B-OG und DDM nur geringe Hintergrundsignale lieferten [144].
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7 Zusammenfassung

Mit der Entdeckung und Charakterisierung des plasmodialen Laktattransporters (PfFNT)
wurde kirzlich ein valides, neues Wirkstofftarget zur Therapie der Malaria identifiziert, die
eine der grofRten gesundheitlichen Risiken in den tropischen und subtropischen Gebieten der

Welt darstellt.

PfENT wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Pichia pastoris in einem eukaryotischen
Expressionsystem im 2-Liter-FermentermaRstab hergestellt, um grole Mengen Protein fiir die
Strukturaufklarung durch Rontgenkristallographie zu gewinnen. Dabei sollte vor allem der
Einfluss von Detergenzien auf Reinigung, Stabilitat und Kristallisation des Proteins untersucht
werden. Mit P. pastoris-Zellen konnten erfolgreich mehrere Milligramm PfENT hergestellt und
durch Nickelaffinitditschromatographie und GrofRenausschlusschromatographie gereinigt
werden. Zur Solubilisierung von PfENT aus den Lipidmembranen der P. pastoris-Zellen waren
DDM und LDAO die geeignetesten Detergenzien. Mit LDAO konnten dabei deutlich grofRere
Ausbeuten erzielt werden. Wahrend der Nickelaffinitditschromatographie wurde das
Solubilisierungsdetergens zur Stabilisierung gegen DM, DDM, B-OG und FC 12 ausgetauscht.
Durch weitere Reinigung per GrofRenausschlusschromatographie wurde PfFNT mit allen
getesteten Stabilisierungsdetergenzien inklusive LDAO im nativen Oligomersierungszustand
eines Pentamers isoliert, wie transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigt
haben. Das hergestellte Protein war funktionell, wie die Untersuchungen in Proteoliposomen
in einer stopped-flow-Apparatur bestatigt haben. Des Weiteren wurde die Langzeitbindung

eines PfFNT-Inhibitors tiber 24 h gezeigt.

Mit initialen Kristallisationsscreenings konnten erste Kristallisationsbedingungen mit allen

vorher genannten Stabilisierungsdetergenzien ermittelt werden.

Das in dieser Arbeit beschriebene Protokoll fir die Produktion von PfFNT in P. Pastoris-Zellen
und die anschliefende Reinigung liefert funktionelles und hoch gereinigtes Protein und stellt
mit den daraus initial ermittelten Kristallisationsbedingungen eine hervorragende Grundlage

far die zukunftige Aufklarung der Proteinstruktur dar
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8 Summary

With the discovery and characterization of the plasmodial lactate transporter (PfFNT) a valid
new drug target was recently identified for the treatment of malaria, one of the major health

risks in tropical and subtropical regions of the world.

In this work, PfENT was produced in an eukaryotic expression system using Pichia pastoris at
a two-liter fermenter scale to obtain large amounts of protein for structure elucidation by X-
ray crystallography. In particular, the influence of detergents on the purification, stability and
crystallization of the protein was investigated. With P. pastoris cells, several milligrams of
PfENT could be successfully produced and purified by nickel-affinity-chromatography and size
exclusion chromatography. DDM and LDAO were the most suitable detergents for
solubilisation from lipid membranes of P. pastoris cells. With LDAO, significantly higher yields
could be achieved. During nickel-affinity-chromatography, solubilization detergents were
changed for stabilization with DM, DDM, B-OG and FC 12. By further purification using size
exclusion chromatography, PfFNT was isolated with all tested stabilization detergents
including LDAO in the native oligomerization state of a pentamer, as confirmed by
transmission electron microscopi. The produced protein was functional, as investigations in
proteoliposomes in a stopped-flow apparatus confirmed. Furthermore, the long-term binding
of a PfENT inhibitor over 24 hours was shown. Initial crystallisation screenings revealed first

crystallization conditions with all previously mentioned stabilization detergents.

The protocol described in this thesis for production of PfENT in P. Pastoris cells and the
subsequent purification provides functional and highly purified protein. Together with initially
determined crystallization conditions it represents an excellent basis for future elucidation of

the protein structure.
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