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Zusammenfassung

Gespaltene Inteine haben sich in den letzten Jahren als biochemisches und molekular-
biologisches Werkzeug zur posttranslationalen Modifikation von Proteinen etabliert. Die
Inteinhalften werden dabei separat auf zwei getrennten Fusionsgenen kodiert. Die Protein-
trans-SpleiRreaktion (PTS) beginnt nach der Assoziation und Faltung der Inteinh&lften in den
aktiven Komplex und verknipft die fusionierten Sequenzen des Zielproteins durch eine native
Peptidbindung. Ein kritischer Punkt dieser Reaktion ist die Abhangigkeit der Inteine von der
Primarstruktur des Zielproteins und insbesondere von den an das Intein angrenzenden Amino-
sauren. Diese konnen die SpleilRreaktion beeintrdchtigen oder sogar inhibieren. Um diese
Effekte moglichst schnell und mit geringem Arbeitsaufwand fir die Generierung von Intein-
fusionsproteinen zu erkennen und zu umgehen, wurden in dieser Arbeit auf Inteinkassetten
basierende Ansatze entwickelt. Der Vorteil dieser Inteinkassetten grundet sich auf der in
einem Schritt stattfindenden ,,spurlosen® Integration aller Inteinkomponenten in ein Zielgen
durch homologe Rekombination oder restriktionsfreie PCR. Dabei ist die freie Wahl der
flankierenden Aminosduren Uber die zur Amplifikation gewéhlten Primer mdglich. Letzt-
endlich entfallen sowohl aufwendige Klonierungsarbeiten als auch die Addition von
Restriktionsschnittstellen an die Inteingene, wobei letztere zu zusétzlichen Aminosdurecodons
fuhren wirden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit
generierte Inteinkassette verwendet, um konditionale Kontrolle (ber die Tabaké&tzvirus-
(TEV)-Protease auszuuben. Diese Kontrolle ist mdglich, weil das verwendete, kunstlich
gespaltene Saccharomyces cerevisiae VMA-Intein nur in Verbindung mit dem Hetero-
dimerisierungssystem FRB/FKBP und unter Zugabe des Liganden Rapamycin die Splei3-
reaktion effizient durchfiihren kann. Die so induzierte PTS-Reaktion wird als konditionales
ProteinspleiBen (CPS) bezeichnet. Nach der Integration der Inteinkassette an neun unter-
schiedlichen Positionen des TEV-Proteasegens in Hefe wurden zwei Positionen identifiziert,
die in einer schaltbaren TEV-Protease resultierten und zur selektiven Spaltung von Reporter-
proteinen mit einer TEV-Erkennungssequenz verwendet werden konnten. Dabei konnte die
SpleiBproduktbildung bereits nach 30 Minuten in Western-Blot-Analysen nachgewiesen und
die Spaltungsaktivitat der schaltbaren TEV-Proteasen mittels Konfokalmikroskopie in einzel-
nen Zellen verfolgt werden. Erste Experimente in Sdugerzellen wiesen auch in diesem
Modellsystem die Aktivitat einer der beiden konditionalen Proteasen nach.

Innerhalb eines zweiten Projektes wurden drei auf den gespaltenen Ssp DnaB, Npu
DnaE und Mxe GyrA Inteinen basierende trans-Inteinkassetten entwickelt, die alle spontane
Aktivitat in der PTS-Reaktion zeigten. Dabei variierten die einzelnen Kassetten sowohl in
ihrer Sequenzpréferenz als auch in den verschiedenen Aminoséuren, die nach der abgelau-
fenen SpleilRreaktion im ligierten Zielprotein als Reste Ubrig blieben. Die Kassetten wurden so
konzipiert, dass die nach der Zielgen-Integration entstandenen Fusionsgene selektiv in
Escherichia coli exprimiert werden konnten. Fiir das Modellprotein gpD-Trx wurde zuerst die
Funktionalitat des Integrationsprozesses der Ssp DnaB- und Npu DnaE-Inteinkassetten gezeigt
und anschlieRBend die selektive SpleiBproduktbildung mittels Western-Blot-Analyse verfolgt.
Aulerdem wurde die Npu DnaE-Inteinkassette in das CobA-Enzym - eine Uroporphyrinogen-
I11-Methyltransferase - integriert. Infolgedessen konnte rekonstituiertes CobA durch die
Produktion von fluoreszierenden Tetrapyrrol-Derivaten als Biosensor fir erfolgreiches
ProteinspleiBen verwendet werden. Die Aktivitdt des Proteins wurde uUber selektive
Expression der Inteinfusionsgene in E. coli gesteuert. In der Ubertragung dieses Systems auf
Séugerzellen konnte die PTS-Reaktion sowie die Aktivitdt des CobA-Proteins mittels
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden.



Summary

In the last couple of years, split inteins were established as a biochemical and molecular
biology tool for the posttranslational modification of proteins. To this end, the intein halves
are expressed as two separate intein fusion genes. The actual protein trans-splicing (PTS)
reaction takes place after the association and folding of the intein halves into an active
complex. Eventually the process leads to the formation of a native peptide bond between both
target protein sequences which were fused to the intein halves. A critical step in this reaction
is the dependence of the intein on the primary structure of the fused target protein and in
particular on the amino acids in direct contact with the intein. These flanking amino acids can
impair or even inhibit the protein splicing reaction. The chosen way to recognize and to get
rid of these intein related effects and additionally to streamline the fusion gene generation was
based on intein cassettes. The advantage of the intein cassette is due to the one-step
“traceless” integration process which inserts all intein related components into the gene of
interest either via homologous recombination or restriction-free cloning. Even the free
selection of the flanking amino acids is possible by simply varying the primers used in the
amplification step. Moreover, tedious cloning efforts and the addition of restriction sites,
which result in additional amino acid codons, are skipped.

In the first part of this work, an intein cassette which was generated during my
diploma thesis was used to exercise conditional control upon the Tobacco Etch Virus (TEV)
protease. This control is possible, because the artificially split Saccharomyces cerevisiae
VMA intein can only perform the protein splicing reaction if utilized in combination with the
FRB/FKBP heterodimerizer system and by addition of the small molecule rapamycin. The
induced PTS reaction is called conditional protein splicing (PTS). After the integration
procedure of the intein cassette at nine different positions in the TEV gene in yeast, two
switchable proteases were identified, all of which had the ability to cleave a reporter protein.
For those conditional proteases the formation of splice product could be identified within 30
minutes after the addition of rapamycin in western blot analysis. Additionally, the cleavage
events could be followed on a single cell basis by confocal microscopy. First experiments in
cell culture even indicated activity of one of the CPS proteases in this model system.

In a second project, three different intein cassettes were developed that were based
upon the Ssp DnaB, Npu DnaE, and Mxe GyrA split inteins and all showed spontaneous
activity in the PTS reaction. Thus, the intein cassettes differ in their sequence preference as
well as in the persisting amino acid, which is the only remnant of the splicing reaction within
the ligated target protein. Another feature of the intein cassette integration is that the resulting
fusion genes can be selectively expressed in Escherichia coli. By using a model protein (gpD-
Trx) and the Ssp DnaB and Npu DnaE cassettes, the functionality of the integration procedure
was demonstrated and subsequently the selective formation of the splice product was detected
in western blot analysis. Furthermore, the Npu DnaE intein cassette was integrated into the
CobA enzyme, a uroporphyrinogen Il methyltransferase. The reconstituted CobA generates
fluorescent tetrapyrrole derivatives which is why it could be used as a biosensor for successful
protein splicing. The activity of the protein was controlled via selective expression of the
intein fusion genes in E. coli. After the final transfer of this system to cell culture, the PTS
reaction, as well as the resulting CobA activity was detected by fluorescence microscopy.
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Tabelle 1: Aminosduren: Abkirzungen und Molekulargewichte

Aminosaure 3-Buchstabencode | 1-Buchstabencode MW (g/mol)
Alanin Ala A 89
Arginin Arg R 174
Asparagin Asn N 132
Aspartat Asp D 133
Cystein Cys C 121
Glutamat Glu E 147
Glutamin GIn Q 146
Glycin Gly G 75
Histidin His H 155
Isoleucin lle I 131
Leucin Leu L 131
Lysin Lys K 146
Methionin Met M 149
Phenylalanin Phe F 165
Prolin Pro P 115
Serin Ser S 105
Threonin Thr T 119
Tryptophan Trp W 204
Tyrosin Tyr Y 181
Valin Val \Y 117




Einleitung

1 Einleitung

Seit der Begrundung der Molekularbiologie vor tber 50 Jahren ist es ihr Ziel, die Molekdile
des Lebens - DNA, RNA und Proteine - zu manipulieren. Wenn diesen Molekilen eine
verallgemeinerte Funktion zugewiesen werden soll, ist DNA die Erbsubstanz, RNA ein
Informationstrédger und Proteine, mit ihren mannigfaltigen katalytischen Aktivitaten, sind die
Hauptakteure der enzymatischen Prozesse in der Zelle. Resultierend aus diesen anfanglichen
Erkenntnissen formulierte Francis Crick 1970 das zentrale Dogma der Molekularbiologie, das

den grundsétzlichen Informationsfluss in biologischen Systemen beschreibt (Abbildung 1)

[1].

Abbildung 1. Zentrales Dogma der Molekularbiologie

Die Abbildung zeigt die generellen (schwarz) und speziellen (blau) Mechanismen des
sequenziellen Informationsflusses in biologischen Systemen. In generellen Fall, der in allen
Lebewesen stattfindet, startet die Sequenzinformation auf Ebene der DNA, wird durch die
Transkription in RNA umgeschrieben und wird im finalen Schritt, dem Prozess der
Translation, in Proteine umgewandelt. Die speziellen Mechanismen kommen im Grof3teil der
Félle nur in infektiosen Elementen wie Viren und Transposons vor.

Heutzutage ist es moglich, fast alle Proteine in den verschiedensten Modellorganismen
bereits auf der genetischen Ebene zu verandern. Von den Bakterien bis zu den Sdugetieren
kénnen Genommanipulationen unter Ausnutzung des Prozesses der homologen
Rekombination durchgefiihrt werden. Auch flhrte die breite Anwendbarkeit der RNA-
Interferenz (RNAI), ein Prozess zur Gen-Stummschaltung auf Transkriptionsebene, in den
letzten Jahren zu einem ganz neuen und einfach anzuwendenden Kontrollmechanismus. Auf
der Proteinebene wurden ebenfalls verschiedenste Techniken entwickelt, um Protein-

funktionen zu kontrollieren und zu manipulieren, jedoch konnten keine so allgemeingultigen



Einleitung

Methoden wie auf DNA- oder RNA-Ebene entwickelt werden. Der Hauptgrund liegt im
molekularen Aufbau der Proteine und der damit verbunden hoheren Komplexitét als bei DNA
und RNA.

Der in dieser Arbeit gewéhlte Ansatz zur Proteinfunktionskontrolle bedient sich der
sogenannten Inteine und greift direkt auf der Proteinebene an. Zur Ubersicht sollen hier die
grundsatzlichen Erkenntnisse Uber Inteine und einige Methoden zur Funktionskontrolle auf
den Ebenen der DNA, RNA und Proteine beschrieben werden. Da der Rahmen dieser Arbeit
begrenzt ist, wird der Fokus auf Techniken gelegt, die eine moglichst generelle
Anwendbarkeit in htheren Organismen erlauben.

1.1 Inteine

Vor ca. 20 Jahren wurde eine besondere Art der posttranslationalen Prozessierung des VMA1-
Proteins, der vakuoldaren ATPase von Saccharomyces cerevisiae, entdeckt. Bei diesem
Prozess, dem sogenannten Proteinspleil3en, wird ein in frame insertiertes 50 kDa grof3es VDE-
Element (engl. Vmal-derived element) mit DNA-Endonukleaseaktivitit [2] autokatalytisch
und unabhéngig wvon anderen zelluldaren Prozessen aus einem Vorldauferprotein
herausgeschnitten [3, 4]. Wahrend dieses Prozesses werden die getrennten Halften der
vakuoldren ATPase zum funktionsfdhigen Protein verknupft. Seit dieser ursprunglichen
Entdeckung wurden Gber 450 Inteine in allen drei Doménen des Lebens - Prokarya, Eukarya

und Archaea - identifiziert (http://www.neb.com/neb/inteins.html, [5]). Die Verbreitung in

allen drei Doménen des Lebens impliziert, dass es sich bei ihnen zwar um eine weit
verbreitete Gruppe von Proteinddmanen handelt, sie aber nur sporadisch auftreten (Kapitel
1.1.3). Ebenso sind bis jetzt noch keine Inteine mit einem positiven Selektionseffekt fur ihren
Wirt bekannt, weswegen sie auch als ,,molekularen Parasiten* bezeichnet werden.

Inteine werden Uberdies als ,single-turnover“-Enzyme beschrieben, welche die
einmalige Verknupfung ihrer flankierenden Bereiche, der Exteine, durch eine native
Peptidbindung in vier nukleophilen Substitutionsreaktionen katalysieren. Die direkten
Ubergangspunkte zwischen Extein und Intein werden auch als N- bzw. C-terminale
SpleiRregion bezeichnet. Allgemein besitzen Inteine eine geringe Ahnlichkeit in ihrer
Gesamtsequenz, beim genauen Vergleich der unterschiedlichen Inteine treten indes einige
konservierte Bereiche und vor allem Aminosauren auf (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Schematische Abbildung eines Vorlaufermolekils des Proteinsspleil3ens

In dieser Abbildung ist das eigentliche Intein (griin) von seinen Exteinen (rot) umgeben und
wird von einer optionalen Homing-Endonuklease (Homing EN, grau) unterbrochen. In
GrofRbuchstaben oberhalb des Inteins sind die konservierten Blécke benannt, und unterhalb des
Vorlaufermolekiils die konservierten und katalytisch aktiven Aminoséduren des Inteins bzw. des
C-Exteins. Die konservierten Aminosauren der Inteine, die dem generellen Spleilmechanismus
folgen (Klasse 1 Inteine, Kapitel 1.1.1), sind in GroRbuchstaben dargestellt, abweichende
Aminoséuren in anderen Inteinen in Kleinbuchstaben. X steht fur eine unkonservierte
Aminosaure. Unterhalb der Abbildung ist die am weitesten verbreitete Nummerierung der
Extein- und Inteinaminoséduren verdeutlicht.

Wie schon erwahnt, besitzen einige Inteine in ihrer fir den SpleiBprozess katalytisch
aktiven Region eine eingebettete Homing-Endonuklease (Block C-H). Dabei handelt es sich
um Doppelstrang-spezifische DNasen, die eine groRen Sequenzerkennungsbereich haben (12-
40 bp) und damit auch hochspezifisch sind [6]. Homing-Endonukleasen katalysieren den
horizontalen Gentransfer zwischen Organismen, falls einer von diesen noch keine Intein mit
Endonuklease besitzt.

Durch Sequenzanalysen der Katalytisch aktiven Region der Inteine wurden
verschiedene Motive mit den dazugehdrigen konservierten Aminosauren identifiziert [7, 8]
(Abbildung 2). Diesen Blocken A, B und F, G lassen sich generelle Funktionen in
ProteinspleiBmechanismus zuweisen. Essentiell fiir das Ablaufen der SpleifRreaktion sind die
Aminosduren an Position 1 (Cys/Ser), das C-terminale Asn und an Position +1 Cys/Ser/Thr
[9-11]. Der Mechanismus des ProteinspleilRens wird ausfihrlicher an einer anderen Stelle
behandelt (siehe Kapitel 1.1.1).

Allen Inteinen ist nicht nur die Konservierung einzelner Bereiche und Aminosduren
gemein, sondern auch die ihrer Faltung. Eine ganze Uberfamilie an Domanen, als
Hedgehog/Intein (Hint) Klasse [12] bezeichnet, besitzt die gleiche Tertidrstruktur. Bei allen
bis jetzt aufgeklarten Strukturen werden die N-terminalen und C-terminalen Exteinsequenzen

in raumliche Né&he zueinander gebracht (Abbildung 3 A). Darlber hinaus befinden sich
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weitere konservierte und katalytisch aktive Aminoséuren in dieser Region, so z.B. das

essentielle C-terminale Asparagin.

Abbildung 3. Struktur der Inteine

A) Die Abbildung zeigt das Sce VMA-Intein (griin) mit der Homing-Endonuklease (grau) und
einigen N-terminalen und C-terminalen Exteinaminoséuren (rot) (PDB Code 1JVA) [13].
Ebenso ist eine zusatzliche DNA-bindende Region (gelbgriin) in dem Intein vorhanden. B) Die
Struktur zeigt das Mxe GyrA-Miniintein (griin) aus Mycobacterium xenopi (PDB Code 1AM2)
[14]. Die Abbildungen wurden mit PyMOL erstellt (Schrddinger).

In Falle des VMA-Inteins besteht das VDE-Element aus zwei unabhéngigen
Strukturen: der Homing-Endonuklease und der autokatalytischen Inteindoméne [15]. Falls
Inteine eine Endonuklease tragen, werden sie auch als Maxiinteine bezeichnet. Die Aktivitét
der Endonuklease ist allerdings, wie schon aus den eigenstandig gefalteten Doménen in der
Struktur hervorgeht, unabhdngig von der Inteinaktivitat. Ein Vertreter der sogenannten
Miniinteine, Inteine die keine Endonuklease besitzen, ist das Mxe GyrA-Intein (Abbildung 3
B).

Im folgenden Kapitel soll der Mechanismus des ProteinspleiBens néher erldutert

werden.

1.1.1 Mechanismus des Proteinspleif3ens

Bis zum heutigen Tag wurden drei unterschiedliche mechanistische Klassen von Inteinen
beschrieben. Das Resultat der ablaufenden Proteinspleifreaktion ist bei allen Inteinklassen

gleich: Die Exteinsequenzen werden Uber eine native Peptidbindung verknupft. Gleichwohl
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differieren die Klassen am Anfang des Mechanismus allerdings in einigen Schritten. Der
GroRteil der bekannten und charakterisierten Inteine gehdren zur Klasse 1 und folgt dem
Standardspleifmechanismus, der aus vier aufeinander folgenden nukleophilen

Substitutionsreaktionen besteht (Abbildung 4).

Abbildung 4. Mechanismus des Proteinspleif3ens

Hier abgebildet ist der Standardspleifmechanismus (Klasse-1-Inteine) mit einem Cystein an
beiden SpleiBregionen. Die Nebenreaktionen wurden zur Vereinfachung nicht abgebildet.
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Der Standardspleimechanismus beginnt mit einem nukleophilen Angriff der Thiol-
oder Hydroxylgruppe der Aminosdure an Position 1 des Inteins (Cys oder Ser) auf die
Carbonylgruppe der benachbarten Peptidbindung. Durch diesen N-S- bzw. N-O-Acyltransfer
bildet sich an der N-terminalen Spleil3region eine Thioester- bzw. Esterbindung (Abbildung 4
I). Die zurzeit favorisierte Theorie, um diese eigentlich energetisch ungiinstige Umlagerung
zu erklaren, geht von einer Grundzustanddestabilisierung (engl. ground state destabilization)
aus. Das Intein und vor allem Aminoséuren in den Blécken A und B flihren dazu, dass sich
eine gespannte und spaltbare Peptidbindung an der N-terminalen Spleiiregion ausbildet. So
konnte bei zwei Inteinen entweder cis- oder deformierte trans-Konfigurationen an der
besagten Peptidbindung nachgewiesen werden [14, 16]. Andere Kristallstrukturen zeigten
dagegen die planare trans-Konfiguration [13, 17, 18], was aber mdglicherweise nur Effekte
von in die Inteine eingeflihrte Mutationen sind, welche eine Kristallisation erst ermdglichen.
Die Studien, deren Ergebnisse dem nattrlichen Zustand bisher am n&chsten kommen, sind
kernspinresonanzspektroskopopische (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) Unter-
suchungen mit dem Mxe GyrA-Intein. In diesem Fall wurde nach der selektiven
Isotopenmarkierung der N-terminalen Spleifiregion eine hochpolarisierte Amidbindung
gefunden. Auch konnte nachgewiesen werden, dass ein konserviertes Histidin in Block B eine
essentielle Rolle in dem SpleiBprozess spielt und zur Reorganisation der Tertidrstruktur
beitragt [19]. Diese Untersuchungen stellen auch die groRte Unterstiitzung der Theorie der
Grundzustanddestabilisierung dar.

Im zweiten Schritt erfolgt erneut ein nukleophiler Angriff der Thiol- bzw.
Hydroxylgruppe der Aminosédure an Position +1 des C-Exteins (Cys, Ser od. Thr) auf die
Carbonylgruppe an der N-terminalen SpleilSregion. Durch diese Reaktion entsteht ein
verzweigtes Intermediat, dessen Exteine tber eine Thioester- bzw. Esterbindung miteinander
verbunden sind (Abbildung 4 I1). Mutationsstudien konnten schon relativ friih zeigen, dass
ohne eine dieser +1-Aminosduren kein nukleophiler Angriff und somit auch keine
Spleilireaktion stattfinden kann [11].

Im néchsten Schritt wird das Intein durch die Zyklisierung seines C-terminalen
Asparagins irreversibel gespalten. Bei diesem Prozess entstehen zwei Molekiile: Das Intein,
das am C-Terminus ein Succinimid trdgt und die Uber eine Thioester- bzw. Esterbindung
verknlpften N- und C-terminalen Exteine (Abbildung 4 IlI). Bei einer Mutation des
Asparagins ist keine Spaltung des Inteins moglich [9], allerdings sind auch Inteine bekannt,
die an dieser Position ein Glutamin oder Aspartat besitzen [20]. Eine fiir verschiedene Inteine
beschriebene Gemeinsamkeit der Spaltungsreaktion ist die wichtige Funktion des Block G
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Histidins bei der Zyklisierungsreaktion [18, 21-23]. Im Falle des Psp GBD-Pol-Inteins war
sogar dessen Mutation ausreichend, um die Spleireaktion zu inhibieren [22]. Anderen
Inteinen, wie allen DnaE-Inteinen oder auch dem Methanococcus jannaschii KIbA-Intein,
fehlt das Histidin an dieser Position [17, 24, 25]. Die Strukturanalysen einiger Inteine gaben
auch Hinweise auf die Beteiligung von koordinierten Wassermolekilen an der
Spaltungsreaktionen [17, 18, 26, 27]. Zusammenfassend deuten somit die zurzeit vorhandenen
Ergebnisse auf einen inteinspezifischen Katalysemechanismus der Reaktion hin.

Im letzten Schritt der ProteinspleiRreaktion greift die freie Aminogruppe am
Verknutpfungspunkt zwischen N- und C-terminalen Extein die Thioester- bzw. Esterbindung
an und im folgenden S-N- bzw. O-N-Acyltransfer wird eine native Peptidbindung zwischen
den Exteinen gebildet (Abbildung 4 1V). Diese Umwandlung in die thermodynamisch
stabilere Peptidbindung findet spontan statt. Unabhangig von dieser Reaktion wird auch das
Succinminid durch langsam stattfindende Hydrolyse in ein Asparagin umgewandelt
(Abbildung 4 V). Einzig im Falle des Sce VMA-Inteins wurde eine Beteiligung des Block-G-
Histidins bei der Hydrolyse des Succinimids postuliert [13].

Neben den direkt an der Reaktion beteiligten Aminosauren wurde auch ofters ein
signifikanter Einfluss der flankierenden Aminosduren der Exteinhélften auf die Protein-
Spleilireaktion bzw. auf Neben- und Teilreaktionen beobachtet, z.B. die -1 Position sowohl
fir das Sce VMA-Intein [21] als auch fiir das Mxe GyrA-Intein [28]. Des Weiteren ist die
Wahl der +2 bis +3 Position bei den DnaE-Inteinen limitiert [29-32]. Diese Beeinflussung der
Spleilireaktion kommt vor allem zum Tragen, wenn sich das Intein in unnaturlicher Extein-
Umgebung befindet.

Auler den Hauptprodukten des Spleimechanismus wurden in unnatirlichen
Exteinkontexten bzw. unter nichtphysiologischen Bedingungen auch Nebenprodukte
beschrieben [9, 11, 33, 34]. Eine mogliche Nebenreaktion ist die verfriihte Zyklisierung des
Asparagins, die zur Abspaltung des C-terminalen Exteins fuhrt (C-terminale Spaltung). Bei
der N-terminalen Hydrolyse hingegen wird einer der gebildeten Thioester oder Oxoester
durch ein Nukleophil angegriffen (lineares bzw. verzweigtes Intermediat) und spaltet das N-
terminale Extein ab.

Der hier beschriebene Mechanismus bezieht sich auf die am haufigsten
vorkommenden mechanistischen Klasse-I-Inteine. Es gibt bisher noch zwei weitere
identifizierte und charakterisierte Klassen von Inteinen, die sich im Ablauf bis zur
Asparaginzyklisierung unterscheiden. Ab diesem Punkt (Abbildung 4 [lI) ist die
Spleilireaktion identisch.
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Die Klasse-11-Inteine, wie das Mja KIbA-Intein, besitzen an Position 1 ein Alanin, was
die anféngliche Thioester- bzw. Esterbildung unmdglich macht. In diesen Fallen bildet sich
direkt das verzweigte Intermediat durch einen nukleophilen Angriff der +1 Aminosaure auf
die N-terminale SpleiRregion [25].

Die Inteine der Klasse Ill, wie das Mycobacteriophage Bethlehem DnaB-Intein,
beginnen mit einem Prolin an Position 1 und besitzen an +1 ein Threonin oder Serin [35]. In
dieser Klasse startet der Mechanismus mit dem nukleophilen Angriff eines konservierten
Cysteins, das sich in Block F des Inteins befindet, auf die N-terminale Spleil3region.
AnschlieBend bildet sich das verzweigte Intermediat durch eine Umesterung mit dem

Threonin oder Serin an Position +1 [36].

1.1.2 Das Protein-trans-Spleil3en

Neben den erwahnten Inteinen, die in cis auf nur einer Polypeptidkette mit beiden
Exteinhélften vorliegen, ist auch noch eine andere Organisationsform bekannt. Diese
gespaltenen Inteine sind in zwei Halften zerteilt und mit jeweils einem Exteinfragment
verbunden. In diesem Fall wird die stattfindende SpleiRreaktion als Protein-trans-Splei3en
(PTS) bezeichnet. Die beiden erzeugten Proteine missen also in Lésung (in der Zelle oder in
vitro) erst miteinander assoziieren und die Aktivitat des Inteins durch Konformationsanderung
rekonstituiert werden (Abbildung 5).

Bis jetzt wurden zwei unterschiedliche natirlich vorkommende Typen von
gespaltenen Inteinen identifiziert: die DnaE-Inteine der DNA-Polymerase Ill, mit mehreren
Vertretern in unterschiedlichen Spezies der Cyanobakterien [37], und das Intein aus der
Nanoarchaeum equitans B-Typ DNA-Polymerase (Neq DNA-Polymerase) [38]. Im Falle der
bakteriellen a-Untereinheit der DNA-Polymerase 111 aus Synechocystis sp. PCC6803 sind 774
Aminosauren (AS) der N-terminalen Region des DnaE-Proteins mit dem 123 AS grofien N-
Terminus des Ssp DnaE-Intein fusioniert. Das komplementére Protein besteht aus der 36 AS
grofRen C-terminalen Ssp DnaE-Inteinh&lfte und dem 436 AS des DnaE-Proteins (Abbildung
5). Die geteilten Gene des Ssp dnaE-Inteins sind im Genom 745 kbp voneinander entfernt
[39], kénnen aber auch tber 3 Mbp auseinander liegen [37]. Interessant ist, dass in allen
Fallen die Genorganisation bei den DnaE-Inteinen gleich ist und sie sogar einen konservierten
Integrationsort besitzen [37]. Kurzlich wurden aus einer globalen Ozean-Gendatenbank 26
potentielle neue gespaltene Inteine identifiziert, die eine freistehende Endonuklease besitzen

[40] (Kapitel 1.1.3). Allerdings hat noch keine funktionelle Charakterisierung stattgefunden.

14



Einleitung

Abbildung 5. Schema des Protein-trans-Spleiens am Beispiel des DnaE-Proteins

Vom zwei unterschiedlichen Regionen auf dem Genom von Synechocystis sp. werden zwei
Proteine synthetisiert, die jeweils aus einer Fusion einer Hélfte des DnaE-Proteins (N- und C-
terminales DnaE) und dem DnaE-Intein (N- und C-terminales Int) bestehen. Nach der
schnellen Assoziation der Inteinfragmente wird die Aktivitét des Inteins wieder hergestellt und
die Protein-trans-SpleiRreaktion (PTS) kann stattfinden. Das Produkt der PTS-Reaktion ist die
funktionale a-Untereinheit der DNA-Polymerase 111, was den Zusammenbau der aktiven DNA-
Polymerase 111 im Bakterium ermdglicht.

Noch vor der Entdeckung der natirlich gespaltenen Inteine wurde erkannt, dass sich
gespaltene Inteine auch artifiziell erzeugen lassen [41]. In den meisten seither beschrieben
Féllen teilte man die Inteine dazu zwischen den Blocken B und F, der Bereich, in dem bei den
Maxiinteinen die Endonuklease insertiert ist. In einigen Féllen, z.B. beim Sce VMA-Intein,
verlieren die Inteine durch diesen Spaltungsprozess ihre naturliche Aktivitét.

Der Mechanismus, der es den Inteinenhélften ermdglicht, sich in Lésung zu finden
und die PTS-Reaktion durchzufiihren, ist im Detail noch nicht bekannt, jedoch l4uft die
Assoziation der Fragmente generell sehr schnell ab. Im Falle des DnaE-Inteins wurde z.B.
eine niedrige nanomolare Affinitat der Fragmente zueinander gemessen [42], wobei eine
Theorie besagt, dass die lokalen Ladungsunterschiede in den Inteinhalften des Ssp DnakE ihre
Assoziation begunstigen [43]. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ware demnach die
Protein-trans-SpleiRreaktion selbst, was sich ebenfalls auf die Reaktionsgeschwindigkeiten

von naturlich und kinstlich gespaltenen Inteinen niederschliige (Tabelle 2).
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Tabelle 2. PTS-Reaktionsraten von gespaltenen Inteinen

Intein T/°C k/st Referenz
Natlrlich gespaltene Inteine

Npu DnaE 37 1,1 x 10% [44]
Ssp DnaE 23 6,6 x 10 [45]
Ssp DnaE 23 3,3x 10 [46]
Kunstlich gespaltene Inteine

Sce VMA 25 9,4 x 10 [47]
Sce VMA 25 1,9x10* [48]
Ssp DnaB (Endo) 25 7.1x 10 [47]

(Endo) steht fiir eine Spaltung an der Endonukleaseposition.

Inzwischen finden natlrlich und kunstlich gespaltene Inteine mannigfaltige
Anwendungen sowohl in vitro als auch in vivo zur Synthese und Semisynthese von Proteinen

(siehe Kapitel 1.1.4) oder als Werkzeug zur Proteinfunktionskontrolle (siehe Kapitel 1.4.3).

1.1.3 Evolution der Inteine

Inteine kommen in allen drei Doménen des Lebens vor und besitzen unter anderem einige
konservierte Aminosauren und eine dhnliche Struktur. Ein Vergleich ihrer Gesamtsequenz
untereinander fuhrt zu einer sehr hohen Sequenzdiversitat. Diese Beobachtung wird zurzeit
mit dem phylogenetisch sehr alten Ursprung der Inteine erklart und der daraus resultierenden
Zeit, die es den Inteinen ermoglichte, sich zu verandern und zu spezialisieren. Das vermutete
Vorlauferprotein soll schon vor der Teilung von Prokaryoten und Eukaryoten existiert haben
(Abbildung 6).

Eine Untersuchung ber die Verbreitung noch vorhandenen Inteine entdeckte einige,
die eine identische Integrationsposition in homologen Genen unterschiedlicher Organismen
besitzen. Diese Intein-Allele, die sich untereinander starker ahneln als andere (nichtallelische)
Inteine, kénnen auf ein gemeinsames Vorlaufergen zurickfuhrt werden [7]. Im Falle der
DnaE-Inteine von Cyanobakterien ist nicht nur die Genorganisation, sondern auch der
Integrationsort konserviert [37].

Bei den nichtallelischen Inteinen fallen zwei Dinge auf: Zum einen ist ihre

Phylogenese stark unterbrochen (http://www.neb.com/neb/inteins.html, [5]) und zum anderen

kommen sie sehr haufig an hochkonservierten Sequenzmotiven in essentiellen Genen vor [49-
51]. Im Kontext dieser zwei Beobachtungen stellt sich zusétzlich die Frage, warum Inteine
uberhaupt noch existieren, da sie keine bekannte Funktion fur ihren Wirtsorganismus erfullen.
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Inteine werden deshalb fernerhin als parasitire genetische Elemente bezeichnet [52]. Eine
Folge davon, dass sie dem Organismus keinerlei evolutionaren Vorteil verschaffen, ist ihre
stdndige Bedrohung durch selektionsbedingte Ausrottung. Dieser Prozess fuhrt auch zu der
phylogenetisch sehr grofRen Distanz der Inteine. Die Entfernung noch vorzufindender Inteine
gestaltet sich aber wegen ihres Vorkommens in hochkonservierten proteinkodierenden
Regionen, die haufig aktiven Zentren, Liganden-Bindungsstellen, etc. entsprechen [53],
relativ schwierig. Deshalb muss, wenn das Intein entfernt werden soll, dies Uberaus
sequenzspezifisch geschehen, dass sowohl der Leserahmen des Gens intakt bleibt als auch
keine Deletion oder Insertion in einer essentiellen Region entsteht.

Abbildung 6. Ursprung der Inteine und das Vorkommen der Hint Uberfamilienmitglieder

Das Schema zeigt das Vorkommen der Hint Uberfamilienmitglieder in den drei Domanen des
Lebens. Die roten Linien deuten die wahrscheinliche Evolution der Inteine an.

Neben den Inteinen gibt es noch weitere Klassen von Proteindoménen, die alle
Gemeinsamkeiten in ihrer Sequenz, Struktur und ihren mechanistischen Eigenschaften
besitzen. In der Hint Uberfamilie wurden bisher die autoprozessierenden Domanen der Hog-
Proteine und die bakteriellen inteindhnlichen Doméanen (engl. bacterial intein-like, BIL)
(Abbildung 6) charakterisiert.

Die prominentesten Vertreter der Hog-Proteine sind die Hedgehog-Proteine (Hh), die
einen essentiellen Signalweg in der Entwicklung von Eukaryoten kontrollieren. Sie besitzen
eine N-terminale (Hh-N) und C-terminale (Hh-C) Domane. Die erste Doméne Hh-N, auch
Hedge genannt, ist die Region, die Uber die eigentliche biologische Signalaktivitat verflgt.
Die Hh-C-Doméne (Hog) besteht aus zwei Teilen, der Hint-Domane, die autokatalytisch ihre
flankierenden Bereiche miteinander ligiert, und einer zweiten Region (engl. sterol-recognition

region, SSR), die spezifisch Cholesterin erkennt und bindet. Die carboxyterminale auto-

17



Einleitung

proteolytische Domane &hnelt in ihrer Sequenz den Inteinen [54]. Seit der Losung der
Kristallstruktur der autokatalytischen Hh-C-Region von Mus musculus wird diese als Hint-
Doméne bezeichnet [12].

Ebenso zur Hint Uberfamilie gehdren die bakteriellen inteinahnlichen Doménen (BIL),
von denen bis jetzt drei verschiedene Klassen (BIL A-C) identifiziert wurden [55, 56]. Sie
fiihren entweder gezielt ProteinspleiRen oder N- und C-terminale Hydrolyse durch, kommen
jedoch im Gegensatz zu Inteinen in unkonservierten Regionen vor [50, 55]. In den BIL-A-
Proteinen wird am C-terminalen Ende His-Asn gefunden, das auch bei den Inteinen
konserviert ist. Dafur ist aber die folgende Aminosdure an der +1 Position unkonserviert. Bei
den BIL-Proteinen konnte ferner eine positive Selektion festgestellt werden, was nahe legt,
dass sie auch eine Funktion erflllen. Spekulationen gehen von einem Mechanismus aus, der
Variabilitat und Diversitat von Proteinen erzeugt und damit fur die Regulation, Adhé&sion und
Lokalisation von Proteinen von Bedeutung sein konnte (BIL A und B) [55]. BIL-C-Proteine
kommen in réuberisch lebenden Bakterien vor und bei ihnen wird Gber eine Funktion in der
Wechselwirkung zwischen Réuber und Opfer spekuliert [56].

Ein weiterer Faktor, der bei der Verbreitung und Evolution der Inteine in Betracht
gezogen werden muss, ist die Homing-Endonuklease. Die Ahnlichkeit von Inteinallelen riihrt
maoglicherweise von der vertikalen Transmission wéhrend der Speziation und der horizontalen
Transmission zwischen Spezies und Stammen. Die horizontale Transmission von Inteinen ist
aus Féllen abzulesen, in denen die Sequenzahnlichkeit zwischen den Inteinallenen groRer ist
als die zwischen ihren Wirtsorganismen und die ,,Codon Usage* und der GC-Gehalt der
Inteinallele von dem des Wirtsorganismus differieren [57, 58]. Die Homing-
Endonukleaseaktivitat ist hochspezifisch mit sehr langen und seltenen, den Insertionspunkt
umgebenden Erkennungssequenzen [6]. Damit kdnnen sie sich ohne Probleme in Stdammen
verbreiten, welche noch kein Intein besitzen. Es wird spekuliert, dass Inteine Homing-
Endonukleasen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Evolution erworben haben, da sowohl
verschiedene Typen von Homing-Endonukleasen existieren als auch Miniinteine auftreten,
denen sie ganzlich fehlt [59]. Neuerdings wurde sogar in Phagen eine Organisationsform von
fraktionierten Genen identifiziert, in der eine frei stehende Homing-Endonuklease ein Intein
in zwei Halften teilt [40]. Im Gegensatz zu der Anordnung der gespaltenen Inteine sind in
diesen Féllen die umliegenden Gene noch in ihrer richtigen Orientierung im Genom erhalten.
Diese ldentifikation einer postulierten Zwischenform unterstiitzt die Hypothese, dass die
Inteine sich vor und ohne Benétigung einer Endonuklease in Gene integriert haben [60]
(Abbildung 7).

18



Einleitung

Abbildung 7. Modell der Evolution der verschiedenen Inteinformen

Jede der dargestellten genomischen Organisationsformen konnte in verschiedenen Organismen
nachgewiesen werden. Die angenommene Reihenfolge der schrittweisen Evolution bis zu den
gespaltenen Inteinen ist in rémischen Zahlen markiert.

Im Folgeschritt findet eine Integration der Homing-Endonuklease in dieses Intein
tragende Gen statt (Abbildung 7 Il). Dabei entsteht im Falle einer in-frame-Integration ein
Maxiintein oder ein fraktionierter Locus, wie er auch in den Phagen beobachtet wird [40]. Bei
letzterer Form der Integration der Homing-Endonuklease mussten diese Signale fir sowohl
die 5'-Transkriptions- und Translationstermination als auch am 3'-Ende ein
Translationsstartsignal in die unterbrochenen Genregionen einbringen. In den folgenden
Schritten kénnte dann die Homing-Endonuklease verloren gehen (Abbildung 7 111) und die
Genfragmente voneinander getrennt werden (Abbildung 7 1V). Diese Abfolge wirde die

Entstehung der gespaltenen Inteine, wie die DnaE-Inteine und das Neq DnaPol, erklaren.

1.1.4 Anwendung von Inteinen

In den letzen Jahren haben sich Inteine als weit verbreitete Werkzeuge in der Biochemie und
Molekularbiologie etabliert. Neben ihrer klassischen Anwendung fur die Reinigung von
Zielproteinen nutzen neue Methoden hauptséachlich gespaltene Inteine und ihre besonderen

Fahigkeiten zur Proteinligation.
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Inteine fanden ihre erste weit verbreitete Anwendung in verschiedenen
Reinigungsstrategien fur Proteine, die auf dem einzigartigen Mechanismus des
ProteinspleiRens basieren. Inzwischen gibt es die kommerziellen IMPACT-System-Vektoren
von New England Biolabs, die auf dem Sce VMA-Intein [61, 62] und dem Mxe GyrA-Intein
[28] basieren. Abhéngig von der Inteinfusion an die N- oder C-Termini koénnen die
Zielproteine (engl. protein of interest, POI) auf verschiedene Arten mit Hilfe von
Bindedomanen aufgereinigt werden. In den meisten Féllen findet hier die chitinbindende
Domane (CBD) ihre Verwendung. Allen Systemen ist gemein, dass mutierte Inteine
verwendet werden, welche die Spleilireaktion verhindern und somit eine gezielte Spaltung des
Zielproteins von der Matrix erlauben. Im Falle der induzierten N-terminalen Spaltung mittels
des Sce VMA-Inteins reicht eine Mutation im C-terminalen Asparagin aus, um ein
vollstdndiges Ablaufen der Proteinspleilireaktion zu verhindern, aber die Bildung des
Thioesters durch den N-S-Acyltransfer zu erlauben. Die Spaltung der Fusion von Zielprotein
mit dem mutierten Intein kann durch Zugabe von Thiolen, z.B. DTT [61], aber auch MESNA
[63] und Thiophenol [64], eingeleitet werden (Abbildung 8 A). Die verwendeten Substanzen
zeigen zeitlich bedingte Hydrolyseeigenschaften, was eine Herstellung von unmodifizierten
Proteinen erlaubt. Es wurden auch andere Inteine entwickelt, die eine Spaltung allein durch
pH-Verschiebung [65, 66] und Temperaturverschiebung [28, 63, 65, 66] ermdglichen.

Eine hédufige Verwendung von Inteinvektoren st die Herstellung von
Vorlaufermolekdilen fur die ,,Expressed Protein Ligation“ (EPL), die Proteine mit einem a-
Thioester bendtigt. EPL basiert auf der Methode der Nativen Chemischen Ligation (NCL), bei
welcher ein vollstdndig synthetisches Peptid mit a-Thioester mit einem anderen Peptid, das
ein N-terminales Cystein tragt, konzentrationsgetrieben reagiert [67]. Weil zur Generierung
des Thioesters auch Inteine benutzt werden kdnnen, spricht man hier von EPL [64] bzw. von
»Intein Protein Ligation“ (IPL) [68]. Der a-Thioester wird hierbei mittels Inteinfusionen z.B.
mit dem Mxe GyrA-Intein und MESNA erzeugt. Durch Zugabe eines Peptids mit N-
terminalen Cystein, das mittels Festphasenpeptidsynthese (engl. solid phase peptide synthesis,
SPPS) hergestellt wurde, kann die anschlieende Thiolyse ablaufen (Abbildung 8 B). Bei der
GroRenlimitierung des Peptids durch SPPS stellen inzwischen 50 AS Kkeine groRe
experimentelle Herausforderung mehr da. Ebenso ist die Prasenz von Detergentien wahrend
der Thiolyse [69, 70] und die effiziente Rickfaltung des Inteins mdglich [70]. Bei der
Verwendung eines Ligationspartners, der ein N-terminales Cystein trégt, findet natirlich
keine Limitierung auf SPPS-Peptide statt, stattdessen kann dieser Partner auch rekombinant in
Zellen mittels Inteinen oder Proteasen hergestellt werden. Die Ligationsreaktion an sich
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benotigt hohe Konzentrationen (mM) an Peptid bzw. dem Partner bei einem pH von 7 bis 8 in
der Anwesenheit von Thiolen wie MESNA oder Thiophenol, was kompetitierenden
Oxidation- und Hydrolysereaktionen entgegenwirkt [67]. Ein mdglicher Nachteil, der sich aus
den optimalen Reaktionsbedingungen der EPL ergibt, sind die sehr hohen Konzentrationen
der verwendeten Partner. Da die Menge des rekombinant erzeugten Zielproteins aufgrund von
Fehlfaltung limitiert werden kann, fuhrt die Verringerung seiner Konzentration zu einer
geringeren Effizienz der EPL-Reaktion. Auch kann das im Protein eingefiihrte Cystein, durch
die nicht ganz spurlos verlaufende Ligationsreaktion, ein Problem darstellen. Bei Cystein
handelt es sich um die zweitseltenste Aminoséure [71] und ihr Einbau in Proteine kann diese
teilweise in ihrer Funktion beeintrachtigen. Die EPL ist trotz allem ein effizientes Werkzeug
fir die biophysikalische Analyse von Proteinen und ermdglicht z.B. eine segmentelle
Isotopenmarkierung, den Einbau von unnattrlichen Aminosduren, posttranslationalen

Modifikationen und auch Fluorophoren.

Abbildung 8. Anwendung von Inteinen

Die Abbildung zeigt schematische einige der Anwendungen von Inteinen. A) Intein vermittelte
Reinigungsstrategie: Das Fusionsprotein, bestehend aus Zielprotein (POI), Intein und einer
Bindedoméne (CBD), wird mittels MESNA (2-Mercaptoethansulfonat) von einer Séule eluiert.
B) EPL-Reaktionsschema: C-terminalen Thioester tragende Zielproteine werden mit einem
N-terminalen Cystein modifizierten Peptid (,, TAG*) ligiert. C) Verwendung von Protein-trans-
SpleiRen, um Zielproteine semisynthetisch oder rekombinant herzustellen. D) Herstellung von
zyklischen Peptiden oder Proteinen durch Inteine.
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Neben dem EPL- oder dem IPL-Ansatz, der nur fur die Herstellung eines
Ligationspartners ein Intein bendtigt, kénnen auch gespaltene Inteine zur direkten Ligation
von Zielproteinen verwendet werden (Abbildung 8 C). Inteine erzeugen nach der
Spleilireaktion eine native Peptidbindung zwischen den ligierten Exteinsequenzen in einer
meist schnelleren Reaktion als EPL, da sie vollstdndig vom Intein katalysiert wird. Aus
diesem Grund ist die Reaktion nicht konzentrationsgetrieben und kann auch bei kleinen
Mengen der Ligationspartnern effizient ablaufen [72]. So konnten Protein-trans-
SpleiBsysteme zur regioselektiven in-vitro-Markierung von Proteinen entweder mit einer fur
Cystein-Biokonjugation zugénglichen C-terminalen Region [73, 74] oder mittels eines kleinen
N-terminalen Peptids, das durch SPPS funktionalisiert werden kann [75, 76], verwendet
werden. Es wurde auch ein System entwickelt, welches das gespaltene Ssp DnaE-Intein zur
segmentellen Isotopenarkierung in vivo mittels zweier selektiv ansteuerbareren Promotor/
Operatorpaaren benutzt [77]. Diese markierten Proteine dienen der Strukturbestimmung
mittels NMR-Spektroskopie. Ein Problem dieses Expressionssystems ist ein als ,,isotope-
scrambling” bekannter Effekt wahrend der NMR-Messung, d.h. es lag eine nicht vollstandige
und selektive Markierung der unterschiedlichen Proteinhdlften vor. Der Effekt entsteht durch
die nacheinander erfolgenden Synthesen beider Proteinhalften in der gleichen Zelle, weil bei
dem Wechsel in ein isotopenmarkiertes Medium ein Rest von unmarkierten Aminosauren in
der Zelle verbleibt, die zur Synthese von Proteinen verwendet werden kénnen. Generell treten
bei der Anwendung von gespaltenen Inteinen auf neue Zielproteine mit den Inteinfusionen
verbundene Probleme wie Instabilitat, Missfaltung und Aggregation auf, die teilweise durch
I6slichkeitserh6hende Fusionsproteine umgangen werden kénnen [48, 78]. Ebenso gibt es fur
jedes Intein bestimmte Restriktionen in den Exteinsequenzen (-3 -2 -1 und +2 +3) (Kapitel
1.1.1) fur ein effizientes Ablaufen der PTS-Reaktion, die zurzeit noch durch systematisches
Testen flr jedes neue Zielprotein festgestellt werden missen. Ebenso wie bei der EPL bleibt
auch beim PTS eine Aminosdure als Rest an der Ligationsstelle, die von den natirlichen
Anforderungen des verwendeten Inteins an der Position +1 bestimmt wird und Cys, Ser oder
Thr sein kann (Abbildung 2). Aufgrund dieser Limitationen gehen die Bestrebungen dahin,
die gespaltenen Inteine zu optimieren. Zum einen wird versucht, sie in ihrer Grélie zu
reduzieren und damit auch zugénglich fur die Semisynthese zu machen und zum anderen
Inteine zu identifizieren, die toleranter gegentber verschiedener Exteinsequenzen sind.

Eine weitere Anwendung ist die Mdglichkeit mittels Inteinen zyklische biologisch
aktive Peptide, aber auch ganze Proteine herzustellen [79-83]. Dazu wird die Sequenz fur ein
kleines Peptid oder Protein am 5’-Ende mit dem N-terminalen Inteingen fusioniert und am 3'-
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Ende mit dem C-terminalen Inteingen (Abbildung 8 D). Die nach der PTS-Reaktion erzeugten
zyklisierten Peptide oder Proteine besitzen generell eine erhéhte Thermostabilitdt und sind
resistenter gegenuber Proteasen [80, 83]. Die von Scott et al. entwickelte Methode kann nicht
nur dazu verwendet werden, um zyklisierte Proteine herzustellen, sondern auch zur
Generierung von in-vivo-Bibliotheken kleiner zyklischer Peptide. Damit ist die Methode eine
Alternative zur SPPS, um biologisch aktive zyklische Peptide zu erhalten. Der gréfite Nachteil
liegt erneut beim verwendeten Ssp DnaE-Intein, dass nur unter einer bestimmten
Sequenzabhangigkeit und damit auch strukturellen Anspriichen die Proteinsplei3reaktion und
Zyklisierung erlaubt [84].

Neben den bisher dargestellten Anwendungen koénnen Inteine aullerdem zur
Generierung von Proteinchips [85] und Biosensoren [81, 86] genutzt werden. Darauf soll aber
im Rahmen dieser Arbeit nicht eingegangen werden. Die Mdoglichkeiten, Inteinen zur
Proteinfunktionskontrolle zu nutzen, werden in Kapitel 1.4.3 diskutiert.

1.2 Genexpressionskontrolle auf der DNA-Ebene

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, um ein von der Zelle synthetisiertes Zielprotein in seiner
Herstellung oder seinen Eigenschaften zu beeinflussen. Die erste Ebene, auf der dies
bewerkstelligt werden kann, ist die Ebene der Erbinformation selbst, namlich der DNA. Es
gibt einen grundsatzlichen Unterschied zwischen Eukaryoten und Prokaryoten in der
Organisationsform ihrer DNA. Im Gegensatz zu prokaryotischer DNA ist die DNA im
Zellkern der eukaryotischen Zellen um DNA bindende Proteine, die Histone, gewickelt. Diese
Organisationsform wird als Chromatin bezeichnet. Als Konsequenz ist die DNA grundsétzlich
unzuganglich fir RNA-Polymerasen, auch wenn starke Promotoren enthalten sind [87]. Fur
Eukaryoten sind des Weiteren zwischengeschaltete Transkriptionsfaktoren unerlésslich, da
erst sie die Zuganglichkeit der DNA ermdglichen. In Prokaryoten ist dagegen fast jeder
Promotor flir RNA-Polymerasen frei zuganglich, was in vielen Fallen eine einfache und direkt
stimulusspezifische Form der Regulation, wie z.B. durch Kohlenstoffquellen oder Antibiotika,
durch eigene Repressoren bzw. Aktivatoren ermdglicht. Durch das Regulationsprinzip in
hoheren Eukaryoten wird die konditionale und stimulusspezifische Kontrolle von Zielgenen
(engl. gene of interest, GOI) immens erschwert, was zur Entwicklung molekularbiologischer
Methoden zur Genexpressionskontrolle fiihrte. H&ufig Ubertragen diese Methoden
Regulationselemente von Bakterien und Phagen, die schon stimulusspezifisch sind, auf

hohere Organismen.
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Es sollen hier zwei Beispiele zur konditionalen Kontrolle von Genprodukten

vorgestellt werden, die ebenfalls in komplexen Organismen wie Méusen Verwendung finden.

1.2.1 Konditionale Genexpression

Die in hoheren Eukaryoten vorhandene Organisationsform der DNA erschwert die
Generierung eines idealen Uberexpressionsystems, das die Expression von Transgenen in
einer schnellen und reversiblen Art und Weise erlaubt. In Sdugerzellen war der
Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines solchen Systems ein E. coli-Signalweg, der die
Expression des Tetracyclin-Resistenzgens kontrolliert. Dieses Gen wird durch den
Tetracyclin-Repressor (TetR) konstitutiv reprimiert, einem Protein das spezifisch an die
Sequenz des Tetracyclin-Operators (tetO) innerhalb des Promotors bindet und damit das Gen
transkriptionell stummschaltet. Die Repression wird aufgehoben, indem TetR an Tetracyclin
bindet und dadurch eine Konformationsédnderung bewirkt. Dieser Mechanismus fihrt zur
Kontrolle der Tetracyclinresistenz durch einen einfachen An/Aus-Schalter, der auf die
Konzentration von Tetracyclin reagiert.

Da TetR und tetO spezifisch miteinander interagieren und sich nicht mit
eukaryotischen Regulationssystemen uberschneiden, werden viele Probleme umgangen, die
bei vorherigen Versuchen der Regulation von Transgenexpression aufgetreten sind.
Allerdings hemmt Tetracyclin in einem gewissen Umfang die Proteinbiosynthese in
Eukaryoten, was zu toxischen Effekten fiihrt. Das System wurde an zwei Punkten modifiziert,
um ein orthogonales Regulationssystem fur Saugerzellen zu schaffen. Zuerst wurde TetR
durch die Fusion mit der Aktivierungsdomane des Herpes-Simplex-Virus VP16 in einen
transkriptionellen Aktivator verwandelt. Dieses Hybridprotein wird auch als Tetracyclin
abhangiger transkriptioneller Transaktivator (tTA) bezeichnet. Die zweite Modifikation ist die
Verwendung des Cytomegalovirus- (CMV) -Minimalpromotors, der mit tetO-Sequenzen
fusioniert in der Lage ist, die Transgenexpression in Saugetieren zu kontrollieren. Dieser
Chimarenpromoter ist unter basalen Konditionen transkriptionell stumm und wird bei der
tTA-Inaktivierung nach Bindung von Tetracyclin bzw. Doxycyclin (ein Tetracyclinanalogon)
angeschaltet (Abbildung 9 A) [88]. Da der Grundzustand dieses Systems ohne die Présenz
von Tetracyclin oder Doxycyclin keine Expression erlaubt, wird das System auch als ,,Tet-
Off* bezeichnet. Doxycyclin besitzt sowohl héhere Hybridrepressorbindeaffinitat als auch
eine geringere Toxizitat als Tetracyclin [89]. Das , Tet-Off“-System zeigt zudem grolie
Nachteile durch die stdndige Zugabe des Doxycyclin-Liganden, um die Expression zu

reprimieren und vor allem durch die langsamen Antwortraten der Induktion der
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Genexpression. Dieser Effekt beruht auf der zeitlich bedingten Entfernung von Doxycyclin
durch Verstoffwechselung, die abhéngig vom Zielgewebe von einem Tag bis zu Wochen
dauern kann [90].

Abbildung 9. Tetracyclinabhangiges Regulationssystem fur die Transgenexpression

A) Im ,Tet-Off“-System ist der Effektor der tetracyclinabhéngige Transaktivator (tTA) der
Transkription, welcher ein chiméres Fusionsgen aus dem tetR-Gen (rosa) und der VP16-
Transaktivierungsdomane (lila) darstellt. In der Abwesenheit des Liganden Doxycyclin (Dox)
binden Dimere von tTA spezifisch an sieben Tandemwiederholungen der tetO-Sequenz, was
die Transkription vom Cytomegalovirus Minimalpromoter (pCMV) aktiviert und zur
Expression des Zielgens (engl. gene of interest, GOI) fiihrt. B) In dem ,, Tet-On*-System wurde
das tetR-Gen so mutiert, dass sich die Bindeeigenschaften von tTA umgekehrt haben (engl.
reverse tTA, rtTA) und er nur noch unter der Anwesenheit von Dox an die tetO-Sequenzen
binden kann. (engl. tissue specific promoter, pTSP)

Um die langsame Reaktionszeit des , Tet-Off*-Systems zu umgehen, wurde der
umgekehrt tetracyclinabhdngige transkriptionelle Transaktivator entwickelt (engl. reverse
TetR, rTetR), der tetO nur noch in der Anwesenheit von Doxycyclin binden kann (Abbildung
9 B) [91]. Das ,, Tet-On“-System besitzt somit eine umgekehrte Ligandenabh&ngigkeit. Der

grote Vorteil ist die schnelle Transgenexpression, weil nur sehr geringe Mengen an
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Doxycyclin fur die transkriptionelle Aktivierung erforderlich sind [92]. Nachteil des rTetR-
Proteins ist eine noch vorhandene Restaffinitdt zu tetO, was zu einer geringen basalen
Expression fihrte [93]. Durch Generierung von TetR-Mutanten wurde versucht dieses
Problem zu reduzieren bzw. zu umgehen [94].

Die Expression von tTA und rtTA unter gewebespezifischen Promotoren (engl. tissue
specific promoter, TSP) erlaubt sogar die selektive Expression von Transgenen in einzelnen

Organen der Maus.

1.2.2 Konditionale Gen-Knockout Strategien

In hoheren Organismen gibt es einige essentielle Gene, deren Deletion zu embryonaler
Letalitdat und schweren Krankheiten fihrt, wodurch die Untersuchung der Genfunktion in
alteren Individuen verhindert oder stark beeintrachtigt wird. Eine Mdglichkeit diese Probleme
zu umgehen und Gene spezifisch und permanent zu einem spéteren Zeitpunkt der
Entwicklung zu inaktivieren, ist die Verwendung von Rekombinasen. Zu diesem Zweck
werden gegenwaértig zwei Mitglieder der Integrasefamilie der sequenzspezifischen
Rekombinasen verwendet: Cre aus dem Bakteriophagen P1 [95] und Flp aus S. cerevisiae
[96]. Mit ihnen wird die Kontrolle der Genexpression in einer konditionalen Weise mittels
ortsgerichteter DNA-Rekombination mdglich. Cre- und Flp-Rekombinasen katalysieren ein
konservatives DNA-Rekombinationsereignis zwischen zwei 34-bp-Erkennungssequenzen
(loxP und FRT), bestehend aus zwei 13 bp langen Palindromen, die von einem
asymmetrischen 8-bp-Kern getrennt werden. Weil diese Rekombinasen weder Hilfsproteine
noch energetisch aktivierende Kofaktoren bendtigen, eignen sie sich zur heterologen
Expression (Abbildung 10).

Um eine generelle Anwendung zur Aktivierung und Stummschaltung der
Genexpression in endothermen Zellen und Organismen, wie z.B. Mé&usen, zu ermdglichen
wurden inzwischen einige Modifikationen und Optimierungen an den Rekombinasen
vorgenommen. So wurde durch Proteinevolution eine Cre-Rekombinase generiert, die ein
Temperaturoptimum bei 37 °C besitzt [97]. Ein Nachteil der Rekombinasen ist die in vivo und
in vitro nachgewiesene Rekombinationsereignisse zwischen degenerierten loxP/FRT-
Sequenzen. So flhrten hohe Expressionslevel der cre-Rekombinase in Séaugerzellen zu
Wachstumsstillstand und DNA-Schéaden [98]. AbschlieBend soll noch angemerkt werden,
dass sich dieses sequenzspezifische Rekombinationsystem natlrlich auch beliebig mit anderen
Elementen zur weiteren lokalen und zeitlichen Kontrolle kombinieren lasst. Die

Genexpression von cre/FLP kann z.B. unter der Kontrolle von gewebespezifischen
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Promotoren (TSP) stehen oder mit dem Tet-System gekoppelt werden (Kapitel 1.2.1). In
diesem Fall fuhrt die zeitlich frei wéahlbare Zugabe von Doxycyclin zur Expression der Cre-

Rekombinase und anschlieRender Zielgendeletion [99].

Abbildung 10. Konditionale Gendisruption mittels der Cre/FLP-Systeme

Dimere von Cre/Flp (violett) katalysieren die in cis stattfindende konservative Rekombination
zwischen direkt benachbarten loxP/FRT-Sequenzen (orangefarbene Pfeilspitzen). Die Folge ist
die Bildung einer gebogenen DNA-Struktur, das Ausschneiden der Region B und die
Verkniipfung von A und C. Die Entfernung von einer essentiellen Region (B) aus einem Gen
fihrt nach dem Rekombinationsereignis zur Geninaktivierung. Rekombinationsereignisse
kdnnen auch Gene aktivieren, indem z.B. durch Entfernung einer Polyadenylierungsequenz (B)
ein Promotor (A) ein Zielgen in C erreichen kann.

1.3 Genexpressionkontrolle auf der RNA-Ebene

Der Informationsfluss in allen Zellen l&uft von der DNA iber RNA zum Protein. Das
Transfermolekil RNA uberfuhrt dabei den Informationsgehalt der DNA an das finale Protein.
Im Gegensatz zur DNA ist die RNA sowohl durch die 2’0OH-Gruppe als auch durch ihre
temporaren Aufgaben in der Zelle ein instabiles Molekil. Dafiir ist die RNA aber auch
flexibler in Struktur und Funktion als DNA, denn sie kann auch katalytische Aktivitat
aufweisen und regulatorische Aufgaben erfillen.

Im folgenden Kapitel sollen zwei Félle von prokaryotischen und eukaryotischen

Formen der Genexpressionskontrolle auf Ebene der RNA vorstellt werden.
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1.3.1 RNA-Interferenz

Im Jahre 1998 wurde das grundsétzliche Prinzip der RNA-Interferenz (RNAI) in
Caenorhabditis elegans entdeckt, und zwar dass doppelstrangige RNA (dsRNA) die Fahigkeit
besitzt, Gene in Zellen stummzuschalten [100]. Schon drei Jahre spater konnte auch der
sequenzspezifische ,,Gen-Knockdown* durch synthetische ,,small-interfering*“ RNAs (SiRNA)
in einer menschlichen Zelllinie bewirkt werden [101]. Inzwischen wurden einige der
hochkonservierten eukaryotischen Mechanismen entschlisselt, die durch kleine RNA-
Molekiile kontrolliert werden, um sowohl endogene Gene zu regulieren als auch die
Expression von parasitaren und pathogenen Eindringlingen wie Transposons und Viren
einzuschranken. Im Jahre 2006 wurde fur die Endeckung von RNAI der Nobelpreis vergeben,
die mittlerweile die am hé&ufigsten verwendete Methode darstellt, um schnell und
unkompliziert Gen-Knockdown- bzw. Gen-Knockout-Phanotypen in Saugerzellen zu
erzeugen. Ebenso gibt es grofRe Anstrengungen auf RNAIi basierende Therapeutika flr
verschiedene Krankheiten zu entwickeln, vor allem fur Krebs und virale Infektionen.

RNAI ist ein nahezu universell vorkommender und fundamentaler Prozess bei
Eukaryoten zur Spaltung und Degradation komplementarer mRNA. Ausldser dieses Prozesses
sind lange doppelstrangige RNA-Molekiile in der Zelle, die durch das Enzym Dicer in kleine
RNA-Fragmente von 21-23 Nukleotiden, auch als sSiRNAs bekannt, geschnitten werden. Es ist
ebenfalls maglich synthetische siRNA-Molekiile direkt in die Zellen einzubringen und damit
den Reifungsprozess zu umgehen oder aber kleine doppelstrangige Haarnadelstruktur-RNA-
Molekiile (engl. small hairpin RNA, shRNA) in den Zellen mittels Vektoren zu exprimieren
(Abbildung 11). Ein zusatzlicher Vorteil dieser Vorgehensweise ist das Umgehen einer
maoglichen angeborenen Immunreaktion, die beim Einbringen von langen dsRNAs (>30
Nukleotide) in die Zellen die globale Proteinexpression herunterreguliert. [102].

Im Falle der shRNAs beginnt die Biogenese und Prozessierung schon im Nucleus
durch das Enzym Drosha und endet mit dem Export eines kleinen doppelstrangigen RNA-
Molekiils durch Exportin 5. Im Cytoplasma werden alle kleinen RNAs, unabhéngig ihres
Ursprungs, durch die eine hochkonservierte Ribonuklease 111 (RNase 1), genannt Dicer,
modifiziert. Dicer besitzt eine Doppelstrang-RNA-Bindedomane (dsRBD) und zwei Tandem-
RNase-I111-Doménen (RIIIDs), die es ihm ermdglichen, als intramolekulares Dimer zu
interagierten und zwei Nukleotid-3'-Uberhdnge an den siRNAs zu erzeugen.[103]. Im
néchsten Schritt der Reifung der siRNAs nimmt eine einzigartige Klasse von Proteinen, die
Argonauten (Ago), eine dominierende Rolle ein. Die ~ 22 Nukleotid grofRen siRNAs werden

durch einen Ladekomplex, dem neben Dicer auch andere Proteine angehoren, auf AGO2

28



Einleitung

beladen. Der aktive Effektorkomplex, als RISC (engl. RNA-Induced Silencing Complex)
bezeichnet, integriert nur einen siRNA-Strang, den sogenannten ,guide strand“. Der
komplementare Strang, der ,passenger strand“, wird wéhrend der Beladung degradiert.
Diesem Komplex ist es durch die PIWI-Domane der Ago-Proteine moglich, mRNA, die
komplementar zum ,,guide strand“ ist, zu degradieren [102]. Der einmal aktivierte RISC-
Komplex kann multiple mRNA-Molekiille zerstéren, was seine Féhigkeit Gene
stummzuschalten vergroRert. Dadurch kann ein therapeutischer Effekt fiir drei bis sieben Tage
in sich schnell teilenden Zellen und bis zu einigen Wochen in sich langsam teilenden Zellen
erhalten bleiben.

Abbildung 11. Mechanismus der RNA-Interferenz in Sdugerzellen

Im ersten Schritt der RNAi werden aktive siRNAs bzw. shRNAs oder shRNA-
Expressionsvektoren durch Transfektion oder Mikroinjektion in die Zelle eingebracht.
Anschlieend werden die sShRNAs im Nucleus prozessiert und nach dem Export ins Cytosol
und der finalen Modifikation durch Dicer zu aktiven siRNAs. SiRNAs kdénnen auch zur
transkriptionellen Gen-Stummschaltung durch DNA-Methylierung oder Modifikation der
Histone fihren. Nur ein Strang der siRNAs, der ,,guide strand“, wird in den RISC-Komplex
eingebaut, der bei fast perfekter Komplementaritat vom ,,guide strand” zur mRNA zu deren
Degradation fiihrt.

Nachdem der Signalweg urspringlich artifiziell ausgeldst wurde, konnten inzwischen
auch eine Vielzahl von naturlich vorkommenden Klassen von kleinen RNAs entdeckt werden.
Eine Klasse davon sind die nicht-kodierenden microRNAs, die eine essentielle Funktion in
der Entwicklung durch posttranslationale Genregulation bekleiden [104]. Eine die Keim- und
Stammzellen vor mobilen genetischen Elementen (Transposons) schiitzende Klasse stellen die
»PIWIl-interacting RNAs*“ (piRNAs) [105] dar.

Ein Problem in der Therapie und Applikation von siRNAs in Zellkultur und lebenden
Individuen ist die Bestimmung der optimalen wirksamen Konzentration. Andere haufig

auftretende Nebeneffekte sind die besagte angeboren Immunreaktionen und Fehlreaktionen

29



Einleitung

(engl. off-targeting), die wegen unvollstandiger Komplementaritat der siRNAs zu anderen
Zielmolekiilen auftreten. Die therapeutische Zukunft von RNAI liegt vor allem in der
ortsgebundenen Freisetzung von siRNAs in Geweben und Organen, um so spezifisch

Krankheiten behandeln zu kénnen und potentielle ,,off-target“-Effekte zu verhindern.

1.3.2 Riboswitches

Riboswitches sind sekunddre RNA-Strukturen, die Gber die Bindung von Liganden und damit
verbundene Konformationsanderungen die Genexpression kontrollieren. Sie wurden in allen
Doménen des Lebens identifiziert, kommen aber am hdufigsten in 5’-nicht-translatierten
Bereichen (engl. untranslated region, UTR) bakterieller mRNA vor. Dort regulieren sie
typischerweise Gene der Metabolitbiosynthese oder des Transports. Der bakterielle
Riboswitch funktioniert durch die Bindung des Metabolits an die Aptamerregion (~ 70 - 200
Nukleotide), eine hochspezifische Bindetasche. Nach der Komplexbildung mit dem
Metaboliten werden in der nahe liegenden Expressionsplattform Konformationsanderungen
ausgelost, die entweder die Termination der Transkription, Inhibition der Translation oder
MRNA-Selbstspaltung initiiert [106]. Anabolische bakterielle Gene sind in den h&ufigsten
Fallen Ausschalter (Abbildung 12), wahrend es sich bei katabolischen Genen um Anschalter

handelt, wodurch die eine effektive Feedback-Kontrolle der Stoffwechselwege moglich wird.

Abbildung 12. Transkriptions- und Translationskontrolle durch den Coenzym-B,-Riboswitch

Die Abbildung zeigt schematisch die Komformationsanderungen des btuB-Riboswitch von E.
coli. Dieser Riboswitch erlaubt in der Abwesenheit des Liganden die Transkription und
Translation des Porins BtuB, das aktiv ein Vitamin-B12-Analogon (Cyanocobalamin) ber die
&uBere Membran von E. coli transportiert. Falls die Aptamerregion dieses Riboswitches den
Liganden Coenzym B12 (Adenosylcobalamin) binden kann, finden  mehrere
Konformationsénderungen in der Expressionsplattform statt, die sowohl Transkription als auch
Translation unterbinden [107]. (RBS = Ribosomenbindestelle)

Erste Ansétze zur Generierung von synthetischen Riboswitches bestanden z.B. darin,
in vitro selektierte Aptamerregionen in bakterielle oder eukaryotische mMRNAs einzufihren
[108]. Allerdings stellt es haufig ein Problem dar, Aptamere zu generieren, welche die flir den
Zielliganden wiinschenswerten physikochemischen und pharmakokinetischen Eigenschaften
besitzen [109].
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In letzter Zeit gibt es deshalb Bestrebungen natirliche Riboswitche zu manipulieren
[110-112]. Dixon et al. erhielten nach Mutagenese und anschlieRender genetischer Selektion
des Adenin- (add) -Riboswitches, eine Aptamerregion, die selektiv den ,unnatdrlichen*
Liganden Ammeline (ein Triazin) binden kann. Gleichzeitig verlor der add-Riboswitch dabei
seine Binde- und Regulationsfunktion fiir den naturlichen intrazellularen Liganden [110]. Das
grote Problem bei der Modifikation von natirlichen Riboswitches fir potentielle
Anwendung in Prokaryoten und Eukaryoten ist ihre signifikante evolutiondre Konservierung.
Die Aptamerregion entstand durch Koevolution mit der Expressionsplattform und ist damit
auch mit dieser und ihren kodierten Genen assoziiert, wodurch ein Austausch der

Aptamerregion erschwert wird.

1.4 Proteinfunktionskontrolle auf der Ebene der Proteine

Die direkteste Moglichkeit, um Proteinfunktionskontrolle auszutben, stellt ein Ansatz auf der
Ebene der synthetisierten Proteine dar. Auf dieser Ebene haben die Prozesse der Transkription
und Translation schon stattgefunden, wodurch dieser Ansatzpunkt die schnellste Antwortzeit
in lebenden Systemen erziehlt. Uberdies bietet die direkte Kontrolle von Proteinen und ihrer
spezifischen und katalytischen Aktivitdten viel mehr Mdoglichkeiten, gezielt und dosiert
Prozesse in der Zelle zu beeinflussen und zu modifizieren, als einfache An/Ausschalter auf
DNA- und RNA-Ebene. Im Falle der gezielten Aktivierung von Proteinen muss sichergestellt
werden, dass das Zielprotein in einer moglichst inaktiven Form in der Zelle vorliegt, die dann
schnell und spezifisch in eine aktive Form verwandelt werden kann. Ein Vorteil der
gerichteten Inaktivierung von Zielproteinen in lebenden Systemen ist die Unabh&ngigkeit von
der natirlich stattfindenden und zeitlich variablen Degradation zellul&rer Proteine. Diese
Form der Kontrolle ermdglicht also grundsatzlich schnellere Reaktionsraten als die
Unterbrechung der Genexpression auf DNA- oder RNA-Ebene.

In diesem Teil werden sowohl proteinspezifische als auch generell anwendbare
Formen der Proteinfunktionskontrolle vorgestellt. Der Schwerpunkt soll hierbei auf
allgemeinen Techniken und Ansétzen liegen, die relevant fir das Verstandnis dieser Arbeit

sind.

31



Einleitung

1.4.1 Die direkte Aktivierung & Inaktivierung von Proteinen mit Hilfe von

,Ssmall molecules”

Der direkteste Ansatz, um Proteine in ihrer Funktion und Aktivitat zu beeinflussen, beruht auf
der Verwendung von niedermolekularen Verbindungen (engl. small molecules). Dieser
Ansatz dominiert seit den Theorien von Paul Ehrlichs magischen Kugeln (engl. magic bullets)
die therapeutische Entwicklung und ist auch das pragmatische Kriterium der rationalen
Medikamentenentwicklung (engl. drug design) [113]. Drei groRe Probleme treten bei diesem
Ansatz auf; das erste ist die Identifikation von neuen Wirkstoffen, die einen Effekt auf das
Zielprotein besitzen. Das zweite Problem ist die mogliche Applikation des Wirkstoffs. Ein
grolRes Hindernis ist z.B. Substanzen zu finden oder zu entwickeln, welche die Barriere der
Zellmembran in einer geringen Konzentration Gberwinden kdnnen. Das letzte Problem sind
ungewollte (engl. off target) Effekte, die entweder von zu geringer Spezifitat der eingesetzten
Molekile herrihren oder durch die Inhibition zusatzlicher Komponenten des
Proteininteraktionsnetzwerks, in die das Zielprotein eingebunden ist, ausgelést werden. So
flihrte eine computerbasierte Untersuchung von fast 4.000 schon bekannten und von der FDA
zugelassenen Medikamenten in den USA zur Identifikation von tausenden neuen
Assoziationen mit bis dahin unbekannten Zielproteinen [114]. Von diesen wurden 30 auf
Interaktionen getestet, unter ihnen so prominente und weit verbreitete Medikamente wie
Prozac. Dabei zeigten 23 eine Medikament-Ziel-Wechselwirkung und finf davon sogar
potente Interaktion (<100 nM). Inzwischen ist klar, dass sowohl die auf genetischer Ebene als
auch Proteinebene stattfinden Interaktionen in eukaryotischen Zellen hochkomplex sind und
eindimensionale Signalwege eher eine Seltenheit darstellen [115]. Solche Verzweigungen und
Interaktionen der Signalwege erschweren natirlich die Entwicklung spezifischer
Medikamente immens.

Hier soll anhand von zwei Beispielen, einem Inhibierungs- und Aktivierungsbeispiel,
die Komplexitdt und Schwierigkeiten bei der Verwendung von ,small molecules®* zur
Proteinfunktionskontrolle verdeutlicht werden.

Beim ersten Beispiel handelt es sich um Rapamycin, welches das sogenannte ,,target
of rapamycin“ (TOR), eine Serine/Threonin Proteinkinase und einen zentralen Regulator
verschiedenster Wachstumssignalwege in Eukaryoten inhibiert [116]. In der Medizin wird
Rapamycin vor allen Dingen als Immunsuppressivum eingesetzt, da die Inhibierung von
menschlichem TOR (mTOR) auf verschiedenen Stufen die Signaltransduktionswege zur T-
Zellen Aktivierung unterbricht [117] (Abbildung 13 A).
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Abbildung 13. Proteinfunktionskontrolle mittels ,,small molecules*

Schematische Darstellung der Auswirkungen von A) Rapamycin induzierter TOR-Komplex 1
(TORC1) Inhibition und von B) der aktivierenden Wirkung von Verbindung 1514 auf die
Procaspase-3. (FKBP = FK506-Bindeprotein, eine Prolylisomerase).

Ein anderer Effekt von Rapamycin, der in den letzten Jahren Aufsehen erregte, ist die
Verlédngerung der Lebenszeit. So konnte Rapamycin zur einer erhohten Lebenspanne unter
Laborbedingungen von sowohl Hefen, Wirmern, Fliegen und sogar Nagetieren [118] flhren.
Dieser Effekt rihrt daher, dass die Inhibition von TOR mit dem Auftreten von
Hungerbedingungen im lebenden Organismus gleichzusetzen ist und sich eine gewisse
Nahrungsrestriktion grundsétzlich positiv auf die Lebenserwartung von Lebewesen auswirkt
[119]. Allerdings ist fraglich, ob Rapamycin jemals beim Menschen zu Lebensverlangerung
genutzt werden kann, da es, wie bereits erwahnt, als Immunsuppressivum wirkt.

Die gezielte Aktivierung eines Enzyms oder Proteins ist noch schwieriger als dessen
Inaktivierung, da es weniger aktive Konformationen eines Proteins gibt als inaktive. Das
»Small molecule* muss also das Enzym durch seine Bindung spezifisch in dessen aktiver
Konformation stabilisieren. Ein Beispiel dieser Art ist der von Wolan et al. identifizierte
Procaspase-3-und-6-Aktivator [120]. Caspasen sind Cysteinproteasen und zentrale Elemente
des Apoptosemechanismus (programmierter Zelltod) und liegen als inaktive Procaspasen in
den Zellen vor. Als Folge bestimmter intrinsischer oder extrinsischer Stimuli, wie z.B. DNA-
Schéden, wird der Apoptose-Signalweg eingeleitet und im finalen Schritt findet die
Autoprozessierung der ,,Henker“-Caspasen (3,6 und 7) durch Abspalten einer Prodoméne

statt, was zu ihrer Aktivierung und dem Zelltod fuhrt. Das von Wolan et al. durch einen
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Screen identifizierte Molekul 1514 aktiviert spezifisch Procaspasen 3 und 6 (Abbildung 13
B). Die Theorie der Autoren besagt, dass die Caspasen auch ohne Stimulus in
unterschiedlichen Zustanden vorliegen. Das Gleichgewicht dieser Zustéande, aktiv und inaktiv,
ist unter Normalbedingungen zur inaktiven Form hin verschoben. Das identifizierte kleine
Molekil soll nun das Gleichgewicht zur aktiven Form hin verschieben, die zur
Autoprozessierung der Caspasen fiihrt und darauffolgend die Caspase-Aktivierungskaskade

auslost.

1.4.2 Lokalisationskontrolle von Proteinen

Fur Organismen ist nicht nur die Aktivitat von Proteinen von immenser Bedeutung, sondern
auch ihre Lokalisation. Schon Bakterienzellen besitzen eine organisierte interne Struktur,
wobei die spezifische Lokalisation von Proteinkomplexen und allen an der
Teilungsmaschinerie beteiligten Proteinen eine besonders grol3e Rolle spielt. Bei Caulobacter
crescentus, einem Bakterium mit spezifischen Zellzyklus und Zelldifferenzierung, wurde
festgestellt, das mindestens 10 % der vorausgesagten Proteine eine spezifische subzellulare
Lokalisation besitzen [121]. Je hoher die Entwicklungsstufe von Organismen ist, desto
Komplexer ist auch ihre subzelluldre Organisation. GFP-Markierungsexperimente des
gesamten Proteoms im einzelligen Eukaryoten S. cerevisiae haben gezeigt, dass mindestens
30 % aller Proteine in subzelluldaren Regionen lokalisieren und davon ca. 20 % im Nucleus
[122]. Alleine diese Daten verdeutlichen die Wichtigkeit der Proteinlokalisation und ihren
Einfluss auf die Proteinaktivitat.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten die Lokalisation von Proteinen in Eukaryoten zu
kontrollieren, wobei eine Beschrdnkung auf das in dieser Arbeit verwendete Hetero-
dimerisierungssystem FKBP12/FRB/Rapamycin stattfinden wird. Wie im vorherigen Kapitel
schon beschrieben, ist Rapamycin ein ,,small molecule*, das durch spezifische Bindung an die
TOR-Kinase Wachstumsprozesse in der Zelle inhibiert (Abbildung 13 A). Weiterhin ist zu
erwéhnen, dass die Bildung dieses inhibitorischen Komplexes noch einen dritten
Bindepartner, das FK506-Bindeprotein (FKBP), einschliet. Bei FKBP handelt es sich um
eine endogene Prolylisomerase, die eine Funktion als Chaperon begleitet. Im ersten Schritt
dringt der zweizéhnige Ligand Rapamycin Uber die Zellmembran ein und bildet mit
monomerem FKBP einen Komplex. Der zweite Schritt besteht aus der Bindung dieses
Komplexes an FRB (FKBP12-Rapamycin-Bindedoméane), die einen Teil der TOR-Kinase
darstellt [123, 124]. Aus diesem Prozess wird der grofite Nachteil des Dimerisierungssystems

offensichtlich: Sobald Rapamycin in lebende Zellen eindringt, wird der zentrale
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Wachstumsregulator TOR gestort, was zum Wachstumsarrest oder Hungereffekten fiihren
kann. Eine Mdglichkeit diese Effekte zu umgehen ist die Mutation der Bindestelle des
FKBP12/Rapamycin-Komplexes in FRB. In Hefen konnte auf diese Weise in einem
genetischen Screen Mutationen in den Genen der TOR-Kinasen identifiziert werden, welche
die negativen Auswirkungen auf das Wachstum aufheben [125, 126]. Eine andere
Madglichkeit dieses Problem zu umgehen, ist die Verwendung von nichttoxischen Rapamycin
Analoga, denen die Bindestelle flir endogenes FRB fehlt [127, 128].

Das FKBP/FRB-Dimerisierungssystem  findet  hdaufig  Verwendung  zur
Proteinfunktionskontrolle, indem es dazu verwendet wird, Hybridproteine dosisabhéngig zu
dimerisieren. Die hier vorgestellten Kontrolimdglichkeiten der Lokalisation sollen sowohl die
urspriinglichen Experimente als auch neu entwickelte generelle Methoden zur Beeinflussung
von Zielproteinen beinhalten.

Schon kurz nach seiner Entdecktung wurde das Potential des ligandenabhangigen
Dimerisierungssystems erkannt und ausgenutzt. So wurde FKBP/FRB unter anderem dazu
benutzt, die Transkription zu aktivieren [129-131], einzelne Proteine spezifisch an die
Plasmamembran von Zellen zu lokalisieren [129] oder aber Oberflachenrezeptoren zu
aktivieren [132]. Die erste Art der Proteinfunktionskontrolle durch Rapamycin war die
gezielte Induktion der Genexpression in S&augerzellen durch die Fusion einer DNA-
Bindedoméane mit FKBP und FRB mit einer Aktivierungsdomane [128, 130, 131] (Abbildung
14 A).

Durch die Erkenntnisse tber die Wichtigkeit der Lokalisation von Proteinen und ihrem
Beitrag zur Proteinaktivitat, wurden auch mehrere Systeme entwickelt, um Zielproteine durch
Fehllokalisation zu inaktivieren und damit konditionale funktionslose Mutanten zu erzeugen.
Diese Systeme erlauben somit auch die Untersuchung von essentiellen Genen, die fiir
klassische genetische Ansétze wegen ihren letalen Phanotypen unzugénglich sind. Der andere
grolRe Vorteil der auf Rapamycin basierenden Systeme ist die &ul3erst schnelle Reaktionszeit.
Die Dimerisierung kann, abh&ngig vom Organismus und den unterschiedlichen
Fusionsproteinen, innerhalb einiger Minuten oder sogar Sekunden vollstandig stattgefunden
haben. Der Ansatz von Geda et al. basiert darauf, markierte Zielproteine entweder in den
Nucleus von Hefen hinein oder aus ihm heraus zu fehllokalisieren (Abbildung 14 B) [133].
Ein dazu komplementares System wurde gleichzeitig von Haruki et al. entwickelt und erlaubt
eine Lokalisation von Zielproteinen entweder an die Plasmamembran (Abbildung 14 C) oder
an ein ribosomales Protein, was zur Depletion des Nucleus fiihrt [134]. Das System von
Robinson et al. funktioniert dagegen in S&ugerzellen und inaktiviert Fusionsproteine durch
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deren Lokalisation an Mitochondrien (Abbildung 14 D) [135]. Die unterschiedlichen
Hefesysteme ermdglichen es, neue Zielproteine auf unterschiedliche Weise und abhéngig von
ihrem Wirkungsort zu lokalisieren, wenn z.B. ein effizienter Nucleus-Im- und -Export des

Zielproteins nicht moglich ist.

Abbildung 14. Rapamycin induzierte Fehllokalisation von Zielproteinen

A) Schematische Darstellung wie Rapamycin dazu verwendet werden kann, eine DNA-
Bindedémane (DBD) und eine Aktivierungsdoméne (AD) in rdumliche N&he zu bringen und
damit die Genexpression in S&ugerzellen anzuschalten [128]. B) Rapamycin basierte
Fehllokalisation von einem Zielprotein (POI) in den Nucleus einer Hefezelle mit Hilfe eines
Fusionsproteins bestehend aus FKBP mit einer nuklearen Lokalisierungssequenz (NLS). C)
Der von Haruki et al. entwickelte Ansatz zur Depletion des Nucleus von Zielproteinen (POI)
basierend auf der Kolokalisation des POI an die membranstandige H+ ATPase (PMA1). D)
Die Umorientierung von Zielproteinen (POI) an die Mitochondrien durch die Komplexbildung
mit einem Partner, der das Importsignal eines dauferen Mitochondrienmembranproteins aus
Hefe Tom70p (Mito) tragt. (gelb-fluoreszierendes Protein (YFP))
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Ein grundsétzliches Problem aller Lokalisationsanséatze stellt die Fusion mit einem
Teil des Dimerisierungssystem dar, die das Zielprotein in seiner natirlichen Aktivitat
beeinflussen kann. Auch fiihrt die Fusion des schaltbaren Systems mit dem Zielprotein auf
molekularer Ebene in einigen Fallen zu Fehlfaltungseffekten. Dartber hinaus kann der
induzierende Stimulus fiir die Dimerisierung, z.B. das ,,small molecule®, die Zelle anderweitig
beeinflussen und muss damit auch bei der Evaluierung des Experiments in Betracht gezogen
werden.

Ansatze dieser Art werden in Bezug auf die Systembiologie wegen ihrer extrem
schnellen Reaktionszeit an Bedeutung gewinnen, da sie es ermolichen zelluldre Prozesse im
Sekundenmalstab zu beeinflussen. Vor allen Dingen in Kombination mit der
Fluoreszenzmikroskopie ergeben sich viele Madglichkeiten, komplexe Signalnetzwerke

genauer zu studieren und charakterisieren.

1.4.3 Kontrolle der Degradation von Proteinen

Die selektive Degradation der meisten instabilen Proteine in eukaryotischen Zellen wird durch
das Ubiquitinsystem geregelt. In diesem Signalweg werden Proteine an an ihren
Lysinseitenketten mit dem kleinen Protein Ubiquitin kovalent modifiziert, was die selektive
Degradation durch das Proteasom bewirkt [136].

Ein spezifischer Prozess zur Regulation der in-vivo-Lebensdauer von Proteinen in
sowohl Prokaryoten [137] und Eukaryoten [138, 139] wird durch die N-terminale Aminosaure
eines Proteins eingeleitet. Dieser Prozess wird auch als ,,N-end rule* bezeichnet. So fiihrt z.B.
ein Arginin am N-Terminus eines Proteins in Hefe innerhalb von wenigen Minuten zu einer
effizienten Ubiquitin-vermittelten Degradation des Proteins. Ein weiterer Kontroll-
mechanismen beruht anscheinend auf dem N-terminalen Acetylierungszustand von Proteinen
in Eukaryoten, der abhéngig von der acetylierten N-terminalen Aminosaure, wie z.B. Met, die
Lebensdauer von Proteinen verkiirzt [140].

Die induzierte Degradation findet als Ansatz zur Proteinfunktionskontrolle weite
Verbreitung, da sie ein Zielprotein aktiv und teilweise sogar dosisabhangig aus der Zelle
entfernt. Der Vorteil sind die grundséatzlich schnelleren Reaktionszeiten als bei Methoden, die
auf Transkriptions- oder Translationsinhibition abzielen und sich auf den natirlichen Abbau
der Restproteine aus der Zelle verlassen. Da die N-terminale Aminosdure einen so profunden
Einfluss auf die Stabilitat des Zielproteins hat, wurde ihre Freilegung in verschiedenen
Ansdtzen dazu ausgenutzt, ein Protein zu destabilisieren. Proteine oder kleine

Proteindoménen, die fusionierte Zielproteine in ihrer Stabilitdt beeinflussen, werden als
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Degron bezeichnet und in vielen Ansétzen der Degradationskontrolle verwendet. Bei den hier
vorgestellten Beispielen soll der Focus auf generellen Ansdtzen zur konditionalen
Degradation von Zielproteinen in Eukaryoten liegen.

Der erste Ansatz, um ein Ubertragbares konditionales Degron in Hefe zu entwickeln,
wurde mit Hilfe eines temperatursensitiven N-terminalen Degrons erreicht. Durch die Fusion
von Ubiquitin (Ub) vor eine destabilisierende Aminosaure der Dihydrofolatreduktase
(DHFR), kann diese effizient durch endogene Deubiquitinasen, die Ub abspalten, freilegt
werden. In einem genetischen Screen wurde ein temperatursensitives Allel (DHFR™)
identifiziert, das es erlaubt, fusionierte Zielproteine bei 23 °C zu stabilisieren und bei 37 °C
zu degradieren. (Abbildung 15 A) [141].

Abbildung 15. Konditionale Degradation

Schematische Darstellung verschiedener konditionaler Degradationsmethoden. A) Kontrolle
der Degradation von Zielproteinen (POI) aus Hefe mittels eines temperatursensitiven N-
terminalen Degrons, einer Variante der Dihydrofolatreduktase (N'Deg). (Ub = Ubiquitin, DeUb
= Deubiquitinase) B) Banaszynski et al. konditionaler und reversibler Ansatz zur Kontrolle der
Proteinstabilitdat in S&ugerzellen: Die Zugabe von Shidl fuhrt zur Stabilisierung des
Fusionsproteins, bestehend aus der FKBP*-Degradationsdoméne (Deg) und dem POI. C) Die
effiziente Freilegung eines N-terminalen Degrons (N'Deg) durch die TEV-Protease in Hefe,
was im Abbau des POIs resultiert. (Reporter = Rep) D) Die in verschieden nicht-pflanzlichen
Organismen funktionierende Auxin-vermittelte Degradation: Nach der Bindung von Auxin an
das Auxin-induzierte-Degron (Aid) konnen die Proteine ,transport inhibitor response 1*
(TIR1) und eine SCF-E3-Ubiquitin-Ligase rekrutiert werden. Dies leitet letztendlich die
Polyubiquitinierung ein und degradiert das POI.

Die von Banaszynski et al. entwickelte Methode ermdglicht eine schnelle und

reversible Kontrolle der Stabilitdt von Zielproteinen in Saugerzellen. Dies gelingt mit der
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Verwendung eines zellpermeablen ,,small molecule® Shld1, das spezifisch ein tbertragbares
Degron stabilisiert. Dieses Degron stammt aus einem zellbasierenden Screen, um N-terminale
Fusionen von humanen FKBP12 in eine destabilisierende Domane (FKBP*) umzuwandeln
(Abbildung 15 B). Dieses System zeigt eine extreme Dosisabhéngigkeit von Shldl und
reagierte durch messbare Stabilisierung oder Destabilisierung von fluoreszenten Testproteinen
innerhalb einiger Stunden [142]. Inzwischen konnte sogar die Anwendbarkeit des Systems in
lebenden Méusen aufgezeigt werden [143].

Der Ansatz von Taxis et al. beruht auf der konditionalen Proteindegradation durch die
Entschutzung eines bertragbaren N-terminalen Degrons in Hefe. Die Entschitzung erfolgt
mit einer optimierten Protease des Tabakétzvirus (engl. Tobacco Etch Virus, TEV), deren
Genexpression selektiv durch Galactose induziert werden kann. Eine zuséatzliche
Affinitatssteigerung vom Zielfusionsprotein und der TEV-Protease wurde durch den Einbau
miteinander interagierender SpleiBosom-Komponenten erreicht. Gleichzeitig mit der Fusion
des Degrons an das Zielprotein erfolgte noch die Einfiihrung eines N-terminalen fluoreszenten
Reporterproteins, das es ermdglichte, seine Spaltung zu beobachten. (Abbildung 15 C). Die
Proteininaktivierung an sich war innerhalb von drei Stunden vollstandig abgelaufen und
konnte zur Erzeugung von konditionalen Mutanten essentieller Zellzyklusproteine benutzt
werden [144].

Von Nishimura et al. wurde ein Degradationssystem entwickelt, das auf einem
einzigartigen Signalweg von Pflanzen beruht. In Arabidopsis thaliana ist das Phytohormon
Auxin direkt an der schnellen Degradation von Auxin-Transkriptions-Repressoren (AUX)
beteiligt. Dies geschieht mit Hilfe vom ,transport inhibitor response 1“-Protein (TIR1), indem
ein Komplex gebildet wird, der eine Interaktion mit den SCF-E3-Ubiquitin-Ligasen
ermoglicht. Diese SCF-E3-Ubiquitin-Ligasen rekrutieren E2-Ligasen, was zur Poly-
ubiquitinierung und dem Abbau des Repressors durch das Proteasom fiihrt. Da anderen
Eukaryoten zwar die Auxinantwort fehlt, sie aber den SCF-Degradationsweg besitzen, war es
maoglich ein Auxin-induziertes-Degron (Aid) zu generieren. Dazu wurde 1AA17 (ein AUX)
als Degron verwendet und mit Zielproteinen fusioniert, wahrend TIR1 heterolog in den Zellen
koexprimiert wurde. Nach der Expression und Zugabe von Auxin bildet sich der Komplex mit
einigen zuséatzlichen A. thaliana-homologen Proteinen und die Degradation findet statt
(Abbildung 15 D). Diese Methode ermdglicht eine Degradation von Zielproteinen innerhalb
einer Stunde und funktionierte in Hefen, Vogelzellen und verschiedenen Saugerzellininen
[145].
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Die Nachteile all dieser Systeme zur konditionalen Degradation sind grundsétzlich die
gleichen wie bei der Lokalisationskontrolle. Zum einen gibt es Effekte, die von der Fusion des
Degradationssystems mit einem neuen Zielprotein herriihren. Die Fusion des Degrons mit
dem Zielprotein kann dieses mdglicherweise in seiner natlrlichen Funktion beintrachtigen,
die eigentlich untersucht werden soll. Allerdings kann auch noch zu viel Hintergrundaktivitét
des Zielproteins zuriickbleiben, weil die Starke des Degrons nicht ausreicht, um diese
komplett zu inaktivieren. Andere nachteilige Effekte beruhen oft auf dem induzierenden

Stimulus, der lebende Systeme beeinflussen oder sogar toxische Effekte haben kann.

1.4.4 Inteinassozierte Proteinsfunktionskontrolle

Neben den in Kapitel 1.1.4 besprochenen Anwendungen von Inteinen kénnen sie auch fur die
Proteinfunktionskontrolle verwendet werden. Erneut sind die theoretisch schnelleren
Antwortraten der potentielle Hauptvorteil dieser auf Proteinebene stattfindenden
Kontrollmdglichkeit.

Eine der klassischen Formen der Proteinfunktionskontrolle konnte ebenfalls
erfolgreich bei Inteinen angewendet werden: Die Erzeugung von temperatursensitiven (ts)
Mutanten durch Mutagenese und genetische Screens [146-148]. Sie kdnnen dazu benutzt
werden, Zielproteine bei einer permissiven Temperatur durch Protein-trans-Spleifien zu
erzeugen und ihre konditionale Degradation bei einer Temperaturverdnderung einzuleiten
(Abbildung 16 A). Die Inteine sind also steuerbar, wenngleich, wie fast alle ts-Proteine,
innerhalb von Stunden oder Tagen. Ihr groBter Nachteil ist die sehr schlechte Ubertragbarkeit
von identifizierten ts-Inteinen, da ihre Entwicklung nach der cis-Insertion des Inteins in ein
Zielprotein stattfand und sie an diesen speziellen Exteinkontext adaptiert sind. Auch kénnen
sie naturlich nur in Organismen Verwendung finden, die solche Temperaturverdnderungen
tolerieren, z.B. E. coli [146], S. cerevisiae [147, 148] und Drosophila melanogaster [148].

Die néachste Form der Kontrolimdglichkeit ist die Kopplung von Inteinen mit dem
»Small molecule“-Ansatz. So konnte durch die cis-Insertion einer Bindungsdomane fiir einen
Liganden ein schaltbares Intein erzeugt werden. Die Insertion fihrt in diesem Fall zur
Inaktivierung des Inteins und nur durch Zugabe des Liganden andert es seine Konformation,
was die Aktivitat des Inteins wiederherstellt. Es wurden unabhdngig voneinander zwei
Systeme entwickelt, die beide das Mycobacterium tuberculosis RecA-Intein verwenden, eines
mittels rationalen Proteindesigns in E. coli [149] und das zweite durch einen mehrere Runden
umspannenden Selektionsprozess in S. cerevisiae [150]. Das von Buskirk et al. entwickelte

System verwendet als Insertion in das Intein die Liganden-Bindungsdomane des
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menschlichen Ostrogenrezeptors, zu dessen Konformationsanderung die Zugabe von 4-
Hydroxytamoxifen (4-HT) genutzt werden kann (Abbildung 16 B). In einer
Weiterentwicklung dieses Ansatzes schafften es die Autoren um Yuen die Spleifireaktion
sowohl von GFP als auch von zwei Transkriptionsfaktoren Glil und Gli3 in Sdugerzellen zu
kontrollieren [151]. Das groBte Problem dieser cis-Kontrollansatze stellt nicht nur das
Auffinden einer verwendbaren Insertionsstelle in neuen Zielproteinen, sondern auch die

unerlassliche Optimierungsarbeit fur jedes Intein in einem neuen Exteinkontext dar.

Abbildung 16. Kontrolliertes Proteinspleif3en

A) Die Proteinfunktionskontrolle tber temperatursensitive (ts) Inteine erlaubt nur bei einer
permissiven Temperatur die Erzeugung des aktiven Zielproteins (POI). B) Die Insertion der
Liganden-Bindungsdomine des menschlichen Ostrogenrezeptors in ein Intein ermdglicht
dessen Kontrolle Uber 4-Hydroxytamoxifen (4-HT). C) Das konditionale Proteinspleillen
beginnt mit der Spaltung eines POl in zwei Hélften, die dadurch keine natirliche Affinitét
zueinander besitzen. Nur wenn die Zugabe von Rapamycin erfolgt, werden die Halften durch
das Dimerisierungsystem (FKBP/FRB) in rédumliche Néhe gebracht, die Inteinaktivitat
rekonstituiert und die Protein-trans-SpleilRreaktion (PTS) ermdglicht. (PS = ProteinspleiRen)

Ein anderer genereller Ansatz zur konditionalen Proteinfunktionskontrolle, der auch
das FKBP/FRB/Rapamycin-System verwendet (Kapitel 1.4.2), ist das sogenannte
konditionale Proteinspleiflen (engl. conditional protein splicing, CPS) [48]. Am Beginn der
Methode steht die funktionale Inaktivierung des Zielproteins durch dessen Spaltung und die
Fusion der entstandenen Fragmente mit den korrespondieren Halften des gespaltenen Sce
VMA-Inteins sowie des Dimerisierungssystems. Es ist von enormer Bedeutung, dass die
resultierenden Vorldufermolekile keine natiirliche Affinitdt mehr zueinander aufweisen und
damit keine ungewollte und unregulierbare Protein-trans-Spleil3reaktion stattfinden kann. Die
Zugabe von Rapamycin fihrt dann zu der Bildung des FKBP/FRB/Rapamycin-Komplexes

und bringt dabei die Inteinhalften in rdumliche N&he zueinander, was ihre Aktivitat
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rekonstituiert. Bei der nun ablaufenden Protein-trans-Spleiireaktion wird das aktive
Zielprotein gebildet (Abbildung 16 C). Anfanglich konnte diese Methode erfolgreich auf
Modellproteine in vitro [48] und in vivo in Sdugerzellen [152] angewendet werden. AufRerdem
sind inzwischen auf diese Weise aktive Enzyme in lebenden Taufliegen generiert worden
[153]. Der Aufwand, der aufgebracht werden muss, um aktive Insertionspositionen in neuen
Zielproteinen zu identifizieren, die ihre konditionale Kontrolle erlauben, ist ein Hauptnachteil,
welcher der breiten Anwendung dieses Systems im Wege steht.

Ferner existiert noch ein weiterer Ansatz, der die Inaktivitat der gespaltenen Sce
VMA-Inteinhélften ausnutzt. Diese Methode verwendet ein rekombinant exprimiertes
Dimerisierungssystem von Phytochomrezptoren aus A. thaliana, die eine lichtabhéngige PTS-

Reaktion in S. cerevisiae erlaubt [154].

1.5 Aufgabenstellung

Gespaltene Inteine haben sich zu einem weit verbreiteten Werkzeug mit verschiedenen
Anwendungen in der Biochemie und Chemischen Biologie entwickelt. Das groRte Problem,
das bei ihren in-vivo- und in-vitro-Anwendungen auf neue Zielproteine auftritt, ist die
Identifikation von geeigneten Insertionsstellen. Bis heute ist es nicht genau vorhersagbar, ob
eine Insertionsstelle an einer bestimmten Position im Zielprotein zum effizienten Ablaufen
der Proteinsplei3reaktion der resultierenden Inteinhalften fuhrt oder nicht. Unter Umsténden
ist deshalb sehr viel Arbeitsaufwand nétig, um eine optimale Insertionsstelle fir ein Intein mit
den notwendigen Anpassungen der angrenzenden Aminosauren in den Exteinregionen zu
identifizieren. Gleichzeitig darf das Zielprotein nach dem Ablaufen der Protein-trans-
SpleiBreaktion nicht zu stark durch die eingefiihrten Mutationen in seiner natlrlichen
Aktivitat beeintrachtigt sein.

In dieser Arbeit sollte das Problem der Insertionstellenidentifikation durch zwei
verschiedene Arten von Inteinkassetten angegangen werden. Erstens sollte eine wahrend
meiner Diplomarbeit entwickelte konditionale gespaltene Inteinkassette genutzt werden, um
parallel verschiedene Positionen in einer Protease auf ihre Spleilaktivitat zu untersuchen. Die
durch die Fusion mit den Inteinhédlften und dem FKBP/FRB-Dimerisierungssystem
entstenende schaltbare Protease sollte dann gezielt fur die in-vivo-Proteinfunktionskontrolle
einsetzbar sein.

In einem zweiten Projekt sollten flexible, gespaltene Inteinkassetten entwickelt
werden, welche die Anwendung von gespaltenen Inteinen auf neue Zielproteine signifikant

vereinfachen. Im Detail sollte eine gleichzeitige und parallele Untersuchung verschiedener
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Inteine und unterschiedlicher flankierender Aminosduren an einer beliebigen Insertionsstelle

im Zielprotein mit geringem zeitlichen und experimentellen Aufwand erméglicht werden.

43



Material

2 Material

2.1 Gerate

Tabelle 3: Geréateliste

Gerat Hersteller mit Typenbezeichnung

-80 °C Gefrierschrank New Brunswick Scientific ultra low
temperature freezer

-152 °C Tiefkihltruhe SANYO Ultra-low Temperature Freezer

Agarose-Gelelektrophoresekammer

Analysenwaagen

Autoklav
Chromatographiesystem

CO,-Inkubator

Dokumentation von DNA-Agarosegelen und
SDS-PAGE Gelen

Elektroporator
Emulsifier

Heizblock

Horizontal-Schittelgerat
Inkubations-Schrank

Inkubations-Schuttler
Mikroskope

PCR-Gerat
pH-Meter

Pipetten
Reinstwasser Anlage
Scanner

SDS-PAGE Apparatur

MDF-1156
PEQLAB Perfect Blue Gelsystem M und L

Mettler PM400
Sartorius Basic

H+P Labortechnik Varioklav 135 S
GE Healthcare AKTA prime plus
Thermo Scientific Heraeus Heracell 150

Canon PowerShot G5

Bio-Rad MicroPulser

Avestin EmulsiFlex-C5

Eppendorf ThermoStat plus
Eppendorf Thermomixer comfort

Heidolph Promax 1020
Memmert INE 800

Infors HT Aerotron
New Brunswick Scientific 126, TC-7

Olympus 1X-81
Leica TCS SP5

Biometra TPersonal Combi
HANNA instruments pH211
Eppendorf Reference
Millipore Milli-Q

Cannon CanoScan 8400F

BioRad Mini-PROTEAN 3 Cell
BioRad PowerPac Basic Netzgerat

44




Material

Gerat

Hersteller mit Typenbezeichnung

Sicherheitswerkbank
UV-Schirm
UV/VIS - Spektrophotometer

Vortexer

Wasserbad
Western-Blot-Apparatur
Zelldichte Messgerat

Zentrifugen

Nuaire NU 440-500E
H. Saur Transilluminator IL-200M

GE Healthcare Ultrospec 3100 pro
Varian Cary 100 Bio

LMS VTX 300
P-D Industriegesellschaft WB20
BioRad Mini Trans-Blot Cell

GE Healthcare Ultrospec 10

Eppendorf Centrifuge 5415 D
Eppendorf Centrifuge 5804 R
Sorvall Evolution

2.2 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien, die in der nachfolgenden Tabelle nicht gesondert aufgelistet sind, wurden von
den Firmen AppliChem (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (St. Louis,

USA) in p.a. Qualitat bezogen. Der Grofdteil der Verbrauchsmaterialien wurde von der Firma

Sarstedt bezogen (Nimbrecht).

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Produkt(e)

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Ariad Pharmaceuticals
(Massachusetts, USA)

Becton, Dickinson and Company
(New Jersey, USA)

Biolegio (Nijmegen, Niederlande)
Carl Roth (Karlsruhe)

PfuUltra Il Fusion HotStart DNA-Polymerase
Glycin, IPTG, Tris
AP23102

Bacto™ Agar, Bacto'™ Peptone, Hefeextrakt,
Hefe Stickstoff Basis (ohne Aminoséuren &
Ammoniumsulfat)

Oligo-Nukleotide

Acrylamid-Lsg. fur SDS-PAGE, Agar Nr. 1,
Ampicillin,  APS, L-Arabinose, Brom-
phenolblau,  BSA, Concanavalin A,
Coomassie  Brilliant  Blue R 250,
Chloramphenicol, DMSO, Ethanol, Ethidium-
bromid, Glucose, B-Mercaptoethanol, Milch-
pulver, SDS, TCA, TEMED, Triton X-100,
Tween-20, Visking-Dialysierschlauch
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Hersteller

Produkt(e)

Covance (Princeton, USA)

Eurogentech (Seraing, Belgien)
Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

Fermentas (Burlington, Canada)

Finnzymes (Espoo, Finnland)

GE Healthcare
(Little Chalfont, Grof3britannien)

IBA (Gottingen)

Life Technologies (Carlsbad, USA)
MatTek Corporation (Ashland, USA)
Merck KGaA (Darmstadt)

Millipore (Billerica, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)

PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

PKC Pharmaceuticals
(Massachusetts, USA)

Qiagen (Hilden)

Roche Applied Science (Penzberg)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Anti-GFP  Antikdrper
Anti-HA Antikorper
Agarose, Elektroporationskiivetten

Oligo-Nukleotide

CIAP, Desoxyribonukleotide (dATP, dTTP,
dGTP, dCTP), Dithiothreitol, DNA- und
Protein-Marker, DTT, T4-DNA-Ligase,
Restriktionsendonukleasen

(fir  Saugerzellen),

Phusion™ DNA Polymerase

ECL & ECL Advance Western Blotting
Detektionsreagenzien, Hyperfilm™ ECL,
Whatman GBO0O05 Blotting Papier

Strep-Tactin Sepharose, Desthiobiotin
PBS-Puffer
35-mm-Glasboden-Schalchen

KOD Hot Start DNA-Polymerase

Sterilfilter (45 nm)

Anti-MBP  Antikdrper,
nukleasen

Restriktionsendo-

Medien, Puffer und Losungen fur die Zell-
kultur

Rapamycin

QIAquick PCR-Purification & Gel-Extraction
Kit, Ni*-NTA-Superflow, Penta-His Anti-
korper

Anti-GFP Antikdrper (fur Hefe)
Anti-Actin Antikorper

5-Aminolavulinsaure, Anti-GST Antiserum,
DNA-Natrium-Salz aus Lachshoden, EDTA,
ONPG, Phenol, Polyethylenglykol 3350,
Raffinose
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2.3 Vektoren

2.3.1 pET16b

Der pET16b-Vektor (5711 bp) der Firma Novagen verflgt tber die Sequenzen fiir einen N-
terminalen Hisg-Tag mit anschlielender Faktor Xa-Protease Schnittstelle. Die Expression des
Zielgens wird durch einen T7-Promotor reguliert und das lacl%-Gen reprimiert eine
Genexpression bis zur Zugabe von IPTG. AulRerdem wird dem Plasmid durch das bla-Gen
eine Ampillicin-Resistenz verliehen und die Vervielfaltigung geschieht tber den ColE1-

Replikationsursprung aus dem pBR322-Plasmid [155].

2.3.2 pBAD/His A
Der pBAD/His A (4102 bp) Vektor der Firma Invitrogen erlaubt die L-Arabinose abhéngige

Expression eines Zielgens. Die Kontrolle der Genexpression wird sowohl durch die araBAD-
Promotorsequenz vor dem 5'-Ende des Zielgens erreicht als auch durch den araC-Repressor
im Vektorgrundgerist gewahrleistet. Zusétzlich zur Bindung von L-Arabinose an den AraC-
Repressor wird fiir eine maximale Expression des Zielgens der Komplex aus cAMP und dem
CAMP-Aktivatorprotein (CAP) bendtigt. Die Zugabe von Glucose fiihrt damit zusatzlich, Gber
den Prozess der Katabolitrepression, zur Verringerung einer unerwinschten Transkription des
Zielgens. Am 5’-Ende vor der Zielgensequenz kodiert der Vektor fiir einen N-terminalen Hisg-
Tag gefolgt von einer Enterokinase-Schnittstelle. Der Vektor verleint Resistenz gegen
Ampicillin durch das B-Lactamase-Gen (bla) und repliziert sich in E. coli durch den ColE1-

Replikationsursprung aus dem pBR322-Plasmid.

2.3.3 pRSFDuet

Der pRSFDuet Vektor (3829 bp) der Firma Novagen wurde zur Koexpression von zwei
Zielgenen entwickelt. Er enthalt zwei multiple Klonierungsstellen die jeweils vor ihrem 5°-
Ende eine T7/lac Promotor/Operator Sequenz, sowie eine Ribosomenbindestelle besitzen.
Aullerdem enthalt der Vektor das Kanamycin-Resistenzgen (kan), die lac-Repressorsequenz
und den vom RSF1030-Plasmid abgeleiteten RSF-Replikationsursprung [156]. In dieser
Arbeit wurde keine duale Koexpression durchgefihrt, sondern der Vektor wurde nur zur

Expression eines einzelnen Zielgens verwendet.
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2.3.4 pTS13
Der pTS13 Vektor (6174 bp) ist der urspriungliche die CPS-Kassette tragende Vektor [157],

aus dem ihre Amplifikation fir die Integration in das TEV-Proteasegen erfolgte. Das
Grundgerust von pTS13 stammt aus dem pBluescript 11 KS(-) Plasmid [158]. Wéhrend der
Klonierung wurden die Elemente fir die Genexpression in E. coli deletiert, weshalb das
Plasmid nur als Templat fir PCR-Reaktionen dienen kann. Die Fusionsgene der CPS-Kassette
bestehen aus N'VMA-FKBP und pMET25-FRB-C'VMA-Hiss. Die Gene werden durch die
HIS3-Kassette, die aus dem Plasmid pFA6a-HIS3MX6 stammt (Kapitel 2.3.6), raumlich
voneinander getrennt. Der Vektor verleiht Resistenz gegen Ampicillin durch die Expression
des pB-Lactamase-Gens (bla) und repliziert sich in E. coli durch den ColEl-

Replikationsursprung, der aus dem pBR322-Plasmid stammt.

2.3.5 p41X/ pa2X

Alle in dieser Arbeit verwendeten Hefe-Expressionsvektoren basieren auf den p41X / p42X
Shuttlevektoren [159]. In der in sich kohdrenten Nomenklatur steht die 1 fur einen
CENG6/ARSH4-Replikationsursprung und die 2 fir den 2-Micron-Replikationsursprung. Um
multiple Plasmide miteinander im selben Hefestamm koexprimieren zu kdnnen, wurden

Plasmide generiert, die verschiedene Auxotrophiemarkergene (X) besitzen (Tabelle 5).

Tabelle 5. Verwendete Auxotrophiemarker in den p41X / p42X Plasmiden

Plasmidname (X) Markergen
3 HIS3

4 TRP1

5 LEU2

6 URA3

Ebenso existieren verschiedene Versionen der Plasmide in Bezug auf den Promotor, der die
Starke der Expression des Zielgens kontrolliert (Tabelle 6). Teilweise lagen die generierten
Plasmide vor oder sie wurden aus den vorhandenen Vektorgrundgeriisten durch deren

Kombination erzeugt.
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Tabelle 6. Verwendete Promotoren in den p41X / p42X Plasmiden

Promotor Eigenschaften Referenz
GAL1 sehr stark, induzierbar [160]
GPD sehr stark, konstitutiv [161]
MET25 schwach, reprimierbar bis auf ein basales Level | [160]
TDH1 stark, konstitutiv [162]

Als Selektionsmarker fur E. coli besitzen die p41X / p42X Vektoren das B-Lactamase-Gen
(bla) und ihrer Amplifikation dient ein pMB1-Replikationsursprung.

2.3.6 pFA6a-HIS3MX6

Der pFA6a-HIS3MX6 Vektor (3763 bp) ist ein Shuttle-Vektor, der als Templat fir die auf
PCR-basierende Gendeletion (engl. PCR-mediated gene disruption) in S. cerevisiae konzipiert
wurde [163]. Die sich im Vektor befindliche HIS3-Kassette kann eine his3-Mutation in S.
cerevisiae komplementieren. Sie besteht aus der Fusion des starken TEF-Promotors und TEF-
Terminators des filamentésen Pilzes Ashbya gossypii mit dem his5-Gen aus

Schizosaccharomyces pombe.

2.3.7 pcDNA3

Der pcDNAS3 Vektor (5446 bp) der Firma Invitrogen ist ein Shuttle-Vektor flr die Expression
von Zielgenen in Sdugerzellen. Nach der Klonierung des Zielgens in die multiple
Klonierungsstelle, kann die Expression ber den CMV-Promotor stattfinden. Das Rinder-
Wachstumshormon (engl. bovine growth hormone, BGH) Polyadynierungssignal am 5'-Ende
des Zielgens, sorgt fir die notwendige Prozessierung der entstehenden mRNA. Das
Vektorgrundgeriist besitzt den SV40-Replikationsursprung, durch dessen synthetisiertes
SV40-T-Antigen die Vermehrung in Sédugerzellen erlaubt wird. Eine Neomycin-
Resistenzkassette erlaubt zusatzlich die stabile Transfektion von eukaryotischen Zellen mittels
G418. Ebenfalls besitzt der Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen (bla), dass in Kombination
mit dem ColE1-Replikationsursprung der selektiven Vermehrung in E. coli dient.
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2.3.8 pEGFP-N1/ pmCherry-N1
Der pEGFP-N1 Shuttle-Vektor (4733 bp) der Firma Clontech wurde zur Expression von

»enhanced GFP* (eGFP) Fusionsproteinen in eukaryotischen Zellen verwendet. Bei dem
eGFP-Fluorophor handelt es sich um eine in den roten Fluoreszenz-Bereich verschobene
GFP-Variante, die starkere Fluoreszenz und ein hoheres Expressionslevel in eukaryotischen
Zellen besitzt (Anregungsmaximum = 488 nm; Emissionsmaximum = 507 nm). Die
Klonierung des Zielgens in die multiple Klonierungsstelle resultiert in seiner CMV-Promotor
abhangigen Expression. Dabei befindet sich das Zielprotein am N-Terminus und das eGFP am
C-Terminus des Fusionsproteins. Das Rinder-Wachstumshormon (BGH) Polyadynierungs-
signal am 5'-Ende vom eGFP-Gen, sorgt fiir die notwendige Prozessierung der entstehenden
MRNA. Das Vektorgrundgerlst besitzt den SV40-Replikationsursprung, der das SV40-T-
Antigen fur die Vermehrung in Sdugerzellen synthetisiert. Eine Neomycin-Resistenzkassette
erlaubt zusatzlich die stabile Transfektion von eukaryotischen Zellen mittels G418. Ebenfalls
besitzt der Vektor ein Kanamycin-Resistenzgen (kan), das in Kombination mit dem pMB1*-
Replikationsursprung zur Vermehrung in E. coli dient.

Im Falle des pmCherry-N1 Vektors (4722 bp) ist eGFP durch das mCherry-Gen
ersetzt worden (Anregungsmaximum = 587 nm; Emissionsmaximum = 610 nm.) [164].
Dieses ging durch gerichtete Proteinevolution aus dem monomeren rot-fluoreszenten Protein
mRFP1 hervor.

2.4 Mikroorganismen und Zelllinien

2.4.1 E. coli-Stamme

DH5a

Dieser Stamm hitzekompetenter E. coli-Zellen (Subcloning Efficiency™ DH50™) wurde

von der Firma Invitrogen bezogen.

Genotyp: F ®80lacZAM15A4(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(r, my’)
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relALl A’

XL10-Gold

Dieser Stamm wurde zur Herstellung elektrokompetenter Zellen fir Klonierungszwecke

eingesetzt und stammte von der Firma Stratagene.
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Genotyp: Tet” A(mcrA)183 A(mcerCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F” proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam'].

BL21-Gold(DE3)
Dieser E. coli-Stamm der Firma Stratagene wurde fiir die Herstellung von hitzekompetenten

Zellen benutzt, die zur Herstellung der Expressionsstdimme verwendet wurden.
Genotyp: F ompT hsdS (rsmg’) decm” Tet" gal A(DE3) endA Hte

2.4.2 S. cerevisiae-Stamme

Die Nummerierung der Hefestamme in der Stammsammlung (TSXXX) steht bei nicht selbst
erzeugten Stdmmen in Klammern, bei selbst generierten entspricht sie dem Namen des

Stammes.

Y03883 (TS022)
Der Stamm wurde von EUROSCARF (EUROpean Saccharoymces Cerevisiae ARchive for

Functinal analysis) bezogen. In dem Stamm ist das TFP1-Gen deletiert, dass fir die
Untereinheit A der vakuoldren ATPase V1 Domane inklusive dem Sce VMA-Intein kodiert.
Genotyp: MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; tfplA::kanMX4

SBFB4 (TS051)

Der von Binkowski et. al erzeugte Hefestamm wurde in einem Liganden kontrollierten

Protein-Peptid-Interaktionssystem verwendet [165]. Durch die tor2-1 Mutation ist der Stamm

resistent gegenliber Rapamycin. Das FPR1-Gen ist die natlrliche Prolylisomerase von S.

cerevisiae mit dem héchsten Expressionslevel, deswegen erhoht seine Deletion unspezifische

Bindungen mit heterolog exprimierten FRB-Fusionsgenen.

Genotyp: MATa; trpl-901; leu2-3,112; ura3-52; his3-200; gal4A; gal80A; GAL2-ADEZ2;
LYS2::GAL1-HIS3; met2:: GAL7-lacZ; tor2-1; Afprl::kanMX4

W303 (TS117)
Der W303-Stamm wurde zur Generierung von Stamm TS302 verwendet [166].
Genotyp: MATq, ura3-1, ade2-1, trpl-1, his3-11, leu2-3
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15302

In den CPS-Experimenten war TS302 der am hdufigsten verwendete Hefestamm. Er wurde
erzeugt durch Einfuhrung der tor2-1-Mutation durch die Transformation des amplifizierten
tor2-1-Gens aus der genomischen DNA des SBFB4-Stammes (Primern: 0TS25 & 0TS26).
AnschlieBend wurde das FPR1-Gen mit Hilfe der amplifizierten HIS3-Kassette (Kapitel
2.3.6) deletiert (Primer: 0TS140 & 0TS141) [163].

Genotyp: MAT g, ura3-1, ade2-1, trpl-1, his3-11, leu2-3, tor2-1, fprlA.HIS3

2.4.3 Eukaryotische Zelllinien

HelLa

Die Zellen stammen aus einem menschlichen Gebarmutterhalskrebs [167]. Ihre Morphologie
entspricht Epithel-ahnlichen Zellen, die in einer einlagigen Schicht (Monolayer) wachsen.
DSMZ Nr.: ACC 57

COS-7

Die Zellen wurden aus der Niere der athiopischen Grinmeerkatze gewonnen [168]. lhre

Morphologie entspricht Fibroblasten-ghnlichen Zellen, die in einem Monolayer wachsen.
DSMZ Nr.: ACC 60

2.5 Wachstumsmedien

2.5.1 E. coli-Medien

Zur Sterilisation wurden alle Medien vor dem Gebrauch fiir 30 min bei 121 °C und 1,5 bar
autoklaviert. Als Vollmedium zur Anzucht von E. coli-Zellen wurde LB-Medium benutzt. Im
Falle der *°N-Isotopenmarkierung wurde M9-Minimalmedium zur Anzucht der E. coli-BL21-
Gold(DE3)-Zellen verwendet.

LB-Medium 10g/L  Trypton
59/L  Hefeextrakt
5¢g/L NaCl

fur Platten 159/L  Agar Nr.1
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M9-Minimalmedium 45 mM  NaHPO,4
25mM  KH,PO,
8,5mM NaCl
0,1mM CaCl,

1mM MgSO,

0,03 g/mL  Thiamin (steril filtriert)
0,1%  NH4CI oder *NH,CI (steril filtriert)
0,2%  Glucose (steril filtriert)
22 nM  FeClj; (steril filtriert)

Hitzeempfindliche Substanzen, wie z.B. Antibiotika, wurden den Medien nach dem
Autoklavieren in  folgenden Konzentrationen zugegeben: Ampicillin (100 pg/mL),
Kanamycin (50 pg/mL) und Tetracyclin (10 pg/mL).

2.5.2 S. cerevisiae-Medien

YDP-Medium

Als Vollmedium zur Anzucht von S. cerevisiae-Zellen wurde YPD-Medium verwendet.

YPD-Medium 20g/L  Bacto'™ Peptone
10 g/L  Hefeextrakt
fir Platten 20g/L  Bacto'™ Agar

Hitzeempfindliche Substanzen, wie z.B. Glucose, wurden dem Medium als sterilfiltrierte

Ldsungen erst kurz vor Beginn des Experimentes zugegeben.

SD-Medium
Als Minimalmedium zur Anzucht von S. cerevisiae-Zellen wurde SD-Medium (engl.
Synthetic Defined Medium) benutzt [169].

SD-Medium 5 ¢/L Hefe Stickstoff Basis (ohne Aminosauren und Ammoniumsulfat)
1,7 g/L Ammoniumsulfat
100 mL/L 10x Dropout-L6sung (Zusammensetzung folgt spéater)

fur Platten 30 g/L Bacto™ Agar
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Nach der Zugabe aller Lésungen und Chemikalien wurde der pH auf 5,8 eingestellt und das
Medium autoklaviert. Hitzeempfindliche Substanzen, wie z.B. Glucose, wurden dem Medium

als sterilfiltrierte Losungen erst kurz vor Beginn des Experimentes zugegeben:

Stammldsung Endkonzentration
Glucose 50 % 2%
Galactose 20 % / Raffinose 10 % 2% /1%
Rapamycin 1 mM in DMSO variabel

Falls n6tig wurde danach das Medium mit sterilem ddH,O auf das finale Volumen von 1L

gebracht.

10x Dropout-L6sung

Um z.B. ein SD-Medium (-His) herzustellen, wurde eine 10x Dropout-Lésung (-His)

angesetzt die alle Nahrstoffe in ihren angegebenen Konzentrationen enthielt, auf3er Histidin.

Nahrstoff 10x Konzentration
L-Adenin Hemisulfat Salz 200 mg/L
L-Arginin HCI 200 mg/L
L-Histidin HCI Monohydrat 200 mg/L
L-Isoleucin 300 mg/L
L-Leucin 1.000 mg/L
L-Lysin HCI 300 mg/L
L-Methionin 200 mg/L
L-Phenylalanin 500 mg/L
L-Threonin 2.000 mg/L
L-Tryptophan 200 mg/L
L-Tyrosin 300 mg/L
L-Uracil 200 mg/L
L-Valin 1.500 mg/L

Jede Dropout-Ldsung wurde nach dem Ansetzen autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt.

54



Material

2.5.3 Medium fur eukaryotische Zelllinien

Fur eukaryotische Zellen wurde ein steriles DMEM-Nahrmedium (engl. Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) von der Firma PAN Biotech GmbH bezogen [170].
DMEM-Medium 4,5 g/L Glucose
(einschlieRlich) 4 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
3,7 g/L NaHCOg3

Vor der Verwendung wurde es mit folgenden sterilfiltrierten Substanzen versetzt und bei 4 °C

gelagert.
Zuséatze des DMEM- 10%  (viv) FBS
Mediums 100 U/mL Penicillin

100 pg/mL Streptomycin
2 mM L-Glutamin

2.6 Puffer und Losungen

Coomassie-Farbeldsung 40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure
2,5 g/L Coomassie Brilliant Blue R 250

Coomassie-Entfarbeldsung 40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

Dulbecco’s Phosphate-Buffered 0,2 g/L KCI
Saline without Ca?* and Mg** 0,2 g/L KH,PO,

oo

(PBS-Puffer) g/L NacCl

2.2 g/L Na;HPO47H,0

EB-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
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HU-Puffer
(SDS-Probenpuffer fur Hefe)

Ni?*-NTA-Puffer A

Ni?*-NTA-Puffer B

NMR-Puffer

ONPG-L06sung

SDS-Gel Laufpuffer

4x SDS-Probenpuffer

Strep-Tag Puffer W

8

M

Harnstoff

5% (w/v) SDS

200

1
0,1%
1,5%

50
300

50
300
250

25
50

50
250
0,1%

50
8 %
40 %
20 %
5

100
150

mM
mM
(wWiv)
(wWiv)

mM
mM

mM
mM
mM

mM
mM

g/L

mM
mM
(wiv)

mM
(wiv)
(V/v)
(VIv)
mg/L

mM
mM

Tris/HCI pH 6,8
EDTA
Bromphenolblau
DTT

Tris/HCI pH 8,0
NaCl

Tris/HCI pH 8,0
NaCl

Imidazol

Tris/HCI pH 7,0
NaCl

o-Nitrophenyl-p-D-Galactopyrano-

sid (ONPG) gel6st in Z-Puffer
Tris

Gylcin

SDS

Tris/HCI pH 6,8
SDS

Glycerin
-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Tris/HCI pH 8,0
NaCl

1 mM EDTA
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Strep-Tag Puffer E

TBST-Puffer

TE-Puffer

Trypsin-Lésung

Stripping-Puffer (Western Blot)

Z-Puffer

Z-Puffer mit g-Mercaptoethanol

100
150

2,5

50

150

0,1%

10
1

mM
mM
mM
mM

mM
mM
(VvIv)

mM
mM

Tris/HCI pH 8,0
NaCl

EDTA
Desthiobiotin

Tris/HCI pH 7,0
NaCl

Tween-20

Tris/HCI pH 8,0
EDTA

0,25 % (w/v) Trypsin
0,02 % (w/v) EDTA

in PBS-Puffer mit Phenolrot

2% (wiv) SDS

63
0,686 %
16,1

5,9

0,75
0.246

0,27 %

mM
(VIv)
g/L
g/L
g/L
g/L

(v/v) B-Mercaptoethanol in Z-Puffer

Tris/HCI pH 6,7

- Mercaptoethanol
Na;HPO,4-7H,0
NaH,PO4-H,0

KCI

MgSQOgy; pH 7,0
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Standardtechniken der Molekularbiologie (z.B. Klonierung
von Plasmiden, PCR, Transformation von E. coli- und S. cerevisiae-Zellen) wurden nach
Sambrook [171] und Rose [172] durchgefiihrt und werden hier nicht weiter beschrieben (siehe
auch [169] und [157]). Die Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Primer (siehe Tabelle 18)
und eine Liste der benutzten aber nicht ndher beschriebenen Plasmide (siehe Tabelle 17)

kdénnen dem Anhang entnommen werden.

3.1.1 Restriktionsfreie PCR

Die restriktionsfreie PCR (RF-PCR) ist eine spezielle Form der PCR zur zielgerichteten
Integration von grofen DNA-Fragmenten in Zielplasmide [173, 174]. Die RF-PCR besteht
dabei aus zwei separaten, aufeinander folgenden PCR-Reaktionen. Wahrend der ersten
Reaktion wird ein beliebiges DNA-Fragment oder Zielgen durch die Amplifikation mit den
Primern am 5- und 3-Ende mit 20-40 bp langen Sequenzen, die homolg zur
Integrationsposition sind, versehen. In der folgenden PCR-Reaktion, einer linearen
Amplifikationsreaktion, wird das verlangerte Amplifikat der ersten PCR-Reaktion als eine Art
Primer zusammen mit einem zirkuldren Plasmid eingesetzt. So findet in der zweiten PCR-
Reaktion die Integration des DNA-Fragmentes in die Insertionsposition nach der Paarung der
homologen Sequenzen und der Amplifikation durch die Polymerase statt. Im Gegensatz zur
zielgerichteten Mutagenese mittels der QuickChange Methode [175], ist es also mdglich
ganze Gene in Zielvektoren in einer ,spurlosen” Art und Weise einzufiigen, d.h. ohne die
Notwendigkeit von Restriktionsschnittstellen oder ungewollten Baseninsertionen.

Fur die erste PCR-Reaktion wurden Standardbedingungen verwendet. In der zweiten PCR-
Reaktion, der linearen Amplifikation, wurde eine Polymerase mit sehr hoher Genauigkeit
verwendet (PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase von Stratagene). Der Zielvektor, in den
die Integration stattfinden sollte, wurde wie auch das amplifizierte DNA-Fragment mittels
Spin-Saulchen (Qiagen) gereinigt. Die finalen DNA-Konzentrationen in der linearen
Amplifikationsreaktion betrugen 1 ng/uL fur den Zielvektor und 6 ng/uL fur das amplifizierte
DNA-Fragment. Die Bedingungen der linearen Amplifikationsreaktion sind in Tabelle 7

dargestellt.
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Tabelle 7. PCR Programm der linearen Amplifikationsreaktion der RF-PCR

Denaturierung 2 min bei 95 °C
Denaturierung 30 s bei 95 °C

Annealing 60 s bei 55 °C 35x
Extension 60 s/kbp bei 68 °C
Extension 8 min bei 68 °C

Stop wobei 4 °C

3.1.2 Konstruktion der TEV-Protease-Plasmide

Die Positivkontrollen

Die Zielplasmide fir die Integration und damit auch die ersten verwendeten Positivkontrollen
waren pTS44 und pTS55. Fir die Erzeugung von pTS44 (His10-TEV(S219V)) wurde zuerst
die TEV-Protease aus pET19b-TEV(S219V) (erhalten von Prof. Kirill Alexandrov) mit den
Primern 0TS73 & 0TS74 amplifiziert. Nach dem Verdau von sowohl dem Amplifikat als auch
von p426-GAL1 (pTS35) mit BamHI and EcoRI wurden beide Fragmente miteinander ligiert.
Die Generierung von pTS55 erfolgte durch die Umklonierung der kodierenden Region Hisg-
GST-TEV(S219V) aus pGAT-TEV(S219V) (erhalten von Prof. Kirill Alexandrov) in p426-
GALL1 (pTS35) uber die Restriktionsenzyme Spel (bzw. Xbal fir das Amplifikat von pGAT-
TEV(S219V)) und Xhol.

Bei der modifizierten Positivkontrolle, die in den Wachstumsexperimenten eingesetzt
wurde, handelte es sich um pTS168 (Hiss-GST-TEV(S219V)-HA). Zuerst wurde Hisg-GST-
TEV(S219V) aus pGAT-TEV(S219V) mit den Primern oTS186 & 0TS187 amplifiziert.
AnschlieRend erfolgte die Klonierung in p424-TDH (ber Spel (bzw. Nhel fur das Amplifikat
von pGAT-TEV(S219V)) und Xhol.

Die Integrationsplasmide

Die Integrationsplasmide wurden durch den Einbau der CPS-Inteinkassette (pTS13, Kapitel
2.3.4) in die Plasmide pTS44 und pTS55 erzeugt. Dieser sequenzspezifische Prozess fand
tber homologe Rekombination in S. cerevisiae statt. Nachdem die CPS-Inteinkassette am 5'-
und 3'-Ende mit jeweils ca. 40 bp homologen Sequenzen zur Insertionsposition im TEV-
Proteasegen mittels der PCR-Primer verlangert wurde, erfolgte die Transformation des
Amplifikats in einen pTS44 oder pTS55 tragenden Hefestamm (YY03883, Kapitel 2.4.2). Alle

erzeugten Integrationsplasmide sind in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8. Die mittels der CPS-Kassetten erzeugten Integrationsplasmide in His;,-TEV und GST-TEV

Insertionsposition in der | Verwendete Primer Integrationsplasmid Integrationsplasmid
TEV-Protease [Hisy-TEV (pTS44)] [GST-TEV (pTS55)]
16 0TS130 & 0TS131 pTS117 pTS111

97 0TS128 & 0TS129 pTS109 pTS99

110 () 0TS121 & 0TS122 pTS103 pTS118

110 (A) 0TS123 & 0TS122 pTS115 pTS119

118 0TS095 & 0TS096 pTS77 pTS90

130 0TS093 & 0TS094 pTS74 pTS95

135 0TS126 & 0TS127 pTS98 pTS114

151 0TS091 & 0TS092 pTS79 pTS89

206 0TS124 & 0TS125 pTS100 pTS110

Die gespaltenen TEV-Proteasen 118 und 206

In den Wachstumsexperimenten wurden modifizierte Versionen der Integrationsplasmide der
Positionen 118 und 206 eingesetzt, da nur die aus ihnen resultierenden Fusionsproteine die
CPS-Reaktion durchfiihren konnten. Fur TEV 118 wurde pTS90 mit den Primern 0TS186 &
0TS187 amplifiziert und das lineare Fragment mit Nhel und Xhol geschnitten. Die
anschlieBende Ligation in den mit Spel und Xhol verdauten p424-TDH Vektor ergab pTS165.
Bei TEV 206 verliefen alle Schritte identisch, nur diente pTS110 als Templat in der PCR-
Reaktion. Das resultierende Plasmid war pTS170.

Zur zusétzlichen Charakterisierung der gespaltenen Protease wurden Konstrukte
hergestellt in denen TEV 118 und 206 eine CyslAla Mutation trugen. Diese Mutation
bewirkt, dass die Spleifreaktion nicht ablaufen kann. In beiden Fallen wurden die Mutation
durch das QuikChange-Protokoll eingefiihrt [175]. Die dazu verwendeten Primer waren bei
TEV 118 (pTS165) 0TS182 & 0TS183 und bei TEV 206 (pTS170) 0TS184 & 0TS185. Bei
den erhaltenen SpleiBmutanten-Plasmiden pTS184 (TEV 118 mut) und pTS187 (TEV 206

mut), wurde der Primereinbau durch Sequenzierung verifiziert.

Die Reporterplasmide

Bei dem ersten verwendeten TEV-Protease-Reporter handelte es sich um pTS69, der fur
MBP-TEVsite-eGFP kodierte. Das Plasmid wurde durch Umklonierung des vollstandigen
Fusionsgens aus pTS68 (MBP-TEVsite-eGFP) in pTS40 (p425-TDH Vektorgrundgerist) uber
die Enzyme EcoRI und Hindlll erhalten. In den Experimenten mit TEV 118 und TEV 206
wurde ebenfalls ein Reporterplasmid mit dem MBP-TEVsite-eGFP-Gen verwendet, allerdings

mit einem CENG6/ARSH4-Replikationsursprung. Dazu wurden zwei Fragmente aus pTS609,
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zum einen das Sacl und Ndel Fragment (TDH-Promotor) und zum anderen das Ndel und Xhol
Fragment (MBP-TEVsite-eGFP) in ein mit Sacl und Xhol geschnittenes p415-MET25
Plasmid kloniert. Das Ergebnis war pTS169, das MBP-TEVsite-eGFP unter der Kontrolle des
TDH-Promotors exprimiert.

Die nédchsten generierten Reporterplasmide wurden fur den ONPG-B-Galactosidase-
Assay bendtigt (Kapitel 3.4.2). Zur Verfolgung der Lokalisation an der Plasmamembran
wurde das Fusionsgen PMA1-TEVsite-eGFP kloniert. Im ersten Schritt wurde von der
chromosomalen DNA des W303-Stammes (Kapitel 2.4.2) das PMA1-Gen mit den Primern
0TS210 & 0TS211 amplifiziert. Bevor das Fragment in den Vektor pTS201 (basiert auf p415-
MET25) tber Spel und Ndel kloniert werden konnte, wurde dieser noch mittels inverser PCR
mit den Primern 0TS208 & 0TS209 amplifiziert. Das finale Konstrukt wurde pTS224
genannt. Um das Reporterplasmid fiir den ONPG-Assay zu erzeugen, musste eGFP mit GAL4
ausgetauscht werden. Dazu wurde GAL4 aus dem Plasmid ssTM-PARPD-GAL4 [176] mit
den Primern 0TS201 & oTS205 amplifiziert und Gber Ncol und Hindlll in pTS224 Kkloniert,
dass das Plasmid pTS215 erzeugte.

Zur mikroskopischen Betrachtung des fehllokalisierten eGFPs wurde das Plasmid
pTS229 (STE2-TEVsite-eGFP) generiert (Kapitel 3.4.4). Nach der PCR des STE2-Gens von
der chromosomalen DNA des W303-Stammes (Kapitel 2.4.2) mit den Primern 0TS221 &
0TS222 wurde es Uber Spel und Ndel in pTS224 kloniert.

Die Expressionsplasmide der N- oder C-terminalen TEV-Hélften
Die Plasmide die nur fir die N- oder C-terminalen Halfte der TEV 118 und 206 Protease

kodierten, wurden zum Ausschluss einer Restaktivitdt der einzelnen Proteasehélften bendtigt.
pTS142 (FRB-C'VMA-C'TEV118-HA) wurde durch eine Amplifikation von pTS90 mit den
Primern 0TS160 & 0TS161 und nachfolgender Klonierung in p426-GPD (ber BamHI und
Xhol erhalten. Das entsprechende Plasmid der C-terminale Hélfte von TEV 206, pTS144,
wurde durch eine identische VVorgehensweise erzeugt, allerdings diente pTS110 als Templat
in der PCR-Reaktion. Die N-terminale Halfte von TEV 118 und 206 (Hiss-GST-N'TEV-
NVMA-FKBP) wurde mit den Primern 0TS162 & 0TS163 aus pTS90 (TEV 118) und pTS110
(TEV 206) amplifiziert und tber EcoRI und Xhol in p424-TDH Kloniert. Die erhaltenen
Plasmide waren pTS156 (Gen von TEV 118) und pTS158 (Gen von TEV 206).
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Die Saugerzellen-Plasmide

Bei der Positivkontrolle (MBP-TEV) der Saugerzellenexperimente handelt es sich um
pTS162. Zu seiner Erzeugung wurde das TEV-Proteasegen aus pET19b-TEVS219V mit den
Primern oTS177 & oTS178 amplifiziert und Gber EcoRI und Xhol in pEB04 (pcDNAS3
Vektorgrundgerust [152]) Kloniert.

Die Expression der N-terminalen Halften von TEV 118 und 206 erfolgte in
Saugerzellen durch das MBP-N'TEV-N'VMA-FKBP-Fusionsgen. Die respektiven Plasmide
entstanden durch eine drei-Fragment-Ligation. Das MBP-Fragment stammte dabei aus
pHM45 [152] und wurde zuerst mit den Primern 0TS188 & 0TS192 amplifiziert und
anschlieBend mit Hindlll und Ncol verdaut. Die NTEV-NVMA-FKBP-Fragmente stammten
aus den mit Ncol and BamHI geschnittenen Plasmiden pTS90 und pTS110. Als
Vektorgrundgerist diente das mit Hindlll and BamHI verdaute pcDNA3 Plasmid. Aus der
Ligation resultierten pTS175 (fur TEV 118) und pTS176 (fir TEV 206). Die C-terminalen
Hélften von TEV 118 und 206 wurden durch das Fusionsgen FRB-C'VMA-C'TEV-HA kodiert.
Es konnte fir beide gespaltenen Proteasen aus den Plasmiden pTS90 und pTS110 mit den
Primern 0TS160 & oTS161 amplifiziert werden. Nach der Klonierung in den pcDNA3 Vektor
uber BamHI und Xhol wurden die Plasmide pTS144 (TEV 206) und pTS146 (TEV118)
erhalten.

Als Reporterplasmid der Saugerzellexperimente wurde pTS137 (mCherry-TEVsite-
eGFP) verwendet. Um pTS137 zu erzeugen wurde nach der PCR von pmCherry-N1 mit dem
Primern 0TS152 & 0TS153 das mCherry-Gen tber Xhol und Kpnl in den pEGFP-N1 Vektor

kloniert.

3.1.3 Konstruktion der SPLICEFINDER-Plasmide

Das Helferplasmid pRSFara

Das Helferplasmid pRSFara kodiert fir die Repressoren Lacl und AraC. Um es zu erzeugen
wurden in dem pRSFDuet Vektor (Novagen) beide multiplen Klonierungsstellen durch das
araC-Gen inklusive seiner Promotorregion ausgetauscht. Der Austausch erfolgte mittels RF-
PCR, wobei das Insert vom pBAD/His A (Invitrogen) Plasmid stammte und mit den Primern
0JZ69 & 0JZ70 amplifiziert wurde.

62



Methoden

Die trans-Inteinkassetten

Alle trans-Inteinkassetten basierten auf dem Plasmid pTS13 (Kapitel 2.3.4). In den folgenden
Schritten wurden jeweils die 5’- und 3’-kodierenden Bereiche des Sce VMA-Inteins mittels
RF-PCR mit den Inteinfusionsgenen der unterschiedlichen gespaltenen Inteine ausgetauscht.

Fir das kunstlich an der Position der Endonuklease gespaltene Ssp DnaB-Intein wurde
das C-terminale Inteinfusionsgen von pAUO4 mit den Primern 0TS158 & 0TS159
amplifiziert. Das PCR-Produkt enthielt den araBAD-Promotorbereich aus dem kommerziell
erhaltlichen pBAD-Expressionssystem (Invitrogen) und wurde als Insert in einer RF-PCR mit
pTS13 als Templat verwendet. Das erhaltene Plasmid wurde pCasDnaB1 genannt und in einer
zweiten RF-PCR erfolgte der Austausch der 5’-kodierenden Region. Hierzu wurde das N-
terminale dnaB-Insert Uber eine PCR von pJZ28 und den Oligonukleotiden 0TS156 &
0TS157 amplifiziert. Das vollendete Plasmid der Ssp DnaB-trans-Inteinkassette wurde
pCasDnaB2 genannt.

In zwei weiteren RF-PCRs wurde die Npu DnaE-Inteinkassette hergestellt. Zuerst
erfolgte der Austausch der 5’-kodierenden Region durch das Amplifikat der PCR von pAU08
mit den Primern 0JZ62 & 0JZ63 (pCasDnaE1). AnschlieBend wurde die 3" kodierende Region
durch das C-terminale dnaE-Insert ersetzt, das aus der Amplifikation von pAUO7 mit den
Primern 0JZ64 & 0JZ65 stammte. Das resultierende Plasmid der Npu DnaE-trans-
Inteinkassette wurde als pCasDnaE2 bezeichnet.

Analog zu der Generierung der anderen trans-Inteinkassetten wurde auch die Mxe
GyrA-trans-Inteinkassette tber zwei aufeinander folgende RF-PCRs ausgehend von
pCasDnaE2 hergestellt. Der 5’-kodierende Bereich der GyrA-Inteins wurde von pAll13
(erhalten von Dr. Thomas Kurpiers) mit den Primern 0JZ91 & 0JZ92 amplifiziert. Das
generierte Plasmid pCasGyrALl diente als Templat in der zweiten RF-PCR. Hier wurde durch
eine PCR von pDKO1 (erhalten von Dania Kendziora) mit den Primern 0JZ93 & 0JZ94 das C-
terminale Inteinfusionsgen amplifiziert, was nach dem Einbau tber RF-PCR das Plasmid

pCasGyrA2 ergab.

Das Modellgen und die Integrationsplasmide

Die Integration der Ssp DnaB- und der Npu DnaE-trans-Inteinkassetten sollte in das
Modellgen ST-gpD-Trx-Hisg erfolgen. Dazu wurden zu Beginn zwei Zielvektoren konzipiert,
ein Hefe-Shuttlevektor (pSE01) und ein E. coli-Expressionsvektor (pTS209). Dabei
ermdoglichte pSEOL sowohl die Integration Gber homologe Rekombination als auch zusétzlich

die Expression in E. coli.
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Zuerst wurde ein geeigneter Hefe-Zielvektor durch einen Austausch der Hefe-
spezifischen, die Genexpression kontrollierenden, Elemente erreicht. Dazu wurde der
Promoter, die multiple Klonierungsstelle und der Terminator mittels inverser PCR mit dem
Primern oTS175 & 0TS176 von p425-TDH deletiert, und tber Bglll und Hindlll mit den
entsprechenden Elementen fur E. coli aus pET16b (Novagen) ersetzt. Das erzeugte Plasmid
wurde als pTS160 bezeichnet. Mit diesem Plasmid als Vektorgrundgerust erfolgte die
Generierung des Zielvektors pSEO1 (ber eine drei-Fragmentligation. Der Verdau von pJZ42
mit Ncol und EcoRI fiihrte zum ST-gpD-Fragment. Das Trx-Hisg-Fragment wurde Uber eine
PCR von pCL20 [76] mit den Primern 0JZ85 & 0JZ55 und einem anschlieBenden Verdau mit
EcoRIl und Xhol erhalten. Durch 0JZ85 wurde zusatzlich die Glycin-Linkersequenz
eingefiihrt. Die Ligation der Fragmente in den Ncol und Xhol geschnittenen pTS160 Vektor
ergab pSEOQ1.

Um den E. coli-Zielvektor mit dem Modellgen zu erhalten (pTS209), wurde die
kodierende Region aus pSEO1 tiber Ncol und Xhol in pET16b (Novagen) kloniert. Um die bei
NMR-Untersuchungen bendtigten hohen Expressionsausbeuten zu erreichen, wurde das
Modellgen aus pSEO1 tiber Ncol und Xhol in pET28a (Novagen) kloniert (pSE02).

Die in dieser Arbeit untersuchten Integrationsplasmide basieren alle auf der
Integration der Ssp DnaB- und der Npu DnaE-trans-Inteinkassetten in ST-gpD-Trx-Hisg.
Dafiir wurde pTS209 als Templat in der RF-PCR mit den amplifizierten Kassetten verwendet,

die erzeugten Plasmide konnen Tabelle 9 entnommen werden.

Tabelle 9. Die mittels der trans-Inteinkassetten erzeugten Integrationsplasmide

Kombination trans- Linkersequenz Verwendete Primer | Integrationsplasmid
Inteinkassette nach PTS

Modellgen - GGG-GGG - (pTS209)
sspl Ssp DnaB GGG-SGGG 0SE03 & 0SE01 pTS216
ssp2 Ssp DnaB GGG-SIEQ 0SE03 & 0SE02 pTS217
ssp3 Ssp DnaB ESG-SGGG 0SE04 & 0SE01 pTS218
ssp4 Ssp DnaB ESG-SIEQ 0SE04 & 0SE02 pTS219
npul Npu DnaE GGG-CGGG 0SE05 & 0SE07 pTS210
npu2 Npu DnaE GGG-CFNK 0SEO05 & 0SE08 pTS211
npu3 Npu DnaE AEY-CGGG 0SE06 & 0SE07 pTS212
npu4 Npu DnaE AEY-CFNK 0SE06 & 0SEQ8 pTS213
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Die Expressionsplasmide der N- oder C-terminalen Modellgen-Halften

Zur Durchfuhrung von in-vitro-Spleireaktionen mit gereinigten Proteinen wurden die
individuellen N- und C-terminalen Npu DnaE-Inteinfusionsgene aus den Integrations-
plasmiden in Expressionsvektoren kloniert.

Die N-terminalen Inteinfusionsgene stammten aus pSEQ07 (ST-gpD-GGG-N‘dnaE)
oder von pSE08 (ST-gpD-AEY-N'dnaE) und wurden tber einen Ncol und Hindlll Verdau in
pRSFDuet (Novagen) kloniert, was zu den Plasmiden pSE13 und pSE14 fuhrte.

Die C-terminalen Inteinfusionsgene wurden ebenfalls aus pSE07 (C'dnaE-CGGG-Trx-
Hisg) und aus pSE08 (C'dnaE-CFNK-Trx-Hisg) erhalten und Gber einen Ndel und Bglll
Verdau in pBAD/His A (Invitrogen) kloniert. Die erhaltenen Plasmide wurden als pSE11 und
pSE12 bezeichnet.

3.1.4 Konstruktion der CobA-Plasmide

Die CobA-Positivkontrolle und ihre Integrationsplasmide

Das cobA-Gen stammte urspriinglich aus dem pISA417-Plasmid [177] und wurde mit dem
Strep-Tag Il (ST) und einem Hiss-Tag versehen. Zur Expression in E. coli wurde ST-
cobA(WT)-Hisg aus pSE15 uber Nhel und Xhol in pTS220 (pET16b Vektorgrundgerist)
Kloniert. Das resultierende Konstrukt, pSE21, stellte den Zielvektor flr die Integrationen und
die Positivkontrolle des CobA-Aktivitétstests dar.

Die in dieser Arbeit verwendeten CobA-Integrationsplasmide wurden mittels RF-PCR
erzeugt. Zur Integration der Npu DnaE-trans-Inteinkassete in cobA wurden zwei Positionen
ausgewahlt (109 und 159). Gleichzeitig mit der Integration fand an beiden Positionen eine

Variation der C-terminalen flankierenden Aminoséuren statt (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10. Die mittels der Npu DnaE-trans-Inteinkassetten erzeugten CobA-Integrationsplasmide

Integrationsposition in CobA | Verwendete Primer Integrationsplasmid
109 (CFN) 0ES11 & 0SE12 pSE25
109 (CAE) 0ES11 & 0SE13 pSE26
159 (CFVP) 0JZ102 & 0JZ103 pSE35
159 (CFNK) 0JZ102 & 0JZ104 pSE36

Fur die Position 109CFN wurde auch die entsprechende Mutante der Positivkontrolle
erzeugt, d.h. das Plasmid pSE33 exprimiert vollstdndiges ST-cobA(110FN)-Hiss. Die
Mutation wurde tber eine Fusions-PCR eingefiihrt [178] (fir die genaue Durchfuhrung siehe
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auch [157]). Dazu wurde der eine Teil des Fusionsgens mit den Primern oSE09 & 0SE14
amplifiziert und der zweite Teil mit 0SE15 & 0SE10, wobei in beiden PCR-Reaktionen
pTS21 als Templat diente. Die Fusions-PCR erfolgte mit beiden gereinigten PCR-Fragmenten
mit den Primern 0SEQ09 & 0SE10 und anschlief’end wurde das Amplifikat tiber Nhel und Spel
in pSE21 kloniert.

Die Expressionsplasmide der N- oder C-terminalen CobA-Halften

Zur Kontrolle der CobA-Aktivitat wurden Konstrukte hergestellt, die fir nur eine CobA-
Hélfte kodieren. Die N-terminale Halfte der Position 109 (ST-N'cobA109-N‘dnaE109)
stammte aus pSE25. Sie wurde tber Ncol und Notl in pET28a (Novagen) kloniert, das das
Plasmid pSE22 ergab. Die C-terminalen Halften C'dnaE-C'cobA109CFN-Hisg und C’'dnakE-
C'cobA109CAE-Hiss wurden aus den Plasmiden pSE25 und pSE26 durch einen BamHI
Verdau erhalten. Dabei enthielt das generierte Fragment die Sequenz des araBAD-Promotors.
Es folgte eine Klonierung in den ebenfalls mit BamHI verdauten Vektor pAUQO7, was zu den
Plasmiden pSE23 (109CFN) und pSE24 (109CAE) fuhrte.

Die Saugerzellen-Plasmide

Fur die CobA-Experimente in S&ugerzellen wurden zwei Positivkontrollen generiert. Zum
einen ein Vektor der nur fur cobA(WT) (pSE27) kodierte und zum anderen ein Vektor der das
Fusionsgen MBP-cobA(WT) (pSE28) trug. Die Klonierung von pSE27 begann mit der
Amplifikation des cobA-Gens tber 0JZ98 & 0JZ99 aus pISA417 [177]. Anschlielend wurde
das erhaltene Fragment mit EcoRI und Xhol verdaut und in den mit den gleichen Enzymen
inkubierten pcDNA3 Vektor ligiert. Das bei der Klonierung von pSE27 eingesetzte
geschnittene cobA-Fragment wurde zusatzlich in einer Ligation mit dem EcoRI und Xhol
verdauten pTS162 (MBP-TEV) Plasmid eingesetzt, was pSE28 erzeugte.

Es wurden zwei Expressionsplasmide der N-terminalen cobA-Hélfte erzeugt, ohne
Fusionsprotein  (pSE29: N'CobA109-N‘dnaE) und mit MBP (pSE32: MBP-N'cobA109-
N’dnak). In beiden Féllen stammte das mit 0JZ98 & 0JZ100 amplifizierte Fusionsgen
N’cobA109-N'dnaE aus pSE25 und wurde mit EcoRI und Xhol verdaut. Bei der Ligation
wurden zwei verschiedene, aber mit EcoRI und Xhol behandelte, Plasmide eingesetzt zum
einen pcDNAS3 (ergab pSE29) und zum anderen pTS162 (ergab pSE32). Die C-terminalen
cobA-Halften wurden aus den Integrationsplasmiden pSE25 (C'dnaE-C'cobA109CFN) und
pSE26 (C'dnaE-C’'cobA109CAE) mit den Primern 0JZ99 & 0JZ101 amplifiziert. Nach dem
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Verdau der PCR-Produkte und des pcDNA3 Vektors mit EcoRI und Xhol wurden nach der
Ligation die Plasmide pSE30 (109CAE) und pSE31 (109CFN) erhalten.

3.2 Proteinchemische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Standardtechniken der Proteinanalytik (z.B. SDS-PAGE,
Coomassie-Farbung der SDS-PAGE Gele, Proteinextraktion aus E. coli und S. cerevisiae und
Western-Blot-Analyse) wurden nach Sambrook [171] und Rose [172] durchgefuhrt und

werden hier nicht weiter beschrieben (siehe auch [169] und [157]).

3.3 E. coli-Methoden

3.3.1 Genexpression in E.coli

Zur heterologen Herstellung von Zielproteinen wurde der E. coli-Expressionsstamm BL21-
Gold(DE3) mit den gewunschten Plasmiden transformiert. Testexpressionen wurden im 4 mL
MaRstab durchgefuhrt und die Gesamtzellextraktproben vor und nach der Induktion der
Zielgenexpression durch SDS-PAGE analysiert.

Im Falle der praparativen Herstellung der Zielproteine wurden 300 — 800 mL LB-
Medium 1:100 mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 250 rpm inkubiert.
Beim Erreichen einer ODggo von 0,5 - 0,7 wurde die Temperatur auf 20 - 28 °C abgesenkt und
die Genexpression durch die Zugabe von 0,4 mM IPTG oder durch die Zugabe von 0,02 -
0,2 % Arabinose induziert. Die Expression erfolgte fur weitere drei bis vier Stunden. Fur die
segmentelle Isotopenmarkierung, d.h. den Einbau der °N-Isotope, wurde beim Erreichen
einer ODggo von 0,5 - 0,7 die Kultur zentrifugiert (4.000 rpm, 10 min, RT) und anschlieRend
das Pellet in M9-Minimalmedium resuspendiert. Dabei enthielt das Medium *N-
Ammoniumchlorid als einzige Stickstoffquelle. VVor der Induktion der Genexpression fand ein
Préainkubationsschritt unter Schutteln (250 rpm, 15 min, 20-28 °C) statt. Falls die Induktion
mit L-Arabinose erfolgte, wurde auf Glucose im Minimalmedium verzichtet. Die Expression
in isotopenmarkiertem Medium erfolgte meistens tber Nacht.

Nach dem Ende der Expression wurden die Zellen zentrifugiert (7.000 rpm, 15 min,

4 °C), das Pellet in einem geeigneten Puffer resuspendiert und bei -20 °C gelagert.
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3.3.2 Zellaufschluss

Die resuspendierten Zellen wurden mit Hilfe eines Hochdruck-Homogenisators
(EmulsiFlex®-C5 High pressure homogenizer) der Firma Avestin aufgeschlossen. Dabei
wurden sie einem groRen Druckunterschied von etwa 6,9 Megapascal ausgesetzt, der die
Zellwande durch die resultierenden Scherkrafte aufbrach und das Zellinnere freisetzte. Um
einen maoglichst kompletten Aufschluss zu erreichen, wurde die Zellsuspension zwei- bis
dreimal durch das Gerat gefiihrt. Zur Trennung des Zelllysats von den unldslichen
Zelltrimmern wurde die Suspension zentrifugiert (17.000 rpm, 4 °C, 30 min). Der Klare

Uberstand wurde direkt fiir die Affinitatschromatographie eingesetzt.

3.3.3 Proteinreinigung

Fir die praparativ hergestellten Zielproteine erfolgte eine Reinigung tGber N- oder C-terminale
Affinitatstags. Verwendung fanden in dieser Arbeit die Hexahistidinsequenz (Hisg) und der
Strep-Tag Il (ST). Dabei erfolgte die Reinigung der Hisg-Tag tragenden Proteine mittels der
Ni?*-NTA-Superflow-Matrix (Qiagen) und die Reinigung der Proteine mit Strep-Tag I
erfolgte mit Hilfe des Strep-Tactin-Sepharose-Material (IBA). Die genaue Abfolge der
Schritte richtete sich dabei nach der Angabe der Hersteller. Bei der nacheinander folgenden
Reinigung (Uber beide Affinitatstags wurde nach der Elution von der ersten
Chromatographiesaule ein  Dialyseschritt in  den  Auftragspuffer des zweiten
Chromatographieschrittes (Ni**-NTA-Puffer A oder Strep-Tag-Puffer W) durchgefiihrt. Nach
der erfolgreichen Reinigung der Proteine wurde ihre Konzentration photometrisch bestimmt.

3.3.4 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration eines gereinigten Proteins wurde photometrisch (280 nm) in L&sung
ermittelt [179]. Dabei erfolgte die Berechnung des Extinktionskoeffizienten unter
Verwendung des Programms Protean (DNASTAR). Die photometrischen Messungen wurden
mit einem Ultrospec™ 3100 pro UV/Vis Spektrophotometer (GE Healthcare) in
Quarzkuvetten durchgefiihrt.

3.3.5 SPLICEFINDER Testexpressionen in E. coli
Bei der SPLICEFINDER-Methode dienten Testexpressionen in E. coli mit nachfolgender

Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes zur Bestimmung der Inteinaktivitdt im
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variablen Exteinkontext der Modellproteine gpD-Trx und MBP-Hiss. Um eine selektive
Expression der N- und C-terminalen Inteinfusionsgene zu ermdglichen, wurden zwei
Repressoren, Lacl und AraC, durch das pRSFara Helferplasmid (Kapitel 3.1.3) synthetisiert.
Zur Vereinfachung der Transformation wurden hitzekompetente BL21-Gold(DE3)-Zellen
hergestellt, die schon das Helferplasmid trugen. In ndachsten Schritt wurden die Zellen dann
mit den Plasmiden zur Untersuchung der PTS-Reaktion transformiert (Tabelle 11).

Die Testexpressionen fanden alle in Amp/Kan statt und begannen mit der Inokulation
einer Expressionskultur (4 mL) bis auf eine ODggo = 0,2 aus einer Ubernachtkultur. Diese
Expressionskultur wurde bis zu einer ODgy = 0,5 - 0,7 inkubiert (250 rpm, 37 °C) und
anschlieBend mit 0,2 % Arabinose induziert. Nach der Expression des C-terminalen
Fusionsgens (250 rpm, 2 h, 37 °C) erfolgten zwei Waschschritte (5.000 rpm, 1 min, RT) mit
frischem Amp/Kan LB-Medium. Fir die Npu DnaE-Inteinkassetten wurden die Zellen vor-
inkubiert (250 rpm, 37 °C, 15 min), bevor die Expression des N-terminalen Fusionsgens mit
1,2 mM IPTG induziert wurde (250 rpm, 37 °C, 4,5 h). Bei den Ssp DnaB-Inteinkassetten und
der Mxe GyrA-Inteinkassette wurde die Expressionstemperatur auf 25°C abgesenkt. Ferner
erfolgte die Induktion bei der Mxe GyrA-Inteinkassette mit nur 0,4 mM IPTG. Nach der
angegeben Inkubationszeit wurde Proben fir SDS-PAGE bzw. Western-Blot-Analyse

entnommen.

Tabelle 11. Plasmide zur Untersuchung der PTS-Reaktion von Modellproteinen

Das mittels PTS hergestellte Modellprotein und | trans- Kombination | Plasmid
seine Sequenz in der Linkerregion Inteinkassette

ST-gpD-Trx-Hisg: GGG-GGG (WT) - - pTS209
ST-gpD-Trx-Hiss: GGG-SGGG Ssp DnaB sspl pTS216
ST-gpD-Trx-Hiss: GGG-SIEQ Ssp DnaB ssp2 pTS217
ST-gpD-Trx-Hiss: ESG-SGGG Ssp DnaB ssp3 pTS218
ST-gpD-Trx-Hiss: ESG-SIEQ Ssp DnaB ssp4 pTS219
ST-gpD-Trx-Hiss: GGG-CGGG Npu DnaE npul pTS210
ST-gpD-Trx-Hiss: GGG-CFNK Npu DnaE npu2 pTS211
ST-gpD-Trx-Hisg: AEY-CGGG Npu DnaE npu3 pTS212
ST-gpD-Trx-Hisg: YEY-CFNK Npu DnaE npu4 pTS213
MBP-Hisg Mxe GyrA - pCasGyrA2
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3.3.6 Herstellung und Reinigung segmentell isotopenmarkierter ST-gpD-
Trx-Hisg-Proteine

N(ST-gpD-Trx-Hisg)

Die Expression des komplett markierten >N(ST-gpD-Trx-Hisg)-Proteins fand in E. coli-

BL21-Gold(DE3)-Zellen mit dem pSEO2 Plasmid statt. Dazu wurden 300 mL M9-
Minimalmedium mit **N-Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle, wie in Kapitel 3.3.1

beschrieben, verwendet. Nach der Ni**-NTA-Affinitatschromatographie wurden die
Elutionsfraktionen vereinigt und gegen NMR-Puffer dialysiert (2 - 3 Tage mit 4 — 5-maligem
Pufferwechsel). AnschlieRend wurde die Proteinlésung mit VivaSpin-Saulen (MWCO 5.000
Da, Sartorius) auf eine Konzentration von 500 uM gebracht. Die Konzentrationsbestimmung

erfolgte photometrisch (Kapitel 3.3.4).

ST-gpD-""N(Trx-Hisg)
Die segmentelle Markierung des C-terminalen Fragmentes Trx-Hiss wurde mit gereinigten

Proteinen durch in-vitro-Spleien mit dem Npu DnaE-Intein erreicht. Die separaten Synthesen
der Proteine ST-gpD-GGG-N'DnaE (pSE13) und C'DnaE-CFNK-Trx-Hisg (pSE12) erfolgten
in Ansédtzen mit BL21-Gold(DE3)-Zellen. Im Falle der C-terminalen Halfte erfolgte die
Expression in 600 mL M9-Minimalmedium mit **N-Ammoniumchlorid als einziger
Stickstoffquelle. Die Reinigung der Proteine erfolgten nach Kapitel 3.3.3. AnschlieRend
erfolgte die Dialyse gegen SpleiRpuffer in einem Verhaltnis von 1,5:1 (N- zu C-terminalen
Fusionsprotein) bei 4°C Uber Nacht. Die Konzentration des C-terminalen Fusionsproteins
betrug in dieser Reaktion 20 pM. Durch den Uberschuss am N-terminalen Fusionsprotein
sollte eine vollstdndige Umsetzung des markierten C-terminalen Fusionsproteins in der PTS-
Reaktion erreicht werden. Die Reaktionsmischung wurden nach der SpleiRreaktion gegen
Ni?*-NTA-Puffer A dialysiert und anschlieRend tiber eine Ni**-NTA Chromatographiesaule
gereinigt. Neben dem Spleiprodukt wurde zusétzlich das C-terminale Spaltprodukt gereinigt,
das mit einer nachfolgenden StrepTag-11-Chromatographieséule abgetrennt werden konnte.
Im letzten Schritt erfolgte die Dialyse gegen NMR-Puffer und die Ankonzentration mittels
VivaSpin-Saulen (MWCO 5.000 Da, Sartorius) auf ca. 200 pM.

N(ST-gpD)-Trx-Hisg
Das N-terminale ST-gpD Fragment konnte durch in-vivo-PTS mit dem Ssp DnaB-Intein

segmentell markiert werden. Daflr wurden E. coli-BL21-Gold(DE3)-Zellen mit dem

Integrationsplasmid der Kombination ssp3, pTS218, und dem Helferplasmid pRSFara
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kotransformiert. Die Kombination ssp3 erzeugt die Aminosduresequenz ESG-SGGG in der
Linkerregion des SpleiRproduktes. Die Zellen wurden in 300 mL LB-Medium bis 37°C zu
einer optischen Dichte von ODgy ~ 0,6 angezogen, dann erfolgte die Synthese des C-
terminalen Fusionsproteins nach Zugabe von 0,2 % L-Arabinose (250 rpm, 2 h, 37°C). Die
Zellen wurden durch Zentrifugation (4.000 rpm, 10 min, 4 °C) pelletiert und zur Entfernung
von Uberschussiger L-Arabinose in 100 mL unmarkiertem M9-Minimalmedium gewaschen.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (4.000 rpm, 10 min, 4 °C) wurde das Zellpellet in
300 mL M9-Minimalmedium mit **N-Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle
resuspendiert und fur 15 min bei 25 °C unter Schutteln inkubiert. Die Synthese des N-
terminalen Fusionsproteins erfolgte nach der Zugabe von 1,2 mM IPTG (250 rpm, 4 h,
25 °C). Da unter diesen Expressionsbedingungen die vollstandige Umsetzung des C-
terminalen Fusionsproteins durch PTS stattfand, konnte das fir die NMR-Messungen
geeignete SpleilRprodukt in einem einzigen Reinigungsschritt tber den Hiss-Affinitatstag
erhalten werden. In den Elutionsfraktionen fanden sich Spuren des C-terminalen
Spaltproduktes, welche gegen NMR-Puffer dialysiert wurden. Uber VivaSpin-Saulen
(MWCO 5.000 Da, Sartorius) konnte die Konzentration des SpleiRproduktes auf ~ 500 uM

erhoht werden.

3.3.7 CobA-Aktivitatsbestimmung in E. coli-Zellen

Zum Beginn der CobA-Aktivitatsbestimmung wurden bei allen zu untersuchenden E. coli-
Stammen von einer Ubernachtkultur eine Expressionskultur auf eine ODggo = 0,2 inokuliert.
Dabei handelte es sich um die Positivkontrollen (pTS21, 33), die Negativkontrollen (leerer
Stamm, pSE22, 23) und die Stdmme, die das gespaltene cobA exprimieren (pSE25, 26, 35,
36). Nach der anfanglichen Inkubation (250 rpm, 90 min, 37 °C) wurde die Temperatur auf
25 °C abgesenkt und allen Kulturen 1 mM Aminolavulinsdure (ALA) zugesetzt. Dem
Mischen der Kulturen durch vortexieren folgte die Teilung in ,induziert® und ,nicht-
induzierte* Proben. Die Kulturen, die die Plasmide des gespaltenen cobA koexprimierten,
wurden zu diesem Zeitpunkt mit 0,1 % Arabinose induziert. Danach erfolgte die Inkubation
aller Proben fur 3,5h unter schitteln. AnschlieRend fand eine weitere Absenkung der
Temperatur auf 20 °C statt. Nun wurden alle Kulturen durch die Zugabe der geeigneten
Substanzen (0,1 % Arabinose oder 0,05 mM IPTG) induziert, d.h. im Falle der das gespaltene
cobA exprimierenden Kulturen erfolgte die Doppelinduktion. Nach der Expression (250 rpm,
48 h, 20 °C) erfolgte die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat der E. coli-Zellen an einem

Cary 100 Bio Spektrophotometer (Varian) (Anregung 357 nm, Emission = 605 nm). Zu
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diesem Zweck wurde ein Kulturvolumen entsprechend einer ODgy = 1 pelletiert, in PBS-

Puffer gewaschen und danach in 2 mL PBS-Puffer resuspendiert.

3.3.8 Western-Blot-Analyse von E. coli-Zellen

Fur alle in dieser Arbeit durchgefuhrten Western Blots von E. coli-Gesamtzellextrakten wurde
das ECL Western Blotting Kit (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
Verdinnungen der Primdrantikorper waren wie folgt: Anti-His (Qiagen) 1:2.000, Anti-ST
(IBA) 1:2.000, Anti-MBP (Fermentas) 1:10.000. Bei allen Western Blots wurde ein
Meerrettichperoxidase  (,,horseradish  peroxidase* HRP)  markierter  Anti-Maus

Sekundarantikdrper (GE Healthcare) in einer Verdinnung von 1:4.000 verwendet.

3.4 S. cerevisiae-Methoden

3.4.1 Genexpression in S. cerevisiae

Die Bedingungen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Hefe-Expressionen kénnen Tabelle 12
entnommen werden. Fir Vorkulturen wurden 5 oder 10 mL von spezifischem SD-Medium
mit den entsprechenden Hefestdmmen, die sich auf Platten befanden, angeimpft. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht (ca. 15-18 h) bei 30 °C in einem Schikanekolben, der bei
235 rpm geschittelt wurde. Am ndchsten Tag wurden frische Expressionskulturen mit den
entsprechenden ~ Vorkulturen  inokuliert.  Die  eingestellten  ODggo-Werte  der

Expressionskulturen kdnnen ebenfalls Tabelle 12 entnommen werden.

Tabelle 12. Expressionsbedingungen der TEV-Protease Experimente in Hefe

Experiment Hefe- Vorkultur ODgoo Expressions- Rapamycin- Kapitel
stamm bei 0 min dauer konzentration

His;o-TEV TS302 Nein ~0,1 Uber Nacht 1uM 412
GST-TEV TS302 Nein ~0,1 uber Nacht 1uM 4.1.2
TEV118/206 TS302 Ja 0,3 variabel variabel 413
(Charakterisierung)
TEV118/206 SBFB4 Ja 0,15 6h 2 uM 414
(ONPG)
TEV118/206 SFBFB4 Ja 0,15 8h 2uM 415
(Fehllokalisation)

(ODggo bei 0 min = Die ODgyo auf die die Expressionskultur eingestellt wurde; teilweise erfolgte im Anschluss

ein Préinkubationsschritt vor der Rapamycin-Zugabe (siehe Text))
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Nach der vollstdndigen Resuspension der Zellen in dem neuen Medium durch
vortexieren, erfolgte die Teilung jeder Kultur. Von den zwei identischen Kulturen wurde eine
mit Rapamycin (siehe Tabelle 12) und die andere mit dem entsprechenden Volumen an
DMSO versetzt. In einigen Experimenten ging der Zugabe von DMSO/Rapamycin ein
Préainkubationsschritt (235 rpm, 30 °C) voraus, der im Falle der Charakterisierung der TEV
118 und 206 Proteasen ca. drei Stunden dauerte, bis die Zellen eine ODgoo von ~0,5 erreicht
hatten, und im Falle des ONPG-B-Galactosidase-Assays 60 min andauerte.

Die Auflistung aller Plasmide, die in den TEV-Protease-Experimenten in Hefe

eingesetzt wurden, konnen Tabelle 13 entnommen werden.

Tabelle 13. Auflistung der in den TEV-Protease-Experimenten eingesetzten Plasmide

Experiment Reporter- | Positiv- | Negativ- Gespaltene TEV- | SpleiBmutanten | Kapitel
plasmid kontrolle | kontrolle(n) Proteasen (CyslAla)

His;o-TEV pTS69 pTS44 p426-GAL1 pTS74,77,79,98,100, | - 41.2
(pTS35) 103,109,115,117

GST-TEV pTS69 pTS55 p426-GAL1 pTS89,90,95,99,110, | - 41.2
(pTS35) 111,114,118,119

TEV118/206 pTS169 | pTS168 | p424-TDH; pTS165, 170 pTS184, 187 413

(Charakterisierung) pTS142,144,156,
158

TEV118/206 pTS215 pTS168 p424-TDH pTS165, 170 pTS184, 187 4.1.4

(ONPG) (pTS224)

TEV118/206 pTS229 pTS168 p424-TDH pTS165, 170 pTS184, 187 4.1.5

(Fehllokalisation)

3.4.2 ONPG-B-Galactosidase-Assay

Fir den ONPG-B-Galactosidase-Assay in Hefe [169, 180] wurden Expressionsbedingungen
wie in Kapitel 3.4.1 dargelegt verwendet. Insgesamt wurden fir jeden zwei Plasmide
tragenden Hefestamm mindestens drei unabhdngige ONPG-Wachstumsexperimente
durchgefiihrt.

Von den Expressionskulturen wurden nach sechs Stunden 1,5 mL Kultur abgenommen
und bei 15.000 rpm fiir 30 s zentrifugiert. Nach der Entfernung des Uberstandes, wurden die
Zellen in 1,5 mL Z-Puffer durch vortexieren geltst und erneut bei den gleichen Bedingungen
zentrifigiert. Nach der Entfernung des Uberstandes werden die Zellen in 300 pL Z-Puffer
gelost, was in einem funffachen Konzentrationsfaktor resultiert. AnschlieBend wurden 100 pL

der Zellsuspension in ein neues Reaktionsgefal pipettiert und fur ca. 0,5 — 1 min in flissigem
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Stickstoff eingefroren. Nach dem ca. 0,5 — 1 min dauerndem Auftauen im Wasserbad bei
37 °C wurde der Einfrier- und Auftauschritt zwei weitere Male wiederholt. Zusétzlich zu den
Zellproben wird eine Blindprobe, bestehend aus 100 puL Z-Puffer, verwendet. Zu allen Proben
wurde nun 700 pL Z-Puffer mit B-Mercaptoethanol gegeben. Nach der Addition von 160 pL
ONPG in Z-Puffer erfolgte der Start der Inkubationsdauermessung, und die Proben wurden
bei 30 °C inkubiert. Nach der Gelbfarbung der Proben wurde die Reaktion durch Zugabe von
400 uL Na,COj3 gestoppt und die vergangene Zeit gemessen. Nach der Zentrifugation der
Proben bei 15.000 rpm fiir 10 min erfolgte die Uberfiihrung des Uberstandes in Kiivetten.
Nach der Kalibrierung des Spektrophotometers gegen die Bildprobe bei ODg4y0, wurden die
Werte fir alle Zellproben gemessen.
Um die B-Galactosidase Einheiten (Miller Units) zu kalkulieren wurde folgende Formel
verwendet:
p-Galactosidase Einheiten = 1.000 X ODg20 / (t X V X ODg0o)
mit  t=die Inkubationsdauer mit der ONPG-L3dsung

V =0,1 ml x 5 (der Konzentrationsfaktor)

ODgoo = zum Zeitpunkt der Bestimmung der Miller Units

Dabei ist eine Einheit B-Galactosidase als die Menge Enzym definiert, die 1 pmol ONPG zu
o-Nitrophenol und D-Galactose pro Minute und pro Zelle hydrolysiert [181].

3.4.3 Western-Blot-Analyse von S. cerevisiae-Zellen

Fur alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Western Blots von S. cerevisiae-Gesamtzellextrakten
wurde das ECL Western Blotting Kit (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Die Verdlinnungen der PrimérantikGrper waren wie folgt: Anti-His 1:2.000
(Qiagen), Anti-GST 1:1.000 (Sigma Aldrich), Anti-GFP 1:2.000 (Roche) / Anti-GFP 1:4.000
(Covance), Anti-HA (Covance) 1:1.000 und Anti-MBP (Fermentas) 1:10.000. Bei den HRP
markierten Sekunddrantikdrpern handelte es sich entweder um einen Anti-Maus oder um
einen Anti-Kaninchen Antikorper (beide GE Healthcare), der in einer Verdiinnung von
1:4.000 verwendet wurde.

Bei dem Strippen von Western-Blot-Membranen wurden diese nach der erfolgreichen
Entwicklung zuerst dreimal in ca. 10 mL TBST-Puffer gewaschen (50 rpm, 3 min, RT).
Danach erfolgte die Inkubation der Membran in 50 mL Stripping-Puffer bei 50 °C fir 30
Minuten und unter gelegentlichem Schitteln. Nach dem Entfernen des Stripping-Puffers
folgte funfmaliges Waschen der Membran in TBST-Puffer (50 rpm, 3 min, RT). Auf das
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erneute Blocken der Membran (50 rpm, 1 h, RT) erfolgte die anschlielende Rehybridisierung.
Alle gestrippen Western Blots wurden mit dem Anti-Actin sc-1616 Antikorper (Santa Cruz
Biotechnology) in einer Verdiunnung von 1:500 reinkubiert. Der Western Blot erfolgte mit
dem ECL Advanced Kit (GE Healthcare), wobei eine 1:40.000 Verdiinnung eines Anti-
Kaninchen Sekundarantikorpers eingesetzt wurde.

3.4.4 Praparation & mikroskopische Beobachtung der Hefezellen

Bevor die eigentliche Beobachtung der Zellen stattfinden konnte, mussten die 35 mm MatTek-
Kulturschalen vorbehandelt werden, so dass die Hefezellen auf ihnen arretierten. Dazu wurde
die Glasoberflache der Schalen kurz mit 75 uL 1 M NaOH durch dreimaliges auf- und ab-
pipettieren inkubiert. Die gleiche Vorgehensweise wurde fur 75 pL Ethanol wiederholt. Nach
einem Waschschritt mit H,O wurde die Glasoberflache mit 100 pL einer einprozentigen
Losung aus Concanavalin A (Carl Roth) in PBS-Puffer fur mehrere Stunden bei RT inkubiert.
Die fertig behandelten MatTet-Kulturschalen wurden nach der Entfernung der Ldsung und
zweimaligen Waschen mit PBS-Puffer erhalten.

Nachdem der Zeitpunkt der mikroskopischen Betrachtung erreicht worden war
(Expressionsbedingungen siehe Kapitel 3.4.1), wurde ein Kulturvolumen entsprechend einer
ODgoo = 0,5 pelletiert und in 200 pL PBS-Puffer mit 2 % Glucose resuspendiert. Die Halfte
dieser Losung wurde auf die Concanavalin A MatTet-Kulturschalen gegeben. Zur
Betrachtung der Zellen diente ein Leica TCS SP5 Konfokal-Mikroskop mit einem HCX PL
APO 63x Olimmersionsobjektiv. Zur Anregung wurde ein Argonlaser (488 nm) verwendet
und die eGFP-Fluoreszenz wurde von 504 - 530 nm detektiert. Fir jeden unterschiedliche
Plasmide tragenden Hefestamm wurde von mindestens 200 Einzellzellen die Lokalisation von
eGFP bestimmt. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit der Leica LAS AF Software und sie

wurden in ImageJ und Photoshop (Adobe Systems) bearbeitet.

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Kultivierung und Passage von Zellkulturen

Die Arbeiten mit Sdugerzellen erfolgten immer unter einer Sicherheitswerkbank (NuAire).
Die Kultivierung der Zellen fand bei 37 °C in einer 5-prozentigen (v/v) CO,-Atmosphare

statt. Alle 2 bis 3 Tage wurden die Zellen passagiert, nachdem sie eine Konfluenz von ca.
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80 % erreicht hatten. Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um adharent wachsende
Zelllinien, d.h. sie mussten mittels Trypsin von den Zellkulturschalen gelést werden. Falls
notig, wurde die Zellzahl mittels einer Neubauer Zéhlkammer (Brand) bestimmt. Die genaue
Durchfuhrung der Protokolle wurde von Freshney tibernommen [182].

Die Zellen, die in Mikroskopieexperimenten untersucht werden sollten, wurden in
35 mm Durchmesser MatTek-Kulturschalen mit Glasboden ausgesét. Die Zellen wurden fir

mindestens einen Tag kultiviert, danach erfolgte die Transfektion.

3.5.2 Transfektion eukaryotischer Zellen

Fur die transiente Transfektion der Sdugerzellen wurde das Transfektionsreagenz Genejuice
(Novagen) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Alle in Transfektionen eingesetzten
Plasmide wurden mittels Spin-S&ulchen (Qiagen) gereinigt.

In den TEV-Protease-Experimenten wurden fir alle Transfektionen 12-Well-Platten
(Sarstedt) verwendet. Falls eine Transfektion mit dem Reporterplasmid (pTS137) erfolgte,
wurden immer 200 ng DNA eingesetzt. Sowohl fir die Plasmide der Positiv- (pTS162) und
Negativkontrollen (pcDNAS3) als auch die Plasmide der N-terminalen (pTS175, 176) und C-
terminalen (pTS146, 148) TEV-Proteasefragmente wurden jeweils 600 ng DNA eingesetzt.
Bei den gespaltenen TEV-Proteasen wurden von den komplementéaren Plasmiden jeweils
300 ng DNA eingesetzt. Nach 24 h Inkubationszeit wurde das DMEM-Medium gewechselt
und die Zellen mit 500 nM Rapamycin oder 0,5% DMSO versetzt. Nach der angegeben
Inkubationsdauer wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und mit SDS-Probenpuffer
versetzt.

In den CobA-Experimenten wurden zur mikroskopischen Betrachtung die COS-7
Zellen in 35mm MatTek-Kulturschalen mit Glasboden kultiviert. In allen Einzel-
transfektionen wurden 1 pg Plasmid-DNA verwendet und bei den Doppel-transfektionen
jeweils 500 ng DNA pro Plasmid. Die Negativkontrollen stellten ein pEGFP-N1-Vektor und
der nur die N-terminale Halfte codierende pSE32-Vektor dar. Als CobA-Positivkontrollen
fungierten pSE27 (cobA(WT)) und pSE28 (MBP-cobA). Die fur das gespaltene CobA
kodierenden Plasmide waren pSE32 und pSE30 bzw. pSE32 und pSE31. Die Zellen wurden
fir mindestens 24 Stunden inkubiert, danach erfolgte die mikroskopische Betrachtung
(Kapitel 3.5.4.)
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3.5.3 Western-Blot-Analyse von eukaryotischen Zellen

Fur alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Western Blots von S&ugerzellen-Gesamtzellextrakten
wurde das ECL Advanced Kit (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
Verdinnungen der Primarantikorper waren wie folgt: Anti-GFP (Covance) 1:2.000, Anti-HA
(Covance) 1:500 und Anti-MBP (Fermentas) 1:5.000. Bei dem HRP markierten Sekundar-
antikorper handelte es sich um einen Anti-Maus Antikorper (GE Healthcare), der in einer
Verdunnung von 1:40.000 verwendet wurde.

Bei dem Strippen von Western-Blot-Membranen wurden diese nach der erfolgreichen
Entwicklung zuerst dreimal in ca. 10 mL TBST-Puffer gewaschen (50 rpm, 3 min, RT).
Danach erfolgte die Inkubation der Membran in 50 mL Stripping-Puffer bei 50 °C fur 30
Minuten und unter gelegentlichem Schutteln. Nach dem Entfernen des Stripping-Puffers
folgte finfmaliges Waschen der Membran in TBST-Puffer (50 rpm, 3 min, RT). Es folgte das
erneuten Blocken der Membran (50 rpm, 1 h, RT) und anschlieend ihre Rehybridisierung.
Alle gestrippen Western Blots wurden mit dem Anti-Actin sc-1616 Antikorper (Santa Cruz
Biotechnology) in einer Verdiinnung von 1:500 reinkubiert. Der Western Blot erfolgte mit
dem ECL Advanced Kit (GE Healthcare), wobei eine 1:40.000 Verdiunnung eines Anti-

Kaninchen Sekundarantikorpers eingesetzt wurde.

3.5.4 Préaparation & mikroskopische Beobachtung eukaryotischer Zellen

Vor der mikroskopischen Betrachtung der COS-7 Zellen wurde das Wachstumsmedium durch
farbloses Imaging-Medium (Wachstumsmedium ohne farbigen pH-Indikator, Pan Biotech)
ersetzt.

Zur Betrachtung von Saugerellen wurde das Olympus 1X 81 Mikroskop mit einem 60x
Olimmersionsobjektiv PlanApo N fiir Weitfeld-Experimente verwendet. Das Mikroskop
verfugt Uber Filtersysteme zur gezielten Anregung und Beobachtung von rot und grin
fluoreszierenden Proteinen. Fir den GFP-Kanal wurde fur die Anregung der Filter BrightLine
HC 474/23 und fir die Emission der Filter BrightLine HC 520/35 verwendet. Flr den roten-
Kanal (CobA-Experimente) wurden die Filter BrightLine HC 370/36 (Anregung) und
BrightLine HC 629/53 (Emission) benutzt, alle von der Firma Semrock. Als Lichtquelle fur
Widefield-Mikroskopie wurden die Lampe MT-20 verwendet. Mit Hilfe einer Electron
Multiplier CCD Digital Camera C9100-12 von Hamamatsu wurden Bilder von den Zellen
aufgenommen. Das Mikroskop wurde tber die Software cell*R (Olympus) gesteuert und die

Bilder wurden weiter bearbeitet in ImageJ und Photoshop (Adobe Systems).
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4 Ergebnisse

Bei der Anwendung von gespaltenen Inteinen auf neue Zielproteine ist es bis zum heutigen
Tag nicht genau vorherzusehen, ob eine gewahlte Insertionsposition zu einer effizienten
Protein-trans-Spleif3reaktion der Inteinfusionsproteine fihren wird. Deshalb wurden in dieser
Arbeit Inteinkassettenstrategien eingesetzt und entwickelt, um geeignete Positionen schnell
und mit geringem Klonierungsaufwand zu identifizieren. Zum einen wurde eine konditionale
Inteinkassette, die der Proteinfunktionskontrolle des Zielproteins dient, verwendet. Nach der
Integration der Kassette besteht eine direkte Abhangigkeit der Spleilreaktion von der Présenz
des ,,small molecule” Rapamycin. Mithilfe der in friiheren Arbeiten generierten Kassette
[157] wurde eine schaltbare TEV-Protease erzeugt und anschlieend ihre Anwendbarkeit zur
Proteinfunktionskontrolle durch Reporterproteinspaltung in vivo in Hefe und Zellkultur
aufgezeigt (siehe Kapitel 4.1). Zum anderen wurden gemeinsam mit Joachim Zettler und
Simone Eppmann drei gespaltene Inteinkassetten entwickelt, die zur Proteinsynthese von
Zielproteinen genutzt werden kénnen (siehe Kapitel 4.2). Dabei erlauben die Kassetten eine
schnelle und parallele Aktivitatsbestimmung der insertierten gespaltenen Inteine in den
Zielproteinen. Neben einem Modellprotein wurde diese Methode dartiber hinaus auf ein
Enzym angewendet und die Rekonstitution seiner Aktivitat durch Proteinspleifen mittels
Fluoreszenzmessung bestimmt. Die entwickelten Kassetten sollen in Zukunft die Applikation
von gespaltenen Inteinen vereinfachen und beschleunigen und somit zu einer hdheren

Attraktivitat der Verwendung von Inteinen beitragen.

4.1 Generierung einer schaltbaren Protease

Neuere Erkenntnisse auf genetischer Ebene als auch auf Proteinebene zeigen, dass annéhernd
alle Akteure komplexer Signalwege Interaktionen mit multiplen Partnern eingehen [115, 183,
184]. Uberdies begleiten Gene und Proteine haufig mehrere Funktionen, weshalb einfache
eindimensionale Signalwege eher die Ausnahme darstellen. Ein wichtiger Faktor bei der
Funktion und Aktivitatsvermittlung von Proteinen stellt die Lokalisation dar. So zeigten
Proteom-Markierungsexperimente in Hefe, das ungefahr 30 % aller Proteine subzelluléar
lokalisiert sind und davon uber 20 % im Nucleus zu finden sind [122]. Somit kdnnen die
resultierenden Protein-Interaktionsnetzwerke ferner nur zuverlassig untersucht werden, wenn
ein spezifischer Partner moglichst prazise in raumlicher und zeitlicher Weise kontrollierbar

ist.
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In den letzten Jahren gab es groRe Vorschritte, Zielgene und damit verbunden deren
Genprodukte, auf Ebene der DNA und RNA zu kontrollieren. In Sdugetieren wurde dies zum
Beispiel durch konditionale Knockouts mittels des Cre/loxP-Systems (Kapitel 1.2.2) und
durch den konservierten Mechanismus der RNA-Interferenz (Kapitel 1.3.1) erreicht.
Allerdings fehlt diesen Ansédtzen die Kontrollmdglichkeit proteinspezifischer Komponenten
wie Lokalisation und direkte Proteinaktivitat. Ein Nachteil stellt ferner die Reaktionszeit dar,
denn die Prozesse der Transkription bzw. Translation werden nur unterbrochen, wodurch es
unmoglich ist, innerhalb von Sekunden oder Minuten einen Effekt zu erzielen.

Ein Projekt innerhalb dieser Arbeit zielte darauf ab eine schaltbare TEV-Protease
generiert werden, die es ermdglichen sollte Zielproteine durch definierte Spaltung in ihrer
Aktivitat oder Lokalisation zu beeinflussen. Das gewahlte System zur Erzeugung der
konditionalen Protease basiert auf dem FKBP/FRB/Rapamycin-Heterodimerisierungsystem
(Kapitel 1.4.2) das in Verbindung mit dem kunstlich gespaltenen Sce VMA-Intein dazu
verwendet werden kann, die konditionale Proteinspleif3reaktion (engl. conditional protein
splicing, CPS) spezifisch durch Rapamycin zu kontrollieren (Kapitel 1.4.4). Der Einsatz von
Rapamycin bringt allerdings auch negative Auswirkungen auf eukaryotische Zellen mit sich,
da der essentielle Wachstumsregulator TOR inhibiert wird (Kapitel 1.4.1). Diese kénnen aber
durch nichttoxische Rapaloge [127, 128] oder zumindest in Hefe durch Mutationen in den
TOR-Genen [125, 126] umgangen werden.

Das Problem eine gespaltene TEV-Protease mit konditional aktivem VMA-Intein zu
identifizieren, wurde mit einem in meiner Diplomarbeit entwickelten Kassettensystem geldst
[157]. Dieses System erlaubt es, schnell und parallel Intein-Insertionspositionen in beliebigen
Zielgenen zu erzeugen. Die zeitliche und arbeitstechnische Ersparnis ist deshalb von
Bedeutung, da ein GroRteil der getesteten Positionen aufgrund des Einflusses des Extein-

kontextes zur Inaktivitat des Inteins fuhrt (siehe Kapitel 4.2).

4.1.1 Das Prinzip der konditional gespaltenen Inteinkassette

Die konditional gespaltene Inteinkassette (CPS-Kassette) basiert auf dem kinstlich
gespaltenen Sce VMA-Intein. Entscheidend ist, dass die N- und C-terminalen Inteinhélften
(N"und C'VMA) keine oder nur geringe natlrliche Affinitat zueinander aufweisen, aber durch
die fusionierten Dimerisierungsdomanen FKBP und FRB sowie die Zugabe von Rapamycin
in rdumliche Né&he gebracht und damit zum aktiven Intein rekonstituiert werden konnen
(Kapitel 1.4.4). In meiner Diplomarbeit wurde die CPS-Kassette aus den drei DNA-
Fragmenten fir NVMA-FKBP, dem HIS3-Auxotrophiemarker, und FRB-C'VMA, das unter
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der Kontrolle des schwachen, induzierbaren MET25-Promotors steht, zusammengefugt. Nach
PCR-Amplifikation mit geeigneten Oligonukleotiden, die der Kassette die bendtigten
homologen Sequenzen fir die Integration in das Modellgen MBP (Maltose-bindendes Protein)
verliehen, fand ihre Integration Uber homologe Rekombination in S. cerevisiae statt [157]
(Abbildung 17).

Abbildung 17. Das Integrationsprinzip der konditionalen Inteinkassette

Die Abbildung zeigt die urspriinglich generierte CPS-Kassette und ihre in S. cerevisiae
stattfindende Integration in das unter der Kontrolle vom GAL1-Promotor stehende Modell-
Zielgen MBP. Der erste Schritt in diesem Prozess ist die Amplifikation der CPS-Kassette mit
speziellen  Oligonukleotiden, die jeweils 40bp homologe Sequenzen zu der
Integrationsposition im Zielgen am 5'- und 3'-Ende des PCR Produkts addieren. Anschlie3end
kann das ungereinigte PCR-Produkt in einen das Zielgen enthaltenden Hefestamm
transformiert werden, der nach stattgefundener homologer Rekombination (HR) eine Selektion
auf den HIS3-Marker zulasst.

Nach erfolgreicher Selektion im Minimalmedium auf den HIS3-Marker konnte die
prinzipielle Funktionalitat der Inteinhédlften durch den Nachweis des SpleiBproduktes MBP-
Hisg mittels Western-Blot-Analyse gezeigt werden (Abbildung 18). Die Aktivitat des Inteins
lieR sich durch Zugabe von Rapamycin oder dem Rapalog AP23102 in das
Wachstumsmedium steigern, allerdings wurde Protein-SpleiRen dariiber hinaus auch in

Abwesenheit des ,,small molecule* beobachtet.
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Abbildung 18. Die konditionale Spleilreaktion von Reporterproteinen

A) Schematische Darstellung der Protein-trans-Spleilireaktion (PTS) in vivo. Die beiden
Proteine resultieren aus der Expression der zwei entstandenen ORFs auf dem
Integrationsplasmid. Durch die Zugabe des nichttoxischen Rapalogs AP23102 bildet sich der
FKBP/FRB-Komplex, was zum Ablaufen der PTS-Reaktion und der Bildung des
Spleiproduktes MBP-Hisg filhrt. B) Western Blots (WB) des Gesamtzellextraktes, welche die
Uber Nacht dauernde konditionale Proteinspleif3reaktion (CPS) unter der Zugabe von AP23102
zeigen. Sowohl MBP-N'VMA-FKBP (N'Halfte = 77,5 kDa), FRB-N'VMA-Hisg (C'Halfte =
21,2 kDa) als auch das gebildete SpleiBprodukt MBP-Hisg (SP = 45,2 kDa) konnten
nachgewiesen werden. Das Wachstumsmedium enthielt entweder 2 % Glucose (GalRaf -), um
dem GAL1-Promotor stummzuschalten, oder 2 % Galactose und 1 % Raffinose (GalRaf +), um
ihn zu induzieren. Eine finale Konzentration von 0,2 uM AP23102 wurde benutzt um die CPS-
Reaktion zu induzieren. Die Negativkontrolle (neg) enthielt einen leeren Vektor.

In weiteren Experimenten wurde versucht leicht nachweisbare, essentielle
Selektionsmarker-Proteine (LEU2, KanMX4) schaltbar zu machen. Allerdings konnten keine
geeigneten Insertionspositionen identifiziert werden, um die Proteine qualitativ zu
kontrollieren und einen sichtbaren Phénotyp zu erzeugen [157]. Eventuell ermdglicht das
nachweisbare HintergrundspleiBen das Wachstum der Zellen, wenngleich bei einer sehr
geringen Konzentration an Selektionsmarker-Proteinen. Diese Ergebnisse verdeutlichen
nochmals die Schwierigkeit bzw. den notwendigen Aufwand, geeignete Intein-

Insertionsstellen in Zielproteinen zu identifizieren.

4.1.2 Integration der CPS-Kassette in die TEV-Protease

Die Protease des Tabakatzvirus (engl. Tobacco Etch Virus, TEV) ist eine hochspezifische
virale Protease, die breite Anwendung in der Proteinreinigung findet [185]. Diese 242
Aminosauren groRe Cysteinprotease besitzt eine hochkonservierte, und auf3erordentlich selten
in Eukaryoten vorkommende Erkennungssequenz Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln | (Gly/Ser). Die
Spaltung der Peptidbindung erfolgt nach dem Glutamin, wenn entweder Glycin oder Serin als
C-terminaler Rest vorliegt [186]. Heterologe Expressionen der TEV-Protease in S. cerevisiae
[187] und Sdugerzellen [188] sind ohne toxische Nebeneffekte moglich. In dieser Arbeit

wurde eine autoproteolyseresistente Variante der TEV-Protease verwendet TEV(S219V), fir
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die in vitro eine Wechselzahl ke von 0,19 + 0,01 s™* bestimmt wurde [189]. Damit zeigt die
TEV-Protease zwar eine geringe Geschwindigkeit bei der Spaltung von Substraten, aber daftr
verlauft dieser Prozess durch die Erkennungssequenz hochspezifisch.

Im ersten Schritt wurden nun unterschiedliche, auf dem GAL1-Promotor basierende
Hefe-Expressionsvektoren generiert, welche die Fusionsgene der TEV-Protease trugen (Hisso-
TEV und Hisg-GST-TEV). Fir die Integration der CPS-Kassette wurden 9 verschiedene

Positionen im Proteasegen ausgewahlt (Abbildung 19).

Abbildung 19. Auswahl der Integrationspositionen in der TEV-Protease

A) Die Priméarsequenz der TEV-Protease ist in rot und die ausgewéhlten Integrationspositionen
fir die CPS-Kassette in schwarz dargestellt B) In dieser Tabelle werden die
Integrationspositionen in ihrer Wildtypsequenz (WT) und der Sequenz nach dem Ablaufen der
Protein-trans-Spleifreaktion (PTS) aufgeschlisselt. Dabei sind die Aminosduren, die von der
Wildtypsequenz abweichen, in blau hervorgehoben.

Ein Auswahlkriterium der Insertionspositionen waren natlrlich vorkommende
Cysteine oder Serine in der Primérsequenz der TEV-Protease. Nach dem VMA-Intein
vermittelten Protein-trans-SpleiRen (PTS), dessen einziges Uberbleibsel ein Cystein darstellt,
sollte damit eine der Wildtypsequenz mdglichst &hnliche, vollstandig aktive TEV-Protease
erzeugen werden. In zwei Féllen wurden (ber die Integrationsprimer Adaptionen in den
Codons der -1 Position vorgenommen. Die Veranderung dieser Aminosauren wurde aufgrund
anderer Studien mit dem in cis verwendeten VMA-Intein vorgenommen, die eine Inhibition
der in-vivo-SpleiRreaktion fur Ile und Asn an -1 feststellte [21] (Abbildung 19 B). Fur die
anderen Integrationspositionen wurden, basierend auf der Kristallstruktur einer inaktiven
TEV(C151A)-Mutante, Schlaufenregionen in der TEV-Protease ausgewéhlt (Abbildung 20).
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Abbildung 20. Struktur der TEV-Protease mit den ausgewahlten Integrationspositionen

Diese Kristallstruktur zeigt die TEV(C151A)-Mutante (PDB ID: 1Q31 [190]). Alle
ausgewdhlten Integrationspositionen wurden hervorgehoben und beschriftet. Die Abbildung
wurde generiert mit PyMOL (Schrédinger).

Die Auswahl dieser Positionen sollte zu moglichst stabilen Proteinfragmenten fiihren
und damit eine durch Fehlfaltungen ausgeldste Beeinflussung sowohl der Komponenten des
Dimerisierungssystems als auch der VMA-Inteinhélften auf ein Minimum reduzieren. Eine
der ausgewahlten Positionen (118) wurde bereits als funktionale Spaltposition der TEV-
Protease in der Literatur beschrieben [188]. In dieser Position erfolgte eine Insertion der
Wildtyp-Aminosauren des VMA-Inteins von Position -2 bis +3 (Abbildung 19 B). Nach der
Integration der amplifizierten CPS-Kassetten an allen besagten Positionen erfolgte die

Analyse der Protein-trans-Splei3reaktion und der TEV-Proteaseaktivitat (Abbildung 21).
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Abbildung 21. Integration und PTS-Reaktion der TEV-Protease

(A) Das Schema zeigt die zielgerichtete Integration einer PCR amplifizierten CPS-Kassette in
das TEV-Proteasegen. Nach homologer Rekombination (HR) und Selektion auf den HIS3-
Auxotrophiemarker entsteht ein Integrationsprodukt, bei dem das TEV-Proteasegen in zwei
Fragmente geteilt ist. Diese Fragmente sind mit den korrespondierenden Elementen des CPS-
Systems fusioniert und ihre Genexpression wird Uber zwei individuelle Promotoren
kontrolliert. B) Hier wird die in Hefe stattfindende in vivo Protein-trans-SpleiRreaktion (PTS)
schematisch dargestellt. Nach der Zugabe des ,small molecule” Rapamycin in das
Wachstumsmedium bildet sich der FKBP/FRB/Rapamycin-Komplex, der die VMA-
Inteinhélften in rdumliche Né&he bringt und dadurch ihre Aktivitdt rekonstituiert. In der
nachfolgenden PTS-Reaktion werden die N- und C-terminalen TEV-Protease-Fragmente
(N'TEV und C'TEV) durch eine native Peptidbindung miteinander verkniipft und damit die
aktive TEV-Protease gebildet. Sowohl das Stattfinden der PTS-Reaktion als auch die Aktivitat
der TEV-Protease kann mittels Western-Blot-Analyse detektiert werden. Im Falle der
Proteaseaktivitat gelingt dies durch die Spaltung des Reporterproteins MBP-TEVsite-eGFP in
seine einzelnen Proteinfragmente.

Zuerst wurde die Integration der CPS-Kassette in den Hisi-TEV-Gen tragenden
Vektor untersucht. Durch eine Uber Nacht dauernde Koexpression der Inteinfusionsgene von
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den generierten Integrationsplasmiden in Verbindung mit dem Reporterplasmid konnten die
PTS-Reaktionen (Abbildung 22) und die Aktivitat der TEV-Protease untersucht werden. Die
Genexpression fand in einem Rapamycin-resistenten Stamm statt und wurde durch die
Anwesenheit von Galactose/Raffinose im Medium induziert. Das in hoher Kopienzahl
vorliegende Reporterplasmid kodierte hierbei fir ein Fusionsprotein aus dem Maltose-
bindenden Protein (MBP) aus E. coli und dem verbesserten griin fluoreszierenden Protein
(engl. enhanced green fluorescent protein, eGFP), die lber die Erkennungssequenz der TEV-

Protease (TEVsite) miteinander verkntpft wurden.

Abbildung 22. Die PTS-Reaktion von His;,-TEV

A) Schematische Darstellung der rapamycinabhdngigen PTS-Reaktion, dessen Ablaufen zur
Bildung des Spleilproduktes (SP) Hiso-TEV flhrt. B) Western Blot des Gesamtzellextraktes
nach Expression Uber Nacht in Anwesen- oder Abwesenheit von 1 uM Rapamycin. Die
Negativkontrolle (neg) enthalt nur einen leeren Vektor, wahrend die Positivkontrolle (pos =
30,7 kDa) hingegen das gesamte His,o-TEV-Gen exprimiert. Durch die Expression der
Integrationsplasmide werden N-terminale Fusionsproteine (N’Halften = 39,0 kDa - 60,6 kDa)
unterschiedlicher GroRen gebildet. Bei keiner der untersuchten Insertionspositionen konnte das
SpleiRprodukt (SP = 30,7 kDa) nachgewiesen werden.

Die Expression der Gene der His;o-TEV-Integrationsplasmide fiihrte trotz der
Inkubation mit 1 uM Rapamycin in keinem der Falle zur Bildung des Spleil3produktes
(Abbildung 22 B). Diese Beobachtung spricht fiir womdglich fehlgefaltete Fusionsproteine,
die durch die CPS-Kassettenintegration erzeugt wurden. Schon die Synthese der N-terminalen
Fusionsproteine (Hisio-N'TEV-N'VMA-FKBP) fiihrte zu einer sehr variablen Ausbeute der
Proteinmengen. Die Destabilisierung der Halften war fir Position 151 und 206 am starksten,
bei 206 waren sogar nur geringste Mengen im Western Blot detektierbar. Ebenfalls konnte bei
keiner der gespaltenen TEV-Proteasen Reporterspaltung nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt). Damit korrelierte diese Beobachtung mit der Abwesenheit des Spleif3produktes.
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Um die Probleme mit der Destabilisierung der N-terminalen His;o-TEV-Halften zu
losen, war der néchste Schritt die Integration der CPS-Kassette in einen GST-TEV-
kodierenden Vektor (Abbildung 23 A). Die Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma
japonicum ist ein gut charakterisiertes Fusionsprotein, welches die Loslichkeit und Stabilitat
von Proteinen erhéhen kann [191]. Erneut erfolgte eine Koexpression der generierten
Integrationsplasmide mit dem Reporterplasmid tber Nacht in einem Galactose/Raffinose-
Medium mit anschliefender Untersuchung der SpleiBreaktion (Abbildung 23 B) und der
TEV-Proteaseaktivitat (Abbildung 23 C) mittels Western Blot.

Abbildung 23. Die PTS-Reaktion von GST-TEV und seine Proteaseaktivitat

A) Schematische Darstellung der rapamycinabhéngigen PTS-Reaktion, dessen Ablaufen zur
Bildung des Spleiproduktes GST-TEV fihrt. B) und C) Western Blots des
Gesamtzellextraktes nach Expression iber Nacht in Anwesen- oder Abwesenheit von 1 uM
Rapamycin. Die Negativkontrolle (neg) enthdlt nur einen leeren Vektor, wéhrend die
Positivkontrolle (pos = 55,7 kDa) hingegen das gesamte GST-TEV-Gen exprimiert. Die
Expression der Integrationsplasmide fiihrte zur Synthese der N-terminalen Fusionsproteine
(N'Hélften = 64,1 kDa - 85,7 kDa) unterschiedlicher GroR3e und in zwei Féllen bildete sich das
SpleiBprodukt (SP = 55,7 kDa). Die TEV-Proteaseaktivitat konnte durch Spaltung des MBP-
TEVsite-eGFP-Reporterproteins (71,1 kDa) nachgewiesen werden (eGFP = 27,2 kDa).

Im Gegensatz zu den His;o-TEV-Fusionsproteinen konnte eine vergleichbare Intensitét
der GST-Fusionsproteine im Western Blot nachgewiesen werden (Abbildung 23 B). Damit
zeigten die N-terminalen TEV-Halften das erwinschte gleiche Expressionslevel und die
gleiche Stabilitat. In dem Anti-GST-Western-Blot konnte in zwei Fallen, Position 118 und
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206, die Bildung von Spleil3produkt detektiert werden. Ferner konnte ohne die Zugabe von
Rapamycin an diesen Positionen geringe Mengen von Spleifiprodukt beobachtet werden.
Dieser Prozess wird als Hintergrundspleil3en bezeichnet und wurde dartiber hinaus schon in
vorhergehenden PTS-Experimenten in vivo beobachtet [152, 157]. Entscheidend war, dass die
SpleilRproduktbildung mit der durch Reporterspaltung zu eGFP detektierten TEV-Aktivitat, in
diesen zwei Positionen korrelierte (Abbildung 23 C). Dies deutete darauf hin, dass aktive und
CPS-abhédngige TEV-Proteasen generiert wurden. Ferner fihrte die Zugabe von Rapamycin
bei weiteren Integrationsplasmiden in nachweisbarer TEV-Aktivitat. Die rapamycinabhéngige
Proteaseaktivitét lasst sich entweder auf geringste, nicht mittels Western Blot detektierbare
Mengen von gebildetem Spleifiprodukt oder auf vom Proteinspleien unabhé&ngige Protein-

Fragment-Komplementation zurtickfiihren.

4.1.3 Charakterisierung der schaltbaren TEV-Proteasen 118 und 206

Die Integration der CPS-Kassette in GST-TEV fiuhrte zur Identifikation von zwei
Integrationspositionen, bei denen sich nicht nur das Spleillprodukt bildete, sondern ferner
zusétzlich konditionale TEV-Aktivitdt nachgewiesen werden konnte. Im nédchsten Schritt
wurden zunéchst die kodierenden Bereiche der entsprechenden integrierten Inteinkassetten in
ein konstitutives, schwacheres Expressionssystem (berfiihrt, das kein Galactose/Raffinose-
Medium zu dessen Induktion benétigte. Zugleich wurde am 3'-Ende des fiir die C-terminale
Hélfte kodierenden Fusionsgens eine HA-Epitop-Tag kodierende Sequenz addiert, um sowohl
das entstehende Spleillprodukt als auch die C-terminale Halfte detektieren zu kdnnen
(Abbildung 24 A). Diese finalen Konstrukte werden von nun an als TEV 118 und TEV 206
abgekirzt. Um die TEV-Aktivitat direkt mit der Bildung von Spleif3produkt zu verknipfen,
wurden zur Kontrolle SpleiBmutanten der VMA-Inteine von TEV 118 und 206 erzeugt. In
diesen Plasmiden (TEV118 mut und TEV206 mut) wurde das Codon fir das Cystein an
Position 1 des Inteins in ein Alanin-Codon mutiert, um das Ablaufen der SpleiRreaktion zu
verhindern (Kapitel 1.1.1). Zusatzlich wurde, um die Expression des Reportergens zu
vermindern, der 2u-Replikationsursprung des Reporterplasmids gegen einen ARS/CEN-
Ursprung ausgetauscht. In den folgenden Experimenten sollte nun eine zeitliche
Charakterisierung sowohl der SpleiBproduktbildung als auch der Spaltung des
Reporterproteins erfolgen. Die Probenentnahme erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Zugabe von Rapamycin (Abbildung 24 B). In allen folgenden Experimenten wuchsen die
Hefestamme (ber Nacht; die jeweilige Kultur wurde anschlielend geteilt und entweder mit

DMSO oder mit Rapamycin versetzt (fur Details der Durchfuihrung siehe Kapitel 3.4.1).
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Abbildung 24. Die PTS-Reaktion der modifizierten TEV-Proteasen 118 & 206

A) Schematische Darstellung der modifizierten Integrationsplasmide 118 und 206. Der GAL1-
Promotor wurde durch den TDH-Promotor ersetzt, der eine konstitutive Expression ohne
Mediumswechsel erlaubt. Zusétzlich wurde die Sequenz fiir einen HA-Epitop-Tag an das 3'-
Ende addiert, der die Detektion des C-terminalen TEV-Proteasefusionsproteins ermdglicht. B)
Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes. Alle Zellen koexprimieren zwei Plasmide, von
denen eines immer das fur MBP-TEVsite-eGFP kodierende Reporterplasmid ist. Fur die an
Position 118 und 206 gespaltenen TEV-Proteasen wurde das SpleiBprodukt (SP 118 =
57,0 kDa, SP 206 56,5 kDa) zu unterschiedlichen Zeitpunkten detektiert. Im Falle von TEV
118 wurde ferner das C-terminale Fusionsprotein (C'Halfte = 34,3 kDa) nachgewiesen. Die
erzeugten SpleiBmutanten (mut) von TEV 118 und 206 zeigten keine SP-Bildung. Das
Wachstum der nur einen leeren Vektor tragenden Negativkontrolle (neg), der GST-TEV-HA-
Positivkontrolle (pos = 56,5 kDa) und der Spleifmutanten fand fiir sechs Stunden statt. (arb. =
kurze Belichtungszeit, - = DMSO und + = 2 uM Rapamycin in DMSO)

Schon zwei Stunden nach der Zugabe von Rapamycin bildeten TEV 118 und 206 das
Spleiprodukt, welches in den DMSO-Kontrollproben nicht detektiert werden konnte
(Abbildung 24 B). Die relative Menge an SpleilRprodukt nahm mit der Zunahme der
Inkubationsdauer (vier und sechs Stunden) ab. Uberdies konnte fir TEV 118 das C-terminale
Fusionsprotein nachgewiesen werden, dessen zeitabhéngige Intensitdt bei Zugabe von
Rapamycin abnahm und ohne Rapamycin zunahm. Rapamycin scheint zusatzlich die
Stabilitat des C-terminalen Fusionsproteins zu stabilisieren. Bei beiden gespaltenen Proteasen
TEV 118 und 206 konnte kein HintergrundspleiBen beobachtet werden. Dies ist
wahrscheinlich auf die gednderte und verringerte Expressionsmenge innerhalb der kirzeren
Experimentdauer zurtickzufiihren. Entsprechend der Analyse der Bildung des SpleiRproduktes
folgte des Weiteren die Untersuchung auf TEV-Aktivitat (Abbildung 25).

Die Aktivitat von TEV 118 und 206 konnte schon nach zwei Stunden durch sowohl
den Anti-MBP- als auch den Anti-GFP-Western-Blot nachgewiesen werden (Abbildung 25 A
& B). Das Maximum der Spaltreaktion zu MBP und eGFP lag aber zwischen vier und sechs
Stunden. Dieses verschobene Maximum der beobachtbaren Spaltreaktion zum Maximum der
durch die PTS-Reaktion gebildeten aktiven TEV-Protease beruht wahrscheinlich auf der
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geringen Geschwindigkeit der TEV-Protease bei der Umsetzung ihrer Substrate [189]. Die
mit DMSO oder Rapamycin inkubierten Stamme der Spleifmutanten zeigten im Anti-MBP-
Western-Blot keine detektierbare TEV-Aktivitdt. Damit kann eine induzierte Protein-
Fragment-Komplementation ausgeschlossen werden (Abbildung 25 A). Dagegen war im
Anti-GFP-Western-Blot bereits in der Negativkontrolle, die das Reporterplasmid mit einem
leeren Vektor koexprimiert, eine sehr schwache Doppelbande detektierbar war, die dartiber
hinaus das spezifisch gespaltene eGFP miteinschloss (Abbildung 25 B). Eine Erklarung
gestaltet sich als schwierig, da dieses potentiell unspezifische Spaltungsprodukt nur vom
Anti-GFP- und nicht vom Anti-MBP-Western-Blot erkannt wurde.

Abbildung 25. Die Aktivitat der modifizierten TEV-Proteasen 118 & 206

Die Abbildung zeigt den A) Anti-MBP- und B) Anti-GFP-Western-Blot des
Gesamtzellextraktes der untersuchten Stamme. Alle Zellen koexprimierten zwei Plasmide, von
denen eines immer das fir MBP-TEVsite-eGFP kodierende Reporterplasmid war. Die
Positivkontrolle GST-TEV-HA (pos) und auch TEV 118 und 206 zeigen Reporterprotein-
Spaltung (71,1 kDa) zu eGFP (27,2 kDa) und MBP (43,9 kDa). Fur die Spleifmutanten (mut),
die Negativkontrolle mit leerem Vektor (neg) und die Positivkontrolle erfolgte das Wachstum
fiir sechs Stunden. (- = DMSO und + = 2 pM Rapamycin in DMSQO)

Eine densitometrische Auswertung der Intensitdten der Proteolysebanden (Photoshop)
ergab, dass die mittels CPS generierten TEV-Proteasen im Vergleich mit der Positivkontrolle
bis maximal ein Funftel der Spaltungsmenge erzeugen konnten. Der Aktivitatsunterschied
lasst sich auf die konstitutive Expression der GST-TEV-HA-Positivkontrolle durch den TDH-
Promotor zurlckfihren, die schon vor dem eigentlichen Start des Experiments durch Zugabe
von Rapamycin stattfindet. Um vollstdndig auszuschliel3en, dass keine der alleinigen N- oder
C-terminalen TEV-118- oder TEV-206-Halften noch Proteaseaktivitat aufweisen, wurden die
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Fusionsgene in einzelne Vektoren umkloniert und ihre Genexpression unter den gleichen
Bedingungen wie zuvor TEV 118 und 206 analysiert (Abbildung 26).

Abbildung 26. Kontrolle der Aktivitat der N- und C-terminalen TEV-Proteasehalften

Schematische Darstellung der kodierende Plasmidbereiche des A) N-terminalen (GST-NTEV-
NVMA-FKBP) und B) C-terminalen (FRB-CVMA-CTEV-HA) Fragments. Im Falle des
Fusionsgens, das die C-terminale Halfte synthetisiert, ersetzte der starke, konstitutive GPD-
Promotor den schwachen MET25-Promotor. C) Western Blots des Gesamtzellextraktes, die
sowohl die Expression der N-terminalen Fusionsgene von TEV 118 und 206 als auch die
Aktivitat der Fusionsproteine untersuchen. (N'Hélfte 118 = 76,1 kDa, N'Halfte 206 = 85,7 kDa,
Reporter = 71,1 kDa) D) Western Blots des Gesamtzellextraktes, welche die Synthese der C-
terminalen Fusionsproteine von TEV 118 und 206 und dessen Proteaseaktivitat untersuchen.
(C'Haélfte 118 = 34,3 kDa, C'Halfte 206 = 24,3 kDa, Reporter = 71,1 kDa) (- = DMSO and + =
2 UM Rapamycin in DMSO)

Die einzelnen N- und C-terminalen TEV-118- und TEV-206-Genfragmente wurden
durch starke konstitutive Promotoren exprimiert und es war moglich alle resultierenden

Fusionsproteine in den Western Blots nachzuweisen (Abbildung 26 C & D). Die einzelnen
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TEV-Proteasehélften zeigten keine proteolytische Aktivitat, da in den Anti-MBP-Western-
Blots keine Spaltprodukte detektiert werden konnten. Dies bestatigt die zuvor gezogene
Schlussfolgerung, dass die beobachtete Aktivitdt von TEV 118 und TEV 206 auf das tber
CPS gebildete GST-TEV-Spleiprodukt zuriickgeht und nicht Folge der Restaktivitat
einzelner Proteinhalften ist.

In der finalen Charakterisierung von TEV 118 und TEV 206 sollte die Abhangigkeit
der SpleiBproduktbildung sowohl von der Inkubationsdauer mit Rapamycin als auch von der

Rapamycinkonzentration moglichst genau bestimmt werden (Abbildung 27).

Abbildung 27. Einfluss der Zeit und der Rapamycinkonzentration auf die PTS-Reaktion

Die Abbildung zeigt den Einfluss der Inkubationszeit und der Konzentration von Rapamycin
auf die PTS-Reaktion der zwei gespaltenen TEV-Proteasen 118 & 206. A) Western Blot der
zeitabhéngigen Bildung des Spleiproduktes (SP) in der An- und Abwesenheit von 2 uM
Rapamycin. B) Normierte zeitabhdngige Analyse der Spleiproduktbildung von TEV 118 und
206, diese wurde mittels densitometrischer Analyse der Spleilproduktbande der Western Blots
ausgewertet. C) Western Blot zur Untersuchung der Abhéngigkeit der Spleiproduktbildung
(SP) von der Rapamycinkonzentration. D) Densitometrische Analyse und Auswertung der
Intensitét der SpleiBproduktbande bei verschiedenen Rapamycinkonzentrationen nach zwei und
vier Stunden Inkubationszeit. (engl. arbitrary units, a.u. = willkurliche Einheiten)
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Die zeitliche Untersuchung der Protein-trans-SpleilRreaktion der TEV-118-Protease
zeigte ein Maximum der SpleiRproduktbildung nach 90 bis 120 Minuten (Abbildung 27 A &
B). Im Vergleich dazu zeigte TEV 206 insgesamt eine etwas schneller stattfindende Reaktion
und ein steileres Maximum zwischen 60 und 120 Minuten. Die Hintergrund-SpleiRaktivitat
war in diesen Experimenten fir beide gespaltenen Proteasen sehr gering und betrug weniger
als 10 %.

Die Inkubation mit Rapamycinkonzentrationen von 0,5 bis 2 uM fiihrte bei TEV 118
nach zwei Stunden zu einem relativ breiten Maximum (Abbildung 27 C & D). Bei TEV 206
war dagegen eine lineare Abhangigkeit von der Rapamycinkonzentration bei zwei Stunden
Inkubationsdauer zu beobachten und die maximale Bildung an SpleiBprodukt erfolgte bei
einer Konzentration von 2 uM. Nach vier Stunden Inkubation mit variablen Konzentrationen
von Rapamycin verhielten sich beide gespaltenen Proteasen vergleichbar und zeigten eine
unmittelbare Abhéngigkeit der PTS-Reaktion von der Rapamycinkonzentration. Maglicher-
weise flhrt die Zugabe von Rapamycin bei den gespaltenen Proteasen zu einer Stabilisierung
der C-terminalen Halften und beeinflusst so zusatzlich zu der FKBP/FRB-Dimerisierung die
Abhangigkeit der PTS-Reaktion von der Rapamycinkonzentration (Abbildung 24 B). Sowohl
nach zwei als auch nach vier Stunden fiel auf, dass eine Konzentration von 5 uM Rapamycin
die Spleilproduktbildung nicht weiter ernthte. Dies lasst sich auf die bei dieser Konzentration
verstérkt auftretenden, negativen Effekte auf das Wachstum der Hefezellen zuriickfihren.

Neben der zeitabhdngigen Bildung des SpleiRproduktes wurde gleichzeitig die
katalysierte Spaltungsreaktion der gebildeten TEV-Protease untersucht (Abbildung 28).

Die Charakterisierung bestatigt die anfangliche Beobachtung, dass das Maximum der
SpleilRproduktbildung von dem der Reporterproteinspaltung zeitlich verschoben ist. Fur beide
gespaltenen Proteasen war ein Maximum der auftretenden MBP-Spaltproduktbande nach vier
bis sechs Stunden zu beobachten. Neben der zeitabhéngigen Steigerung der Reporterspaltung
konnte daruber hinaus eine alleinig mit der Inkubationsdauer korrelierende Zunahme einer
unspezifischen Degradationsbande des Reporters bei ca. 42 kDa festgestellt werden (siehe
Abbildung 28: Vergleich 0 min mit 360 min mit DMSO).
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Abbildung 28. Zeitabhéngigkeit der gespaltenen TEV-Proteaseaktivitat

Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes, welche die zeitabhdngige Spaltung des MBP-
TEVsite-eGFP-Reporters (71,1 kDa) zu MBP (43,9 kDa) in der An- und Abwesenheit von
2 UM Rapamycin untersucht.

Bei hohen Rapamycinkonzentrationen konnte, trotz der Verwendung eines
Hefestamms mit Rapamycinresistenz verleihender Mutation im TOR2-Gen, ein negativer
Effekt auf das Wachstum beobachtet werden. Deshalb wurden Experimente durchgefihrt, um
zu bestimmen, ob die verwendete Konzentration von 2 uM einen signifikant negativen Effekt
auf das Hefewachstum hat (Abbildung 29).

Abbildung 29. Der Effekt von Rapamycin auf das Wachstum von Hefezellen

Die Abbildung zeigt das Wachstum der verschiedenen Hefestdamme. Alle Kulturen wurden
uber Nacht angezogen, auf eine ODggo von 0,2 verdiinnt und flr ca. drei Stunden wachsen
gelassen. Im Anschluss wurde die gemeinsame Kultur von TEV 206 geteilt und entweder
DMSO oder 2 uM Rapamycin (rapa) addiert (0 min). Als Positivkontrolle wurde erneut GST-
TEV-HA und als Negativkontrolle ein leerer Vektor verwendet.
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Ein Vergleich der ohne Rapamycin inkubierten Positivkontrolle (GST-TEV-HA) und
der Negativkontrolle (leerer Vektor) zeigte nur einen minimalen Unterschied. Diese beinahe
identischen Wachstumskurven belegen die bekannten Beobachtungen, dass die TEV-Protease
fir Hefen nicht toxisch ist [187]. Die minimalen Differenzen ihres Wachstums kénnten auf
den Energieaufwand zurtickgefuhrt werden, den die Hefezellen aufwenden missen, um das
Protein GST-TEV-HA zu synthetisieren. Die mit DMSO inkubierte, gespaltene Protease TEV
206 zeigt einen fast identischen Wachstumsverlauf zur Positivkontrolle, so dass kein
negativer Einfluss auf die Teilungsrate des Hefestamms festzustellen war. Die Zugabe von
2 UM Rapamycin fihrte zu einer Erhéhung der Verdopplungsrate auf 145 Minuten im
Vergleich zu 120 Minuten bei DMSO. Im Vergleich zu friheren Arbeiten waren diese Werte
leicht erhdht. So ermittelten Haruki et al. in einem plasmidfreien, Rapamycin-resistenten
Hefestamm, der die Komponenten des FKBP/FRB-Dimerisierungssystems im Genom
integriert hatte, Werte von 100 Minuten ohne Rapamycin und 103 Minuten mit einer
Konzentration von ca. 1 uM Rapamycin [134]. Jedoch kann abschlieBend geschlussfolgert
werden, dass Rapamycin in einer Konzentration von 2 uM zwar einen messbaren Effekt auf
die Hefestimme besitzt, aber das exponentielle Wachstum der Hefestimme nicht zum
Stillstand bringt. Somit konnte diese Konzentration in weiteren Experimenten mit TEV 118
und 206 verwendet werden.

Nachdem die PTS-Reaktion, die TEV-Proteaseaktivitat und der Effekt von Rapamycin
auf die Hefezellen detailliert charakterisiert worden waren, wurden die schaltbaren Proteasen

in weiteren Experimenten zur Proteinfunktionskontrolle eingesetzt.

4.1.4 Entwicklung eines Reportersystems fur die CPS-Proteasen
basierend auf GAL4

Das erste Reportersystem, das die konditionalen TEV-Proteasen nutzen sollte, basierte auf der
Kopplung ihrer induzierbaren Spaltung an einen komplexen enzymatischen Aktivitats-
nachweis. Am Beginn des Versuchsaufbaus stand die Fehllokalisation des GALA4-
Transkriptionsfaktors an die Plasmamembran von Hefezellen und damit verbunden seine
Inaktivierung. Diese gezielte Lokalisation wurde durch die Fusion von GAL4 mit der
essentiellen Plasmamembran H*-ATPase PMAL erreicht [134] (Abbildung 30). Allerdings
filhrte die Uberexpression des eine hohe Kopienzahl besitzenden H*-ATPase-Reporter-
plasmids zu toxischen Effekten in den Hefestdmmen (Daten nicht gezeigt), weshalb fortan ein

ARS/CEN-Reporterplasmid mit einem schwachen MET25-Promoter verwendet wurde.
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Abbildung 30. Induktion der Genexpression von lacZ durch die schaltbaren TEV-Proteasen

Im ersten Schritt fihrt die Zugabe von Rapamycin zur in-vivo-PTS-Reaktion in Hefezellen,
welche die TEV-Protease generiert. Diese aktive Protease spaltet daraufhin den durch die H*-
ATPase (PMA1) an die Plasmamembran lokalisierten Transkriptionsfaktor GAL4 von dieser
ab. GAL4 kann nun in den Nucleus der Hefezellen gelangen und die Expression des
Reportergens lacZ induzieren, welches flr die p-Galactosidase kodiert. Das Auslesen dessen
enzymatischer Aktivitét geschieht anschlieBend durch den ONPG-B-Galactosidase-Assay.

Die beiden Proteine, PMA1 und GAL4, wurden durch die kurze TEV-Protease-
Erkennungssequenz (TEVsite) miteinander verbunden. Auf diese Weise sollte in der
Anwesenheit von aktiver TEV-Protease GAL4 von der Plasmamembran abgespalten werden
und daraufhin in den Nucleus der Hefezelle gelangen kdnnen. Im Nucleus aktiviert GAL4 die
Transkription des B-Galactosidase-Gens lacZ, welches unter der Kontrolle des GAL7-
Promotors steht. Ein dhnliches System wurde schon fur die Protease Caspase-3 etabliert
[176], allerdings fiihrte die direkte Ubertragung der Lokalisierungssequenz von Steiner et al.
zu keiner Rekrutierung an die Plasmamembran (Daten nicht gezeigt). In dem in dieser Arbeit
verwendeten Ansatz fand die p-Galactosidase-Aktivitatsbestimmung mittels des hé&ufig
eingesetzten ONPG-Assays statt [180] (siehe Kapitel 3.4.2). In diesen Assay wurden die
Proteasen TEV 118 und 206 in Kombination mit dem ARS/CEN-Reporterplasmid, das unter
Kontrolle des schwachen MET25-Promotors PMA1-TEVsite-eGFP exprimiert, untersucht
(Abbildung 31).

95



Ergebnisse

Abbildung 31. Messung der TEV-proteaseabhangigen p-Galactosidaseaktivitat

Graphische Darstellung der Ergebnisse des ONPG-B-Galactosidase-Assays, zur Bestimmung
der GAL4-abhdngigen Aktivitat der p-Galactosidase nach sechs Stunden Expressionszeit. In
allen Hefestdmmen erfolgte eine Koexpression mit dem Reporterplasmid PMAL-TEVsite-GAL4
(neg = Negativkontrolle leerer Vektor, pos = Positivkontrolle GST-TEV-HA, mut =
SpleiBmutante, - = DMSO und + = 2 uM Rapamycin in DMSO)

Der Vergleich der Positivkontrolle (GST-TEV-HA) mit der Negativkontrolle (nur das
Reporterplasmid) zeigte eine Steigerung der pB-Galactosidaseaktivitdt um den Faktor zehn.
Damit konnte Uberdies gezeigt werden, dass eine Messung der TEV-Proteaseaktivitat mit dem
verwendeten Versuchsaufbau grundsatzlich moglich ist. Fir beide gespaltenen Proteasen war
eine Zunahme der B-Galactosidaseaktivitat in der Anwesenheit von Rapamycin messbar, im
Falle von TEV 118 bis zu einem Faktor von zwei. Die Aktivitat der Positivkontrolle ist bis zu
neunmal hoher als TEV 118 und 206 unter der Addition von Rapamycin. Dies beruht
hdchstwahrscheinlich erneut auf dem konstitutiven Promotor der Positivkontrolle, der aktive
TEV-Protease wéhrend der gesamten Dauer des Experiments erzeugt, mithin schon wahrend
des Wachstums der gemeinsamen Hefekultur (ber Nacht. Des Weiteren zeigten die
Spleifmutanten beider gespaltenen Proteasen unter Rapamycinzugabe eine leichte Steigerung
der B-Galactosidaseaktivitat (bis zu einem Faktor von 1,3). Dieser Effekt spricht entweder fir
Protein-Fragment-Komplementation der TEV-Protease-Fragmente oder flr einen Rapamycin-
spezifischen Effekt. Neben dem insgesamt relativ hohen Hintergrundwert des
Reporterproteins von 20 Miller-Units zeigte sich im Vergleich bei den mit DMSO inkubierten
TEV-Proteasen (TEV 118, 206 und TEV 118 mut, 206 mut) eine etwas geringere [-
Galactosidaseaktivitdt (12-17 Miller-Units). Eine mogliche Erklarung wére eine vom
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Expressionslevel abhéngige Instabilitdt und Degradation des Reporterproteins PMA1-
TEVsite-GALA4. Dieser Effekt wirden dann zu einem gewissen Teil GAL4 in das Cytoplasma
freisetzen und zu einer unbeabsichtigten Genexpression der B-Galactosidase fiihren. Die
Koexpression der TEV-Inteinfusionsgene kénnte in einer Reduktion der Expressionsrate von
PMA1-TEVsite-GAL4 in der Zelle resultieren, wodurch die an die Uberexpression gekoppelte
Degradation und Freisetzung von GAL4 reduziert wiirde.

Um den Einfluss der Fusion von Zielproteinen mit PMAL mikroskopisch beobachten
und evaluieren zu konnen, wurde das GAL4-Gen durch eGFP ausgetauscht. Mit dem
entstandenen Reporterprotein PMAL-TEVsite-eGFP konnte sowohl die Vollstandigkeit der
Lokalisation an die Plasmamembran als auch mogliche Degradationseffekte beobachtet
werden. Im anschlieBenden Experiment wurde das Verhalten des Reporterproteins mit und
ohne koexprimierte TEV-Protease fluoreszenzmikroskopisch und mittels Western Blot
analysiert (Abbildung 32).

Der Anti-GFP-Western-Blot der Zellen mit dem Reporterplasmid ohne TEV-Protease
zeigte eine intensive Doppeldegradationsbande (Abbildung 32 B). Die entscheidende
Schlussfolgerung beziiglich der Lokalisation des PMA1-TEVsite-eGFP in Hefezellen konnte
aber aus den konfokalen Mikroskopiebildern gezogen werden. Hier zeigten Zellen, die nur
das Reporterplasmid exprimierten, in 90 % der Falle eine sehr starke Lokalisation des
fluoreszenten Proteins in der Vakuole (Abbildung 32 C). Zuséatzlich fand die PMA1-
vermittelte Lokalisation von eGFP an der Plasmamembran in allen beobachteten Zellen statt.
Die groRe Menge von lokalisierten eGFP in der Vakuole in Kombination mit den Western-
Blot-Untersuchungen spricht fiir hdufig stattfindende Endocytose und Degradation des
PMAL1-TEVsite-eGFP-Reporters. Ein vergleichbares Degradationsverhalten des GAL4-
Reporters wirde zur ungerichteten Freisetzung von GAL4 fiihren und dies kénnte die hohen
Hintergrundwerte im ONPG-Assay erkldaren. Bei der Koexpression der TEV-Protease mit
dem Reporterplasmid konnte eine Zunahme entweder der Intensitat einer der
Degradationsbanden oder das Auftreten einer neuen Bande zwischen den Degradationsbanden
beobachtet werden (Abbildung 32 B). Die mikroskopische Untersuchung zeigte in 50 % der
TEV-Protease exprimierenden Zellen eine cytoplasmatische Lokalisation von eGFP
(Abbildung 32 C).
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Abbildung 32. Untersuchung der PMAL gekoppelten Lokalisation von eGFP an die Plasmamembran

A) Schematische Darstellung der Spaltung des durch PMAZ1-fehllokalisierten eGFP (PDB ID:
1w7s [192]) von der Plasmamembran. B) Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes von
Zellen, die mit und ohne Reporterplasmid (PMA1-TEVsite-eGFP) und TEV-Proteaseplasmid
(GST-TEV-HA) transformiert wurden. Der Anti-GFP-Western-Blot zeigt nur den Ausschnitt
der Degradationsbanden und der eGFP-Spaltungsbande (27,2 kDa), da es nicht moglich war,
das vollstdndige Reporterprotein (128,3kDa) zu detektieren. C) Die konfokalen
Mikroskopiebilder zeigen die Lokalisation von eGFP in lebenden Hefezellen in der An- und
Abwesenheit der TEV-Protease.

4.1.5 Die selektive Spaltung von GFP von der Plasmamembran

Durch die Experimente mit dem eGFP-Reporter konnte auf die Ineffizienz eines auf PMA1
basierenden Systems zur spezifischen Lokalisation und Inaktivierung von Zielproteinen an
der Plasmamembran geschlossen werden. Deshalb wurde zuerst nach einem mdglichst
nichttoxischen, aber zugleich stabilen Lokalisations-Fusionsprotein gesucht, das mittels
konfokaler Mikroskopie uberpruft werden konnte. Die Wahl fiel auf den a-Faktor-Rezeptor
STE2 [193, 194]. STE2 ist ein sieben Transmembrandoménen besitzender, G-Protein-
gekoppelter Rezeptor, der mit dem o-Faktor Pheromon interagiert. Das a-Faktor-Pheromon,
das von a-Zellen abgesondert wird, leitet die Paarung von haploiden a- und a-Hefezelle ein,
wobei nur a-Zellen den o-Faktor-Rezeptor STE2 produzieren. In den hier gezeigten
Experimenten spielt dieser Prozess keine Rolle, weil nur ein a-Stamm verwendet wurde.
Ferner waren keine STE2-Uberexpressionseffekte auf das Wachstum der Hefezellen aus der

Literatur bekannt. STE2 ist zusatzlich stabil in der Plasmamembran lokalisiert und ohne den
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gebundenen o-Faktor ist dartiber hinaus die Ubiquitin vermittelte Endocytose und vakuolare
Degradation moderat [195].

Der erzeugte Reporter bestand aus STE2, das C-terminal mit der TEV-Erkennungs-
sequenz und eGFP fusioniert wurde. Das STE2-Protein sollte das Fusionsprotein an die
Plasmamembran der Hefezellen lokalisieren. Analog zu den vorangegangenen Experimenten
sollte bei vorhandener TEV-Aktivitdt eGFP von der Membran abgespalten werden und ins

Cytoplasma freigesetzt werden (Abbildung 33 A).

Abbildung 33. Die TEV-proteasevermittelte Abspaltung von Plasmamembran lokalisiertem eGFP

A) Schematische Darstellung der TEV-abh&ngigen Abspaltung von eGFP (PDB ID: 1w7s
[192]) von der Plasmamembran. Die Membran-Lokalisation von eGFP wurde durch den a-
Faktor-Rezeptor STE2 erreicht. B) Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes von Zellen,
die das Reporterplasmid (STE2-TEVsite-eGFP) und ein zusatzliches Konstrukt koexprimieren.
Es war mdglich die GST-TEV-HA-Spleilprodukte (SP 118 = 57,0 kDa, SP 206 = 56,5 kDa)
und die C-terminalen TEV-Halften (C'Halfte 118 = 34,3 kDa, C'Hélfte 206 = 24,3 kDa) FRB-
C'VMA-C'TEV-HA nach acht Stunden nachzuweisen. C) Die konfokalen Mikroskopiebilder
zeigen die Lokalisation von eGFP in lebenden Hefezellen. Die Zellen koexrimierten GST-TEV-
HA (Positivkontrolle), einen leeren Vektor (Negativkontrolle), und die gespaltenen TEV-
Proteasen 118 und 206 fur acht Stunden. Nur im Falle von TEV 118 und 206 wurde die
Expression in An- und Abwesenheit von 2 uM Rapamycin durchgefiihrt. D) Statistische
Auswertung der eGFP-Lokalisation nach acht Stunden Expressionszeit. (neg =
Negativkontrolle, pos = Positivkontrolle, mut = Spleilmutante, - = DMSO und + = 2 pM
Rapamycin in DMSO)
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Der Anti-HA-Western-Blot verifizierte erneut das hohe Expressionslevel der GST-
TEV-HA Positivkontrolle (Abbildung 33 B). Darlber hinaus bestétigte die Auswertung der
konfokalen Mikroskopiebilder der Negativ- und Positivkontrollen, dass mit dem STE2-
System eine Analyse der TEV-Proteaseaktivitat in Hefezellen mdglich war (Abbildung 33 C).
Die Hefezellen, die nur das STE2-TEVsite-eGFP-Reporterplasmid besaRen, zeigten in >99 %
der aufgenommenen Bildern eine Lokalisation der fluoreszenten Proteine an der
Plasmamembran. Eine Kolokalisation von eGFP in der Vakuole war bei diesen Negativ-
kontrollen in weniger als 5 % der Zellen zu beobachten. Damit ist der STE2-TEVsite-eGFP-
Reporter besser geeignet, um die Aktivitat der TEV-Protease in Einzellzellen zu bestimmen
als der PMA1-TEVsite-eGFP-Reporter. Durch die konstitutive Expression von GST-TEV-HA
war es moglich in ca. 60 % der beobachteten Zellen eine cytoplasmatische Lokalisation von
eGFP zu erreichen (Abbildung 33 D). Diese Reporterspaltung der Positivkontrolle konnte
auch in einem Anti-GFP-Western-Blot detektiert werden (Abbildung 34 A).

Bei der Koexpression mit dem Reporterprotein STE2-TEVsite-eGFP konnte fur TEV
118 und 206 in Abh&ngigkeit von der Prasenz von Rapamycin das SpleilRprodukt GST-TEV-
HA im Anti-HA-Western-Blot nachgewiesen werden (Abbildung 33 B). Nach acht Stunden
Wachstumsdauer waren fiir TEV 118 und 206 geringe Mengen an Hintergrund-Spleif3aktivitat
im Western Blot nachweisbar. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der TEV 118
und 206 koexprimierenden Hefezellen zeigte unter Rapamycinzugabe bei ca. 10 % der Zellen
den erwarteten Phénotyp einer cytoplasmatischen Lokalisation (siehe Abbildung 33 C und flr
die Auswertung Abbildung 33 D). Die Kontrollstimme, die nur mit DMSO inkubiert wurden,
zeigten nur bei weniger als 1 % der Zellen eine eGFP-Lokalisation im Cytoplasma. Durch das
Reporterprotein  STE2-TEVsite-eGFP ist es also mdglich konditional induzierte TEV-
Proteaseaktivitdt in einzelnen Hefezellen nachzuweisen. Jedoch war es nicht mdglich, die
korrespondierende eGFP-Spaltbande fir TEV 118 und 206 im Western Blot zu detektieren
(Abbildung 34 A). Der Western Blot zeigt eine schwache Degradation des Reporterproteins in
der Negativkontrolle, obgleich die Intensitat der eGFP-Degradationsbanden im Vergleich zum
PMAZ1-Reporterprotein minimal ist (siche Abbildung 32 A). Die Spleifmutanten von TEV
118 und 206 zeigten nach der Inkubation mit Rapamycin eine leicht erhohte eGFP-
Lokalisation im Cytoplasma von bis zu 2 % bei TEV 118 (siehe Abbildung 34 B und fir die
Auswertung Abbildung 33 D). Diese Beobachtung spricht erneut fur das Auftreten von
Protein-Fragment-Komplementation durch die induzierte Dimerisierung der TEV-

Proteasehalften.
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Abbildung 34. Kontrollen der TEV-induzierten Reporterspaltung

A) Western-Blot-Analyse des Gesamtextraktes von Zellen, die das Reporterplasmid (STE2-
TEVsite-eGFP) und ein zusatzliches Konstrukt koexprimieren. Es war nicht méglich bei TEV
118 und 206 unter Zugabe von 2 UM Rapamycin die eGFP-spezifische (27,2 kDa) Spaltbande
zu detektieren. Erneut war es nicht moglich, das ungespaltene Reporterprotein (76,5 kDa) im
Western Blot zu identifizieren. B) und C) Die konfokalen Mikroskopiebilder zeigen die
Lokalisation von eGFP in lebenden Hefezellen, die zusatzlich zu dem Reporterplasmid (STE2-
TEVsite-eFGP) ein weiteres Plasmid fiir acht Stunden koexprimierten. B) In diesen Hefezellen
werden die SpleiBmutanten koexprimiert. C) In diesen Bildern wird die DMSO- und
rapamycinassoziierte Fehllokalisation von eGFP abgebildet. Bis zu 10 % der Zellen zeigten
diesen starken Phéanotyp. (Negativkontrolle = leerer Vektor, Positivkontrolle = GST-TEV-HA,
mut = Spleimutante, - = DMSO und + = 2 uM Rapamycin in DMSO)

An diesem Punkt sei darauf hingewiesen, dass bis zu 10 % der Zellen, die entweder
mit DMSO oder Rapamycin inkubiert wurden, einen starken Phénotyp der vakuoléren
Lokalisation von eGFP zeigten (Abbildung 34 C). Diese Beobachtung korreliert mit der des
Western Blots, da die Intensitat der Doppeldegradationsbande der Negativkontrolle im
Vergleich mit DMSO inkubierten SpleiBmutanten ca. um den Faktor zehn geringer ist

101



Ergebnisse

(Abbildung 34 A). Es wurde bereits dokumentiert, dass Rapamycin trotz des verwendeten
resistenten Stammes das Wachstum der Hefezellen beeinflusst (Abbildung 29). Die
Steigerung der vakuolaren eGFP-Lokalisation in den einzelnen Hefezellen lasst sich in
Verbindung mit einem anderen Effekt von Rapamycin, der Induktion der Macroautophagie
durch Inhibition von TOR [116] (Kapitel 1.4.1), erklaren. Uberdies kann schon die alleinige
Inkubation von Hefezellen mit DMSO zu erhéhter Vesikelbildung und vergréRerten Vakuolen
fiihren [196].

Um die Endocytose des STE2-TEVsite-eGFP-Reporters weiter zu reduzieren, wurde
das fir die Ubiquitin-vermittelte Endocytose verantwortliche Sequenzmotiv in STE2 deletiert
[195]; doch die Reportermutante wies eine erhéhte vakuoldre Lokalisation von eGFP auf
(Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend ist es gelungen, ein auf STE2 basierendes System zu generieren,
welches Zielproteine selektiv an die Plasmamembran fehllokalisieren kann. Mittels der
schaltbaren TEV-Proteasen konnen die Zielproteine selektiv in das Cytoplasma freigesetzt
werden. Die Fusion eines neugewahlten Zielproteins mit eGFP als Reporterprotein wirde eine
Bestimmung der Zellen erlauben, die ausreichend TEV-Proteaseaktivitat besitzen, um die

Spaltung von der Plasmamembran durchzufihren.

4.1.6 Die Verwendung der schaltbaren Proteasen in Saugerzellen

Nachdem die Aktivitdit und Funktionalitat der gespaltenen TEV-Proteasen in Hefen
hinreichend charakterisiert wurde, war der nachste Schritt die Ubertragung des Systems auf
einen anderen Organismus. Es war bekannt, dass sowohl die TEV-Protease als auch eine
gespaltene Version in S&ugerzellkultur angewendet werden kénnen [188]. Deshalb wurde
versucht, die generierten N- und C-terminalen TEV-Proteasefusionsgene in unterschiedliche
Sauger-Expressionsvektoren zu  klonieren und in  HelLa-Zellen zu exprimieren.
Interessanterweise konnte keine Expression der GST-Fusionsgene in Saugerzellkultur
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Gleichwohl fiihrte der Austausch von GST durch
MBP zu einer stabilen Expression der Fusionsgene. MBP wurde bereits haufiger in Zellkultur
in Verbindung mit dem VMA-Intein verwendet [152] und behinderte in keiner Weise die
Spleilreaktion. Als Reporter wurde eine Fusion aus dem rot fluoreszierenden Protein
mCherry [164], der TEV-Protease-Erkennungssequenz und eGFP verwendet (siehe
Abbildung 35 A). Das Reporterplasmid basierte auf dem pEGFP-N1-Vektor (Clontech) und
alle Ubrigen Plasmide auf pcDNA3 (Invitrogen). Die Expression der Zielgene erfolgte in

beiden Vektoren tber den starken Cytomegalovirus-Promotor. Das Einbringen aller Plasmide
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in COS-7-Zellen erfolgte (iber transiente Transfektion und nach 24 Stunden Expression wurde
die PTS-Reaktion durch die Zugabe von 500 nM Rapamycin gestartet.

Die Western-Blot-Analyse zeigte fir alle generierten Plasmide eine Expression der N-
und C-terminalen Fusionsgene der TEV-Protease (Abbildung 35 B & C). TEV 206 zeigte
allerdings beim N-terminalen Fusionsprotein (MBP-N'TEV-N'VMA-FKBP) eine starke
Degradationsbande, die sowohl unabhdngig von der Présenz der C-terminalen Halfte (FRB-
C'TEV-C'VMA-HA) als auch von der Zugabe von Rapamycin war (Abbildung 35 C). Diese
Instabilitat des Fusionsproteins ist wahrscheinlich der Grund dafur, dass keine Bildung von
SpleilRprodukt und keine Spaltung des Reporterproteins zu beobachten war (Abbildung 35 C
& D). Im Falle von TEV 118 fuhrt die Zugabe von Rapamycin bereits nach zwei Stunden zur
Bildung von SpleiBprodukt (Abbildung 35 C). Das Maximum wurde nach zehn Stunden
Inkubation mit Rapamycin erreicht und nach dieser Zeitspanne war es dartiber hinaus
maoglich, eine Spaltung des Reporters zu eGFP zu detektieren (Abbildung 35 D).

Abbildung 35. Verwendung der schaltbaren TEV-Protease in Sduger-Zellkultur

A) Schematische Darstellung des auf drei Plasmiden basierenden TEV-Protease-
Reportersystems in Saugerzellen. Die Protein-trans-Spleireaktion (PTS) flhrt zur aktiven
TEV-Protease, die anschlieRend das Reporterprotein spaltet. B) Anti-HA-Western-Blot des
Gesamtzellextraktes von COS-7-Zellen, der die Expression des C-terminalen Fusionsgens
untersucht (C'Halfte 118 = 34,7 kDa, C'Hélfte 206 = 24,7 kDa). C) Der Anti-MBP-Western-
Blot detektiert sowohl das N-terminale Fusionsprotein (N"Halfte 118 = 90,8 kDa, N"Hélfte 206
= 100,3 kDa) als auch im Falle von TEV 118 das Spleilprodukt (SP = 72,0 kDa). D) Der
Nachweis der TEV-Aktivitat erfolgte tber den der Spaltung des Reporterproteins mCherry-
TEVsite-eGFP (55,9 kDa) im Anti-GFP-Western-Blot (eGFP = 28,2kDa). (neg =
Negativkontrolle: nur ein leerer Vektor, pos = MBP-TEV-Positivkontrolle = 70,7 kDa, N'TEV
118 & 206 stehen fiir Plasmide mit den alleinigen N-terminalen Fusionsgenen, - = DMSO und
+ =500 nM Rapamycin in DMSO)
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Eine Charakterisierung der PTS-Reaktion uber einen langeren Zeitraum sollte den
Zeitpunkt der maximalen SpleiBproduktbildung und Spaltungsaktivitidt des Reporterproteins
bestimmen. Auch nach 24 Stunden zeigten die N- oder C-terminalen Fusionsproteine keine
Spaltungsaktivitdt (Abbildung 36 A & B). Damit sprechen auch die Ergebnisse in
Saugerzellen, wie schon in Hefe, fur einen vollstdndigen Aktivitatsverlust der einzelnen
gespaltenen TEV-Proteasehélften. Fir TEV 206 konnte dartiber hinaus nach 24 Stunden
weder PTS noch Spaltungsaktivitat des Reporterproteins festgestellt werden (Abbildung 36 A
& B). Bei TEV 118 lag das Maximum der Spleif3produktbildung bei acht Stunden (Abbildung
36 A). Eine weitere Erh6hung der Rapamycin-Inkubationsdauer auf 24 Stunden fiihrte nur zu
einer Verringerung der Spleilproduktmenge. In der nach 24 Stunden Inkubationszeit
genommenen Probe von TEV 118 trat zudem ohne die Zugabe von Rapamycin geringes
HintergrundspleiBen auf. Uberdies resultierte das Hintergrundspleien in einer Spaltungs-
aktivitat des Reporterproteins (Abbildung 36 B). Die maximale Aktivitat der gespaltenen
TEV-Protease 118 lag zwischen acht und 24 Stunden, wobei bei langeren Inkubationszeiten

das Hintergrundspleif3en zur Erhéhung der Spaltungsaktivitét beitragen konnte.

Abbildung 36. Charakterisierung der Zellkultur PTS-Reaktion und Versuch ihrer Optimierung

A) Der Anti-MBP-Western-Blot des Gesamtzellextraktes von COS-7 Zellen, der die N-
terminalen Fusionsproteine (N'Hélfte 118 = 90,8 kDa, N'Hélfte 206 = 100,3 kDa) und das
SpleiBprodukt (SP = 72,0 kDa) bis 24 Stunden nach der Addition von Rapamycin detektiert. B)
Der Anti-GFP-Western-Blot weist die Aktivitat der TEV-Proteasen durch das bei der Spaltung
des mCherry-TEVsite-eGFP-Reporterproteins (55,9 kDa) entstehende eGFP (28,2 kDa) nach.
C) und D) Nach dem Einfugen von MBP vor das C-terminale FRB-CVMA-CTEV-HA-
Fragment (C"Halfte 118 = 77,9 kDa, C'Halfte 206 = 67,8 kDa), erfolgte die Untersuchung des
Einflusses auf die PTS-Reaktion und Proteaseaktivitat mittels Western-Blot-Analyse (- =
DMSO und + =500 nM Rapamycin in DMSO)
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Desweiteren wurde versucht, die Loslichkeit des C-terminalen Fusionsproteins durch
das Einfligen von MBP zu erhdéhen, was sich positiv auf die PTS-Reaktion auswirken sollte
(Abbildung 36 C & D). Die Fusion von MBP vor FRB-C'VMA-C'TEV-HA war erfolglos,
denn weiterhin konnte bei TEV 206 keine SpleiBproduktbildung nachgewiesen werden
(Abbildung 36 C). Uberraschenderweise kam es bei TEV 118 nach der Fusion mit MBP zur
vollstdndigen Inhibierung der Spleillreaktion und dartiber hinaus zum Verlust der TEV-
Proteaseaktivitat (Abbildung 36 C & D).

Es l&sst sich also festhalten, dass in Zellkultur zumindest eine der gespaltenen
Proteasen ihre Rapamycin-induzierbare Spleil3aktivitat konservierte. Der nachste Schritt wére
die Untersuchung der TEV-Proteaseaktivitat auf Einzelzellbasis, die sich schon in Hefe

nachweisen lies.
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4.2 Generierung von trans-Inteinkassetten zur schnellen Identi-
fikation von aktiven gespaltenen Inteinen in Zielproteinen

Die grundséatzliche Voraussetzung fur die Verwendung von Inteinen in vitro und in vivo
Experimenten ist der Erhalt ihrer Protein-SpleiRaktivitat in einem neuen Zielprotein (siehe
Kapitel 1.1.4 und 1.4.4). Bis zum heutigen Tage ist nicht genau vorhersagbar, welches Intein
die optimale Wahl fur einen spezifischen Exteinkontext darstellt und ob nach seiner
Integration in das Zielprotein die Spleilireaktion ungehindert ablaufen kann. Neben den
essentiellen Aminoséuren, die an den nukleophilen Substitutionsreaktionen beteiligt sind,
haben vor allem ihre flankierenden Aminoséuren an den Spleif3regionen einen betréchtlichen
Einfluss auf die vom Intein Kkatalysierte Reaktion. Dieser Effekt wurde durch
Mutationsstudien sowohl fir zwei Inteine an der -1 Position [21, 28] als auch fir die +2 bzw.
+3 Position der DnaE-Inteine [29-31] explizit nachgewiesen. Allerdings kann selbst die
Verwendung von flankierenden Aminosduren, die als SpleiRaktivitat erhaltend beschrieben
worden sind, bei einer Ubertragung auf neue Zielproteine zu Komplikationen und Inaktivitat
fuhren. Wahrscheinlich beruht dabei die individuell unterschiedliche Toleranz der Inteine
gegenliber Mutationen auf ihrer jeweiligen Koevolution mit den differierenden
Exteinbereichen der Wirtsproteine.

Bei der Anwendung von gespaltenen Inteinen auf neue Zielproteine sollten zwei
Dinge beachtet werden: Erstens sollten die durch das Intein eingefugten Mutationen sich auf
ein Minimum beschrénken, um keine Auswirkung auf die Aktivitat des Zielproteins zu haben.
Zweitens sollten die flankierenden Aminoséuren an der Integrationsposition moglichst &hnlich
der Wildtypsequenz des Inteins sein, um die Spleifireaktion nicht zu beeinflussen. Haufig
fihrt nur ein Kompromiss aus beiden Richtlinien zur erwilnschten Protein-trans-
Spleilaktivitat und Aktivitat des Zielproteins.

Um moglichst schnell unterschiedliche Integrationspositionen in einem parallelen
Ansatz zu untersuchen, wurde deshalb in Zusammenarbeit mit Joachim Zettler und Simone
Eppmann das SPLICEFINDER-System entwickelt. Basierend auf der Integration einer
Inteinkassette werden nicht nur Klonierungsschritte gespart, sondern es kénnen gleichzeitig
die Codons der flankierenden Aminosduren Uber die fir die Amplifikation verwendeten
Primer beliebig variiert werden. Alle Inteinkassetten enthalten Elemente aus dem von lwai
und Mitarbeitern entwickeltem dualen E. coli-Expressionsystem [77, 197]. Das erlaubt einen
sofortigen Einsatz der durch SPLICEFINDER generierten Integrationsplasmide fir die
segmentelle in-vivo-lsotopenmarkierung von Zielproteinen fir NMR-Untersuchungen. Der

Einbau dieser NMR-aktiven Kerne tragt wesentlich zur Verbesserung der Auflésung bei und
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ermoglicht damit die Strukturaufklarung von Proteinen. Zusétzlich kann das System dazu
genutzt werden, mit maoglichst geringem Klonierungsaufwand gespaltene Inteine in
Zielproteine zu insertieren und diese im Folgeschritt auf ihre PTS-Aktivitat zu testen. Das
SPLICEFINDER-Prinzip sollte zuerst an einem gut ldslichen Modellprotein demonstriert
werden. Anschlielend sollte durch die Anwendung auf CobA, eine Uroporphyrinogen-Ili-
Methyltransferase, ein fluoreszenter Biosensor fur erfolgreiches Proteinspleifien generiert

werden.

4.2.1 Das SPLICEFINDER-Prinzip

Bei SPLICEFINDER (engl. split-intein cassette integration to find active insertion positions
with determination of the optimal flanking residues) handelt es sich wie auch schon bei der
CPS-Kassette (Kapitel 4.1.1), um eine auf Inteinkassetten basierende Strategie. Diese
Kassetten ermdglichen eine sequenzspezifische Integration gespaltener Inteine in Zielgene
ohne die Notwendigkeit von aufwendigen und schrittweisen Klonierungen (Abbildung 37).
Die Klonierung beginnt mit einem selektiv induzierbaren Zielgen in einem pET-
Vektor (Novagen) oder einem speziell erzeugten Hefe-Shuttlevektor. Zur spateren
Identifikation und Reinigung der Inteinfusionsproteine und des Spleiflproduktes ist das
Zielgen mit entsprechenden Tag-Sequenzen versehen. Im nachsten Schritt erfolgt eine PCR
der trans-Inteinkassette, wéhrend der jeweils am 5’- und 3'-Ende des PCR-Produkts 20-40 bp
homologe Sequenzen zur Integrationsposition des Zielgens addiert werden. Die anschlieRende
Integration der amplifizierten trans-Inteinkassetten kann entweder (ber homologe
Rekombination in S. cerevisiae oder Uber RF-PCR, eine restriktionsfreie PCR-Methode [173,
174] (Kapitel 3.1.1), erfolgen. Wéhrend dieses Integrationsprozesses wird das Zielgen durch
die Kassette in zwei Halften geteilt und an den entstehenden N- und C-terminalen
Spleiliregionen mit den jeweiligen Inteinfragmenten fusioniert. Die nach Selektion und
Isolation entstandenen Integrationsplasmide besitzen durch das Einbringen der Kassetten eine
Transkriptions- und Translations-Terminatorregion fir das resultierende N-terminale
Fusionsgen sowie einen zusatzlichen Promotor fir das C-terminale Fusionsgen. Fur das hier
entwickelte System ist es von grofiter Wichtigkeit, dass beide verwendeten Promotoren
zueinander orthogonal sind. Dazu wurde im urspringlichen Zielgenvektor der T7-Promotor in
Kombination mit dem lac-Operator verwendet und durch die Kassette der BAD-Promotor mit
der dazugehdorigen ara-Operatorsequenz eingebracht. Das resultierende selektiv induzierbare
System exprimiert durch die Zugabe von Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) das N-

terminale und bei Anwesenheit vom Arabinose im Medium das C-terminale Fusionsgen.
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Damit eine selektive Expression stattfinden kann, muss in allen Anwendungen eine
Kotransformation von E. coli-Stdimmen mit einem Helferplasmid (pRSFara) erfolgen, das die
fir die Operatorsequenzen Lacl und AraC bindenden Repressoren kodiert. Dieses
Helferplasmid basiert auf dem pRSFDuet-1-Vektor (Novagen) und besitzt damit einen
anderen Replikationsursprung (RSF-Replikationsursprung) und auch eine unterschiedliche
Antibiotikaresistenz als der verwendete pET-Vektor (pBR322-Replikationsursprung) bzw.
Hefe-Shuttlevektor (pMB1-Replikationsursprung). Die anfangliche Bestimmung der PTS-
Aktivitdt der erzeugten Inteinfusionsproteine kann mittels Expressionen  der
Integrationsplasmide im kleinen MaRstab (3-4 ml) und anschlielender Western-Blot-Analyse

gegen die Epitop-Tags des Spleiliproduktes durchgefiihrt werden.

Abbildung 37. Die SPLICEFINDER-Methode

Ausgangspunkt fir SPLICEFINDER ist ein zielgenkodierender (engl. gene of interest, GOI)
Vektor, der bereits Tag-Sequenzen (ST & Hisg) flr die spatere Detektion und Reinigung der
Fusionsproteine enthdlt. Die Integration der amplifizierten und mit homologen
Sequenzbereichen versehenen trans-Inteinkassetten geschieht sequenzspezifisch, entweder
mittels homologer Rekombination (HR) in Hefe oder mittels in-vitro-RF-PCR und
anschlieender Transformation in E. coli. Im Falle der Integration Gber HR muss ein Hefe-
Shuttlevektor verwendet werden, bei der Integration lber RF-PCR ein beliebiger E. coli-
Expressionsvektor. Am Ende erhdlt man ein Integrationsplasmid, das uber pT7/lac und
pBAD/ara und die Zugabe von IPTG und Arabinose die selektive Expression beider
Fusionsgene ermdglicht.

Im Laufe dieser Arbeit wurden drei verschiedene trans-Inteinkassetten erzeugt, die
sich durch die verwendeten gespaltenen Inteine und deren nucleophile Aminoséauren an der +1
Position unterscheiden (Tabelle 14). Nach der PTS-Reaktion verbleibt dieser essentielle Rest

im Spleiprodukt bestehen und es sind Cys, Ser und Thr an dieser Position mdglich.
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Anhangig von der Aminoséuresequenz der Insertionsposition im Zielprotein kann damit eine
Inteinkassette gewahlt werden, die ein SpleiBprodukt erzeugt, welches der Wildtypsequenz

sehr ahnlich ist bzw. dieser entspricht.

Tabelle 14. Ubersicht der hergestellten trans-Inteinkassetten

Inteinkassette | N’Int-Halfte C’Int-Halfte | +1 Position Referenz
Ssp DnaB DnaB(1-104) DnaB(107-154) Ser [47]
Npu DnakE DnaE(1-102) DnaE(103-138) Cys [31]
Mxe GyrA GyrA(1-119)- gpD-GyrA(120- Thr [74]

FKBP 199)

In den folgenden Experimenten sollten zundchst die Durchfiihrbarkeit der

aufgestellten Integrationsmethodik und die Funktionalitdit der generierten trans-

Inteinkassetten mit einem sterisch nicht anspruchsvollen Modellprotein gezeigt werden.

4.2.2 Aktivitatsbestimmung der Inteinkassetten anhand eines Modell-

proteins

Das erste Modellprotein, um das SPLICEFINDER-System zu testen, bestand aus zwei stabil
gefalteten monomeren Proteindomé&nen, dem Kopfprotein des Bakteriophagen Lambda (gpD)
und dem Thioredoxin (Trx) aus E. coli. Beide Proteine wurden uber eine kurze Linkersequenz
von sechs Glycinen miteinander verbunden, in welche die Integration der Npu DnaE- und Ssp
DnaB-trans-Inteinkassetten erfolgen sollte. Fir die Reinigung und Detektion der durch die
Integration entstehenden Fragmente wurden der N- und C-Terminus des Modellproteins noch
zusétzlich mit einem Strep-Tag Il (ST-Tag) und ein Hisg-Tag versehen. Fir beide Kassetten
wurden wahrend der Integrationsprozesse jeweils vier unterschiedliche Variationen der
SpleiBregion generiert, wobei die minimale Veranderung nur die Insertion der nucleophilen
Aminosdure der +1 Position in den Linker darstellte (sspl & npul) (Tabelle 15). Die in den
anderen Féllen eingefiigten Verénderungen an den Positionen -3 bis -1 und +2 bis +4
entsprach den Wildtyp-Exteinsequenz der jeweiligen Inteine. In Tabelle 15 ist fur die
Integration mittels RF-PCR (Kapitel 3.1.1) zusétzlich der prozentuale Erfolg der
Klonierungen gezeigt.

Die Erfolgsrate von uber 50 % bei der Erzeugung der Integrationsplasmide zeigt, dass

die RF-PCR eine funktionale und zuverldssige Klonierungsmethode unter den hier
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verwendeten Bedingungen darstellt [173, 174]. Aullerdem belegt die Integration in den aus
sechs Glycin-Codons bestehenden Linker die, trotz der grofen Sequenzadhnlichkeit dieser
Region, hohe Sequenzspezifitat der Methode. Eine Integration der trans-Inteinkassetten in
den Hefe-Shuttlevektor tiber homologe Rekombination war zwar moglich, aber aufgrund der
schlechteren Expressionsraten der resultierenden Integrationsplasmide verglichen mit den auf
PET-Vektoren basierenden RF-PCR-Konstrukten wurde diese Methodik fiir SPLICEFINDER

nicht weiter verfolgt (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 15. Ubersicht der in dieser Arbeit mit SPLICEFINDER hergestellten Integrationen in ST-gpD-
Trx-Hisg

Kombination | Verwendete N- C- Untersuchte Positive Prozentualer
Inteinkassette | terminale terminale Kolonien Kolonien Erfolg / %
AS AS

WT - GGG GGG -
sspl Ssp DnaB GGG SGGG 3 1 33,3
ssp2 Ssp DnaB GGG SIEQ 3 3 100
ssp3 Ssp DnaB ESG SGGG 11 1 91
ssp4 Ssp DnaB ESG SIEQ 3 2 66,7
npul Npu DnakE GGG CGGG 3 3 100
npu2 Npu DnaE GGG CFENK 3 2 66,7
npu3 Npu DnaE AEY CGGG 3 3 100
npu4 Npu DnaE AEY CFENK 3 3 100

¥ 32 > 18 56,3

Mit den generierten Integrationsplasmiden konnte nun die Fragestellung angegangen
werden, welche der Aminosaurekombinationen an den SpleiRBregionen entscheidend zum
Ablaufen der PTS-Reaktion und zur Bildung des Spleif3produktes beitragen. Dazu wurde ein
E. coli-BL21-Gold-Stamm mit jeweils einem Integrationsplasmid zusammen mit dem
Helferplasmid kotransformiert und eine Testexpression in kleinem MaRstab (4 ml)
durchgefihrt. Die selektive Expression der E. coli-Kulturen begann bei einer ODggo ~ 0,6 mit
der Addition von 0,2 % Arabinose fir 2 h bei 37 °C. AbschlieRend folgten ein Waschschritt,
der die im Medium vorhandenen Arabinose entfernte, und eine Inkubation mit 1,2 mM IPTG
fir 4,5h. Die Temperatur fur die IPTG Induktion orientierte sich an den optimalen
Aktivitatsbedingungen der verwendeten Inteine, d.h sie betrug fir das Ssp DnaB-Intein 25 °C
[47] und beim Npu DnaE-Intein 37 °C [44]. Nach dieser Zeit wurden die Zellen durch
Aufkochen in Probenpuffer aufgeschlossen und die Proben einer Western-Blot-Analyse

unterzogen.
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Die Analyse der PTS-Reaktion der Ssp DnaB-Integrationsplasmiden erfolgte mittels
Western Blot (Abbildung 38). Sowohl der ST-Tag- als auch der Hisg-Tag-Western-Blot zeigte
bei allen vier Kombinationen eine Bildung des SpleiRprodukts (Abbildung 38 C). Sogar die
Kombination mit der alleinigen Insertion des +1 Serins in die Linkerregion (sspl, Abbildung
38 B) war spleiffaktiv. Dieses Ergebnis spricht flr eine hohe Toleranz des DnaB-Inteins
gegenlber glycinreichen Sequenzen in der Insertionstelle. Die Anpassung der N- oder C-
terminalen Spleifiregion an die Wildtyp-Exteinsequenz flhrte zu einer erwarteten Erhohung
der gebildeten Spleilproduktmenge. Auflerdem konnte fir alle Kombinationen das N-
terminalen Hydrolyseprodukt im Anti-ST-Western-Blot nachgewiesen werden (Abbildung 38
C). Damit war diese Nebenreaktion unabhangig von den flankierenden Aminosauren an der

Spleiliregion und scheint somit eine inharente Eigenschaft des DnaB-Inteins zu sein.

Abbildung 38. Integration der Ssp DnaB-Kassette in ST-gpD-Trx-Hisg

A) Schematische Darstellung der generierten Integrationsplasmide nach der Integration der Ssp
DnaB-Kassette in ST-gpD-Trx-Hiss. B) Aufschlisselung der Aminoséuresequenz an der
SpleiBregion fiir die erzeugten Kombinationen. Die von der Linkerregion (rot) und der direkten
Insertionsposition (schwarz) abweichenden Aminosauren wurden in blau hervorgehoben. C)
Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes von Stdmmen, die die verschiedenen
Integrationsplasmide und das Helferplasmid koexprimierten und alle selektiv, zuerst mit
Arabinose (Ara) und danach mit IPTG, induziert wurden. Alle vier Kombinationen sind zudem
in der Lage das SpleiBprodukt (SP = 26,5 - 26,8 kDa) aus den N-terminalen und C-terminalen
Fusionsproteinen (N’ Hélften = 24,9 - 25,0 kDa, C'Hélften = 18,8 - 19,0 kDa) zu bilden.
Ebenfalls konnte in allen Kombinationen das N-terminale Hydrolyseprodukt (N'Hydrolyse =
13,2 - 13,3 kDa) detektiert werden. (pos = Positivkontrolle ST-gpD-Trx-Hiss = 26,4 kDa)

Bei den Npu DnaE-Integrationsplasmiden (Abbildung 39 A) zeigte die Untersuchung
der PTS-Reaktionen fir eine Kombination (npul, Abbildung 39 B) keine
SpleiBproduktbildung im Anti-ST- und Anti-Hiss-Western-Blot (Abbildung 39 C). Diese
Kombination, die Insertion des +1 Cysteins in den Glycinlinker ohne Anpassung weiterer
Aminosauren, fiihrte zu einer Inhibition der PTS-Reaktion und einem erhdhten Auftreten von

N-terminaler Hydrolyse. Die Anpassung der Aminosauren der N-terminalen SpleiRregion zu
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AEY (npu3) erzeugte ebenfalls N-terminale Hydrolyse, inaktivierte aber nicht vollstandig das
Intein (Abbildung 39 C). Die Beobachtung, dass die npu3-Position die Spleildreaktion
durchfuhren kann, ist bemerkenswert, da vorherige Studien mit dem homologen Ssp DnaE-
Intein immer das CFN-Motiv an der C-terminalen Spleillregion als Voraussetzung zum
erfolgreichen Ablaufen der SpleiRreaktion beschrieben haben [31, 32]. Das hier erzielte
Ergebnis ist ein gutes Beispiel flr die Schwierigkeit der Vorhersage der Inteinaktivitat in
einem spezifischen Exteinkontext. Die endgultige Klarung dieser Fragestellung kann zurzeit
nur experimentell beantwortet werden kann. Beide Kombinationen mit der an CFN
angepassten C-terminalen Spleiregion (npu2 & npu4) waren spleiffaktiv. Zusatzlich wurde
hier die Bildung des N-terminalen Hydrolyseproduktes sehr stark reduziert bzw. vollstandig

aufgehoben.

Abbildung 39. Integration der Npu DnaE-Kassette in ST-gpD-Trx-Hisg

A) Schematische Darstellung der generierten Integrationsplasmide nach der Integration der
Npu DnaE-Kassette in ST-gpD-Trx-Hiss. B) Aufschliisselung der Aminosduresequenz an der
SpleiBregion fiir die erzeugten Kombinationen. Die von der Linkerregion (rot) und der direkten
Insertionsposition (schwarz) abweichenden Aminoséuren wurden in blau hervorgehoben. C)
Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes von Stdmmen, welche die verschiedenen
Integrationsplasmide und das Helferplasmid koexprimierten und alle selektiv, zuerst mit
Arabinose (Ara) und danach mit IPTG, induziert wurden. Bis auf Kombination npul sind alle
dazu in der Lage das Spleiprodukt (SP = 26,5 - 26,9 kDa) aus den N-terminalen und C-
terminalen Fusionsproteinen (N'Halften = 25,0 - 25,2 kDa, C'Hélften = 17,4 - 17,6 kDa) zu
bilden. Ebenfalls war es mdoglich, das N-terminale Hydrolyseprodukt (N'Hydrolyse = 13,2 -
13,4 kDa) im Anti-ST-Western-Blot zu detektieren. (pos = Positivkontrolle ST-gpD-Trx-Hiss =
26,4 kDa

Im Falle der Mxe GyrA-trans-Inteinkassette erfolgte nur ein funktionaler Nachweis
der SpleiBaktivitit mit den aus ihrer urspringlichen Klonierung resultierenden
Modellproteinen (Abbildung 40). Am 5-Ende wurde MBP und am 3’-Ende die Sequenz flr
einen Hisg-Tag addiert, was die Bildung des SpleiBproduktes MBP-Hiss zur Folge hatte.

Durch die besonderen Voraussetzungen des kiinstlich gespaltenen Mxe GyrA-Inteins war es
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unerldsslich zur Erhaltung seiner Aktivitdt hinter die Sequenz des N-terminalen
Inteinfragments FKBP und vor die C-terminale Héalfte des Inteins gpD zu setzen.
Wahrscheinlich fordert und stabilisiert die Addition dieser monomeren Proteindomanen die

korrekte Faltung der Inteinh&lften [74].

Abbildung 40. Die Mxe GyrA-Kassette

A) Schematische Darstellung der generierten und auf ihre PTS-Aktivitat untersuchten Mxe
GyrA-Kassette. B) Western-Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes von Stdmmen, welche die
GyrA-Kassette und das Helferplasmid koexprimieren. Die selektive Induktion der
resultierenden Fusionsgene erfolgte entweder mit 0,2 % Arabinose (Ara) oder 0,4 mM IPTG
fur jeweils 4 h bei 37 °C oder bei der Doppelinduktion (Doppel-Ind.) zuerst mit 0,2 %
Arabinose fir 2h bei 37 °C und anschliefend 0,4 mM IPTG fir 4 h bei 25°C. Bei der
Doppelinduktion kommt es zur Bildung des SpleiBproduktes (SP = 44,7 kDa) aus den N-
terminalen und C-terminalen Fusionsproteinen (N'Halfte = 69,3 kDa, C'Hélfte = 22,2 kDa).

Das Ergebnis der Western-Blot-Analysen zeigte die PTS-Aktivitdt des Mxe GyrA-
Inteins in diesem unveranderten Exteinkontext. Somit kann die GyrA-Kassette in dem
SPLICEFINDER-System dazu genutzt werden, um diese gespaltenen Inteine an variablen
Integrationspositionen in beliebigen Zielgenen einzufligen und die dabei entstehenden
Inteinfusionsgene selektiv zu induzieren.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die trans-Inteinkassetten in vivo in E. coli aktiv
waren, sollte deren Aktivitat in vitro verifiziert werden. Daflr wurden die gereinigten N- und
C-terminalen Fusionsproteinen des Npu DnaE-Inteins verwendet. Die in-vitro-PTS-Reaktion
bestétigte die qualitativen Ergebnisse der Western-Blot-Analysen (Daten nicht gezeigt bzw.
siehe [198]). Alle Kombinationen bis auf npul (Abbildung 39 B) waren des Weiteren in vitro
spleiBaktiv. Nur die Kombination mit drei Glycinen an beiden SpleiRregionen fuhrte zum
Verlust der PTS-Aktivitat.
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Desweiteren wurde nun die segmentelle Isotopenmarkierung von Proteinen fur NMR-
Messungen anhand des Modellproteins ST-gpD-Trx-Hisg sowohl mittels in-vitro- als auch in-
vivo-PTS demonstriert. Dadurch sollte bewiesen werden, dass die durch SPLICEFINDER
erzeugten Integrationsplasmide direkt zur Strukturaufklarung des gespaltenen Zielproteins
eingesetzt werden koénnen. Unter der in-vitro-Verwendung des Npu DnaE-Inteins sollte die
Isotopenanreicherung des C-terminalen Trx-Teils des Spleilproduktes von ST-gpD-Trx-Hisg
erreicht werden. Dazu wurden die N- und C-terminalen Fusionsgene (ST-gpD-GGG-N'Int und
C'Int-CENK-Trx-Hisg) einzeln in E. coli exprimiert, wobei die Expression des C-terminalen
Fusionsgens dabei in °N-Minimalmedium erfolgte. Nach der Reinigung beider Proteine
wurden sie fur die in-vitro-PTS-Reaktion eingesetzt (Abbildung 41 A). Damit die
Vollstandigkeit der ablaufenden PTS-Reaktion gewdhrleistet werden konnte, wurde das N-
terminale Fusionsprotein im Uberschuss eingesetzt (1,5 Aquivalente). Die wiahrend der
Reaktion entstandenen N-terminalen Hydrolyseprodukte und C-terminalen Spaltprodukte
sowie die herausgeschnittenen Inteinh&lften wurden von dem segmentell markierten
SpleilRprodukt in zwei affinitatschromatographischen Schritten abgetrennt.

In der in-vivo-PTS-Reaktion ist fir die stattfindende Isotopenanreicherung eine hoch
selektive Expression der Fusionsgene essentiell, um so genanntes ,,isotope scrambling®, den
Einbau von Isotopen an unerwiinschten Positionen, zu verhindern. Zur Demonstration, dass
die entwickelten trans-Inteinkassetten zur in-vivo-Isotopenanreicherung geeignet sind, wurde
eine Isotopenmarkierung der N-terminalen Hélfte des Spleiproduktes ST-gpD-Trx-Hiss
durch selektive Induktionen und gleichzeitiger in-vivo-PTS-Reaktion durchgefiihrt. Hierzu
wurde das DnaB-Integrationsplasmid, welches die Kombination ssp3 (ESG-SGGG) an den N-
und C-terminalen SpleiBregionen kodiert, fur die Expression verwendet (siehe Abbildung 38).
Zunachst erfolgte die Expression des C-terminalen Fusionsgens durch die Zugabe von
Arabinose in das LB-Medium; nach dem Wechsel in das als einzige Stickstoffquelle *N-
Ammoniumchlorid enthaltende Minimalmedium wurde das N-terminale Fusionsprotein
selektiv synthetisiert (siehe auch Kapitel 3.3.6). Fir die Reinigung des gebildeten
SpleiBproduktes war nur eine Ni?*-NTA-Affinitatschromatographie notwendig, weil ein
vollstandiger Verbrauch der C-terminalen Inteinhélfte in der PTS-Reaktion unter den
gewdhlten Bedingungen stattfand. Das in Spuren vorhandene, mitgereinigte C-terminale
Hydrolyseprodukt (Trx-Hiss) musste nicht zusatzlich abgetrennt werden (Daten nicht

gezeigt).
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135 : 135

Abbildung 41. Segmentelle Isotopenmarkierung des durch PTS hergestellten Modellproteins ST-gpD-Trx-
HiSe

A) Das SDS-PAGE-Gel zeigt die gereinigten Inteinfusionsproteine und die préaparative
Reinigung des segmentell markierten SpleiBprodukts ST-gpD-">N(Trx-Hisg) nach der in-vitro-
PTS-Reaktion mit dem Npu-DnaE-Intein. (1 = gereinigtes N-terminales Fusionsprotein (ST-
gpD-GGG-N'Int = 25,0 kDa); 2 = gereinigtes C-terminales Fusionsprotein **N(C'Int-CFNK-
Trx-Hisg) (17,6 kDa); 3 = Nullstundenprobe der PTS-Reaktion; 4 = PTS-Reaktion nach 16 h
bei 4 °C (SP =26,7 kDa); 5 = Elutionsfraktionen der Ni?*-NTA-Affinitatschromatographie; 6 =
Elutionsfraktionen der  Strep-Tag-ll-Affinitatschromatographie) Es konnten  ferner
Nebenprodukte der Reaktion nachgewiesen werden: Die N- und C-terminalen
Hydrolyseprodukte (N’ & C' Hydrolyse = 13,2-13,5kDa) und das N- und C-terminale
Inteinfragment (N'Int = 11,9 kDa, C'Int = 4,1 kDa) B)-D) **N, 'H-TROSY Spektren von dem
komplett markierten Protein °N(ST-gpD-Trx-Hiss) (schwarz, B) sowie von den in vivo
BN(ST-gpD)-Trx-Hiss (rot, C) und in vitro ST-gpD-">N(Trx-Hiss) (griin, D) segmentell durch
PTS markierten Proteinen; die VergroRerung in C) zeigt eine Uberlagerung der drei Spektren
und demonstriert die Reduktion der Signaliiberlappung durch segmentelle Isotopenmarkierung.

Die in vitro und in vivo isotopenmarkierten SpleilRprodukte wurden analog zu dem
vollstandig *>N-markierten Modellprotein (ST-gpD-GGGGGG-Trx-Hiss) gegen NMR-Puffer
dialysiert und konzentriert. AnschlieBend erfolgte die Aufzeichnung der N, *H-TROSY-
Spektren aller drei Proteine durch Alena Busche und Dr. Frank Lohr vom Max-Planck-Institut
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fur Biophysik in Frankfurt (Abbildung 41 B-D). In der zusétzlichen VergroRerung in
Abbildung 41 C ist die durch segmentelle Isotopenmarkierung erwartete Reduktion der
Komplexitat der Spektren zu erkennen. Diese verminderte Signaliiberlagerung erleichtert eine
Zuordnung der Signale.

Fur die in vitro und in vivo erzeugten SpleiRprodukte (ST-gpD-Trx-Hisg) erfolgte
auBerdem eine Uberprifung der segmentellen Isotopenmarkierungseffizienz mittels
tryptischen In-Gelverdaus der SpleiBproduktbande mit anschlieRender MALDI-TOF-MS-
Analyse. Das Ergebnis fur das in vitro hergestellte Spleilprodukt zeigte eine Anreicherung
der *°N-Isotope im N-terminalen Teil von unter 1 % und im C-terminalen Teil von 95 %. Fiir
das in-vivo-SpleiRprodukt wurde die Anreicherung der *N-Isotope im N-terminalen Teil mit
83% und im C-terminalen Teil von unter 1% bestimmt. Diese leichte Reduktion der
Isotopenanreicherung des in vivo erzeugten Spleildproduktes lasst sich auf vorhandene
unmarkierte Aminosduren und Vorlduferproteine zum Zeitpunkt der IPTG-Induktion
zuruckfuhren. Die genaue Durchfiihrung dieser Experimente und Kalkulation der Ergebnisse
ist der Dissertation von Joachim Zettler zu entnehmen [198].

Mit der SPLICEFINDER-Methode war es also mdglich ein selektiv induzierbares
Inteinkassettensystem zu generieren, mit dem neue Intein-Insertionspositionen in
Zielproteinen identifiziert und diese Proteine zugleich segmentell isotopenmarkiert werden

kodnnen.

4.2.3 Integration und Funktionalisierung des Zielproteins CobA mit Hilfe

einer trans-Inteinkassette

Um die breite Anwendbarkeit von SPLICEFINDER zu untersuchen, wurde nach einem
funktionalen Enzym gesucht, um eine der trans-Inteinkassetten direkt in dieses zu integrieren.
Dieser Prozess sollte das Enzym in zwei inaktive Halften spalten, dessen Aktivitat nur durch
die PTS-Reaktion rekonstituiert werden kann. Bei dem ausgewahlten Zielprotein handelte es
sich um die Uroporphyrinogen-ll11-Methyltransferase (CobA) aus Propionibacterium
freudenreichii [177, 199]. Diese Klasse von Enzymen ist an der Tetrapyrrol-Biosynthese
diverser Organismen beteiligt, wobei es als mutmaBliches Dimer die Umwandlung von
Uroporphyrinogen-I11 in Precorrin-2 katalysiert [177, 199, 200]. In den zwei aufeinander-
folgenden Methylierungsreaktionen am Tetrapyrrolring dient S-Adenosylmethionin (SAM)
als Methylgruppendonator (Abbildung 42). Die Uberproduktion von CobA fiihrt zur
Akkumulation von rot fluoreszierenden Nebenprodukten, die entweder durch die Oxidation

von angesammeltem Precorrin-2 zu Sirohydrochlorin oder aber durch die zusatzliche
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Methylierung von Precorrin-2 zu Trimethylpyrrocorphin entstehen, moglicherweise sogar auf

tetramethylierte Tetrapyrrole zurlickzufiihren sind [177].

Abbildung 42. Die von CobA-katalysierten Reaktionen

Die Uroporphyrinogen-I11-Methyltransferase CobA katalysiert die Umwandlung von
Uroporphyrinogen-111 zu Precorrin-2 durch den schrittweisen Verbrauch von zwei S-
Adenosylmethionin-Molekiilen (SAM). Eine Uberproduktion von CobA fihrt zu der
Anreicherung von rot fluoreszierenden Sirohydrochlorin und Trimethylpyrrocorphin.

Aufgrund dieser Eigenschaft wurde CobA schon als rot fluoreszierender
Transkriptions-Reporter in E. coli, Hefen und Saugerzellen [201] oder als Gesamtzellen-
Biosensor in E. coli [202] eingesetzt. Das Enzym CobA benétigt keine zusatzlichen exogenen
Substrate fur seine Aktivitat, allerdings flhrte die Zugabe von &-Aminolévulinsdure (,,0-
aminolevulinic acid” ALA), einem Vorldufer der Tetrapyrrol-Biosynthese, zu stabileren und
reproduzierbareren Ergebnissen [202].

Durch die Integration einer trans-Inteinkassette in cobA sollte zuerst ein zellularer
Biosensor flr eine erfolgreiche PTS-Reaktion in E. coli erzeugt werden. Die Wahl der trans-
Inteinkassette fiel aufgrund seiner hohen Reaktionsgeschwindigkeit auf das Npu DnaE-Intein
[44]. Das Npu DnaE-Intein besitzt an Position +1 ein Cystein, das den einzigen zwingend
erforderlichen Rest der PTS-Reaktion im SpleiBprodukt darstellt. In der CobA-
Wildtypsequenz befindet sich nur an Position 109 ein natlrlich vorkommendes Cystein, das
deshalb als erste Integrationsposition ausgewahlt wurde (Abbildung 43). Das Kriterium zur
Auswahl weiterer Integrationspositionen waren unkonservierte Regionen des Proteins, da in

diesen Bereichen von einer hoheren Toleranz gegeniiber Aminosaure-Substitutionen
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ausgegangen werden kann. Nach dem Sequenzalignment von CobA aus P. freudenreichii mit

zwolf homologen Proteinen wurde ein Serin an Position 159 fiir die Integration ausgesucht.

Abbildung 43. Integrationspositionswahl fir SPLICEFINDER in CobA

A) Aligment der Primarsequenzen von CobA aus P. freudenreichii mit Uroporphyrinogen-I11-
Methyltransferasen aus verschiedenen Organismen. Die invarianten Aminosduren sind in rot
und die bei acht von dreizehn Organismen konservierten Aminosduren sind in griin markiert.
Die zwei roten Kasten weisen auf die Insertionspositionen der Npu DnaE-Kassette hin. B)
Aufschliisselung der Integrationspositionen nach ihrer Wildtypsequenz (WT) und der Sequenz
nach dem Ablaufen der Protein-trans-SpleiRreaktion (PTS). Dabei sind die Aminoséuren, die
von der Wildtypsequenz (schwarz = Integrationsposition und rot = flankierende Bereiche)
abweichen, in blau hervorgehoben. C) Kristallstruktur des Thermus Thermophilus CobA-
Proteins (PDB ID 1V9A [203]) mit dem gebundenen Kofaktor S-Adenosylmethionin (SAM).
Nach dem Sequenzalignment mit P. freudenreichii wurden die den Integrationspositionen
entsprechenden Aminosauren in schwarz markiert.

Die Integration der Npu DnaE-Kassette in die gewéhlten Positionen erfolgte in einem
auf dem pET16b-Vektor basierenden und fir ST-cobA-Hiss kodierenden Plasmid. Wahrend
des Uber RF-PCR ablaufenden Integrationsprozesses wurden vier unterschiedliche
Kombinationen erzeugt, wobei vor allem auf eine Adaption der Aminoséuren an der C-
terminalen Spleiiregion Wert gelegt wurde (Abbildung 43 B). Die PTS-Reaktion der beiden
Kombinationen an Position 109 wirde zum einen zum Wildtyp ST-CobA-Hiss fihren und
zum anderen zur Anpassung der +2 und +3 Position an die Wildtyp-Exteinsequenzen des Npu

DnaE-Inteins (FN). In den Kombinationen an der Integrationsposition 159 fand in beiden
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Féllen eine Mutation der Positionen -1 bis +2 zu denen des Npu DnaE-Wildtypexteins statt. In
der letzten Kombination wurde noch zusétzlich die +3 und +4 Position angepasst.

Durch sowohl in-vivo- als auch in-vitro-Experimente bei 37 °C konnte in ersten
Versuchen die Spleif3aktivitat aller Kombinationen gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Die
Aktivitéat der erzeugten CobA-Proteine sollte fluoreszenz-spektroskopisch untersucht werden,
da bei aktiven CobA eine Akkumulation der rot fluoreszierenden Verbindungen zu erwarten
waére. Dazu wurden E. coli-Zellen nach dem Ende der Expression in PBS-Puffer gewaschen
und resuspendiert und mit einem CARY-100 BIO UV-VIS-Spektrophotometer (Anregung bei
357 nm und Emission bei 605 nm, Varian) untersucht. Bei der Expression bei 37 °C traten
jedoch folgende Probleme auf: Toxizitdt fir die E. coli-Zellen, geringe bzw.
Hintergrundaktivitat der nicht-induzierten Proben und geringe Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse. Die beobachteten Effekte lieBen die Schlussfolgerung zu, dass eine
Uberexpression bei 37 °C zu Loslichkeits- und Faltungsproblemen des CobA-Proteins fiihrt.
Deshalb wurde nach und nach die Expressionstemperatur gesenkt, die Expressionsdauer
erhoht und verschiedene E. coli-Expressionsstimme getestet.

Um die Hypothese des Einflusses der Expressionstemperatur auf die Lslichkeit von
CobA zu Uberprifen, wurde das Fusionsgen ST-cobA(110FN)-Hiss und das dazu
korrespondierende Integrationsplasmid, welches das identische Protein wahrend der PTS-
Reaktion bildet, bei zwei unterschiedlichen Temperaturen (20 und 37 °C) fur vier Stunden in
BL21-Gold(DE3) synthetisiert und nach Zellaufschluss die 16slichen Fraktion mittels Ni%*-
NTA-Affinitdtschromatographie gereinigt (Abbildung 44).

Abbildung 44. Untersuchung der Temperaturabhangigkeit der CobA-Expression und der PTS-Reaktion

Die SDS-PAGE-Analyse zeigt die Synthese und die anschlieRende Ni*-NTA-
Affinitatschromatographie des ungespaltenen und durch PTS hergestellten ST-CobA(110FN)-
Hiss-Proteins bei unterschiedlichen Temperaturen aus der léslichen Fraktion. (U = unlésliche
Fraktion nach Zelllyse, L = l6sliche Fraktion nach Zelllyse, Elution = die ersten drei
Elutionsfraktionen der Ni**-NTA-Affinitatschromatographie) A) Reinigung der 110FN-
Mutante des ST-CobA-Hisg-Proteins. B) Reinigung des CobA-Spleifproduktes (entspricht ST-
CobA(110FN)-Hisg) nach selektiver Doppelinduktion (0,2 % Arabinose fir 2,5 h bei 37/25 °C
und danach 0,4 mM IPTG fur 4 h bei 37/20 °C).
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Sowohl beim ungespaltenen (Abbildung 44 A) als auch beim Uber PTS hergestellten
ST-CobA(110FN)-Hiss (Abbildung 44 B) fand eine betrachtliche Verbesserung der
Reinigungsmenge bei 20 °C gegenuber 37 °C um mindestens den Faktor 10 statt.
Interessanterweise war es weder bei 37 °C noch 20 °C mdglich das C-terminale CobA-
Fusionsprotein (C'DnaE-C'CobA-Hisg) Uber den Hisg-Tag zu reinigen, was zumindest auf die
vollige Unzugénglichkeit bzw. Fehlfaltung dieses Teils des Proteins hinweist. Diese
Ergebnisse bestétigen die Vermutung, dass Fehlfaltungen und der Einfluss der Temperatur
eine grol3e Rolle bei der Expression von cobA spielen.

Unter diesen optimierten Expressionsbedingungen wurde die Bestimmung der
fluoreszenz-spektroskopischen CobA-Aktivitat wiederholt. Dazu erfolgte die selektive
Expression der verschiedenen CobA-Integrationsplasmide bei 20 °C fur 48 Stunden in BL21-
Gold(DE3)-Zellen (genau Durchfuihrung siehe Kapitel 3.3.7) (Abbildung 45).

Nach der Veranderung der Bedingungen lieRen sich in allen generierten
Kombinationen sowohl das Splei3produkts als auch die N- und C-terminalen Fusionsproteine
mittels Anti-ST- und Anti-His-Western-Blot-Analysen detektieren (Abbildung 45 B). Ferner
fand Uber den langen Zeitraum von 48 Stunden ein fast vollstdndiger Verbrauch der durch
Arabinose induzierten C-terminalen Inteinhélfte statt. Nur die Kombination 109 (CAE) zeigte
im Vergleich zu den Gbrigen eine reduzierte Bildung des Spleil3produktes. Dieses Verhalten
wurde ebenfalls bei einer Expressionstemperatur von 37 °C beobachtet (Daten nicht gezeigt).
Die Fluoreszenzmessung der CobA-Positivkontrolle wies auf einen signifikanten Unterschied
zwischen den nicht-induzierten und den induzierten Proben (Abbildung 45 C) hin. Diese
CobA-Restaktivitat der nicht-induzierten Zellen ist jedoch geringer als die der Zellen, die bei
37 °C exprimiert wurden (Daten nicht gezeigt). Diese Aktivitat basiert womdglich auf dem
undichten T7-Promotor wahrend der langen Expressionsdauer, obwohl kein ST-CobA-Hisg in
der nicht-induzierten Probe nachgewiesen werden konnte (Abbildung 45 B). Die Einfuihrung
der Mutationen von Phe-Asn an Position 110 und 111 in ST-CobA-Hiss reduzierte seine
Aktivitadt um ca. 20 %. Dieses Ergebnis ist deshalb von Bedeutung, weil die Kombination 109
(CFEN) nur das entsprechende mutierte CobA durch PTS herstellen kann und schon aus diesem
Grund eine Aktivitatsverminderung im Vergleich zum Wildtyp-CobA besteht. Die anderen
drei CobA-Mutanten wurden nicht auf einen moglichen Aktivitatsverlust hin untersucht. Alle
gemessenen Negativkontrollen zeigten keine CobA-Restaktivitat, unabhangig davon, ob es
sich um plasmidlose BL21-Gold(DE3)-Zellen oder um Stamme handelte, die nur das N- oder
C-terminale CobA-Fusionsprotein synthetisierten. Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten

waren in allen Féllen geringer als die nicht-induzierten Positivkontrollen und die nicht-
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induzierten Integrationsplasmide. Damit konnte zusétzlich gezeigt werden, dass keine der

erzeugten N- oder C-terminalen CobA-Halften eine enzymatische Restaktivitét besall.

Abbildung 45. Die CobA-PTS-Reaktion und Aktivitat in E. coli

A) Schematische Darstellung der durch RF-PCR erzeugten Integrationsplasmide. B) Western-
Blot-Analyse des Gesamtzellextraktes von BL21-Gold(DE3)-Zellen, welche die
Integrationsplasmide und das Helferplasmid koexprimieren. Der Zellextrakt wurde zum
exakten Zeitpunkt der Aktivitdtsmessung prapariert. Es war moglich das ST-CobA-Hisg-
SpleiBprodukt (SP = 29,5 kDa) und alle N- und C-terminalen CobA-Fusionsproteine (N'CobA
109 = 24,7 kDa, N'CobA 159 = 29,7 kDa, C'CobA 109 = 20,7 kDa, C'CobA 159 = 15,7 -
15,8 kDa) nachzuweisen. Als Kontrollen wurde ST-CobA-Hisg (pos = 29,5 kDa) und ein C-
terminales CobA-Fusionsprotein (C'109 = 20,7 kDa) verwendet C) Fluoreszenzintensitét der E.
coli-Zellen nach 48 h Expressionsdauer bei 20 °C (Anregung bei 357 nm und Emission bei
605 nm). Alle Zellen wuchsen in der Anwesenheit von 1 mM ALA im Medium und die
selektive Doppelinduktion der Integrationsplasmide fand mit 0,1 % Arabinose bei 25 °C fir
3,5h und 0,05 mM IPTG bei 20°C fir 48 h statt. Des Weiteren wurde als eine der
Negativkontrollen ein plasmidloser BL21-Gold(DE3)-Stamm verwendet.

Die Messung der Fluoreszenzintensitat der E. coli-Zellen zeigte fir die von allen

Kombinationen erzeugten ST-CobA-Hiss-Spleiprodukte eine fortbestehende enzymatische
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Aktivitat (Abbildung 45 C). Die induzierten PTS-Proben der Kombination 109 (CAE) und
159 (CFNK) erreichten ungeféhr die Halfte der Fluoreszenzintensitat des Wildtyps und die
Kombinationen 109 (CFN) und 159 (CFVP) bis 75 %. Daruber hinaus zeigten die nicht-
induzierten Kombinationen 109 und 159 eine signifikant hohere Fluoreszenzintensitat als die
Negativkontrollen, was sich wahrscheinlich erneut auf undichte Promotoren zuriickfiihren
lasst. Allerdings war es in keiner der nicht-induzierten Kombination mdglich, im Anti-ST-
oder Anti-Hise-Western-Blot die N- oder C-terminalen Fusionsproteine oder das
SpleiBprodukt nachzuweisen (Abbildung 45 B). Da fir alle generierten Kombinationen keine
spleillinaktiven Mutanten erzeugt wurden, kann keine Aussage dartiber getroffen werden, ob
die beobachtete Aktivitat alleinig aus dem Proteinspleif3en herriihrt oder aber ob zwischen den
erzeugten CobA-Halften Protein-Fragment-Komplementation stattfinden kann.

Schon in der urspriinglichen Publikation, in der CobA als Transkriptions-Reporter
verwendet wurde, konnte dessen Verwendung in Saugerzellen demonstriert werden [201].
Dabei konnte, abhdngig von den verwendeten Zelllinien, eine Anreicherung der rot
fluoreszierenden Verbindungen in den Mitochondrien beobachtet werden. Aus diesem Grund
wurde versucht, die in E. coli ablaufende PTS-Reaktion und die Aktivitat von CobA nach
dem Proteinspleilen in Zellkulturexperimenten zu reproduzieren. Dazu mussten zuerst die
Fusionsgene der Integrationsplasmide einzeln in jeweils einen neuen Expressionsvektor
(pcDNA3) umkloniert werden, wobei aber auf die Ubertragung der ST- und Hise-Tags
verzichtet wurde. Teilweise wurde cobA anstelle der Tags mit dem MBP-Gen fusioniert, das
der Loslichkeitsforderung und dem Nachweis der Splei3reaktion diente (Abbildung 46 B).
Nach der Transfektion der Kombinationen fiir die Integrationsposition 109 in COS-7 Zellen
wurden diese fluoreszenzmikroskopisch zum Nachweis der CobA-Aktivitat und zur Analyse
der PTS-Reaktion mittels Western Blot untersucht (Abbildung 46). Finf Stunden nach
Transfektion der Zellen wurde ein Mediumswechsel durchgefiihrt und dabei 1 mM ALA

hinzugefligt. Nach weiterer Inkubation fir 24 Stunden wurden die Zellen analysiert.
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Abbildung 46. Die CobA-Aktivitat in COS-7-Zellen

A) Die Mikroskopiebilder lebender COS-7-Zellen zeigen im roten Kanal (Red) rot
fluoreszierenden Teilstrukturen. Als Positivkontrollen dienten das Wildtyp-CobA (WT) ohne
Tags und eine mit MBP fusionierte Version. Die Negativkontrollen bestanden aus dem
pPEGFP-N1-Vektor (GFP) und der mit MBP fusionierten N'CobA-N'DnakE (N'Halfte). (Red =
roter Kanal = Anregung bei 370/36 nm und Emissionsmessung bei 629/53 nm) B)
Schematische Darstellung der Protein-trans-SpleiBreaktion (PTS) von CobA in Séugerzellen.
C) Western Blot des Gesamtzellextraktes von COS-7 Zellen zum Zeitpunkt der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung. Der Western Blot zeigt sowohl die Bildung des N-
terminalen Fusionsproteins MBP-N'CobA109-N'DnaE (N'Halfte = 66,4 kDa) als auch die
Bildung des SpleiRproduktes (SP = 70,1 - 70,2 kDa) im Vergleich zur Positivkontrolle MBP-
CobA (70,1 kDa) und den Plasmiden, die nur eGFP und CobA(WT) synthetisierten. Im Falle
der PTS-Reaktionen von CobA 109 lieR sich zusatzlich das N-terminale Hydrolyseprodukt
nachweisen (N'Hydro = 54,6 kDa).

Analog zu den Positivkontrollen (CobA, MBP-CobA) konnte auch bei den Zellen, die
PTS durchfiihren kdénnen, MBP-CobA(110FN) und MBP-CobA(110AE), eine rote
Fluoreszenz subzellularer Strukturen der COS-7-Zellen, detektiert werden (Abbildung 46 A).
Dabei handelt es sich wahrscheinlich um die schon von Wildt et al. beobachteten
Mitochondrien [201]. Diese organellspezifische Fluoreszenz héngt wahrscheinlich mit der

Ham-Biosynthese in Saugerzellen zusammen, die zum grofiten Teil in den Mitochondrien
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ablauft [204], so dass es dort zu einer Akkumulation der von CobA erzeugten Produkte
kommen kodnnte. Die rote Fluoreszenz konnte nicht in den Negativkontrollen, dem pEGFP-
N1-Vektor oder der alleinigen N-terminalen Halfte nachgewiesen werden. Zusatzlich zur
roten Fluoreszenz zeigten MBP-CobA(110FN) und MBP-CobA(110AE) die Bildung von
SpleiBprodukt und N-terminaler Hydrolyse im Western Blot (Abbildung 46 C). Diese
Korrelation unterstitzt die Zurlickfihrung der CobA-Aktivitat auf das Proteinsplei3en.

In allen durchgefiihrten Sauger-Zellkulturexperimenten, auch in den Positivkontrollen,
zeigte eine groBe Anzahl der Zellen nur Autofluoreszenz. Ob es sich dabei um ein
transfektions- oder expressionsbedingtes Problem handelt, wurde nicht bestimmt. In
zukinftigen Experimenten konnte durch Verwendung eines optimalen Anregungsfilters fir
das Mikroskop (370 nm statt 357 nm) das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis verbessert werden.
Zusétzlich konnten in den Mikroskopieexperimenten relativ schlechte Fluoreszenz-
Eigenschaften der von CobA erzeugten Molekiile festgestellt werden. Zum einen musste mit
sehr hoher Sensitivitdt gemessen werden und zum anderen konnte dieselbe Zelle maximal
zwei- bis dreimal fotografiert werden. Danach war ein vollstdndiges Photobleaching
eingetreten.

Dennoch kann auch zum jetzigen Zeitpunkt das gespaltene CobA in E. coli und in
Sdugerzellen als Biosensor fir ProteinspleiBen verwendet werden. Die Steigerung der
Aktivitdt von CobA in beiden Anwendungsbereichen ware der ndchste Ansatzpunkt fur

weitere Studien.
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5 Diskussion

5.1 Die generelle Anwendbarkeit und die Probleme des CPS-
Ansatzes

Das konditionale Proteinspleif3en (engl. conditional protein splicing, CPS) stellt eine Methode
zur Proteinfunktionskontrolle auf der Ebene der Proteine dar (Kapitel 1.4). Zu Beginn der
CPS-Vorgehensweise werden beliebige Zielproteine mit den N- und C-terminalen Halften des
gespaltenen Sce VMA-Inteins fusioniert. Das Besondere an diesem kinstlich gespaltenen
Intein ist die Tatsache, dass es nur in Verbindung mit einem Dimerisierungssystem, das die
Inteinhélften in rdumliche Nahe zueinander bringt, die PTS-Reaktion effizient durchfiuhren
kann. Dazu wurde schon wéhrend der urspringlichen Entwicklung das FKBP/FRB-System
verwendet [48]. Die Spleilireaktion ist durch die Zugabe von Rapamycin kontrollierbar und
funktioniert sowohl in vitro [48] als auch in vivo [152]. In den ersten CPS-Experimenten
wurden Exteine eingesetzt, die aus gut I6slichen und eigenstédndig faltenden Proteinen oder
Tags bestanden (Abbildung 47 A). Mit diesen Inteinfusionsproteinen fand die Bildung des
Spleillproduktes in verschiedenen S&ugerzelllinien bereits zehn Minuten nach der
Rapamycinzugabe statt [152].

Der néchste Schritt war die Erweiterung des Ansatzes auf die Kontrolle von
enzymatisch aktiven Proteinen. Im ersten Beispiel wurde dazu die cAMP-abhéngige
Proteinkinase A (PKA) in Kombination mit einer inhibitorischen Pseudosubstratsequenz
verwendet (Abbildung 47 B) [205], was eine standige Inaktivierung des Vorlauferproteins zur
Folge hatte. Wahrend der in-vitro-CPS-Reaktion kam es bei der Spleiproduktbildung zur
Abspaltung der PKA von ihrer Inhibitorsequenz. Die freigesetzte PKA konnte in Western-
Blot-Analysen nachgewiesen sowie ihre Aktivitdt durch in-vitro-Phosphorylierung eines
Substrat-Peptides verfolgt werden.

Die experimentell schwierigste, aber auch die interessanteste Anwendung vom CPS
stellt die Aktivierung von gespaltenen und damit funktional inaktivierten Zielproteinen dar.
Dieser Ansatz &hnelt prinzipiell einer konditionalen, nicht reversiblen Form der Protein-
Fragment-Komplementation, da durch die Bildung des Spleif3produktes das ungespaltene und
aktive Zielprotein entsteht. Auch im Fall des CPS ist der entscheidende Schritt die
Identifikation geeigneter Spaltpositionen in Zielprotein. Im Vergleich mit einfachen
Komplementationssystemen ist der CPS-Ansatz allerdings sterisch noch anspruchsvoller, da
sowohl eine Fusion des FKBP/FRB-Dimerisierungssystems als auch der gespaltenen Sce
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VMA-Inteinhalften erfolgen muss [206]. Dabei kann neben der Destabilisierung einer der
Proteinhélften schon alleine die Fehlfaltung einer der Inteinhédlften zum Verlust der
Spleilfahigkeit und damit zur Inaktivitat des Zielproteins fuhren.

Das erste gespaltene Enzym, das durch CPS kontrolliert werden konnte, war die
Luciferase aus Photinus pyralis (Abbildung 47 C) [153]. In Experimenten mit D.
melanogaster-Zellen wurde nach vier Stunden Inkubationszeit mit Rapamycin eine selektive
Rekonstitution der Luciferaseaktivitat erreicht, was sogar in lebenden transgenen Fliegen
gelang. Damit ist das CPS-System schneller als die FKBP/FRB-Dimerisierungssystem
basierende Rekonstitution eines gespaltenen Transkriptionsfaktorkomplexes, bei dem die
Auswirkung auf die Proteinbiosynthese nach einem Tag oder langer detektiert werden konnte
[128, 207].

Abbildung 47. Bisherige Anwendungen des CPS-Ansatzes

Schematische Darstellung: A) Bildung des SpleiBproduktes MBP-Hisg durch CPS in vivo. B)
Durch CPS in vitro aktivierte Proteinkinase A (PKA). Die Aktivierung erfolgt tber eine
rdumliche Trennung der Inhibitorsequenz (gelbes Dreieck) von der PKA wiéhrend der
SpleiBreaktion. C) CPS-vermittelte Bildung von aktiver Luciferase in vivo in D. melanogaster
aus zwei inaktiven Luciferasehalften.

Es gibt zwei Nebeneffekte, die bei der erfolgreichen Anwendung des CPS-Ansatzes
auftreten kénnen: zum einen die Nebenreaktion des Hintergrundspleiens und zum anderen
unbeabsichtigte Protein-Fragment-Komplementation (PFK) des gespaltenen Zielproteins.
Beide Reaktionen sind dabei abhangig von der Wahl der Spaltposition. Das Hintergrund-
spleiBBen resultiert aus einer vorhandenen Restaffinitat der Sce VMA-Inteinhélften zueinander,

welche das Ablaufen der Spleilireaktion ohne die Zugabe von Rapamycin ermdglicht [152,
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157]. Ein Auftreten von PFK der erzeugten Zielproteinhalften kann dartiber hinaus zur
enzymatischen Aktivitdt des gespaltenen Zielproteins beitragen.

Die Nebeneffekte des CPS-Ansatzes erklaren auch die Schwierigkeit, essentielle
Zielproteine in Zellen schaltbar zu machen, weil von diesen bereits sehr geringe
Konzentrationen ausreichend sein konnen, um einen Phanotyp zu erzeugen [157]. Bei
essentiellen Proteinen beschranken sich ndamlich hdufig die auftretenden Phanotype auf
lebend/tot, weshalb schon Hintergrundspleifen zum Uberleben der Zellen ausreichend sein
kann. Dagegen besitzen viele Transkriptionsfaktoren, Enzyme und Proteasen eine sehr gut
quantifizierbare Aktivitat und stellen damit generell geeignetere Ziele fur die CPS-vermittelte
Kontrolle dar. Natirlich sollten auch bei diesen Zielproteinen die Nebeneffekte mdglichst

minimiert werden.

5.2 Die CPS-Reaktion der TEV-Protease

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten gespaltenen TEV-Protease handelt es sich zum jetzigen
Zeitpunkt um das zweite Beispiel eines durch CPS kontrollierbaren gespaltenen Enzyms und
die erste regulierbare Protease. Das bereits bekannte Problem des CPS-Ansatzes, die
Destabilisierung eines Inteinfusionsproteins, trat im Falle des Proteins His;o-TEV auf. Die
nach der Integration resultierenden Fusionsproteine mit der N-terminalen VMA-Inteinhalfte
zeigten variable Stabilitdt und an keiner der neun Integrationsstellen konnte Spleiprodukt
nachgewiesen werden. Das Problem der Instabilitat konnte durch das l6slichkeitsfordernde
Fusionsprotein GST umgangen werden. Dabei bildete der GroRteil der generierten GST-TEV-
Inteinfusionen kein SpleiBprodukt, was entweder auf eine Fehlfaltung der Inteinkomponente
oder auf Sequenzintoleranz des Inteins an der Integrationsposition hinweist. Zum jetzigen
Zeitpunkt lasst sich weder die Stabilitdt der Inteinfusionsproteine noch deren mdgliche
Schaltbarkeit durch Rapamycin zuverldssig voraussagen. Zwar ist es méglich durch Wissen
uber die Struktur des Zielproteins Abschatzungen ber eine héhere Toleranz bei der Spaltung
eines Proteins in Schlaufenregionen vorzunehmen, jedoch verdeutlicht das Beispiel der TEV-
Protease sehr gut die Unvorhersagbarkeit des Einflusses der Wahl verschiedener
Spaltpositionen auf die Aktivitat (Kapitel 4.1.2 und siehe auch [188, 208]).

Das TEV-Protease-SpleiBprodukt war in Hefe nach 30 Minuten nachweisbar (siehe
Kapitel 4.1.3 fir die Charakterisierung der CPS-TEV-Protease). Damit war die CPS-Reaktion
etwas langsamer als in S&ugerzellen, in denen die Splei3produktbildung mit Modellproteinen
schon nach zehn Minuten nachgewiesen werden konnte [152]. In S. cerevisiae zeigten die

gespaltenen TEV-Proteasen ein Maximum der SpleiRproduktbildung nach ca. zweistlndiger
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Induktion der PTS-Reaktion durch Rapamycin. Eine langere Inkubationsdauer mit Rapamycin
fiihrte nur zu einer Reduktion der Spleilproduktmenge. Diese Abnahme konnte bis jetzt noch
in keinem anderen CPS-System beobachtet werden [152, 153]. Uber die Griinde dieser
inkubationszeitlich bedingten SpleiRproduktabnahme kann nur spekuliert werden. So nahern
sich die Hefezellen im Verlauf der Wachstumsexperimente an die stationdre Phase an, was
zur globalen Reduktion der Transkription und Translation fihrt [209]. In Kombination mit
dem schwachen MET25-Promotor kdnnen diese Verdnderungen zur Limitation der
Vorlduferproteine fiihren, wodurch auch die Bildung von Spleif3produkt vermindert werden
kann. Die Konzentrationsabnahme der C-terminalen TEV-118-Hélfte konnte Gber die Dauer
der Wachstumsexperimente verfolgt werden. Ebenfalls lie die zeitliche Analyse der Menge
des C-terminalen Fusionsproteins (FRB-C'VMA-C'TEV118-HA) den Schluss zu, dass
Rapamycin stabilisierend auf die N-terminale FRB-Domane wirkt, welcher mit Ergebnissen
aus der Literatur korreliert [210]. Somit kann Rapamycin die vorhandene Menge des
Vorlauferproteins in der Zelle beeinflussen. Die SpleiRproduktbildung der TEV-Protease 118
in Saugerzellen war nach zwei Stunden Inkubationsdauer mit Rapamycin feststellbar und
erreichte nach ungefédhr zehn Stunden ihr Maximum. Damit war die Spleiireaktion in
Saugerzellen signifikant langsamer als in Hefe. Ferner fiihrte eine Verlangerung der
Experimentdauer, wie vormals schon in Hefe, zu einer Reduktion der SpleiBproduktmenge.
Weder in Hefe noch in Sdugerzellen wurde untersucht, ob die Aktivitat der ungespaltenen
TEV-Protease durch die Einflihrung der aus der CPS-Reaktion resultierenden Mutationen
beeintrachtigt wurde (siehe Abbildung 19, Position 118 und 206 vor und nach PTS). Diese
Untersuchung hétte einen Rickschluss auf eine im Vergleich zur Wildtyp-Protease
maoglicherweise verminderte Aktivitdt der durch die CPS-Reaktion gebildeten, mutierten
Protease erlaubt.

Die in Sdugerzellen untersuchte TEV-Protease 118 bildete mit zunehmender
Inkubationszeit rapamycinunabhéngiges SpleilRprodukt und zeigte nach dieser Zeit ebenfalls
enzymatische Spaltungsaktivitdt. Die in Hefe entwickelten und auf Transkription und
Fluoreszenz basierenden Reporterassays zeigten nach der Zugabe von Rapamycin eine
Steigerung der TEV-Aktivitat der nicht zur SpleiBproduktbildung befahigten Mutanten.
Mithin belegen beide Beobachtungen die am schwierigsten zu unterdriickenden Nebeneffekte
des CPS-Ansatzes, namlich dass Uber einen ldngeren Zeitraum sowohl Hintergrundsplei3en
als auch durch Protein-Fragment-Komplementation eine Zunahme der Hintergrundaktivitét

auftreten kann. Da beide Prozesse konzentrationsabhdngig sind, flhrte die Erhéhung der
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Expressionslevel der C-terminalen TEV-118- und TEV-206-Fragmente zu keiner

Verbesserung des Systems (Daten nicht gezeigt).

5.3 Die Verwendung der TEV-Protease zur Proteinfunktions-
kontrolle

Die TEV-Protease aus dem Tabakatzvirus findet in der Molekularbiologie ihre h&ufigste
Anwendung in der Reinigung von Zielproteinen. Dabei liegen die Vorteile ihrer Verwendung
in der hohen Spezifitat, der Aktivitat in einem breiten Temperaturbereich (auch bei 4 °C) und
in der relativen Einfachheit ihrer Herstellung im Labor, wodurch der kommerzielle Erwerb
von alternativen Proteasen umgangen werden kann. Neben dieser Verwendung wurde die
TEV-Protease schon einige Male wegen ihrer Spezifitat und der nicht vorhandenen Toxizitat
bei heterologen Expressionen in Systemen zur Proteinfunktionskontrolle eingesetzt. Dabei
wird in den meisten Fallen die Expression der TEV-Protease zu einem spezifischen Zeitpunkt
induziert, so dass die Spaltung des Zielproteins, in das vorher die TEV-Erkennungssequenz
eingefihrt wurde, ermdglicht wird. Diese in-vivo-Anwendungen der TEV-Protease konnten
schon in E. coli [211, 212], S. cerevisiae [187], D. melanogaster [213] und in Saugerzellen
[188] gezeigt werden. Forderlich fir die Verwendung der TEV-Protease ist ihre sehr hohe
Temperaturtoleranz, denn beispielsweise konnte in Zellkultur zwischen 33 °C und 37 °C kein
Aktivitatsunterschied gemessen werden [208], obwohl einige kommerzielle Anbieter ein
Temperaturoptimum von 30 °C fur eine rekombinant hergestellte TEV-Protease bestimmt
haben [214]. Ein weiterer Vorteil bei der in-vivo-Anwendung ist die hohe Toleranz der TEV-
Protease gegenuiber verschiedensten Fusionsproteinen, die sie nicht in ihrer Aktivitat
einschranken. So konnten MBP, GST [213, 215] sowie GFP [144] und weitere kleine Tags
und Aminosauresequenzen mit der Protease fusioniert werden [189, 216].

Einer der ersten generellen Ansétze, die TEV-Protease zur Proteinfunktionskontrolle
in vivo einzusetzen, war das von Ehrmann und Mitarbeitern entwickelte System der
zielgerichteten Proteolyse (engl. Target-directed proteolysis, TDP) in E. coli. In diesem
System wird ein Zielprotein durch die TEV-proteasevermittelte Spaltung spezifisch und
konditional inaktiviert (Abbildung 48 A) [211, 213]. Die gezielte Induktion der TEV-Protease
in E. coli geschah (ber den tet-Promotor und die Zugabe von Anhydrotetrazyklin in das
Wachstumsmedium [212]. Die Probleme des TDP-Ansatzes beginnen bei der Identifikation
einer geeigneten Insertionsstelle der TEV-Erkennungssequenz im Zielprotein. Die Autoren

haben zu diesem Zweck zufallig integrierende Mini-Transposons entwickelt [217]. Allerdings
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hinterlassen die Mini-Transposons neben der sieben Codons umfassenden TEV-
Erkennungssequenz auch transposonspezifisch Uberlappende Enden. Damit muss das
Zielprotein an der zufélligen Integrationsposition eine Gesamt-Insertion von 24 Aminosauren
tolerieren konnen. Als Alternative der Bestimmung einer geeigneten Insertionsposition fir die
TEV-Erkennungssequenz bleibt nur die Klonierung ubrig. Wenn der TDP-Ansatz zur
funktionalen Untersuchung von Zielproteinen verwendet werden soll, ist ferner die
Inaktivierung des Wildtypproteins vonnéten. Eine Mdglichkeit, in einem Schritt Deletionen
chromosomaler Gene in E. coli zu generieren, ist durch die Verwendung der Phage-A-Red-
Rekombinase gegeben [211, 218]. In der Charakterisierung des TDP-Systems wurde erneut
die geringe Aktivitat der TEV-Protease festgestellt. So fand fir ein cytoplasmatisches
Zielprotein nur 50 % der Spaltung nach funfstiindiger Expression des TEV-Proteasegens statt
[211]. Durch eine an das Ribosom lokalisierte TEV-Protease und der damit verbundenen fast
kotranslational erfolgenden Spaltung des Zielproteins konnte die Spaltungsrate auf tiber 90 %

erhoht werden.

Abbildung 48. Verwendung der TEV-Protease zur Proteinfunktionskontrolle

Schematische Darstellung: A) Zielgerichtete Proteolyse durch die induzierte TEV-Protease in
E. coli. B) Erzeugung von konditionalen Mutanten durch TEV-proteaseinduzierte Freilegung
eines N-terminalen Degrons. C) Rapamycin abhdngige Protein-Fragment-Komplemenatation
der TEV-Protease.

Ein weiteres System verwendet die TEV-Protease zur Depletion beliebiger
Zielproteine in Hefe (Abbildung 48 B) (siehe auch Kapitel 1.4.3) [144]. In diesem System ist
der entscheidende Vorgang die Freilegung eines N-terminalen Degrons durch das
koexprimerte TEV-Proteasegen, was zur Degradation des Zielproteins fuhrt. Dazu muss das
Zielgen mit den Sequenzen fiir ein Reporterprotein, der TEV-Erkennungsstelle und dem N-

terminalen Degron fusioniert werden. Dies gelingt in S. cerevisiae in einer zielgerichteten Art
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und Weise (iber homologe Rekombination. Uber den sehr starken GAL1-Promotor findet die
Induktion der Expression des TEV-Proteasegens statt, die in Verbindung mit dem Ubiquitin-
vermittelten Degradationsweg innerhalb von ein bis drei Stunden das Zielprotein abbaut.

Von Wehr et al. stammt die erste Anwendung der TEV-Protease zur
Proteinfunktionskontrolle, die nicht auf der induzierten Expression einer ungespaltenen
Protease basiert [188, 219]. Die Zielsetzung der Autoren war es, ein System in Sdugerzellen
zu entwickeln, mit dem Protein-Protein-Wechselwirkungen detektiert werden kénnen. Dabei
sollte die Interaktion von zwei Zielproteinen, von denen jedes mit einer Halfte der
gespaltenen TEV-Protease fusioniert ist, zur Rekonstitution der Proteaseaktivitat durch
Protein-Fragment-Komplementation flihren. Diese Rekonstitution konnte durch auf
Luciferase basierende proteolyse- und transkriptionsgekoppelte Reporter nachgewiesen
werden. Eines der untersuchten Dimerisierungssysteme stellte auch FKBP/FRB dar
(Abbildung 48 C). In den Luciferase-gekoppelten Assays waren schon 10 nM Rapamycin
ausreichend, um ein Maximum an Aktivitat zu erreichen. In einigen Experimenten erhdhten
die Autoren die lokale Konzentration der TEV-Hélften und teilweise des Reporters, indem die
Komponenten an die Plasmamembran lokalisiert wurden. Diese Konzentrationserhdhung
flhrte zu einer Steigerung der Luciferase-Aktivitat. Die wenigen von den Autoren gezeigten
Western-Blot-Analysen unterstiitzen wiederum das Bild der relativ geringen TEV-Aktivitat,
da selbst mit der ungespaltenen Protease nur ca. 60 % Spaltung des Reporterproteins zu
erreichen war [188].

Es folgten darauf aufbauende Experimente, die nur die FKBP/FRB-fusionierte Version
der gespaltenen TEV-Protease verwendeten. Williams et al. konnte mit der PFK-Protease ein
FRET-Reporter (Forster-Resonanzenergietransfer-Reporter) innerhalb von drei Stunden
selektiv spalten, was in Einzelzellmessungen analysiert wurde [208]. Die Autoren um Gray et
al. nutzten die PFK-TEV-Protease zur gezielten Einleitung der Apoptose in S&ugerzellen, die
binnen sechs Stunden durch die Spaltung einer TEV-Erkennungssequenz tragenden
Procaspase-3 oder -7 erfolgte [220].

Der Vergleich zwischen der mittels CPS erzeugten TEV-Protease und der induzierten
Synthese der ungespaltenen TEV-Protease zeigt den aktivitdtsbezogenen Vorteil der direkten
Induktion. So war bei Taxis et al. die vollstandige Degradation eines Reporterproteins nach
drei Stunden mdglich [144], wéhrend die durch CPS erzeugte Protease in Hefe nach vier bis
sechs Stunden maximal 10 % spalten konnte (siehe Kapitel 4.1.3). Die Erklarung fiir die
hohere Aktivitat beruht zum einen darauf, dass die ungespaltene Protease sofort nach ihrer
Synthese aktiv ist und nicht noch zusatzlich die SpleilSreaktion ablaufen muss. Zum anderen
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ist durch die direkte Synthese eine viel hohere intrazellulare Konzentration an TEV-Protease
maoglich als durch die CPS-Reaktion. Allerdings ist es bei den Ansédtzen der direkten
Induktion der TEV-Protease erforderlich, dass starke und selektiv induzierbare Promotoren in
den Zielorganismen verfugbar sind. Der hochste Organismus, in dem dies fir die TEV-
Protease gezeigt werden konnte, war D. melanogaster, bei der die fiinfstindige Expression
Uber einen Hitzeschock-Promotor fir eine flinfzigprozentige Spaltung des Zielproteins
ausreichte [216]. Im Falle von Sdugerzellen wére dies nicht moglich, da die existierenden
induzierbaren Promotoren wie das Tet-System (Kapitel 1.2.1) nur eine Induktionssteigerung
um das Zehnfache nach 24 Stunden erreichen [94]. Induzierbare Promotoren werden haufig
durch Medienwechsel oder veranderte Wachstumsbedingungen aktiviert, ein Umstand, der die
funktionale Charakterisierung des zu untersuchenden Zielproteins erschwert, weil die Zelle
grolem Stress ausgesetzt wird.

Ein Vergleich der auf PFK-basierenden und der mittels CPS-Reaktion erzeugten TEV-
Protease wiirde grundsétzlich fiir eine hohere Proteaseaktivitat der letzteren sprechen. Denn in
der CPS-Reaktion wird eine ungespaltene und damit auch konstant aktive Protease erzeugt,
der sogar die fusionierten Komponenten des Dimerisierungssystems und die Inteinhélften
fehlen. Der Vergleich von Western-Blot-Analysen in Sdugerzellen zeigte bei der
urspringlichen PFK-Protease, die mit einem Homodimierisierungspaar fusioniert wurde, eine
Spaltungsproduktbildung von bis zu 5 % 40 Stunden nach der Transfektion [188]; dagegen
waren bei der CPS-Protease nach zehn und 24 Stunden bis zu 10 % Spaltungsprodukt
nachweisbar. Mit beiden gespaltenen Proteasen, die auf PFK als auch auf CPS basierte, war es
maoglich Spaltungsaktivitat der Protease auf Einzelzellniveau nachzuweisen [208, 220]. Ein
Nachteil der PFK-TEV-Protease kann die bei hohen Konzentrationen zu beobachtende
uninduzierte Aktivitat darstellen [208, 220], jedoch trat auch im Falle der CPS-
kontrollierbaren TEV-Proteasen eine von Rapamycin unabhéngige Proteaseaktivitat auf: Zum
einen fuhrte eine Konzentrationserhbhung der Inteinfusionsproteine in Hefe zum
Hintergrundspleilen und der damit verbundenen Spaltungsaktivitat (Daten nicht gezeigt) und
zum anderen kam es bei der Induktion der Dimerisierung von den spleiflinaktiven
Inteinmutanten zur Steigerung der Spaltungsaktivitat. Durch die zweite Beobachtung konnte
somit gezeigt werden, dass PFK einen geringen Anteil an der Aktivitait der CPS-
kontrollierbaren Proteasen hat. Im Falle von TEV 118 war diese Beobachtung zu erwarten, da
die Spaltposition der TEV-Protease der von Wehr et al. entspricht (Kapitel 4.1.2) [188]. In der
Anwendungsmadglichkeit in Sdugerzellen liegt der grof3te Vorteil der hier entwickelten CPS-
abhéngigen TEV-Protease. Sie benétigt keinen starken induzierbaren Promotor und die
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Reaktion wird lediglich, gleich der PFK-Protease, durch die Zugabe von membrangéngigen
Rapamycin induziert.

Falls in Sdugerzellen eine funktionale Charakterisierung von Zielproteinen mittels der
TEV-Protease vorgenommen werden soll, ist es vor der Inaktivierung durch die
Proteolysereaktion notwendig, das Wildtypprotein aus der Zelle zu entfernen. Dabei muss
bedacht werden, dass die bis jetzt bestehenden Methoden, um die TEV-Erkennungsstelle
einzufihren, nicht in Sdugerzellen funktionieren bzw. unpraktikabel sind. Die in einem Schritt
ablaufende gezielte Integration ins Genom mittels Kassetten, wie es in Hefe moglich ist, kann
nicht angewendet werden. Eine mogliche VVorgehensweise wirde mit der Identifikation einer
geeigneten Insertionsstelle in einem anderen Organismus beginnen. Im nachsten Schritt wiirde
dann, nach dem Knockdown bzw. Knockout des Wildtypgens mittels RNAI oder Cre/loxP
(Kapitel 1.3.1 und 1.2.2), das mit der TEV-Erkennungssequenz modifizierte Zielgen in die
Zellen oder den Organismus eingebracht werden. Fir eine erfolgreiche Anwendung musste
jedoch zuerst eine ausreichende TEV-Proteaseaktivitdt festgestellt werden, um die

Zielproteine durch Proteolyse zu inaktivieren.

5.4 Anwendungs- und Verbesserungsmoglichkeiten der entwickel-
ten schaltbaren Protease

In dieser Arbeit wurde eine schaltbare Protease entwickelt, deren Aktivitat fast ausschlieRlich
auf dem erfolgreichen Ablaufen der CPS-Reaktion beruht. Zum jetzigen Zeitpunkt ist es
durch die konditionale Protease moglich, an der Plasmamembran fehllokalisierte Zielproteine
durch die Zugabe von Rapamycin gezielt freizusetzen. Diese Reaktion konnte in einzelnen
Hefezellen mikroskopisch verfolgt werden, wobei die Aktivitdt der durch CPS erzeugten
TEV-Protease nach acht Stunden in bis zu 10 % der beobachteten Zellen nachgewiesen
werden konnte. Es gibt sehr unterschiedliche Zielproteine fir ein System, bei dem eine
Fehllokalisation zum Aktivitatsverlust und die Freisetzung ins Cytosol zur Aktivierung fiihren
wirden. Aus solchen Experimenten wére es moglich, einen Informationsgewinn Uber die
Zielproteine mit Bezug auf systembiologische Fragestellungen und damit Uber ihre
Einbindung und Interaktionen in den Netzwerken der Zelle zu gewinnen. Somit lieRen sich
Komponenten von Signalwegen untersuchen, die zur Aktivitatsentfaltung in den Nucleus
eintreten mussen wie z.B. Transkriptionsfaktoren oder einige Kinasen. Prinzipiell kdnnen mit
der Methode alle Proteine analysiert werden, die eine spezifische subzellulare Lokalisation

besitzen. Im Falle von S. cerevisiae waren davon mindestens 30 % aller Gene betroffen [122].
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Der Versuchsaufbau ware identisch mit den in dieser Arbeit durchgefuhrten Fehllokalisations-
Experimenten, wobei sich das neue Zielprotein zwischen dem Lokalisationsprotein und dem
fluoreszenten Reporterprotein befinden musste (Abbildung 49). Dadurch kénnte in jeder
einzelnen Zelle die quantitative Aktivierung des Zielproteins zeitlich verfolgt werden, weil
zur selben Zeit die Freisetzung von eGFP in das Cytoplasma erfolgt. Darliber hinaus wére es

maoglich, morphologische Veréanderungen der Zellen durch die Mikroskopie zu beobachten.

Abbildung 49. Aktivierung eines Zielproteins durch die schaltbare Protease

Schema der Aktivierung eines durch Fehllokalisation inaktivierten Zielproteins durch die TEV-
Protease. Die Bildung der aktiven TEV-Protease findet dabei durch die CPS-Reaktion statt.

Der néchste Schritt ware die direkte Ubertragung dieses Systems auf Saugerzellen.
Das Interesse dafir begriindet sich auf dem grundsétzlichen Mangel an konditionalen und gut
dosierbaren Systemen in Saugetieren. Ebenso sind Methoden mit schnellen Reaktionsraten
von Interesse, da erst auf diese Weise eine zeitabh&ngige und phénotypische Auswertung mit
dem Mikroskop gewahrleist wird. Bis jetzt konnte in dieser Arbeit nur die Spleiprodukt-
bildung und Spaltungsreaktion eines Reporterproteins in Saugerzellen mittels Western Blot
verfolgt werden. Allerdings sollte der entsprechende Experimentaufbau zu bewaéltigen sein,
weil das grundsatzliche Prinzip der CPS-kontrollierbaren TEV-Protease in S&ugerzellen
funktioniert.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode der CPS-aktivierbaren gespaltenen TEV-
Protease lieRe sich an verschiedenen Ansatzpunkten verbessern. Die meisten Modifikationen,

die zur Beschleunigung und Effektivitatsseigerung der Spaltungsreaktion fiihren sollten,
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basieren auf vorausgegangenen Erkenntnissen Uber die CPS-Reaktion und die TEV-Protease.
Zunachst ware eine Beeinflussung der stattfindenden CPS-Reaktion denkbar, welche die
aktive TEV-Protease bildet. So konnte mehrfach gezeigt werden, dass zusatzliche Kopien der
FKBP/FRB-Domanen einen positiven Effekt auf die Dimerisierung [132] und damit
verbunden auch auf die SpleiRreaktion haben kdnnen [153]. Die gesteigerte Affinitat konnte
ferner die CPS-Reaktionszeit verkirzen, ein betrachtlicher Vorteil insbesondere fir
Saugerzellanwendungen. Mit anderen Modellproteinen waren in Saugerzellen Reaktions-
zeiten im Minutenbereich moglich [152]. Damit besteht keine grundsétzliche Limitation des
CPS-Systems in diesem Organismus. Eine weitere Option zur Verbesserung ware die
Madglichkeit, die globale und lokale Konzentration der gespaltenen TEV-Protease zu erhéhen.
In Exprimenten mit der auf PFK-basierenden gespaltenen TEV-Protease wurden bis zu einem
Verhéltnis von 12:1 von DNA-Menge der Plasmide der gespaltenen TEV-Protease zu
Reporterplasmid eingesetzt [208, 220], in den Experimenten dieser Arbeit wurde hingegen
nur ein Verhaltnis von 1,5:1 verwendet (siehe Kapitel 3.5.2). Die Erh6hung des Verhéltnisses
wirde zur globalen Konzentrationserhdhung der TEV-Protease fiihren. Durch eine
Rekrutierung an die Plasmamembran koénnte dagegen eine lokale Konzentrationserhthung
erfolgen [188, 208, 211]. Die Voraussetzung fur dieses Vorgehen ist ebenfalls, dass das
Reporterprotein an der Membran fehllokalisiert wird und die relative Konzentrationserhéhung
somit ermdglicht wird. In beiden Szenarien der Konzentrationserhéhung konnten indessen die
erwéahnten Nebeneffekte wie das Hintergrundspleifen und eine unbeabsichtigte Protein-
Fragment-Komplementation auftreten. Fir die auf PFK basierende TEV-Protease wurde
beschrieben, dass eine Deletion des C-terminalen Bereichs der Protease zu einer gesteigerten
Induktionsfahigkeit durch Rapamycin und einer geringeren uninduzierten Proteolyseaktivitét
fiihrt [220]. Diese mutierte Protease konnte im CPS-Ansatz verwendet werden, um sowohl die
Reaktionszeiten in Sdugerzellen zu verbessern als auch die rapamycinunabhéngige Proteolyse
zu verringern. Ebenfalls besteht die Mdglichkeit, ein zusatzliches Affinitatssystem in den
CPS-Ansatz zu integrieren, wie es schon von Taxis et al. fir eine ungespaltenen TEV-
Protease entwickelt worden ist [144]. Dieses System nutzt die Dimerisierung des Proteins
SF3b155 an die SpleiBosom-Untereinheit pl4. Die Autoren setzten das SF3b155-Protein
intern in das zu spaltende Reporterprotein ein und fusionierten die p1l4-Untereinheit an die
TEV-Protease. Das Affinititssystem erhoht dann die Wahrscheinlichkeit, dass die
modifizierte TEV-Protease ihr Substrat bindet. Bei der Ubertragung auf das gespaltene TEV-
Proteasesystem wirde die pl4-Untereinheit nur an eine Hélfte der gespaltenen Proteasen
fusioniert werden, was zu keiner Erhohung der Affinitat der gespaltenen TEV-Halften
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untereinander fuhren wirde. Das ist von Bedeutung, weil deshalb eine Steigerung der
Hintergrundspleillreaktion und der PFK der gespaltenen TEV-Protease weitestgehend
ausgeschlossen werden kann.

Die Dbedeutendste Beeintrdchtigung von TEV-Protease-verwendenden Systemen
besteht in ihrer geringen inhdrenten Wechselzahl. Es wére das entscheidende Ziel, die
Aktivitat der TEV-Protease durch Proteinevolution zu verbessern. Die hier verwendete TEV-
Protease besitzt zwar eine Mutation, um ihre Autoproteolyse zu verringern [189], aber nach
grundsatzlich aktivitatssteigernden Mutanten der Protease ist noch nicht systematisch gesucht
worden. Taxis et al. konnten durch Zufall eine Mutation in der an die TEV-Protease
fusionierte pl4-Spleilosom-Untereinheit identifizieren, welche die Aktivitat der Protease
signifikant erhohte [144]. Beide identifizierten Mutanten bestdtigen die theoretische
Verbesserungsmaoglichkeit der Protease. Der Experimentaufbau flr die ldentifikation einer
aktivitatssteigernden Mutante kdnnte zuerst mit der zufalligen Mutagenese des Proteasegens
beginnen. Im zweiten Schritt misste ein Selektionssystem entwickelt werden, mit dem eine
Identifikation der erwinschten Mutanten moglich ware. So konnte unter anderem ein
koexprimierter Reporter, der aus zwei FRET-Partnern besteht, Verwendung finden. Durch die
Messung der FRET-Effizienz konnte die von der der TEV-Protease Kkatalysierte
Spaltungsreaktion detektiert werden, da sich die fluoreszenten Proteine voneinander trennen
wirden. Auf diese Weise ware eine Selektion von TEV-Proteasen mit gesteigerter Aktivitat

maoglich.

5.5 Der Einfluss der flankierenden Aminosauren auf die Spleil3-
reaktion

Die Aktivitat von Inteinen hangt stark von ihrer richtigen Faltung ab, wird aber auch von
ihren flankierenden Exteinregionen beeinflusst. Sowohl bei cis- als auch trans-Inteinen kann
die Anderung des Exteinkontextes zur vélligen Inaktivierung des Inteins oder aber zum
Auftreten von Nebenreaktionen der ProteinspleifRreaktion fihren (Kapitel 1.1.1). Allerdings
kdnnen nicht nur ganze Doménen oder Proteine die Inteinaktivitat beeinflussen, sondern auch
bereits einzelne Aminosduren, die direkt an die katalytisch invarianten Aminosduren des
Inteins angrenzen. Der Einfluss dieser flankierenden Aminoséuren auf die
ProteinspleiRreaktion ist am besten fiir die Position -1 charakterisiert. Fir die cis-Inteine Sce

VMA, Mxe GyrA und Mtu RecA fand die vollstandige Untersuchung in einem unnatirlichen

136



Diskussion

Exteinkontext mit allen 20 natirlich vorkommenden Aminosduren an Position -1 statt
(Tabelle 16) [21, 28, 221].

Tabelle 16. Auswirkungen von Aminosauresubstitutionen an der Position -1 auf die ProteinspleiBreaktion

in vivo
Aminosaure an -1 | Proteinspleil3en | Proteinsplei3en | Proteinspleif3en
VMA Intein GyrA Intein RecA Intein
Gly (WT VMA) ++ - +
Ala ++ - +
Val - - +
Leu - + +
lle - - -
Ser ++ - +
Thr ++ - +
Cys ++ - +
Asp ++ - -
Glu ++ - -
Asn - - +
Gln ++ + +
Lys (WT RecA) ++ + +
Arg ++ + +
His ++ - +
Phe ++ ++ +
Tyr (WT GyrA) ++ ++ +
Trp ++ ++ +
Pro - - +
Met ++ + +

Das VMA-Intein befand sich zwischen MBP und der T4-Polynukleotidkinase, das GyrA-Intein lag
zwischen MBP und dem Paramyosin aus Dirofilaria immitis vor und das RecA-Intein wurde
umgeben von MBP und einem Hisg-Tag. (- = <15 % SpleiRproduktbildung, + = Spleilprodukt-
bildung 15-50 %, ++ = SpleiRproduktbildung >50 %)

Die Untersuchung der jeweiligen Inteine zeigte bei bis zu 60 % aller getesteten
Aminosduren eine Inhibition der Spleilireaktion in vivo. Dabei wurden als Exteine
eigenstandig faltende und gut 16sliche Proteine wie z.B. MBP verwendet. Im Falle von Prolin
an -1 ist die Inhibition des Sce VMA- und Mxe GyrA-Inteins aufgrund der Beeinflussung der
Struktur in direkter Né&he der katalytischen ersten Aminosdaure des Inteins nicht weiter
verwunderlich. Die Toleranz des Mtu RecA-Inteins stellt eine Ausnahme gegenuber dieser
Substitution dar, allerdings gibt es auch natiirlich vorkommende Inteine mit Prolin an -1 [63].
Der Vergleich der drei Inteine zeigt haufig eine differierende Toleranz fir die gleichen
Mutationen an der -1 Position, so z.B. bei Serin und Histidin. Im Falle vom GyrA-Intein ist
eine spezifische Préaferenz flr aromatische Aminosduren zu erkennen. VVon grofier Bedeutung
bei der Bestimmung der Spleil3fédhigkeit von Inteinen ist, ob die Experimente in vivo oder in
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vitro durchgefiihrt werden. Fir das Sce VMA-Intein konnten nur drei Mutanten bestimmt
werden, bei denen die Proteinspleilireaktion in vitro ablief [21]. Selbst bei einem Glycin an
der -1 Position, das der Wildtypsequenz entspricht, war es dem Vorlauferprotein in vitro nicht
mehr moglich, die Spleildreaktion effizient durchzufiihren. Diese Beobachtung koénnte
maoglicherweise auf einen gesteigerten strukturellen Anspruch an die Faltung des gesamten
Inteinfusionsproteins zurtickzufiihren sein, falls es sich in einem unnatirlichen Puffer ohne
Chaperone und andere zelluldre Stabilisatoren befindet. Neben der -1 Position besitzen auch
die +2 bis +3 Regionen einen Einfluss auf das Intein. So wurde fur das Ssp DnaE-Intein
mehrfach die Notwendigkeit der Wildtypsequenz an diesen Positionen beschrieben, um seine
Spleilaktivitat zu erhalten [30, 31]. Grundsatzlich ist es bis heute trotz vorhandener
Strukturdaten nicht vorhersagbar, welche Aminosauresubstitutionen durch ein bestimmtes
Intein toleriert werden kdnnen und welche nicht.

Die erste groRe Mutationsstudie zum Einfluss multipler flankierender Aminosduren
auf die N-terminale Hydrolyse und die SpleiRreaktion wurden mit dem DnaE-Intein
durchgefiihrt. Amitai et al. benutzten einen in-vitro- und in-vivo-FRET-Assay, um die
Beeinflussung der N-terminalen Hydrolysereaktion durch die flankierenden Aminosauren zu
charakterisieren [29]. Die beiden verwendeten Fluorophore waren CFP (engl. cyan
fluorescent protein) und YFP (engl. yellow fluorescent protein), zwischen welche in cis das
Ssp DnaE-Intein inklusive seiner natirlichen flankierenden Aminoséuren gesetzt wurde
(Abbildung 50 A). In dem Experiment wurde die Mutante Asn159Ala des Inteins verwendet,
um die Spleifireaktion zu inhibieren. Bei stattfindender Hydrolyse sinkt aufgrund des
Verlustes der rdumlichen Nahe der beiden Fluorophore die FRET-Effizienz ab. Nach der
Uberpriifung der generellen Funktionalitat des Systems wurden Mutanten-Bibliotheken von
den Positionen -2, -1 und +2, +3 erzeugt und ihr Einfluss auf die N-terminale
Hydrolysereaktion bestimmt. Den Autoren gelang es Mutationen zu identifizieren, welche die
N-terminale Hydrolyse sowohl bis zu viermal schneller als auch 1.000-fach langsamer
durchfuhrten. Die am haufigsten identifizierten Mutanten, die zu einer Reduktion der FRET-
Effizienz fuhrten, waren Asp oder Arg an Position -1. Interessanterweise fiihrte das Aspartat
schon im Falle vom Sce VMA- und dem Mxe GyrA-Intein zu einer sehr starken Erh6hung der
N-terminalen Hydrolysereaktion [21, 28]. Durch Prolin und Valin an Position -1 wurde die N-
terminale Hydrolysereaktion negativ beeinflusst, was mit dem Analyseergebnis der
ProteinspleiBreaktion des VMA- und GyrA-Inteins korrelierte (siehe Tabelle 16). In ihrem
letzten Experiment (bertrugen die Autoren die identifizierten Mutanten auf das
spleiBkompetente Intein. Dabei zeigte sich insgesamt ein uneinheitliches Bild, weil sowohl
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eine Steigerung der SpleiBaktivitat als auch ihre Verringerung zu beobachten war. Mit der
entwickelten Methode war es also moglich, verbesserte Inteine in Bezug auf ihre N-terminale
Hydrolysereaktion zu generieren und zu identifizieren, allerdings war sie ungeeignet, um eine

Verbesserung der inteinvermittelten Proteinspleil3reaktion zu erreichen.

Abbildung 50. Untersuchung der Exteinabhangigkeit von Inteinen

A) Schematische Darstellung der Untersuchung der Abhéangigkeit der N-terminalen
Hydrolysereaktion von der Exteinsequenz an den Positionen -2, -1 und +2, +3 [29]. Die
eigentliche Untersuchung geschah ber die Messung der FRET-Effizienz zwischen dem N-
und C-terminalen Exteinen CFP (PDB code = 10XD [222]) und YFP (PDB Code = 1YFP
[223]). B) Schematische Darstellung der Selektion von aktiven Inteinmutanten, die neue
Sequenzmotive an Position +1 bis +3 tolerieren [32]. Ausgehend von der PTS-inhibierenden
»SGV*-Verdnderung des C-terminalen Npu DnaE-Inteins gelang es den Autoren, Mutanten in
den Inteinhalften zu isolieren, welche die Selektion auf Kanamycin durch die
Wiederherstellung der SpleiRfahigkeit erlaubten.
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Das von Lockless et al. entwickelte Selektionsverfahren nimmt sich dem Problem der
flankierenden Aminosdauren in Bezug auf die eingefihrten Sequenzverdnderung im
Zielprotein an [32]. Die Herstellung eines Zielproteins mittels Proteinspleiflens sollte im
idealen Fall spurlos stattfinden, d.h. seine Wildtypsequenz sollte erhalten bleiben. Nur so
kann sicher gewdhrleistet werden, dass es zu keiner Aktivitatsreduktion des Zielproteins
kommt. Die Schwierigkeit hierbei ist es nun, ein Intein zu identifizieren, das genau diese
Sequenz in den flankierenden Sequenzen toleriert und die SpleiRreaktion effizient
durchfuhren kann. Das von den Autoren ausgewéhlte Intein ist ein Hybrid des DnaE-Inteins,
wobei die N-terminale Hélfte aus dem Npu DnaE-Intein und die C-terminale Hélfte aus dem
Ssp DnaE-Intein stammt. Das Zielprotein flr die Entwicklung des Inteins war das Crk-l1I-
protoonkogene Adaptorprotein, das in der ausgewdéhlten Intein-Insertionsstelle das
Aminosduremotiv ,,SGV* besaB. Somit sollte ein Intein identifiziert werden, das anstatt des
invarianten C-terminalen ,,CFN*-Motives SpleiRféhigkeit fur ,,SGV* aufwies (Abbildung 50
B). Das ausgewahlte Selektionssystem basierte auf der Insertion des Inteins in das
Kanamycin-Resistenzgen, so dass die Resistenz der E. coli-Zellen auf der erfolgreichen PTS-
Reaktion basiert. Zuerst wurde die potentielle Spleil3fahigkeit des ,,CFN“-Inteins in der
gewéhlten Position verifiziert. Es folgte die auf PCR basierte Mutation der N- und C-
terminalen Inteinfusionsgene und die Kanamycinselektion. Nach drei Runden konnte ein
Intein mit vier Mutationen identifiziert werden (E15D, L25I1 und L92M in der N-terminalen
Npu Hélfte und D23Y in der C-terminalen Ssp Halfte), bei dem die
Kanamycinresistenzerhhung zum groRten Teil motivspezisch war. Die Anwendung des so
identifizierten mutierten Inteins auf das Crk-11-Protein zeigte in vivo eine finffach schnellere
Spleilireaktion im Vergleich zum Wildtypintein. Interessanterweise sind drei der vier
identifizierten Mutationen Uber die gesamte Struktur des Inteins verteilt und zeigen in der
Kristallstruktur keine direkten Interaktionen mit den aktiven Zentren des Inteins. Dieses
Ergebnis wird durch eine andere Mutationsstudie mit dem Mtu RecA-Intein bestatigt, die
ebenfalls die meisten aktivitatssteigernden Mutanten an der Oberflache des Inteins
lokalisieren konnten [224]. Mit dieser Methode kann somit ein Intein selbst von einem
unnatdrlichen, urspriinglich inhibitorischen Exteinkontext zur Spleil3fahigkeit hin evolviert
werden.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Inteinkassetten stellen einen rationellen Weg der
Anwendung von Inteinen auf neue Zielproteine dar. Sie sind grundsatzlich dazu geeignet,
schnell und effizient aktive Insertionsstellen ohne betrachtlichen Klonierungsaufwand in
Zielproteinen zu identifizieren. Jedoch kann durch die Abwesenheit eines Selektionssystems
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keine gezielte Verbesserung des Inteins stattfinden. Die Verwendung von RF-PCR und
homologer Rekombination ermdglicht dariiber hinaus die ,,spurlose” Klonierung. Dadurch
entfallt die Einflhrung zusétzlicher Aminosauren an der Integrationsstelle des Inteins, die aus
der Verwendung von Restriktionsschnittstellen resultieren wiirden. Eine Mdoglichkeit, um die
Proteinevolution von Inteinen in einem spezifischen Kontext zu beschleunigen, wére die
Kombination des SPLICEFINDER-Ansatzes mit der von Lockless et al. entwickelten
Selektionsmethode. Dazu wirde fir die ldentifikation von geeigneten Insertionsstellen die
trans-Inteinkassetten verwendet werden. Nach der Bestimmung der SpleiRfahigkeit des
Wildtypinteins wirde fur die aussichtsreichste Position die Optimierung und Verbesserung
des Inteins unter den gewiinschten Anwendungsbedingungen Uber Mutagenese und

Kanamycinselektion nach Lockless et al. erfolgen.

5.6 Modifikationen und Verbesserungsmadglichkeiten von SPLICE-
FINDER

Das SPLICEFINDER-System ist eine vielseitig einsetzbare Methode zur Identifikation von
Insertionsstellen aktiver Inteine in beliebigen Zielproteinen. Der Vorteil dieser Methode ist
die Mdoglichkeit, ohne viel Aufwand die Probleme zu umgehen, die aus dem Einfluss der
flankierenden Aminoséuren auf die SpleiRfahigkeit des Inteins resultieren. Zudem wurde
SPLICEFINDER so konzipiert, dass es direkt zur segmentellen Isotopenmarkierung benutzt
werden kann (Kapitel 4.2.1). Diese kann in Verbindung mit anschlieRender NMR-
Spektroskopie in Losung zur Strukturaufkldrung von Proteinen verwendet werden. Bei der
segmentellen Isotopenmarkierung in vivo in E. coli wird das Prinzip selektiv induzierbarer
Promotoren ausgenutzt [77]. Die in dieser Arbeit verwendeten Promotoren waren durch IPTG
oder Arabinose induzierbar, was einen Mediumswechsel zur Expressionsinduktion des
zweiten Inteinfusionsgens notwendig machte. Der Zeitpunkt des Mediumswechsels, an dem
die segmentelle Markierung startet, ist die kritischste Stelle des Experiments, da eine
eventuelle unselektive Induktion zu ungewolltem Isotopeneinbau fiihrt. Die so hergestellten
Proteine flhren zu Problemen bei der Analyse der NMR-Spektren [77]. Trotz multipler
Waschschritte, welche die Reste vom unmarkierten Medium entfernen sollten, war nur eine
Markierungseffizienz von 83 % fur das Modellprotein gpD-Trx in vivo messhar. Diese
Effizienz ist vermutlich auf Rickstande von unmarkierten Aminoséuren im Cytoplasma der
E. coli-Zellen wéhrend der Expression des zweiten Fusionsgens zuruckzufiihren. Die

Western-Blot-Analysen zeigten, dass die Selektivitdt der Promotorinduktion in den
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Experimenten mit gpD-Trx gewahrleistet blieb. Moglicherweise kann das durch nicht
vollstdndig markierte Proteine hervorgerufene ,,isotopic scrambling” unter optimal gewahlten
Expressionsbedingungen noch weiter reduziert werden. So konnte eine Kkirzere
Expressionsdauer des ersten Inteinfusionsgens und die Verlangerung der darauf folgenden
Waschschritte die Menge an vollstdndig markierten Zielproteinen weiter erh6hen. Allerdings
werden die optimalen Expressionsbedingungen aufgrund der Differenzen in der Effizienz der
ProteinspleilBreaktion von Zielprotein zu Zielprotein variieren. Mit gpD-Trx konnte die
segmentelle Isotopenmarkierung fur ein Modellprotein gezeigt werden, jedoch ist noch
unklar, inwiefern ihre Markierungseffizienz durch unvollstandige SpleiRreaktionen in
komplexen Zielproteinen beeintrachtigt wird. Inzwischen wurde aber fur verschiedene Inteine
sowohl ihre Einsetzbarkeit flr die segmentelle Isotopenmarkierung gezeigt als auch die
markierten Proteine zur Strukturaufkldrung mittels NMR-Spektroskopie verwendet [225,
226]. Diese Resultate unterstreichen damit die Praktikabilitat des segmentellen Markierungs-
Aspektes des SPLICEFINDER-Ansatzes.

Der hier entwickelte Kassettenansatz lasst sich auf alle in der Zukunft identifizierten
und mit interessanten biochemischen Eigenschaften ausgestatteten, gespaltenen Inteinen
ausweiten. Interessant sind dabei vor allem Inteine, die eine sehr schnelle
Reaktionsgeschwindigkeit zeigen oder aber besonders robust im Bezug auf die Variation der
flankierenden Extein-Aminosauren sind. Einer der limitierenden Faktoren fiir die Anwendung
von Inteinen ist die teilweise auftretende Unldslichkeit von Inteinfusionsproteinen (Kapitel
1.1.4). Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, sind l6slichkeitsfordernde
Fusionsproteine, die entweder am Zielprotein oder an den Inteinenhélften angebracht werden
kdnnen. Die entwickelten trans-Inteinkassetten sind mit allen denkbaren Fusionsproteinen am
Zielprotein kompatibel, da die fur die Integration wichtige Insertionsstelle im Zielgen liegt.
Im Falle von zusatzlichen Fusionsproteinen an den Inteinhdlften mussten die trans-
Inteinkassetten selbst modifiziert werden und anschliefend in einem ersten Schritt der Erhalt
ihrer Spleil3fahigkeit nachgewiesen werden.

Eine besondere Form der segmentellen Isotopenmarkierung stellt die selektive
Markierung einzelner Segmente von Multidomanenproteinen dar, weil diese VVorgehensweise
die Auflosung einzelner Signale in den NMR-Spektren erhéht und dadurch theoretisch auch
groRere Proteine untersucht werden kénnen. Bei groRen Proteinen treten zwei Probleme auf:
Zum einen rotieren diese Molekile langsamer, was eine Linienverbreiterung der Signale zur
Folge hat. Zum anderen kommt es durch die Zunahme der Protonenanzahl zu einer
Signaliiberlappung. Durch die segmentelle Isotopenmarkierung kann das zuletzt genannte
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Problem umgangen werden, da sie eine genaue Zuordnung der Signale erlaubt. Eine
Maglichkeit, die Anwendung in das SPLICEFINDER-System zu integrieren, wére die
Generierung einer zusétzlichen komplementaren Inteinkassette (Inteinkassette 11) (Abbildung
51 A). Diese Inteinkassette misste ein neues oder ein zu der zuerst benutzten trans-
Inteinkassette (Inteinkassette 1) orthogonales Intein besitzen, so dass eine zielgerichtete
selektive Drei-Fragment-PTS-Reaktion mdglich ist (Abbildung 51 B). Der Integrations-
prozess der zweiten trans-Inteinkassette ware identisch zu dem der ersten und wirde
entweder durch RF-PCR oder mittels homologer Rekombination ablaufen. Im Falle einer
homologen Rekombination misste aber bei der Selektion ein anderer Auxotrophiemarker
verwendet werden. AulRerdem ist die Auswahl des Promotor/Operator-Paares der zweiten
Inteinkassette (Inteinkassette 11) von Bedeutung. Das Paar muss komplementér zu dem bereits
vorhandenen Paar gewé&hlt werden und sollte eine selektive Induktion gewahrleisten. Zu
diesem Zweck konnte zum Beispiel das Promotor/Operator-Paar fir die Tetrazyklinresistenz
verwendet werden [212, 227]. In diesem Fall ware allerdings eine Adaption des
Helferplasmids oder des verwendeten E. coli-Stammes notwendig, um die selektive Induktion
der Expression durch die Synthese des Tetrazyklin-Repressorproteins sicherzustellen. In dem
finalen Doppelintegrationsprodukt (Integrationsprodukt 11) wéren alle entstehenden
Fusionsgene selektiv induzierbar und eine gerichtete Markierung einzelner Regionen des
Zielproteins  konnte stattfinden. Eine Alternative fir die Verwendung von drei
unterschiedlichen Promotoren wdére die Erzeugung einer Integrationskassette mit pT7/lac
Promotor/Operator-Paar in Kombination mit einem auf pT7/lac- und pBAD/ara-basierenden
Expressionsvektor fir das Zielgen. Dadurch wére zwar keine selektive Expression aller
entstanden Fusionsgensegmente maglich, aber sowohl die selektive Expression eines
einzelnen Fusionsgens als auch die gleichzeitige Synthese der beiden restlichen
Proteinsegmente. Somit wére die Mdglichkeit gegeben jedes Fragment selektiv zu markieren,

allerdings ware der Nachteil die Herstellung mehrerer Integrationsplasmide.
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Abbildung 51. Erweiterung des SPLICEFINDER-Ansatzes

A) Schematische Darstellung einer neu entwickelten trans-Inteinkassette (I1). Diese Kassette
besitzt ein indizierbares Operator/Promotor-Paar und ein orthogonales Intein. B) Doppel-
Integrationsschema  von zwei  komplementdren Inteinkassetten, die im finalen
Integrationsprodukt (I1) das gezielte und selektive Drei-Fragment-ProteinspleiRen ermdglichen.

5.7 CobA als Zielprotein von SPLICEFINDER

Das erste komplexe Anwendungsbeispiel fir das SPLICEFINDER-System war die
Uroporphyrinogen-111-Methyltransferase CobA aus P. freudenreichi (siehe Kapitel 4.2.3).
Dieses Protein konnte schon in friiheren Arbeiten aufgrund der enzymatischen Bildung von
fluoreszenten Molekilen als Transkriptions-Reporter und Biosensor in E. coli, S. cerevisiae
und Saugerzellen verwendet werden [201, 202]. Nach Integration der auf dem Npu DnaE-
Intein basierenden trans-Inteinkassette in cobA war es mdoglich, die Bildung des
Spleilproduktes durch die selektive Synthese der Proteinhalften zu kontrollieren. Die
Identifikation der optimalen Bedingungen fir die CobA-Aktivitdt war mit groflerem
experimentellen Aufwand verbunden, aber nach 48 Stunden Inkubationsdauer bei 20 °C war
eine Korrelation zwischen CobA-Synthese und CobA-Aktivitat feststellbar. Insgesamt war die
katalytische Aktivitdt von CobA in den hier durchgefuhrten Experimenten jedoch geringer als

in der Literatur beschrieben. Wildt et al. konnten in E. coli schon nach vier Stunden
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Fluoreszenz nachweisen [201]. Ferner ist die VVoraussetzung einer abgesenkten Expressions-
temperatur fir CobA-Aktivitat zuvor noch nicht beschrieben worden [177, 201, 202]. Einer
der Grlinde, die zu einer Reduktion der Aktivitat fihrten, konnte die Fusion des CobA-
Proteins mit den Tags zur Reinigung gewesen sein. \orangegangene Experimente
verwendeten nur das CobA-Wildtypprotein [201, 202]. Auch der Aktivitatsvergleich
zwischen dem CobA-Wildtypprotein und einem mutierten Protein, das in seiner Sequenz
einem der SpleiBprodukte entsprach, zeigte eine Beeintrdchtigung der Aktivitat aufgrund der
eingefihrten Mutationen um ca. 20%. Der Aktivitatsunterschied zwischen dem
synthetisierten mutierten Protein und dem durch die in-vivo-PTS-Reaktion hergestellten
CobA-Protein war erneut eine um ca. 20 % verminderte Fluoreszenz. Dieser Unterschied
beruht wahrscheinlich auf einer partiellen Unldslichkeit der Inteinhalften, welche die Bildung
von aktiven CobA in der PTS-Reaktion verlangsamt oder reduziert. Aufgrund der Tatsache,
dass keine Spleiimutanten fur beide Integrationspositionen hergestellt wurden, kann keine
Aussage Uber einen moglichen Anteil von PFK an der gebildeten CobA-Aktivitat getroffen
werden. Allerdings liegt der maximal erreichbare Wert fur optimierte PFK-Systeme von
gespaltenen Enzymen wie der B-Lactamase und der Renilla Luciferase bei ca. 10 % der
Aktivitat des Wildtypenzyms [228, 229]. In den hier durchgefiihrten Messungen mit dem
durch PTS hergestellten CobA wurden Werte von 50 % bis 75 % der Wildtypaktivitét
erreicht.

Die Bildung der fluoreszenten Molekiile ist an die CobA-Uberexpression gekoppelt
und spricht damit fur eine Art Schwellenwertreaktion. Bei der beabsichtigten Methylierung
oder Oxidation des Precorrin-2 handelt es sich ndmlich um eine Nebenreaktion von CobA
[177], deren Produkt unter physiologischen Bedingungen in P. freudenreichi weder auftrat
noch eine Funktion zugeordnet werden konnte. So wurde das dreifach methylierte
Trimethylpyrrocorphin im Vergleich zum zweifach methylierten Precorrin-2 erst nach der
dreifachen Expressionsdauer (insgesamt 15 Stunden) nachgewiesen [177]. Dieser Umstand
kdnnte die Varianz in der Anzahl der fluoreszierenden Einzelzellen bei den Experimenten mit
CobA in Zellkultur erkléren, da erst eine kritische Menge von CobA gebildet werden muss,
damit die sekundare Reaktion effizient ablaufen kann.

Ein spezifisches Problem der von CobA hergestellten Molekule Sirohydrochlorin und
Trimethylpyrrocorphin sind ihre inhédrent schlechten fluoreszenten Eigenschaften. In den
Mikroskopieexperimenten zeigte sich neben der erforderlichen sehr hohen Sensitivitat die
stark limitierte Fahigkeit, multiple Bilder derselben Zelle aufzunehmen, da vollstdndiges

Photobleaching der Molekiile nach zwei bis drei Aufnahmen eingetreten war. Diese
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Beobachtung ist zuvor noch nicht beschrieben worden, obwohl CobA synthetisierende

Einzelzellen mikroskopisch untersucht worden sind [201].

5.8 Anwendungs- und Verbesserungsmaglichkeiten von CobA

Der limitierende Faktor fur die Anwendung von CobA in Zellkultur und E. coli ist der
langsame Aufbau der erforderlichen Menge fluoreszenter Molekile. Eine Méglichkeit, CobA
in seinen Eigenschaften fir diese Experimente zu verbessern, wére die Proteinevolution.
Dabei ist der entscheidende Schritt die Selektion, um optimierte CobA-Proteine zu
identifizieren. In diesem Fall lage der Aufbau des Testsystems durch die
Verwendungsmaoglichkeit von CobA als fluoreszenten Biosensor fir intakte Zellen auf der
Hand [202]. Ein Experiment konnte wie folgt aussehen: Durch PCR werden die N- und C-
terminalen Genhélften von cobA mutiert und nach ihrer Expression die CobA-Aktivitat
mittels Durchflusszytometrie (engl. flow cytometry, FCM) charakterisiert (Abbildung 52 A).
Sollte wahrend der Expressionsdauer durch die in-vivo-PTS-Reaktion aktives CobA
rekonstituiert werden, kann dies mittels FCM gemessen und quantifiziert werden. An die so
identifizierten CobA-Mutanten wirde sich eine Charakterisierung durch Sequenzierung der
cobA-Genhalften anschliefen. Nach der Optimierung und Erhéhung der CobA-Aktivitat ware
es sogar moglich, ein zweites Evolutionssystem zu etablieren, mit dem das Npu DnaE-Intein
in seinen Eigenschaften verbessert werden konnte. Der Aufbau waére bei diesem System
grundsatzlich identisch mit dem der Verbesserung des CobA-Proteins. Durch Mutagenese der
Inteingene gefolgt von Selektion auf CobA-Aktivitdt ware es mdglich, aktivitatssteigernde
Mutanten in beiden Inteinhélften zu identifizieren. In Sdugerzellen kdnnten optimierte Npu
DnaE-Inteine mittels kirzerer Inkubationszeit nach der Transfektion identifiziert werden, da
unter diesen Bedingungen Inteine selektiert werden, die die PTS-Reaktion schneller
durchfuhren kénnen. Das entstehende Selektionssystem wirde damit eine Alternative zu dem
von Lockless et al. entwickelten Verfahren zur Inteinevolution darstellen. (siehe Kapitel 5.5)
[32].

Eine weitere Biosensoranwendung von CobA ergibt sich aus der Mdglichkeit, die
inaktiven gespaltenen CobA-Haélften in zwei unterschiedliche zelluldare Kompartimente zu
lokalisieren. So konnte zum Beispiel eine Hélfte an die Plasmamembran oder im Cytosol
lokalisiert sein und die andere spezifisch in den Nucleus transportiert werden (Abbildung 52
B). Falls nun ein Ereignis eintritt, bei dem die Kernmembran auflost wird, wie Apoptose oder
Mitose, konnen die beiden Halften im Cytoplasma assoziieren und die PTS-Reaktion kann

stattfinden. Dadurch wirde aktives CobA produziert und in den Mitochondrien der Zellen
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wirden sich rot fluoreszierende Molekile akkumulieren. In beiden theoretischen
Sensormdglichkeiten kénnten Probleme auftreten, wobei das wahrscheinlichste die zeitliche
Limitierung dieser Prozesse darstellt. Die Zeit spielt deshalb eine essenzielle Rolle, da die
Zellen ausreichend Zeit besitzen mussen, um gentigend fluoreszierende Produkte fur die
mikroskopische Detektion zu generieren. Das Aufldsen der Kernhlle findet erst in den spéten
Phasen der Apoptose statt [230], was nur ein sehr kleines Zeitfenster bis zur Detektion tbrig
liele. Des Weiteren sollten Apoptosesensoren maglichst am Beginn des Prozesses in der Lage
sein diese zu detektieren. Eine weitere Anwendung fur CobA als Sensor flr die Auflésung der
Kernhulle ist wahrend der unterschiedlichen Phasen im Zellzyklus denkbar. Diese
Madglichkeit ware deshalb von Bedeutung, da es eine Vielzahl von Experimenten gibt, die in
einer spezifischen Phase arretierte Zellen verwenden [231, 232]. Mit dem auf CobA
basierenden Biosensor konnten in der Metaphase arretierte Zellen sichtbar gemacht werden,
weil in der Promethaphase die Auflésung der Kernhille erfolgt [233]. Dabei stellt eine
Arretierungsdauer von zehn Stunden und mehr in HeLa-Zellen kein Problem dar [234], um so
der Rekonstitution der CobA-Aktivitat ein groReres Zeitfenster einzurdumen. Ein zusatzlicher
Vorteil von CobA ist die Tatsache, dass es sich um einen nicht-invasiven, fluoreszenten
Biosensor handelt, der die Zellen nicht in ihrer Vitalitat beeintrachtigt. Somit kdnnten die

identifizierten arretierten Zellen in Folgeexperimente weiterverwendet werden.

Abbildung 52. Anwendungsmaoglichkeiten des CobA-Systems

A) Schematische Darstellung des Proteinevolutionsansatzes zur Aktivitatssteigerung von CobA
oder des Npu DnaE-Inteins. Nach anfanglicher in-vitro-Mutagenese werden die Inteinkassetten
in E. coli exprimiert und die Aktivitdt von CobA mittels Durchflusszytometrie (FCM)
untersucht. B) Schematische Darstellung der Verwendung von CobA als Biosensor fur die
Dynamik von subzelluldren Kompartimenten. Bei Apoptose oder Mitose wird die Kernhille
aufgeldst, wodurch das N-terminale CobA-Fusionsprotein freisetzt wird. Nach anschlieRender
PTS-Reaktion bildet sich aktives CobA, das durch Bildung von fluoreszenten Molekdilen die
Mitochondrien rot  fluoreszieren l&sst. (NLS = nucleares Lokalisationssignal)
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Anhang

Tabelle 18: Liste der verwendeten Primer

Primer- | Beschreibung Sequenz (5" nach 3")

name

0JZ055 Hisg RP TATCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGAG

0JZ062 RF deletiert N'Gen pCasDnaB2 mit pAUO8 FP | AATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAA
ATAATTTTG

0JZ063 RF deletiert N'Gen pCasDnaB2 mit pAUO8 RP | TGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTT
AATT

0J2064 RF deletiert C'Gen pCasDnaE1 mit pAUQ7 FP CGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTG

0JZ065 RF deletiert C'Gen pCasDnaE1 mit pAUQO7 RP AAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATG

0JZ069 RF deletiert MCS pRSFDuet mit araC(pBAD) CGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCAGGAGAAA

FP CAGTAGAGAGTTGCG
0JZ070 RF deletiert MCS pRSFDuet mit araC(pBAD) TTCGCAGCAGCGGTTTCTTTACCAGGCCTGCCA
RP CCATACCCACGCCG

0JZ085 Trx FP ATAGAATTCGGCGGAGGCGGAGGAGGATCTG
ATAAAAT

0JZ091 RF deletiert N'Gen pCasDnaE2 mit pAl13 FP ACTTTAATAAGGAGATATACCATGGAAATCGA
AGAAGG

0JZ092 RF deletiert N'Gen pCasDnaE2 mit pAl13 RP GTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTAATAACTA
GTTTCCAGTTTTAG

0JZ093 RF deletiert C'Gen pCasGyrAl mit pDKO01 FP ACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCGAGCA
AAGAAACCTTTAC

0JZ094 RF deletiert C'Gen pCasGyrAl mit pDKO1 RP | AAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATG

0J7098 cobA FP (Saugerzellen) ATAGAATTCACCATGATCAAAATAGCCACACG

0JZ099 cobA RP (Saugerzellen) TATCTCGAGTCAGTGGTCGCTGGGCGCGCGA

0JZ100 N’dnaE RP (Séugerzellen) ATACTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTAA

0J7101 C’dnaE FP (Saugerzellen) ATAGAATTCACCATGATCAAAATAGCCACACG

0JZ2102 RF Npu DnaE-Kassette in cobA159 FP GTTCACCGTCGTGTCGGGGCATGTATCGCCCA
GCGACGAGTACTGTTTAAGCTATGAAACGG

0JZ103 RF Npu DnaE-Kassette in cobA159(CFVP) RP | CCAGCGTGAGCCGGTCCTTGGCGAGTTGGCGC
CATGGCACGAAACAATTAGAAGCTATG

0JZ104 RF Npu DnaE-Kassette in cobA159(CFNK) RP | GGATCACCAGCGTGAGCCGGTCCTTGGCGAGT
TGGCGCCATTTATTGAAACAATTAGAAGCTA

0SEO1 RF Ssp DnaB-Kassette in gpD-Trx (SGGG) RP | AATCATCAGTCAGATGAATAATTTTATCAGAT
CCTCCTCCAGAGTTATGGACAATGATG

0SE02 RF Ssp DnaB-Kassette in gpD-Trx (SIEQ) RP ATCAAAAGAATCATCAGTCAGATGAATAATTT
TATCAGACTGTTCAATAGAGTTATGGAC

0SEO03 RF Ssp DnaB-Kassette in gpD-Trx (GGG) FP TGCCGGAACGGCAATCAGCATCGTTGAATTCG
GCGGAGGCTGCATCAGTGGAGATAGTT

0SE04 RF Ssp DnaB-Kassette in gpD-Trx (ESG) FP GCGTTTGCCGGAACGGCAATCAGCATCGTTGA
ATTCGAAAGCGGATGCATCAGTGGAGAT

0SEQ5 RF Npu DnaE-Kassette in gpD-Trx (GGG) FP TGCCGGAACGGCAATCAGCATCGTTGAATTCG
GCGGAGGCTGTTTAAGCTATGAAACGG

0SE06 RF Npu DnaE-Kassette in gpD-Trx (AEY) FP GACCGCGTTTGCCGGAACGGCAATCAGCATCG
TTGAATTCGCGGAGTACTGTTTAAGCTATGAA
AC

0SEQ7 RF Npu DnaE-Kassette in gpD-Trx (CGGG) RP | AATCATCAGTCAGATGAATAATTTTATCAGAT
CCTCCTCCACAATTAGAAGCTATGAAGC

0SEO08 RF Npu DnaE-Kassette in gpD-Trx (CFNK) RP | ATCAAAAGAATCATCAGTCAGATGAATAATTT
TATCAGATTTATTGAAACAATTAGAAGC

0SEQ9 cobA FP ATAGCTAGCACCACCACACTGTTGCCCGG

0SE10 cobA-Hiss RP TATGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATG
ACTAGTGTGGTCGCTGGGCGCGCGATG

oES11 RF Npu DnaE-Kassette in cobA109 FP CTCGTTCGTCTTCGGGCGTGGCGGCGAGGAAT
GGCAGGCCTGTTTAAGCTATGAAACGG

0SE12 RF Npu DnaE-Kassette in cobA 109(CFN) RP CCGAGGAGACTCCCGGGATCACGCGCACCGGG

ATGCCGGCATTGAAACAATTAGAAGC
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Anhang

Primer- | Beschreibung Sequenz (5" nach 3%)

name

0SE13 RF Npu DnaE-Kassette in cobA 109(CAE) RP AGACTCCCGGGATCACGCGCACCGGGATGCCG
GCCTCGGCACAATTAGAAGCTATGAAGC

0SE14 Fusions-PCR Einbau 110FN Mutation in C'cobA | GCATGCCTGCCATTCCTCGCC

FP
0SE15 Fusions-PCR Einbau 110FN Mutation in N'cobA | TGGCGGCGAGGAATGGCAGGCATGCTTCAACG
RP CCGGCATCCCGGTGCGC

0TS025 tor2-1 FP CAAAGCGTGGCATAACTGGGCACTGG

0TS026 tor2-1 RP CTTCGGAGATAATGGGATTGCTGGATATTGCT
GG

0TS071 pGAL1 FP ATAGAGCTCACGGATTAGAAGCCGCCGAGC

0TS072 pGAL1 RP ATAACTAGTGTTTTTTCTCCTTGACGTTAAAG

0TS073 His;,-TEV FP ATAGGATCCATACCATGGGCCATCATCATC

0TS074 His;o-TEV RP ATAGAATTCCTATCATTGCGAGTACACCAA

0TS075 TEVsite-EGFP FP ATAGAATTCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCCG
GGATCCACCGGTCGCCACC

0TS076 EGFP-HISs RP ATAAAGCTTTTAGTGATGGTGATGGTGATGCT
GCAGCGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC

0TS077 MBP FP ATAACTAGTAGCATATGAAAATCGAAGAAG

0TS091 Integration CPS-Kassette in TEV151 FP TATTCTGGAAGCATTGGATTCAAACCAAGGAT
GGGCAGTGCTTTGCCAAGGGTACCAA

0TS092 Integration CPS-Kassette in TEV151 RP ATGAACCCATCTCTAGTTGATACTAATGGACT
GCCACAATTGTGCACGACAACCTGG

0TS093 Integration CPS-Kassette in TEV130 FP AAACTAAGAGCATGTCTAGCATGGTGTCAGAC
ACTAGTTGCTTTGCCAAGGGTACCAA

0TS094 Integration CPS-Kassette in TEV130 RP ATGCTTCCAGAATATGCCATCAGATGAAGGGA
ATGTGCAATTGTGCACGACAACCTGG

0TS095 Integration CPS-Kassette in TEV118 FP AGGGAAGAGCGCATATGTCTTGTGACAACCAA
CTTCCAAACTGTCGGGTGCTTTGCCAAGGGTA
CCAA

0TS096 Integration CPS-Kassette in TEV118 RP AATGTGCAACTAGTGTCTGACACCATGCTAGA
CATGCTCTTTTCTCCGCAATTGTGCACGACAAC
CTGG

0TS097 TEVsite-EGFP FP ATAGAATTCGCTGATGAGAATCTTTATTTTCAG
GGCGGGGCCACCATGGTGAGCAAGGG

0TS098 EGFP RP ATAAAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCA

0TS121 Integration CPS-Kassette in TEV110(lle) FP AAAGCTGAAATTTAGAGAGCCACAAAGGGAA
GAGCGCATATGCTTTGCCAAGGGTACCAA

0TS122 Integration CPS-Kassette in TEV110 RP TAGACATGCTCTTAGTTTGGAAGTTGGTTGTCA
CAAGACAATTGTGCACGACAACCTGG

0TS123 Integration CPS-Kassette in TEV110(Ala) FP CAAAAGCTGAAATTTAGAGAGCCACAAAGGG
AAGAGCGCGCATGCTTTGCCAAGGGTACCAA

0TS124 Integration CPS-Kassette in TEV206 FP AAATCAGGAGGCGCAGCAGTGGGTTAGTGGTT
GGCGATTAGGTTGCTTTGCCAAGGGTACCAA

0TS125 Integration CPS-Kassette in TEV206 RP TCACCATGAAAACTTTATGGCTCCCCCACAAT
ACTGAGTCGCAATTGTGCACGACAACCTGG

0TS126 Integration CPS-Kassette in TEV135 FP GTCTAGCATGGTGTCAGACACTAGTTGCACAT
TCCCTTCATGCTTTGCCAAGGGTACCAA

0TS127 Integration CPS-Kassette in TEV135 RP CATCCTTGGTTTGAATCCAATGCTTCCAGAATA
TGCCATCGCAATTGTGCACGACAACCTGG

0TS128 Integration CPS-Kassette in TEV97 FP AATTATTCGCATGCCTAAGGATTTCCCACCATT
TCCTCAATGCTTTGCCAAGGGTACCAA

0TS129 Integration CPS-Kassette in TEV97 RP GACATATGCGCTCTTCCCTTTGTGGCTCTCTAA
ATTTCAGGCAATTGTGCACGACAACCTGG

0TS130 Integration CPS-Kassette in TEV16 FP AAGCTTGTTTAAGGGACCACGTGATTACAACC

CGATATCGTGCTTTGCCAAGGGTACCAA
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Anhang

Primer- | Beschreibung Sequenz (5" nach 3%)

name

0TS131 Integration CPS-Kassette in TEV16 RP TTGTGTGCCCATCAGATTCATTCGTCAAATGAC
AAATGGTGCAATTGTGCACGACAACCTGG

0TS140 Deletion FPR1-Gen mit HIS3-Marker FP ATGTCTGAAGTAATTGAAGGTAACGTCAAAAT
TGACAGAACGTACGCTGCAGGTCGAC

0TS141 Deletion FPR1-Gen mit HIS3-Marker RP GTTGACCTTCAACAATTCGACGTCGAAAACCA
AAGTACTGATCGATGAATTCGAGCTCG

0TS152 mCherry FP ATACTCGAGGCCACCATGGTGAGCAAGGGCG

0TS153 TEV-site-mCherry RP ATAGGTACCCCGCCCTGAAAATAAAGATTCTC
ACCTCCACCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

0TS156 RF deletiert N'Gen pTS13 mit pJZ28 FP AATACGACTCACTATAGGGCGAATTGCGAGAT
CTCGATCCCGCGAAAT

0TS157 RF deletiert N'Gen pTS13 mit pJZ28 RP ATCTGGCGCGCCTTAATTAACCCGGATTTCGCG
GGATCGAGATCTCG

0TS158 RF deletiert C'Gen pTS13 mit pAU04 FP TACTAACGCCGCCATCCAGTTTAAACTCAGCC
ATACTTTTCATACTCC

0TS159 RF deletiert C'Gen pTS13 mit pAU04 RP CCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGCGGATA
CATATTTGAATGTAT

0TS160 FRB FP ATAGGATCCACCATGGCTTCTAGAATCCTCTG
GC

0TS161 C'TEV-HA RP ATACTCGAGTTATTAGGCGTAATCTGGGACGT
CGTATGGGTATCCACCTTGCGAGTACACCAAT
TCATTC

0TS162 Hise-GST FP ATAGAATTCACCATGAACACCATTCATCACCA
TC

0TS163 FKBP RP ATACTCGAGTTATTAATAACTAGTTTCCAGTTT
TAG

0TS175 iPCR p425-TDH FP ATAAGATCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAG

0TS176 iPCR p425-TDH RP ATAAAGCTTCAATTCGCCCTATAGTGAGTCG

0TS177 TEV FP ATAGAATTCGGAGGTGGAGGTGGAGAAAGCTT
GTTTAAGGGACCAC

0TS178 TEV RP ATACTCGAGTCATTGCGAGTACACCAATTCAT

0TS182 SDM TEV118 FP CCAACTTCCAAACTGCCTTTGCCAAGGGTAC

0TS183 SDM TEV118 RP GTACCCTTGGCAAAGGCAGTTTGGAAGTTGG

0TS184 SDM TEV206 FP GTTGGCGATTAGGTGCCTTTGCCAAGGGTAC

0TS185 SDM TEV206 RP GTACCCTTGGCAAAGGCACCTAATCGCCAAC

0TS186 Hiss-GST FP ATAGCTAGCTCCATGAACACCATTCATCACC

0TS187 C'TEV-HA RP ATACTCGAGTTATTAGGCGTAATCTGGGACGT
CGTATGGGTATCCACCCACCAATTCATTCATGA
GTTGAG

0TS188 MBP FP ATAAAGCTTAACATGAAAATCGAAGAAGGTAA
ACTG

0TS192 MBP RP ATACCATGGAAATCCTTCCCTCGATCCCGAG

0TS197 PSEN1 FP ATAACTAGTGCCATGGAGTTACCTGCACC

0TS201 GAL4 RP ATAAAGCTTTTACTCTTTTTTTGGGTTTGGTGG

0TS204 PARP1 RP ATAGAATTCATCGCCTTTTCTCTTTCCTTC

0TS205 GAL4 FP ATACCATGGGTAAGCTACTGTCTTCTATCGAAC

0TS208 iPCR pTS203 deletiert sSTMPARPD FP CTCCATGGCACTAGTTCTAGAATCC

0TS209 iPCR pTS203 deletiert STMPARPD RP ATACATATGGCTGATGAGAATCTTTATTTTC

0TS210 PMAL FP ATAACTAGTATGACTGATACATCATCCTCTTCA
TC

0TS211 PMAL RP ATACATATGTCCACCTCCACCTCCGGTTTCCTT
TTCGTGTTGAGTAGAGACTC

0TS221 STE2 FP ATAACTAGTATGTCTGATGCGGCTCCTTCATTG
AG

0TS222 STE2 RP ATACATATGTAAATTATTATTATCTTCAGTCCA

G
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Anhang

FP: Vorwarts-Primer (engl. forward primer), RP: Rickwarts-Primer (engl. reverse primer), SDM: Punktmutagenese (engl.
site-directed mutagenesis), RF: RF-PCR und iPCR: inverse-PCR.
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