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1 Einleitung

1 Einleitung

Die allermeisten Prozesse, die fiir das Uberleben der Zelle und damit eines jeden
Organismus essentiell sind, werden von Proteinen kontrolliert. Proteine geben den
Zellen Struktur, erméglichen Bewegungen, sind beteiligt an Signalwegen, transportieren
Substanzen und verteidigen die Zelle gegen gefdhrliche Eindringlinge - um nur einige
ihrer zahlreichen Funktionen zu nennen (Campbell und Reece, 2002). Enzyme
katalysieren zudem wichtige chemische Reaktionen des Stoffwechsels. Um ihre
katalytische Funktion ausiiben zu konnen, miissen Proteine ihre native Struktur
annehmen. Welche Wege Polypeptide wihrend der Faltung beschreiten und wie diese
durch ihre Aminoséuresequenz beeinflusst werden, ist aber bis jetzt noch nicht

vollstindig verstanden.

Schon in den 1960er Jahren konnte Anfinsen zeigen, dass kleine Proteine nach einer
Denaturierung ihre native Struktur wieder annehmen konnen. Er folgerte daraus, dass
der Schliissel zur Tertidrstruktur eines jeden Proteins in dessen Aminosduresequenz
verborgen liegt (Epstein et al., 1963). Levinthal postulierte kurz darauf, dass es dabei
gerichtete Faltungswege geben muss, denn die Kombinationsmdglichkeiten
intramolekularer Kontakte innerhalb eines Proteins sind zu zahlreich, als dass eine
zufillige Suche nach der energetisch giinstigsten Struktur in realistischen Zeitspannen
ablaufen konnte (Levinthal, 1969).

Heute nimmt man an, dass, ausgehend von einem Ensemble nicht gefalteter Zustdnde
der Primérstruktur eines Proteins und getrieben durch die Minimierung der freien
Energie des Systems, mehrere parallele Faltungswege moglich sind, die
Htrichterformig™ zusammenlaufen und in der thermodynamisch giinstigsten Form - der
nativen Struktur - des Proteins enden (Energie-Landschaftstheorie) (Dobson, 2003,
Hartl und Hayer-Hartl, 2009). Auf dem Weg dorthin durchlduft die Sequenz
verschiedene lokale Energieminima in Form von partiell gefalteten Intermediaten und
iberwindet Energiebarrieren, die die intermedidren Zustinde voneinander trennen.
Faltungsintermediate konnen allerdings auch Vorstufen von nicht korrekt gefalteten

Formen und Aggregaten sein.



Faltung von Multidoméanen-Proteinen

Eine etwas andere Sichtweise auf das Faltungsproblem ist das foldon-Konzept (Bai und
Englander, 1996, Englander und Mayne, 2014), welches davon ausgeht, dass die
Faltung und Entfaltung von Proteinen in Schritten erfolgt, wobei die Sequenz eine feste
Anzahl definierter Intermediate (sogenannte kooperative foldon Einheiten, bestehend
aus nur wenigen Residuen) durchléuft. Die Bildung des ersten foldons erfolgt nicht
gerichtet und wird moglicherweise durch erste intramolekulare Interaktionen nach dem
hydrophoben Kollaps ausgeldst. Die Anwesenheit eines foldons Kkatalysiert und
stabilisiert wiederum die Bildung des néchsten foldons, mit dem es auch im nativen

Zustand noch interagiert.

Auf struktureller Ebene geht man davon aus, dass Proteine mit hohen helikalen Anteilen
mit einem hierarchischen Mechanismus falten, wobei die Bildung der
Sekundarstrukturen der Bildung des hydrophoben Kerns vorausgeht. In Proteinen mit
geringeren helikalen Anteilen werden Sekundér- und Tertidrstrukturen mehr oder

weniger gleichzeitig ausgebildet (Han et al., 2007).

Faltung von Multidoméinen-Proteinen

Genomanalysen haben gezeigt, dass etwa 40-65 % der prokaryotischen und 65- 80% der
eukaryotischen Proteome durch Proteine reprisentiert werden, die aus mehreren
Dominen aufgebaut sind (Batey et al., 2008). Doménen sind strukturelle, funktionelle
Einheiten, die sich im Laufe der Evolution etabliert haben (Han et al., 2007). Es existiert
aber nur eine limitierte Anzahl von Doméinen-Familien, die, auf verschiedene Weise
kombiniert, eine groBe Anzahl unterschiedlicher Multidoménen-Proteine ergeben
konnen. Allerdings hat sich gezeigt, dass auch die Kombinationsmoglichkeiten in der
Realitdit  begrenzt sind. In  Multidoménen-Proteinen  tragen  individuelle
Domainenfunktionen zum katalytischen Potential des gesamten Proteins bei und es
lassen sich verschiedene biokatalytische Prozesse in einem Enzym vereinen. Doménen
konnen meist isoliert exprimiert werden und sind dann trotzdem in der Lage nativ zu
falten, sie stellen also oft eigenstindige Faltungseinheiten dar. Im Kontext der full-
length Sequenz beeinflussen Doménen-Interaktionen den Faltungsprozess (Han et al.,
2007). Oft spezifizieren groBe, dicht gepackte, hydrophobe Uberlappungen die

Orientierung der Doménen zueinander und stabilisieren das Protein. Die Faltung und
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Stabilitdit von Multi-Doménen-Proteinen ist folglich ein Zusammenspiel aus

Aminosédureabfolge, Topologie und Seitenketteninteraktionen (Han et al., 2007).

Komplexe Proteine (insbesondere solche, die sich wiederholende Doménen, tandem
domains, beinhalten) tragen ein sehr hohes Risiko fehlerhafter Faltung und
Aggregation. Hohe Konzentrationen nicht oder partiell gefalteter Proteine in der Zelle
16sen fehlerhafte Faltung und in Folge die Bildung von Aggregaten aus und konnen in
hoheren Organismen zu verschiedenen Krankheitsbildern fithren. Das passiert aber
erstaunlich selten. Welche Prozesse schiitzen also (partiell) entfaltete Proteine vor

Fehlfaltung und Aggregation?

In der Zelle gibt es mindestens zwei Szenarios der Proteinfaltung. Zunichst werden
Dominen co-translational, d.h., wiahrend der Synthese am Ribosom, gefaltet. Dabei
wird das entstehende Protein dadurch vor Aggregation geschiitzt, dass die Faltung
schneller als die Aggregation ablduft. Aulerdem werden noch nicht gefaltete oder
partiell gefaltete Bereiche (die besonders stark zur Aggregation neigen) durch
Chaperone geschiitzt. Durch die sequenzielle Synthese, Domine fiir Doméne, wird
weiterhin verhindert, dass nicht gefaltete Peptide in hohen Konzentrationen im Cytosol

der Zelle akkumulieren (Han et al., 2007).

AuBlerdem werden Doménen innerhalb ihrer Lebenszeit in der Zelle nach spontaner
(thermischer) Entfaltung riickgefaltet (Han et al., 2007). Die Lebenszeiten der meisten
Proteine (Tage bis Wochen) ist deutlich langer als ihre Entfaltungs-Halbwertszeiten
(typischerweise Sekunden bis wenige Minuten), sodass Doméanen-Ent- und Riickfaltung
mehrmals stattfinden konnen. Fiir den Fall, dass eine intakte Doméne die Faltung
weiterer Doménen katalysiert, reduziert das die Lebenszeit des entfalteten Zustands.
Zusitzlich schiitzen auch hier Chaperone die entfalteten Bereiche. Ebenso eine tragende
Rolle spielen stabilisierende Domiéneninteraktionen und die Art der Verbindung
zwischen den Dominen (oft lange Helices), die die Entfaltung erschweren und die
Riickfaltung beschleunigen konnen. Zusétzlich werden diesbeziiglich verschiedene
gatekeeper Aminosduren diskutiert. Das sind vor allem geladene Aminosduren,
konservierte Proline und Glycine aber auch Cysteine, die Disulfidbriicken innerhalb des
Proteins bilden konnen und so eine stabilisierende Wirkung haben (Richardson und

Richardson, 2002, Steward et al., 2002, Parrini et al., 2005, Han et al., 2007).



Struktur und Funktion der yPGK

Struktur und Funktion der yPGK

Die Phosphoglyceratkinase (PGK) ist, neben der Pyruvatkinase, eines von zwei
Enzymen, die direkt in die ATP-Synthese wéhrend der Glykolyse involviert sind. PGK
katalysiert den reversiblen Phosphattransfer von 1,3-Bisphosphoglycerat auf MgADP,
wobei MgATP und 3-Phosphoglycerat gebildet werden (Reaktion 1). Die katalytische

Aktivitdt der PGK wird durch geringe Konzentrationen von Anionen reguliert.

Mg?2*

1,3-Bisphosphoglycerat + ADP 3-Phosphoglycerat + ATP

Reaktion 1

In der Hefe Saccharomyces cereviseae wird die PGK (yPGK) von einem 1251 bp
groBBen Gen (1 Exon, Chromosom III) codiert. Das Enzym besteht aus 416 Aminoséduren
und hat ein Molekulargewicht von ca. 45 kDa. Es ist ein 16sliches Protein und liegt als
Monomer im Cytoplasma der Zelle, dem Ort der Glykolyse, vor.
Rontgenstrukturanalysen haben gezeigt, dass die Sekundér- und Tertidrstruktur der
PGK in allen untersuchten Spezies (Bakterien, Siugetiere, Mensch und Pflanzen) hoch
konserviert ist (Banks et al., 1979). PGK besteht aus zwei globuldren Doménen
ahnlicher GroBe (Abbildung 1.1). Eine verbindende Helix fungiert als Scharnier
(hinge)-Region (Watson et al., 1982).

N-Domane

Abbildung 1.1 Struktur der Phosphoglyceratkinase (PGK).
PGK besteht aus zwei globuldren Doménen, die durch eine Scharnierhelix miteinander
verbunden sind. Jede Doméne hat einen Kern aus B-Faltbldttern (gelb), die von a-Helices
(rot) umgeben sind. Die a-Helices sind durch groBtenteils unstrukturierte Bereiche (loops,
griin) mit den B-Faltblattern im Kern der Doménen verbunden.
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Jede Doméne hat einen Kern (f5-sheet) aus sechs parallelen f3-strands (gelb), der von je
vier grofen Helices (zwei Helices an jeder Seite, rot) umgeben ist. Die Helices sind
wiederum durch f3-furns und unstrukturierte Bereiche (loops, griin) mit den f-strands
verbunden. Die C-Domine enthdlt auBerdem ein Paar antiparalleler f-strands
C-terminal der parallelen f-strands, die in 10sungsmittelexponierten /oops enden. Die
zwoOlf C-terminalen Aminosduren falten zuriick und komplettieren die N-Domine

(McPhillips et al., 1996).

Beide Doménen der PGK sind in die Bindung der Substrate involviert (Abbildung 1.2).
Die Nukleotid-Substrate (ADP/ATP) binden in einer hydrophoben Tasche an der
Peripherie der C-Doméne (Residuen 210-220, 235-239, 253-254, 310-311, 334-341,
370-373 und 393-397, hellblau). 1,3-Bisphosphoglycerat bzw. 3-Phosphoglycerat bindet
hingegen an einen basischen Bereich (basic patch) der N-Domine (Residuen 21 25,
62-67, 121, 162-171, hellrot). Dieser Bereich enthdlt eine Reihe von basischen
Argininen (R21, R38, R65, R121, R168) und Histidinen (H62, H167, H170) sowie
polare bzw. geladene Aminoséuren: Asparagine (N25, N67), Glutamin (Q65), Threonin
(T165) und Aspartat (D23). Der basische Bereich der N-Domine dient neben der
Bindung von (Bis-) Phosphoglycerat wahrscheinlich hauptséchlich als regulatorische
Einheit des Enzyms (McPhillips et al., 1996).

Abbildung 1.2: Oberflichenreprisentation der PGK mit gebundenen Substraten.

Die N-Doméne (rot) bildet einen Bereich aus basischen und polaren Aminosduren (hellrot) als
Bindestelle fiir 1,3-Bisphosphoglycerat/3-Phosphoglycerat (cyan) und regulatorische Einheit des
Enzyms. Die Nukleotid-Substrate MgADP bzw. MgATP (orange) binden in einer hydrophoben
Tasche (hellblau) der C-Doméne (blau). Die hinge-Region ist griin dargestellt.
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PGK als Modell fiir die Entfaltung und Faltung von Multi-
Domiinen-Proteinen

Die PGK aus Saccharomyces cereviseae hat sich als Modell flir spektroskopische
Entfaltungs- und Faltungsstudien bewéhrt. Sie ist mit hohen Ausbeuten in einfachen
Organismen, wie der Hefe selbst oder E. coli zu exprimieren und sie ist im nativen
Zustand sehr stabil in verschiedenen Pufferbedingungen und gegeniiber der Degradation
durch Proteasen (Young et al., 2007). So kdnnen mit relativ wenig Aufwand sehr
homogene Proben hergestellt werden. Durch ihren Aufbau aus zwei Doménen ist sie
strukturell ausreichend komplex, um z.B. Doméneninteraktionen und —bewegungen

wihrend der (Ent-) Faltung zu untersuchen.

Aus Ensemble-Studien mit CD-Spektroskopie und Tryptophan-Fluoreszenz in Losung,
sowohl an den isolierten Doménen als auch im Kontext des Gesamtproteins, ergibt sich

bisher folgendes Bild iiber die Entfaltung und Faltung der yPGK:

Entfaltung

Die Auflosung der Tertidr- und Sekundérstrukturen der Doménen ist ein fortlaufender
Prozess, wie Studien an Tryptophan-Mutanten der N- und C-Doméne sowie der hinge-
Region gezeigt haben (Beechem et al., 1995, Sherman et al., 1995). Zunichst entfaltet
der C-Terminus. Danach 16sen sich die Tertidr-Strukturen der C-Domiéne auf. Es konnte
auBerdem ein kinetisches Intermediat der N-Doméne gezeigt werden, das aus der
entfalteten C-Doméne und der zwar strukturell verdnderten, aber kompakten N-Domine
besteht (Beechem et al, 1995). FEin solches (hyperfluoreszierendes)
Entfaltungsintermediat wurde auch in entsprechenden Gleichgewichts-Studien bei
mittleren Konzentrationen des Denaturierungsmittels GndHCI (~0,5 M) nachgewiesen
(Sherman et al., 1995). Zuletzt wird die N-Doméne entfaltet. Die Entfaltung der N-
Doméne unter Gleichgewichtsbedingungen ist erst bei deutlich hoheren GndHCI-
Konzentrationen (~0,9 M) abgeschlossen (Sherman et al., 1995).
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Faltung

Stopped-flow Faltungsstudien mit Tryptophan-Fluoreszenz geben Hinweise darauf, dass
Interaktionen zwischen Residuen f{iber relativ groBle Distanzen (beziiglich der
Aminosédureabfolge) die Faltung beider Dominen in unterschiedlicher Weise
beeinflussen (Osvath et al.,, 2005). Im Kontext der gesamten Aminosdure-Sequenz
erreicht die C-Doméne ihre native Struktur schneller als die N-Doméne. Studien an den
isolierten Doménen ergaben allerdings, dass die N-Domiéne schneller gefaltet wird als
die individuelle C-Doméine. Die Anwesenheit der N-Domédne verdndert offenbar die
Faltungsgeschwindigkeit der C-Doméne, nicht aber den Faltungsweg. Die Anwesenheit
der C-Doméne wirkt sich hingegen auf den Faltungsweg der N-Domine aus, vor allem
im Hinblick auf deren frilhen Kollaps (im Sub-Millisekunden-Bereich), wobei ein
transientes Faltungsintermediat nachgewiesen werden konnte. Eine frithere Equilibrium-
Faltungsstudie an fluoreszenzmarkierten Cysteinmutanten berichtet ebenfalls von einem
Faltungsintermediat der N-Domaéne bei kritischen Konzentrationen des GndHCI. Dieses
Intermediat konnte auch in entsprechenden Faltungsexperimenten der isolierten
N-Doméne gezeigt werden (Yon et al., 1990). Im nativen Zustand schlieBlich
iiberlappen die Domiénen in einem relativ kleinen Bereich dadurch, dass sich die C-
terminale Helix zur N-Doméne und hinge-Region zuriickfaltet. Erst dadurch kann die
N-Doméne (Bis-) Phosphoglycerat binden und das Enzym wird katalytisch aktiv. Die
isolierte C-Domaéne hingegen bindet ADP/ATP (Osvath et al., 2005).

Sowohl Entfaltungs- als auch Faltungsstudien berichten {iber einen intermedidren
Zustand der yPGK, wobei die N-Doméne kompakt, die C-Doméne entfaltet vorliegt.
Insgesamt deuten die Ergebnisse nicht darauf hin, dass der Faltungs- und

Entfaltungsweg der yPGK grundsétzlich unterschiedlich verlauft.

Zirkulardichroismus (CD)- Studien geben Auskunft iiber globale Verdnderungen des
Gehalts an Sekundirstruktur-Elementen von Proteinen. Sie sind aber blind gegeniiber
lokalen Ereignissen und Verdnderungen der Tertidrstruktur. Im Gegensatz dazu liefern
Tryptophan-Fluoreszenz-Messungen sehr lokale Informationen, denn sie detektieren
Verdnderungen der Umgebung der Tryptophane, die die Fluoreszenz-Intensitdten
entsprechend beeinflussen. Mit FORSTER-Resonanz-Energietransfer (FRET) werden

Abstandsénderungen zwischen zwei Fluorophoren an definierten Referenzpunkten in
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der Struktur detektiert. So konnen ebenfalls lokale Strukturverdnderungen beobachtet
werden. Durch Kombination verschiedener Referenzpunkte kann dann ein detaillierteres

Bild der (Ent-) Faltung generiert werden.

In einer Ensemble-Studie mit FRET wurden Abstandséinderungen zwischen den
Dominen wihrend der Entfaltung mit GndHCI (~ 0-1,2 M) beobachtet (Lillo et al.,
1997). Die Ergebnisse der Kinetiken wurden dahingehend interpretiert, dass sich in
einem ersten Schritt der Entfaltung die beiden Dominen ca. 15 A voneinander
wegbewegen und die C-Doméne mit einem Winkel von ~90° um die hinge-Helix
gedreht wird. Als Rotationsursprung kommen die Residuen an den Positionen 194 bis
197 in Frage, die bereits in Kristallographie-Studien als Scharnier der Doméinen-
bewegung bei der Substratbindung identifiziert wurden (Bernstein et al., 1997). Die

C-Doméne selbst bleibt in diesem ersten Entfaltungsschritt intakt.

Ensemble-Methoden haben allerdings den Nachteil, dass iiber alle in der Probe
vorhandenen Spezies und Zustidnde gemittelt wird. Verschiedene Populationen, wie z.B.
Faltungsintermediate, kdnnen mit Einzelmolekiiltechniken hingegen haufig identifiziert
werden. Darum wurde das in der o.g. Ensemble-Studie verwendete System zum Teil
wieder aufgegriffen und weiterentwickelt, um tiefere Einblicke in lokale Prozesse

wihrend der Faltung der yPGK zu gewinnen.

Ziel der Arbeit ist es, ein System aus Inter- und Intradoménen-Varianten der yPGK fiir
Einzelmolekiil-FRET-Messungen zu etablieren. Dieses System ermoglicht es,
Abstandsénderungen zwischen den Doménen, aber auch innerhalb der individuellen
Doménen wihrend der Entfaltung der PGK zu untersuchen. Die notwendige
Markierung des Proteins mit fluoreszierenden Farbstoffen erfolgt hier liber spezifisch
eingefiihrte Cysteine. Die entsprechenden yPGK-Varianten werden beziiglich ihrer
Reinheit, Struktur und Funktionalitit eingehend charakterisiert, um ihre Eignung und

eine ausreichende Probenqualitit fiir die Entfaltungsexperimente sicherzustellen.
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2 Material

Geriite

Abbe Refraktometer
o AR3/AR4 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Deutschland)
Absoprtionsspektrometer

o UV-2401 PC (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan)

o NANODROP 2000c spectrophotometer (Thermo Fisher Sientific Inc., Waltham,
MA, USA)

o PRIM Vis Spektralphotometer (SI Analytics GmbH, Mainz, Deutschland)

Autoklav (Fedegari GmbH & Co KG, Miinchen, Deutschland)
CD-Spektrometer
o J-1100 CD Spectrometer (JASCO Corp., Tokio, Japan)
DLS-Gerét
o PROTEIN SOLUTIONS (DynaPro, PROTERION Corp., High Wycombe, UK)
Elektrophorese-Kammern

o Compact XS/S (Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland)
o Mini PROTEAN® Tetra System (Biorad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
o XCell SureLock™ Mini-Cell (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA)

Fluoreszenzmikroskop

o Microtime 200 (PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland)
= Mikroskop: Olympus IX-81 (Olympus Deutschland, Hamburg, Deutschland)
=  Wasserimmersionsobjektiv:

UplanSApo, 60%, NA 1.2 (Olympus Deutschland, Hamburg, Deutschland)
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= Laser bei 485 nm und 633 nm:

LDH-D-C 485 und LDH-D-C 640 (PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland)
= TCSPC-Modul: HydraHarp 400 (PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland)
= Zwei Avalanche Photodioden fiir jeden Kanal:

blau: T-SPAD (PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland)

rot: SPCM-CD3077-H und SPCM-AQR-14 (Perkin-Elmer Inc.,

Waltham, MA, USA)
= Hauptdichroit (major dichroic):

XF2401 (Omega Optical Inc., Brattleboro, VT, USA)
= Zweiter Dichroit (minor dichroic):

T600Ipxr (Chroma Technology Corp., Bellows Falls, VT, USA)
= 50/50 Strahlteilerwiirfel (Olympus Deutschland, Hamburg, Germany)
= Emissionsfilter:

blau: 530/55 Bandpassfilter (Semrock Inc., Rochester, NY, USA)

rot: 635 Langpassfilter (Semrock Inc., Rochester, NY, USA)

Fluoreszenzspektrometer

o Spectrofluorophotometer QM-7 (Photon Technology International, Birmingham,

NJ, USA)
FPLC-System
o AKTAexplorer 10 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK)
Geldokumentationssystem

o ChemiDoc™ MP Imaging System (Biorad Laboratories Inc.,

Hercules, CA, USA)
Inkubator
o Multitron Standard (Infors AG, Bottmingen, Schweiz)
Lyophille

o Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode, Deutschland)
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pH-Meter

o S20-SevenEasy ™ mit InLab® Mikroelektrode
(Mettler Toledo International Inc., Columbus, OH, USA)

Pipetten

o PIPETMAN classic: P1000, P200, P100, P20 und P10 (Gilson Inc.,
Middleton, WI, USA)

Plasmacleaner

o Zepto plasma cleaner (Plasma Surface Technology, Diener Electronic GmbH,

Ebhausen, Deutschland)
Spannungsgeréte

o Power Pack P25 (Biometra, Gottingen, Deutschland)
o Power Pac HC (Biorad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
o EPS 3500 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK)

Sterilbank

o UNIFLOW UVUB (Uniequip Laborgeritebau- und Vertriebs GmbH,
Planegg, Deutschland)

PCR Thermocycler

o FlexCycler? (Analytik Jena AG, Jena, Deutschland)
Westernblot Kammer

o semi-dry blotter V20DB (Scie-Plas Ltd., Cambridge, UK)
Zellaufschlussgerit (Constant Systems Ltd., Daventry, UK)
Zentrifugen

o Optima XPN-80 ultracentrifuge / Rotor: Ti 70
mit Zentrifugenréhrchen aus Polycarbonat (26,3 ml)

(Beckmann Coulter Inc., Brea, CA, USA)
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o Avanti™ J-20 XP centrifuge / Rotor: JLA-8.1
mit Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen (1000 ml)
(Beckmann Coulter Inc., Brea, CA, USA)

Verbrauchsmaterialien

Chromatographiesdulen und Séulenmaterial

o Sephadex G25 (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

o NiNTA-Agarose (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

o Sdulenkdrper (verschiedene Maf3e, Biorad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA)

o HiTrap™ Benzamidine FF, 2x 1ml (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK)

o HighLoad™ Superdex 200 (16/60), priparativ (prep grade) (GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, UK)

o MonoQ™ (5/50 GL) (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK)

Deckglédschen

o Prézisionsdeckgliser No. 1.5H (Paul Marienfeld GmbH&Co.KG,
Lauda-Koénigshofen, Deutschland)

Eppendorfgefilie

o EPPENDORF TUBES® Protein LoBind Tube, 1,5 ml (Safe-Lock Tubes),
PCR clean (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Konzentratoren

o Amicon® Ultra 4 / 15 Ultracel® 10K Zentrifugen-Filtereinheiten, MWCO 10kDa
(Merck Millipore Ldt., Tullagreen, Irland)

Native Polyacrylamid-Gele

o NativePAGE™ Novex™ 4-16% Bis-Tris Proteingele
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
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Pipettenspitzen

o Low Binding SafeSeal-Tips Professional Filterspitzen 10ul, 100ul, 1000pl,
sterlil, DNA-, DNase-, RNase- und Pyrogenfrei
(Biozym Scientific GmbH, Hessisch-Oldendorf, Deutschland)

PVDF-Membran

o Roti"-PVDF, PorengroBe: 0,45um (Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland)

Quarzkiivetten

o Absorptionsspektroskopie: Prazisionskiivette, QS, d = 10 x 4 mm, V = 1400 pl
(Hellma GmbH, Miillheim, Deutschland)

o CD-Spektroskopie: High Precision Cell, QS, d = 1 mm (Hellma GmbH,
Miillheim, Deutschland)

o DLS: Prézisionskiivetten, QS, d = 10 x 3 mm (Hellma GmbH, Miillheim,
Deutschland)

Sterilfilter

o Acrodisc® Spritzenvorsatzfilter (@ 32 mm) mit Supor® Membran, Porengrof3en:
0,2um und 0,45um (PALL Corp., Port Washington, New York)

o Steritop™ Express'” PLUS, PorengroBe: 0,22um (Merck Millipore Ldt.,
Tullagreen, Irland)

o Whatman™ Spritzenvorsatzfilter (@ 13 mm) mit Nylon Filtermedium,
Porengrofle: 0,1um (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK)

Kits

o Klonierungen:

= Zero Blunt® PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

o Plasmid-Minipréparationen:
= QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

o Gelextraktionen:

= QIAEX® II Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
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Chemikalien

Chemikalien von Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA

Adenosin-5°-diphosphat Natriumsalz (ADP)
6-Aminocapronsiure
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

L-Arabinose
Bis-(2-hydroxyethyl)-Amino-Tris-(hydroxymethyl)-Methan (Bis-Tris)
Borséure

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Dimethylsulfoxid (DMSO), wasserfrei
Dithiothreitol (DTT)

Essigsdure (99 %)
Glyceraldehyd-3-Phosphat (GAP)
-Mercaptoethanol
3-Nikotinamiddinukleotid (3-NAD)
Nickelsulfat

3-Phosphoglycerat (3-PG)

Schwefelsdure (95-98 %)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsdure (TCA)

Tricin

Tris (2-carboxyethyl) phosphinhydrochlorid (TCEP)
Wasserstoffperoxid (30 %)

Chemikalien von AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Agar
Coomassie Brilliant Blue G 250
Guanidiniumhydrochlorid (GndHCI)
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Hefeextrakt

Imidazol

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

3-(N-morpholino) propansulfonsidure (MOPS)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumdodecysulfat (SDS)
Ortho-Phosphosdure (85 %)

Tris (hydroxymethyl) aminomethan (TRIS)
Trypton

Urea

Chemikalien von Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid/Bisacrylamid: Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Roti®-Block (10x Konzentrat)

Ethanol (96 % vergillt)

Ethanol (fiir HPLC, 99,9%)

Glycerin

Salzséure (32 %)

Tween 20

Chemikalien von Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Uvasol Aceton (fiir Spektroskopie, 99,9 %)
Uvasol Ethanol, flir Spektroskopie, 99,9 %)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

Sonstige Chemikalien

Agarose: SeaKem® LE Agarose (Lonza Group AG, Basel, Schweiz)
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Coomassie Brilliant Blue R (SERVA Electrophoresis GmbH,

Heidelberg, Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (MP Biomedicals LLC,

Santa Ana, CA, USA)

Gelred (Biotium Inc., Hayward, CA, USA)

Glycin (MP Biomedicals LLC, Santa Ana, CA, USA)

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) (VWR International LLC,
Radnor, PA, USA)

Methanol (fiir HPLC) (VWR International LLC, Radnor, PA, USA)

Stickstoff (Linde AG, Miinchen, Deutschland)

Fluoreszenzfarbstoffe

Alexa Fluor® 488 C5 Maleimid (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Alexa Fluor® 647 C2 Maleimid (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Niahrmedien
DYT:

16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl ad 1 L dH,O

SOB/SOC:

20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,6 g NaCl, 0,2 g KCI, 1 M MgCl,, 1 M MgSO;4
ad 1 L dH,O, pH 6,8 - 7,0

Puffer und Losungen

Puffer und andere wissrige Losungen wurden mit MilliQ-Wasser angesetzt.
Agarosegelelektrophorese

o TAE:
40 mM Tris/AcOH, pH 8; 1| mM EDTA
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Herstellung transformationskompetenter Zellen

o RFI1:

30 mM Kac/Essigsdure, pH 5,8; 100 mM RbCl, 80 mM MnCl,,15 mM CacCl,,
15 % (w/v) Glycerin

RF2:

10 mM MOPS/NaOH, pH 6,8; 10 mM RbCl, 75 mM CacCl, Dihydrat,

15 % (w/v) Glycerin

RF1 und RF2 wurden steril filtriert.

yPGK-Isolierung und ~Reinigung

o

Aufschlusspuffer:

30 mM MOPS, pH 7,5; 500 mM NaCl, 2 mM DTT
Waschpuffer I:

Aufschlusspuffer + 2,5 mM Imidazol

Waschpuffer II:

Aufschlusspuffer + 5 mM Imidazol

Elutionspuffer:

Aufschlusspuffer + 250 mM Imidazol

Lagerpuffer:

30 mM MOPS, pH 7,5; 50 mM NaCl, 2 mM EDTA

SDS PAGE

(o]

5x Probenpuffer:

60 mM Tris/HCI, pH 6,8

8 M Urea,

14,4 mM B-Mercaptoethanol
2 % (w/v) SDS

25 % (w/v) Glycerin

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
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(0]

Coomassie Blue Silver
0,12 % Coomassie G250

10% Ammoniumsulfat

10% Phosphorséure
20% Methanol
Blue Native PAGE:
o 2x Probenpuffer:

18

1 M 6-Aminocapronsiure

100 mM BisTris-HCI, pH 7,0

100 mM NaCl

20 % (w/v) Glycerin

0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G250

10x Kathodenpuffer:
500 mM Tricin, 150 mM BisTris

10x Anodenpuffer:
500 mM BisTris-HCI, pH 7,0

Fixierldsung:

20 % (w/v) Trichloressigsédure

Stammldsung 1:

0,2 % Coomassie Brillant Blue R250 (Serva Blau R) in 90 % (v/v) Ethanol

Stammlosung 2:

20 % (v/v) Essigséure

Férbelosung:

Stammldsung 1 und 2 im Mischungsverhéltnis 1:1
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o Entfarbeldsung:

20 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Essigsdure,
1 % (w/v) Glycerin

Westernblot: HRP-Detektion

o Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (enhanced

chemiluminescence)

(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK)

Markierung der yPGK mit Fluoreszenzfarbstoffen

o

yPGK Labelling Puffer:
50 mM MOPS, pH 7,5; 500 mM NaCl

AEKTA Puffer I:
10 mM MOPS, pH 7,5

AEKTA Puffer II:
10 mM MOPS, pH 7.5; 1 M NaCl

Charakterisierung des nativen Zustands der yPGK

O

CD Puffer:
10 mM MOPS, pH 7,5

Aktivitatstestpuffer:
50 mM MOPS/10 mM KH,POy,, pH 7,5; 50 mM NaCl

FRET Puffer:
50 mM MOPS, pH 7,5; 50 mM NaCl
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yPGK-Entfaltungsstudien

o CD Puffer + verschiedene Konzentrationen GndHCI1 (0-4 M)

o FRET Puffer + verschiedene Konzentrationen GndHCI (0-4 M)

Antibiotika

Ampicillin Natriumsalz (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Kanamycin-Sulfat (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, Deutschland)

Inhibitoren

Protease Inhibitor Cocktail (Tabletten), cOmplete, EDTA-frei
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)

Antikorper

Monoclonal  Anti-polyHistidine-Peroxidase antibody (produziert in Maéusen)

(Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Enzyme

Glyceraldehyde-3-phosphate  Dehydrogenase from  baker's yeast (GAPDH)
(Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Phusion” Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

antarctic phosphatase (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA)

Restriktionsenzyme: FastDigest®  Enzyme  (Thermo  Fisher  Scientific,
Waltham, MA, USA)

T4-DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Thrombin (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

DNase I aus Kilberpankreas (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
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Enzympuffer

5x Phusion® HF Reaktionspuffer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
10x FastDigest” Puffer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

10x antarctic phosphatase Reaktionspuffer (New England Biolabs Inc.,
Ipswich, MA, USA)

10x T4-Dna Ligase Puffer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

10x Thrombin Puffer (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Escherichia coli Stamme

E. coli Top10 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

E. coli BL21 CodonPlus (DE3)-RP (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)

Plasmide

o pCR® Blunt Vector (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

o pET 15b (Merck Millipore Ldt., Tullagreen, Irland):
Bei Expression aus diesem Vektor wurde den Sequenzen der yPGK-Varianten
N-terminal folgende Sequenz, die ein 6x His-Tag (griin) und eine
Thrombinschnittstelle (blau) beinhaltet, angehéingt:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH

o pET 27b+ (Merck Millipore Ldt., Tullagreen, Irland)
Bei Expression aus diesem Vektor wurde der Sequenz des yPGK-WT C-
terminal folgende Sequenz, die ein HSV-Tag (orange) und ein 6x His-Tag
beinhaltet angehdngt: ASQPELAPEDPEDVEHHHHHH
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GrofBienstandards

DNA Standard:
o 1 Kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Protein Standards:

o Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA)

o BenchMark™ His-tagged Protein Standard (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

o SERVA Native Marker Liquid Mix fiir BN/CN
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland)

Nukleotide und Oligonukleotide

dNTP-Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Oligonukleotide (Eurofins Genomics Europe, Ebersberg, Deutschland)

Restriktionsschnittstellen und substituierte Basen sind farbig markiert.

FP Nhel S¢ PGK WT

5' GCT AGC @N@WNe TCT TTA TCT TCA AAG TTG TCT GTC C 3}

RP BAMHI Nhel Sc PGK WT(XL)

5" EEAPEEE TCA GCT AGC TTT CTT TTC GGA TAA GAA AGC AAC ACC TGG
CAA TTC CT 3"

RP C97S Sc PGK (TGT = TCT)

5' CA ACT TCT GGA CCG ACA GAG TCG TTC AAG AAG G 3!
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FP I S1C Sc PGK (XL)(IGINSNIGH)

5' GC B8F TTA TCT TCA AAG TTG TCT GTC CAA GAT TTG GAC 3’

RP Q135C Sc PGK (CAASTGC)

5’ GGA AGC CTT GAC CTT B@H ACC ATC GAC CTT TCT G 3’

FP T202C Sc PGK (ACC 2> TGC)

5’ C GGT AAG GCT TTG GAG AAC CCA TGC AGA CCA TTC TTG GCC
ATC TT 3’

FP D256C Sc PGK ((exXegz M\ ¢le)

5’ G GAR AAC ACT GAA ATC GGT GAC TCC ATC TTC AAG GCT
GGT GC 3’

FP S290C Sc PGK (IXe§ Mz MeH))

5’ C ATT GCT GAT GCT TTC GCT GAT GCC AAC ACC 3’
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yPGK-Sequenzen

Kodierende DNA-Sequenz des yPGK Wildtyps

ATGHSETTAT

0001
0051
0101
0151
0201
0251
0301
0351
0401
0451
0501
0551
0601
0651
0701
0751
0801
0851
0901
0951
1001
1051
1101
1151
1201
1251

GCGTG
TCACT
TTGGA
AAACG
TGCAA
CCAGA
GTTGG
ATGGT
GAATT
TCACA
CCGGT
AACCC
CAAGA
TTGGT
ATCGG
GATGG
TCATC
GACAA
ATCTA
GGAAC
AAGGC
CATCA
CTGAC
TTGGA
A

TCTTC
TCTAA
ACACC
GTGAA
TCATT
AGTTG
AAAAC
CAAAA
GAGCT
GAGCT
TTCTT
AACCA
TTCAA
GGTGG
TGACT
AAAAG
ATTGC
GGAAG
GAAAG
GGTCC
TTTGT
TTGGT
AAGAT
AGGTA

CTTCA
ATCAG
CCAAA
ACCCA
AGAAA
GTTGG
AAGCC
TTGCG
GGTCA
CTTTG
CACTC
GTTGG
GACCA
TTGAT
TATGG
CCATC
GCCAA
TGATG
GTATT
TTGTT
ACCAG
TAGAC
GGTGG
CTCCC
AGGAA

AAGTT
AGTTG
GAATT
AGATA
CGAAA
GTAAG
GCTGT
TTACC
AGGCT
GCTGA
TTCTA
AAAAG
TTCTT
TGACA
CTTTC

GTCTG
ACTTC
GTTGC
CGTTG
AATAC
GATGT
CAAGG
ACATC
TCCAA
TGTTT
TGGTC
GAATT
GGCCA
ACTTG
ACCTT

TTCEINI8AAGG

GGCCA
CTTTC
CCAGC
TGCTG
GTGTT
GAAGT
TGACA
ATGTC
TTGCC

AGGGT
TCTiele
TGGCT
CTACT
TTCGA
TGTCA
CTGCC
TCTAC
AGGTG

TCCAA
AACGT
TGCTT
TCTTG
TCTTT
CACCT
CTTCT
GAAGA
GGAAG
ACATC
GGTTT
GAAGT
TCTTA
TTGGA
CAAGA
CTGGT
GTCGA
TGATG
GGCAA
GTTGC
ATTCG
AGAGC
ACTGT
TGGTG
TTGCT

GATTT
CCCAT
TGCCA
GCTTC
GGCTC
TCTTG
GCCCC
AGAAG
ATGTT
AACGA
CGACT
ACTTC
GGTGG
CAAGG
AGGTT
GCTGA
AGTCG
CCAAC
GGGTT
AAAGG
AAAAG
TCTGC
CGCTA
GTGGT
TTCTT

GGACT
TGGAC
ACCAT
TCACT
CAGTT
AACGA
AGGTT
GTTCC
CAAAA
TGCCT
TGCCA
GGTAA
TGCCA
TCGAC
TTGGA
AATCG
TCTTG
ACCAA
GGACA
CTAAG
TTCGC
TGCTG
AGAAG
GCTTC
ATCCG

TGAAG
GGTAA
CAAGT
TGGGT
GCTAA
CTGTG
CCGTT
AGAAA
GTTCA
TCGGT
CAACG
GGCTT
AGGTT
TCTAT
AAACA
TTCCA
CCAGT
GACTG
ATGGT
ACCAT
TGCTG
GTAAC
TACGG
TTTGG
AAAAG

GACAA
GAAGA
ACGTT
AGACC
GGAAT
TCGGT
ATTTT
GGTCG
GACAC
ACCGC
TGCTG
TGGAG
GCTGA
CATCA
CTGAA
AAGTT
CGACT
TCACT
CCAGA
TGTCT
GTACT
ACCGT
TGTCA
AATTA
AAATA

Basen, die in verschiedenen yPGK-Mutanten gegen Cystein kodierende Triplets (TGT

oder TGC) ausgetauscht wurden, sind farbig markiert:

S1C (rot) TCT zu TGT, Q135C (griin) CAA zu TGC, T202C (cyan) ACC zu TGC,
D256C (blau) GAC zu TGC,S290C (violett) TCT zu TGT.
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Das Triplet, das das natiirliche Cystein (C97) kodiert ist grau hinterlegt. In den

Cysteinmutanten der yPGK wurde es durch TCT (Serin) ersetzt.

Aminoséduresequenz des yPGK Wildtyps

001
051
101
151
201
251
301
351
401

Brss
LEHHP
PEVEA
ELSSL
NPIRP
IGDSI
DKEGI
KALLD
LEGKE

KLSVQ
RYVVL
AVKAS
ADVYI
FLAIL
FBKAG
PAGWQ
EVVKS
LPGVA

DLDLK
ASHLG
APGSV
NDAFG
GGAKV
AEIVP
GLDNG
SAAGN

DKRVEF
RPNGE
ILLEN
TAHRA
ADKIQ
KLMEK
PESRK
TVIIG

FLSEK K

IRVDF
RNEKY
LRYHI
HSSMV
LIDNL
AKAKG
LFAAT
GGDTA

NVPLD
SLAPV
EEEGS
GEFDLP
LDKVD
VEVVL
VAKAK
TVAKK

GKKIT
AKELQ
RKVDG
QRAAG
SITIG
PVDFI
TIVWN
YGVTD

SNORI
SLLGK
OKVKA
FLLEK
GGMAF
IADAF
GPPGV
KISHV

VAALP
DVTFL
SKEDV
ELKYF
TFKKV
Bapan
FEFEK
STGGG

TIKYV
NDCVG
QKFRH
GKALE
LENTE
TKTVT
FAAGT
ASLEL

Aminoséduren, die in verschiedenen yPGK-Mutanten gegen Cystein ausgetauscht

wurden, sind farbig markiert:

S1C (rot), Q135C (griin), T202C (cyan), D256C (blau), S290C (violett).

Das natiirliche Cystein (C97) ist grau hinterlegt. In den Cysteinmutanten der yPGK

wurde es durch Serin ersetzt.
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3.1 Methoden der Klonierung

3 Methoden

3.1 Methoden der Klonierung

Der Begriff Klonierung beschreibt in der Molekularbiologie das Einbringen von DNA-
Fragmenten in Vektoren. Vektoren dienen als Transportmittel der Ubertragung eines
Transgens in eine Empféngerzelle und erlauben daher z.B. die Vermehrung der DNA
und die Transkription oder Expression eines Gens. Um ein DNA-Fragment zu
klonieren, bedarf es Methoden der Isolierung, Amplifikation und gentechnischen

Modifizierung von Nukleinsduren, die in den folgenden Abschnitten beschrieben sind.

3.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente oder vollstindige Gene werden mit der PCR-Methode amplifiziert
(Mullis et al., 1986). Kurze Oligonukleotide, sogenannte Primer, binden spezifisch an
komplementédre Bereiche der eingesetzten Template-DNA. Primer konnen auBlerdem
genutzt werden, um spezifische Modifikationen, z.B. das Einfiigen bestimmter
Mutationen oder Restriktionsschnittstellen, am Gen vorzunehmen. Als Template dienen
genomische DNA oder Plasmide, die die zu amplifizierende DNA-Sequenz enthalten.
Thermostabile Polymerasen katalysieren in mehreren Reaktionszyklen die Synthese der

zwischen den Primern gelegenen Sequenz.

Zur Amplifizierung des PGK-Gens aus Saccharomyces cerevisiae (ypgk) wurden
rekombinante Plasmide, die die Hefe-PGK-Sequenz enthalten, als Template eingesetzt.
Die in dieser Arbeit verwendete Phusion DNA Polymerase synthetisiert PCR-Produkte
ohne Baseniiberhang mit glatten Enden. Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2 zeigen den
verwendeten PCR-Ansatz und das PCR-Programm zur Amplifizierung des ypgk -Gens.
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Tabelle 3.1: Standard PCR-Ansatz zur Amplifizierung von ypgk.

Komponente Konzentration Volumen
Plasmid-DNA 1pg/ul-10ng/ pl 1 ul
Phusion HF buffer 5x 10 ul
dNTPs 10 mM / Komponente 1 ul
5¢-Primer 10 pmol / ul 10 pl
3‘-Primer 10 pmol / pl 10 pl
DMSO 100 % 5ul
Phusion Polymerase* 2u*/ul 0,5 ul
dH,0O --- 12,5 ul
Gesamtvolumen 50 pnl

*  Laut Hersteller (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
inkorporiert eine Einheit (u) des Enzyms in 30 min bei 74 °C 10 nmol
dNTPs.

Tabelle 3.2: Standard PCR-Programm zur Amplifizierung von ypgk.

Initiale . . . Finale
Denaturierung Denaturierung annealing Elongation Zyklen Elongation
98 °C 98 °C 68 °C 72 °C 72 °C
45
30s 10s 15s 20 s 5 min
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3.1.2 Primerabhingige Mutagenese

Durch primerabhédngige Mutagenese konnen zielgerichtet Punktmutationen in ein Gen
eingefligt werden (Hutchison et al., 1978). Dies geschieht mit Hilfe eines Primers, der
die gewiinschte Mutation tragt. Die Methode verlduft in zwei Schritten (Abbildung 3.1):
In einer ersten PCR-Reaktion (PCR I) wird ein Genfragment amplifiziert, das die
gewlinschte Mutation enthdlt. Es wird in einer zweiten PCR-Reaktion (PCR 1II) als

Maxiprimer eingesetzt, um die Synthese des vollstindigen, mutierten Gens zu

vollenden.
template
U gl
PCRI
% Maxiprimer
template
T «—
PCRII

mutiertes Gen

Abbildung 3.1: Primerabhiingige Mutagenese.

In zwei PCR-Reaktionen werden Punktmutationen in ein Gen eingefiigt. Im ersten Schritt (PCR I)
wird ein Primer, der die gewiinschte Mutation tragt, eingesetzt, um den Primer (Maxiprimer) fiir
die vollstindige Amplifizierung des mutierten Gens (PCR 11) herzustellen.
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Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4 zeigen die entsprechenden PCR-Ansdtze und PCR-

Programme zur Mutagenese der ypgk.

Tabelle 3.3: PCR-Ansitze zur Mutagenese der ypgk (PCR I/1I).

Komponente Konzentration Volumen
Plasmid-DNA 1 pg/pul-10ng/ pl 1 ul
Phusion HF buffer 5x 10 ul
dNTPs 10 mM / Komponente 1l
5¢-Primer/Maxiprimer 10 pmol / pl 10 pl
3‘-Primer/Maxiprimer 10 pmol / pl 10 pl
DMSO 100 % S5ul
Phusion Polymerase* 2u/pl : 0,5 ul
dH,O --- 12,5 pl
Gesamtvolumen 50 pl

*  Laut Hersteller (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
inkorporiert eine Einheit (u) des Enzyms in 30 min bei 74 °C 10 nmol
dNTPs.

Tabelle 3.4: PCR-Programme zur Mutagenese der ypgk (PCRI/II).

Initiale . . . Finale
Denaturierung Denaturierung annealing Elongation Zyklen Elongation
98 °C 98 °C 68 °C 72 °C 72 °C
45
30s 10s 15s 155s/20 s 5 min
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3.1.3 Endonukleolytische Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Die klassischen Restriktionsenzyme (TypIIP REasen) erkennen Sequenzen von vier bis
acht Basenpaaren in einem DNA-Strang spezifisch. Sie spalten die
Phosphodiesterbindung zwischen zwei Basenpaaren an konstanten Positionen innerhalb
dieser Erkennungssequenz so, dass die Phosphatgruppe immer am 5’-Ende des
geschnittenen DNA-Fragments verbleibt. Dabei konnen Spaltprodukte mit glatten
Enden oder komplementiren 5‘- bzw. 3’-Uberhiingen entstehen (Miilhardt, 2009). Man
unterscheidet zwischen analytischem Restriktionsverdau zum enzymatischen Nachweis
eines DNA-Fragments in einem Plasmid und priaparativem Restriktionsverdau, der dazu
dient, ein DNA-Fragment aus einem Plasmid zu isolieren. In dieser Arbeit wurden
FastDigest® Enzyme (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) verwendet,
die in dem zugehérigen kommerziellen Universalpuffer (FastDigest® Puffer) aktiv sind.
Die Restriktionsbedingungen und Enzymmengen wurden den Angaben des Herstellers
entsprechend angepasst (Tabelle 3.5). Sie richten sich hauptsichlich nach der
verwendeten Menge der Plasmid-DNA.

Tabelle 3.5: Ansiitze fiir analytische und priiparative Restriktionsspaltung.

Komponente A-na.lytische P.riiparative
Restriktionsspaltung Restriktionsspaltung

Plasmid DNA (Mini) Sul 25 ul

FastDigest® Enzym I* 1wl 2,5 ul

FastDigest® Enzym II* 1ul 2,5ul

10x FastDigest® Puffer 1l Sul

dH,O 2 pul 15 pl

Gesamtvolumen 10 pl 50 pl

Inkubationszeit bei 37 °C 15 min 120 min

*  Angaben des Herstellers (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) zur Enzymaktivitit:
1ul Enzym hydrolysiert 1pg DNA in 5-15 min bei 37 °C
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3.1.4 Dephosphorylierung von DNA

Bevor ein DNA-Fragment in ein Plasmid ligiert werden kann, wird der durch
Restriktionsverdau gedffnete Vektor dephosphoryliert. Dabei wird die 5°-
Phosphatgruppe durch eine Phosphatase entfernt, was die Selbstligation des Vektors
verhindert. Zu einem préiparativen Restriktionsansatz wird eine Aktivitdtseinheit (u) der
antarctic phosphatase und eine addquate Menge 10x Reaktionspuffer (antarctic
phosphatase reaction buffer) gegeben. Die Dephosphorylierung dauert, bei 37 °C, 30
bis 60 Minuten. Eine Einheit Phosphatase dephosphoryliert, laut Angaben des
Herstellers, 1ug pUC19 Plasmid, das mit HindIII (5’-Uberhang), HinclI (glatte Enden)
oder PstI (3’-Uberhang) linearisiert wurde, in 30 Minuten. Vor der Ligation eines DNA-
Fragments in das Plasmid muss die Phosphatase thermisch inaktiviert werden. Dies

geschieht durch Inkubation fiir 5 min bei 70 °C.

3.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert die kovalente Bindung freier 3’-
Hydroxyl-mit 5’-Phosphatgruppen doppelstringiger DNA und wird deshalb
standardméfig verwendet, um durch Restriktionsverdau oder PCR-Reaktion gewonnene
DNA-Fragmente in Vektoren zu integrieren (Miilhardt, 2009). Das DNA-Fragment wird
im Uberschuss zum linearisierten, dephosphorylierten Vektor in den Ligationsansatz
(Tabelle 3.6) gegeben. Es muss darauf geachtet werden, dass die Bedingungen im
Ansatz (das betrifft neben Salzzusammensetzung und —konzentration hauptséchlich die
Zugabe von ATP) und auch auflerhalb des Reaktionsgefiflies (1-16h bei
Raumtemperatur) die Aktivitit des Enzyms begiinstigen.

Ligation von PCR-Produkten:

Zur Ligation von PCR-Produkten des ypgk Gens wurde das Zero Blunt® PCR Cloning
Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) verwendet. Es erlaubt die
Klonierung von DNA-Fragmenten mit glatten Enden, wie sie die in dieser Arbeit
eingesetzte Phusion Polymerase synthetisiert. Zur Vermehrung der Plasmid-DNA in

E.coli wurde der Vektor pCR Blunt™ verwendet, der ein Fusionsprotein aus
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bakteriellem ccdB und lacZ codiert. Die erfolgreiche Ligation eines PCR-Fragments
verhindert die Expression des ccdB-lacZ-Gens und damit den Zelltod, denn ccdB ist
cytotoxisch fiir Bakterien. Zellen, die nichtrekombinante Vektoren enthalten,
exprimieren ccdB-lacZ und sterben. Die Ligationsbedingungen wurden den Vorgaben

des Herstellers entsprechend angepasst.

Ligation von Restriktionsprodukten:

Zur Integration der ypgk-Varianten in das pET15b Expressionssystem wurden
Restriktionsschnittstellen mit {iberhdngenden Enden (sticky ends) genutzt. Das ypgk-
Gen wird von einer Ndel (5’-Uberhang mit zwei Basen) und einer BamHI (5’-Uberhang
mit vier Basen) Schnittstelle flankiert und mit diesen Enzymen aus PCR Blunt™
ausgeschnitten. Der Expressionsvektor pET15b wurde vor der Ligation mit

Ndel/BamHI ge6ftnet und dephosphoryliert.

Tabelle 3.6: Ligationsansatz.

Komponente Konzentration Volumen
pPET 15b (linearisiert, dephosphoryliert) - S5ul
Restriktionsprodukt (PGK) - 15 pl
10 x T4 DNA Ligase Puffer 10 x 1 ul
T4 DNA Ligase 5 Weiss U / pl* 1 ul
dH,O --- 8 ul
Gesamtvolumen 30 ul

*  Eine Weiss-Einheit ist definiert als die Enzymmenge, die bendtigt wird, um unter spezifischen
Reaktionsbedingungen in 20 Minuten 1 nmol des *?P-Isotops anorganischen Pyrophosphats in
Norit umzusetzen (Weiss et al., 1968). Norit ist eine Aktivkohle.
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3.1.6 Auftrennung von Nukleinsiuren mit Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist die gebriauchlichste Methode zur Trennung und
Identifizierung von DNA-Fragmenten zwischen 0,5kb und 25kb Lénge. Die
Auftrennung beruht auf der unterschiedlichen Geschwindigkeit, mit der sich die
aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladenen Nukleinsduren im elektrischen Feld
durch die Gelmatrix bewegen. Die Agarose wird durch Erwérmen in Tris-Acetat-EDTA
Puffer (TAE: 40 mM Tris/AcOH, pH 8; 1 mM EDTA) gelost und in den Schlitten der
Elektrophorese-Apparatur gegossen. Mit einem Kamm werden am oberen Ende des
Gels Taschen implementiert. Abkiihlen fiihrt dazu, dass die Agarose geliert. Zuvor wird
ihr der Farbstoff Gelred™ zugegeben, der zwischen die Basen der Nukleinsduren
interkaliert, durch UV Licht angeregt werden kann und Licht im sichtbaren Bereich
emittiert. Bevor die DNA-Proben in die Geltaschen pipettiert werden kdnnen, werden
sie mit Ladepuffer (6x Orange Blue) versetzt, der die Farbstoffe Xylencyanol und
Orange G als Laufkontrollen enthilt. Zur Identifizierung des ypgk-Gens wurden
1 % Agarosegele verwendet. Xylencyanol lauft bei dieser Agarosekonzentration auf
Hohe der 3 kb Marke, Orange G bei 50 bp. Mit einem Geldokumentationssystem wird
das spezifische DNA-Muster nach erfolgter Elektrophorese abgebildet.

Extraktion von Nukleinsiuren aus einem Agarosegel

PCR- oder Restriktionsprodukte kénnen nach der Elektrophorese aus dem Gel extrahiert
werden. Die entsprechende Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten, das Gelstiick
anschlielend solubilisiert und die DNA aus der Losung isoliert. Gelextraktionen wurden
mit dem QIAEX II® Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

3.1.7 Herstellung transformationskompetenter Zellen (E.coli)

Transformationskompetenz ist die Fahigkeit von Bakterien, DNA aus der unmittelbaren
Umgebung aufzunehmen. Eine hohe Transformationskompetenz ist die Voraussetzung
fiir eine erfolgreiche Transformation. Nur wenige Bakterienspezies zeigen eine

natiirliche Kompetenz zur Aufnahme von DNA aus der Umgebung. Das im Labor
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iiblicherweise verwendete Darmbakterium Escherichia coli gehort nicht dazu, jedoch
kann durch chemische Behandlung mit CaCl, und/oder RbCI eine Kkiinstliche
Kompetenz erreicht werden. Die Zellen werden in 50 ml SOB-Kulturen bei 37 °C und
einer optischen Dichte von ODgy=0,1 kultiviert, bis eine Zelldichte von
4—7-10" Zellen /ml erreicht ist. Das entspricht etwa einer optischen Dichte
ODgpo = 0,3. Die Kultur wird dann in ein 50 ml Reaktionsgefd umgesetzt und fiir
15 — 20 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen bei 4 °C pelletiert.
Das Bakterienpellet wird vorsichtig in einem Drittel des Ursprungsvolumens eiskaltem
RF1 (30 mM KAc / Essigsdure, pH 5,8; 100 mM RbCl; 80 mM MnCl,; 15 mM CaCly;
15 % (w/ v) Glycerin) resuspendiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgt erneut
eine Zentrifugation bei 4 °C, um die Bakterien zu pelletieren. Sie werden dann in 4 ml
kaltem RF2 (10 mM MOPS / NaOH, pH 6.,8; 10 mM RbCl; 75 mM CaCl, Dihydrat;
15 % (w/ v) Glycerin) aufgenommen und wiederum 15 Minuten auf Eis inkubiert. Zur
Lagerung bei -80°C wird die Zellsuspension in vorgekiihlte Eppendorfgefilie
aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Gemessen wird die Kompetenz
von Bakterien durch die Transformationseffizienz mit bestimmten Kontrollvektoren,

zB.pUCIS.

3.1.8 Transformation von E.coli

Durch Transformation werden rekombinante Plasmide in Bakterienzellen zum Zweck
der Vervielfiltigung oder der Expression eines Transgens eingefiihrt. Die
Transformation von E.coli mit Plasmid-DNA wurde mit der Hitzeschockmethode
durchgefiihrt. Dazu werden kompetente E.coli Zellen mit dem gewiinschten Plasmid
20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgt der Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 s. Die
transformierten Bakterien werden noch fiir ca. 2 min auf Eis gestellt bevor sie in 1 ml
DYT-Medium aufgenommen und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert werden. Nach dieser
Regenerationsphase werden die Zellen gegebenenfalls pelletiert, in einem adiquaten
Volumen Medium oder Puffer aufgenommen und anschlieend auf einem selektiven
Festmedium ausplattiert. Nach 12— 16 h Kultivierung bei 37 °C werden einzelne

Kolonien zur weiteren Bearbeitung ausgewahlt.
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3.1.9 Kultivierung von E.coli

E. coli wurde in Schiittelkulturen bei 120 rpm und 37 °C angezogen. Dem DYT-
Medium wurde zur Selektion das entsprechende Antibiotikum (Ampicillin: 200 pg / ml
bzw. Kanamycin: 50 pg / ml) zugegeben. Transformierte E.coli wurden auf Agarplatten,

ebenfalls unter selektiven Bedingungen, kultiviert.

3.1.10 Plasmidpriparation

Plasmidpréparationen aus E.coli sind in allen erdenklichen GréBendimensionen von der
Mini-bis zur Gigapréparation moglich und entsprechende Kits sind kommerziell
erhéltlich. Allerdings liefern Miniprdparationen, ausgehend von fiinf Millilitern
Bakterienkultur, so groie Plasmid-Mengen von sehr hoher Qualitit, dass diese meist als
Ausgangsmaterial fiir die gingigen molekularbiologischen Arbeiten ausreichen. In
dieser Arbeit wurden Plasmidpriparationen mit dem QIAprep” Spin Miniprep Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Das Kit beruht auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse als Bakterienaufschlussmethode. Dabei wird die Bakterienzellwand
zerstort und eine erste Reinigung des Lysats von Membranen, groBen Teilen des
bakteriellen Proteoms und Genoms erzielt. DNA denaturiert bei stark alkalischem pH.
Bei Neutralisierung hybridisieren die beiden Strange der Plasmide schnell, wihrend die
groflere genomische DNA einzelstringig bleibt und ausfillt. RNaseA in der Losung
verdaut die RNA. Nach Zentrifugieren bleiben Plasmide im Uberstand. Sie werden auf
im Kit enthaltene Sdulen geladen, die eine Silica-Membran enthalten. Plasmide binden
bei hoher Salzkonzentration an die Membran und koénnen mit kleinen Volumina

(50 — 100 pl) Niedrigsalzpuffer eluiert werden.

3.1.11 Sequenzierung

Um abschlieBend zu iiberpriifen, ob das gewiinschte DNA-Fragment, in dieser Arbeit
das ypgk-Gen oder dessen Varianten, vollstindig und ohne unerwiinschte Mutationen in
den Expressionsvektor integriert wurde, muss das rekombinante Plasmid sequenziert
werden. Zur Sequenzierung wurden Primer verwendet, die der vektoreigenen Promoter-

bzw. Terminatorregion (T7 Promoter/ Terminator) komplementér sind. In dieser Arbeit
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wurde das Angebot der Firma Eurofins MWG genutzt. Die Sequenzierungsergebnisse
wurden mit Hilfe der Online-Software MultAlin mit der korrekten Gensequenz

verglichen (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin; 06.09.2016; (Corpet, 1988))

3.2 Biochemische Methoden

Nach erfolgreichem Transfer des ypgk-Gens in einen addquaten Vektor, wurde das
Hefeenzym in E.coli exprimiert, aus den Bakterien isoliert, gereinigt und mit
biochemischen Methoden nachgewiesen. Zusitzlich wurde die Enzymaktivitit der

Cysteinmutanten im Vergleich zum Wildtyp bestimmt.

3.2.1 Expression der yPGK in E.coli

Vor der eigentlichen Expression der yPGK wurde E.coli BL21 Codon Plus RP mit
pET15b, der das Gen fiir die entsprechende PGK-Mutante und das Ampicillinresistenz-
Gen trégt, mittels Hitzeschock-Methode transformiert und auf DYT-Ampicillin-Agar in
Petrischalen mit einem Durchmesser @ =15cm ausplattiert. Fiir zwei Liter
Bakterienkultur wurden zwei Transformationen durchgefiihrt. Die Bakterien auf den
Agarplatten wurden in insgesamt 60 ml DYT*™*_Medium aufgenommen. Die
Bakteriensuspension wurde verwendet, um vier 500 ml-Kulturen zu inokulieren
(ODgoo = 0,1 - 0,2). Die Kulturen wurden bei 120 rpm und 37 °C inkubiert und nach
Erreichen einer optischen Dichte ODggo= 0,6 - 0,8 mit 1 mM IPTG induziert. Nach
weiteren 3 h Kultivierung wurden die Bakterien pelletiert (20 min, 6000 rpm, Avanti™
J-20 XP centrifuge, Rotor JLA-8.1, Beckmann Coulter Inc., Brea, CA, USA), der
Uberstand abgenommen und das Pellet bei T = -80 °C gelagert.

3.2.2 Proteinreinigung

Zellaufschluss

Nach der Expression der yPGK in E.coli wurden die Bakterien mechanisch
aufgeschlossen. Das Zellpellet wurde in 50 ml Aufschlusspuffer (30 mM MOPS,
pH 7,5; 500 mM NaCl; 2 mM DTT) aufgenommen. In einem vorbereitenden Schritt
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wurde die Zellsuspension mit Hilfe eines Dounce-Homogenisators homogenisiert. Die
Zugabe von DNasel zur Bakteriensuspension bewirkt den Abbau der genomischen
DNA. Der eigentliche Zellaufschluss wurde mit dem Zelldisruptor durchgefiihrt. Die
Suspension wird mit einem Druck von 1,7 mbar durch eine feine Diise gepresst, wobei
noch unaufgeschlossene Zellen durch hohe Scherkrifte zerstért werden. Das Lysat
wurde anschliefend ultrazentrifugiert (35000 rpm, Optima XPN-80 ultracentrifuge,
Rotor Ti 70, Beckmann Coulter Inc., Brea, CA, USA) und der Uberstand, der die

16sliche yPGK enthilt, fiir weitere Reinigungsschritte abgenommen.

Féllung

Zum Aussalzen der PGK wurde Ammoniumsulfat verwendet. Durch seine hohe
Loslichkeit in Wasser (754 g I”'; 20 °C) werden hohe Ionenstirken erreicht und dadurch
die Loslichkeit der Proteine in der Probe effektiv verringert. Ein Vorteil des
Ammoniumsulfats gegeniiber anderen Salzen ist, dass die ausgesalzenen Proteine ihre
native Struktur behalten. Verschiedene Proteine fallen bei unterschiedlichen
Salzkonzentrationen aus. Indem die Salzkonzentration schrittweise erhoht wird und die
ausgefallenen Proteine jeweils durch Zentrifugation aus der Losung entfernt werden,
lasst sich eine partielle Reinigung und Anreicherung eines bestimmten Proteins
erreichen. yPGK wurde in zwei Schritten prézipitiert: Zur ersten Féallung wird der Probe
Ammoniumsulfat mit einer Endkonzentration von ¢ =1,5M zugesetzt. Die zweite

Féllung erfolgt mit 2,5 M Ammoniumsulfat.

Affinititschromatographie

(immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC)

Die Affinitdtschromatographie dient der spezifischen Isolierung von Proteinen aus
einem Proteingemisch. Sie nutzt reversible Interaktionen (elektrostatische oder
hydrophobe Interaktionen, van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoftbriicken-
bindungen) zwischen Proteinen und der Chromatographie—Matrix. Zur Elution der an
die Matrix gebundenen Proteine muss die Interaktion riickgdngig gemacht werden. Dies
kann, je nach verwendeter Methode, spezifisch durch Zugabe eines kompetitiven

Liganden oder unspezifisch durch Verdnderung des pH-Wertes, der Ionenstirke oder
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der Polaritét erfolgen. IMAC wird hauptsichlich als Zwischenschritt verwendet, um ein

Protein aus einem Zelllysat zu isolieren.

Nitrilotriessigsdure (NTA) ist ein Chelatbildner. In wissriger Losung bildet NTA stabile
Komplexe mit Metallionen, z.B. mit Nickelionen (Ni-NTA). Das Ni-NTA-Substrat
wird verwendet, um rekombinante Proteine, die ein His-fag (6 zusétzliche Histidine am
N- oder C- Terminus) tragen, und ebenfalls in der Lage sind mit Ni*" zu komplexieren,
zu selektieren (Block et al., 2009). Die Elution erfolgt mit Imidazol, der Seitengruppe
des Histidins, als Kompetitor. Der Vorteil der Methode besteht darin, dass das His-tag
vergleichsweise klein ist und die Proteinstruktur, -stabilitdit und —funktion nicht
erheblich beeintrichtigt. Die Entfernung des fags ist damit nicht von hdchster Prioritét.
Nachteilig ist, dass das Ni-NTA-Material Proteine nur limitiert spezifisch bindet, d.h.,
die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination mit z.B. histidinreichen Proteinen aus dem
Zelllysat ist relativ hoch. Deshalb ist es notwendig weitere Reinigungsschritte, zum
Beispiel eine Gelfiltration, anzuschlieBen. Zur Reinigung der yPGK wurde eine
Chromatographiesédule, gepackt mit 10 ml Ni-NTA-Material, verwendet. Der PGK-
Wildtyp tragt ein C-terminales 6 x His-tag, wihrend seine Cysteinmutanten N-terminale
His-tags haben. Das Sdulenmaterial wird mit dem Lysat inkubiert, wobei die
His-markierten Proteine an das Material binden. In zwei Waschschritten mit 2,5 mM
Imidazol und 5 mM Imidazol, werden unspezifisch gebundene Proteine entfernt. Die
Elution der PGK erfolgt mit 250 mM Imidazol. Das Imidazol und auch das im
Elutionspuffer enthaltene Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT) wurden durch Dialyse
gegen PGK-Lagerpuffer entfernt. Imidazol wiirde bei spéteren Fluoreszenzmessungen
durch seine Eigenfluoreszenz stdren, wahrend DTT die Effizienz der Markierungs-

Reaktion reduziert.

Protease-Verdau zur Entfernung des His-tags

Thrombin, eine Endoprotease, wurde verwendet, um das N-terminale His-tag von der
yPGK-Sequenz zu entfernen. Der Verdau erfolgt selektiv nach einem
16sungsmittelexponierten Prolin-Arginin-Paar. Als Erkennungssequenz diente die vom

Vektor pET15b kodierte Aminosédureabfolge: Leu Val Pro Arg / Gly Ser, die zwischen

38



3 Methoden

dem His-fag und der Sequenz des rekombinanten Proteins positioniert ist. Tabelle 3.7

zeigt einen typischen Ansatz zum Thrombin-Verdau der yPGK.

Tabelle 3.7: Ansatz zum Thrombinverdau zur Entfernung des His-zags von der yPGK.

Komponente Konzentration Volumen
yPGK ~ 100 uM 3 ml
Thrombin-Puffer 10x 0,6 ml
Thrombin 1 u/pl 12 pul
dH,O - 2,388 ml
Gesamtvolumen 6 ml

Der Ansatz wurde 2,5 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieBend auf ein Volumen
von V =3 ml konzentriert. Die Entfernung der Protease aus der Probe erfolgte mit Hilfe
einer mit Benzamidin-Sepharose gepackten Chromatographie-Séule (HiTrap™
Benzamidine FF, 2x 1ml, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) und einem
automatisierten FPLC-System (fast protein liquid chromatography, AKTAexplorer 10,
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK). Im Gegensatz zur yPGK bindet Thrombin mit
hoher Affinitdt an das Sdulenmaterial. Der Durchfluss enthélt die yPGK und wurde auf
eine Ni-NTA-Séule geladen. Durch unvollstindigen Verdau in der Probe verbliebenes
His-markiertes Protein bleibt am Saulenmaterial gebunden. Der Durchfluss enthalt
yPGK ohne His-tag. Die so gereinigte Probe wurde durch Dialyse in yPGK-Lagerpuffer
iiberfiihrt, konzentriert und in kleinen Aliquots bei -80 °C gelagert.

Groflenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC)

Die GroBenausschlusschromatographie wird zur finalen Reinigung bei der
Proteinisolierung eingesetzt. Sie ermoglicht die Trennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht unter physiologischen Bedingungen wéhrend sie das SEC-Medium
passieren. Mittels SEC konnen Proteinkontaminationen und Proteinoligomere bzw.

Aggregate aus der Probe entfernt werden. Zur Reinigung der yPGK durch SEC wurden
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ein automatisiertes FPLC-System (AKTAexplorer 10, GE Healthcare, Chalfont St.
Giles, UK) und eine kommerziell erhiltliche Chromatographie-Séule (Superdex 200
(16/60), GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) verwendet. Fraktionen, die yPGK

enthalten, wurden gepoolt und konzentriert.

Die Proteinkonzentration wurde UV / Vis-spektroskopisch bestimmt. Dazu wurde die
Absorption der aromatischen Seitengruppen (Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin)
bei einer Wellenldnge von A =280 nm mit einem Fotospektrometer (UV —2401 PC,
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) gemessen und das Lambert-Beer’sche Gesetz zur

Berechnung der Konzentration genutzt:

A—logT—s-c-d

(3.1)
mit der Absorption A, der Intensitdt des einfallenden und transmittierten Lichts Ip und I,
dem molaren Extinktionskoeffizienten der yPGK &, der yPGK-Konzentration ¢ und der
Pfadlange d. Als molarer Extinktionskoeffizient der yPGK bei A =280nm wurde
e=22062 M'cm™ angenommen (Pace et al., 1995).

3.2.3 Natriumdodecylsulfat—Polyacralamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE (Laemmli, 1970) ist die Standardmethode zur Groenauftrennung von
Proteinen im elektrischen Feld. Proteine werden in 5 x Proben-Puffer (60 mM
Tris / HCI, pH 6,8; 8 M Urea, 14,4 mM B-Mercaptoethanol, 2 % SDS, 25 % Glycerol,
0,1 % Bromphenolblau) aufgenommen, der sowohl B-Mercaptoethanol als auch SDS
enthdlt. SDS ist ein anionisches Detergens, das Proteine denaturiert und ihnen negative
Ladungen verleiht. B-Mercaptoethanol reduziert die Thiolgruppen der Cysteine und
verhindert die Bildung von Disulfidbriicken. Um die Linearisierung der zu trennenden
Proteine noch zu verbessern, wird die Probe vor der Elektrophorese auf 95 °C erhitzt.
Die negativ geladenen SDS—Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld durch das
Gel zum Pluspol und werden in der Polyacrylamid (PAA-) Matrix nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Zur Elektrophorese der yPGK wurden TruPAGE™
Precast Gele und der dazugehérige TruPAGE TEA-Tricine SDS Running Buffer
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(Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) verwendet. Um nach Coomassie-Farbung
ein deutliches Signal zu erhalten, wurden pro Spur ca. 1 ug PGK geladen. Die Trennung
erfolgte fir 10 Minuten bei 80 V und anschliefend filir eine Stunde bei 150 V. Die
yPGK wurde durch Coomassiefarbung direkt im Gel und nach Transfer auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF) —Membran (Westernblot) immunologisch mit
Antikorpern, die das His—tag spezifisch erkennen, detektiert. Als Grofenstandards im
Coomassie-gefirbten Gel diente die Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) und der BenchMark™ His-fagged Protein
Standard (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Letzterer setzt sich aus
einer Auswahl His-markierter Referenzproteine zusammen, die auch auf der PDVF-

Membran mit Anti—His-Antikdrpern nachgewiesen werden konnen.

Coomassie-Firbung:

Basische Aminosduren und damit auch Proteine, die basische Aminosduren enthalten,
lassen sich direkt im Polyacrylamidgel (PAA-Gel) mit dem Farbstoff Coomassie
anfarben. In dieser Arbeit wurde Blue Silver Coomassie Colloidal Blue Stain
verwendet, eine optimierte Variante, der von Neuhoff entwickelten Rezeptur mit sehr
hoher Sensitivitdt und geringem Hintergrund (Neuhoff et al., 1988, Candiano et al.,
2004). Das Gel wird mindestens eine Stunde, besser iiber Nacht, im Coomassie Blue
Silver Férbebad unter leichtem Schwenken inkubiert und anschlieBend mit destilliertem

Wasser entférbt, bis die Hintergrundfarbung vollsténdig verschwunden ist.

3.2.4 Blue-Native-PAGE (BN-PAGE)

Die Blue-Native-PAGE (BN-PAGE) wurde fiir die Analyse von mitochondrialen
Membranproteinen und Proteinkomplexen entwickelt und dient seither generell zur
Trennung von Proteingemischen unter nativen Bedingungen (Schégger und von Jagow,
1991, Schigger et al., 1994, Schiagger, 2003, Wittig et al., 2006). Dem Laufpuffer wird
Coomassie Brillant Blue G250 zugesetzt, das an positiv geladene Aminosduren der
Proteine bindet, wobei negativ geladene Protein-Farbstoff-Komplexe gebildet werden.
Der Farbstoff hat keine denaturierenden Eigenschaften, so dass die native Struktur der

Proteine erhalten bleibt. Die Protein-Farbstoff-Komplexe wandern im elektrischen Feld
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bei physiologischem pH unabhéngig von ihrem pl zur Anode. Die negativ geladenen
Komplexe stoBlen sich wihrend des Gellaufs gegenseitig ab, was eine hohe
Trennschirfe zur Folge hat. Fiir die BN-Elektrophorese der yPGK-Varianten wurden
Gradienten-PAA-Gele (Native PAGE™ 4-16 % BisTris, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) verwendet, die mit der XCell SureLock™ Mini-Cell Gelkammer
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) kompatibel sind. Pro Geltasche
wurden 3 ug Protein aufgetragen. Die Proben wurden 1:1 mit 2 x BN-Probenpuffer
(1 M 6-Aminocapronsdure, 100 mM BisTris-HCl, pH 7,0; 100 mM NaCl, 20 %
Glycerin, 0,1 % Coomassie Brillant Blue G250) gemischt, bevor sie auf das Gel
aufgetragen wurden. Als GroBenstandard diente der Native Marker Liquid Mix fiir
BN /CN (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland). SERVA liefert
ein detailliertes Elektrophorese- und Firbeprotokoll (inklusive der Rezepturen fiir
Puffer und Losungen) fir BN-PAGE mit, das genau beachtet wurde. Die
Gradientengele wurden nach Angaben des Herstellers gehandhabt. Die Elektrophorese-
Bedingungen wurden an das Laufverhalten der yPGK angepasst. Die Trennung erfolgte
fir zehn Minuten bei 50 V und 120 Minuten bei 200 V. Die Resultate wurden

anschlieBend mit einem Geldokumentationssystem festgehalten.

3.2.5 Westernblot

Der Westernblot ermdglicht es, Proteine aus einem PAA-Gel auf eine Membran zu
iibertragen und zu immobilisieren, um sie anschlieBend immunologisch zu detektieren.
Um die yPGK zu identifizieren wurde das semy-dry Verfahren angewendet. In der
Laborpraxis bedeutet das, dass das PAA-Gel und die Membran zwischen zwei Lagen
puffergetrinkter Filterpapiere gelegt werden. Das ganze Paket wird dann zwischen zwei
Plattenelektroden platziert, an die eine Spannung angelegt wird. Im elektrischen Feld
wandern die Proteine aus dem Gel zur Membran und werden dort, je nach Art der
Membran, durch ionische und/oder hydrophobe Wechselwirkungen gebunden. Zur
Immobilisierung der yPGK und ihrer Varianten wurden PVDF-Membranen verwendet,
welche Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen binden. Der Transfer erfolgte in
einem kontinuierlichen Tris-Glycin-Puffersystem, dem Methanol zugesetzt wurde.

Tris dient als Puffersubstanz, Glycin ist geladen und damit ein gutes Laufmittel,
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Methanol aktiviert die Membran und fordert die Absorption der Proteine. Aulerdem
verhindert es das Quellen des Gels wihrend des blotting - Prozesses. Die
Transferbedingungen (0,8 mA / cm? Gelfliche fiir eine Stunde) wurden den
Informationen des Herstellers der Blot-Apparatur (semi-dry blotter V20DB, Scie-Plas
Ltd., Cambridge, UK) entnommen. Nach dem Proteintransfer und der Absittigung
freier Bindestellen auf der PVDF-Membran mit dem polymerbasierten Roti®-Block
wurde diese mit einem monoklonalen Anti-His-Antikérper-HRP-Konjugat flir eine
Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. Um die Protein-
Antikorper-Komplexe mit einem Geldokumentaionssystem sichtbar zu machen, wurde
das Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, UK) verwendet. Die Reaktionsbedingungen wurden wiederum den

Angaben des Herstellers angepasst.

3.2.6 yPGK-Aktivititstest

Um die katalytische Aktivitit der Phosphoglyceratkinase zu bestimmen, wurde ein
indirekter Test angewendet, der auf der physiologischen Rolle, die yPGK im
Glukosestoffwechsel (Glykolyse) spielt, basiert (Biicher, 1947). Dabei macht man sich

zwei Reaktionen aus der Glykolyse zu Nutze:

Die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) katalysiert zundchst die
Reaktion, bei der zwei Elektronen und ein Proton von Glycerinaldehyd-3-phosphat
(GAP) auf den Elektroneniibertriger Nikotinsdureamidadenindinukleotid in seiner
oxidierten Form (NAD') iibertragen werden, wobei reduziertes NADH und

1,3-Bisphosphoglycerat entstehen (Reaktion 2).

GAPDH

GAP + B-NAD* + Pi =——= 1,3-Bisphosphoglycerat + p-NADH
Reaktion 2
PGK Kkatalysiert anschlieBend den Phosphattransfer zwischen 1,3-Bisphosphoglycerat
und ADP, wobei Phosphoglycerat und ATP gebildet werden (Reaktion 3).

1,3-Bisphosphoglycerat + ADP — 3-Phosphoglycerat + ATP

Reaktion 3
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Tabelle 3.8 zeigt den Reaktionsansatz fiir den yPGK-Aktivititstest. Die
Grundreagenzien des Assays sind GAP und B-NAD, die Substrate der GAPDH, sowie
Phosphationen und ADP in gepufferter Losung (50 mM MOPS /10 mM KH,POs,
pH 7,5). GAPDH katalysiert Reaktion 2, wobei NADH und 1,3-Bisphosphoglycerat
entsteht. PGK konsumiert 1,3-Bisphosphoglycerat und dephosphoryliert es zu
3-Phosphoglycerat. Dabei verschiebt sich das vorgelagerte Gleichgewicht in Reaktion 2
in Richtung der Produkte und ein Anstieg der NADH Produktion kann durch einen
Anstieg der Absorption bei A = 340 nm gemessen werden (Abbildung 3.2).

Tabelle 3.8 Reaktionsansatz fiir PGK-AKktivititstest.

Reagenzien Konzentration

MOPS / KH,PO4, pH 7,5 50/10 mM

GAP 0,825 mM

3-NAD 0,340 mM

ADP 0,170 mM

MgSO, 0,400 mM

Glycin 133,3 mM
GAPDH 2,5 uM

PGK 0,5-1nM

Die Anderung der optischen Dichte bei A=340 wurde mit dem
Absorptionsspektrometer bei 25° C aufgenommen. Fiir die Messungen wurden
Quartzkiivetten (10 x 4 mm) verwendet. Zunédchst wurde eine Referenz gemessen, die
alle Grundreagenzien, aber kein Enzym enthielt. Nach 60 s wurde der Probe GAPDH
zugegeben, was zu einem Anstieg der Absorption bei A =340 fiihrt. Nach 5 Minuten
wurde die PGK zum Ansatz gegeben und der weitere Anstieg der optischen Dichte bei
der entsprechenden Wellenlédnge aufgenommen. Die Messung wurde insgesamt iiber

einen Zeitraum von 30 Minuten verfolgt (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Aktivititstest.

Um die katalytische Aktivitit der yPGK zu bestimmen, wurde ein indirekter Test durchgefiihrt, der
auf der Rolle des Enzyms in der Glykolyse basiert. Dabei wird NADH gebildet, dessen Absorption
UV/Vis-spektroskopisch bei 4 = 340 nm nachgewiesen und quantifiziert werden kann.

Zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit der PGK wurde der lineare Teil der
Kinetik betrachtet, um den Anstieg der Absorption bei A =340 nm {iber die Zeit zu

bestimmen. Die Umsatzrate k.,; wird folgendermafen berechnet:

A0D340nm[s_1]
enapu[M ™ cpgk[M]

kcat[s_l] =
(3.2)

mit der Anderung der Absorption von NADH mit der Zeit AODs4onm, dem molaren
Extinktionskoeffizient von NADH enapy und der Konzentration der yPGK cpgk.
Der molare Extinktionskoeffizient von NADH bei A=340nm wurde mit

enapn = 6220 M angenommen (Horecker und Kornberg, 1948)
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3.3 Methoden der Spektroskopie

3.3.1 Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Zirkulardichroismus (circular dichroism, CD) wird bei optisch aktiven (chiralen)
Substanzen beobachtet und bezeichnet die unterschiedlich starke Absorption von links-
und rechtshiindig polarisiertem Licht. Linear polarisiertes Licht kann als Uberlagerung
einer linkshédndig und einer rechtshéndig polarisierten Welle mit identischer Amplitude
verstanden werden. Wenn linear polarisiertes Licht auf ein Medium trifft, das
Zirkulardichroismus aufweist, verdndern sich die Amplituden unterschiedlich und es
resultiert eine elliptische Polarisation des austretenden Lichts. Die Absorption 4A ergibt
sich aus der Differenz der Absorption der linkshéndig polarisierten (Ar) und
rechtshéndig polarisierten (Ag) Komponenten des Lichts (Greenfield, 2007).

AAZAL—AR (
3.3)

Die CD-Spektroskopie gibt Aufschluss iiber die Sekundirstruktur von Proteinen.
So kann iiberpriift werden, ob ein fag oder Mutationen rekombinanter Proteine deren
Sekunddrstruktur und Stabilitdt gegeniiber Hitze und denaturierenden Reagenzien
beeintrichtigen. Thermische und chemische Faltungs- und Entfaltungsstudien sind
ebenfalls moglich (Greenfield, 2007). Verschiedene Proteinstrukturelemente wie
a-Helices, B-Faltblatter und random coils, weisen charakteristische Anordnungen der
Peptidbindungen auf, die in der CD-Spektroskopie im Wesentlichen als Chromophore
dienen. Deshalb haben sie sehr charakteristische CD-Spektren besonders im fernen
UV-Bereich (Greenfield, 2007). Spektren von Proteinen mit hohem Anteil a-Helices,
zum Beispiel yPGK, zeigen negative Peaks bei 222 nm und 208 nm (Abbildung 3.3).
Das CD-Signal wird iiblicherweise mit der molaren Elliptizitdt 6 [deg-cm? dmol™]
angegeben (Greenfield, 2007). Um verschiedene Proteinvarianten strukturell zu
vergleichen, werden die Spektren im Hinblick auf die Anzahl Aminosduren (NResiguen)

normiert:

(]
[OlmMrw = ———
NResiduen

(34)
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Abbildung 3.3: CD-Spektrum der wildtypischen yPGK.

Die PGK aus Saccharomyces cerevisiae hat einen hohen Anteil o-Helices in ihrer
Sekundarstruktur. Das CD-Spektrum im Wellenldngenbereich zwischen 260 nm und 200 nm zeigt
die zwei hierfiir typischen negativen Peaks (bei 222 nm und 208 nm).

In dieser Arbeit wurde die Integritit der Sekundirstruktur der yPGK-Cysteinvarianten
mittels CD-Spektroskopie iiberpriift. Alle Messungen wurden mit dem CD-
Spektrometer J-1100 durchgefiihrt. Die Proteine wurden in CD-Puffer (10 mM MOPS,
pH 7,5) aufgenommen, sodass die Probenkonzentration im Bereich zwischen 3 uM und
5 uM liegt. In Quarzkiivetten (d = Imm) wurden CD-Spektren im Wellenldngenbereich
von 260 nm bis 200 nm aufgenommen. Die Messgeschwindigkeit betrug 50 nm/min bei
einer Integrationszeit von 1 s und einer Temperatur von T =22 °C. Zusétzlich wurden
Pufferspektren mit den gleichen Parametern aufgenommen und von den Proteinspektren

abgezogen.

In Entfaltungsexperimenten wurde auflerdem die Stabilitdt der Cysteinmutanten der
yPGK gegeniiber dem Denaturierungsmittel GndHCl im Vergleich zum Wildtyp
untersucht. Dazu wurden die Proben 1 h bis 24h in 10 mM MOPS, pH 7,5, dem
verschiedene Konzentrationen (0,1 M bis 4 M) GndHCI zugesetzt wurden, equilibriert.
Zur Bestimmung der GndHCl-Konzentration wurde der Brechungsindex n des Puffers
vor und nach der Zugabe der entsprechenden Menge des Denaturierungsmittels mit dem
Refraktometer gemessen. Die GndHCl-Konzentration cgngnci wurde aus der Anderung

des Brechungsindex An wie folgt berechnet (Nozaki, 1972):

47



3.3 Methoden der Spektroskopie

Condrcl = 57,147 - An + 38,68 - An? — 91,6 - An®
(3.5)

Die Messung der CD-Spektren der yPGK unter denaturierenden Bedingungen erfolgte

wie oben beschrieben.

Die CD-Signale [O]vrw bei A=222nm wurden als Funktion der GndHCI-
Konzentration aufgetragen. Die resultierenden Entfaltungskurven wurden mit dem
Zwei-Zustands-Modell gefittet, dass den gefalteten und entfalteten Zustand, aber keine
intermedidren Zustinde beriicksichtigt (Robertson und Murphy, 1997).

f(canancr) = (@+b - cnancy) * [(17)] + (c+d- conaucy) - [(1 K )]
eq €q

(3.6)
mit den baseline-Parametern der gefalteten Spezies a (offsef) und b (Steigung) sowie der
entfalteten Spezies c (offset), d (Steigung), der GndHCI-Konzentration cgnanc; und der

Gleichgewichtskonstanten Kq

—AG
Keq = e(W)
(3.7)
und der Gibbs-Energie AG
AG = m - (¢1/2,GndHCl — €GndHCD-
(3.8)

In die Gleichung gehen die Gaskonstanten R = 8,3144598 J/(mol-K), die Temperatur T

in Kelvin, die Steigung der Kurve m und die GndHCl-Halbkonzentration ¢ /2 Gndrici €in.

Mittels Fit wurden die GndHCI-Halbkonzentrationen cy/2 gndrici fiir die yPGK-Varianten
und den Wildtyp bestimmt. Bei der GndHCI-Halbkonzentration liegt die Hailfte der
Proteine in der Probe entfaltet vor. Sie wird als Mal} fiir die Stabilitdt des Proteins

gegeniiber dem Denaturierungsmittel angegeben.
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3.3.2 Dynamische Lichtstreuung (dynamic light scattering, DLS)

Mit DLS koénnen die hydrodynamischen Radien von Makromolekiilen, z.B. Proteinen,
basierend auf dem Phinomen der Lichtstreuung bestimmt werden. Damit lassen sich

Aussagen iiber die Homogenitit der Proben und Aggregationseffekte treffen.

Trifft kohérentes, monochromatisches Licht, z.B. Laserlicht, auf Partikel in Losung,
wird es gestreut. Bei elastischer Streuung an Teilchen, deren Durchmesser klein ist im
Vergleich zur Wellenldnge des Lichts, spricht man von Rayleigh-Streuung. Aufgrund
der Brown’schen Molekularbewegung bewegen sich die Molekiile in Ldsung in
Abhéngigkeit ihrer Grofe mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Dies verdndert die
Interferenz des Streulichts verschiedener Streuzentren (benachbarte Molekiile)
konstruktiv  oder destruktiv. Die daraus resultierenden Fluktuationen der
Streulichtintensitdt werden mit hoher zeitlicher Auflésung detektiert und miteinander
korreliert (Johnson und Gabriel, 1994). Die normierte Autokorrelationsfunktion der

Intensitits-fluktuationen des Streulichts ist definiert als:

M- 1t + D)
6 ="
(39)

mit der Streulichtintensitdt I(t) zum Zeitpunkt t und einem spéteren Zeitpunkt (t + 7).
Zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten wurden die Autokorrelationsfunktionen
mit einem Modell gefittet, das die reine Translationsbewegung starrer Kugeln

betrachtet. Dazu wurde die Software DYNAMICS (Version 6.314; Wyatt Technology
Corp., Santa Barbara, CA, USA) verwendet.

Fiir polydisperse Systeme gilt dabei:

n
G(v) = ) yiel T
i=0
(3.10)

mit den Streuintensitdtsbeitrdgen der Spezies in der Probe y;, der Korrelationszeit T und

den exponentiellen Abfallraten I';.
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In die Abfallrate I der Autokorrelationsfunktion geht der Wellenvektor des Streulichts q

und der Diffusionskoeffizient D ein.

r=q%'D
(3.11)

Aus den Diffusionskoeffizienten werden die hydrodynamischen Radien mit der Stokes-

Einstein-Beziehung berechnet und in Histogrammen dargestellt.

_kBT
h_6n1rD

(3.12)
mit der Boltzmann-Konstante mit der Boltzmann-Konstante kg = 1,38064852-1072 J/K,

der Temperatur T in Kelvin und der Viskositit des Losungsmittels 1.

Fiir die DLS-Messungen wurden die yPGK-Varianten auf eine Endkonzentration von
cpgk = 20 pM in 10mM MOPS, pH 7,5 verdiinnt. Die Proben wurden unmittelbar vor
der DLS-Messung gefiltert und luftblasenfrei in eine mit Piranha-Losung
(konz. Hy,SO4 :H,0,, 1:3 (v/v)) gesduberte Kiivette tiberfiihrt.

3.3.3 Fluoreszenzspektroskopie

Methoden der Fluoreszenzspektroskopie nutzen die fotophysikalischen Eigenschaften
von Fluorophoren, um u.a. biologische Prozesse auf zelluldrer und molekularer Ebene
aufzukldren. Fluorophore sind Molekiile (meist ausgedehnte aromatische Verbindungen
mit delokalisierten n-Elektronensystemen), die nach elektronischer Anregung
(Absorption eines Photons) Licht emittieren (Fluoreszenz). Es existieren verschiedene
natiirlich vorkommende (intrinsische) Fluorophore, z.B. die aromatischen Aminosauren
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin, das Coenzym Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Hydrid (NADH), oder der Pflanzenfarbstoff Chlorophyll. Aulerdem wurden eine Reihe
synthetischer  (extrinsischer) Fluorophore mit spezifischen fotophysikalischen
Eigenschaften und verschiedenen funktionellen Gruppen entwickelt, um biologische
Proben (z.B. Proteine, Nukleinsduren, Membranen oder Organellen) damit zu

markieren.
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Lumineszenz (kaltes Leuchten) ist die Emission von Licht. Sie umfasst zwei Prozesse:
Fluoreszenz und Phosphoreszenz (Lakowicz, 2006). Die molekularen Prozesse, die der
Lichtemission zugrunde liegen, konnen in einem Jablonski-Diagramm dargestellt

werden (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Jablonski-Diagramm.

Elektronische Ubergiinge (zwischen S, und S;) bei Absorption von Licht durch einen Fluorophor
(blaue Pfeile) und dessen Deaktivierung durch Lumineszenz (Fluoreszenz, griine Pfeile;
Phosphoreszenz, rote Pfeile) oder strahlungslose Prozesse (graue Pfeile).

Ist ein Fluorophor Licht einer bestimmten Wellenldnge ausgesetzt, wird er durch
Absorption eines Photons in einen elektronisch angeregten Zustand (S;) meist hdheren
Vibrationsniveaus (0, 1, 2, 3, ...) versetzt (blaue Pfeile in Abbildung 3.4). Von dort fallt
das Elektron sehr schnell zuriick auf das niedrigste Vibrationsniveau des ersten
angeregten Zustands (typischerweise innerhalb von 107%s, internal conversion,
gestrichelte Pfeile). Durch Emission eines Photons (Fluoreszenz) erfolgt die Riickkehr
in die Schwingungsniveaus des Grundzustands S, (griine Pfeile). Durch internal
conversion wird auch hier schnell das Schwingungsgrundniveau erreicht (gestrichelte
Pfeile). Die Energie der Emission ist typischerweise geringer als die des
Anregungslichts, d.h. ein Fluorophor emittiert gewdhnlich Licht groflerer Wellenldnge
als er absorbiert (Stokes Shift, vergleiche die Langen der blauen und griinen Pfeile). Die
Griinde fiir die Rot-Verschiebung der Emission sind Energieverluste z.B. durch

internal conversion Prozesse oder durch Interaktionen mit dem Ldsungsmittel
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(solvent relaxation). Weil die Energieabgabe zum Erreichen des
Schwingungsgrundniveaus in S; sehr schnell abliuft, ist das Emissionsspektrum
unabhingig von der Anregungswellenldnge (Kasha‘s rule). AuBlerdem ist die Form des
Emissionsspektrums durch die Ahnlichkeit der Schwingungsniveaus von So und S;
meist spiegelbildlich zum Absorptionsspektrum. Alternativ zur Fluoreszenz kann die

Deaktivierung auch strahlungslos erfolgen (graue Pfeile).

Die mittlere Dauer des angeregten Zustands ist seine Lebenszeit t. Die Lebenszeiten
sind kurz (typischerweise wenige ns), denn das Molekill ist bestrebt, in den

Grundzustand S, zuriickzukehren (Lakowicz, 2006).

1

Tkt Ky,

(3.13)
mit der Fluoreszenzemissionsrate kr und der Rate strahlungsloser Prozesse k.
Die intrinsische oder natiirliche Lebenszeit t, ist die Lebenszeit eines Fluorophors in

Abwesenheit strahlungsloser Prozesse.

(3.14)
Die Wahrscheinlichkeit, mit der die Anregung eines Fluorophors zur Emission eines

Photons fiihrt, wird mit der Quantenausbeute ® ausgedriickt.

Kr  Nem. Photonen

¢= Kg +Knr  Nabs. Photonen

(3.15)
Fluorophore absorbieren vorzugsweise Licht, das parallel zu ihrem Absorptions-
Dipolmoment polarisiert ist, der wiederum eine definierte Orientierung zur
Molekiilachse hat (Fotoselektivitit bzw. selektive Anregung). Auch die Emission ist
entlang einer festen Achse des Fluorophors polarisiert, die aber nicht zwangslaufig

dieselbe Orientierung haben muss.
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Die Fluoreszenz-Anisotropie r ist definiert als

_hi—h
I, + 21, e

mit den Fluoreszenzintensititen Iy und I. der parallel und senkrecht polarisierten
Emission, wenn die Probe mit parallel polarisiertem Licht angeregt wird. Durch die
Rotation der Fluorophore im angeregten Zustand verdndern sich die Polarisierung der
Emission und damit die Anisotropie (Lakowicz, 2006). Dies ldsst Riickschliisse auf die
Beweglichkeit, bzw. Rotationsfreiheit der Farbstoffe zu. Der Zusammenhang zwischen

Rotation und Anisotropie wird mit der Perrin-Gleichung beschrieben.

To

1+

r =

Dl A

(3.17)
Mit der Anisotropie ohne Beriicksichtigung der Rotationsbewegung ro, der Lebenszeit T

und der Anisotropiekorrelationszeit 6.

Prozesse, die zu einer Verringerung der Fluoreszenzintensitit fithren, werden
allgemeinhin als Loschung (quenching) bezeichnet (Lakowicz, 2006). Die Anregung
eines Fluorophors ist ein sehr schneller Prozess (107" s). Fluoreszenzemission hingegen
ist sehr viel langsamer (10™s). Wihrend sich der Farbstoff im angeregten Zustand
befindet, kann er mit anderen Molekiilen in der Losung kollidieren. Ein Beispiel dafiir
ist die Interaktion mit Sauerstoff. Diese Kollisionen konnen dazu fiihren, dass der
Fluorophor deaktiviert wird ohne ein Photon zu emittieren (collisional quenching). Es
gibt aber auch quenching-Prozesse, die im elektronischen Grundzustand (unabhingig
von Diffusion/Kollision) stattfinden, z.B. Komplexbildung mit Molekiilen im
Losungsmittel oder konkurrierende absorbierende Spezies in der Probe (static

quenching).

Molekiile im angeregten Zustand kénnen aber auch eine Spinumkehr des angeregten
Valenzelektrons erfahren (intersystem crossing) und so einen angeregten Triplet-
Zustand T; erreichen (Lakowicz, 2006). Die Emission eines Photons, um aus dem
angeregten Triplet-Zustand zum elektronischen Grundzustand zu gelangen, nennt man

Phosphoreszenz (rote Pfeile in Abbildung 3.4). Da Spinumkehrprozesse
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quantenmechanisch verboten und daher unwahrscheinlich sind, ist die Phosphoreszenz
mit sehr langen Lebenszeiten (im Bereich zwischen Sekunden und Stunden) verbunden.

AuBerdem konkurriert sie, wie die Fluoreszenz auch, mit strahlungslosen Prozessen.

Ein weiterer Prozess, der im angeregten Zustand der Fluorophore auftreten kann, ist
FORSTER-Resonanz-Energietransfer (Forster, 1948). FRET ist ein strahlungsloser
Energietransfer zwischen zwei Farbstoffen: einem Donor im elektronisch angeregten
Zustand und einem Akzeptor im Grundzustand. D.h., bei Anregung des Donors wird die
Akzeptorfluoreszenz ~ detektiert, obwohl der Akzeptor selbst bei dieser
Anregungswellenldnge nicht zur Emission angeregt werden kann. Hierzu ist eine
spektrale Uberlappung des Donor-Emissionsspektrums mit dem Akzeptor-
Absorptionsspektrum nétig. Bei hinreichend kurzen Abstdnden zwischen den
Fluorophoren kann iiber eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung Energie mit gleicher oder

dhnlicher Resonanzfrequenz ausgetauscht werden (Medintz und Hildebrandt, 2014).

Die Rate k(r), mit der dieser Energietransfer ablduft, hiangt von der Lebenszeit tp des
Donor-Farbstoffs, der Distanz Rp, zwischen Donor und Akzeptor und dem

FORSTER-Radius Ry des FRET-Paars ab.

kr(Rp)a) =i< R )6

Tp \Rp/a

(3.18)
Der FORSTER-Radius ist eine fiir ein spezifisches Farbstoffpaar charakteristische
GroBe. Ry wird aus den experimentell bestimmten spektralen Eigenschaften der

Farbstoffe berechnet, aulerdem geht ihre relative Orientierung ein.

Ro[4] = 0,211(1(211_4(])])](7\))%
(3.19)

mit dem Orientierungsfaktor k2, dem Brechungsindex des Mediums n, der
Quantenausbeute des Donors @p und dem Integral J(1) der Uberlappung des

Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors.

Der Orientierungsfaktor x?> hédngt von der relativen Orientierung der Donor- und

Akzeptor-Dipole zueinander ab. Theoretisch kann x> Werte zwischen 0 und 4
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annehmen. Fir maximale Effizienz (x¥*=4) muss das Dipolmoment des angeregten
Donors parallel zum Absorptionsdipolmoment des Akzeptors ausgerichtet sein. Fiir
k? = 0 liegt entsprechend Orthogonalitit der Dipolmomente vor. In der Praxis sind diese
extremen Situationen sehr unwahrscheinlich. Deshalb wird, unter der Annahme, dass

die Farbstoffe frei rotieren, k> = 2/3 angenommen (dos Remedios und Moens, 1995).

Der Energietransfer ist nur dann effizient, wenn er im Vergleich zur
Fluoreszenzlebenszeit tp des Donors schnell abliuft, da eine Energielibertragung nur
wihrend des Anregungszustandes des Donors stattfinden kann. Die FRET-Effizienz E
ist definiert als:

_ kr(Rp,a)
' + kr(Rp/a)
(3.20)
Unter Berticksichtigung von Formel 3.18 ergibt sich:
p=_ N6
RS + Rp,a®
(3.21)

Aus Formel 3.21 ist ersichtlich, dass die Transfereffizienz stark vom Abstand der

Farbstoffe abhingt. Sie ist proportional zu Rpa.

Bei Rpa =Ry betrdgt die FRET-Effizienz E 50% (Abbildung 3.5). R¢ erlaubt, den
messbaren Abstandsbereich fiir ein spezifisches FRET-Paar abzuschétzen. Wenn die
Distanz zwischen Donor und Akzeptor 50% des FORSTER-Radius erreicht, ist die
FRET-Effizienz nahezu maximal und kiirzere Distanzen kdénnen kaum bestimmt
werden. Wenn aber der Abstand zwischen Donor und Akzeptor Ry um 50% {ibersteigt,
geht die Transfereffizienz gegen Null und ldngere Distanzen konnen nicht mehr
ermittelt werden (dos Remedios und Moens, 1995). Demnach eignet sich FRET im
Bereich von 0,5 bis 1,5 Ry als ,,molekularer Zollstock™ zu &uBerst empfindlichen
Abstandsmessungen. Dies gilt z.B. fliir Multi-Doménen-Proteine: typische Abstéinde
zwischen den Untereinheiten komplexer Proteine liegen im Bereich von 20 bis 100 A.
Daher wird in diesen Fillen meist ein FRET-Paar mit Werten von Ry zwischen 30 und

60 A ausgewihlt.
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Abbildung 3.5: FORSTER-Radius und FRET-Messbereich.

Bei Ry, dem FORSTER-Radius, betriigt die FRET-Effizienz E 50 %. FRET ist im Bereich von
0,5-Ry und 1.5-R, (rot unterlegter Bereich) duflerst sensitiv gegeniiber Abstandsinderungen, denn
E ist proportional zu Rpx™.

Die FRET-Effizienz E wird aus experimentell bestimmbaren Parametern berechnet.

Dies ist zundchst tiber die Fluoreszenzintensitit moglich:

Fa

E:i
Fa+vy-Fp
(3.22)

mit der Fluoreszenzintensitit des Donors Fp und Akzeptors F. In den Korrekturfaktor y
geht das Verhiltnis der Quantenausbeuten des an das Protein gebundenen Akzeptors

und Donors (®4/®p) und das Verhiltnis der Detektionseffizienzen (ga/gp) ein.

Dy 8a
v @, gp
(3.23)

Aullerdem kann die FRET-Effizienz E aus den Donor-Lebenszeiten in Anwesenheit Tpa

und Abwesenheit tp des Akzeptors berechnet werden.

(3.24)
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Aus der Transfereffizienz werden dann Abstinde bzw. Abstandsdnderungen zwischen
Donor und Akzeptor berechnet (Formel 3.21). Daraus konnen Informationen iiber die
Struktur bzw. Strukturdnderungen unter bestimmten Bedingungen abgeleitet werden

(Abbildung 3.6).

M @
¥

Abbildung 3.6: FRET als ,,molekularer Zollstock*.

Ein Molekiil (in diesem Fall yPGK) wurde an spezifischen Positionen mit dem FRET-Paar Alexa
Fluor 488 (Donor) und Alexa Fluor 647 (Akzeptor) markiert. Der Donor wird mit einem Laser
(blau) angeregt und kann entweder selbst Licht emittieren (links, am entfalteten Protein) oder
Energie auf den Akzeptor iibertragen (rechts, am gefalteten Protein), der dann seinerseits rotes
Licht emittiert (FRET). Ob FRET stattfindet héngt stark vom Abstand zwischen Donor und
Akzeptor ab. FRET eignet sich deshalb als ,molekularer Zollstock” zu empfindlichen
Abstandsmessungen, aus denen Informationen zur Struktur und Strukturdnderungen (z.B. wéihrend
der Proteinfaltung) extrahiert werden konnen.
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Kovalente Bindung fluoreszierender Farbstoffe an yPGK fiir Einzelmolekiil-
FRET-Studien

Mit FRET werden Abstinde zwischen zwei Fluorophoren gemessen. Deshalb ist es
essentiell, fluoreszierende Farbstoffe, d.h. ein geeignetes FRET-Paar, kovalent an das zu
untersuchende Protein, yPGK, zu binden. Dies ist beispielsweise iiber die kovalente
Kopplung maleimid-funktionalisierter Fluorophore an die reaktive Thiolgruppe von
Cysteinen moglich. In der Sequenz der yPGK wurde daher an spezifischen Positionen
die natiirliche Aminosdure gegen ein Cystein ausgetauscht (primerabhingige
Mutagenese, Kapitel 3.1.2). Das natiirliche Cystein an Position 97 wurde hingegen

durch Serin ersetzt.

In dieser Arbeit wurden der griine Farbstoff Alexa Fluor 488 Cs Maleimid und der rotes
Licht emittierende Farbstoff Alexa Fluor 647 C, Maleimid verwendet, um Cystein-
varianten der yPGK zu markieren. Die Strukturformeln und die spektralen

Eigenschaften der Farbstoffe sind in Abbildung 3.7 und Tabelle 3.9 dargestellt.

Kleine Aliquots der Farbstoffe werden lyophilisiert und bei -80 °C gelagert. Das
Portionieren maleimid-gekoppelter Farbstoffe muss (zum Schutz der reaktiven Gruppe)
unter Ausschluss von Sauerstoff z.B. unter Stickstoffatmosphire in einer glovebox
durchgefiihrt werden. Sie werden kurz vor dem Ansetzen der Férbereaktion in

wasserfreiem DMSO gel6st.

Tabelle 3.9: Spektrale Eigenschaften und Molekulargewicht der Maleimid-Derivate der Farbstoffe
Alexa Fluor 488 und Alexa Fluor 647.

Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 647

Cs Maleimid* C, Maleimid”
AAbs, max 493 nm 651 nm
AEm, max 516 nm 671 nm
€ 72 000 cm™M™! 265 000 cm™' M
Molekulargewicht 720,66 g/mol 1250 g/mol

*  https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A10254; 02.09.2016
#  https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A20347; 02.09.2016
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Abbildung 3.7: Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung der yPGK.
Oben: Strukturen und Ladungsverteilungen der fluoreszierenden Farbstoffe Alexa Fluor 488 und
Alexa Fluor 647. Maleimid-funktionalisierte Fluorophore wurden verwendet, um Cysteinvarianten

der

yPGK  zu

markieren.

(http://www.atdbio.com/content/34/Alexa-dyes;

06.09.2016)

Unten:Absorptionsspektren (gestrichelte Linien) und Emissionsspektren (kompakte Linien) von

Alexa Fluor 488* und Alexa Fluor 647" (unten).
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A10254; 06.09.2016)
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A20347; 06.09.2016)

*

#

Zur Markierung der yPGK-Cysteinvarianten wurden die Farbstoffe in fiinffachem

Uberschuss zum Protein gegeben. Beim Mischen des Firbeansatzes muss ebenfalls

weitgehend auf Ausschluss von Sauerstoff geachtet werden, bevor er iiber Nacht bei

4 °C inkubiert. Tabelle 3.10 zeigt den Standardansatz zur Fluoreszenzmarkierung der

Hefe-PGK-Varianten.
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Tabelle 3.10 Typischer Ansatz zur Fluoreszenzmarkierung der yPGK-Cysteinmutanten.

Stock

Reagenz Konzentration Volumen Endkonzentration
Labelling-Puffer Ix ad 1 ml

TCEP 10 mM 40 pl 400 uM
PGKwt/Mutante 80-120 mM 170-250 pl 20 uM
Farbstoffmix* 3,85 mM 25 ul 100 uM

*  Alexa Fluor 647 Maleimid und Alexa Fluor 488 Maleimid im Mischungsverhéltnis 1:1

Der Labelling-Puffer (50 mM MOPS, pH 7,5; 500 mM NaCl) wird zum Entgasen mit
Stickstoff geflutet. AnschlieBend werden TCEP und die yPGK langsam in den Puffer
pipettiert. Der Ansatz wird nochmals vorsichtig mit N, versetzt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Tris (2-carboxyethyl-) phosphin (TCEP) reduziert in dieser
Zeit die Thiolgruppen der Cysteine des Proteins. Donor- und Akzeptorfarbstoff werden
in wasserfreiem DMSO geldst und im gleichen molaren Verhiltnis gemischt. Der
Farbstoffmix wird anschlieBend in fiinffachem Uberschuss zum Protein zum
Reaktionsansatz gegeben. Dieser wurde zum Mischen und Entgasen noch einmal mit

Stickstoff geflutet.

Isolierung doppelt fluoreszenzmarkierter yPGK

Da fiir beide Farbstoffe die gleiche Kopplungsreaktion an zwei spezifischen Positionen

verwendet wurde, sind in der Probe verschiedene Spezies zu erwarten:

I.  unmarkiertes Protein
II.  mit einem Donor markiertes Protein
III.  mit einem Akzeptor markiertes Protein
IV.  doppelt mit Donor markiertes Protein
V.  doppelt mit Akzeptor markiertes Protein
VI.  Proteine mit einem Donor und einem Akzeptor
VII.  Oligomere bzw. Aggregate
VIII.  freier Donor- und Akzeptor—Farbstoff

60



3 Methoden

Fir FRET-Experimente muss Spezies VI moglichst gut isoliert werden. Im ersten
Schritt der Reinigung werden Proteine mittels GroBenausschlusschromatographie (SEC)
von freien Farbstoffen getrennt. Das Sdulenmaterial, 8-10 g Sephadex G25, wurde eine
Stunde bei 90 °C in Labelling-Puffer gequollen. Ein Sdulenkérper mit einem

Innendurchmesser von 1 cm und 50 cm Lénge wurde mit 35 ml Sephadex G25 gepackt.

Nachdem die Probe auf die SEC-Sdule geladen wurde und vollstindig in die
SEC-Matrix eingetreten ist, wurde das S&ulenmaterial mit Puffer iiberschichtet.
Wihrend die Probe das Sadulenmaterial passiert, wurden 20 Fraktionen mit einem
Volumen von V =1 ml aufgefangen. Die Protein- und Farbstoffkonzentrationen jeder
Fraktion wurden mittels Absorptionsspektroskopie bestimmt und daraus die
durchschnittliche Anzahl der Farbstoffe, die an ein Protein gebunden sind (degree of

labelling, DOL) berechnet:

CAlexaFluor
DOL = ——

CyPGK
(3.25)

mit der Farbstoffkonzentration cajexaror und der Proteinkonzentration cpgx. Zwel

Fraktionen, die farbstoffgekoppeltes Protein enthalten, wurden gepoolt.

In einem zweiten Reinigungsschritt durch Anionenaustauschchromatographie (ion
exchange chromatography IEX) wurde das zweifach markierte Protein isoliert. Dabei
nutzt man den Ladungsunterschied (eine negative Ladung) zwischen den beiden
Farbstoffen Alexa Fluor 488 und Alexa Fluor 647 (Abbildung 3.7, oben). Proteine, die
negativ geladene Farbstoffe tragen, binden durch elektrostatische Wechselwirkung an
das Sdulenmaterial und werden mit einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Dabei
werden sie nach ihrer Ladungsanzahl getrennt. Zur Reinigung der gelabelten yPGK
durch IEX wurde ein automatisiertes FPLC-System (AKTA explorer 10, GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) und eine MonoQ 5/50 GL Chromatographie-Saule
(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) verwendet. Das FPLC-System wird mit der
Software UNICORN 5.31 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) kontrolliert. Der
linerare Gradient wird aus zwei Puffern gemischt: AKTA-Puffer 1 (10 mM MOPS,
pH 7,5) und 0-50% AKTA-Puffer II (10 mM MOPS, pH 7,5; 1M NaCl). Die Linge des

Gradienten betrdgt 40 Sdulenvolumen und die Flussrate, mit der die Probe und die
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Puffer iiber die Sdule gepumpt werden betrdgt 1 ml/min. Wéhrend die Probe das System
durchlduft, wird die Absorption bei A = 280nm (Absorptionsmaximum der Tryptophane
des Proteins), A =650nm (Absorptionsmaximum von Alexa Fluor 647 C, Maleimid)
und A=495nm (Absorptionsmaximum von Alexa Fluor 488 Cs Maleimid)
aufgenommen. Die Elutionsfraktionen, die zweifach (mit Donor und Akzeptor)
markierte yPGK enthalten, werden mit Labelling-Puffer verdiinnt und sind so mehrere
Tage bei 4 °C lagerbar. Aus den Absorptionsspektren der Proben wurden wiederum die

Protein- und Farbstoffkonzentrationen und der DOL bestimmt.

Aufbau eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops
Ein Schema eines inversen konfokalen Mikroskops ist in Abbildung 3.8 dargestellt.
Laser: ~ 635nm

Laser: ~ 481nm APD 1
APD4 APD 3

Probe U }
ir Shutter 635LP

APD 2
U
"""" Shutter |
Dichroit 530/55BP
(minordichroic)
TN
o U|U ™~
Dualband Dichroit
(majordichroic) Lochblende
(50-100 pm)
50/50

Abbildung 3.8: Schema eines inversen konfokalen Fluoreszenz-Mikroskops.
Gepulstes Laserlicht wird in eine Probe diffundierender fluoreszierender Molekiile fokussiert und
mit Avalanche Photodioden und hoher Zeitauflosung detektiert.

Licht von gepulsten Lasern (Laserdioden, 481 nm/635 nm) wird von einem Objektiv

mit hoher numerischer Apertur in eine Probe frei diffundierender fluoreszierender
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Molekiile fokussiert. Dadurch entsteht ein beugungslimitiertes, kleines effektives
Volumen (typischerweise ~1 fl). Das Anregungslicht und das von den fluoreszierenden
Farbstoffen emittierte Licht passieren dasselbe Objektiv. Ein dichroitischer Spiegel
(major dichroic) trennt das Anregungs- vom Emissionslicht, das anschlieBend die
konfokale Lochblende (confocal pinhole) passiert. Ein zweiter Dichroit (minor
dichroic) trennt die Emission nach der Wellenldnge. Geeignete Bandpassfilter vor den
Detektoren stellen sicher, dass nur von den Fluorophoren emittiertes Licht gemessen
wird. Die Detektion einzelner Photonen erfolgt mit hochsensitiven Avalanche

Photodioden (APD) mit hoher Zeitauflosung.

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
(fluorescence correlation spectroscopy, FCS)

Mit dem beschriebenen konfokalen Fluoreszenzmikroskop werden Intensitdts-
fluktuationen gemessen, die durch Diffusion fluoreszierender Molekiile verursacht
werden (Abbildung 3.9).

F(t)

Zeit

Abbildung 3.9: Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS).

Fluoreszierende Molekiile diffundieren durch das konfokale Observationsvolumen V. das
ndherungsweise einem 3D-GauB-Profil entspricht (oben). Durch das Ein- und Austreten einzelner
fluoreszierender Spezies entstehen Intensititsfluktuationen im Fluoreszenzsignal, die als einzelne
bursts in der Zeitspur erscheinen (unten).
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Die Fluktuationsrate der Fluoreszenzintensitdt hingt von der Diffusionsrate der
Molekiile ab. Kleine Molekiile (z.B. freie Farbstoffe) diffundieren schnell durch das
konfokale Volumen, gréBere (z.B. yPGK) verweilen ldnger. Zusétzlich beeinflussen die
fotophysikalischen Eigenschaften des Farbstoffes, wie etwa Triplet-Zustinde, die
Fluktuationsrate. Das Zeitintervall, in dem diese Prozesse ablaufen, liegt typischerweise
im Bereich zwischen Mikro- und Millisekunden (Lakowicz, 2006). Ist die
Farbstoffkonzentration gering (typischerweise pM-nM), verursacht jedes Molekiil, das
in das Detektionsvolumen ein- bzw. austritt, starke Intensititsschwankungen im
Fluoreszenzsignal. Ist die Konzentration dagegen zu hoch, befinden sich permanent
viele Molekiile im Fokus, die Fluoreszenzintensitét ist generell hoch und es ist nicht
mehr moglich, zu unterscheiden, ob einzelne Spezies hinein- oder herausdiffundieren.
Ublicherweise sollten sich durchschnittlich 0,1 bis einige 10 Molekiile im
Observationsvolumen authalten. Mit einem fiir FCS typischen effektiven Volumen von

ca. 1 fl ergibt sich daraus eine Probenkonzentration im pico- bis nanomolaren Bereich.

Bei konstanter Anregungsleistung sind die Fluktuationen des Fluoreszenzsignals SF(t)

definiert als die Abweichungen des Signals F(t) vom Mittel {iber die Zeit <F(t)>:

8F(t) = F(t) — (F(v)
(3.26)

Der zeitliche Verlauf der Intensititsfluktuationen wird verwendet, um die
Autokorrelationsfunktion G(t) der Fluoreszenzintensititsfluktuationen zu berechnen
(Abbildung 3.10). Sie ist definiert als das Produkt der Intensitétsfluktuationen zum
Zeitpunkt t, 5F(t), und zu einem spéteren Zeitpunkt 7, SF(t+7), gemittelt {iber eine groBe
Anzahl Ereignisse, denn der Zeitraum der Messung betrdgt typischerweise einige

Minuten, wohingegen t im Mikro- bis Millisekunden-Bereich liegt (Lakowicz, 2006).

_ (8F(1) - 8F(t + 1))

‘O oy

(327)
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Abbildung 3.10: Theoretischer Verlauf einer FCS-Autokorrelationskurve.
Intensitatsfluktuationen im Fluoreszenzsignal werden zeitlich autokorreliert. Die Amplitude der
Autokorrelationsfunktion zum Zeitpunkt t =0, G(0), hiangt von der Probenkonzentration ab und
entspricht der inversen Anzahl Molekiile im Observationsvolumen. Durch einen Fit der
Autokorrelationsfunktion mit einem passenden Diffusionsmodell wird der Diffusionskoeffizient D
der fluoreszierenden Spezies bestimmt. Zusétzlich kénnen Informationen iiber fotophysikalische
Prozesse wie Triplet-Zustinde auf kiirzeren Zeitskalen entnommen werden.

Um  unerwiinschte  Artefakte durch die Detektoren (afferpulsing) und
Intensitétsfluktuationen der Lichtquelle zu vermeiden, werden die Signale zwischen
zwei Detektionskanilen kreuzkorreliert (Schwille und Haustein, 2002). Die normierte
Kreuzkorrelationsfunktion G(t) der Intensitétsfluktuationen aus den Kanilen 1 und 2

OF(t) und 6F;(t), ist dann definiert als:

{BFy (D) - 8t + 1))
6O =5 O RO

(3.28)
Ist das effektive Volumen V. bekannt, kann man aus der Autokorrelationsfunktion
Informationen iiber die Konzentration, Diffusionseigenschaften, Fotophysik und die

Homogenitit der Probe extrahieren (Buschmann et al., 2009, Kapusta, 2010).
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3.3 Methoden der Spektroskopie

Die Amplitude der Autokorrelationsfunktion G(0) héngt von der durchschnittlichen

Anzahl fluoreszierender Molekiile N im effektiven Volumen V¢ ab:

G(0) = !
© =5
(3.29)
Die Konzentration ¢ der Probe ergibt sich aus:
N
c=—0———
Ve * Na
(3.30)

mit der Avogadro-Konstanten Ny = 6,022137- 10%* mol™.

Zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten D wurden die Daten mit der
Symphotime64-Software (PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland) gefittet. Diese
verwendet im Wesentlichen zwei Modelle, die ausschlieBlich Diffusion (pure diffusion)

oder zusitzlich Triplet-Zustdnde (FCS triplet) beriicksichtigen.

I.  Diffusion

Unter der Annahme, dass fluoreszierende Molekiile frei durch das Observationsvolumen
diffundieren und das Volumen als 3D-GauB-Profil angenommen wird, ist die

theoretische Autokorrelationsfunktion G(t) definiert als:

Npjff—1

GO = Z pli] :

= [l el

(3.31)
Die Anzahl fluoreszierender Molekiile N ergibt sich aus:
-1
npjff—1
N= 25 plil
i=0
(3.32)

mit dem Beitrag p der diffundierenden, fluoreszierenden Spezies i und deren
Diffusionszeit tp, sowie dem Verhiltnis zwischen Lange und Durchmesser des
konfokalen Volumens k (Aragén und Pecora, 1976, Rigler et al., 1993, Symphotime64-
Hilfe, PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland).
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II.  Triplet

Dieses Modell beschreibt die Diffusion verschiedener Spezies in Gegenwart eines
Triplet-Zustandes, beriicksichtigt also fotophysikalische Dunkelzustinde durch
intersystem crossing. Die theoretische Autokorrelationsfunktion G(7) ist dann definiert

als:

Npjff—1 [i] —r
1 =
G(t) = Z P 1-[1—T+TeTT]
i=0 T T 2
[+l [+ 1
(3.33)
Die Anzahl fluoreszierender Molekiile N ergibt sich aus:
-1
Npjff—1
N=[1-11 ) pli
i=0
(3.34)

Hier beschreibt T den Anteil der Molekiile im Triplet-Zustand und tr die zugehdrige
Lebenszeit (Widengren et al., 1994, Symphotime64-Hilfe, PicoQuant GmbH, Berlin,
Deutschland). 7p, T und 77 werden mittels Fit bestimmt. Zur Bestimmung von
Ve und k, dem Verhiltnis zwischen Lange und Durchmesser des Volumens, k =z / @
(Abbildung 3.11), werden Kalibriermessungen mit gut charakterisierten Farbstoffen
durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden dazu Atto655- und Atto488-NHS-Ester
verwendet. Die Diffusionskoeffizienten wurden mit D =425 pm?s™ (Kapusta, 2010)
bzw. D =369 um’s™” (Gabba, 2014) bei T=25°C und in wissriger Losung

angenommen.

Der Diffusionskoeffizient D der fluorogenen Spezies, die das Observationsvolumen

passieren, wird nun wie folgt berechnet:

w§

© Z(V_ff>
0 k 4'TD

Wl

1
m2 und D=

(3.35)und (3.36)
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3.3 Methoden der Spektroskopie

In dieser Arbeit wurde mit FCS die Qualitét der fluoreszenzmarkierten yPGK-Varianten
im Hinblick auf ihre Konzentration, Oligomer- bzw. Aggregatbildung und Riickstédnde
freien Farbstoffes abgeschitzt, um nachfolgende Einzelmolekiilentfaltungsstudien mit

FRET zu ermdoglichen.

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung des Observationsvolumens V .
Das Observationsvolumen V. wird als 3D-Gaufl angenommen. Der laterale Radius @, und der
Radius entlang der z-Achse z, sind schwarz hervorgehoben.

Durchfiihrung der Einzelmolekiil-FRET-Messungen

In dieser Arbeit wurden Einzelmolekiil-FRET-Messungen durchgefiihrt, um
Entfaltungszustinde der yPGK bei verschiedenen Guanidiniumhydrochlorid (GndHCI-)
Konzentrationen zu beobachten. Einzelmolekiil-FRET-Studien erlauben, zwischen
Subpopulationen in einem heterogenen Ensemble zu unterscheiden. Sie bieten direkten
Zugang zu den Verteilungen der zugrundeliegenden molekularen Eigenschaften, z.B.
der Anzahl thermodynamischer Zustinde und die dazugehdrige Verteilung der

intramolekularen Distanzen (Schuler, 2013).

Fiir Einzelmolekiil-FRET-Messungen wurden die yPGK-Varianten mit Alexa Fluor 488
Maleimid (Donor) und Alexa Fluor 647 Maleimid (Akzeptor) markiert. Die gut
gereinigte und charakterisierte Probe wird in FRET-Puffer (50 mM MOPS, pH 7,5;
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50mM NaCl, 0.001% Tween20) bzw. fiir Entfaltungsstudien unter Zusatz von
verschiedenen Konzentrationen GndHCI, typischerweise auf eine Endkonzentration im
pikomolaren Bereich verdiinnt und in speziell angefertigte Probencontainer iiberfiihrt
(Abbildung 3.12). Diese bestehen aus abgeschnittenen protein- Ilow- binding
EppendorfgefdBlen, die auf eine mit Piranha-Losung und Plasma gereinigte,
Polyethylenglycol (PEG-) beschichtete Glasoberfliche geklebt wurden. Tween20 und
PEG reduzieren die unspezifische Bindung der Proteine an die Glasoberfldche. Die
EppendorfgefaBe sind verschlieBbar und reduzieren die Verdunstung wihrend der

Messung.

._'.47

PEG

Glasoberflache

Abbildung 3.12: Probencontainer fiir FRET-Messungen.

Auf eine PEG-beschichtete Glasoberfliche werden abgeschnittene Eppendorfgetfie geklebt. PEG
reduziert unspezifisches Binden der Proteine an Glas, die verschlieBbaren Gefafle reduzieren die
Verdunstung wihrend der Messung.

Einzelmolekiil-FRET-Messungen ~ wurden mit einem inversen konfokalen
Fluoreszenzmikroskop durchgefithrt. Die Donor- und Akzeptor-Farbstoffe werden
alternierend mit gepulsten Lasern angeregt, wahrend sie durch das effektive Volumen
diffundieren (pulsed interleaved excitation PIE). So konnen Beitrdge von Molekiilen
herausgefiltert werden, die nur mit einem Donor markiert sind oder einen nicht intakten

Akzeptor tragen (Miiller et al., 2005, Riittinger et al., 2006, Sisamakis et al., 2010).

Fluoreszenzintensititen (bursts, die von einzelnen Molekiilen stammen) werden iiber
den gesamten Zeitraum der Messung aufgenommen. Zusitzlich wird die zeitliche
Korrelation der (ankommenden) Photonen gemessen: jeder einzelne Laserpuls startet
dabei eine Messung, die durch ein emittiertes Photon gestoppt wird (time-correlated
single photon counting TCSPC) (Tellinghuisen et al., 1994, Eggeling et al., 1998,
Becker, 2005). Aus den einzelnen Messungen dieser microtime eines bursts erhilt man
so Informationen iiber die Fluoreszenzlebensdauer des  entsprechenden

Farbstoffmolekiils. Damit 14sst sich die FRET-Effizienz jedes einzelnen bursts sowohl
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3.3 Methoden der Spektroskopie

iiber die (gemessene) Intensitdt, als auch iiber die Lebenszeit bestimmen
(Formeln 3.22-3.24).

Fiir jeden burst wird aus den Intensititen die FRET-Effizienz bestimmt. Die
Verteilungen der FRET-Effizienzen aus einer Vielzahl bursts werden in FRET-
Histogrammen dargestellt. Typischerweise wurden sechs Messungen derselben Probe
fiir jeweils zehn Minuten mit N ~ 0,03 durchgefiihrt. Die Hé&ufigkeitsverteilungen
wurden mit einer bzw. zwei Gaul3-Funktion(en) f{E) gefittet, um die mittleren FRET-

Effizienzen <E> der auftretenden Populationen zu bestimmen:

LY _(E—(E2i>)2
(E) = Z L_.e 20
f i V2mo?

i

(3.37)
mit der Fliche A und der Varianz o?. Aus <E> konnen anschlieend die

Farbstoffabstéinde berechnet werden (Formel 3.21).
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4 Ergebnisse

4.1 Design der Cystein-Mutanten der yPGK

Fir FRET-Experimente ist es notwendig, die yPGK mit einem geeigneten Paar
fluoreszierender Farbstoffe zu markieren. In dieser Arbeit wurden maleimid-
funktionalisierte Fluorophore verwendet, die kovalent an die Thiolreste von Cysteinen
gekoppelt werden. Dazu wurden an spezifischen Positionen der yPGK Aminosduren
gegen Cysteine ausgetauscht. AuBBerdem wurde das natiirliche Cystein an Position C97
durch Serin ersetzt. Dies erfolgte durch primerabhéngige Mutagenese auf DNA-Ebene
(Kapitel 3.1.2). Die Substitution der gewiinschten Basenpaare wurde durch

Sequenzierung validiert.

Vor der Mutagenese wurden potentielle Farbstoffpositionen anhand der Kristallstruktur
des Proteins ausgewidhlt (PDB: 1QPG). Hierbei sind verschiedene Kriterien zu
beachten. Der FORSTER-Radius des verwendeten FRET-Paars gibt einen gewissen
Abstandsbereich geeigneter Farbstoffpositionen vor. Hier wurden Werte typischerweise
so gewihlt, dass sie im Bereich des FORSTER-Radius liegen oder kleiner sind (ca.
0,5-Rp <Rpa < 1,5:'Rg, Kapitel 3.3.3). AuBerdem wurde darauf geachtet, dass die
Markierungspositionen fiir die Farbstoffmolekiile zuginglich sind, also moglichst in
unstrukturierten Bereichen an der Oberfliche des Proteins exponiert zum Losungsmittel
liegen. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, dass die Struktur und Stabilitdt des
Proteins trotz Mutagenese erhalten bleibt, wurden dem Cystein dhnliche Aminosduren,
wie Serin und Threonin ersetzt. Auch die polaren Aminosiduren Asparaginsdure und
Glutamin konnten an spezifischen Positionen erfolgreich durch Cystein ersetzt werden.
Eine Substitution von Aminosduren, die mafgeblich fiir die Substratbindung und
Beweglichkeit (hinge-bending) des Enzyms, und damit fiir seine katalytische Aktivitit
sind, wurde vermieden. Tabelle 4.1 zeigt die Zusammenstellung potentieller

Farbstoffpositionen in der yPGK, die als Grundlage dieser Arbeit diente.
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Tabelle 4.1: Farbstoffpositionen fiir FRET-Studien in der Aminosiuresequenz der yPGK.

Domine Positionen der Mutationen Ca-Abstand Kommentar
N/C C97S Q135C S290C 39A v
. C97S S1C Q135C 37A v
C97S A110C Q135C 41 A kein FRET
C97S T202C D256C 34 A v
C97S T202C S290C 42 A Eresich el
Kandidat
C97S S290C K403C 36 A russlolisaidher
Kandidat
Position 244 fiir Farb-
C €978 T202C K244C 24 stoffe nicht zugénglich
Position 244 fiir Farb-
€975 K244C 5290C 284 stoffe nicht zugénglich
C97S S290C 1304C 48 A kein FRET
Sekundarstruktur nicht
C97S S290C A306C 44 A vergleichbar mit WT
C97S S290C A362C 37 A kein FRET

Totz Beachtung der genannten Kriterien bleibt die Vorhersage iiber die Stabilitdt der
Mutante und die Zugénglichkeit der ausgewdhlten Farbstoffpositionen schwierig und
muss experimentell validiert werden. Anhand der Kommentare in Tabelle 4.1 wird
deutlich, dass die meisten potentiellen Cysteinvarianten aufgrund von
Strukturverdnderungen  ausgelost durch den  Aminosdureaustausch  oder
Unzugénglichkeit fiir die entsprechenden fluoreszierenden Farbstoffe nicht in die
Entfaltungsstudien aufgenommen wurden. Alle in Tabelle 4.1 aufgefiihrten
Cysteinvarianten (bis auf zwei Kandidaten der C-Doméne) wurden in E.coli exprimiert
und aus dem Lysat gereinigt. AnschlieBend wurden sie einem Qualitétstest unterzogen
(Abbildung 4.1). Zusétzlich zu den Cystein-Doppelmutanten der yPGK wurden die
zugehdrigen Einzelmutanten hergestellt. Diese dienen zum einen zur Uberpriifung, ob
die jeweilige Position zugénglich fiir die Fluoreszenzfarbstoffe ist, zum anderen sind sie

notwendig, um die Quantenausbeuten der Farbstoffe an der jeweiligen Position zu
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bestimmen. Die Quantenausbeuten werden wiederum benétigt, um die FRET-

Effizienzen aus den gemessenen Fluoreszenzintensitdten zu bestimmen.

|

Reinheit
Ausbeute
Oligomere/Aggregate

Proteinexpression
Proteinreinigung

1

DLS Hydrodynamische Radien
CD Spektroskopie Integritét der Sekundarstruktur
Aktivitatstest Enzymatische Aktivitat

H

Fluoreszenz- Zuganglichkeit der Cysteine fur fluoreszierende Farbstoffe
markierung Isolierung der donor/akzeptor-markierten Proteinfraktion mit IEX

!

Kontamination mit freiem Farbstoff
FCS Konzentrationsbestimmung
Bildung von Oligomeren/Aggregaten

1

Einzelmolekdil- experimentell bestimmte Farbstoffabstande im Vergleich mit
FRET theoretischen Abstdnden aus der Kristallstrukur (C,-Absténde)
native Bedingungen und accessible volume (AV) Kalkulationen (AV-Absténde)

Abbildung 4.1: Qualitiitstest zur Validierung der Struktur und der Fluoreszenzmarkierung
der yPGK Cysteinvarianten fiir Entfaltungsstudien mit FRET.

Zunichst wurden die Integritit der Sekundérstrukturen mittels CD-Spektroskopie und
die  katalytische  Aktivitdit der  Cystein-Doppelmutanten  dberpriift.  Als
Vergleichsstandard diente in beiden Schritten der Wildtyp. AnschlieBend wurden die
Mutanten mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Dabei ldsst sich, vor allem anhand
der Einzelmutanten, feststellen, ob die jeweilige Position zuginglich flir den
entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff ist. Nach erfolgreicher Fluoreszenzmarkierung der
Cystein-Doppelmutanten wurden mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
(FCS) die Konzentration und die Diffusionseigenschaften der fluoreszierenden Spezies
in der Probe bestimmt. Auf diese Weise kann abgeschitzt werden, ob das
fluoreszenzmarkierte Protein Oligomere/Aggregate bildet und ob sich nach dem
Reinigungsprozess noch freier Farbstoff in der Probe befindet. Zusétzlich lassen sich

aus den Diffusionseigenschaften  Riickschliisse auf die  Struktur bzw.
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Strukturveranderungen der fluoreszenzmarkierten Varianten ziehen. So wurden die mit
FCS bestimmten hydrodynamischen Radii der fluoreszenzmarkierten yPGK-Varianten
mit denen mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmten hydrodynamischen
Radien der unmarkierten Varianten verglichen. Zeigten die yPGK-Varianten die fiir das
monomerische Enzym typischen Diffusionseigenschaften, wurden FRET-Messungen
unter nativen Bedingungen durchgefiihrt. Diese geben Auskunft iiber zwei Kriterien, die
fiir die Qualitdtsevaluation der Probe mafigeblich sind. Zum einen zeigen nur yPGK-
Varianten das erwartete FRET-Signal, die auch mit einem Donor- und einem
Akzeptorfarbstoff markiert sind. Zum anderen wurden die aus den FRET-Experimenten
bestimmten nativen Farbstoffabstinde mit den aus der Kristallstruktur bestimmten C,-
Abstdnden verglichen. Um die Kohlenstoff-Linker zwischen den Farbstoffen und den
Thiolen der Cysteine und die Bewegungsfreiheit der gebundenen Fluorophore
einzubeziehen, wurde die Verteilung der mdglichen Farbstoffabstinde berechnet
(accessible volume, AV-Kalkulationen). Dafiir wurde ein Modell verwendet, das auf der
Geometrie der entsprechenden Farbstoffe, die als FRET-Paar gewéhlt wurden und der
Kristallstruktur der yPGK basiert (Sindbert et al., 2011, Hofig et al., 2014). PGK-
Varianten, die alle Qualitdtsmerkmale erfiillen und akzeptable experimentelle
Farbstoffabstéinde unter nativen Bedingungen zeigen, wurden in die Entfaltungsstudien
aufgenommen. Auf diese Weise wurde ein FRET-System aus drei Cysteinvarianten der
yPGK generiert (Abbildung 4.2, in Tabelle 4.1 hervorgehoben), an dem
Abstandsénderungen zwischen den beiden Doménen des Proteins und innerhalb der
individuellen Doménen im Rahmen des full-length-Proteins wihrend der Entfaltung mit

GndHCI gemessen werden kdnnen.

Abbildung 4.2: FRET-System aus drei Cystein-Doppelmutanten der yPGK.
In den Kristallstrukturen der yPGK (PDB: 1QPG) sind die Doménen (N-Domine rot,
C-Doméne blau, hinge-Region griin) und die Positionen der Cysteinmutationen (schwarz)
gekennzeichnet. Die C,-Abstinde der Inter- bzw. Intradomdnen-Mutanten sind durch
entsprechend farbige Pfeile in der Représentation der Sekundirstrukturelemente (links)
gekennzeichnet. Die Oberflachenreprasentation (rechts) zeigt die Bindestellen des (Bis-)
74 Phosphoglycerats (cyan) in der N-Doméne (basic patch, hellrot) und der Nukleotidsubstrate
MgADP/MgATP (orange) in der C-Doméne (hellblau).
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In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der einzelnen Schritte der Reinigung

und Qualitdtspriifung der yPGK-Varianten des FRET-Systems im Detail dargestellt.

4.2 Proteinexpression und Reinigung

Das Wildtyp-Gen lag im Expressionsvektor pET27b vor. Durch Expression aus diesem
Vektor wird dem Protein ein C-terminales His-Tag angehéngt. Dieser C-terminal His-
markierte Wildtyp, PGK WT His (in den folgenden Abschnitten als yPGK WT
bezeichnet) diente in allen Schritten des Qualitdtstests als Standard. Die Expression des
PGK WT His aus pET27b ist sehr effizient, die Cysteinvarianten der yPGK lassen sich
jedoch nicht aus diesem System exprimieren. Die Expression der yPGK-Varianten
erfolgte aber mit hoher Ausbeute aus dem Expressionsvektor pET15b. Dieser Vektor
codiert neben einem N-terminalen His-Tag eine Thrombinschnittstelle zwischen dem
His-Tag und dem rekombinanten Protein, die verwendet werden kann, um das Tag nach
der Expression durch Proteaseverdau zu entfernen. Der Vorteil kleiner Tags besteht
darin, dass sie meist wenig bis keinen Einfluss auf die Struktur und Funktion des zu
untersuchenden Proteins nehmen. Damit eriibrigen sich meistens aufwendige, und
potentiell analytschidigende Methoden zu ihrer Entfernung. Um zu untersuchen, ob das
His-Tag und dessen Position Einfluss auf die Struktur und Aktivitit der yPGK hat,
wurden, neben den N-terminal His-markierten Cysteinvarianten, drei Wildtyp-

konstrukte, PGK WT His, His PGK WT und PGK WT, hergestellt (Abbildung 4.3).

yPGK WT (416 AS) HSVeTag HiseTag
PGK WT His
Fokdokkokkkokkokk kk okkkokkok
HiseTag Thrombin yPGK WT (416 AS)
His PGK WT
sk o ok ook ks ok 3 ke ok
yPGK WT (416 AS)
PGK WT

Abbildung 4.3: Wildtypkonstrukte der yPGK.

PGK WT His (oben) triagt ein C-terminales His-Tag (griin). Zusitzlich codiert der
Expressionsvektor pET27b ein HSV-Tag (gelb). Das N-terminal His-markierte Wildtypkonstrukt
His PGK WT (mitte) tragt eine Proteaseschnittstelle zur Entfernung des His-Tags (hellblau). Dem
Konstrukt PGK WT (unten) wurde das His-Tag mit Thrombinverdau entfernt. * symbolisieren
zusétzliche Aminosduren zur Wildtypsequenz.
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Die Expression der Wildtypkonstrukte und der yPGK-Cysteinvarianten erfolgte in
E.coli BL21 Codon Plus RP (Kapitel 3.2.1). Die Zellen wurden mechanisch
aufgeschlossen und Membranfragmente sowie die genomische DNA durch
Ultrazentrifugation entfernt. Abbildung 4.4 A zeigt die Reinheit der Proteinprobe nach
den anschlieBenden Reinigungsschritten (Kapitel 3.2.2) in einem Polyacrylamid (PAA)-
Gel exemplarisch fir PGK C97S T202C D256C. Die yPGK-Variante lauft
erwartungsgemél zwischen der 40 kDa und 55 kDa-Bande des Markers.

Zunichst wurde durch schrittweise Inkubation mit 1,5 M und 2,5 M Ammoniumsulfat
ein erheblicher Anteil bakterieller Proteine gefillt und durch Zentrifugation aus dem
Lysat entfernt. Dieser vorbereitende Reinigungsschritt erhoht die Effizienz der
nachfolgenden NiNTA-Affinititschromatographie. Ein Reinigungseffekt ist bereits nach
diesem Schritt in den entsprechenden Spuren des PAA-Gels (Abbildung 4.4 A) zu
sehen. Die so vorgereinigte Probe wird anschlieBend auf die NINTA-Séule geladen und
durchlduft das Material. Die sechsfach His-markierten yPGK-Varianten, aber auch
andere histidinreiche bakterielle Proteine kdnnen mit der NiNTA-Matrix interagieren. In
zwei Imidazol-Waschschritten (2,5 mM und 5 mM) wurden solche Proteine, die mit
schwicherer Affinitdt an das NiNTA binden, entfernt (sichtbar in den Waschschritt-
Spuren in Abbildung 4.4 A). Die yPGK wurde mit 250 mM Imidazol als Kompetitor
von der NiNTA-Sédule eluiert. Durch ein, im Vergleich zum applizierten, reduziertes
Elutionsvolumen wird die Probe dabei angereichert. In den entsprechenden Spuren im
PAA-Gel ist bereits ein deutlicher Reinigungseffekt erkennbar, trotzdem sind

zusatzliche Banden zu sehen.

Die Probe wurde dann durch Dialyse in PGK-Lagerpuffer iiberfiihrt. In einem finalen
Reinigungsschritt wurden mittels GroBenausschlusschromatographie (size exclusion
chromatography, SEC) Proteinkontaminationen, aber auch mogliche
Degradationsprodukte und Oligomere entfernt. Abbildung 4.4 B zeigt die
Elutionsprofile der SEC ebenfalls exemplarisch fiir die PGK C97S T202C D256C
Variante im Vergleich zum Wildtyp. Die Monomerfraktion wird bei V ~ 90 ml eluiert.
Das Elutionsprofil der Cysteinvariante zeigt im Gegensatz zum Wildtyp einen erhohten
Peak bei Elutionsvolumina um V ~ 80 ml, der hauptsdchlich Oligomere des Enzyms,
die vermutlich durch die Bildung von Disulfidbriicken zwischen den zur Oberfliche

exponierten Cysteinen entstehen, enthdlt. Die yPGK-Monomerfraktion wurde in
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fliissigem Stickstoff schockgefroren und ist einige Monate bei -80 °C lagerbar. Die

Proteinausbeuten liegen typischerweise bei 6 mg yPGK pro Liter Bakterienkultur.
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Abbildung 4.4: Expression und Reinigung der yPGK Varianten.

A: Auftrennung der Intra-C-Doménen-Cysteinmutante nach Ultrazentrifugation des
Bakterienlysats, Féllung mit 1,5 M (I) und 2,5 M (II) Ammoniumsulfat, NINTA-IMAC, Dialyse
mit PGK Lagerpuffer und SEC in einem 12% Polyacrylamidgel. Die yPGK-Mutante
(Molekulargewicht: ca. 45 kDa) lauft erwartungsgeméB zwischen der 40 kDa und 55 kDa Bande

des Markers.

B: Elutionsprofile des yPGK WT (schwarz) und der Intra-C-Doménen Cysteinvariante (blau)
nach SEC. Die Monomerfraktion wird bei V ~ 90 ml eluiert. Ein zweiter Peak bei V ~ 80 ml in
der Elution der Cysteinvariante enthdlt hauptsachlich Oligomere des Enzyms.

Immunologischer Nachweis der yPGK-Varianten

Nach der Reinigung der yPGK-Varianten wurden diese mittels Westernblot
immunologisch nachgewiesen (Kapitel 3.2.5). Dafiir wurde ein Anti-His-Antikdrper
verwendet, der das N-terminale His-Tag der Enzyme erkennt. Das Molekulargewicht

wurde mittels SDS-PAGE verifiziert (Abbildung 4.5).

Alle Einzel- und Doppelmutanten laufen, wie zu erwarten, auf Hohe des Wildtyps
zwischen der 40 kDa und 50 kDa Bande des Markers und konnten mit dem Antikorper

nachgewiesen werden (Einzelmutanten Abbildung 4.5 A; Doppelmutanten Abbildung

4.5B).
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Abbildung 4.5: Immunologischer Nachweis der yPGK-Varianten.

A: Auftrennung der yPGK Einzel-Cystein-Mutanten nach ihrem Molekulargewicht im Vergleich
zum His PGK WT mit SDS-PAGE (oben) und immunologischer Nachweis mit Westernblot
(unten).

B: Auftrennung der yPGK Doppel-Cystein-Mutanten nach ihrem Molekulargewicht im Vergleich
zum PGK WT His und His PGK WT mit SDS-PAGE (oben) und immunologischer Nachweis mit
Westernblot (unten).

Pro Spur wurde 1pg Protein aufgetragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit einem Anti-
His-Antikorper. Alle Cysteinvarianten laufen erwartungsgemif auf Hohe der Wildtypkonstrukte
zwischen der 40 kDA und 50 kDa Bande des Markers und konnten mit dem Antikorper detektiert
werden.

Wie bereits erwédhnt neigen die Cysteinvarianten stirker zur Bildung von Oligomeren
als der Wildtyp. Die Thiolgruppen der Cysteine sind sehr reaktiv. Sie oxidieren in
Anwesenheit von Sauerstoff im Losungsmittel und bilden Disulfidbriicken. Mit Blue
Native (BN) PAGE wurde der Grad der Oligomerisierung der Cysteinvarianten im
Vergleich zum WT, der ebenfalls ein oberflichenexponiertes Cystein beinhaltet,
abgeschitzt (Kapitel 3.2.4). Dabei werden Proteine unter nativen Bedingungen nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt, Proteinstruktur und Disulfidbriicken bleiben, im
Gegensatz zur SDS-PAGE, erhalten. Es wurde darauf geachtet, dass moglichst gleiche
Mengen Protein (3 pg pro Spur) auf das Gel aufgetragen werden (Einzelmutanten

Abbildung 4.6 A; Doppelmutanten Abbildung 4.6 B). Alle Varianten liegen
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hauptséchlich als Monomer vor, das auf Hohe der 45 kDa Bande des Markers lauft.
In allen Spuren ist eine zweite, unterschiedlich stark ausgeprdgte Bande zwischen
67 kDa und 146 kDa deutlich zu erkennen, vermutlich handelt es sich dabei um Dimere
der yPGK. Sowohl Einzel- als auch Doppelmutanten neigen stirker zur
Oligomerisierung als der Wildtyp. Um der Bildung von Disulfiden entgegenzuwirken
bzw. um Disulfidbriicken zu reduzieren wurden wiahrend der Reinigung und vor allem
wiahrend der Markierungs-Reaktion Reduktionsmittel (DTT, TCEP) verwendet und

weitgehend unter Ausschluss von Sauerstoff gearbeitet.
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Abbildung 4.6: Blue Native PAGE.

Auftrennung der yPGK Einzel-Cystein-Mutanten (A) und Doppel-Cystein-Mutanten (B) nach
ihrem Molekulargewicht im Vergleich zum PGK WT His und His PGK WT in einem
Polyacrylamid-Gradientengel (6-14% PAA) unter nativen Bedingungen. Dabei bleibt die
Proteinstruktur erhalten. Es wurden 3 pg Protein/Spur aufgetragen. Alle yPGK-Varianten liegen
hauptséchlich monomerisch vor. Die Monomerbande lauft auf Hohe der 45 kDa Bande des
Markers. Eine zweite Bande zwischen der 67 kDa und 146 kDa ist in allen Spuren in
unterschiedlicher Stérke erkennbar und deutet darauf hin, dass alle Varianten dazu neigen,
Oligomere zu bilden.
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4.3 Dynamische Lichtstreuung

Mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) konnen hydrodynamische Radien kleiner
Partikel bestimmt werden. Damit lassen sich auch Biomolekiile, z.B. Proteine und deren
Aggregationseffekte in Losung untersuchen. Dabei wird ein Laser verwendet, dessen
Licht an den Proteinen gestreut wird. Die Streulichtintensitét ist dabei stark von der
Partikelgrofe abhingig. Aufgrund der Brown’schen Molekularbewegung ergeben sich
Fluktuationen der Streulichtintensititen. Diese werden mit hoher Zeitauflosung
detektiert und korreliert. Die Autokorrelationskurven werden mit einem Modell gefittet,
das die Diffusion von Makromolekilen/Polymeren beschreibt und so die
Diffusionskoeffizienten der Spezies in der Probe bestimmt. Mit Hilfe der Stokes-
Einstein-Beziehung konnen aus den Diffusionskoeffizienten D die hydrodynamischen

Radien Ry, berechnet werden (Kapitel 3.3.2, Formel 3.12).

Abbildung 4.7 zeigt die Autokorrelationskurven der unmarkierten yPGK-Varianten im
Vergleich zum Wildtyp (linke Spalte) und die zugehorigen Verteilungen der
hydrodynamischen Radien (rechte Spalte) aus DLS-Messungen.

Alle Cystein-Mutanten zeigen einen hydrodynamischen Radius von R, =3,1 nm. Die
geringfligige Abweichung vom Wildtyp (R, = 3,4 nm) kann durch die Unterschiede in
der Aminosauresequenz bzw. der Position des His-Tag der verschiedenen Konstrukte
(Abbildung 4.3) erklart werden. Die hydrodynamischen Radien entsprechen allerdings
dem fiir ein Protein des Molekulargewichts der yPGK (45 kDa) zu erwartenden Wert
sowie den Ergebnissen fritherer DLS- und FCS-Messungen (Rosenkranz, 2011, Gabba,
2014). Die Verteilungen zeigen keine Peaks bei gro3eren Radien, wie sie flir Aggregate

Zu erwarten waren.

80



4 Ergebnisse

- . . r . . . . . 10
= 18] R,= 3,4nm
L L b=l
g 44 08 E
(=9 E L L0,6 s
b ° 121 63
< =
= < 3
E‘ 1,04 I 0.4 §
0,01 " ' 4 7] 0 3
B 000————— e I B
@ "0.01] . . . N ; i ! ; i 0,0
" . : : _ : . . . . Lo
= - 164 7 Ry=3,1nm
= g g4 1t 10,8 n=:x,:
o ® g
= S 2
= 8 12 17 06 F
) g L:i
= < S
S 1,0 r (04 3
; § 0101_ T T T "l o2 3
= T 000 — - I [
R R Y1 ‘ . . ] oW, . T,
- . . r : v . . . e
1,64 ] _ ;
ﬁa’ g R,= 3,1nm
K - o8 T
g 3 M 1 &
-] £ 8
= s 1,24 {1 r 0,6 &
1 S =
5 2 :
= 1,04 F r0.4 3
Ho T T T o
£ § 001 ] e 3
= T 0,00t i I -
= 2 0,01 1
! [l . . . . A . . 0.0
Z b
. . . r . . . . . 10
@ o 161 1 Ry,=3,1nm
% ‘9" 08 T
© F Lo,
et - 1,41 q o
= g 5
T 5 121 | IF 06 3
= 5 =
s < ™
=i § 0,014 ] .-
e =} i IR - - _ R — Ra— - r Yy
5? 3 0,00
) i -0l ; . . ; | ! ; : 0,0
10° 10’ 10% 10° 10* 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
t [us] Rp, [nm]

Abbildung 4.7: Dynamische Lichtstreuung.

DLS-Autokorrelationskurven (links) und Verteilungen der hydrodynamischen Radien (rechts) der
yPGK-Varianten. Fiir die Cystein-Mutanten ergibt sich iibereinstimmend Ry, = 3,1 nm und damit

eine geringe Abweichung vom Wildtyp mit R, = 3,4 nm.
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4.4 Integritit der Sekundarstruktur

Um zu tberpriifen, dass die Sekundérstruktur der PGK-Varianten durch das N-terminale
His-Tag und die eingefiigten Mutationen nicht verdndert wird, wurden CD-Messungen
durchgefiihrt (Kapitel 3.3.1). Dazu wurde die yPGK-Konzentration durch Verdiinnen in
10 mM MOPS, pH 7,5 so eingestellt, dass die Absorption Axgonm = 0,07-0,1 OD betrigt.
Die Proteinkonzentrationen wurden mit Absorptionsspektroskopie bestimmt. Der
Einfluss von Salz (NaCl) und Komplexbildnern (EDTA) auf die Sekundéarstruktur des
Wildtyps und der C97S Q135C S290C Variante wurde in einer fritheren Arbeit unter
verschiedenen Bedingungen (10 mM MOPS; 10 mM MOPS /50 mM NaCl; 10 mM
MOPS /2mM EDTA und 10 mM MOPS / 50 mM NaCl /2 mM EDTA bei pH 7,5) mit
CD-Spektroskopie und Tryptophanfluoreszenz iberpriift. Es konnte gezeigt werden,
dass die Sekundér- und die Tertidrstruktur in allen getesteten Bedingungen erhalten
bleibt, auch wenn der Puffersubstanz weder NaCl noch EDTA zugesetzt wurden
(Rosenkranz, 2011). Da diese Substanzen keinen messbaren Einfluss auf die
Proteinstruktur zeigen, sie aber die Qualitdit der CD-Messungen storen (hohes
Rauschen) und den Messbereich einschranken, wurden sie in dieser Arbeit nicht

eingesetzt.

Es wurden Spektren im Wellenldngenbereich zwischen A = 200-280 nm aufgenommen.
yPGK ist ein iiberwiegend o-helikales Protein, fiir das Spektren mit negativen Peaks bei
A=222nm und A=208 nm erwartet werden. Pufferspektren wurden separat zu den
Proteinspektren aufgenommen und von diesen abgezogen. AuBerdem wurden die
Spektren fiir die Proteinkonzentrationen der Proben und die Anzahl der Aminosduren

korrigiert, damit alle Spektren untereinander vergleichbar sind.

Zunichst wurde untersucht, ob der Verbleib des His-Tag oder dessen Position, die
Sekundérstruktur des Enzyms mafgeblich verdndert. Abbildung 4.8 zeigt die CD-
Spektren der entsprechenden WT-Konstrukte, die wie oben beschrieben aufgenommen
wurden. Die Spektren zeigen, dass die Sekundirstruktur der yPGK durch die Position
des His-Tag nicht maBgeblich verandert wird. Auch das Spektrum des Wildtyps, dem
das N-terminale His-Tag durch Thrombinverdau entfernt wurde, weicht nicht erheblich
von den Spektren der histidinmarkierten Konstrukte ab (innerhalb eines Toleranz-
bereichs von +10%, hellgrauer Bereich in Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: CD-Spektren verschiedener Wildtypkonstrukte der yPGK.
Wildtyps

Die Spektren des C-terminal (grau), N-terminal His-markierten (griin) und des unmarkierten

der yPGK (blau) unterscheiden sich nicht maBgeblich und liegen innerhalb eines
Toleranzbereiches von +£10% (hellgrau unterlegt). Das His-Tag selbst und seine Position am N-
oder C-Terminus beeintréchtigen die Sekundérstruktur demnach nicht.

AnschlieBend wurde der Einfluss der Mutagenese auf die Sekundérstruktur der yPGK
untersucht. Abbildung 4.9 zeigt die CD-Spektren der yPGK-Cysteinvarianten im
Vergleich zum PGK WT His. Sie zeigen keinen Einfluss der Mutagenese auf die

Sekundérstruktur der yPGK. Alle Spektren weichen weder in der Lage der typischen
negativen Peaks noch in ihrer Signalstdrke voneinander ab.
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Abbildung 4.9: CD-Spektren der yPGK-Cysteinvarianten.

Die Spektren der Inter-Domédnen-Mutante (griin) und der beiden Intra-Doménen-Mutanten (N-
Dominen-Mutante, rot; C-Doméinen-Mutante, blau) weisen, genau wie der Wildtyp (schwarz) die
fiir a-helikale Proteine charakteristischen negativen Peaks bei A= 208 nm und A = 222 nm auf und
weichen in ihrer Signalstirke nicht vom Wildtypspektrum ab. Die Cystein-Mutationen verédndern
die Struktur der yPGK nicht.
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4.5 Enzymatische Aktivitit der Cysteinvarianten der yPGK

Enzyme konnen nur katalytisch aktiv sein, wenn sie ihre native Tertidrstruktur
angenommen haben. Tags und Mutationen der Aminoséduresequenz besonders in bzw.
nahe der katalytischen Einheit kdnnen die Struktur, Stabilitit und Beweglichkeit des
Enzyms, und damit die Enzymaktivitit, beeinflussen. Die Umsatzrate k., eines Enzyms
ist daher ein indirektes MaB fiir die Effektivitdt der Proteinfaltung auch im Hinblick auf
die 3D-Struktur. Um sicherzustellen, dass die Cystein-Mutationen und das N-terminale
His-Tag der yPGK-Varianten die Funktionalitit des Enzyms nicht entscheidend
beeintriachtigen, wurde deren katalytische Aktivitit unter Beriicksichtigung
verschiedener Szenarios getestet. Dabei wurde der Aktivitétstest wie in Kapitel 3.2.6

beschrieben, angelehnt an das Protokoll der Firma Sigma, durchgefiihrt.

Zunéchst wurde der Einfluss verschiedener Puffersubstanzen untersucht. Das Protokoll
der Firma Sigma gibt 100 mM Kaliumphosphatpuffer mit pH 6,9 als Puffersubstanz an.
Phosphationen sind essentiell fiir die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu
1,3-Bisphosphoglycerat, einem der Substrate der yPGK, die von der Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) katalysiert wird. Phosphationen miissen dem
Assay, genau wie 3-NAD und ADP, zugegeben werden. CD- und FRET-Messungen
wurden optimalerweise in 10 mM MOPS bzw. 50 mM MOPS/50mM NaCl pH 7,5
durchgefiihrt. Tabelle 4.2 zeigt, dass die Umsatzrate unter diesen Bedingungen steigt.
Alle folgenden Aktivititsmessungen wurden deshalb in 50 mM MOPS/10 mM KPi bei
pH 7,5 unter Zugabe von 50 mM NaCl durchgefiihrt.

Tabelle 4.2: Wildtypaktivitiit in verschiedenen Pufferbedingungen.

Puffersubstanz pH Aktivitit [%]
100 mM KPi 6,9 100
100 mM KPi 7,5 90
10 mM MOPS/10 mM KPi 7,5 350
50 mM MOPS/10 mM KPi 7,5 400
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Die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Aktivitétstests hdngt von mehreren
Faktoren ab. Besonders kritisch sind dabei die Stabilitit der eingesetzten Chemikalien
(besonders des ADP) und die genaue Konzentrationsbestimmung der eingesetzten
yPGK-Variante im pico- bis nanomolaren Bereich. Tabelle 4.3 zeigt beispielhaft die
Aktivitdt verschiedener Expressionen des PGK WT His Konstrukts (Abbildung 4.3) in
unabhingigen Messungen. Als Hauptursache fiir die Streuung der einzelnen Messwerte
erscheint die Reproduzierbarkeit des Aktivititstests wahrscheinlich. Deswegen wurde
dieses WT-Konstrukt als interner Standard in jedem Assay eingesetzt. Die gemessenen
Werte der anderen Konstrukte wurden jeweils auf den entsprechenden Wert dieses
Wildtyps bezogen. Allgemein liegt die Reproduzierbarkeit der Aktivititsbestimmung im
Bereich von 10 % (vgl. Standardabweichung in Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Aktivitit verschiedenener Wildtypexpressionen (PGK WT His).

Datum Keat [s'l] Expression
19.08.2014 419 #1
21.10.2014 323 #1
21.10.2014 320 #2
27.03.2015 270 #3
20.04.2015 359 #1
20.04.2015 330 #1
20.04.2015 340 #4
19.08.2015 350 #4
16.10.2015 335 #4

Mittlere Aktivitit: 338+37
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Auch der Einfluss des His-Tags auf die katalytische Aktivitit der Wildtypkonstrukte

(PGK WT His, His PGK WT und PGK WT) wurde untersucht (Abbildung 4.10,
Tabelle 4.4).
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Abbildung 4.10: Katalytische Aktivitiit verschiedener Wildtypkonstrukte der yPGK.
Kinetiken der Phosphatiibertragung der Wildtypkonstrukte gemessen mit der Absorption von
NADH bei A =340nm. Die katalytische Aktivitdt der Konstrukte His PGK WT (grau) und PGK
WT (blau) sind leicht (ca. 20%) reduziert gegeniiber dem PGK WT His (griin).

Die Aktivitit des Wildtyps mit N-terminalem His-Tag (His PGK WT, grau) ist um etwa
20 % reduziert gegeniiber dem internen Standard PGK WT His (griin). Der Einfluss des
Tags selbst auf die Aktivitdt des Proteins ist generell als gering anzunehmen (PGK WT,

blau, 73%). Aus diesem Grund wurde der His-Tag deshalb in weiteren Experimenten
am Protein belassen.

Tabelle 4.4: Katalytische Aktivitiit verschiedener Wildtypkonstrukte der yPGK.

Konstrukt Keat [s7] Aktivitit [%]
PGK WT His 350 100
His PGK WT 275 79

PGK WT 255 73
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Schlieflich wurden die Aktivititen der Cysteinvarianten mit jeweils drei
Wiederholungsmessungen bestimmt, um den Einfluss der Mutationen auf die

Funktionalitit des Enzyms zu bestimmen (Tabelle 4.5, Tabelle 4.6 und Tabelle 4.7).

Tabelle 4.5: Katalytische Aktivitit der Intra-N-Domiinen-Mutante.

Umsatzrate: Kea¢ [s'l] % WT
WT S1C Q135C
323 218 68
270 221 82
359 251 77
73+6

Tabelle 4.6: Katalytische Aktivitit der Inter-Domédnen-Mutante.

Umsatzrate: K¢ [s'l] % WT
WT Q135C S290C
323 219 68
270 265 98
335 206 59
75+17

Tabelle 4.7: Katalytische Aktivitit der Intra-C-Doméinen-Mutante.

Umsatzrate: Kgq [s'l] % WT
WT T202C D256C
419 279 67
270 236 87
270 245 91
82+11
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Die Aktivititen der Cysteinvarianten sind leicht reduziert gegeniiber der Umsatzrate des
Wildtyp-Konstrukts (27 % im Fall der N-Dominenmutante, 25 % im Fall der
Interdoménenmutante und 18 % im Fall der C-Doméinenmutante).

Die Aktivititen der Cysteinvarianten sind jedoch vergleichbar mit der des His WT
Konstrukts, dessen Aktivitit um 21 % gegeniiber dem internen Standard reduziert ist.
Demnach erscheint als Ursache die Position des His-Tags am N-Terminus

wahrscheinlicher als der Aminosdurenaustausch selbst.

Die Cysteinvarianten der yPGK sind unter den Bedingungen, die in FRET-Studien
angewendet wurden katalytisch aktiv. Struktur und Funktionalitdt des Enzyms werden
durch die fiir die Positionierung der fluoreszierenden Farbstoffe durchgefiihrte

Mutagenese nicht maf3geblich veréndert.

4.6 Fluoreszenzmarkierung der yPGK fiir Einzelmolekiil-

FRET-Studien

Fiir FRET-Studien wurden die yPGK Cysteinvarianten mit fluoreszierenden Donor- und
Akzeptor-Molekiilen markiert. Eine bei pH 7,5 gepufferte 20 uM Proteinldsung wurde
mit einem fiinffachen Uberschuss der Farbstoffe Alexa Fluor 647 und Alexa Fluor 488
in einem Mischungsverhéltnis 1,5:1 inkubiert (Kapitel 3.3.3). Nach erfolgter Thiol-
Maleimid-Reaktion wurden ungebundene Farbstoffe mit GroBenausschlusschromato-
graphie vom fluoreszenzmarkierten Protein abgetrennt. AnschlieBend wurde die Donor-
Akzeptor-markierte yPGK mittels Ionenaustauschchromatographie und einem
geeigneten, kontinuierlichen NaCl-Gradienten (0-500 mM NaCl) in einem auto-
matisierten FPLC-System isoliert. Diese Methode trennt verschiedene Spezies in der
Proteinprobe aufgrund ihrer Ladung. In diesem Fall liegt eine negative netto-Ladung
zwischen den Farbstoffen vor. Durch die gleichzeitige Markierung mit beiden Farb-
stoffen iiber dieselbe Kopplungsreaktion entsteht ein komplexes Gemisch unter-
schiedlich markierter Proteinspezies. AuBBerdem ist auch eine unspezifische Interaktion
zwischen Farbstoff und Protein moglich, so dass weitere, auch mehrfach markierte
Spezies auftreten konnen. Abbildung 4.11 zeigt ein typisches Elutionsprofil,
exemplarisch fiir PGK C97S Q135C S290C.
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Wihrend der Elution wurde gleichzeitig die Absorption der beiden Farbstoffe und des
Proteins bei drei unterschiedlichen Wellenldngen gemessen, um die einzelnen
Komponenten in den Fraktionen zu detektieren. Die Absorption des Akzeptorfarbstoffes
wiahrend der Elution wurde bei A =650 nm aufgenommen (rot), die des Donor-

farbstoffes bei A = 495 nm (blau) und die des Proteins bei A = 280 nm (schwarz).
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Abbildung 4.11: Trennung markierter yPGK-Spezies mit Ionenaustauschchromatographie.
Waihrend der Elution wurde die Absorption der beiden Farbstoffe (Akzeptor, rot und Donor, blau)
und des Proteins (schwarz) aufgenommen. Das Elutionsprofil zeigt acht auffillige Peaks, von
denen Peak 4 und 5 das fir Donor-Akzeptor-markierte yPGK zu erwartende
Protein:Donor: Akzeptor-Verhiltnis von 1:1:1 annéhernd aufweisen (s. auch Abbildung 4.12 und
Tabelle 4.8). In FRET-Experimenten wurde gezeigt, dass nur Peak 5 (griin hinterlegt) die
gewiinschte doppelt markierte Probe enthalt.

Das Elutionsprofil zeigt, wie aufgrund der Probenkomplexitit zu erwarten, eine
Vielzahl von Peaks, von denen die acht wesentlichen Proteinfraktionen im Folgenden
ndher beschrieben werden und in Abbildung 4.11 markiert sind. Von den Fraktionen
dieser Peaks wurden die Absorptionsspektren gemessen und die jeweiligen Protein- und
Farbstoffkonzentrationen  bestimmt.  Die  Konzentrationsverhéltnisse  lassen
Riickschliisse auf die Proteinspezies zu, so ist beispielsweise flir die gewiinschte Donor-

Akzeptor-markierte yPGK ein Verhéltnis Akzeptor:Donor:Protein = 1:1:1 zu erwarten.

Zunichst wird unmarkiertes Protein eluiert (Peak 1). Es folgen Fraktionen, die nur mit

Donor (Peak 2) oder nur mit Akzeptor (Peak 3) markiert sind. AnschlieBend werden
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zwei Proteinfraktionen angereichert, die sowohl Donor- als auch Akzeptorabsorption
zeigen (Peak 4 und 5). Diese kommen als die gewiinschten Spezies in Frage und wurden
weiteren Tests unterzogen (siche unten). Spétere Fraktionen enthalten doppelt Akzeptor

markiertes Protein (Peak 6), oder gelabelte Oligomere (Peak 7 und 8).

Die Absorptionsspektren fiir Peak 4 und 5 sind in Abbildung 4.12 dargestellt und zu-
nichst nicht unterscheidbar. Die Wellenldngen der Elutionsprofile aus Abbildung 4.11
sind ebenfalls eingezeichnet. In beiden Fillen ergibt sich in etwa das gewiinschte
Konzentrationsverhéltnis von 1:1:1 (Tabelle 4.8). Erst mit FRET-Experimenten unter
nativen Bedingungen konnte validiert werden, dass Peak 5 die gewdiinschte Probe
enthdlt (griin hinterlegt in Abbildung 4.11). In Peak 4 konnte dagegen kein FRET

beobachtet werden.
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Abbildung 4.12: Absorptionsspektren der fluoreszenzmarkierten yPGK-Fraktionen aus
Peak 4 (grau gepunktet) und Peak S (griin) des Elutionsprofils der IEX.

Die Wellenlédngen, bei denen die Elutionsprofile aufgenommen wurden (A=280nm, schwarz;
A=495nm, blau und A=650nm, rot) werden von senkrechten Linien représentiert. Die normierten
Spektren stimmen weitgehend tiberein und zeigen anndhernd dasselbe Protein-Donor-Akzeptor-
Verhiltnis.

Tabelle 4.8: Effizienz der Fluoreszenzmarkierung der yPGK fiir FRET-Studien.

Cakzeptor Chponor Cyrck Akzeptor:Donor:yPGK
Peak 4 510 nM 425 nM 520 nM 1:08:1
Peak 5 230 nM 210 nM 160 nM 1:0,9:0,7
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4.7 Diffusionseigenschaften der fluoreszenzmarkierten

yPGK-Varianten

Nachdem die yPGK-Varianten mit Fluoreszenzfarbstoffen inkubiert und die Donor-
Akzeptor-markierten Fraktionen mittels Ionenaustauschchromatographie isoliert
wurden, muss sichergestellt werden, dass die Struktur der Varianten wihrend des
Labelling-Prozesses und trotz der Kopplung der Farbstoffe erhalten geblieben ist. Die
Integritét der Struktur und die Eignung der Cysteinvarianten fiir anschlieBende FRET-
Entfaltungsstudien wurden zunéchst mit Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS)

und anschlieBend mit Einzelmolekiil-FRET unter nativen Bedingungen untersucht.'

Mit FCS wurde der Diffusionskoeffizient D der Spezies in den entsprechenden Proben
bestimmt. Der Diffusionskoeffizient der fluoreszierenden Molekiile gibt Aufschluss
dariiber, ob die Probe nach der Reinigung weitgehend frei von ungebundenem Farbstoff
ist und iiber den Status der Oligomerisierung/Aggregatbildung. Freie Farbstoffmolekiile
diffundieren aufgrund ihrer geringeren Grofie schneller und fithren zu deutlich groBeren
Diffusionskoeffizienten. Die Bildung von Oligomeren und Aggregaten hitte den

gegenteiligen Effekt einer Verringerung des Diffusionskoeffizienten.

Abbildung 4.13 zeigt die Autokorrelationskurven der markierten yPGK-Varianten aus
FCS-Messungen. Die Daten wurden mit einem Modell (FCS triplet, Kapitel 3.3.3)
gefittet, das die Diffusion der fluoreszierenden Molekiile und zusétzlich Triplet-
Zustinde beriicksichtigt (exemplarisch dargestellt fiir die N-Doméinen-Mutante in
Abbildung 4.13, links). Anhand der Residuen wird deutlich, dass dieses Modell die
Diffusion der yPGK gut beschreibt.

Die Autokorrelationskurven der Cysteinvarianten gleichen sich weitgehend (Abbildung
4.13, rechts). Die berechneten Diffusionskoeffizienten liegen im Bereich des fiir yPGK
zu erwartenden Wertes von ca. 68 um’s” (Gabba, 2014). Uber die Stokes-Einstein-
Beziehung (Kapitel 3.3.2, Formel 3.12) wurden die hydrodynamischen Radien der
markierten yPGK-Varianten berechnet und mit den DLS-Ergebnissen der unmarkierten

Cysteinvarianten und des Wildtyps verglichen (Tabelle 4.9).

' Alle FCS- und FRET-Messungen sowie die Datenanalysen wurden von Dr. Michele Cerminara (ICS-5,
Forschungszentrum Jillich GmbH) durchgefiihrt.
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Abbildung 4.13: FCS-Autokorrelationskurven der yPGK-Varianten.
Zur Bestimmung der Diffusionskoeffizienten D wurden die Daten mit einem Modell gefittet, dass
die Diffusion der fluoreszierenden Molekille im Fokus und zusétzlich Triplet-Zustinde
beriicksichtigt (links). Die Autokorrelationskurven der yPGK-Varianten gleichen sich weitgehend
(rechts). Die daraus berechneten Diffusionskoeffizienten liegen im Bereich des fir yPGK zu

erwartenden Wertes (s. Tabelle 4.9)
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Tabelle 4.9: Diffusionskoeffizienten und hydrodynamische Radien der yPGK-Varianten.

PGK Variante D (T =20°C) Ry (T =20°C)
FCS FCS DLS
Wildtyp -—- - 3,4 nm
Interdoménen-Mutante 69 pm?s™ 3,1 nm 3,1 nm
N-Doménen-Mutante 72 um2s'1 3,0 nm 3,1 nm
C-Doménen-Mutante 69 pmzs’1 3,2 nm 3,1 nm

-
10°

Der Vergleich der mit DLS bzw. FCS untersuchten hydrodynamischen Radien zeigt,

dass die Kopplung der Farbstoffe keine drastischen Strukturverdnderungen des Proteins

verursacht. AuBerdem sind die Proben weitgehend frei von ungebundenem Farbstoff

und Oligomeren/Aggregaten.

Mit FCS wurde auBlerdem die durchschnittliche Anzahl N der fluoreszierenden

Molekiile im Fokus bestimmt. Aus N ldsst sich der Verdiinnungsfaktor abschitzen, der

noétig ist, um in FRET-Experimenten Einzelmolekiile zu beobachten.
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4.8 Farbstoffabstinde unter nativen Bedingungen

Das finale Kriterium, um die Qualitdt der Probe bzw. deren Eignung fiir Entfaltungs-
studien zu beurteilen, ist die Energieiibertragungseffizienz E aus Einzelmolekiil-FRET-
Messungen  unter  nativen  Bedingungen  (FRET-Puffer: 50 mM MOPS/
50 mM NaCl, pH 7,5). Aus den FRET-Effizienzen lassen sich Farbstoffabstinde
berechnen, die wiederum mit den C,-Abstinden der zur Markierung verwendeten
Cysteine aus der Kristallstruktur der yPGK verglichen wurden. Die Farbstoffe sind iiber
einen Kohlenstofflinker mit dem Fluorophor verbunden: der Fluorophor hat einen
gewissen Abstand zur Kopplungsposition und kann sich daher, abhingig von der
lokalen Struktur des Proteins, in einem relativ grolen Raum aufhalten (accessible
volume AV) (Kalinin et al., 2012). Um die Verteilung der moglichen Farbstoffabstéinde
unter Beriicksichtigung der Kohlenstofflinker abzuschétzen, wurde ein Modell,
basierend auf der Geometrie der entsprechenden Farbstoffe, die als FRET-Paar gewahlt
wurden und der Struktur der yPGK-Mutanten angewandt (Kalinin et al., 2012). Dabei
wird der Fluorophor als Ellipsoid und der Alkyl-Linker als flexibler Zylinder zwischen
dem zentralen Punkt des Fluorophors und dem Biomolekiil angenommen (Sindbert et
al., 2011, Hofig et al., 2014). Die Parameter zur Berechnung der AV fiir das in dieser
Arbeit verwendete FRET-Paar Alexa488mal und Alexa647mal sind in Tabelle 4.10
angegeben (Linkerldnge 1, -breite w, Ellipsoidradien Fluorophor R;_3).

Tabelle 4.10: Parameter zur Berechnung der AV.

Linkerparameter Fluorophorparameter

1 w R, R, R3

Alexa Fluor 488 C5 Maleimid* 16,4 A 45A 52 A 42 A 1,5A

Alexa Fluor 647 C2 Maleimid* 18, 7A  45A  99A 77A 15A
% Ro=52 A fiir das angegebene Farbstoffpaar (Sindbert et al., 2011)

Der entsprechende Algorithmus ermittelt den Raum, den der Farbstoff aufgrund der
Linkerlange einnehmen kann, ohne sterische Probleme mit der Proteinoberfliche zu

verursachen.
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Die Bestimmung von E aus den gemessenen Fluoreszenzintensitdten von Donor und
Akzeptor Fpsa erfolgte wie in Kapitel 3.3.3 (Formeln 3.22-3.24) beschrieben. Zur
Berechnung des Korrekturfaktors vy ist es notwendig, die Quantenausbeuten des an das
Protein gebundenen Donors und Akzeptors @p/s zu bestimmen. Dies erfolgte mit zwei
unterschiedlichen Methoden basierend auf der Helligkeit (molecular brightness, MB)
bzw. der Lebenszeit T der an die entsprechenden yPGK-Einzelmutanten gebundenen
Donor- oder Akzeptor-Farbstoffe (Kempe et al., 2015). Die Werte aus beiden
Messungen weichen nicht erheblich voneinander ab (Tabelle 4.11). Ihr Mittelwert
wurde verwendet um <E> zu berechnen. Auflerdem wurde das Verhiltnis der
Detektionseffizienzen fiir Akzeptor und Donor ga/gp bestimmt (Tabelle 4.12). Sie
hiangen von der Justierung der konfokalen Lochblende ab und wurden deshalb fiir jede

Messung bestimmt.

Tabelle 4.11:Quantenausbeuten des Donors und Akzeptors in Abhiéingigkeit ihrer Kopplungs-
position in der yPGK-Sequenz, bestimmt anhand ihrer molecular brightness (®™®)
und ihrer Lebenszeit (&7).

Mutante Quantenausbeuten

Pponor Pponor D i eptor @ {iczeptor
PGK S1C - 0,85 -—- 0,57
PGK Q135C 0,83 0,84 0,49 0,47
PGK T202C 0,74 0,78 0,46 0,44
PGK D256C 0,76 0,78 0,52 0,47
PGK S290C 0,77 0,81 0,67 0,60

Tabelle 4.12: Parameter zur Bestimmung des Korrekturfaktors vy.

(Py) ga

Mutante b b -
(®p) (Dy) (®p) 2o Y
Interdomanen- 0,81 0,54 0,67 1,040 0,70
Mutante
N-Doménen-Mutante 0,84 0,53 0,63 1,039 0,66
C-Dominen-Mutante 0,77 0,47 0,61 1,075 0,66

94



4 Ergebnisse

Abbildung 4.14 zeigt die AV (links) des Donors (blau) und Akzeptors (rot) an den
Cysteinvarianten der yPGK und die Verteilungen der FRET-Effizienzen (rechts) fiir die
Interdoménenmutante (griin), die N-Doménenmutante (rot) und die C-Doménen-
mutante (blau). Die Verteilungen wurden mit einer GauB-Funktion gefittet

(Kapitel 3.3.3, Formel 3.37 ), um die mittleren FRET-Effizienzen <E> zu bestimmen.
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Abbildung 4.14: AV und FRET-Effizienz-Histogramme zur Berechnung der Farbstoffabstinde
innerhalb der yPGK-Varianten unter nativen Bedingungen.

Links: Kristallstrukturen der yPGK-Mutanten (PDB: 1QPG) mit den AV des FRET-Paares
Alexa Fluor 488 (Donor, blau) und Alexa Fluor 647 (Akzeptor, rot). Die Cysteine, die als
Kopplungspositionen ~ der  Farbstoffe =~ gewahlt  wurden, sind schwarz  hervorgehoben.
Rechts: Verteilungen der FRET-Effizienzen, aus Einzelmolekiil-FRET-Messungen unter nativen
Bedingungen. Die Daten wurden mit einer Gauf3-Funktion gefittet (schwarze Linie), um die mittleren
FRET-Effizienzen <E> zu bestimmen.
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Aus <E> wurden anschlieBend die Farbstoffabstinde berechnet. Im Fall der
Interdoménenmutante stimmen die gemessenen Farbstoffabstinde (mit einer Differenz
von lediglich 2 A) sehr gut mit den Abstinden der C,-Atome der Cysteine iiberein. Bei
den Intradominenmutanten ergeben sich weit groBere Diskrepanzen. Die
Abweichungen zwischen gemessenen und aus der Kristallstruktur bestimmten
Abstinden betragen fiir die N-Doménenmutante 11 A, fiir die C-Doménenmutante 16 A

(Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13:Farbstoffabstinde Rp/, unter nativen Bedingungen berechnet anhand der Kristall-
struktur R§Y,, der AV-Kalkulationen R}’, und den FRET-Effizienzen R}’5'.

PGK Variante Farbstoffabstinde Rp,/a
RE R, REE
Interdoménen-Mutante 39A 47 A 41 A
N-Doménen-Mutante 37A 51A 48 A
C-Dominen-Mutante 33A 51A 49 A

Die theoretischen Vorhersagen aus den AV-Kalkulationen stimmen fiir alle drei
Cysteinmutanten mit den experimentell bestimmten Farbstoffabstinden iiberein
(Tabelle 4.13). Sie wurden deshalb fiir Studien {iber die Entfaltung des Enzyms
(Interdomédnenmutante) und seiner Doménen (N- und C-Doménenmutanten) im Kontext
des full-length Proteins akzeptiert. Die Ergebnisse zeigen, dass AV-Kalkulationen eine
zuverlédssigere Abschitzung der Farbstoffabstéinde bieten als die Berechnung anhand der

Cq-Atome der Cysteine in der Kristallstruktur.
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4.9 Equilibrium-Entfaltungsstudien an der yPGK

Mit Hilfe des in den vorangehenden Kapiteln beschriebenen Qualititstests konnte ein
System aus drei fluoreszenzmarkierten yPGK-Varianten etabliert werden, um in
Einzelmolekiil-FRET-Studien die Entfaltung der yPGK und ihrer Doménen zu
untersuchen. Einzelmolekiiltechniken konnen die Identifizierung von Subpopulationen
und Entfaltungsintermediaten ermdglichen, die in Ensemblemessungen ausgemittelt
werden. Die Entfaltung wurde chemisch durch Inkubation des Proteins mit
verschiedenen Konzentrationen des denaturierend wirkenden Salzes GndHCI
begiinstigt, um verschiedene Gleichgewichtszustinde zwischen gefalteten, entfalteten
und intermedidren Strukturen untersuchen zu kdnnen. Die Stabilitét der unmarkierten
yPGK-Varianten und des Wildtyps wurde zuvor in Ensemble-Studien mit CD-
Spektroskopie  bestimmt. So ldsst sich beobachten, inwieweit sich die
Sekundérstrukturen (hier die o-Helices) in Abhidngigkeit der GndHCIl-Konzentration

auflosen.

4.9.1 CD-Studien zur Entfaltung der yPGK-Varianten

Fiir die Entfaltungsstudien mit CD-Spektroskopie wurden die yPGK-Varianten auf eine
Konzentration von Cypgx=3pM in CD-Puffer (10mM MOPS, pH7,5) mit
verschiedenen Konzentrationen GndHCI (Cgpanct = 0-4 M) verdiinnt und fiir mindestens
lh (bei geringen GndHCIl-Konzentrationen {iiber Nacht) inkubiert, bis sich das
Gleichgewicht zwischen gefalteten und entfalteten Proteinen einstellt. Fiir jede Variante
wurden CD-Spektren unter den verschiedenen denaturierenden Bedingungen
aufgenommen und fiir die jeweilige Proteinkonzentration und die Anzahl Residuen
(Aminosduren) korrigiert ([@]vrw], Abbildung 4.15, links). Es ist deutlich zu erkennen,
dass sich die a-Helices mit steigender GndHCI-Konzentration kontinuierlich auflosen.
Die Signale bei A =222 nm, ein MaB fiir den Gehalt der a-Helices, wurde als Funktion
der GndHCl-Konzentration aufgetragen (Abbildung 4.15, rechts).
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Abbildung 4.15: Entfaltungsstudien an den yPGK-Varianten mit CD-Spektroskopie.

Links: CD-Spektren, exemplarisch dargestellt fiir die C-Domanenmutante, bei verschiedenen
GndHCI-Konzentrationen (0-4 M). Die a-Helices l6sen sich mit zunehmender Konzentration des
Denaturierungsmittels kontinuierlich auf.

Rechts: Die Signale bei A = 222nm wurden als Funktion der GndHCI-Konzentration aufgetragen.
Die Entfaltungskurven der Cysteinmutanten zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine leicht
reduzierte Stabilitit gegeniiber GndHCI. Die Ubergiéinge vom gefalteten zum entfalteten Zustand
aller yPGK-Varianten finden zwischen 0,5 M und 1 M GndHCI statt. Die Daten wurden mit dem
thermodynamischen Zwei-Zustandsmodell gefittet, um die GndHCIl-Halbkonzentrationen zu
bestimmen (Tabelle 4.14).

(,.lowp ,wd Gap_01) gz g o1

Die daraus resultierenden Entfaltungskurven der yPGK-Varianten wurden mit einem

Zwei-Zustandsmodell zur Bestimmung thermodynamischer Parameter der Entfaltung

globulérer Proteine gefittet (Kapitel 3.3.1, Formel 3.6). Auf diese Weise wurde, als Mal}

fiir die Stabilitit der yPGK-Varianten gegeniiber dem Denaturierungsmittel, die
GndHCI-Halbkonzentration (Cy2,gndanci), d-h., die Konzentration, bei der die Hélfte der

Proteine im Ensemble bereits entfaltet vorliegen, berechnet (Tabelle 4.14).

Tabelle 4.14: Stabilitit der yPGK-Varianten gegeniiber GndHCI.

yPGK-Variante Ci2,Gnanci
Wildtyp 0,81 M
Interdoménen-Mutante 0,65M
N-Doménen-Mutante 0,65M
C-Doméanen-Mutante 0,64 M

Die Stabilitdt der Cystein-Mutanten gegeniiber GndHCI ist vergleichbar, vermutlich als

Folge der Mutagenese jedoch leicht reduziert gegeniiber dem Wert des Wildtyps.
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4.10 Einzelmolekiil-FRET-Studien zur Entfaltung der yPGK

Fir  Entfaltungsstudien mit  Einzelmolekiil-FRET = wurden die  Proben
fluoreszenzmarkierter yPGK-Varianten fiir mindestens eine Stunde in FRET-Puffer
(50 mM MOPS, pH 7,5; 50 mM NaCl) mit verschiedenen Konzentrationen GndHCI
equilibriert. Die Messungen und Datenanalysen wurden, wie in Kapitel 3.3.3

beschrieben, durchgefiihrt.

4.10.1 Entfaltung der Interdomfinenmutante PGK Q135C S290C

Die Interdoménenmutante trdgt ein Fluorophor (Donor o. Akzeptor) in jeder Doméne.
So werden Abstandsidnderungen zwischen den Domidnen wihrend der Entfaltung

beobachtet, d.h., eine globale Betrachtung der Entfaltung des Proteins ist mdglich.

Abbildung 4.16 (s. S.100) zeigt die Verteilungen der FRET-Effizienzen bei
verschiedenen GndHCI-Konzentrationen (0-0,9 M). Unter nativen Bedingungen ist eine
Population bei <E> = 0,79 présent, die dem Ensemble nativ gefalteter yPGK entspricht.
Bei 0,4 M GndHCI ist die Peakposition bereits leicht in Richtung geringerer FRET-
Effizienz (<E>=0,74) verschoben und auch eine Verbreiterung der Verteilung ist
erkennbar. Eine zweite Population bei <E>=0,34 erscheint bei GndHCI-
konzentrationen tiber 0,5 M. Sie reprasentiert die entfalteten Zustinde der yPGK. Ihr
Anteil wichst mit steigenden GndHCI-Konzentrationen kontinuierlich, wéhrend die
gefaltete Population abnimmt. Ab 0,75 M GndHCI dominiert der entfaltete Zustand. Die
Peakposition wird kontinuierlich in Richtung geringerer FRET-Effizienzen verschoben
(<E>=0,2 bei Cgnauci = 0,9 M). Bei diesen relativ hohen GndHCIl-Konzentrationen
liegt das Enzym vollstandig entfaltet vor.

Die Analyse der Verteilungen der Donor-Lebenszeiten 7p derselben Daten resultiert in
einem dhnlichen Verhalten (Abbildung 4.17, s. S.101) und unterstiitzt die
fluoreszenzintensitéts-basierten Ergebnisse. Hier wird der gefaltete Zustand durch
kiirzere Lebenszeiten, der entfaltete Zustand durch lidngere Lebenszeiten des Donors
repréasentiert. Unter nativen Bedingungen ist ein Peak bei <tp> ~ 1,5 ns sichtbar, dessen
Amplitude mit steigender GndHCI-Konzentration abnimmt, wahrend ab 0,5 M GndHC1

ein zweiter Peak bei <tp> ~ 3 ns kontinuierlich zunimmt.
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Abbildung 4.16: FRET-Effizienz-Histogramme der Interdomiinenmutante bei verschiedenen
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GndHCI-Konzentrationen.

Die Daten wurden flichennormiert, das Binning betrégt AE = 0,05 und die Skalierung der y-Achse wurde
fiir jeden Datensatz angepasst. Bei den fiir die Entfaltung der yPGK kritischen GndHCI-Konzentrationen
(> 0,4 M) sind zwei Populationen zu sehen, die den gefalteten (high FRET) bzw. entfalteten (low FRET)
Zustand des Enzyms reprasentieren. Die Daten wurden mit zwei Gaufl-Funktionen gefittet (schwarze
Linie), um die mittleren FRET-Effizienzen <E> der jeweiligen Populationen zu bestimmen. Diese wurden

02 04 06 08 1
E

0

verwendet, um die entsprechende Entfaltungskurve zu generieren (Abbildung 4.18)
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Abbildung 4.17: Hiufigkeitsverteilungen der Donor-Lebenszeiten 7y, fiir die Interdoménenmutante.
Die Daten wurden flachennormiert, das Binning wurde basierend auf der Statistik der Daten gewahlt
(Shimazaki und Shinomoto, 2007) und die Skalierung der y-Achse wurde jedem Datensatz angepasst. Die
Verteilungen wurden mit zwei GauB-Funktionen gefittet (schwarze Linie). Die Verteilungen der
Donorlebenszeiten unterstiitzen die fluoreszenzintensitéts-basierten Daten (Abbildung 4.16). Bei den
kritischen GndHCl-Konzentrationen (>0,4 M) existieren zwei Populationen. Der gefaltete Zustand wird
hier durch kiirzere Lebenszeiten, der entfaltete Zustand durch lédngere Lebenszeiten des Donors
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Das Verhalten der Interdoménenmutante bei chemischer Denaturierung mit GndHCl
kann mit dem klassischen Zwei-Zustandsmodell erkldrt werden. Dabei wird
angenommen, dass ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen dem ungefalteten
Zustand und dem gefalteten Zustand existiert, ohne dass Intermediate gebildet werden.
Die Anteile der gefalteten und ungefalteten Populationen wurden als Funktion der

GndHCI-Konzentration aufgetragen (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18: Entfaltungskurven der Interdominenmutante.

Die Anteile gefalteter und ungefalteter yPGK wurden als Funktion der GndHCl-Konzentration
aufgetragen. Durch Fitten der Daten mit dem klassischen Zwei-Zustandsmodell wurde eine
GndHCIl-Halbkonzentration von C;;=0,64 M berechnet, die dem mit CD-Spektroskopie
ermittelten Wert entspricht (s. Tabelle 4.14).

Die Entfaltungskurven verdeutlichen noch einmal, dass der Ubergang vom gefalteten
Zustand zum nicht gefalteten Zustand zwischen 0,4 M und 0,9 M GndHCI stattfindet.
Die Abweichung vom allgemeinen Kurvenverlauf bei 0,2 M GndHCI ist vermutlich ein
Salzeffekt, der durch die Erhohung der Ionenstirke bei der Zugabe des geladenen
Denaturierungsmittels zur Losung verursacht wird und zundchst zu einer
Kompaktierung des Proteins fiihrt (Miiller-Spith et al., 2010). Mittels Fit der Daten mit
dem thermodynamischen Zwei-Zustandsmodell (Kapitel 3.3.1, Formel 3.6) wurde
wiederum die GndHCIl-Halbkonzentration berechnet. Fiir die Entfaltung der
Interdoménen-Mutante ergibt sich Ci; gnanci= 0,64 M. Dieser Wert entspricht der
mittels CD-Studien ermittelten GndHCI-Halbkonzentration (Cj2,gndrci= 0,65 M).

102
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Im Gegensatz zu der Interdoménenmutante, deren Entfaltung mit dem Zwei-
Zustandsmodell erkldarbar ist, zeigen die beiden Intradomdnenmutanten andere

Entfaltungsmuster.

4.10.2 Entfaltung der N-Domiinenmutante PGK S1C Q135C

An der N-Doméanenmutante kénnen Anderungen der FRET-Effizienz, verursacht durch
Abstandsénderungen innerhalb der N-terminalen Doméne der yPGK im Kontext des
Gesamtproteins verfolgt werden (Abbildung 4.19, s. S. 104, 0-1,5 M GndHCI).

Die gefaltete Population zeigt unter nativen Bedingungen einen Peak bei <E>=0,58.
Die Position dieses Peaks wird mit steigender GndHC1-Konzentration kontinuierlich in

Richtung geringerer FRET-Effizienz verschoben.

Bei 0,5M GndHCl wird ein zweiter Peak bei hoherer FRET-Effizienz sichtbar
(<E>=0,75; high-FRET-Peak). Dieser Peak nimmt zwischen 0,5 M und 0,7 M stetig zu
wihrend der Jow-FRET-Peak weiter in Richtung geringerer FRET-Effizienz verschoben
wird (<E>=0,35 bei 0,7M GndHCI). Seine Amplitude nimmt ab und eine
Verbreiterung wird erkennbar. Ab 0,75 M GndHCl nimmt die zweite, kompakte
Population wieder ab und die Population des entfalteten Zustands iiberwiegt. Bei 1| M
GndHCI ist der high-FRET-Peak fast vollstindig verschwunden und das Protein ist
weitgehend entfaltet. Die Peak-Position wird dennoch weiter in Richtung geringer
FRET-Effizienz verschoben (<E>= 0,17 bei 1,5 M GndHCI), ein Phianomen, das in der

Literatur als coil-globule-transition beschrieben wird (Sherman und Haran, 2006).

Es stellt sich nun die Frage, ob es sich bei der 4igh-FRET-Population um ein kompaktes

Intermediat auf dem Weg des Proteins zum entfalteten Zustand handelt.

Die Verteilungen der Donor-Lebenszeiten bei verschiedenen GndHCI-Konzentrationen
geben keinen eindeutigen Hinweis darauf (Abbildung 4.20, s. S. 105). Unter nativen
Bedingungen ergibt sich ein Peak bei geringer Lebenszeit (<tp>~ 1,9 ns), der die
gefaltete Population représentiert. Ab 0,55 M GndHCI wird eine zweite Population bei
langerer Donor-Lebenszeit sichtbar (<tp>=3,5ns). Diese Population nimmt mit
steigender GndHCl-Konzentration stetig zu, wihrend die gefaltete Population
kontinuierlich abnimmt, bis die N-Doméne bei 1 M GndHCI vollstindig entfaltet
vorliegt. Eine dritte kompakte Population, fiir die geringere Lebenszeiten erwartet

werden, konnte jedoch nicht identifiziert werden.
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Abbildung 4.19: FRET-Effizienz-Histogramme der N-Dominenmutante bei verschiedenen

GndHCI-Konzentrationen.

Die Daten wurden flichennormiert, das Binning betragt AE = 0,05 und die Skalierung der y-Achse wurde
fiir jeden Datensatz angepasst. Die Verteilungen wurden mit zwei GauB3-Funktionen gefittet (schwarze
Linie), um die mittleren FRET-Effizienzen <E> der auftretenden Populationen zu bestimmen. Zusitzlich
zu der nativen (<E>=0,58; ohne Zusatz von GndHCI) und der entfalteten Population (<E> = 0,24; bei
1M GndHCI) wird eine dritte Population mit héherer FRET-Effizienz sichtbar, die auf eine hoéhere
Kompaktheit der N-Doméne bei mittleren GndHCl-Konzentrationen (0,5-0,9 M) hindeutet.
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Abbildung 4.20: Hiufigkeitsverteilungen der Donor-Lebenszeiten 7y, fiir die N-Doménenmutante.
Die Daten wurden flachennormiert, das Binning wurde basierend auf der Statistik der Daten gewéhlt
(Shimazaki und Shinomoto, 2007) und die Skalierung der y-Achse wurde jedem Datensatz angepasst. Die
Verteilungen wurden mit zwei GauB3-Funktionen gefittet (schwarze Linie). Die Verteilungen der Donor-
Lebnszeiten bei den fiir die Entfaltungsiiberginge kritischen GndHCI-Konzentrationen zeigen zwei
Populationen, die die gefaltete (kiirzere Lebenszeit) und entfaltete (lingere Lebenszeit) repréisentieren.
Eine dritte, kompaktierte Population (wie in den entsprechenden FRET-Histogrammen in Abbildung
4.19) mit erwartungsgemil geringerer Donor-Lebenszeit konnte nicht identifiziert werden.
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4.10.3 Entfaltung der C-Dominenmutante PGK T202C D256C

Die C-Doménenmutante ist sensitiv gegeniiber Abstandsinderungen innerhalb der C-
terminalen Domine der yPGK wihrend der Entfaltung. Abbildung 4.22 (s. S. 108) zeigt
die entsprechenden Verteilungen der FRET-Effizienzen bei verschiedenen GndHCI-
Konzentrationen (0-4 M).

Zunéchst ist auffillig, dass unter allen Bedingungen nur eine FRET-Population sichtbar
ist. Im nativen Zustand liegt die Peak-Position bei <E> = 0,63. Sie verdndert sich nicht
maflgeblich bis zu einer GndHCl-Konzentration von 1 M (<E> = 0,64). Bei hoheren
GndHCl-Konzentrationen wird sie kontinuierlich in Richtung geringerer FRET-
Effizienzen verschoben (<E>=0,49 bei 1,5M GndHCl und <E>=0,36 bei 4 M
GndHCI). Allerdings deuten Messungen der Tryptophanfluoreszenz” darauf hin, dass
die Aufldsung der Tertidrstrukturen innerhalb dieser Doméne (Abbildung 4.21) bei so
hohen Konzentrationen des Denaturierungsmittels bereits (groftenteils) abgeschlossen
ist. Beide Tryptophane (W308 und W333) der yPGK liegen in der C-Domédne und
konnen deshalb als Reporter lokaler Strukturverdnderungen wihrend der Entfaltung

dieser Doméne betrachtet werden.

2 Messungen der Tryptophanfluoreszenz wurden von Julia Walter (I. Physikalisches Institut (IA), RWTH-
Aachen) durchgefiihrt.
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Abbildung 4.21: Entfaltungsstudien am Wildtyp und der C-Dominenmutante

mit Tryptophan-Fluoreszenz.

Die Wellenldngenverschiebung der Intensitdtsmaxima der Tryptophane Al wurde als Funktion der
GndHCl-Konzentration aufgetragen (links). Die Kristallstruktur der yPGK (rechts) zeigt, dass beide
Tryptophane (W308 und W333, griin) in der C-Doméne liegen. Sie konnen daher als Reporter fiir
Strukturveranderungen wihrend der Entfaltung innerhalb der C-Doméne betrachtet werden. Die
Ubergiinge vom gefalteten zum entfalteten Zustand der C-Doméne finden zwischen 0,4 M und 1 M
GndHCI statt. Die Daten wurden mit dem thermodynamischen Zwei-Zustandsmodell gefittet, um die
GndHCI-Halbkonzentrationen zu bestimmen. Die Stabilitit der C-Domine der Cysteinmutante
gegeniiber GndHCl ist leicht reduziert im Vergleich zum Wildtyp.

Die entsprechenden Verteilungen der Donor-Lebenszeiten zeigen zunidchst eine
Population (<tp>~ 1,7 ns), deren Position sich nicht verdndert (Abbildung 4.23,
s. S.109). Bei einer GndHCI-Konzentration von 0,7 M, deutlich iiber der mit CD-
Spektroskopie und Tryptophanfluoreszenz bestimmten GndHCIl-Halbkonzentrationen,
wird eine Schulter bei ldngeren Lebenszeiten (7p~3 ns) sichtbar, deren Amplitude mit
steigender GndHCl1-Konzentration zunimmt. Dies deutet darauf hin, dass eine zweite,
vermutlich entfaltete, Population gebildet wird. Die Position des ersten Peaks wird in
Richtung langerer Lebenszeiten verschoben und beide Verteilungen verschmelzen
scheinbar bei 0,9 M GndHCI (<7p>~ 2,5 ns). Die Peakposition wird mit steigenden
GndHCI-Konzentrationen kontinuierlich weiter zu langeren Lebenszeiten verschoben.

Die mittlere Donor-Lebenszeit bei 4 M GndHCI betrégt tp ~ 3 ns.
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Abbildung 4.22: FRET-Effizienz-Histogramme der C-Dominenmutante bei verschiedenen
GndHCI-Konzentrationen.

Die Daten wurden flaichennormiert, das Binning betragt AE = 0,05 und die Skalierung der y-Achse wurde
fiir jeden Datensatz angepasst. Die Verteilungen wurden mit einer GauBB-Funktion gefittet (schwarze
Linie). Die Verteilungen der FRET-Effizienzen zeigen unter allen untersuchten denaturierenden
Bedingungen nur eine erkennbare Population. Im nativen Zustand ist <E> = 0,63. Die Peak-Position
bleibt bis zu einer GndHCl-Konzentration von 1 M konstant. Der Abstand der Farbstoffe dndert sich
nicht, was darauf hindeutet, dass die C-Doméne (lokal) kompakt bleibt. Bei hoheren Konzentrationen des

Denaturierungsmittels (1,5-4 M) wird sie kontinuierlich zu geringeren FRET-Effizienzen verschoben.
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Abbildung 4.23: Hiufigkeitsverteilungen der Donor-Lebenszeiten 7y, fiir die C-Doménenmutante.

Die Daten wurden flachennormiert, das Binning wurde basierend auf der Statistik der Daten gewdéhlt
(Shimazaki und Shinomoto, 2007) und die Skalierung der y-Achse wurde jedem Datensatz angepasst. Die
Verteilungen wurden mit zwei Gaul3-Funktionen gefittet (schwarze Linie). Die Verteilungen der Donor-
Lebenszeiten zeigen vorerst eine Population, deren Position sich zunéchst nicht verdndert. Bei GndHCI-
Konzentrationen von 0,7-0,85M wird (anders als in den Verteilungen der FRET-Effizienzen in
Abbildung 4.22) eine Schulter bei ldngeren Lebenszeiten sichtbar, die auf eine zweite entfaltete

Population hindeutet.
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Abbildung 4.24 zeigt noch einmal den Verlauf der Entfaltung der C-Doméne anhand
der Peakpositionen der Verteilungen der FRET-Effizienzen als Funktion der GndHCI-
Konzentration. Insgesamt ergeben die Analysen der Einzelmolekiil-Entfaltungsstudien
anhand der gewdhlten Farbstoffpositionen in der C-Domine, dass diese auch bei den
kritischen GndHCl-Konzentrationen (0,5 —-0,9 M) kompakt vorliegt, was den

Ergebnissen der Ensemble-Studien widerspricht.

0,6 .

0 T 2 3 4
[GndHCI] (M)

Abbildung 4.24: Entfaltungskurven der C-Domiinenmutante.

Die mittleren FRET-Effizienzen <E> wurden als Funktion der GndHCI-Konzentrationen
aufgetragen. Der Verlauf der Entfaltungskurve der C-Doméne zeigt, dass diese auch bei kritischen
GndHCI-Konzentrationen (0,5-1 M) kompakt bleibt.
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5 Diskussion und Ausblick

5.1 Mutagenese und Fluoreszenzmarkierung der yPGK

Fiir die in Kapitel 4.10 beschriebenen Einzelmolekiil-FRET-Entfaltungsstudien wurden
Cysteinvarianten der yPGK mit fluoreszierenden, maleimid-funktionalisierten
Farbstoffen (Donor: Alexa Fluor 488 C5 Maleimid, Akzeptor: Alexa 647 C2 Maleimid)
markiert. Maleimid reagiert unter giinstigen pH-Bedingungen (pH 6,5-7,5) mit der Thiol
(SH)-Gruppe von Cysteinen, wobei stabile Thioether-Verbindungen gebildet werden.

Um die Farbstoffe an spezifischen Positionen in der yPGK-Struktur koppeln zu konnen,
miissen die dort lokalisierten Aminosduren gegen Cysteine ausgetauscht werden. Dies

erfolgte durch primerabhingige Mutagenese auf DNA-Ebene.

Die SH-Gruppe von Cysteinen ist hoch reaktiv. Durch Oxidation konnen kovalente
Disulfidbriicken zwischen zwei Thiolen entstehen. Diese wirken oft stabilisierend, wenn
sie innerhalb des Proteins ausgebildet werden (Stryer, 1995). Allerdings kdnnen
intermolekulare Disulfidbriicken zur Bildung von Oligomeren fiihren. Das Risiko dafiir
ist bei den yPGK-Cysteinmutanten, die oberflichenexponierte Cysteine tragen,
besonders hoch. Wihrend der Proteinisolierung und -reinigung wurde dem mit dem
Reduktionsmittel ~ Dithiothreitol (DTT) entgegengewirkt. Waihrend  der
Kopplungsreaktion mit den Fluoreszenzfarbstoffen wurde hingegen
Tris (2-carboxyethyl-) phosphin (TCEP) eingesetzt. DTT wurde zuvor aus den Proben
entfernt, denn es kompetiert mit den Farbstoffen um die Kopplungsstelle®. TCEP enthilt
im Gegensatz zu DTT keine Thiole und kann wihrend des Labelling-Prozesses

anwesend sein.

Die Aminoséduresequenz der yPGK beinhaltet ein natiirliches Cystein an Position 97.

Dieses Cystein liegt an der Oberfliche der Struktur und ist zugénglich fiir die

® https://www.thermofisher.com/de/de/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-
center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/sulthydryl-reactive-crosslinker-
chemistry.html; 19.09.2016
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5.1 Mutagenese und Fluoreszenzmarkierung der yPGK

Fluoreszenzfarbstoffe (Missiakas et al., 1990). Dieses Cystein wurde deshalb gegen
Serin ausgetauscht. Serin ist dem Cystein hinsichtlich der Seitenkette und der Grofie am
dhnlichsten und kann sie, meist ohne Strukturverdnderungen zu verursachen, ersetzen.
Es ist bekannt, dass das Cystein der yPGK eine stabilisierende Wirkung hat (Missiakas
et al., 1990, Yon et al., 1990). Cysteine stabilisieren hydrophobe Wechselwirkungen in
héherem Maf als die polare Aminosdure Serin (Creighton, 1996). Die Substitution des
natiirlichen Cysteins der yPGK konnte daher eine Ursache fiir die reduzierte Stabilitét
der Cysteinvarianten  gegeniibber dem in  dieser Arbeit verwendeten
Denaturierungsmittels Guanidiniumhydrochlorid (GndHCI) sein. Dies kann durch

weitere CD-Entfaltungsexperimente der yPGK-C97S-Variante untersucht werden.

Als Grundlage fiir die Auswahl potentieller Farbstoffpositionen dienten C,-Abstéinde
der Kristallstruktur (PDB: 1QPG) der PGK aus Saccharomyces cereviseae mit der
besten verfiigbaren Auflosung von 2,4 A. Dabei handelt es sich um eine Mutante mit
einem Aminosdureaustausch (R65Q) in der basischen Tasche der N-Doméne, die die
katalytische Aktivitdt des Enzyms beeinflusst, nicht aber die Tertidrstruktur (McPhillips
et al., 1996).

Bei der Auswahl der Labelling-Positionen wurden verschiedene Kriterien beachtet.
Zunichst gibt der FORSTER-Radius des Farbstoffpaares Alexa Fluor 488 (Donor) und
Alexa Fluor 647 (Akzeptor), Ro=52A, einen gewissen Abstandsbereich
(0,5:Ro< Rp/a<1,5:Ry) vor, der eingehalten werden muss, um Abstandsénderungen und
damit einhergehend Anderungen der FRET-Effizienz wihrend der Proteinentfaltung
detektieren zu konnen. Damit sind Abstinde in der nativen Struktur zwischen ~25 A
und ~75 A denkbar. Allerdings ist es giinstiger, Abstinde zu wihlen, die dem
FORSTER-Radius entsprechen, um Distanzverkleinerungen und -vergroBerungen
beobachten zu konnen. Die Markierungspositionen miissen auerdem fiir die Farbstoffe
zuginglich sein. Sie wurden deshalb so gewihlt, dass sie mdglichst in flexiblen
unstrukturierten Bereichen (loops) exponiert zur Oberfliche des Proteins liegen.
Mutationen konservierter Aminosduren und der Aminosduren, die in die
Substratbindung involviert sind wurden vermieden. Die Serine an Position 1 und 290,
sowie das Threonin an Position 202 konnten erfolgreich mit Cysteinen substituiert

werden, ohne Struktur und Funktion mafigeblich zu beeintriachtigen. Die Seitenketten
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des Serins und Threonins tragen eine polare Hydroxylgruppe. Beide Aminoséuren sind
dem Cystein beziiglich ihrer GroBe &dhnlich. Auch die geladenen Aminosduren
Asparaginsdure D256 und Glutaminsdure Q135 lieBBen sich erfolgreich gegen Cystein
austauschen. Die Cysteine an all diesen Positionen konnten mit fluoreszierenden
Farbstoffen markiert werden und die entsprechenden Doppelmutanten in

Entfaltungsstudien untersucht werden.

Anders verhélt es sich bei Austausch des Alanins A306 in der C-Doméne, das
erhebliche Veridnderungen der Sekundérstruktur in CD-Messungen zeigte (wie auch in
friiheren Arbeiten®). Ein Cystein anstelle des Lysins K244 konnte nicht mit
Fluorophoren markiert werden. Es befindet sich innerhalb einer Helix der C-Domine,
also in einem strukturierten Bereich, und ist deshalb moglicherweise nicht zugénglich.
Cystein-Substitutionen der Alanine A110 und A362, sowie des Isoleucins 1304 konnten
zwar erfolgreich exprimiert und gereinigt werden. Trotz ausreichender Funktionalitdt

eigneten sie sich allerdings nicht fiir Entfaltungs-Studien mit FRET.

AV-Kalkulationen an der I304C S290C Variante ergaben, dass die Position 304
wahrscheinlich nicht zugénglich ist. Die berechneten Abstinde fiir die markierten
Varianten A110C Q135C und A362C S290C ergaben RAD‘/’A =59 A und RAD‘/’A =23 A
und sollten damit im geeigneten Abstandsbereich liegen. Die Reinigung dieser
Mutanten nach der Fluoreszenzmarkierung erfolgte jedoch noch mit einem schwachen
Anionenaustausch-Material (DEAE-Sepharose), wie es in fritheren Arbeiten
standardmifig verwendet wurde (Rosenkranz, 2011, Gabba, 2014). Die Trennschéirfe
der Ionenaustauschchromatographie wurde in dieser Arbeit optimiert, indem ein starker
Anionenaustauscher (MonoQ) verwendet wurde. Durch Anwendung des optimierten
Reinigungsprotokolls koénnten die Donor/Akzeptor-markierten A110C Q135C und
S290C A362C Mutanten vermutlich besser isoliert werden. FRET-Messungen kdnnen
dann abschlieend zeigen, ob sich diese zwei Varianten ebenfalls fiir Entfaltungsstudien

eignen.
Der Vergleich der experimentell mit Einzelmolekiil-FRET ermittelten Farbstoffabstinde
in nativen Bedingungen mit theoretischen AV-Kalkulationen zeigt, dass auf diese Art

* Ilona Ritter (ICS-5, Forschungszentrum Jiilich GmbH), persénliche Kommunikation
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die Abstinde besser voraussagt werden konnen als anhand der C,-Abstinde in der
Kristallstruktur (vgl. Abweichungen von bis zu 16 A fiir die C-Doménenmutante,
Kapitel 4.8). Im Umkehrschluss bedeutet das, dass die AVs fiir das Design weiterer
Markierungs-Positionen verwendet werden konnen und sollten, um weitere
Referenzpositionen zu generieren. Die Berechnung der AVs beruht auf einem rein
geometrischen Modell. Interaktionen der Farbstoffe untereinander und mit dem Protein
oder die Bildung von Strukturelementen durch Wechselwitkungen von
Aminoséureresten werden nicht beriicksichtigt (Sindbert et al., 2011). Daher sollten die
Ergebnisse mit der Kristallstruktur abgeglichen werden. Wenn die lokale
Proteinstruktur um die Markierungs-Positionen und die Struktur des Farbstofflinkers
sehr gut bekannt sind, dann konnen die Aufenthaltspositionen der Fluorophore mit
Simulationen sehr viel genauer vorausgesagt werden (Sisamakis et al., 2010, Sindbert et
al.,, 2011). Sie sind aber kompliziert, zeitaufwindig und sie brauchen sehr viel
Rechenkapazitit. Die Verwendung von AV-Berechnungen ist diesbeziiglich ein sehr

guter Kompromiss.

5.2 Reinigung der yPGK

Um die yPGK wund ihre Varianten nach der Expression mit NiNTA-
Affinitidtschromatographie aus dem E.coli-Lysat zu reinigen, wurden sie mit einem 6x
His-Tag markiert. His-Tags kdnnen, trotz ihrer geringen Grofle, Einfluss auf Faltung
und Struktur, die katalytische Aktivitét, aber auch auf das Expressionslevel in E.coli
und die Loslichkeit nehmen. Dabei kommt es besonders auf die Position des Tags an
(meist am N- oder C-Terminus). N-terminale His-Tags haben i.d.R. einen positiven
Effekt auf das Expressionslevel in E.coli (Hirel et al., 1989, Dalbgge et al., 1990, Block
et al., 2009). Man geht davon aus, dass die Ursache dafiir bereits auf mRNA-Ebene zu
finden ist (Block et al., 2009). Sekundérstrukturen der mRNA (hairpins) beeintrachtigen
oft die Bindung zwischen Ribosom und mRNA. Die das His-Tag kodierende Sequenz
destabilisiert diese Strukturen und begiinstigt die Translationsinitiation. C-terminale
Tags erhohen hdufig die Loslichkeit des rekombinanten Proteins gegeniiber dem
Wildtyp. Sie bieten auBerdem den Vorteil, dass nur vollstdndig synthetisierte Proteine

gereinigt werden.
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Der in dieser Arbeit und bereits in einer friiheren Arbeit (Rosenkranz, 2011) als interner
Standard verwendete Wildtyp trigt ein C-terminales His-Tag (Konstrukt: PGK WT
His). Aus Griinden der Vergleichbarkeit der Daten wurde dies beibehalten. C-terminal
His-markierte Cysteinmutanten der yPGK konnten allerdings nur mit sehr geringer
Ausbeute exprimiert werden (Ilona Ritter, persénliche Kommunikation). Diese konnten
durch Expression aus dem Vektor pET15b deutlich erhdht werden. pET15b kodiert
jedoch einen N-terminalen His-Tag sowie eine Thrombin-Schnittstelle, die zur

Entfernung des Tags durch Proteaseverdau genutzt werden kann.

Um zu iberpriifen, ob der Tag selbst und seine Position Einfluss auf die Struktur und
Funktion der yPGK nehmen, wurde die WT-Sequenz ebenfalls aus pET15b exprimiert
(Konstrukt: His PGK WT) und zusétzlich das His-Tag entfernt (Konstrukt: PGK WT).
CD- und Aktivitdtsmessungen ergaben, dass die Position des Tags keinen Einfluss auf
die Sekundarstruktur und einen geringen Einfluss auf die katalytische Aktivitét hat. Die
Entfernung des Tags ergab eine leichte Abweichung der Sekundéirstruktur und eine
etwas reduzierte katalytische Aktivitit gegeniiber dem PGK WT His. Die
Proteinreinigung nach dem Verdau (Entfernung der Protease und der durch
unvollstindigen Verdau verbliebenen His-markierten yPGK) ist ein aufwéndiger
Prozess, wobei nicht auszuschlieen ist, dass auch dabei Struktur und Aktivitit
beeintrichtigt werden. Unvollstdndiger Verdau bzw. unvollstindige Reinigung nach
dem Verdau sind schwer abzuschitzen und koénnen bewirken, dass die Proben
strukturell inhomogen sind. Auflerdem wirkt sich der Prozess negativ auf die
Proteinausbeuten aus. Die Entfaltungsstudien wurden, aufgrund des geringen Einflusses
des Tags auf Struktur und Funktion des Enzyms, an den N-terminal His-markierten

yPGK-Varianten durchgefiihrt.
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5.3 Praparation der yPGK fiir Einzelmolekiil-FRET

Fluoreszenzbasierte Entfaltungsstudien erfordern eine hohe Probenqualitdt, d.h. eine
moglichst hohe Reinheit und Homogenitét beziiglich der markierten Spezies. Auf der
anderen Seite konnen, im Gegensatz zu Ensemble-FRET, Kontaminationen bis zu

einem gewissen Grad aus den Messresultaten herausgefiltert werden.

Die meisten Proteine enthalten Cysteine. Sind diese zuginglich fiir die maleimid-
funktionalisierten Farbstoffe, werden sie fluoreszenzmarkiert und konnen unter
Umstidnden zum Signal beitragen und die Messergebnisse beeinflussen. Das gleiche gilt
fiir Degradationsprodukte, Oligomere und Aggregate des zu untersuchenden Proteins.
Die mit einem 6x His-Tag markierten Cysteinvarianten wurden mit NiNTA-
Affinitidtschromatographie isoliert. Allerdings sind Kontaminationen durch His-reiche
Proteine, die ebenfalls an die Matrix binden kénnen, denkbar und auch wahrscheinlich.
Eine eingehende Untersuchung mittels Protein-Elektrophorese und Westernblot sind
daher essentiell. Die Proteinreinigung wurde durch einen zusitzlichen
Gelfiltrationsschritt (GroBenausschlusschromatographie, SEC) verbessert, mit dem
Kontaminationen durch Oligomere/ Aggregate und Degradationsprodukte minimiert
werden konnten. Mit SDS-PAGE konnte eine deutliche Optimierung der Reinheit der
Proben gegeniiber NiNTA-IMAC allein gezeigt werden. Die Neubildung von

Oligomeren wurde durch Zugabe von TCEP eingeschrankt.

Dadurch, dass fiir Donor- und Akzeptor die gleiche Kopplungschemie angewandt
wurde, enthalten die Proben nach der Farbstoffreaktion verschiedene Spezies, die nur
schwer voneinander isoliert werden konnen (Kapitel 4.6). Die mit einem und doppelt
mit dem gleichen Farbstoff markierten Spezies konnen in Einzelmolekiil-FRET-
Messungen aussortiert werden. Wihrend Akzeptor-markierte Spezies in FRET-
Experimenten nicht angeregt werden, konnen Donor-markierte Spezies mittels PIE
erkannt und nicht in die Datenanalyse einbezogen werden. Diese Technik hat aber ihre
Grenzen, deshalb miissen die Proben so homogen wie moglich sein. Die
Ionenaustauschchromatographie konnte diesbeziiglich z.B. durch Streckung des
Gradienten oder Anwendung von Stufengradienten zur besseren Auftrennung der

Spezies im Probengemisch, optimiert werden. Eine Alternative hierzu wiren
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orthogonale Labelling-Strategien, wobei verschiedene Kopplungsreaktionen verwendet
werden. Dazu werden meist unnatiirliche Aminosduren in die Proteinsequenz
eingefiihrt, die sehr spezifisch markiert werden konnen (Plass et al., 2011, van Hest und
van Delft, 2011, Milles et al., 2012). Diese Techniken schlieBen zwar gemischte
Populationen aus, die Mutagenese (mit schwer abschétzbaren Folgen), der Qualitétstest
und gegebenenfalls eine Optimierung von Reinigung und Markierung miissen aber

trotzdem durchgefiihrt werden.

Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Farbstoffe und moglicherweise ihrer
Ladung neigen auch die bereits fluoreszenzmarkierten yPGK-Varianten dazu zu
oligomerisieren oder zu aggregieren. Dies konnte mit relativ hohen NaCl-
Konzentrationen im Puffer der Proteinldsung zur Abschirmung negativer Ladungen
reduziert werden. Aggregate wurden durch Zentrifugierung der Stock-Losung aus der

Probe entfernt.

5.4 Charakterisierung der yPGK

In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt der Probencharakterisierung auf den unmarkierten
Cysteinvarianten im Vergleich zum Wildtyp. Es wurde eingehend untersucht, welchen
Einfluss das His-Tag und die substituierten Aminosduren auf Struktur und Funktion des
Enzyms haben. Mit nativer Protein-Elektrophorese konnte der Grad der
Oligomerisierung aufgrund der eingefiihrten Cysteine abgeschitzt werden, in CD-
Studien und Aktivitdtstests wurde die Integritit der Sekundirstruktur und die
katalytische Aktivitdt der yPGK nach der Mutagenese validiert. Zusétzlich wurden
DLS-Messungen durchgefiihrt, um die native Faltung im Hinblick auf die

hydrodynamischen Radien zu untersuchen.

Die Charakterisierung der markierten Varianten gestaltet sich schwieriger, schon
deshalb, weil der Vergleich zum Wildtyp schwer zu ziehen ist. Hier konnte helfen, das
natiirliche Cystein zu markieren, so wiren z.B. FCS-Messungen am Wildtyp mdglich.
AuBerdem sind die Alexa-Farbstoffe groB3 (0,7 bzw. 1,3 kDa), geladen und hydrophob.
Lokale Wechselwirkungen mit Proteinresten oder sterische Behinderung der

Substratbindung sind durchaus denkbar. CD-Messungen und Aktivitétstests am doppelt
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markierten Protein sollten in weiteren Schritten in den Qualititstest einbezogen werden,
unverzichtbar sind sie fiir Untersuchungen zu Substratbindung und -umsatz. Dabei ist es
allerdings schwierig abzuschdtzen, inwiefern die Farbstoffe die Messung oder die
Proteinstruktur beeinflussen bzw. Substratbindung und —umsatz behindern. Fiir reine
(Ent-)Faltungsstudien erscheint der hier etablierte Qualitétstest der unmarkierten yPGK-
Varianten jedoch ausreichend. Im Vergleich zu fritheren Arbeiten konnte insbesondere
die  Oligomerisierung  reduziert  werden.  Durch  Verbesserungen  der

Ionenaustauschchromatographie konnte die Probenqualitit optimiert werden.

5.5 Wirkung von Guanidiniumhydrochlorid

Eine Unwégbarkeit in Entfaltungsexperimenten mit chemischer Denaturierung ist, dass
der mikroskopische Wirkmechanismus des vielfach verwendeten GndHCI nicht geklart
ist. Grundsatzlich hdngt die Stabilitét eines Proteins von der Ionenstirke, dem pH-Wert
und der Temperatur seiner Umgebung ab. Sie wird aulerdem durch die Anwesenheit
anderer Makromolekiile (Kofaktoren, Chaperone) beeinflusst. Besonders innerhalb der
Zelle spielt auch der limitierte Raum, den ein Protein einnehmen kann, eine Rolle

(crowding effect) (England und Haran, 2011).

GndHCI hat eine destabilisierende Wirkung, wenn es in hohen Konzentrationen (meist
im hdheren millimolaren bis molaren Bereich) eingesetzt wird. Es interagiert also nur
relativ schwach. Bei geringen Konzentrationen wird meist eine Kompaktierung
beobachtet (Salzeffekt, elektrostatische Interaktionen) (O'Brien et al., 2007). Es bleibt
die Frage, ob GndHCI die Eigenschaften des Losungsmittels (Wasser) und damit die
Interaktionen zwischen Protein und Umgebung moduliert, oder ob es direkt mit dem
Protein an Positionen, die normalerweise durch Wassermolekiile eingenommen werden,
interagiert. Ist letzteres der Fall, kommen Interaktionen mit dem Peptidriickgrad

und/oder bestimmten Aminosdureseitenketten in Frage (England und Haran, 2011).

Die Energie eines Proteins setzt sich aus van-der-Waals-Wechselwirkungen,
Wasserstoffbindungen und elektrostatischen Interaktionen innerhalb des Proteins und
mit seiner Umgebung zusammen (England und Haran, 2011). Ein Teil hiervon ist der

hydrophobe Effekt. Schwichen chemische Denaturierungsmittel den hydrophoben
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Effekt, stabilisieren sie auch entfaltete Zustinde, in denen hydrophobe Reste exponiert
vorliegen, gegeniiber dem nativ gefalteten Zustand. Alternativ konnten entfaltete
Zustiande auch dadurch stabilisiert werden, dass polare Aminosduren, die wahrend der
Entfaltung an die Oberfliche geraten, mit dem polaren Denaturierungsmittel
interagieren. Molecular dynamics (MD)- Simulationen ergaben, dass sich GndHCI mit
seiner planaren nichtpolaren Seite an hydrophobe Bereiche der Proteine anlagert, wobei
die geladenen Kanten zum Losungsmittel exponiert liegen. Auf diese Weise kann es den
hydrophoben Effekt schwichen und den denaturierten Zustand mit exponierten
hydrophoben Bereichen stabilisieren (Mason et al., 2003, Mason et al., 2004, Godawat
et al., 2010, England und Haran, 2011).

Einigkeit herrscht dariiber, dass GndHCl (und Urea) dabei helfen, nichtpolare
Seitenketten und Riickgradbereiche in Losung zu bringen und so nichtgefaltete
Zustdnde stabilisieren. Dabei ist allerdings nicht klar, welcher Effekt von hdherer
Prioritét ist. Aulerdem kann GndHCI eine strukturelle Expansion, iiber die Auflosung
der nativen Sekundér- und Tertidrstrukturen hinaus, verursachen, die der coil-globule
transition der Polymere dhnlich ist (Sherman und Haran, 2006). Auch fiir die yPGK
konnte dieser Effekt bei GndHCI-Konzentrationen > 1 M beobachtet werden (vgl. CD-
Entfaltungsstudien in Kapitel 4.9.1) (Kempe et al., 2016). Dies fiihrt allerdings zu einer
weiteren Frage, ndmlich der, wie der ungefaltete Zustand eines Proteins generell
aussieht. Moglicherweise ist er kein random coil, wie allgemein angenommen, sondern
enthdlt noch Strukturelemente wie z.B. transiente Sekundérstrukturen (England und

Haran, 2011).
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5.6 Entfaltung der yPGK

Ein System aus Inter- und Intradoménenmutanten wurde hergestellt, charakterisiert und
mit  Fluoreszenzfarbstoffen —markiert, dass sich fiir Einzelmolekiil-FRET-
Entfaltungsstudien eignet. Das System ermdglicht es, Distanzdnderungen zwischen den
Dominen, aber auch innerhalb der individuellen Doménen wihrend der Entfaltung der
PGK zu untersuchen. Im Gegensatz zu CD-spektroskopischen Untersuchungen, die
globale Informationen iiber die Verdnderung der Sekundérstrukturen liefern, lassen sich
mit Einzelmolekiil-FRET-Studien, abhingig von den Farbstoffpositionen, sehr lokale
Strukturverdnderungen wéhrend der Entfaltung ableiten. Erste Entfaltungsexperimente
unter Gleichgewichtsbedingungen konnten fiir alle drei bisher im System enthaltenen

Varianten durchgefiihrt werden.

Globales Entfaltungsmuster (Interdomiéinenmutante)

Die Interdomadnenmutante wurde mit je einem Farbstoff in jeder Doméne markiert und
erlaubt so die Betrachtung des Gesamtproteins wéhrend der Entfaltung. Diese Variante
der yPGK wurde bereits in einer fritheren Studie untersucht (Rosenkranz, 2011), deren
Ergebnisse hier bestdtigt werden konnten. Die optimierte Probenpriparation
und -charakterisierung fiihrte zu einer definierten nativen Population, représentiert
durch einen Peak bei reproduzierbarer mittlerer FRET-Effizienz, wohingegen zuvor
beobachtete Mischpopulationen eliminiert werden konnten. Das Entfaltungsmuster der
Interdoménenmutante bei chemischer Denaturierung mit GndHCl zeigt eine gute
Ubereinstimmung mit dem klassischen Zwei-Zustands-Modell, das davon ausgeht, dass
ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen einem gefalteten und einem entfalteten
Zustand herrscht. Der Ubergang vom gefalteten zum entfalteten Zustand findet bei
GndHCl-Konzentrationen zwischen 0,4 und 0,9 M (Cy/2,Gnanci= 0,64 M) statt und liegt
damit im Bereich der Literaturwerte. Bei hoheren GndHCI-Konzentrationen liegt die
yPGK vollstandig entfaltet vor. Ensemble (CD) und Einzelmolekiil (FRET) -Studien

stimmen darin iiberein.
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Entfaltung der N-Doméne

Die Analysen der FRET-Effizienzverteilungen, gemessen an der N-Doméanenmutante,
weisen auf eine Kompaktierung der N-Domidne bei moderaten GndHCI-
Konzentrationen zwischen 0,5 M - 0,9 M hin. Entsprechende Beobachtungen konnten
auch in Ensemble-Studien bei mittleren Konzentrationen des Denaturierungsmittels
GndHCI (~ 0,5 M) gemacht werden (Sherman et al., 1995). Die Autoren dieser Studien
interpretieren dies als ein kompaktes Entfaltungsintermediat der N-Doméne. Die
Existenz eines solchen intermedidren Zustands konnte hier durch Analysen der Donor-
Lebenszeiten allerdings nicht abschlieBend validiert werden. Bei Erhohung der FRET-
Effizienz, wie sie bei mittleren GndHCI-Konzentrationen anhand der intensitéts-
basierten Daten beobachtet wurde, wird eine Reduzierung der Donor-Lebenszeit
erwartet. Im Widerspruch dazu zeigte sich in diesem Konzentrationsbereich ein
zusétzlicher Peak bei lingeren Lebenszeiten. Die Donor-Lebenszeit ist aber nicht nur
sensitiv gegeniiber Verdnderungen der Energieiibertragungseffizienz durch Distanz-
anderungen. Zusitzlich ist die Quanteneffizienz (und damit die Lebenszeit) abhingig
von der lokalen Umgebung, die sich wahrend der Entfaltung des Proteins dndern kann.
Dies kann wiederum die Interpretation der Daten erschweren. Denkbar wire zum
Beispiel, dass die Emission des Donors im nativen Zustand der yPGK aufgrund der
Konfiguration der Aminosduren in seiner unmittelbaren Umgebung partiell gequencht
wird, was im teilweise entfalteten Zustand moglicherweise nicht mehr der Fall ist. Um
Szenarios dieser Art zu iiberpriifen und das Verhalten der N-Doméne wéhrend ihrer
Entfaltung besser interpretieren zu konnen sind weiterfithrende Messungen, vor allem
der Quantenausbeuten und Anisotropie bei mittleren GndHCI-Konzentrationen, nétig.
Ab GndHCIl-Konzentrationen iiber 0,9 M liegt die N-Doméne entfaltet vor, was
wiederum mit dem globalen Bild aus CD- und FRET-Studien an der Interdoménen-

mutante tibereinstimmt.
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Entfaltung der C-Doméne

Die Analysen der Einzelmolekiil-FRET-Studien anhand der gewihlten
Farbstoffpositionen innerhalb der C-Doméne ergaben keine Verdnderung der mittleren
FRET-Effizienzen bei kritischen GndHCI-Konzentrationen (0,5 M bis 1 M). Bliebe die
C-Doméne intakt, wihrend die N-Domine bereits entfaltet ist, widersprdche das dem in
der Literatur dargestellten Bild, welches zeigt, dass im Kontext des full-length Proteins,
die C-Domidne zuerst entfaltet bzw. instabiler gegeniiber chemischen
Denaturierungsmitteln ist als die N-Doméne (Beechem et al., 1995). Dies widerspricht
ebenfalls den Ergebnissen aus Tryptophan-Entfaltungsstudien, die darauf hindeuten,
dass der Ubergang vom gefalteten zum entfalteten Zustand der C-Domiine bei GndHCI-
Konzentrationen zwischen 0,5M und 1M erfolgt. Die Verteilungen der Donor-
Lebenszeiten zeigen allerdings eine zusétzliche Schulter bei GndHCI-Konzentrationen
zwischen 0,7 M und 0,85 M, also etwas oberhalb der kritischen Konzentrationen (CD:
C1/2,Gnarc1 = 0,64 M;  Trp-Fluoreszenz: ¢y, Gnanci= 0,55 M). Dies konnte daraufhin
hindeuten, dass strukturelle Verdnderungen wihrend der Entfaltung stattfinden, die C-

Domaine aber lokal kompakt bleibt.
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5.7 Ausblick

Die in Kapitel 4.10 dargestellten Ergebnisse sind die Resultate erster Messungen, um
die Eignung der Markierungs-Positionen fiir Einzelmolekiil-FRET-Entfaltungsstudien
zu Uberprifen. Das System aus den drei beschriecbenen Mutanten zur
positionsspezifischen Fluoreszenzmarkierung bietet bereits erste Einblicke in den
Entfaltungsprozess der yPGK auf Einzelmolekiilebene. Die Ergebnisse zeigen sowohl
Ubereinstimmungen mit als auch Widerspriiche zu bisherigen Studien mit Ensemble-
Techniken. Besonders interessant ist es nun, den vermeintlich kompakten intermedidren
Zustand der N-Doméne zu validieren und wirkliche Beziige zu dessen (residualer)
Struktur herstellen zu konnen. Ebenso interessant ist auch das bisher schwer
interpretierbare Verhalten der C-Doméne wihrend der Entfaltung. Ensemble-Studien
zeigen, dass sich die C-Doméne bei moderaten GndHCl-Konzentrationen entfaltet. Es
ist also nicht so, dass die C-Domine eine hdhere Stabilitit gegeniiber dem
Denaturierungsmittel zeigt als die N-Doméne. Aber moglicherweise bleiben lokale

Strukturen kompakt, wahrend sich die Doméne insgesamt entfaltet.

Um die Ergebnisse in Zukunft besser interpretieren zu kénnen, miissen weiterfithrende
Experimente durchgefiihrt werden, d.h. Messungen und Datenanalyse sollten
weiterentwickelt werden. Generell ist es denkbar, dass die FRET-Effizienzen nicht nur
von einer reinen Abstandsdnderung der Farbstoffe beeinflusst werden. Eventuelle
Einfliisse anderer Parameter (z.B. Farbstoff-Linker-Dynamiken, quenching,
Brechungsindex) miissen darum entsprechend quantifiziert werden. Eine wiederkehrend
diskutierte Problematik ist auch der Orientierungsfaktor k*. Dieser wird iiblicherweise
als k¥ =2/3 angenommen. Dies gilt unter der Voraussetzung, dass die Farbstoffe frei
rotieren konnen. Hier konnen Anisotropie-Messungen helfen, die Beweglichkeit der an
spezifischen Positionen an das Protein gebundenen Farbstoffe zu untersuchen. Es ist
unwahrscheinlich, aber doch mdglich, dass diese aufgrund von Wechselwirkungen
zwischen Protein und Farbstoff eingeschriankt ist. Ebenso konnten sich die
Quantenausbeuten bei den verschiedenen denaturierenden Bedingungen verdndern.
Diese sollten daher bestimmt und die FRET-Effizienzen entsprechend korrigiert werden

(Kempe et al., 2016).
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Zudem konnen Analysen der Breite der FRET-Effizienzverteilungen und eventueller
Veranderungen zusitzliche Informationen beinhalten. Hierzu kann durch shot-noise-
Analysen die experimentelle intrinsische Breite abgeschdtzt werden. Einer
Verbreiterung der Verteilung im Vergleich zum shot-noise-Limit oder im Verlauf der
Entfaltung konnen (zunehmende) Proben-Heterogenitit oder dynamische Prozesse (z.B.

Ubergiinge zwischen verschiedenen Zustinden) zugrunde liegen.

Um Einblicke in die Details des Entfaltungswegs der yPGK und ihrer Doménen zu
erhalten, ist es notig, weitere Markierungs-Positionen zu designen. Verschiedene
Referenzpunkte innerhalb und zwischen den Dominen aber auch an spezifischen
Positionen in der inferface-Region kénnen ein vollstédndigeres Bild der Entfaltung und
der Rolle, die Doméneninteraktionen dabei spielen, ergeben. Aussichtsreiche
Kandidaten sind bereits vorhanden. Zudem miissen Entfaltung und Faltung nicht
zwangslidufig dieselben intermedidren Zustinde durchlaufen und auch die
Geschwindigkeiten, mit der die beiden Prozesse ablaufen, konnen deutlich voneinander
abweichen. Riickfaltungsexperimente im Ensemble und mit Einzelmolekiil-FRET

konnen eventuelle Unterschiede aufdecken.

Fiir quantitative Strukturanalysen basierend auf Einzelmolekiil-FRET-Daten ist eine
Interpretation der Abstandséinderungen der gebundenen Farbstoffe in Bezug auf
Bewegungen des Makromolekiils notig. Hier konnte die Kombination mit Simulationen
sehr wirkungsvoll sein, um die experimentellen Werte in reale Strukturinformationen zu

iibertragen.
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6 Zusammenfassung

Proteine sind in nahezu alle Prozesse involviert, die fiir die Vitalitdt der Zelle essentiell
sind. Um ihre vielféltigen Funktionen ausfithren zu konnen, ist es notwendig, dass
Proteine ihre native Struktur einnehmen. Welche Wege Polypeptide wihrend der
Faltung beschreiten und wie ihre Aminosduresequenz Einfluss auf den Faltungsprozess
nimmt, ist noch nicht vollstindig verstanden. In diesem Zusammenhang hat sich die
Phosphoglycerat-Kinase aus Saccharomyces cereviseae (yPGK) als Modell fiir
spektroskopische Untersuchungen zur (Ent-) Faltung von Multi-Doménen-Proteinen
bewdhrt. Aufgrund des Aufbaus aus zwei globuldren Doméinen (N- und C-Doméne) ist
ihre Struktur ausreichend komplex, um z.B. Doméineninteraktionen und —bewegungen
wiahrend der (Ent-) Faltung zu untersuchen. Fiir Entfaltungsstudien an der yPGK mit
Einzelmolekiil-FORSTER-Resonanz-Energietransfer (FRET) wurde ein System aus
Inter- und Intradom@nenmutanten entwickelt. Das etablierte System ermdoglicht es,
Abstandsdnderungen zwischen den Doménen aber auch innerhalb der individuellen
Doménen im Kontext des Gesamtproteins zu beobachten. Die dafiir notwendige
Markierung des Proteins erfolgte iiber an spezifischen Positionen eingefiihrte Cysteine.
Die Probenpriparation und -reinigung der entsprechenden Cysteinvarianten der yPGK
wurde optimiert und alle Proben beziiglich ihrer Reinheit mit Elektrophorese und
GroBenausschlusschromatographie untersucht. Die Integritit der Struktur nach der
Mutagenese wurde mit Zirkulardichroismus (CD) —Spektroskopie und dynamischer
Lichtstreuung (DLS) eingehend charakterisiert. AuBlerdem wurde die katalytische
Aktivitdt Giberpriift. Damit konnte ein Qualitétstest etabliert werden, um die Eignung
fluoreszenzmarkierter yPGK-Varianten fiir Entfaltungsstudien mit Einzelmolekiil-FRET
zu Uberpriifen. Erste Einzel-Molekiil-Studien (mit chemischer Denaturierung durch
Zugabe von GndHCI) unter Gleichgewichtsbedingungen konnten fiir die drei bisher im
System enthaltenen Varianten durchgefiihrt werden. Anhand der Interdomanenmutante,
die je einen Farbstoff in jeder ihrer Doménen trigt, konnte gezeigt werden, dass das
globale Entfaltungsmuster der yPGK dem klassischen Zwei-Zustands-Modell folgt.
Dieses klassische (Ent-) Faltungsmodell basiert darauf, dass ein thermodynamisches
Gleichgewicht zwischen einem gefalteten und einem entfalteten Zustand herrscht. Im

Gegensatz dazu ergibt sich ein komplexeres Entfaltungsmuster der Intradoménen-
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mutanten. Die FRET-Studien deuten auf einen kompakten intermedidren Zustand der
N-Doméne hin. Fiir die C-Doméne wurde beobachtet, dass sie wahrend ihrer Entfaltung
(bis weit liber die kritischen Konzentrationen des Denaturierungsmittels hinaus) lokal
kompakt bleibt. Tiefere Einblicke in die Details des Entfaltungsweges der yPGK und
ihrer Doménen koénnen in weiterfiihrende Studien, basierend auf der optimierten
Probenpriparation und dem etablierten Qualitétstest, geben. Aussichtsreiche Kandidaten
fiir eine Erweiterung des vorgestellten Systems konnten ebenfalls bereits identifiziert

werden.
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Proteins maintain life through a multitude of tasks within biological systems. To gain
their functionality, it is crucial that proteins obtain their native structure which is hidden
within their amino acid sequence. Deciphering how the amino acid code translates into
3D structures is the key to understand how proteins really work. In this context, the two-
domain protein phosphoglycerate kinase (PGK) has proven to be an excellent model for
multi-domain proteins. It is known that both domains of PGK interact during folding.
The N-terminal domain only gains its native structure in presence of the C-terminal
domain. The C-domain also folds individually but the process is facilitated by the N-
domain. In addition, at least one intermediate state is involved. A detailed picture of the
folding pathway of PGK and to what extent intermediates are populated is still missing.
It is challenging to unravel the mechanisms of tertiary structure formation, especially
since subpopulations are hard to identify with ensemble methods. To avoid averaging
over all conformations, single-molecule methods are a promising tool to distinguish and
quantify intermediate states. Here, a set of three yPGK cysteine variants for site-specific
labeling with fluorescent dyes for single molecule fluorescence resonance energy
transfer (FRET) was established. This system is designed to follow motions in between
and within the individual domains displayed by distance changes of fluorophores during
unfolding transitions under denaturing conditions. It was verified that secondary and
tertiary structures were not considerably affected by cysteine mutations applying
circular dichroism (CD) spectroscopy and dynamic light scattering (DLS). In addition,
all PGK cysteine mutants were catalytically active. The native states of the double
labeled PGK variants were thoroughly characterized by fluorescence correlation
spectroscopy (FCS) and single molecule FRET. Thus, a quality test to proof the
suitability of yPGK variants for single-molecule FRET studies was established. First
unfolding experiments (applying GndHCI for chemical denaturation) under equilibrium
conditions were performed for all variants of the system. Unfolding of the inter-domain
mutant, carrying a fluorophor in each of its domains, follows the classical two-state
model. In contrast, the intra-domain mutants show more complex unfolding patterns.
The results indicate that the N-domain forms a compact intermediate. The C-domain
seems to stay locally compact even beyond the critical range of denaturant

concentrations. Further studies based on the optimized sample preparation and the
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7 Summary

established quality test will provide detailed insights into the unfolding pattern of yPGK
and its domains. Promising candidates to extend the proposed system were already

identified.
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