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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Vitamin K und seine Rolle in der enzymatischen ~Carboxylie-

rung spezifischer Glutamatreste

Vitamin K wurde in den 1930er Jahren im Zusammenhang mit dem Auftreten von
Stérungen bei der Blutkoagulation entdeckt (Dam, 1935). Die Vitamin K-Familie
umfasst die Gruppen der strukturell ahnlichen Phyllochinone (Vit. K1), Menachinone
(Vit. K2) und Menadion (Vit. K3) (Booth, 2009; Cranenburg et al., 2007; Abb. 1.1).
Sie alle weisen die aromatische Ringstruktur eines methylierten Naphtochinons auf,
variieren jedoch in der aliphatischen Seitenkette. Phyllochinone sind vor allem in
grinen Pflanzen zu finden, wahrend Menachinone durch Bakterien der Darmflora
synthetisiert werden konnen (Conly et al., 1994; Cranenburg et al., 2007). Menadione

kommen nicht in der Natur vor und stellen eine synthetische Form des Vitamin K dar.

o [ Vitamin K Hydrochinon Vitamin K Epmad
CH,
Ki:R= ,-"\&I\/‘\/'\:kN 0
{Phyllochinone) | OH
CH, CH,
K!:R- -_.‘\)\/ /_' OG R
(Menachinone)
4 OH (o]
K,:R= H
(Menadion) COO0- COO0-
o +CQ, N o]
_.4 +Q, y-Glutamcarhoytase o _4 CO0- .o
N N N N
™~ ™~
(o] o]
Glutarnat Y-Carboxyghutamat

Abb. 1.1 Rolle von Vitamin K bei der enzymatischen y-Carboxylierung von Glutamat.
Vitamin K dient als Cofaktor fir die y-Carboxylierung spezifischer Glutamatreste in Vitamin-K-
abhédngigen Proteinen. Die verschiedenen Mitglieder der Vitamin-K-Familie unterscheiden sich in der
Struktur der aliphatischen Seitenkette.

Die Vitamin K-abhangige Carboxylierung von Glutamatresten ist bislang die einzige
bekannte enzymatische Reaktion, in der Vitamin K als Cofaktor bendtigt wird (Furie
et al., 1999; Abb. 1.1). Sie wird durch das Enzym y-Glutamyl-Carboxylase katalysiert,
das in der Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist, und fuhrt zur

Einfuhrung einer Carboxylgruppe an der y-Position spezifischer Glutamatreste in
-1-



Einleitung

bestimmten Proteinen, die deswegen als Vitamin K-abhangige Proteine bezeichnet
werden (Furie et al., 1999; Kulman et al., 2001; Suttie, 1985).

Um die Spezifitat dieser Reaktion zu gewahrleisten, besitzen diese Vitamin K-abhan-
gigen Proteine im Bereich des Propeptids eine Erkennungssequenz fur die y-Carb-
oxylierung, welche die Synthese von y-Carboxyglutamat (Gla) in benachbarten Do-
manen des Vorlauferproteins vermittelt (Furie et al., 1997; Jorgensen et al., 1987).
Zu den bisher bekannten Vitamin K- abhangigen Proteinen gehdren eine Reihe von
Blutgerinnungsfaktoren (Faktor VII, IX, X, Prothrombin), regulatorische Proteine der
Blutgerinnung (Protein C und Protein S), Proteine aus mineralisiertem Gewebe (bone

Gla protein und matrix Gla protein) sowie eine Reihe weiterer Proteine (Kapitel 1.3).

Abb. 1.2 Interaktion von y-Carboxyglutamatresten der Gla-Doméane des Prothrombin
mit Kalziumionen.

Die Gla-Domdne des Prothrombins ist in Banderdarstellung gezeichnet (hellblau). vy-

Carboxyglutamatreste (grin) interagieren durch ein Netzwerk von ionischen Wechselwirkungen mit

Calcium-lonen (dunkelblau). PDB-Code 2PF2, (Soriano-Garcia et al., 1992)

Diese Gla-Modifikation verleiht reifen Vitamin K-abhangigen Proteinen die Fahigkeit
Calcium- und andere Metallionen zu komplexieren - eine Voraussetzung, damit diese
Proteine wie z. B. im Falle des Prothrombins mit Membranen reversibel interagieren
konnen (Borowski et al., 1986; Sperling et al., 1978). Diese Interaktion beruht auf der
Ausbildung ionischer Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen lon und
der y-Carboxylgruppe auf der einen Seite, sowie zu negativ geladenen Kopfgruppen
der Phospholipide auf der anderen Seite. Die Aufklarung der 3D-Struktur der
Carboxyglutamat (Gla)-Domane des Prothrombins zeigte ausgepragte Bindungsnetz-

werke zwischen den Carboxyglutamatgruppen des Proteins und komplexierten
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Calcium-lonen und ist beispielhaft flr diese Art der Interaktion (Soriano-Garcia et al.,
1992; Abb. 1.2).

1.2 Die Rolle von Vitamin K Epoxid Reduktase (VKOR) im
Vitamin K-Zyklus

In der Form des Hydrochinons dient Vitamin K als Cofaktor fur die y-Carboxylierung
von Glutamatresten durch y-Glutamyl Carboxlase (Furie et al., 1990; Kulman et al.,
2001, 2007; Wallin et al., 2001) und wird bei dieser Reaktion zu Vitamin K Epoxid
oxidiert (Furie et al., 1999). Da die Aufnahme von Vitamin K aus der Nahrung limitiert
ist, muss das produzierte Vitamin K Epoxid wieder zur reduzierten Form des Vita-
min K umgewandelt werden, um den Vorrat an Cofaktor fur die Carboxylierungsreak-
tion wiederherzustellen (Stafford, 2005; Tie et al., 2005; Wallin et al., 2001). Steht
nicht gentgend Vitamin K Hydrochinon zur Verfigung, resultiert dies in unvollstandig
modifizierten, biologisch inaktiven Vitamin K-abhangigen Proteinen. Die Umwandlung
des Vitamin K Epoxids zum Vitamin K und dem Vitamin K Hydrochinon wird durch
Vitamin K Epoxid Reduktase (VKOR) katalysiert, welches somit diesen als Vitamin K-
Zyklus bezeichneten Redoxzyklus schlief3t (siehe Abb. 1.3).

Dabei wird der erste Schritt, die Umwandlung des Epoxids zu Vitamin K, allein von
VKOR bewerkstelligt. An der Reduktion des Vitamin K zum Hydrochinon sind
daruber hinaus wahrscheinlich noch andere Enzyme beteiligt, da die Inhibierung von
VKOR durch Coumarin-ahnliche Verbindungen, wie z.B. Warfarin (Coumadin®) oder
Phenprocoumon (Marcumar®), durch die Gabe von hohen Dosen Vitamin K
kompensiert werden kann. Fir NAD(P)H-abhangige-Chinon-Oxidoreduktase 1
(NQO1) konnte eine solche reduzierende Aktivitat bereits gezeigt werden (Wallin et
al., 1981), obwohl aufgrund der sehr hohen eingesetzten Konzentrationen von
Vitamin K eine physiologische Bedeutung dieser Reaktion in vivo jedoch fraglich ist.
Neuere Untersuchungen an einem Saugerzell-basierten System fur den Vitamin K-
Zyklus bestatigten dies (Tie et al., 2011), wahrend Westhofen et al. (2011) zeigen
konnten, dass ein VKOR-ahnliches Protein (VKORC1L1) zusammen mit VKOR die
Reduktion von Vitamin K unter physiologischen Bedingungen bernehmen kann.
Eine Inhibierung von VKOR flihrt zum kompletten Verlust der katalytischen Aktivitat
des Enzyms fur beide Reaktionen (Chu et al., 2006). Infolge dieser Inhibierung

kommt es zur Erschopfung der Vorrate an reduziertem Vitamin K und damit zu einem
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Absinken der Carboxylase-Aktivitat. Es entstehen nicht oder unvollstandig carboxy-
lierte Formen von Vitamin K-abhangigen Proteinen, was zum Erliegen der
Blutgerinnung infolge nicht funktionaler Blutgerinnungsfaktoren fuhrt. Dieser Effekt
wird bei der Behandlung und Vorbeugung von thrombotischen Erkrankungen genutzt
(Cain et al., 1997). Die Reduktion des Vitamin K Epoxids durch VKOR ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Vitamin K Zyklus. Es konnte gezeigt
werden, dass eine gesteigerte Expression von y-Glutamyl-Carboxylase in vitro in
mikrosomalen Systemen, in denen genugend endogenes Vitamin K Hydrochinon zur
VerfUgung steht, die Carboxylase-Aktivitat deutlich erhéhen konnte. Eine
Transfektion von Faktor IX produzierenden CHO-Zellen mit dem vy-Glutamyl-
Carboxylase-Gen fuhrte in vivo jedoch nicht zu einer vermehrten Produktion des
Gerinnungsfaktors (Rehemtulla et al., 1993). Dies spricht daflir, dass die Produktion
funktioneller Vitamin K-abhangiger Proteine nicht von der Menge der Carboxylase

sondern von der Verfugbarkeit des Cofaktors fur die enzymatische Reaktion abhangt.

4]
VKOR Yitamin K Epoxid
andere Reduktasen? h e . Reduktase (VKOR]

Vitamin K
(Chinon)
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e 0
R OH R
OH 0
Vitamin K = = Vitamin K
Hydrochinon Epoxid
S
o] o]
COO CcoO
+CO, +0, COO
+H,0
Glutamat y-Carboxyglutamat

Abb. 1.3 Vitamin K-Zyklus.

Wahrend der y-Carboxylierung spezifischer Glutamatreste wird der Cofaktor, reduziertes Vitamin K,
zu Vitamin K Epoxid oxidiert. Die Reduktion des Epoxids zu Vitamin K erfolgt ausschlieBlich durch
Vitamin K Epoxid Reduktase (VKOR), wahrend an der weiteren Reduktion des Vitamin K zum
Hydrochinon neben VKOR noch weitere Reduktasen beteiligt sein kdnnen. VKOR kann durch
Coumarin-basierte Inhibitoren (z.B. Warfarin oder Phenprocoumon) gehemmt werden.
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1.3 Funktionen Vitamin-K-abhangiger Proteine

Der intrinsische Weg der Blutgerinnungskaskade (siehe Abb. 1.4) wird Uber die
Aktivierung von Faktor Xll initiilert (Furie et al., 1988). In der Folge kommt es zur
proteolytischen Prozessierung von Faktor XI zur aktiven Form Xla, die in Gegenwart
von Calcium-lonen die Aktivierung von Faktor IX katalysiert. Dieser stellt ein Vitamin
K-abhangiges Protein dar, welches an Membranoberflachen binden kann, wo es im
Zusammenspiel mit Faktor Vllla die Aktivierung des ebenfalls Vitamin K-abhangigen
Faktor X bewirkt. In Gegenwart von Calcium und an die Membran gebundenen Co-
faktor Va, katalysiert Faktor Xa schliel3lich die Aktivierung von Prothrombin zum
Thrombin.

Carboxyglutamat-Modifizierungen von spezifischen Glutamatresten eines Proteins
konnten erstmals fiur Prothrombin nachgewiesen und in Zusammenhang mit der
Wirkung von Vitamin K gebracht werden (Nelsestuen et al., 1974; Stenflo et al.,
1974). DarUber hinaus wurde fur Prothrombin gezeigt, dass zwei sequentielle
Metallionen-abhangige Konformationsanderungen notwendig sind, damit dieses
Protein an Membranen binden kann (Borowski et al., 1986).

Eine dominierende physiologische Rolle spielt in vivo der extrinsische Weg der
Blutgerinnung (Furie et al., 1988), wahrend der intrinsische Weg wahrscheinlich ein
redundant wirkendes System zur Absicherung einer funktionellen Hamostase
darstellt (siehe Abb. 1.4). Kommt es infolge einer Verletzung der Blutgefalie zu einer
Freisetzung des Tissue Factors (Gewebefaktors) auf der Oberflache von verletzten
Zellen, so kann dieser als Cofaktor fur die Aktivierung eines weiteren Vitamin K-
abhangigen Gerinnungsfaktors, des Faktors VII, wirken. In Gegenwart von Calcium
aktiviert nun der Tissue Factor-Faktor Vlla-Komplex die Faktoren X und IX und flhrt
in der Folge wiederum zu einer Aktivierung von Prothrombin, das als Thrombin die
Freisetzung von Fibrin aus Fibrinogen katalysiert, sowie eine Vielzahl von Faktoren
der Kaskade reguliert.

Neben dieser Vielzahl von Vitamin K-abhangigen Blutgerinnungsfaktoren spielen
noch zwei weitere regulatorisch wirkende Proteine eine Rolle. Protein C wird durch
einen Komplex aus Thrombin und Thrombomodulin zu seiner aktiven Form
prozessiert. Nach der Bindung von Protein C an das ebenfalls Vitamin K-abhangige,
membranassoziierte Protein S, bewirkt dieser Komplex die Umwandlung der

Gerinnungsfaktoren Va und Vllla zu inaktiven Formen. Damit wird eine effiziente
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Regulierung der Blutgerinnung Uber die Verfligbarkeit dieser beiden Cofaktoren
erreicht. Da ein Groliteil der Reaktionen wahrend der Blutgerinnung durch Vitamin K-
abhangige Enzyme durchgefihrt und reguliert wird, hat die stetige Verfugbarkeit von
Vitamin K fur die Modifikation von spezifischen Glutamatresten in den Gla-Domanen
dieser Proteine einen maligeblichen Einfluss auf die Aufrechterhaltung einer

funktionellen Hamostase.

Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg

Tissue Factor

AKEVIQLE, v ‘/\
Xl Xlla Vila Vil
X Xla
/—'\A /—\V'”
IX IXa Vllla
X /\ X
/ Va Xa

v
Protein S '
+ inaktiviert Thrémbln
aktiviertes
Protein C Prothrombin .~ Fibrin

Thrombin + @ e Fibrinogen

Thrombomodulin Xllla pdlll
Fibrin-
Protein C thrombus

Abb. 1.4 Blutgerinnungskaskade und darin beteiligte Vitamin-K-abhangige Proteine.
Die Gerinnungsfaktoren VI, IX, X sowie Prothrombin/Thrombin sind Vitamin K-abhingige Proteine,
die direkt in der Blutgerinnungskaskade involviert sind. Protein C und S sind ebenfalls Vitamin K-
abhangig und bilden einen Komplex der verschiedene Schritte der Blutgerinnungskaskade reguliert.
Vitamin K-abhangige Proteine sind rot hervorgehoben; Proteinkomplexe sind blau hinterlegt.

Neben der Blutgerinnung sind Vitamin K-abhangige Proteine noch in einer Reihe
weiterer Prozesse involviert (Booth, 2009; Danziger, 2008; siehe Abb. 1.5). So ist
Osteocalcin in der Lage direkt mit Calcium-lonen auf Hydroxyapatitflachen zu
interagieren (Poser et al., 1979) und spielt daher eine wichtige Rolle bei der
Homdostase von Knochenstruktur, indem es die Kristallisation von Hydroxyapatit
unterbindet.

Das Matrix Gla Protein (MGP) ist ein weiteres Vitamin K-abhangiges Protein, das
wichtige Funktionen im Organismus erfullt. So wurde MGP in Zusammenhang mit der

Calcium-Homdostase im Blut gebracht und scheint eine wichtige Rolle bei der
-6-
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Vorbeugung der Kalzifikation von Arterien zu spielen (Luo et al.,, 1997). Im
Zusammenspiel mit Bone Morphogenic Protein (BMP)-2 reguliert MGP offenbar die
Differenzierung vaskularer glatter Muskelzellen zu Osteoblasten (Zebboudj et al.,
2003). AuRRerdem wurde die Regulation der Knochenbildung durch Steuerung der
Expression von MGP in Chondrozyten beschrieben (Julien et al.,, 2007). Hierbei
scheint das Protein eine ahnliche demineralisierende Funktion wie das Osteocalcin
auszuuben (Murshed et al., 2004).

Blutgerinnung
(Prothrombin/Thrombin,
Faktoren VII, IX, X
Protein Sund C)

T

anti-apototische <«— | Vitamin K-abhangige |— Calcium-Homdstase
Wirkung (Gas-6) Proteine (MGP)

Regulation des . .
Knochenwachstums Zelldlffehz/lrgr:amerung
(Osteocalcin, MGP) ( )

Abb. 1.5 Beteiligung von Vitamin-K-abhangigen Proteinen an verschiedenen
Prozessen

In letzter Zeit wurden auch dem Growth arrest-specific protein (Gas)-6 physiologi-
sche Funktionen zugeordnet. Gas-6, welches an den Axl Rezeptor bindet, hat einen
stimulierenden Einfluss auf die Produktion des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und
ubt dartber einen protektiven Effekt auf endotheliale Zellen und vaskulare glatte
Muskelzellen aus (Hasanbasic et al., 2004; Melaragno et al., 2004). Es konnte auch
gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Warfarin, diesen anti-apoptotischen Effekt
aufhebt (Hasanbasic et al., 2005). Erhdhte Phosphat-Konzentrationen fihren zu
einer Absenkung der Gas-6 Expression und kdénnen somit ebenfalls zu einer
verstarkten Apoptose und verstarkter Kalzifikation fihren (Son et al., 2006).

Zu den Vitamin K-abhanigen Proteinen gehoren ebenfalls zwei Prolin-reiche Gla
Proteine (PRGP1 und 2) sowie zwei Transmembran-Gla Proteine (TMG1 und

TMGZ2), die in vielen adulten und fetalen Geweben exprimiert werden (Kulman et al.,

-7-



Einleitung

2001). Bisher wurde nur fir PRGP2 eine mdgliche Funktion in einer Signaltrans-
duktion beschrieben, in der das Protein spezifisch an Yes-assoziiertes Protein (YAP)
binden kann (Kulman et al., 2007).

Klrzlich wurde mit dem Gla-reichen Protein (GRP) noch ein weiteres Protein
gefunden, welches einen sehr hohen Anteil von Carboxyglutamat-Resten aufweist
(Viegas et al., 2008) und in Knorpel und Knochengeweben gefunden wurde. Es wird
spekuliert, dass dieses Protein ebenfalls an der Regulation der Mineralisation in

diesen Geweben beteiligt ist.

1.4 Identifizierung und Charakterisierung der VKOR-Aktivitat

Bereits 1972 wurde vermutet, dass der anti-koagulatorische Effekt von Warfarin
durch die Inhibition der Umwandlung von Vitamin K Epoxid zu Vitamin K verursacht
wird (Bell et al., 1972). Spater wurde durch vergleichende Untersuchungen an Leber-
Mikrosomen-Praparationen aus Warfarin-resistenten und nicht-resistenten Ratten
nachgewiesen, dass Warfarin tatsachlich die Reduktion von Vitamin K Epoxid durch
Vitamin K Epoxid Reduktase (VKOR) hemmt (Zimmermann et al., 1974). Diese
Inhibition wurde auch in Gegenwart des Reduktionsmittels DTT beobachtet, so dass
eine Storung des Transfers von Redoxaquivalenten auf VKOR durch Warfarin
ausgeschlossen wurde. Dies spricht flr eine direkte Inhibition der Reduktase durch
Warfarin.

In der Folge versuchte man, die Vitamin K Epoxid Reduktase Aktivitat anhand von
Untersuchungen mit Praparationen von Lebermikrosomen naher zu charakterisieren.
Dabei wurde gezeigt, dass Thiolgruppen in die enzymatische Reaktion involviert sind
(Lee et al., 1984; Wallin et al., 1987b), da die Modifizierung mit lodacetamid und N-
Ethylmaleimid die enzymatische Reaktion inhibierte. Auerdem wurde die Hypothese
aufgestellt, dass sowohl die Reduktion des Epoxids als auch die Reduktion des
Chinons vom gleichen Enzym durchgefuhrt werden (Preusch et al., 1984) und beide
Schritte durch Warfarin gehemmt werden konnen (Fasco et al., 1982a).

Daruber hinaus wurden Enzymaktivitaten nachgewiesen, die ebenfalls die Reduktion
des Chinons zum Hydrochinon katalysieren, aber nicht Warfarin-sensitiv sind (Fasco
et al., 1982b; Wallin et al., 1982). Hierbei wirken NAD(P)H-abhangige Dehydrogena-

sen, deren Rolle unter physiologischen Bedingungen bislang ungeklart ist, die jedoch



Einleitung

im Falle einer Warfarin Intoxikation die Reduktion des Vitamin K Gbernehmen kénnen
(Wallin et al., 1987).

Zahlreiche Versuche praparierte Mikrosomen weiter zu reinigen und zu charakteri-
sieren fUhrten nicht zur Identifizierung eines Proteins mit VKOR-Aktivitat (Begent et
al., 2001; Cain et al., 1997; Mukhariji et al., 1985). Die Abnahme der VKOR-AKktivitat
bei der Solubilisierung von Mikrosomen korreliert dabei vermutlich mit einem Verlust
der naturlichen Membranumgebung. Anhand der Phospholipase-Behandlung einer
Praparation des Enzyms konnte gezeigt werden, dass Phospholipide essentiell fur
die VKOR-Aktivitat zu sein scheinen (Wallin et al., 1997).

1.5 Identifikation des VKOR-Gens

Unabhangig voneinander identifizierten 2004 zwei Gruppen ein Gen, welches flur
eine Warfarin-sensitive VKOR-Aktivitat kodiert (Li et al., 2004; Rost et al., 2004).
Durch vergleichende Kartierung von Genen, die fur die Auspragung einer Warfarin-
Resistenz bei Ratten und Mausen bzw. fur die erbliche Defizienz verschiedener
Vitamin K-abhangiger Gerinnungsfaktoren beim Menschen verantwortlich sind
(Fregin et al., 2002), wurde ein Bereich auf Chromosom 16 mit etwas mehr als 100
Genen gefunden, in dem das VKOR-Gen lokalisiert ist.

Rost et al. (2004) verglichen daraufhin, in welchen Genen Mutationen zu erblichen
Defizienzen von Vitamin K-abhangigen Proteinen bzw. zu Resistenzen gegenlber
Warfarin fuhrten. Auf diese Weise konnte ein Gen identifiziert werden, das fur ein
Transmembranprotein der ER-Membran kodiert, das die Umsetzung von Vitamin K
Epoxid katalysiert und durch Warfarin gehemmt werden kann. Da bis dato unklar ist,
ob VKOR in vivo allein die Umsetzung von Vitamin K Epoxid bewerkstelligt oder
Bestandteil eines grofieren Komplexes ist, erhielt das Protein die Bezeichnung
VKORC1, welche synonym zu VKOR gebraucht wird.

Li et al. (2004) konzentrierten sich auf Gene, die fur Transmembranproteine mit
unbekannter Funktion kodierten. Sie stellten siRNA-Pools her, mit denen sie
versuchten, die Expression der einzelnen Gene in Zellen mit hoher endogener
VKOR-AKktivitat zu inhibieren. Sie fanden heraus, dass das Stilllegen eines einzelnen
Genes die VKOR-Aktivitat der untersuchten Zellen deutlich minderte. Durch
Expression des Gens in Sf9-Insektenzellen, konnte VKOR produziert werden, das

sich durch Warfarin hemmen lief3.
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Die Identifizierung des VKOR-Gens ero6ffnete neue Moglichkeiten in Bezug auf die
rekombinante Herstellung des Proteins. Damit war es erstmals moglich, Mutations-
studien an diesem Protein durchzufihren und funktionell bedeutende Aminosauren
zu identifizieren (Jin et al., 2007; Rost et al., 2005). Mit gereinigtem und
rekonstituiertem VKOR konnte ebenfalls bewiesen werden, dass das Protein sowohl
die Umsetzung von Vitamin K Epoxid zum Chinon als auch von Vitamin K zum
Hydrochinon katalysiert und dass beide Reaktionen durch Warfarin inhibierbar sind
(Chu et al., 2006).

In der Folge wurden VKOR-homologe Proteine in einer Reihe weiterer Organismen
identifiziert (Goodstadt et al., 2004; Kulman et al., 2007). Aul3er in Chordaten (u.a.
Vertebraten und Urochordaten), Arthropoden (u.a. Insekten), Pflanzen und einer
Reihe weiterer Eukaryoten wurden Proteine dieser weit verbreiteten Familie auch in
Bakterien und Archaeen identifiziert. Einige dieser VKOR-homologen Proteine besit-
zen neben der VKOR-homologen Sequenz noch eine Thioredoxin-ahnliche Oxido-
reduktase-Domane. Fur diese Domane wurde eine Funktion in der Bereitstellung und
Ubertragung von Redoxaquivalenten auf die Cysteingruppen des aktiven Zentrums
vermutet, die kurzlich fur das VKOR-homologe Protein aus Synechococcus sp.
bestatigt werden werden konnte (Li et al., 2010). Bei den Ubrigen VKOR-ahnlichen
Proteinen ohne diese Thioredoxin-ahnliche Domane scheinen Oxidoreduktasen wie
PDI oder DsbA an der Reduktion der Thiolgruppen des aktiven Zentrums beteiligt zu
sein. In diesem Zusammenhang kénnen VKOR und homologe Proteine an Prozes-
sen der oxidativen Faltung von Proteinen beteiligt sein (Dutton et al., 2010; Singh et
al., 2008; Waijih et al., 2007) oder die Konzentration intrazellularer reaktiver Sauer-
stoffspezies regulieren (Schaafhausen et al., 2010; Westhofen et al., 2011).

Da lange Zeit unklar war, welche Proteine unter physiologischen Bedingungen
Redoxaquivalente auf VKOR ubertragen kénnen, wurden fir in vitro-Untersuchungen
vor allem Dithiolverbindungen eingesetzt, um die Funktion eines Elektronendonors
zu erfullen (Fasco et al., 1983a; Fasco et al., 1983b; Wallin et al.,, 1985). Auf
Grundlage der Struktur des VKOR-homologen Proteins aus Synechococcus sp. (Li et
al., 2010), wurden Thioredoxin(Trx)-ahnliche ER-Proteine auf ihre Fahigkeit
untersucht, mit einer VKOR-Mutante (Cys51Ala) ein Intermediat des wahrschein-
lichen Elektronentransfermechanismus zu bilden (siehe Abb. 1.7). Auf diese Weise
konnten die membranverankerten Trx-ahnliche Proteine TMX und TMX4, sowie

ERp18 als mdgliche physiologische Interaktionspartner von humanem VKOR

-10-



Einleitung

gefunden werden (Schulman et al., 2010) und PDI als méglicher Interaktionspartner

von VKOR (Wajih et al., 2007) ausgeschlossen werden.

1.6 Struktur von VKOR

Eine wichtige Grundlage fir die Aufklarung der VKOR-Struktur stellte die Identifika-
tion des humanen VKORC1-Gens und homologer bakterieller Proteine dar
(Goodstadt et al., 2004; Li et al., 2004; Rost et al., 2004). Dies ermdglichte die
Expression und Reinigung des VKOR-homologen Proteins aus Synechococcus sp.

sowie die Bestimmung von dessen Kristallstruktur (Li et al., 2010; siehe Abb. 1.6).

) C-Terminus

Trx-Doméne

Periplasma
;IIIIIIIII

.')IIIIIIII

¢ : . J/ Cytoplasma

N-Terminus |

Abb. 1.6 Struktur des VKOR-homologen Proteins aus Synechococcus sp.

Das VKOR-homologe Protein besteht aus einer Transmembrandomane (hellblau) und einer
Thioredoxin-dhnlichen extrazellularen Domane (orange). Cysteine sind gelb hervorgehoben. Im
aktiven Zentrum des Proteins ist endogenes Ubichinon (dunkelblau) gebunden. PDB-Code: 3KP9, (Li
etal., 2010)

Das VKOR-homologe Protein besteht aus einer Transmembrandomane und einer
Thioredoxin (Trx)-ahnlichen extrazellularen Domane. Die Membrandoméane besteht
aus funf Helices, von denen die ersten vier Transmembranhelices homolog zum
humanen VKOR sind. Im Inneren des Blndels, das durch diese vier Transmembran-
helices gebildet wird, ist endogenes Ubichinon gebunden, das wahrscheinlich als

Akzeptor fur Ubertragene Redoxaquivalente dienen kann. Die funfte Transmembran-
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helix bildet eine Verbindung zur Thioredoxin-ahnlichen Domane des Proteins. Der N-
Terminus des Proteins befindet sich auf der cytoplasmatischen Seite der Zellmem-
bran. Dagegen sind der C-Terminus und der grol3e loop-Bereich zwischen den
Transmembranhelices TM1 und TM2 auf der periplasmatischen Seite lokalisiert.
Dieser loop beinhaltet zwei stark konservierte Cysteinreste (Cys 50 und Cys 56), die
essentiell fur den Transfer der Elektronen von der Thioredoxin-ahnlichen Doméane
auf die Cysteinreste (Cys 130 und Cys 133) im aktiven Zentrum von VKOR sind.

Die Ubertragung der Struktur des homologen Proteins auf humanes VKOR zeigt,
dass sich alle wichtigen Reste fiir die Ubertragung von Redoxaquivalenten auf der
luminalen Seite der ER-Membran befinden. Der vorgeschlagene Mechanismus fur
den Elektronentransport (siehe Abb. 1.7) beinhaltet zunachst die Reduktion der
Cysteinreste im Redoxzentrum des Thioredoxin-ahnlichen Proteins im ER-Lumen. Im
weiteren Verlauf kommt es zu einer Reduktion der Cysteinreste Cys 43 und Cys 51
im ER-luminalen loop zwischen TM1 und TM2. Anschliel3end erfolgt die Reduktion
der Cysteinreste im aktiven Zentrum von VKOR durch die Cysteine des loop-
Bereichs, bevor es zu einer Ubertragung der Elektronen auf das Epoxid oder Chinon
im aktiven Zentrum des Enzyms kommt.

Fir die Kristallisation des VKOR-homologen Proteins aus Synechococcus sp.wurde
eine mutierte Variante eingesetzt (Cys56Ser), die sich in einem arretierten Zustand
der Elektronentbertragung befindet. Dabei konnte eine Disulfidbriicke zwischen dem
benachbarten, nicht-mutierten Cysteinrest (Cys50) und einem Cysteinrest der Thio-
redoxin-ahnlichen Domane (Cys209) gefunden werden, die das Modell der Elektro-
nenubertragung stutzt. Ebenso scheint eine kovalente Bindung zwischen dem
Cysteinrest Cys133 des aktiven Zentrums und dem C1-Atom des gebundenen
Ubichinons ausgebildet zu sein, was im Einklang mit dem vorgeschlagenen Reak-
tionsmechanismus zur Reduktion des VKOR-Substrats steht (Kapitel 1.7).

Fir VKOR-Proteine von Saugetieren wurden eine Reihe von Mutationen gefunden,
die entweder zu einer Warfarin-Resistenz oder zu Vitamin K-Defizienz fihren. Viele
dieser Mutationen sind in der Nahe des aktiven Zentrums bzw. im ER-luminalen loop
lokalisiert und beeinflussen wahrscheinlich die Bindung des Substrates oder haben
einen Einfluss auf die Elektronenubertragung. AulRerdem konnte gezeigt werden,
dass Warfarin und andere VKOR-Inhibitoren offenbar im aktiven Zentrum von VKOR
oder in unmittelbarer raumlicher Nahe binden kdnnen (Goodstadt et al., 2004; Rost
et al., 2004).
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Abb. 1.7 Modell der Ubertragung von Redoxiquivalenten auf humanes VKOR.
Wahrend der Bildung von Disulfidbriicken im Substratprotein werden Elektronen auf das
Thioredoxin-dhnliche Protein Gbertragen. Es folgt die Reduktion der Cysteinreste des luminalen loops
von VKOR, bevor die Redoxdquivalente auf die Cysteinreste 132 und 135 im aktiven Zentrum des
Proteins transferiert werden. AnschlieBend werden die Elektronen auf das Chinon oder Epoxid im
aktiven Zentrum des Enzyms Ubertragen. (nach Schulman et al. 2010)

Die Aufklarung der Struktur des VKOR-homologen Proteins aus Synechococcus sp.
konnte somit viele Hinweise auf die Funktion des Enzyms auf molekularer Ebene
geben. Es bestehen aber auch einige Unterschiede zum humanen Protein. So Iasst
sich das bakterielle VKOR nur durch sehr hohe Warfarin-Konzentrationen hemmen,
wahrend Ferulenol, ein strukturell ahnlicher Antagonist, das Enzym stark inhibiert.
Der wichtigste Punkt ist jedoch, dass das bakterielle Enzym Vitamin K Epoxid nicht
umsetzen kann und nur die Reaktion von Vitamin K zu Vitamin K Hydrochinon
katalysiert. Daher sollte das VKOR-homologe Protein, das in dieser Eigenschaft eher
dem humanen VKOR-ahnlichen Protein ahnelt (Westhofen et al., 2011), besser als
Vitamin K Reduktase bezeichnet werden. Diese differierende Funktionalitat beider
VKOR-Proteine weist auf mogliche strukturelle Unterschiede zwischen beiden

Proteinen hin.
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1.7 Mechanismus der Vitamin K Epoxid Reduktion

Basierend auf vorhandenen Daten (Dowd et al., 1995; Silverman, 1981) zur Umset-
zung von Vitamin K Epoxid durch VKOR wurde durch Davis et al. (2007) ein Modell
des Mechanismus der Enzymkatalyse entwickelt (siehe Abb. 1.8). Dieses Modell
umfasst zehn Spezies, darunter zwei Ubergangszusténde, die durch quanten-

chemische Berechnungen optimiert und deren Energien berechnet wurden.

1.) o)
.
0
CH,4 |
O "‘.__a.zsAng
+H,0 + HSCH, + 'SCH, OH-‘,"":SCH3
R
5) o 4.) 0 ki
R
CH +H* CHy
T schy o SCH;
+H,0 +"SCH, +H,0 +"SCH,
. o R,
= H1
S
CH
O & OHQ
1[ CHySSCH;

8.) 7.+ 2H,0 + CH,SSCH,

Abb. 1.8 Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus fiir Vitamin K Epoxid Reduktase.
Das Modell umfasst acht Spezies und zwei Ubergangszustidnde (UZ). Modifiziert nach Davis et al.,
2007

Nach dem initialen Bruch der Disulfidbricke zwischen den Cysteinresten des aktiven
Zentrums liegen eine protonierte und eine deprotonierte Thiolgruppe vor. Im
nachfolgenden Ubergangszustand interagiert die Epoxidgruppe mit dem Wasserstoff
des protonierten Cysteinrestes, wahrend die deprotonierte Cysteingruppe dem
Epoxid-Kohlenstoff mit der daran befindlichen Methylgruppe nahe kommt. Es erfolgt
die Bindung des deprotonierten Cysteins an das Epoxid-Kohlenstoff und ein Transfer
des Protons von der Donor-Thiolgruppe auf den Epoxid-Sauerstoff. Im nun folgenden
zweiten Teil des Mechanismus kommt es zur Protonierung der zuvor gebildeten
Hydroxylgruppe, zur Eliminierung des dadurch gebildeten Wassermolekils und der

Translokation der nun negativ geladenen freien Thiolgruppe zu der Stelle am Vitamin
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K Intermediat, an der die andere Thiolgruppe gebunden ist. Im zweiten Ubergangs-
zustand kommt es zur Interaktion der beiden Cysteingruppen miteinander und in der
Folge zum Bruch der Bindung zwischen dem Vitamin K-Intermediat und der daran
kovalent gebundenen Cysteingruppe. Dabei wird die urspringliche intramolekulare
Disulfidbricke zwischen den Thiolgruppen der Cysteine wieder hergestellt. Das
gebildete Vitamin K wird aus dem aktiven Zentrum des Enzyms verdrangt und das

Enzym ist fUr einen weiteren Reaktionszyklus bereit.

1.8 Gewinnung von Membranproteinen fur strukturelle

Untersuchungen

Membranproteine haben eine essentielle Bedeutung flr zahlreiche physiologische
Prozesse wie die molekulare Erkennung und Bindung von Liganden, in der
Signaltransduktion und der Regulation des Transports von Elektronen, lonen und
anderen Substanzen durch die Zellmembran (Gordon et al., 2008; Kiefer, 2003; Wuu
et al., 2008). lhre zentrale Rolle zeigt sich unter anderem daran, dass etwa 20-30 %
eines jeden Genoms flir Membranproteine kodieren und sie Uber 50 % aller targets
fur Medikamente darstellen (Krogh et al., 2001; Wagner et al., 2006; Wallin et al.,
1998). So sind eine ganze Reihe schwerwiegender Erkrankungen auf die
Fehlfunktion von Membranproteinen zurickzufihren, wie Cystische Fibrose,
Alzheimer, Bluthochdruck, Herzversagen, Schlaganfalle und einige Arten von
Tumoren (Joubert et al., 2010; Mus-Veteau, 2010).

Membranproteine lassen sich in periphere Membranproteine, die mit der Oberflache
der Lipidmembran assoziiert sind und in integrale Membranproteine (IMP), von
denen wenigstens ein Teil in der Membran eingebettet ist, klassifizieren. Innerhalb
der Gruppe der integralen Membranproteine werden nach dem vorherrschenden
Faltungstyp des integrierten Membransegments haufig noch a-helikale IMPs und (3-
Faltblatt-IMPs unterschieden, wobei die erstere Gruppe zahlenmaRig die grofite ist.
Trotz ihrer herausragenden Bedeutung sind bislang nur wenige Membranprotein-
strukturen bekannt. Von den etwa 50.000 bekannten Strukturen der Protein
Datenbank stammen nur ca. 309 von Membranproteinen (Stand: Dezember 2011).
Die Aufklarung der Funktion und Struktur von Membranproteinen wird dabei stark
durch deren eingeschrankte Verflgbarkeit limitiert (Gordon et al., 2008; Grisshammer
et al., 1995; Kiefer, 2003; Wuu et al., 2008). Die groRten Schwierigkeiten stellt neben
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oftmals geringer Expression vor allem die Stabilisierung von Membranproteinen in
wassrigen Losungen wahrend der Reinigung und weiteren Charakterisierung dar
(Carpenter et al., 2008).

Integrale Membranproteine sind in ihrer nativen Umgebung in die Lipiddoppelschicht
der Membran eingebettet. Diese tragt zur Stabilitat des Proteins bei, indem sie es in
einer geeigneten hydrophoben Umgebung halt (Opekarova et al., 2003). Dabei
kommt es auch zu direkten und indirekten Wechselwirkungen zwischen dem Protein
und den benachbarten Lipiden der Membran. Die Zusammensetzung der
Lipidmembran und deren biophysikalische Eigenschaften kénnen daher einen
malfgeblichen Einfluss auf das Protein und dessen Funktion ausiiben (Bogdanov et
al., 1998, 1999, 2002; Lee, 2004; Tate, 2001). Die Membranumgebung von VKOR
besitzt beispielsweise eine Lipidzusammensetzung wie sie fur humane Lebermikro-
somen in Tab. 1.1 wiedergegeben ist.

Tab.1.1 Zusammensetzung von Membranen verschiedener Zellkompartimente
Die unterschiedliche Zusammensetzung verschiedener zellulairer Membranen ist wiedergegeben.
ER: aus Waskell et al., 1982; Plasmamembran, Mitochondrien und Golgi: nach van Meer et al., 2008.

humane Leber- Plasma- Mitochondrien- Golgi-
Mikrosomen (ER) membran membran membran
Phosphatidylcholin (PC) 49% ca. 40% ca. 45% ca. 50%
Phosphaticgg) o 31% ca. 25% ca. 30% ca. 20%
Phosphatidylserin (PS)+
Phosphoinositol (PI) 14% ca. 15% ca. 10% ca. 15%
Sphingomyelin 6% ca. 20% ca. 5% ca.15%
Cardiolipin: 10%

Um Membranproteine fur die Strukturaufklarung bereitzustellen, mussen diese
zunachst aus der nativen Membran solubilisiert und gereinigt werden. Hierbei ist der
Einsatz von Detergenzien notwendig, die durch ihren amphiphilen Charakter die
Loslichkeit in wassrigen Losungen vermitteln konnen. Allerdings weisen viele
Membranproteine in Detergensmizellen eine deutlich verminderte Stabilitat auf
(Carpenter et al., 2008; Popot et al., 2003).

Die Stabilisierung von integralen Membranproteinen wurde erfolgreich eingesetzt, um
den pB2-adrenergen Rezeptor, den 1-adrenergen Rezeptor und den Adenosin Aga-
Rezeptor strukturellen Untersuchungen zuganglich zu machen (Magnani et al., 2008;
Rosenbaum et al., 2007; Serrano-Vega et al., 2008; Abb. 1.9). In diesen Fallen

wurden flexible terminale Bereiche der Proteine verkirzt oder besonders bewegliche
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loop-Bereiche deletiert. Weitere Modifikationen beinhalteten im Falle des B2-adrener-
gen Rezeptors die Einfuhrung einer Lysozym-Fusion, die den flexiblen dritten
intrazellularen loop (ICL3)-Bereich ersetzen und die Kristallisation erleichtern sollte
(Cherezov et al., 2007; Rosenbaum et al., 2007). Ein anderer Ansatz mit 2-adrener-
gen Rezeptor verwendete ein Fa,-Antikorperfragment gegen den gleichen loop zur
Co-Kristallisation, das diesen stabilisieren sollte und Kristallkontakte zwischen den
Antikorperfragmenten vermittelte (Rasmussen et al., 2007). Um den B2-Rezeptor zu
stabilisieren wurde in beiden Fallen nach der Extraktion des Rezeptors mit Detergens
und Reinigung durch Antikorper- und Liganden-Affinitatschromatographie der inverse

Agonist Carazolol hinzu gegeben.

R2-AR-T4 Lysozym
A2A-T4 Lysozym

Rhodopsin

GPCR Opsin

R2-AR-Fab R1-AR

Kristallisation in in meso Kristallisation in Kristallisation in Kristallisation in

Kristallisations

DMPC-Bicellen Monoolein-Lipidphasen Detergensmizellen aus Detergensmizellen aus
methode (mit CHAPSO) mit Zusatz von Octylglucopyranosid Octylthioglucosid
Cholesterol
i
Topologie @;ﬁ:ﬁ—r‘ [”D\ Uﬂﬁ H
=
inverser Agonist
stabilisierender inverser Agonist (Carazolol) Antagonist mit und ohne
Ligand (Carazolol) bzw. Antagonist (Cyanopindolol) cis-Retinal
(ZM241385)
ICL3 durch F,p- ICL3 durch T4- Punktmutationen zur

Stabilisierung fiir
Kristallisation

Sonstige
Modifikationen

Fragment stabilisiert,
Fab vermittelt
Kristallkontakte

verkirzter C-Terminus,

N-Glykosylierungsstellen
modifiziert,

N-terminaler Affinitatstag

Lysozym ersetzt,
Lysozym vermittelt
Kristallkontakte

verkilrzter C-Terminus,
verkirzter ICL3,
N-Glykosylierungsstellen
modifiziert,
C- bzw. N-terminaler
Affinitatstag

Verbesserung der
Expression und
Stabilitat

verkirzter N- und
C-Terminus,
verkurzter ICL3,
Palmytoylierungsstelle
modifiziert,
C-terminaler Affinitatstag

natives Protein ohne
Modifikationen

keine Modifikationen

Abb. 1.9 Vergleich von GPCR-Konstrukten fiir die Strukturaufklarung.

In vielen Fallen war eine Deletion oder Modifikation von flexiblen Bereichen der Proteine bzw. die
Beseitigung von Glykosylierungsstellen notwendig (rote Ellipsen), um Rezeptoren fir die
Kristallisation verfligbar zu machen. Eine zusétzliche Stabilisierung der Proteine erfolgte durch
Zugabe von spezifischen Liganden (gelbe Ellipsen). Fir den Bl-adrenergen Rezeptor wurde eine
Reihe von Punktmutationen eingefiihrt, um eine stabilere Variante des Rezeptors zu erhalten (blaue
Kreise). Modifiziert nach Rosenbaum et al., 2009
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Ein sehr aufwandiges Mutagenesescreening flihrte im Falle des [1-adrenergen
Rezeptors zur Generierung einer stabileren Variante des Proteins in einer inaktiven
Konformation, welche die Kristallisation des Rezeptors in Gegenwart eines
Antagonisten ermdglichte (Warne et al., 2008). Auch im Falle des Adenosin Aga-
Rezeptors wurde der C-Terminus verkirzt und der dritte intrazellulare loop durch T4-
Lysozym ersetzt, um den Rezeptor zu stabilisieren. Die gesamte Reinigung erfolgte
in Gegenwart von NaCl, Cholesterol und hoher Konzentrationen von Theophyllin,
welches vor der Kristallisation des Rezeptors gegen einen hochspezifischen Anta-
gonisten ausgetauscht wurde (Jaakola et al., 2008).

Wahrend der B1-adrenerge Rezeptor in Detergensmizellen kristallisiert wurde, war
bei allen anderen Proteinen der Zusatz von Lipiden fur die Kristallisation notwendig.
Eine der beiden Strukturen des (B2-adrenergen Rezeptors wurde in DMPC-Bicellen
erhalten, wahrend die Ubrigen Strukturen in meso in kubischen Lipidphasen

bestehend aus Monoolein und zugesetztem Cholesterol kristallisiert wurden.

1.9 Rekombinante Expression von Membranproteinen

Haufig stellt bereits die Proteinexpression von Membranproteinen eines der groflten
Hindernisse zu deren Charakterisierung dar. So wurden einige abundant vorkom-
mende Membranproteine aus naturlichen Quellen gewonnen. Ein bekanntes Beispiel
hierfir ist das bovine Rhodopsin, welches aus der Retina von Rinderaugen
gewonnen werden kann (Palczewski et al., 2000). Nur in seltenen Fallen werden
Membranproteine jedoch in diesen Ausmallen in Geweben exprimiert. Oftmals stellt
die rekombinante Uberexpression in geeigneten Systemen die einzige Alternative
dar, um ausreichende Mengen Protein flur dessen Charakterisierung zu erhalten
(Tate, 2001; siehe Tab. 1.2). Die Produktion des Proteins in einem heterologen Sys-
tem ist dabei oft mit einer Vielzahl weiterer Probleme verbunden, da die Proteine
oftmals nur in sehr geringen Mengen produziert werden oder toxisch auf den
Wirtsorganismus wirken (Junge et al., 2008; Kiefer, 2003).

Bakterielle Expressionssysteme besitzen den gro3en Vorteil hoher Reproduktions-
raten von Bakterienzellen, geringer Kosten und der Produktion des Zielproteins in
groRen Mengen. Die Einfachheit des Systems macht es moglich eine Vielzahl von
verschiedenen Konstrukten in kurzer Zeit zu testen und die Expression des Systems

auf diese Art zu optimieren (Tucker et al., 1996). Somit ware der Einsatz bakterieller
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Expressionssysteme eine gute Option, um Membranproteine in adaquaten Mengen
fur strukturelle Untersuchungen zu gewinnen.

Das Fehlen von Systemen, die essentielle posttranslationale Modifikationen am
exprimierten Protein vornehmen konnen, oder die Produktion des Proteins in
unléslicher Form (inclusion bodies) sind jedoch Nachteile bakterieller Systeme. Auch
die Mdoglichkeit strukturell wichtige Disulfidbricken korrekt auszubilden ist im bak-
teriellen Expressionssystem limitiert, kann aber durch das Verwenden von speziellen
Stammen wie z. B. E. coli Origami (DE3) oder von Fusionen des Zielproteins mit peri-
plasmatischen Proteinen z.B. Maltose-Bindeprotein (MBP) teilweise kompensiert
werden. Beispiele fur erfolgreich exprimierte MBP-Fusionen von GPCRs sind der
Cannabinoid CB2-Rezeptor (Yeliseev et al., 2005), der Neurotensin-Rezeptor (White
et al., 2004) und der Adenosin-A;a Rezeptor (Weiss et al., 2002), die in signifikanten
Mengen erhalten werden konnten.

Ein weiterer problematischer Punkt ist die Zusammensetzung der Lipidmembranen in
bakteriellen Wirten. Diese weist grol3e Unterschiede (geringer Cholesterolgehalt,
wenig Sphingolipide, keine mehrfach ungesattigten Lipide) zu eukaryotischen Mem-
branen auf und kann daher die Eigenschaften und Funktionalitat des integrierten
Membranproteins negativ beeinflussen. Fir die Bindungseigenschaften des Oxy-
tocin- (Gimpl et al., 1995, 1997), Transferrin- (Nunez et al., 1982) und des humanen
M-Opioid-Rezeptors (Hasegawa et al., 1987) konnte ein solcher Einfluss bereits
gezeigt werden.

Tab.1.2 Vergleich verschiedener Expressionssysteme

Prokaryoten Eukaryoten )
zellfreie
E. coli Hefen Insektenzellen  Saugerzellen Expression
Expressions niedrig- D niedrig-
quantitat sehr hoch hoch mittel niedrig mittel
T&T;S:?nﬂﬁh?:: niedrig niedrig hoch hoch hoch
Zellwachstum sehr hoch hoch niedrig niedrig -
posttranslationale Phospho.rylierung, Phospho_rylierung, Phospho_rylierung, Modifikationen
Modifikationen keine Acetylierung, Acetylierung, Acetylierung, begrenzt maglich
Acylierung, Acylierung, Acylierung, (abhangig von
O-Glykosylierung, | O-Glykosylierung, O-Glykosylierung, Zellextrakt)
einfache komplexe komplexe
N-Glykosylierung | N-Glykosylierung N-Glykosylierung
(Mannosereich) | (keine Sialinsaure)

Eine gebrauchliche Strategie, sich die Vorteile bakterieller Expressionssysteme
zunutze zu machen und die genannten Nachteile zu umgehen, stellt die Expression

homologer Proteine aus E. coli und anderen bakteriellen Wirten dar. Etwa 78 % aller
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gegenwartig bekannten Strukturen von Membranproteinen stammen aus
Prokaryoten (Carpenter et al., 2008; Li et al., 2010).

Fur die Uberexpression eukaryotischer Proteine wurden bislang Giberwiegend Hefen
oder Insektenzellen als Expressionssysteme genutzt. Neben der schwierigeren
Handhabung haben diese Systeme vor allem den Nachteil, das oft nur geringe
Proteinausbeuten erzielt werden konnen (siehe Tab. 1.2). Daher besteht der Bedarf,
Methoden zu entwickeln, die hohere Proteinausbeuten in diesen Systemen oder die
Produktion eukaryotischer Proteine in bakteriellen Systemen ermdglichen. Fur die
Verwendung von bakteriellen Expressionssystemen sind zum einen die Expression
und der nachfolgende Einbau des Membranproteins in die bakterielle Zellmembran
moglich als auch die Expression des Proteins in unloslicher Form innerhalb der
Bakterienzelle.

Die Expression in inclusion bodies (Einschlusskorpern) stellt hierbei eine alternative
Strategie dar, mit der grofe Mengen Protein produziert und einige der genannten
Probleme umgangen werden kdnnen (Junge et al., 2008; Kiefer, 2003; McCusker et
al., 2007). Das erhaltene Protein wirkt weniger toxisch, lasst sich leicht isolieren und
ist weniger empfanglich fur proteolytischen Abbau. Das in inclusion bodies akkumu-
lierte Protein ist jedoch inaktiv und erfordert die Ruckfaltung in eine funktionelle

Konformation.

1.10 In vitro - Renaturierung von Proteinen

Fir Proteine, die sich nicht in ihrer nativen Form exprimieren lassen oder deren Re-
naturierung etabliert ist, stellt die Produktion in inclusion bodies (IBs,
Einschlusskorpern) oft eine geeignete Alternative dar, um grole Mengen des
rekombinanten Proteins zu erhalten. Die Expression von sehr hydrophoben
Proteinen oder von Proteinen, die in ihrer nativen Struktur Disulfidbriicken aufweisen,
fuhrt oft zur Deponierung des rekombinanten Proteins in inclusion bodies (Lilie et al.,
1998).

Wahrend flr viele cytosolische Proteine die in vitro - Renaturierung heutzutage ein
etablierter Prozess ist, bleibt die Entwicklung von Verfahren zur Renaturierung von
Membranproteinen eine herausfordernde Aufgabe (Booth et al., 2006). Aufgrund der
Tatsache, dass in der nativen Proteinstruktur hydrophobe Bereiche exponiert sind,

haben selbst nativ gefaltete Membranproteine eine Tendenz zur Aggregation
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wahrend der in vitro - Renaturierung. Dass die Etablierung von Renaturierungsproto-
kollen fur Membranproteine nicht trivial ist, druckt sich in der sehr geringen Zahl
ruckgefalteter Membranproteine aus. So wurden innerhalb der letzten 15 Jahre nur
etwa zehn eukaryotische Membranproteine zurickgefaltet, die in groRen Mengen in
E. coli produziert wurden, darunter der BLT1-Rezeptor (Baneres et al., 2003a,
2003b), 5-HT4-Rezeptor (Baneres et al., 2005), Neurotensin-Rezeptor (Kiefer et al.,
1996), NPY-Rezeptor (Schmidt et al., 2009), ein Desoxynukleotid-Transporter (Dolce
et al., 2001), ein Glutamat-Transporter (Fiermonte et al., 2002), sowie Toc75 und
LHC2 (Rogl et al., 1998). Die Renaturierung des humanen B-barrel-Membranproteins
VDAC-1 erlaubte sogar die Gewinnung ausreichender Mengen fir die Aufklarung
von NMR-Strukturen (Hiller et al., 2008). Fiur prokaryotische Membranproteine ist vor
allem die in vitro - Renaturierung von integralen Membranproteinen mit f—barrel-
Struktur mittlerweile ein etablierter Prozess (Bannwarth et al., 2003).

Um die Renaturierung eines Proteins zu ermdglichen, muss nach der Isolierung der
Einschlusskérper und deren Solubilisierung mit Hilfe starker Denaturantien die
Konzentration des Denaturants durch Verdinnen oder Dialyse stark abgesenkt
werden (Lilie et al., 1998; Rudolph et al., 1996). Da Guanidinium und Harnstoff
zumeist nicht in der Lage sind, helikale Membranproteine vollstandig zu denaturieren
(Chen et al., 1999; Zardeneta et al., 1994), missen in diesem Schritt denaturierende
Detergenzien wie z.B. Natriumdodecylsulfat (SDS) fur die Solubilisierung eingesetzt
werden, die spater durch nicht-denaturierende Detergenzien ersetzt werden, um eine
Faltung in eine native Proteinkonformation zu erlauben.

Die Effizienz der Renaturierung wird durch den konkurrierenden Einfluss von
korrekter Faltung und Aggregation bestimmt (De Bernardez Clark et al., 1998;
Kiefhaber et al., 1991). Da die Proteinaggregation eine Reaktion zweiter oder
hoherer Ordnung ist, wahrend die Renaturierung des Proteins eine Reaktion erster
Ordnung darstellt, wird durch den Einsatz von hohen Konzentrationen ungefalteten
Proteins die Aggregation begunstigt. Daher stellt die Zugabe des denaturierten
Proteins in mehreren Pulsen in eine stark verdinnte Losung eine Moglichkeit dar, um
den Anteil von ungefaltetem Protein wahrend der Renaturierung niedrig zu halten
und die Faltungsausbeute zu erhdhen (Nguyen et al., 2002; Winter et al., 2002).
Diese Pulsrenaturierung lasst sich mit einem Verfahren kombinieren, das als artificial
chaperone system bezeichnet wird (Rozema et al., 1996; siehe Abb. 2.2, S.42).

Dabei bindet zunachst das denaturierende Detergens an ungefaltete hydrophobe
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Bereiche des Proteins und unterbindet sowohl Aggregation als auch Faltung des
Proteins. Im nachfolgenden Schritt wird Cyclodextrin hinzu gegeben, welches Deter-
gensmolekule in seiner hydrophoben Kavitat binden kann. Auf diese Weise wird das
denaturierende Detergens sukzessive vom Protein abgezogen und erlaubt dessen
Faltung in die native Struktur. Zur weiteren Stabilisierung des Membranproteins in
der wassrigen Umgebung werden gleichzeitig milde, nicht-denaturierende
Detergenzien oder Lipide eingesetzt.

Neben der Kontrolle von Temperatur, pH-Wert und Redoxbedingungen des Puffers
kénnen auch einige Additive einen gunstigen Effekt auf die Renaturierung ausuben
(Lilie et al., 1998; Rudolph et al., 1996). So kdnnen nicht-denaturierende Konzentra-
tionen von Chaotropen eingesetzt werden, um Faltungsintermediate und
denaturiertes Protein in LOsung zu stabilisieren und die Kinetik der Renaturierung zu
verlangsamen (Orsini et al., 1978). Zucker, Polyalkohole (z.B. 20 % Glycerol) und
andere Osmolyte stabilisieren den nativen Zustand des Proteins (Bolen et al., 2001).
Das gebrauchlichste Additiv ist jedoch die Aminosaure L-Arginin in Konzentrationen
zwischen 0,4 M und 1,2 M (Arora et al., 1996; Brinkmann et al., 1992; Oneda et al.,
1999). Wie Guanidinium stabilisiert es ungefaltete Peptide und Intermediate durch
eine Erhéhung der Solubilitat (Reddy et al., 2005), tbt jedoch keinen Effekt auf die
thermodynamische Stabilitat des nativ gefalteten Proteins aus. Die gap effect -
Theorie (Baynes et al., 2005) beschreibt die Wirkung von L-Arginin als neutral
crowder, einer Substanz die in hohen Konzentrationen selektiv die freie Energie von
Protein-Protein-Komplexen erhdht, aber keinen Einfluss auf die Renaturierungs-
reaktion hat.

In Proteinen mit Disulfidbricken kann deren Ausbildung durch den Zusatz eines
Redoxsystems zum Renaturierungspuffer, bestehend aus reduzierten und oxidierten
Formen von niedermolekularen Thiolverbindungen wie Glutathion, Cystein oder
Cysteamin ermoglicht werden (Rudolph et al., 1996; Wetlaufer et al., 1987). Da die
native Konformation des Proteins thermodynamisch begunstigt ist, wird die korrekte
Disulfidverbrickung stabilisiert, wahrend inkorrekte Cystinbindungen aufgebrochen

werden und eine weitere Faltung des Proteins zur nativen Form erfolgen kann.
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1.11 Ziele der Arbeit

Das humane Enzym Vitamin K Epoxid Reduktase (VKOR) katalysiert die schrittweise
Umsetzung von Vitamin K Epoxid zu Vitamin K Hydrochinon, einem essentiellen
Cofaktor fur die y-Carboxylierung von spezifischen Glutamatresten in Vitamin-K-
abhangigen Proteinen, zu denen u.a. eine Reihe von Blutgerinnungsfaktoren
gehoren. Aufgrund seiner zentralen Rolle stellt VKOR ein attraktives Ziel fur die
Inhibierung durch Coumarin-basierte Substanzen dar, die seit langem als Antikoagu-
lantien in der medizinischen Praxis eingesetzt werden. Die strukturelle Charakterisie-
rung der Interaktion von VKOR mit Substraten bzw. Inhibitoren steht jedoch noch am
Anfang und bendétigt grolie Mengen gereinigten Proteins.

Die Identifikation des Gens ermdglichte die rekombinante Produktion des humanen
Proteins sowie die Durchfuhrung erster Mutationsstudien. Mit dem bisher etablierten
Verfahren, humanes VKOR in Sf9-Insektenzellen zu exprimieren und aus deren
mikrosomalen Membranen zu solubilisieren und zu reinigen, war es bislang jedoch
nicht moglich, Protein in ausreichender Homogenitat und in genugenden Mengen
bereitzustellen. Daher besteht die Notwendigkeit neue Systeme zu entwickeln, die
die Voraussetzungen flr biochemische und strukturelle Studien mit dem humanen
Enzym schaffen kénnen.

Eine vielversprechende Strategie fur die Gewinnung des Membranproteins stellt die
Expression in bakteriellen Expressionssystemen in Form von inclusion bodies und
die anschlielende Reinigung und Renaturierung des Proteins dar. Mit diesem
Verfahren konnten kurzlich erfolgreich grolle Mengen von funktionalem NPY-
Rezeptor (Schmidt et al., 2009) und vom PTH-Rezeptor (Oschman, 2008) produziert
werden. Auch andere GPCRs lie3en sich bereits in Form von inclusion bodies in
grol’en Mengen gewinnen (Baneres et al., 2005; Michalke et al., 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher basierend auf dieser Strategie ein System
entwickelt werden, mit dem natives VKOR in adaquaten Mengen fur dessen
biochemische, biophysikalische und strukturelle Charakterisierung bereitgestellt

werden kann.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in der Reinheitsstufe p.A.
von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Biozym (Oldendorf), Merck (Darmstadt),

Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.2 Medien, Losungen und Puffer

Wenn nicht anders angegeben, wurden die mit den Enzymen gelieferten bzw. die im
Kit enthaltenen Puffer eingesetzt. Die Standardpuffer und —medien wurden laut
Sambrook et al. (1989) angesetzt. Der pH-Wert der Medien wurde mit NaOH bzw.
HCI vor dem Autoklavieren (Dampfsterilisation bei 120 °C) auf pH 7,5 eingestellt.

Zusatze, die nicht hitzestabil sind, wurden im Anschluss dazu gegeben.

LB-Agar 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
1 % (w/v) NaCl, 1 % (w/v) Agar-Agar

LB-Medium 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
1 % (w/v) NaCl

TB-Medium 1,2 % (w/v) Trypton, 2,4 % (w/v) Hefeextrakt,
4 % Glycerol (v/v), 10 mM K;HPO4, 10 mM KH,PO4

SOC-Medium 2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOQOsy,
20 mM Glukose

Hefeextrakt-Medium: 5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) Glukose,
(fir Fermentation) 0,05 % (w/v) NH4CI, 0,068% (w/v) MgSOy4,
1,1 % (w/v) KH2PO4

Glukose-feeding-Losung: 30 % (w/v) Hefeextrakt (Dt. Hefewerk, Hamburg),
(fir Fermentation) 12,5 % (w/v) Glukose (KMF Laborchemie)
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Fairbanks A

Fairbanks B

Fairbanks C

Fairbanks D

Amidoschwarz-

Farbeldsung
Amidoschwarz-
Entfarbeldsung
PBS-Puffer
PBST-Puffer

Blockierungslosung

ECL-Lésung A

ECL-Lésung B

ECL-Substratlésung

10x PCR-Puffer

25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure
0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue 250G

10 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure
0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue 250G

10 % (v/v) Essigsaure,
0,002 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue 250G

10 % (v/v) Essigsaure

0,1 % (w/v) Amidoschwarz, 25 % (v/v) Isopropanol,

10 % (v/v) Essigsaure

25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure

10 mM NaH,;PO4/Na;HPO,4, 150mM NaCl, pH 7,2
0,02% (v/v) Tween in PBS-Puffer

4% (w/v) Magermilchpulver in PBST-Puffer

100 pl 250 mM Luminol (in DMSO),

44 yl 90 mM Coumarsaure (in DMSO),
1ml 1M TrisHCI, pH 8,5

ad 10 ml ddH,0O

6,4 pyl 30 % (v/v) Wasserstoffperoxid
1ml 1M TrisHCI, pH 8,5
ad 10 ml ddH,0O

1 ml ECL-Lésung A, 1 ml ECL-L6sung B

200 mM Tris/HCI, 100 mM (NH4)2S0O4, 100 mM KCl,
20 mM MgSOy, 1 % (v/v) Triton X-100
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TAE-Puffer

5x DNA-Probenpuffer

10x Lammli-Laufpuffer

SDS-Sammelgelpuffer 5x

SDS-Trenngelpuffer 5x

6% PAGE-Sammelgel
(fur 3 Gele)

15% PAGE-Trenngel
(fir 3 Gele)

3 x SDS-Probenpuffer

(reduzierend)

Aufschlusspuffer

IB |-Puffer
IB lI-Puffer
IB llI-Puffer

Solubilisierungspuffer

IMAC-Auftragungspuffer
IMAC-Elutionspuffer

40 mM Tris/HCI, 20 mM Essigsaure, 2 mM EDTA, pH 8,3

50 % (v/v) Glycerin,
0,25 % (w/v) Bromphenolblau in 1x TAE Puffer

25 mM Tris/HCI, 200 mM Glycin, 0,3 mM SDS, pH 8,9

0,5 M Tris/HCI, 0,4 % (w/v) SDS, pH 6,8

1,5 M Tris/HCI, 0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8

1,2 ml 30 % Polyacrylamid/0,8 % Methylenbisacrylamid,
1,5 ml SDS-Sammelgelpuffer, 3,3 ml Wasser,
25 ul 10 % APS-Lésung, 7 ul TEMED

5 ml 30 % Polyacrylamid/0,8 % Methylenbisacrylamid,
2,5 ml SDS-Trenngelpuffer SDS-PAGE; 2,5 ml Wasser,
35 ul 10 % APS-Ldésung, 7 ul TEMED

175 mM Tris/HCI, 6 % (w/v) Glycerin , 5 % (w/v) SDS,
20 % (w/v) B-Mercaptoethanol,
0,0125 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8

50 mM Tris/HCI, 8 M Harnstoff, 15 mM SDS, pH 7,5

0,1 M Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH 7,0

0,1 M Tris/HCI, 60 mM EDTA, 1,5 M NaCl
0,1 M Tris/HCI, 20 mM EDTA

50 mM NaH2PO4/Na;HPO4, 15 mM SDS,
50 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 8,0

50 mM NaH2PO4/Na;HPO4, 15 mM SDS, pH 8,0
50 mM NaH2PO4/Na;HPO4, 15 mM SDS, pH 4,4
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Ruckfaltungspuffer

Rekonstitutionspuffer

VKOR-Assaypuffer

HEK-VKOR-Assaypuffer

25 mM NazHPO4, 1 M L-Arginin-HCI,
0,1 % (w/v) DDM, 0,1 % (w/v) CHAPS,
25 mM Methyl-3-Cyclodextrin, 1 mM EDTA, pH 8,0

25 mM NaH2PO./Na;HPO4, 150 mM NaCl, pH 8,3

25 mM NaH2PO4/Na;HPO4, 150 mM NaCl,
30 % Glycerol, pH 8,3

25 mM Imidazol, 0,5% CHAPS, pH 8,3

2.3 Verwendete Plasmide und Bakterienstamme

Plasmid
pET11
pET15b
pET19b
pET31b
pTCLE
pBCL99
pBCL173
pCEP4

Resistenz

Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Amp
Hyg

Restriktionsstellen Referenz/Bezugsquelle

Ndel/BamHlI Novagen

Ndel/BamHI Novagen

Ndel/BamHI Novagen

Xhol Novagen

Ndel/BamHI siehe Staley et al., 1994
Afllll/Xhol siehe Thai et al., 2005
AflllI/Xhol siehe Thai et al. 2005
Hindlll/Notl Invitrogen

Das Plasmid pCEP4-VKOR wurde freundlicherweise von Prof. Dr. J. Oldenburg

(Uniklinik Bonn) zur Verfugung gestellt. Es basiert auf dem kommerziell erhaltlichen

pCEP4-Plasmid von Invitrogen.

E. coli TOP10 (Invitrogen)

F, mcrA, A(mrr- hsdRMS- mcrBBC), ®80lacZ
AM15, AlacX74, recA1, deoR, araD139, A(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL, (Str), endA1, nupG

E. coli XL1 blue (Stratagene) rec A1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,

relA1, [F" proAB laclZAM15 Tn 10 Tet)]

E. coli BL21(DE3) (Novagen) B, F, ompT, hsdSg, (rs-mg.), gal, dcm, (DE3)

E. coli BL21(DE3) Rosetta

B, F°, ompT, hsdSg, (rs-ms.), gal, dcm, (DE3),
pRARE (Cam®)
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2.4 Enzyme und Molekulargewichtstandards

Benzonase Sigma

Pfu-DNA-Polymerase Promega (Mannheim)
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (Frankfurt/M.)
Alkalische Phosphatase New England Biolabs (Frankfurt/M.)
T4-DNA-Ligase New England Biolabs (Frankfurt/M.)
100 bp/1 kbp DNA-Mol.-gewichtstandards New England Biolabs (Frankfurt/M.)
Broadrange Protein-Standard New England Biolabs (Frankfurt/M.)
LMW Protein-Molekulargewichtstandard Amersham Biosciences (Freiburg)

2.5 Verwendete Kits

Qiagen Plasmid Mini Kit, Qiagen (Hilden)

Qiagen Plasmid Midi Kit, Qiagen (Hilden)

QlAquick PCR Purification Kit, Qiagen (Hilden)
QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen (Hilden)
QIAquick Minelute Gel Extraction Kit, Qiagen (Hilden)

2.6 Oligonukleotide

Nukleotide, die wahrend der jeweiligen Mutagenese geandert oder eingefugt wurden,

sind farbig hervorgehoben.

mut-DP-pET31 forward
5’- CAC GCA TGC CAG ATG CTG CTC GAG ATG GGT AGC ACC-3

mut-DP-pET31 reverse
5 — GGT GCT ACC CAT CTC GAG CAG CAT CTG GCATGC GTG -3

mut-DL-pet31 forward
5- GA TGA CGC CAC GGT GGAAGA TCT CGT GGG TTC CGAGCC CAG -3

mut-DL-pet31 reverse
5-CTG GGC TCG GAACCCACGAGATCTTCCACCGTGGCGTCATC-3
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mut-pCEP-VKOR forward

5’PHOS- TGA GCC CTG AAT TCT GCA GAT ATC CAT CAC -3

mut-pCEP-VKOR reverse

5’PHOS- GTGCCTCTTAGCCTTGCCCTGGGGTTC -3'
2.7 Gerate

Gerate Typenbezeichnung Hersteller

Bioreaktor Biostatt C-DCU B. Braun Biotech International

Blot Apparatur Hoefer Semi-Phor TE-70
CD Spektropolarimeter J-810
Elektrophoresekammer Hoefer SE260

Easy Cast

Extruder

Flow Box Hera Safe

Fluorimeter Fluoromax-2

FPLC Akta FPLC

French Press Gaulin Homogenisator
LAB 60/60 bzw.
Micro LAB 40/60

Heizblock Block Heater

HPLC Probengeber Gina50
Pumpe Model P580A LPG
Detektor UVD 170S oder
3408

Inkubator TH30

Massenspektrometer ESI-Q-TOF 2
Ultraflex-Il TOF/TOF

Membran- MZ-2C

Vakuumpumpe

Mikroskop KL1500 LCD 10447158
Mixer Vortex-2 Genie

PCR Cycler Mastercycler gradient

-29-

Pharmacia Biotech
Jasco

Amersham

Owl

Heraeus

Jobin Yvon Spex
GE Healthcare
APV Schrdoder

Stuart Scientific
Gynkotek

Edmund Biihler
Waters
Bruker Daltonics

vacuubrand

Leica
Scientific Industries

Eppendorf
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Gerate Typenbezeichnung Hersteller
MyCycler thermal cycler BioRad

pH-Meter pH 526 WTW

Power Supply EPS 300 Pharmacia Biotech
Consort E835 Consort

Rotationsverdampfer Laborota 4010 Heidolph

SpeedVac RCT 60 Jouan

SpeedVac SpeedVac Plus SC110A Savant

Spektrophotometer Ultrospec 4000 Pharmacia Biotech
Nano Drop ND-1000 Kisker

Thermoschuttler Thermomixer comfort Eppendorf

Ultra-Turrax

UV/VIS
UV-Handlampe
UV-Illuminator

Waagen

Wasserbad
Zetasizer (DLS)

Zentrifugen

125

Ultrospec 3300 pro
NU-4 KL

UVT-20M
TE3102S bzw.
BP4100S
Analytical plus
Julabo C-5B
Nano-S

Biofuge pico
Universal 32R
Sigma 1-14

Avanti J-20 bzw. J-25

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1

Zur Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration wurde die Absorption einer Probe
mit einem Volumen von 2 pl bei 260 nm durch Verwendung des NanoDrop-Spektro-

photometers nach Angaben des Herstellers bestimmt.

Alternativ. dazu

photometrisch durch Bestimmung der Absorption einer DNA-LOsung in einer

erfolgte  die

Bestimmung der DNA-Konzentration
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Janke & Kunkel
IKALabortechnik
Amersham Biosciences
Benda

Herolab

Sartorius

Sartorius

Ohaus

Julabo

Malvern

Heraeus

Hettich Zentrifugen
Sartorius

Beckman Coulter Inc.

Nukleinsaurekonzentration
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geeigneten Verdiunnung bei 260 nm (Agzeonm). Zur Berechnung der DNA-Konzentra-

tion dienten folgenden Formelin:

Konzentration [ug/ml] = Azsonm * V * 50

Konzentration [umol/ml] = Agsonm * V % 1000/ (15 x A+ 7,1 x C+12x G+ 8,4 x T)

V = Verdlnnungsfaktor

2.8.2 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

2.8.2.1 Herstellung chemokompetenter Zellen

250 ml LB- Medium wurden mit mehreren Einzelkolonien E. coli TOP10 angeimpft
und bei Raumtemperatur bis zum Erreichen der mittleren exponentiellen Wachs-
tumsphase (OD2gonm = 0,6) unter Schitteln inkubiert (200 rpm). Die Zellen wurden
10 min auf Eis gehalten und durch Zentrifugation (4 °C, 4000 rpm, 15 min) gesam-
melt. Die Zellen wurden in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, 10 Minuten auf
Eis gehalten und erneut zentrifugiert. Die Bakterien wurden anschliel3end in 19,6 ml
eiskaltem TB-Puffer aufgenommen und der Suspension DMSO (Endkonzentration
7 % (v/v)) zugegeben. Nach weiterer Inkubation fir 10 Minuten auf Eis wurde die
Zellsuspension aliquotiert (100 pl), in flussigem Stickstoff (-180 °C) schockgefroren
und bei -80 °C gelagert.

2.8.2.2 Transformation

Zur Transformation chemokompetenter Zellen wurde 1 ul (ca. 20 ng) einer Plasmid-
lIdsung bzw. 6-10 pl eines Ligationsansatzes mit frisch aufgetauten, kompetenten
E. coli TOP10-Zellen gemischt. Nach 30mindtiger Inkubation auf Eis wurde die
Zellsuspension fur 90 Sekunden einem Hitzeschock bei 42 °C unterzogen und
danach flr zwei Minuten auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 800 yl SOC-Medium
wurde der Ansatz fur 45 Minuten bei 37 °C unter Schutteln (600 rpm) inkubiert.
200 pl dieser Zellsuspension wurden auf eine LB-Agar-Platte mit entsprechendem
Antibiotikum ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle der

Transformation wurde eine Negativkontrolle mit untransformierten Zellen mitgefihrt.
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2.8.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Plasmidpraparation erfolgte mittels QIAquick® Spin Miniprep Kits. Zur
Gewinnung von Plasmid-DNA wurden 5 ml LB-Medium (supplementiert mit
100 pg/ml Ampicillin) mit 5 yl der transformierten E. coli-Zellen bzw. einem Kilon
angeimpft und im Schuttelinkubator Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Ernte der
Zellen erfolgte durch Zentrifugation fur 5 Minuten bei 10000 rpm. Das Zellpellet
wurde entsprechend der Angaben des Herstellers weiterbehandelt. Dabei wurden die

im Kit enthaltenen Puffer genutzt.
2.8.4 Polymerase-Ketten-Reaktion

2.8.4.1 Standard-PCR

DNA wurde mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (Mullis et al., 1986; Saiki et al.,
1985) in einem Reaktionsvolumen von 50 yl amplifiziert (25-35 Zyklen: Denaturie-
rung 0,5-1 min bei 96 °C, Anlagerung der Oligonukleotide 1-2 min bei 52-64 °C, Elon-
gation bei 72 °C - je nach Lange der amplifizierten DNA-Sequenz). Ein Reaktions-
ansatz enthielt 1x PCR-Puffer, je 160 uM dNTP, 400 nM von jedem Oligonukleotid
und 5 Einheiten Pfu- bzw. Tag- DNA-Polymerase. Alle Reaktionen begannen mit
einer initialen Denaturierungsphase (3 min bei 96 °C) und wurden in einem PCR-
Gerat mit beheizbarem Deckel durchgeflhrt. Die jeweilige Schmelztemperatur der

Oligonukleotide wurde nach Sambrook et al. (1989) berechnet.

2.8.4.2 Kolonie-PCR

Eine E. coli-Kolonie wurde mit einem sterilen Zahnstocher von der Agar-Platte in
30 ul ddH20 uberfihrt und zur Lyse der Zellen fir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Von
dem Zellaufschluss wurden 5 pl in einer PCR mit 50 yl Volumen eingesetzt.

2.8.5 Trennung von DNA mittels Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurden PCR-Produkte (Kapitel 2.8.4) und
Produkte aus Restriktionsanalysen (Kapitel 2.8.6) auf ihr Molekulargewicht hin
untersucht. Als Laufpuffer diente 1x TAE Puffer. Die Proben wurden in 1x DNA-
Probenpuffer aufgenommen und neben einem geeigneten DNA-Molekulargewichts-

standard auf das Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte je nach
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erwarteter Grolle der DNA-Fragmente in Agarosegelen mit Konzentrationen
zwischen 1 % und 3 % (w/v). Die Gele enthielten Ethidiumbromid (0,5 pg/ml), was

eine anschlieRende Detektion der DNA-Banden im UV-Licht (302 nm) ermdglichte.

2.8.6 Restriktion von Plasmid-DNA

Mit einem Teil der praparierten Plasmid-DNA (500 ng) wurde jeweils ein Restriktions-
verdau durchgefuhrt, um die ldentitat des Vektors bzw. eine erfolgreiche Insertion der
VKOR-Nukleotidsequenz in den Zielvektor zu testen. Daflr wurden einem
Restriktionsansatz von 15 ul zwei Restriktionsenzyme zugegeben (jeweils 5 Ein-
heiten), die zur Entstehung von DNA-Fragmenten mit charakteristischer Gro3e bzw.
zur Freisetzung des VKOR-DNA-Fragments fuhrten. Der Ansatz wurde eine Stunde
bei 37 °C inkubiert und enthielt neben dem entsprechenden 1x Restriktionspuffer
(vom Hersteller mitgeliefert) aullerdem noch 10 ug BSA.

Durch Plasmidpraparation erhaltene DNA bzw. durch PCR amplifizierte VKOR-Gen-
Konstrukte wurden fur praparative Zwecke in 50 yl-Ansatzen mit dem jeweils fur die
Enzyme geeigneten 1x Restriktionspuffer des Herstellers und 40 Einheiten des
jeweiligen Enzyms verdaut. Der Ansatz enthielt auRerdem 30 ug BSA und wurde fir
4 h bei 37 °C inkubiert.

Um eine Religation des geschnittenen pET-Vektors zu verhindern, wurde dieser
anschliellend dephosphoryliert. Dazu wurden dem praparativen Restriktionsverdau
10 Einheiten Alkalische Phosphatase hinzugegeben und 2 h bei 37 °C inkubiert.

2.8.7 Reinigung von DNA-Fragmenten

Nach der Restriktionsspaltung wurden die DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und durch Extraktion aus dem Agarosegel gereinigt. Dazu wurden die
DNA-Fragmente mit einer UV-Handlampe sichtbar gemacht und das gewunschte
Produkt ausgeschnitten. Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QIAquick® Gel
Extraktion Kit nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde mit 30 ul ddH>O von
der Saule eluiert. Die DNA-Konzentration wurde durch Intensitatsvergleich der Bande
im Agarosegel mit funf verschiedenen Mengen eines geeigneten DNA-

Molekulargewichtsstandards abgeschatzt.
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2.8.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Durch Restriktion erhaltene DNA-Fragmente (Kapitel 2.8.6 und 2.8.7) wurden durch
Ligation in den entsprechenden Vektor kloniert. Dabei wurde der Vektor mit den
gleichen Restriktionsendonukleasen behandelt wie die gewunschte insert-DNA. Ca.
10 ng Vektor-DNA wurden mit dem zu klonierenden DNA-Fragment in einem molaren
Verhaltnis von 1 : 4 bei 16 °C fur 16 h inkubiert. Die Ligation erfolgte in 20 ul 1x T4-
DNA-Ligationspuffer mit 400 Einheiten T4-DNA-Ligase. Kompetente E. coli-Zellen

wurden anschlie3end mit 5 pl des Ligationsansatzes transformiert.

2.8.9 Ortsgerichtete Mutagenese

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Plasmide pET31-VKOR (Quickchange-
Verfahren) und pCEP4-VKOR (modifiziertes GeneTailor™-Verfahren; Abb. 2.1)
mittels zweier unterschiedlicher Techniken der ortsgerichteten Mutagenese
modifiziert.

Bei dem Quickchange-Verfahren (Weiner et al., 1994) werden zwei komplementare
Oligonukleotide eingesetzt, welche die gewlnschte Mutation in der Mitte tragen und
mit mindestens 12 Basen des Ausgangsplasmids auf beiden Seiten des mutierten
Bereichs paaren konnen. Damit wurde eine PCR (Kapitel 2.8.4) mit Pfu-Polymerase
bei 12 Minuten Elongationszeit und 18 Zyklen durchgefuhrt, bei der 2 yM von jedem
Oligonukleotid sowie 25 bis 100 ng Ausgangsplasmid eingesetzt wurden. Nach der
PCR-Reaktion wurde jedem Ansatz 1 uyl Dpnl zugesetzt und 2 h inkubiert, um das
Ausgangsplasmid zu verdauen. Anschlieend wurden E. coli XL1 blue-Zellen mit 8 pl
aus dem Mutagenese-Ansatz transformiert. Bei der Mutagenese wurde stets
versucht, mit der Mutation eine zusatzliche Restriktionsschnittstelle in das Plasmid
einzubringen, die eine schnelle Analyse auf erfolgreich mutierte Klone erlaubt. Die
erfolgreiche Mutation wurde durch DNA-Sequenzierung bestatigt.

Wahrend mit dem Quickchange-Verfahren bis zu 6 Nukleotide mutiert bzw. eingefugt
werden konnen, erlaubt das zweite Verfahren das Einbringen von noch groeren
mutierten Bereichen. Dabei wurden zwei Oligonukleotide eingesetzt, auf welche die
einzubringende Mutation aufgeteilt wird, so dass diese Oligonukleotide jeweils an
ihrem 5-Ende einen Teil der Mutation tragen. Zudem sind diese Oligonukleotide an
ihrem 5’-Ende phosphoryliert, wahrend der 3’-Bereich komplementar zum Ausgangs-

plasmid ist. Damit wurde eine Standard-PCR (Kapitel 2.8.4) mit Pfu-Polymerase bei
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24 Minuten Elongationszeit und 30 Zyklen durchgefihrt, in deren Verlauf ein
linearisiertes PCR-Produkt entsteht, das neben der urspringlichen Plasmidsequenz
die komplette Mutation aufgeteilt auf das 5-Ende und das 3'-Ende tragt (siehe Abb.
2.1). AnschlielRend wurde wie oben beschrieben ein Dpnl-Verdau zur Restriktion der
methylierten DNA des Originalplasmids durchgeflihrt und die PCR-Produkte Uber
Nacht bei 16 °C ligiert, bevor E. coli TOP10-Zellen mit 8 yl des Mutageneseansatzes
transformiert wurden (Kapitel 2.8.2 und 2.8.8).

- Cye (o

1.Schritu 2.8chritt|- 3-8°hri"[L Aarifhation
vV
anschlisfiand:

DpnkVerdau des methylierten Originalvekio-s
Ligation des PCR-Produlis

Transformationven £ cofmit mutieiter dsD\IA}PIasm
1L9UEICLLENOU AGL = O LU IUAOSIESL aen A higeL

Abb. 2.1 Modifiziertes GeneTailor™-Verfahren fiir die ortsgerichtete Mutagenese
groBerer Sequenzbereiche.

Im ersten Schritt erfolgt die Amplifikation mit einem der Primer, so dass ein Oligonukleotid mit der
zum urspriinglichen Plasmid komplementdren Sequenz entsteht, das in 5'-Position einen Teil der
Mutation tragt. Dieses Oligonukleotid dient im zweiten Schritt zur Amplifikation eines weiteren
Oligonukleotids, das nun neben der urspriinglichen Plasmidsequenz die komplette Mutation
aufgeteilt auf das 5-Ende und das 3‘-Ende tragt. Diese Oligonukleotid ist nun das template fir die
exponentielle Amplifikation der gesamten Plasmidsequenz inklusive der einzubringenden Mutation.
Nach der PCR-Reaktion schlieBft sich ein Dpnl-Verdau des Originalplasmids, eine Ligation des
linearisierten PCR-Produkts und die Transformation des auf diese Weise generierten Plasmids an.

2.8.10 Sequenzierung von DNA

Etwa 1 uyg gereinigter Plasmid-DNA wurde mittels einer SpeedVac-Apparatur
getrocknet. Zur weiteren Analyse wurde die getrocknete Plasmid-DNA an die Firma
eurofins MWG Operon (Martinsried) versandt. Die Firma fuhrt die Sequenzierung mit
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden nach der Kettenabbruchmethode
(Sanger et al., 1977) durch.
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2.9 Proteinchemische Methoden

2.9.1 Testexpression

Der Klon eines mit dem gewunschten Plasmid transformierten E. coli-Stammes
wurde von einer Agar-Platte bzw. aus einer Glycerin-Kultur in ein Vorkulturréhrchen
mit 4 ml LB-Medium und dem passenden Antibiotikum Uberfuhrt und Gber Nacht bei
37 °C auf einem Schuttler inkubiert.

Eine Testexpression von neuen Proteinkonstrukten wurde im batch-Verfahren in
250 ml Schattelkolben mit 50 ml LB- oder TB-Medium bei 37 °C und 125 rpm
durchgefuhrt. Die Kulturen wurden mit dem bendtigten Antibiotikum in entsprechen-
der Konzentration versehen und 1 %ig (v/v) mit der Vorkultur inokuliert. Bei einer
optischen Dichte (ODggonm) von etwa 1,0 AU wurden die Kulturen mit 1 mM IPTG
induziert und 3 h bei 37 °C weiter inkubiert. Nach der Induktion wurde stindlich eine
Probe enthommen, um die optische Dichte zu bestimmen und die Produktion des
gewulnschten Proteins mittels SDS-PAGE analysieren zu kénnen. Durch Zentrifuga-
tion (5000 x g, 10 min) wurde die Kultivierung beendet und die Zellpellets bis zum
Zellaufschluss bei -20 °C gelagert.

Die Herstellung grolRerer Proteinmengen erfolgte unter den gleichen Bedingungen in
5 I-Schuttelkolben mit 1,5 Liter LB- bzw. TB-Medium.

2.9.2 Fed batch- Fermentation

Um groRe Mengen des VKOR-Membranproteins zu erhalten, wurden fed-batch-
Fermentationen im Bioreaktor mit 61 Fermentationsmedium durchgeflhrt. Der
Bioreaktor verfigte Uber eine Regelung der Temperatur, des pH-Wertes und des
Sauerstoffpartialdrucks. Die Ruhrgeschwindigkeit und die Begasungsrate wurden
dem Sauerstoffbedarf der Kultur automatisch angepasst. Die Hauptkultur wurde in
Gegenwart des bendtigten Antibiotikums mit 2 x 200 ml einer Vorkultur in LB-Medium
angeimpft. Stlndlich wurden Proben entnommen, um die ODgponm und den
Glukosegehalt Uberprifen zu konnen. Nachdem die Glukose aufgebraucht war,
startete die Zugabe der Glukose-feeding-Losung. Ab einer optischen Dichte
(ODsgoonm) Vvon 60 AU wurde mit 1 mM IPTG induziert und stindlich eine Probe

entnommen, um die Produktion des Proteins verfolgen zu kénnen. Nach 3 h

-36-



Material und Methoden

Expression wurde die Kultur zentrifugiert (5000 x g, 10 °C, 15 min) und das Zellpellet
bei -80 °C gelagert.

2.9.3 Aufschluss von Bakterienzellen

Die Zellpellets der Proben, die wahrend der Testexpressionen bzw. fed batch-Fer-
mentationen (Kapitel 2.9.1 und 2.9.2) genommen wurden, wurden in 100 pl Auf-
schlusspuffer suspendiert und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlie®end wurden 100 pl SDS-Probenpuffer hinzu gegeben und die Proben mit-
tels SDS-PAGE (Kapitel 2.9.6.) und ggf. Western Blot (Kapitel 2.9.7) auf eine
Expression des VKOR-Proteins analysiert.

Nach der Fermentation wurden geerntete Zellen in 4 ml IB I-Puffer pro g Zellen mit
dem Ultraturrax resuspendiert. Es wurden 2 mg Lysozym pro g Zellen hinzugefugt
und fir 45 min bei 4 °C gerlhrt. Der Zellaufschluss erfolgte mittels French Press in
drei Passagen mit 800 ml Nutzvolumen und einem Druck von 580 bar. Im Anschluss
wurde die DNA durch einen enzymatischen Verdau mit 10 yl Benzonase pro Liter

Zellaufschlussvolumen bei pH 8,0 mit 3 mM MgCl, fir 45 min bei 4 °C abgebaut.

2.9.4 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV-Spektroskopie

Die Konzentration einer Proteinlésung wurde durch die Messung der Absorption bei
280 nm (Azsonm) am UV-Spektrophotometer nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz

berechnet.

Azgonm = C * d * €280nm

A = Absorption (AU); € = Extinktionskoeffizient (M * cm™); d = Schichtdicke (cm)

¢ = Konzentration (M)

Der molare Extinktionskoeffizient €2g0nm eines Proteins lasst sich dabei aus der
Summe der mit den spezifischen molaren Extinktionskoeffizienten gewichteten
Anzahl n von Tryptophan- und Tyrosin-Resten sowie der Cystine (Gill et al., 1989)

errechnen:

8280nm = 5500 M_10m_1 % nTryptophan + 1490 M-1Cm_1 % nTyrosin + 125 M-1cm-1 * nCystine
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2.9.5 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Amidoschwarz-

Farbung

FUr die Bestimmung der Proteinkonzentration in Proben von rekonstituiertem VKOR
wurde eine Farbung mit Amidoschwarz durchgefuhrt (Schaffner et al., 1973). Dafur
wurden 10 pl der Probe auf eine Nitrocellulosemembran (Bio-Rad, Muinchen)
aufgetragen und diese dann mit Amidoschwarz-Farbelosung fur 2 min angefarbt.
Nach erfolgter Inkubation der Membran wurde diese entfarbt und die Intensitat der
Spots mit denen einer Vergleichsreihe mit Lysozymlésungen bekannter Konzen-

tration, die auf die gleiche Weise behandelt wurden, verglichen.

2.9.6 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erlaubt die Auftrennung von
Proteinen in denaturierter Form anhand ihrer molaren Masse (Laemmli, 1970).
Resultierend aus der Bindung des im Gel und Probenpuffer enthaltenen SDS wird
das Protein denaturiert und erhalt eine negative Nettoladung.

Die Proben wurden im Verhaltnis 1 : 1 mit SDS-Probenpuffer gemischt und fir 5 min
bei 95 °C denaturiert, bevor sie auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen und analysiert
wurden. Als Referenz wurde der GroRenstandard ,BenchMark Protein Ladder
(Invitrogen) mitgefuhrt.

Stark verdinnte Proben wurden mittels TCA-Fallung konzentriert. Hierzu wurden
100 pl bis 1 ml der gewiinschten Probe mit ddH,O auf 1 ml aufgefillt und mit 200 pl
10 % (w/v) Trichloressigsaure versetzt. Die prazipitierten Proteine wurden bei
12500 x g fir 15 min zentrifugiert, der Uberstand komplett entfernt und das Pellet mit
50 ul 1,5 M Tris/HCI, pH 7,4 geldst. Das geloste Pellet wurde ebenfalls im Verhaltnis
1 : 1 mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und flr 5 min bei 95 °C denatu-
riert. Es wurden SDS-PAGE-Gele mit einem 12 %- oder 15 %-igen Trenngel
verwendet. Die elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte bei 10 A fur etwa
20 min und anschlielend bei 25 A fur etwa 1 Stunde in Gegenwart von 1x Lammli-
Laufpuffer. Das Gel wurde nach der Elektrophorese jeweils 60 min in den Fairbanks-

Ldsungen A, B, C und D gefarbt bzw. entfarbt.
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2.9.7 Western Blot

VKOR-Proteinkonstrukte mit einem Hisg-tag konnten mit dem Western Blot detektiert
werden. Zunachst wurde ein SDS-Gel (Kapitel 2.9.6) mit His-tag-Proteinmarker
(BenchMark His-tagged Protein Standard, Invitrogen) angefertigt. Das Gel wurde in
einer Blot-Apparatur auf einer Nitrocellulosemembran bei 300 mA und 4V fur 2 h
geblottet. Die Membran wurde anschliel3end in Blockierungspuffer fur 1,5 h bei 20 °C
inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper (Maus-IgG
gegen Hisg-tag, Roche) in Blockierungspuffer mit 0,05 % (v/v) des Antikdrpers Uber
Nacht bei 4 °C. Nach zwei Waschschritten mit Blockierungspuffer fur je 10 min wurde
die Membran mit 0,05 % (v/v) des Sekundarantikdrpers (Ziege-lgG gegen Maus-IgG,
gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase, Chemicon International) in Blockierungspuffer
fur 4 h bei 4 °C inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten fur je 10 min in PBST-
Puffer ohne Magermilchpulver erfolgte die Immunodetektion. Nach Zugabe von 1 ml
einer 1 : 1 Mischung aus ECL I- und ECL Il-Lésung auf die Membran, wurde diese in
Folie eingeschlagen und ein aufgelegter Film (Chemiluminescent Detektionsfilm,
Roche) in einer Filmkassette belichtet. Nach dem Waschen in Entwickler (Kodak
Processing Chemicals Developer, Sigma), Wasser und Fixierer (Kodak Processing
Chemicals Fixer, Sigma) wurden die Positionen von Proteinen mit einem Hisg-tag auf

dem Film sichtbar.

2.9.8 Isolierung und Solubilisierung von inclusion bodies (Einschluss

korpern)

Die unléslich exprimierten Proteine reicherten sich in E. coli in so genannten
inclusion bodies (IBs, Einschlusskorpern) an. Diese wurden nach dem Zellaufschluss
(Kapitel 2.9.3) durch die inclusion-body-Praparation von der I6slichen Proteinfraktion
getrennt. Zu den aufgeschlossenen Zellen in IB |-Puffer wurde die Halfte des
Volumens an IB IlI-Puffer hinzugefugt und bei 4 °C fur 45 min geruhrt. AnschlielRend
wurde die Suspension zentrifugiert (30000 x g, 10 min, 4 °C), der Uberstand
verworfen und das Pellet in IB II-Puffer mit dem Ultraturrax suspendiert. Es wurde
nochmals 45 min unter Rihren inkubiert und erneut zentrifugiert. Danach wurde das
Pellet in IB lll-Puffer resuspendiert, gefolgt von drei weitere Zentrifugations- und
Waschschritten. Das daraufhin erhaltene Pellet konnte bei -20 °C gelagert werden
(Rudolph et al., 1996).
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Die inclusion bodies wurden mit 5 ml Solubilisierungspuffer pro mg IB fir 5 h bei
Raumtemperatur gelost und reduziert. Nicht geldstes Protein wurde im Anschluss
durch Zentrifugation bei 20000 x g fur 15 min abgetrennt. Die solubilisierten inclusion
bodies wurden dann zweimal fur 4 h und einmal flr 16 h gegen Solubilisierungspuffer
ohne DTT dialysiert und bei -20 °C gelagert (Rudolph et al., 1996).

2.9.9 Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC)

Die solubilisierten inclusion bodies (Kapitel 2.9.8.) bzw. Proben aus der Ameisen-
saurespaltung (Kapitel 2.9.10) wurden zunachst gegen IMAC-Bindepuffer dialysiert
und anschlieend zentrifugiert (4 °C, 20.000 x g, 15 min). Danach wurde die L6sung
auf eine mit IMAC-Bindepuffer aquilibrierte 5 ml HisTrap FF Saule (GE Healthcare)
appliziert. Der C-terminale Hexahistidin-tag ermoglicht die Affinitatsbindung des
Proteins an die Saule basierend auf der Chelatisierung von immobilisierten Ni**-
lonen des Saulenmaterials durch die Imidazoliumgruppen des Hisg-tags.

Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte durch Absenken des pH-Wertes auf
4.4. Die Proteinkonzentration der Fraktionen des Elutionspeaks wurde durch
Messung der Absorption Agsonm von verdinnten Proben bestimmt (Kapitel 2.9.4).
Zudem wurden die Elutionspeaks mittels SDS-PAGE auf ihre Proteinzusammen-

setzung analysiert (Kapitel 2.9.6).

2.9.10 Ameisensaurespaltung

Jeweils 40 mg KSI-VKOR-Fusionsprotein wurden fur die Ameisensaurespaltung (Li
et al., 2001; Ryan et al. 2003) eingesetzt. Dabei wurde das Fusionsprotein im
denaturierten Zustand bei 70 °C in Gegenwart von 45 % Ameisensaure uber eine
Dauer von 7 h praferentiell zwischen einem Aspartat- und einem Prolinrest (-DP-)
gespalten, die zuvor durch ortsgerichtete Mutagenese zwischen der Peptidsequenz
von KSI und VKOR in das Fusionsprotein eingefigt worden waren. Nach der
Spaltung erfolgte eine Dialyse gegen NiINTA-Bindepuffer, bevor in einer
nachfolgenden Affinitatschromatographie (Kapitel 2.9.9) das VKOR-Peptid Gber den
C-terminalen Hisg-tag isoliert und angereichert wurde.
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2.9.11 Massenspektrometrische Bestimmung

Um eine Modifikation des VKOR-Peptids wahrend der Ameisensaurespaltung
(Kapitel 2.9.10) auszuschliel3en, wurde das isolierte VKOR-Peptid massenspektro-
metrisch untersucht. Daflr wurde sowohl ein tryptischer bzw. chymotryptischer
Verdau des Peptids als auch eine Chloroform/Methanol-Fallung durchgefuhrt.

Zur Messung der Peptidmasse einzelner Peptidfragmente durch MALDI-MS wurde
das isolierte VKOR-Fragment auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetragen und das Gel in
frisch angesetzter Fairbanks A und D Losung ge- bzw. entfarbt. Die Proteinbanden
wurden mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die weitere Probenpraparation, die
In-Gel-Spaltung mit ProteaseMAX™/Trypsin-Verstarker (Promega, Mannheim) und
MALDI-TOF-TOF-Messung wurde freundlicherweise von Mathias Mueller (AG Sinz,
Institut fur Pharmazie, MLU Halle) durchgefuhrt.

Fir die Bestimmung der Peptidgesamtmasse wurde eine Chloroform-Methanol-
Prazipitation des Peptids durchgefuhrt (Venter et al.,, 2002). Daflr wurden 0,5 ml
Proteinlosung (0,4 mg/ml) mit 1,5 ml Methanol und 0,5 ml Chloroform gemischt.
AnschlieBend wurde 1 ml ddH,O hinzugegeben und grindlich gemischt. Nach
Zentrifugation (9000 x g, 3 min) wurde die obere Phase abgenommen und verworfen.
Nach Zugabe von weiteren 1,5 ml Methanol wurde erneut zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Pellet vorsichtig unter einem Stickstoffstrom
getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 50 pl Ameisensaure aufgenommen und
sofort auf eine praaquilibrierte 3 mI-Sephadex-Saule (Sephadex LH-20) aufgetragen.
Fir die Aquilibrierung der Sdule sowie als Laufmittel wurde hierbei
Methanol/Chloroform /1 % Ameisensaure verwendet (4 :4:1). Die aufgefangen
Fraktionen (ca. 0,4 ml) wurden unter einem Stickstoffstrom auf 50 pl eingeengt und
5 ul davon auf eine Nitrozellulosemembran aufgebracht und mittels Amidoschwarz-
Farbung auf vorhandenes Protein untersucht (Kapitel 2.9.5). Protein enthaltende
Fraktionen wurden 1: 1 mit Ameisensaure gemischt und mittels ESI-MS an einem
Esquire-LC-lonenfallen-Massenspektrometer (Bruker Analytik, Bremen) analysiert.
Die Messungen an den Massenspektrometern wurden freundlicherweise von Frau
Dr. A. Schierhorn (Max-Plank-Institut fur Proteinfaltung, Halle(Saale)) durchgefuhrt.
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2.9.12 Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Filtrationseinheiten (Amicon-Ultra 10, Millipore) mit 10kDa MWCO (molecular weight
cutoff) wurden verwendet, um Proteinldsungen bis zu einem Volumen von 200 ml zu
konzentrieren. Dazu wurden die Filtrationseinheiten in einer Tischzentrifuge bei
20 °C und 3000 x g zentrifugiert. Insbesondere vor der Puls-Renaturierung (Kapitel
2.9.13) und vor der Rekonstitution in Liposomen (Kapitel 2.9.15) fand diese Methode

Anwendung.

2.9.13 Renaturierung unter Verwendung eines artificial chaperone

assisted refolding —Systems

Das gereinigte VKOR-Peptid wurde mit Hilfe eines artificial chaperone assisted
refolding-Systems (Rozema et al., 1996) zurlckgefaltet. Dabei wird das SDS durch
mildere, nicht-denaturierende Detergenzien ersetzt, und somit eine Renaturierung
ermoglicht (siehe Abb. 2.2).

0,1% DDM 113‘
0,1% CHAPS
1M Arginin

1mM EDTA
25mM NaPhosphat

denaturiert in Cyclodextrin Cyclodextrin- renaturiert in
SDS-Mizelle SDS- Komplex DDM/CHAPS-
Mizelle

Abb. 2.2 Renaturierung von humanem VKOR unter Verwendung eines modfizierten
Riickfaltungssystems mit nicht-natiirlichen Chaperonen.

Humanes VKOR, das nach der Reinigung in denaturierter Form in SDS-Mizellen vorliegt, wurde mit

einem modifizierten Riickfaltungssystem mit nicht-natirlichen Chaperonen renaturiert (Rozema et

al., 1996). Dabei erfolgt ein Austausch des SDS-Detergens gegen eine Kombination der milden

Detergenzien DDM und CHAPS, der eine Renaturierung des Proteins ermoglicht.

Im Ruckfaltungspuffer wurde dafur eine Kombination aus DDM und CHAPS
eingesetzt. Der Ruckfaltungspuffer enthielt daruber hinaus Methyl-3-Cyclodextrin,
das bevorzugt SDS bindet und damit die Interaktion des VKOR-Peptides mit DDM

und CHAPS beférdert. Um die Aggregation von Protein zu vermindern und mdglichst
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hohe Ausbeuten an nativ gefalteten VKOR zu erhalten, wurde Arginin als weiteres
Additiv im Ruackfaltungspuffer verwendet und dieses System mit der Methode der
Pulsrenaturierung kombiniert (Nguyen et al., 2002; Rudolph & Fischer 1990; Winter
et al., 2002).

Dabei wurde das gereinigte VKOR-Protein in VKOR-RUckfaltungspuffer gegeben, so
dass die Proteinkonzentration in jedem dieser Pulse um 3 pug Protein pro ml
Ruckfaltungspuffer erhdht wurde. Insgesamt wurden sieben Proteinpulse appliziert

und mindestens 6 Stunden zwischen den einzelnen Pulsen inkubiert.

2.9.14 Praparation von Liposomen

Fir die Praparation von Liposomen wurden Lipide in der gewunschten Menge und
Zusammensetzung in einem Rundkolben eingewogen, in Chloroform gelést und
grundlich gemischt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel an einem
Rotationsverdampfer abgedampft, wobei ein gleichmafiger Film aus den Lipiden im
Kolben zurlckblieb. Dieser Lipidfilm wurde durch Zugabe von Rekonstitutionspuffer
und 10minatiges kraftiges Schutteln gelost, gefolgt von einer 30minttigen Inkubation
im Wasserbad bei 37 °C und wiederholtem kraftigen Mischen. Danach wurde die
Lipidldsung auf Cryorohrchen verteilt und zehn Gefrier-Tau-Zyklen durchgefihrt,
wobei die Lipidlésung mittels flussigen Stickstoffs eingefroren und im Wasserbad
wieder aufgetaut wurde. Gefolgt wurde diese Prozedur von einer 10maligen
Extrusion der Lipidlésung durch eine Filtermembran mit einer Porengréf3e von
100 nm, wobei vorrangig unilamellare Liposomen mit einer definierten Grole

entstehen.

2.9.15 Rekonstitution von Protein in Liposomen

Der VKOR-Renaturierungsansatz wurde auf etwa 1/5 des Volumens eingeengt
(Kapitel 2.9.12). Die erhaltenen Liposomen (Kapitel 2.9.14) wurden durch Zugabe
von n-Octyl-B-D-glucopyranosid (OG) destabilisiert. 1 ml davon wurde mit 3 ml des
zuvor konzentrierten VKOR gemischt. Die Konzentration an OG wurde so gewahlt,
dass im Rekonstitutionsansatz durch Zugabe der Proteinlosung eine Endkonzen-
tration von 22 mM erhalten wurde. Anschliel3end erfolgte eine Dialyse Uber 4 Tage
gegen 500 ml Rekonstitutionspuffer pro 4 ml Rekonstitutionsansatz mit taglichem

Wechsel des Dialysepuffers.
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2.9.16 Flotation der Lipide mit assoziiertem VKOR-Protein

Um Lipid-assoziiertes VKOR von nicht-rekonstituierten Protein abzutrennen und die
Rekonstitutionseffizienz in verschiedenen Lipidmischungen abschatzen zu kdénnen,
wurden Flotationsexperimente (Wang et al., 2006) mit VKOR-Rekonstitutionsproben
durchgefuhrt.

80 ul Probe von rekonstituiertem VKOR wurden mit 50 pl einer 2,5 M Saccharose-
lI6sung in Rekonstitutionspuffer gemischt und in ein Zentrifugenrohrchen (TLA-100,
Beckman-Coulter) uberfuhrt. Der Ansatz wurde mit 100 pl einer 0,75 M-Saccharose-
lI6sung in Rekonstitutionspuffer gefolgt von 50 pl Rekonstitutionspuffer Uberschichtet.
Danach erfolgte die Zentrifugation der Proben in einem TLA-100-Rotor bei
250000 x g fur eine Stunde. Die obere 60 pl-Fraktion wurde vorsichtig abgenommen
und auf 80 yl mit Rekonstitutionspuffer aufgeflllt. 10 pl davon wurden fur die
Proteinbestimmung mit Amidoschwarz (Kapitel 2.9.5) eingesetzt und mit 10 ul der
ursprunglichen Rekonstitutionsprobe (vor der Flotation) verglichen, um die Effizienz

der Rekonstitution abschatzen zu konnen.

2.10 Methoden zur Untersuchung von VKOR

2.10.1 Herstellung von Vitamin K Epoxid (nach Tishler et al., 1940)

100 mg Vitamin Ky (Merck, Darmstadt) wurden in Ethanol gelést, 200 mg Na,CO3
hinzugegeben und grundlich gemischt. Nach Zugabe von 1,2 ml 30 %iger
Wasserstoffperoxid-Losung wurde fur 2,5 h bei 70 °C inkubiert. Dabei entfarbte sich
die anfangs leicht gelbe Loésung mit zunehmendem Umsatz des Vitamin Kj.
Anschlie®end wurde die Reaktion auf Eis abgekihlt und 5 ml Wasser sowie 10 ml
Diethylether zugegeben. Nach Sminutigem kraftigen Schutteln wurde die obere Pha-
se abgenommen und Na,SO, zum Entwassern hinzugegeben. Danach wurde der
Uberstand evaporiert, der verbleibende schwach gelbe, 6lige Rest gewogen und in
einem definierten Volumen Ethanol gelést um eine 85 mM Stammldsung zu

erhalten. Aliquots der Stamml6sung wurden bei 4 °C gelagert.
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2.10.2 Kultivierung und Transfektion von HEK293-Zellen

Um den Assay der enzymatischen VKOR-AKktivitat (Kapitel 2.10.3) zu etablieren,
wurden HEK293-Zellen genutzt, welche mit dem pCEP4-VKOR-Plasmid transfiziert
wurden und danach transient VKOR exprimierten.

Dafur wurde eine HEK293-Zellkultur in einem geeigneten Medium (DMEM, 10 %
FKS, 0,5 % Gentamycin) herangezogen. Das Medium wurde aller 2 Tage erneuert
und die Zellen beim Erreichen von >95 % Konfluenz im Kulturgefal® auf neue
KulturgefalRe aufgeteilt.

Die Transfektion wurde mit Lipofectamin™ (Invitrogen) nach Angaben des
Herstellers durchgeflhrt. Fur eine 4 ml-Kultur in einer 25 cm3-Flasche wurden 15 g
Plasmid (pCEP4-VKOR) und 20 pl Lipofectamin™ eingesetzt und die Kultur Uber
Nacht in Gegenwart der Transfektionslosung inkubiert, bevor die transfizierten Zellen
geerntet wurden.

Zum Ernten der Zellen wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit kaltem
PBS-Puffer gewaschen. Nachdem die Zellen in kaltem PBS suspendiert und in ein
Falcon-GefaR Uberfiihrt waren, wurde zentrifugiert (9000 x g, 15 min), der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 200 pyl (50 % Glycerol, 0,5 % CHAPS, 25 mM
Imidazol) resuspendiert. Aliquots von 30 ul wurden bei —80 °C bis zur weiteren
Verwendung eingefroren.

Nicht transfizierte HEK-Zellen wurden auf die gleiche Weise kultiviert und geerntet

und dienten als Negativkontrolle fur die Etablierung des Aktivitatsassays.

2.10.3 Aktivitatstest mit rekonstitutiertem VKOR und HEK Zellen

Die enzymatische Aktivitat von VKOR wurde durch den quantitativen Umsatz von
Vitamin K Epoxid zu Vitamin K bestimmt (Chu et al., 2006; Rost et al., 2004; Wallin et
al., 1985). Dafur wurden 100 pl Probe mit rekonstituiertem VKOR (Kapitel 2.9.15) zu
460 pl VKOR-Assaypuffer gegeben. Dem Ansatz wurden 20 pl DTT (150 mM)
hinzugefugt, gut gemischt und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Durch Zugabe von 20 ul Vitamin K Epoxid (850 uM) wurde die Reaktion gestartet
und fur 1 h bei 30 °C im Dunkeln inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1 ml Isopropanol/Hexan und Mischen abgestoppt und anschliel3end kurz

zentrifugiert (13000 rpm, 3 min). Die obere Phase wurde in ein neues Gefal
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transferiert und evaporiert. Der Rickstand wurde in 50 yl Ethanol gelést und die
Proben bis zur Analyse mittels RP-HPLC bei -80 °C eingefroren.

Um die enzymatische Aktivitat von HEK293-Zellen zu bestimmen, wurden einem
30 ul-Aliquot dieser Zellen 530 ul HEK-VKOR-Assaypuffer hinzugegeben und
grundlich gemischt. Danach wurde DTT hinzugegeben und wie oben beschrieben
weiter mit dem Ansatz verfahren. Ansatze, an denen eine Warfarin-Inhibierung von
VKOR getestet werden sollte, wurden nach Zugabe von 10 yl 6 mM Warfarin (Sigma,
Deisenhofen) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die enzymatische
Reaktion durch Addition des Vitamin K Epoxids gestartet wurde.

Im Vergleich zu den bereits publizierten Verfahren (Rost et al., 2004; Wallin et al.,
1985) wurden groRere Mengen Vitamin K Epoxid eingesetzt, um sicherzustellen,
dass der Substratumsatz wahrend der gesamten Zeit linear und gleichmaRig verlauft
und zudem gut quantifizierbar ist (vgl. Abb. 3.15, S. 72). Zudem wurde ein anderer
Puffer fir die Messungen des renaturierten VKOR eingesetzt, da flr die transfizierten
HEK293-Zellen Puffer verwendet wird, der das Detergens CHAPS in einer
Konzentration von 0,5% (w/v) enthalt. Diese CHAPS-Konzentration wird verwendet,
um die HEK293-Zellen zu lysieren und somit die VKOR-Aktivitat dieser Zellen
zuganglich zu machen und andererseits VKOR weitestgehend in der physiologischen
Umgebung der ER-Membran zu belassen. Rekombinantes, renaturiertes VKOR
zeigte in diesem Puffer keine Enzymaktivitdt und ebenso war kein Substratumsatz
durch HEK293-Zellen in Gegenwart des Puffers zu sehen, mit dem die Enzym-

aktivitat des renaturierten VKOR gemessen wurde (Daten nicht gezeigt).

2.10.4 Quantifizierung von Vitamin-K-Derivaten durch analytische
Reversed Phase (RP)-HPLC

Die Quantifizierung des Vitamin K Epoxid-Umsatzes erfolgte mittels Reversed Phase
(RP)-HPLC an einem Dionex Gynkotek HPLC-System. Es wurde eine Acclaim™ 120
C18-Saule (Dionex) mit Methanol als mobile Phase verwendet um die Vitamin-K-
Derivate aufzutrennen. Die Elutionspeaks wurden bei einer Wellenlange von 254 nm
detektiert und der Vitamin K Epoxid-Umsatz Uber die Integrierung der Peakflachen
mit Hilfe der Steuer- und Auswertungssoftware ,Chromeleon® (Version 4.23)

quantifiziert.
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Der erfolgte Substratumsatz ist die Menge an gebildeten Vitamin K bezogen auf die
gesamte Menge an Vitamin K und Vitamin K Epoxid. Aus diesem prozentualem
Umsatz Iasst sich leicht die absolute Menge des umgesetzten Epoxids bestimmen,
wenn man mit der Gesamtmenge des fur den Assay eingesetzten Substrates
multipliziert. Die spezifische VKOR-AKktivitat erhalt man, indem man die absolute

Menge des umgesetzten Epoxids durch die Enzymmenge dividiert.

Vit K o1 Umsat
—— —— = Umsatz
Vit.K o o+ Vit KO g, -
Umsatz-Vit KO ., = VitK , .
{- ‘V#'KAssm' }
 Mygog

Zoiremier = spezifische VKOR — Aktivitdit
Beispiel: Peakflache Vitamin K (Vit.KypLc) = 1,694

Peakflache Vitamin K Epoxid (Vit.KOpp.c) = 18,306

Eingesetzte Menge Vitamin K Epoxid (Vit.KOassay) = 17 nmol

(20 pl einer 850 uM Lésung Vitamin K Epoxid)

Eingesetzte VKOR-Menge (nykor) = 2 nmol

Zeitdauer fur VKOR-Aktivitatsassay = 3600 sec

Daraus ergibt sich ein Umsatz von 8,47% (=0,0847). Es wurden im VKOR-
Aktivitatsassay also rechnerisch 1,44 nmol (= 1440 pmol) Vitamin K (Vit.Kassay)
gebildet. Dies entspricht einer spezifischen Akivitat von 1,440 nmol Vit.K/ 2 nmol
VKOR in einem Zeitraum von einer Stunde (= 3600 sec), also 0,2 pmol Vit.K/ nmol
VKOR/ sec.

2.10.5 Messung der dynamischen Lichtstreuung

Der hydrodynamische Durchmesser von Partikeln (z.B. Proteinen, Liposomen oder
Proteinaggregaten) wurde durch die Messung der dynamischen Lichtstreuung (DLS)
an einem Zetasizer Nano-S (Malvern Instruments, Malvern, UK) bestimmt. Diese
Methode basiert auf der Messung von Lichtintensitatsanderungen in der Probe und

korreliert diese mit der Brown’'schen Bewegung der Partikel in der Lésung. Die
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Beziehung zwischen der PartikelgroRe und dem Diffusionskoeffizient wird durch die

Stokes-Einstein-Gleichung beschrieben:
HD = kT/3 mn D

HD = hydrodynamischer Durchmesser; D = translationaler Diffusionskoeffizient (m?/s)
ks = Boltzmann-Konstante (1,3806503 x 102> m2 kg s K™"); T = Temperatur (K)

n = dynamische Viskositit (mPa*s oder kg m™'s™)

Die unterschiedlichen Grolken werden daher durch die Analyse des Streulichts
bestimmt, das durch die Bestrahlung der Probe mit einem 632 nm-He/Ne-Laser
reflektiert wird. Die Interpretation der Daten erfolgt durch die Auswertung der
GrolRenverteilung im Bezug zur Intensitat des Streulichtes. Dabei wird einbezogen,
dass Partikel mit unterschiedlichen GréRen das Licht unterschiedlich stark streuen.
Dies macht die Methode sehr attraktiv, wenn Proben mit sehr heterogener
GroRenverteilung der darin befindlichen Partikel analysiert werden mussen.

Die Messungen wurden bei einer Temperatur von 25 °C durchgefuhrt. Als Material
wurde Protein mit einem refraktiven Index von 1,45 in einer wassrigen Umgebung
definiert. Die Aqulibrierungszeit der Probe vor der Messung betrug 1 min. Die
Intensitatsregulierung und Positionierung des Lasers, sowie die Anzahl der
Messungen fur einen Scan wurden vom Gerat automatisch festgelegt. Die

Auswertung erfolgte mit der vom Hersteller zur Verfligung gestellten Software.

2.10.6 CD-Spektroskopie

Fern-UV-CD-Spektren wurden an einem Jasco J-810 Spektropolarimeter in Quarz-
glaskivetten (106-QS, Hellma) mit Schichtdicken von 0,5 mm aufgenommen. Von
jeder Probe wurden 30 Spektren bei einer Temperatur von 20 °C akkumuliert. Die
Datenpunkte wurden in Abstanden von 0,2 bis 1 nm bei einer Scangeschwindigkeit
von 50 nm/min gemessen. Aullerdem wurden auf die gleiche Weise Spektren von
proteinfreien Proben gemessen, die alle Probenkomponenten (Puffer und Lipid)
aulBRer dem Protein enthielten. Die um den Beitrag der Puffer-Lipid-Spektren
korrigierte Elliptizitat der Probenspektren wurde anschlieBend in mittlere molare

Elliptizitat pro Aminosaurerest umgerechnet:
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[G)]AII{\\' = %
© = gemessene Elliptizitat in Grad

¢ = Proteinkonzentration in mg/ml

d = Schichtdicke der Klvette in cm

M, = Molekulargewicht des Proteins in g/mol

Na = Anzahl der Aminosauren im Proteinmolekul

2.10.7 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektren der aufgereinigten Proteine wurden an einem Fluoromax-2
Spektrofluorimeter (SPEX Instruments S. A. Inc., Edison, USA) in 1 cm Quarzglas-
kivetten (Hellma, Mduillheim) aufgenommen. Die Anregung der Tryptophan-
Fluoreszenz erfolgte bei 295 nm und fur die Fluoreszenz von Tryptophanen und
Tyrosinen bei 280 nm. Die Emission wurde im Wellenlangenbereich zwischen 310
und 390 nm (fur Anregung bei 295 nm) oder 300 nm bis 400 nm (fir Anregung bei
280 nm) aufgezeichnet. Die Spektren wurden mit einer Zeitkonstante von 0,2 s und
einer Spaltbreite von 1 nm bei der Anregung und von 5nm bei der Emission
aufgenommen. Als Proteinkonzentration wurden 50 ug/ml eingesetzt. Alle Spektren

wurden pufferkorrigiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Klonierung und Screening von VKOR-Expressionsvektoren

Die Expression von integralen Membranproteinen stellt oftmals den limitierenden
Faktor zu deren Reinigung und Charakterisierung dar (Gordon et al., 2008; Junge et
al., 2008; Kiefer, 2003; McCusker et al., 2007). Um eine Expression des humanen
VKOR zu erhalten, war es daher notwendig eine Reihe von Expressionskonstrukten
zu generieren und auf eine Expression zu testen. Dafur wurde eine VKOR-
Gensequenz (siehe Anhang 1) verwendet, welche Codon-optimiert fur die
Expression in E. coli ist, und die nach Amplifikation mit entsprechenden Oligonukleo-
tiden Uber passende Restriktionsschnittstellen in verschiedene Expressionsvektoren
kloniert wurde (siehe Tab. 3.1, Kapitel 2.8.2 bis 2.8.9). Die Klonierungen des
humanen VKOR-Gens in pET11a, pET15b (N-terminaler Hise-tag), pET19b (N-termi-
naler Hisqo-tag), pET31b (N-terminales Ketosteroidisomerase-Peptid und C-termina-
ler Hisg-tag), pTCLE (N-terminales Tryptophan-leader-Peptid und intrinsischem Hise-
tag), pBCL99 und pBCL173 (N-terminales B-Zell-Lymphoma-Peptid, das 99 bzw. 173
Aminosauren umfasst; N- und C-terminaler Hisg-Tag) wurde bereits vor Beginn
dieser Arbeit von Frau Beatrice Epler in der AG Stubbs durchgefuhrt.

Die verwendeten Vektoren verfigen alle Uber einen T7-Promotor, der eine starke
Uberexpression des Zielproteins bewirkt (Studier et al., 1986). Wahrend die Vektoren
pET15b und pET19b zur Fusion von VKOR mit einem N-terminalen His-tag
verwendet wurden, erlauben pTCLE (Calderone et al., 1996; Staley et al., 1994),
pET31b (Baneres et al.,, 2005) und die pBCL-Vektoren (Thai et al., 2005) die
Expression von VKOR mit N-terminalen Fusionen von Peptiden, die eine verstarkte
Einlagerung des Proteins in inclusion bodies (Einschlusskorpern) bewirken sollen,
welches mit einer verringerten Toxizitdt gegenuber dem exprimierenden Wirt
einhergeht (Kiefer, 2003). Auf diese Weise kann eine stabile und signifikante
Expression des integralen Membranproteins erreicht werden (Baneres et al., 2005).
Daruber hinaus wurden auch VKOR-homologe Proteine von Bifidobacterium longum,
Arabidopsis thaliana und Sulfolobus solfataricus (Goodstadt et al., 2004), sowie ein
humanes VKOR-Konstrukt, welches um die ersten 31 N-terminalen Aminosauren
verkurzt ist, in die Expressionsvektoren pET11a, pET15b, pET19b und pTCLE
kloniert (siehe Anhang 2).
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Die VKOR-homologen Proteine aus Prokaryoten wurden ausgewahlt, da vermutet
wurde, dass das ebenfalls prokaryotische Expressionsystem in E. coli moglicher-
weise eher zu einer erfolgreichen Expression fuhren wirde. Das homologe Protein
aus Arabidopsis thaliana stellt ein interessantes Zielprotein dar, da es C-terminal mit
einer Thioredoxin-ahnlichen Domane fusioniert ist, die vermutlich - in Analogie zum
VKOR-homologen Protein aus Synechococcus sp. (Li et al., 2010) - fur den Transfer
von Redoxaquivalenten auf das aktive Zentrum des Enzyms wichtig ist. Das
verkurzte VKOR-Protein wurde ausgewahlt, weil spekuliert wurde, dass eine Deletion
der ersten Transmembran-Helix, deren Sequenz als ein mdgliches Signalpeptid
identifiziert wurde (SignalP3.0; Bendtsen et al., 2004), zu einer verringerten Insertion
des exprimierten Proteins in die Membran fuhren konnte.

Tab. 3.1

Codon-optimierte VKOR-cDNA von humanem VKOR (hVKOR), einer N-terminal verklrzten Variante
des humanen VKOR (AN31hVKOR, As 32-163), sowie von VKOR-homologen Proteinen aus
Arabidopsis thaliana (Arabid.VKOR), Bifidobacterium longum(Bifido.VKOR) und Sulfolobus
solfataricus (Sulfol. VKOR) wurde mit den angegebenen Restriktionsenzymen in verschiedene
Plasmide kloniert (siehe Anhang 2). Eine signifikante Expression konnte jedoch nur fir das humane
VKOR in pET31b (KSI-VKOR-Fusionsprotein) erhalten werden (siehe Anhang 1).

Klonierung und Expression verschiedener VKOR-Konstrukte.

AN31- | Bifido.|Arabid.| Sulfol.
Plasmid | Klonierung | Besonderheit |hVKOR | hVKOR| VKOR | VKOR | VKOR
pET-11a Ndel / BamHI keine tags — — — — —
pET-15b Ndel / BamHI Hise-tag (NTer) — — — — —
pET-19b Ndel / BamHlI Hisqo-tag (NTer) — — — — —
pTCLE Ndel /BamHi | TLE-Peptid (NTer) | _ —_— —_— —_— —_—
Hisg¢-tag (intern)
pET-31b Xhol KSI-Peptid (NTer) + kein kein kein kein
Hisg-tag (CTer) Konstrukt | Konstrukt |Konstrukt| Konstrukt
BCL-Peptid (NTer, . . . .
pBCL99 Aflll / Xhol 99As) ptid ( —_— kein kein kein kein
Hise-tag (NTer,CTer Konstrukt | Konstrukt | Konstrukt| Konstrukt
BCL-Peptid (NTer, kein kein kein kein
PBCL73 | Aflll / Xhol 173As) Konstrukt |[Konstrukt [Konstrukt | Konstrukt
Hise-tag (NTer,CTer

getestete E. coli Stamme: BL21 (DE3); BL 21 (DE3) Rosetta

VKOR: Vitamin K Epoxid Reduktase

TLE: Tryptophan-Leader-Peptid

KSI: Ketostereoidisomerase-Peptid

BCL: B cell lymphoma extra large (BCL-XL)-Peptid
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Die genannten VKOR-Konstrukte wurden in den E. coli-Expressionsstammen BL21
(DE3) und BL21 (DE3) Rosetta auf eine mdgliche Produktion des rekombinanten
Proteins untersucht (Kapitel 2.9.1). Dabei konnte fur keines dieser VKOR-Konstrukte
eine Expression nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Nur das in pET31b
exprimierte Ketosteroidisomerase (KSI)-VKOR-Fusionsprotein zeigte eine Expres-
sion, die mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse bestatigt werden konnte
(siehe Abb. 3.1). Dieses Fusionsprotein weist ein hydrophobes Peptid aus dem
Enzym Ketosteroidisomerase auf, welches N-terminal vor dem humanen VKOR
lokalisiert ist. Aulerdem besitzt es C-terminal einen Hexahistidin-tag, der
nachfolgend eine effiziente Reinigung des SDS-solubilisierten Proteins ermoglicht.
Da eine proteolytische Spaltung des KSI-VKOR-Fusionsproteins in Gegenwart von
SDS nicht durchfuhrbar ist und auch nicht davon ausgegangen werden kann, dass
das Protein nach einer Renaturierung in Detergens-haltigen Puffern gespalten
werden kann (Thai et al., 2005) bzw. langere Zeit stabil in diesen Puffern ist, wurde
eine chemische Spaltung des KSI-VKOR-Fusionsproteins als Alternative in Betracht
gezogen.

Um eine effiziente Spaltung des Fusionsproteins unter denaturierenden Bedingungen
zu ermdoglichen, wurde durch ortsgerichtete Mutagenese zwischen dem KSI- und
dem VKOR-Peptid eine Aspartat-Prolin-Sequenz eingefugt (Kapitel 2.8.9), die durch
ihren saurelabilen Charakter eine Spaltung durch Inkubation mit Ameisensaure
ermdglicht (Li et al., 2001; Ryan et al., 2003), so dass ein VKOR-Peptid resultiert,
welches N-terminal die Aminosauresequenz Pro-Leu-Glu vor der eigentlichen VKOR-
Sequenz besitzt. Ein weiterer Vorteil gegenuber der ebenfalls gebrauchlichen Brom-
cyan-Spaltung ist neben der geringeren Toxizitat, dass die Aminosauresequenz des
VKOR-Peptids selbst nicht verandert werden musste, um eine selektive Spaltung des
Fusionsproteins zu erreichen, und somit Mutationen der Methioninreste in der
eigentlichen Sequenz des Proteins vermieden wurden. Durch eine weitere
ortsgerichtete Mutagenese wurde zudem eine schon bestehende Ameisensaure-
spaltstelle in der Sequenz des KSI-Peptids (Pro39Leu) mutiert, um diese alternative
Spaltstelle zu entfernen und die Zahl mdglicher Reaktionsspaltprodukte, die in
Vorversuchen bei der Ameisensaurespaltung beobachtet wurden, zu begrenzen und
hohere Ausbeuten des VKOR-Peptids zu erhalten.
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3.2 Expression von humanen VKOR als KSI-Fusionsprotein

Im Rahmen der Testexpressionen als Schuttelkolben-Kultur (Kapitel 2.9.1) konnte
das KSI-VKOR-Fusionsprotein im E. coli-Stamm BL21(DE3) unléslich, in Form von
inclusion bodies erhalten werden. Die besten Proteinausbeuten wurden hierbei mit
TB-Medium erzielt (siehe Abb. 3.1) Bei der Analyse mittels SDS-PAGE (Kapitel
2.9.6) erscheint das KSI-VKOR-Fusionsprotein nach der Induktion mit IPTG als
schwache Bande, deren Hohe der erwarteten Gesamtmasse des Fusionsproteins
von 33,4 kDa entspricht. Durch Western-Blot-Analyse (Kapitel 2.9.7) mit Antikérpern

gegen den C-terminalen Hexahistidin-tag konnte die Expression bestatigt werden.

kbDa vl 1h 2h 3h

Abb. 3.1 SDS-PAGE- und Western-Blot-Analyse der Expression des KSI-VKOR-
Fusionsproteins in E. coli BL21(DE3).

SDS-PAGE-Analyse der Expression des KSI-VKOR-Fusionsproteins durch E. coli BL21(DE3) in LB-

Medium (A) und TB-Medium (B). Das erwartete Produkt war als schwache Bande im Polyacrylamid-

Gel zu sehen (Pfeil). (C)+(D) Durch Western-Blot-Analyse mit Antikdrpern gegen den C-terminalen

Hisg-Tag konnte die Expression bestatigt werden. M: GroRenstandard fir SDS-PAGE bzw. Western

Blot; vI: Probe vor Induktion der Expression; 1h-3h: Proben 1 h bis 3 h nach Induktion der Expression.
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Da es nach drei Stunden zu keiner weiteren Zunahme des exprimierten Proteins kam
(Daten nicht gezeigt), wurde die Expression stets auf drei Stunden begrenzt, bevor
die Zellen geerntet wurden. Aufgrund der mutmalilichen Toxizitat des exprimierten
Membranproteins wurde versucht, die Induktion der Kulturen bei hoheren optischen
Dichten vorzunehmen. Dabei stellte sich heraus, dass eine spate Induktion der
E. coli-Kultur bei einer optischen Dichte zwischen 1,0 und 1,2 zu groReren Mengen
des exprimierten Proteins fuhrte. Der E. coli-Stamm BL21 (DE3) Rosetta exprimierte
ebenfalls VKOR, jedoch nicht in gro3eren Mengen als der BL21 (DE3)-Stamm, der

kein Plasmid fur die Komplementierung seltener tRNAs besitzt (siehe Abb. 3.2).

kbDa M vi 1h 2h 3h vl 1h 2h 3h
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Abb. 3.2 Western-Blot-Analyse der Expression des KSI-VKOR-Fusionsproteins in

E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21(DE3) Rosetta.
Western-Blot-Analyse der Expression des KSI-VKOR-Fusionsproteins in den Stammen E. coli
BL21(DE3) (A) und E. coli BL21(DE3) Rosetta (B). M: Western Blot-GroRenstandard; vl: Probe
unmittelbar vor Induktion der Expression; 1h-3h: Proben 1 h bis 3 h nach Induktion der Expression

Daraufhin wurde versucht, die gefundenen Expressionsbedingungen auf eine
Kultivierung in gréfleren Malistab mittels fed-batch Fermentation zu Ubertragen, um
grollere Mengen des Proteins zu erhalten. Da initiale Versuche, KSI-VKOR-
Fusionsprotein durch Fermentation in TB-Medium zu Uberexprimieren, nicht erfolg-
reich waren, wurde in der Folge auf Fermentation mit einem Hefeextrakt-Komplex-
medium unter Verwendung einer Glukose-basierten feeding-Lésung zurtickgegriffen
(Kapitel 2.9.2), womit das Zielprotein schlielich erfolgreich exprimiert werden konnte
(siehe Abb. 3.3).

Nach einer lag-Phase, in der sich die Zellen adaptieren und in der die optische
Dichte der Kultur kaum ansteigt, folgt die log-Phase, in der die Kultur exponentiell

wachst. Zu Beginn dieser Phase kommt es zu einem vollstandigen Verbrauch der
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Glukose im Fermentationsmedium, so dass mit der Zugabe zusatzlicher Glukose be-
gonnen werden musste (feeding). Bei einer optischen Dichte von ODeoonm ~ 60 AU
erfolgte der Ubergang in die stationare Phase und die Induktion der Expression des
Zielproteins durch Zugabe von IPTG. Die Expressionsproben der Kultivierung zeigen,
dass vor der Induktion kein KSI-VKOR-Fusionsprotein vorlag und dass nach der
Induktion das Zielprotein erfolgreich exprimiert wurde (siehe Abb. 3.3). Auf diese
Weise konnten im 6 I-Mal3stab 600 g bis 800 g Biofeuchtmasse gewonnen werden.
In Abb. 3.3 ist eine typische Wachstumskurve von E. coli BL21 (DE3)-Zellen bei der
Expression von KSI-VKOR-Fusionsprotein sowie die Analyse der Expression durch

Western Blot dargestellt.

20

70 Induktion

v

M vl 1h 2h 3h

Optische Dichte (600 nm)

&Y
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Lt ]
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Abb. 3.3 Fed-batch Fermentation von KSI-VKOR-Fusionsprotein in E. coli

BL21(DE3).
Typischer Verlauf einer Wachstumskurve fiir die fed-batch Fermentation von KSI-VKOR-

Fusionsprotein. ,Start Feeding’ bezeichnet den Beginn der Zugabe von Glukose-Feeding-Losung. Nach
der Induktion mit IPTG erfolgte die Expression des Fusionsproteins. Expressionsproben wurden
mittels Western-Blot-Analyse mit Antikorpern gegen den C-terminalen Hisg-tag untersucht. M:
Western Blot-GrofRenstandard; vl: Probe unmittelbar vor Induktion der Expression; 1h-3h: Proben 1 h

bis 3 h nach Induktion der Expression.
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3.3 Reinigung und Saurespaltung des VKOR-Fusionsproteins

Die aus der Fermentation gewonnenen Zellen wurden mit einem Hochdruckhomo-
genisator aufgeschlossen und daraus die inclusion bodies isoliert (Kapitel 2.9.8).
Nach der Solubilisierung des KSI-VKOR-Proteins in SDS, wurde das Fusionsprotein
mittels Immobilisierter-Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC) unter denaturie-
renden Bedingungen gereinigt (Kapitel 2.9.9). Dabei konnte das Fusionsprotein in

groRem Malde von kontaminierenden Proteinen abgetrennt werden (siehe Abb. 3.4).

kDa M lysZ sIB EF

| —— E : Abb. 3.4 Inclusion body-Praparation
¢

66 - und erster IMAC-

Reinigungschritt.

sy 1
45 l ; I Nach dem Zellaufschluss erfolgte die Isolierung
H - der inclusion bodies. Das solubilisierte KSI-VKOR-
31 = Fusionsprotein (s. Pfeil) wurde unter denaturie-
renden Bedingungen mittels Metallionen-Affi-
-

21.5 . nitdtschromatographie gereinigt. M:SDS-PAGE-
’ 2 ' GroRenstandard; lysZ: aufgeschlossene Zellen;
14,4 w

sIB: solubilisierte inclusion bodies; EF: Elutions-
e fraktion der IMAC-Reinigung.

3.3.1 Optimierung der Saurespaltung des VKOR-Fusionsproteins

Das KSI-VKOR-Fusionsprotein wurde nachfolgend einer Ameisensaurespaltung
unterzogen, um das N-terminale KSI-Peptid von dem VKOR-Peptid abzutrennen
(Kapitel 2.9.10). Im Anschluss kann das humane VKOR aufgrund des C-terminalen
Hisg-tag durch Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC, Kapitel
2.9.9) isoliert werden, wahrend das KSI-Peptid nicht in der Lage ist, an die Chroma-
tographie-Saule zu binden. Liegt wahrend dieses Chromatographie-Schrittes noch
ungespaltenes KSI-VKOR-Fusionsprotein vor, so wird dieses zusammen mit VKOR
eluiert und stellt eine unerwinschte Kontamination dar (siehe Abb. 3.5, Probe ,7-65
obere Bande). Die Bedingungen der Spaltung wurden daher bezlglich der Zeit der
Spaltung und der Temperatur optimiert, um einen vollstandigen Umsatz des Fusions-
proteins und gleichzeitig moglichst hohe Ausbeuten des VKOR-Peptids zu erhalten.
Dabei zeigte die Spaltung Uber 7 h bei 70 °C in Gegenwart von 45 % Ameisensaure
die besten Resultate, wahrend bei 65 °C auch nach 9 h noch Fusionsprotein
detektiert werden konnte (siehe Abb. 3.5). Die Spaltungen bei 70 °C Uber 8 h oder
9 h fuhrten jedoch zu einer Abnahme der Menge des isolierten VKOR.
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Abb. 3.5 Optimierung der Bedingungen fiir die Ameisensaurespaltung.
KSI-VKOR-Fusionsprotein wurde bei 65 °C oder 70 °C in Gegenwart von 45% Ameisensadure fiir 7 h,
8 h oder 9 h inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Isolierung der VKOR-Peptide durch IMAC und die
Analyse mittels Western-Blot mit Antikorpern gegen den C-terminalen Hisg-tag. Dabei konnte sowohl
das erwartete VKOR (,VKOR‘), als auch ungespaltenes KSI-VKOR-Fusionsprotein (,KSI-VKOR’)
detektiert werden. Fiir jede Bedingung sind zwei Fraktionen der Elution gezeigt. M: Western-Blot-
GroBenstandard; 9-65: Spaltung fiir 9 h bei 65 °C; 9-70: Spaltung fiir 9 h bei 70 °C; 8-65: Spaltung fir
8 h bei 65 °C; 8-70: Spaltung fiir 8 h bei 70 °C; 7-65: Spaltung fiir 7 h bei 65 °C; 7-70: Spaltung fir 7 h
bei 70 °C.

Die Analyse der eluierten Fraktionen mittels SDS-PAGE und Western-Blot (Kapitel
2.9.6 und 2.9.7) zeigte, dass das VKOR-Peptid nach diesem Schritt in grol3er
Reinheit und Homogenitat fur die Renaturierung vorliegt (siehe Abb. 3.6). Die durch
Messung der UV-Absorption bei 280 nm kalkulierte Proteinausbeute (Kapitel 2.9.4)
fur das SDS-denaturierte, gereinigte VKOR nach dieser zweiten IMAC-Reinigung

liegt bei ca. 14 mg VKOR pro Liter Fermentationskultur.

3.4 Analyse der Saurespaltung des KSI-VKOR-Fusionsproteins

mittels Massenspektrometrie

Das isolierte VKOR-Peptid wurde mit Hilfe massenspektrometrischer Methoden
(Kapitel 2.9.11) auf mogliche Modifikationen von Aminosaureresten infolge der
harschen Reaktionsbedingungen wahrend der Ameisensaurespaltung untersucht
(z.B. Iminbildung oder Acylierung/Formylierung mit Aminseitengruppen, Acetal-

bildung oder Veresterung/Formylierung mit Hydroxylgruppen oder Carboxylgruppen).
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Abb. 3.6 Western Blot- (A) und SDS-PAGE-Analyse (B) des isolierten VKOR-Peptids
nach der Ameisensaurespaltung.

Das nach der Ameisensaurespaltung isolierte VKOR-Peptid konnte mittels Western Blot-Analyse mit
Antikérpern gegen den C-terminalen Hisg-tag und durch SDS-PAGE nachgewiesen werden. Das
kalkulierte Molekulargewicht des VKOR-Peptids betragt ca. 19,5 kDa. Die Unterschiede im
apparenten Molekulargewicht zwischen beiden Gelen sind auf unterschiedliche Acrylamid-
Konzentrationen in beiden Gelen zurtickzufiihren M1: Western Blot-GroBenstandard; EF:
Elutionsfraktion der IMAC zur Isolierung des VKOR-Peptids; M2: SDS-PAGE-GréRenstandard.

Eine Entsalzung des gesamten Proteins durch RP-HPLC fur die massenspektro-
metrische Analyse durch MALDI-TOF-TOF/ESI-TOF war nicht moglich, da das
Protein nicht von der Séaule (Jupiter C4-Séule, 5 ym, 300 A, 250 x 4,6 mm,
Phenomenex) eluiert werden konnte. Die Ursache konnte eine ungewohnlich starke
Wechselwirkung des hydrophoben Membranproteins mit der Saulenmatrix sein.
Daraufhin wurde ein proteolytischer Verdau von VKOR mit Trypsin bzw.
Chymotrypsin  und anschlieBender massenspektrometrischer Analyse der
entstandenen Spaltprodukte durch MALDI-TOF-TOF versucht. Dabei konnte neben
einem 21 Aminosauren (As) grof3en Peptid, welches den Hisg-tag enthalt, noch zwei
weitere Peptide mit 16 und 8 As detektiert und zugeordnet werden (Abb. 3.7). Diese
Peptide zeigten allesamt keine Modifikationen durch die Ameisensaurespaltung.

Aufgrund der geringen Sequenzabdeckung wurde als weitere Methode eine
Chloroform/Methanol-Prazipitation einer Probe von gereinigtem VKOR durchgefihrt,
gefolgt von einer Reinigung Uber eine Sephadex LH-20-Saule, mit der noch
vorhandene Detergenzien und Salze abgetrennt werden sollten (Venter et al., 2002).
Interessanterweise konnte in der sich anschlieBenden Untersuchung mittels ESI-MS
nicht ein Peptid mit der Masse des gesamten VKOR, sondern nur ein Fragment mit

einer wesentlich kleineren Masse von 4933 Da detektiert werden (siehe Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Massenspektrometrische Analyse des nach der Ameisensaurespaltung
isolierten VKOR-Peptids.

(A) Die Aminosauresequenz des VKOR-Peptids, das aus der Ameisensaurespaltung resultiert, ist
gezeigt. Die eigentliche VKOR-Aminosauresequenz ist fett hervorgehoben. Bereiche des Proteins, die
durch proteolytischen Verdau und MALDI-TOF-TOF identifiziert wurden, sind orange untestrichen,
wahrend das C-terminale Fragment, das durch Chloroform/Methanol-Prazipitation und ESI-MS
identifiziert werden konnte griin unterstrichen ist. (B) Das Spektrum einer ESI-MS-Analyse mit dem C-
terminalen VKOR-Fragment ist zu sehen.

Eine nahere Analyse ergab, dass dieses Fragment den 41 C-terminalen
Aminosauren von VKOR entspricht und vermutlich als ein Nebenprodukt der
Ameisensaurespaltung nach dem Asp131 gebildet wurde. Das erhaltene Fragment
umfasste neben dem Hisg-tag auch das aktive Zentrum von VKOR und zeigte keine
Hinweise auf Modifikationen der detektierten Aminosaurereste infolge der Ameisen-

saurespaltung.

3.5 Etablierung des Assays der enzymatischen Aktivitat mit
transient VKOR exprimierenden HEK293-Zellen

Flr die Etablierung eines Assays zur Bestimmung der VKOR-Enzymaktivitat wurden
HEK293-Zellen verwendet, die VKOR nach Transfektion mit dem Plasmid pCEP4-
VKOR transient exprimierten (Kapitel 2.10.2). Das Plasmid wurde freundlicherweise
von Prof. Johannes Oldenburg (Uni-Klinik Bonn) zur Verfugung gestellt.

Die Bestimmung der VKOR-Enzymaktivitat basiert auf bereits publizierten Verfahren
(Rost et al., 2004; Wallin et al., 1985) und wurde mit geringen Anderungen

verwendet, um VKOR-exprimierende HEK293-Zellen und rekombinant produziertes,
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renaturiertes VKOR vergleichen zu kénnen (Kapitel 2.10.3). Die transient VKOR-
exprimierenden HEK293-Zellen dienten vorrangig zur Validierung geeigneter
Testbedingungen wie z.B. dem pH-Wert, der Untersuchung des Einflusses diverser
Puffer sowie des His-tags und wurden aulRerdem in initialen Aktivitatstests zur
Detektion der Aktivitdt von rekombinantem, renaturiertem VKOR als Positivkontrollen
mitgefuhrt.

Der in dieser Arbeit verwendete VKOR-Aktivitatsassay (Kapitel 2.10.3) beruht auf
einem Umsatz von Vitamin K Epoxid durch renaturiertes VKOR oder transfizierte
HEK293-Zellen in Gegenwart des Reduktionsmittels DTT, der durch Zugabe von
Coumarin-ahnlichen Verbindungen, z.B. Warfarin (Coumadin®) spezifisch gehemmt
werden kann (Chu et al., 2006; Rost et al., 2004; Kapitel 1.2; siehe Abb. 3.8A).

Nach der erfolgter Inkubation im Dunkeln bei 30 °C wird die Reaktion abgestoppt und
die organische Phase mit den Vitamin K-Derivaten extrahiert und evaporiert. Der
Rickstand wurde in Ethanol aufgenommen und die darin gelésten Vitamin K-
Derivate mittels RP-HPLC quantifiziert (siehe Abb. 3.8B, Kapitel 2.10.4).

0
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Abb. 3.8 Quantifizierung des Vitamin K Epoxid-Umsatzes im VKOR-Aktivitatsassay.
Der VKOR-Aktivitatstest verfolgt die Reduktion von Vitamin K Epoxid zu Vitamin K (A).Die Quantifizie-
rung der Vitamin K-Derivate erfolgt nach Isopropanol/Hexan-Extraktion durch chromatografische
Auftrennung (B) auf einer C18-RP-HPLC-S&ule (Dionex Acclaim 120, C18). Protokoll modifiziert nach
Wallin et al. 1985.

3.5.1 Einfluss des pH-Wertes im VKOR-Aktivitatstest

Da von verschiedenen Arbeitsgruppen teils sehr unterschiedliche pH-Werte fur den
VKOR-AKktivitatsassay publiziert sind (Chu et al., 2006; Rost et al., 2004; Wallin et al.,
1985), wurde anhand VKOR-exprimierender HEK293-Zellen untersucht, welchen
Einfluss der pH-Wert auf die Enzymaktivitat von VKOR ausulbt. Der untersuchte pH-
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Bereich wurde gewahlt, weil die Reinigung und Renaturierung des Proteins bei pH
8,0 erfolgte und der pH-Bereich wahrend des Aktivitatstest nicht sehr stark davon
abweichen sollte, um Proben von verschiedenen Zeitpunkten (z.B. vor Renaturie-
rung, nach Renaturierung, nach Rekonstitution) einzubeziehen und vergleichen zu
kénnen. Es wurde eine deutliche pH-Abhangigkeit festgestellt (siehe Abb. 3.9). Eine
Senkung des pH-Wertes von 8,3 auf 7,6 bewirkte eine Halbierung der gemessenen
Enzymaktivitat. Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Einfluss des
pH-Wertes auf die gemessene Enzymaktivitdt nicht unerheblich ist, wie dies in
friheren Untersuchungen von VKOR in Praparationen aus Rattenlebermikrosomen
berichtet wurde (Wallin et al., 1985).
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pH83 pH7,9 pH7,6 HEK- HEK-
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Abb. 3.9 Einfluss des pH-Wertes und des C-terminalen Hexahistidin-tag im VKOR-
Aktivitatstest

Mit VKOR-exprimierenden HEK293-Zellen wurde der Einfluss des pH-Wertes und des C-terminalen
Hisg-tag auf die VKOR-Enzymaktivitat untersucht. Dabei kann eine Abhangigkeit der Enzymaktivitat
vom pH-Wert bei dem der Aktivitatsassay durchgefiihrt wird, beobachtet werden. Die enzymatische
Aktivitat von Zellen, die VKOR mit einem C-terminalen Hise-tag exprimieren, ist im Vergleich zu
Zellen, die das Wildtyp-Protein exprimieren, deutlich reduziert.

Infolge dieser Ergebnisse wurden alle Messungen der VKOR-Enzymaktivitat bei
einem pH von 8,3 durchgefuhrt. Der Bereich Uber einem pH von 8,3 wurde nicht
berucksichtigt, weil davon ausgegangen wurde, dass die Cysteingruppen des
Proteins im aktiven Zentrum, aufgrund ihres pK,-Wertes, dann Uberwiegend

deprotoniert vorliegen wirden und es zu einer Verschiebung des Reaktionsgleich-
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gewichtes kommen konnte. Moglicherweise konnten diese Bedingungen zu einer
sehr hohen Hintergrundaktivitat beitragen, wie sie bei Chu et al., 2006 fur Proben mit

nicht-rekonstituiertem VKOR zu sehen ist.

3.5.2 Einfluss des C-terminalen Hexahistidin-tags im VKOR-
Aktivitatstest

Ebenso wurde mittels transient VKOR-exprimierender HEK293-Zellen der Einfluss
eines C-terminalen Hisg-tags untersucht, um Rickschlisse auf die Aktivitat des
rekombinant hergestellten, renaturierten VKOR ziehen zu kénnen. Dafur wurde in
dem pCEP4-VKOR-Plasmid durch ortsgerichtete Mutagenese eine Sequenz
eingefugt, die fur einen Hisg-tag kodiert, der ebenso wie beim renaturierten VKOR
aus dem pET31b-Vektor Uber einen kurzen Linker (-Leu-Glu-) am C-Terminus
angebracht ist (Kapitel 2.8.9). HEK-Zellen, die nach Transfektion mit diesem Plasmid
(pCEP4-VKOR-Hisg) transient VKOR mit einem C-terminalen Hexahistidin-tag
exprimierten, wiesen gegenuber dem Wildtyp-VKOR eine um etwa 50 % reduzierte
Aktivitat auf (siehe Abb. 3.9). Es lasst sich also feststellen, dass die Einbringung
eines Hisg-tags die VKOR-Aktivitdt im Vergleich zum unmodifizierten Protein
vermindert. Dieser Effekt muss berucksichtigt werden, falls man die Aktivitat des
rekombinant hergestellten VKOR mit der des Wildtyp-Proteins vergleichen mochte
(Kapitel 3.7.7).

3.6 In vitro Renaturierung von humanem VKOR

Um VKOR in dessen funktionelle, native Form zu Uberfuhren, wurde das isolierte
VKOR-Peptid mittels eines Systems zurickgefaltet (Kapitel 2.9.13), das auf dem in
der Literatur beschriebenen artificial chaperone assisted refolding basiert (Rozema et
al., 1996). Die Methode ist eine Form der Ruckfaltung durch schnelles Verdunnen,
die routinemaRig zur Renaturierung eingesetzt wird (De Bernardez Clark et al., 1998;
Rudolph et al., 1996). Sie beruht auf einem Austausch des SDS gegen mildere, nicht
denaturierend wirkende Detergenzien, wodurch eine Faltung des Proteins in eine
native Konformation ermoglicht wird. Hierbei wird das SDS bevorzugt durch das
zugesetzte Methyl-B-Cyclodextrin gebunden (stripping-Schritt), wodurch das Protein
mit den milden, nicht-denaturierend wirkenden Detergenzien DDM und CHAPS, in

Kontakt treten und in eine native Konformation falten kann. Die verwendete
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Kombination dieser Detergenzien wurde bereits bei der Solubilisierung des
Cannabinoid-Rezeptors erfolgreich eingesetzt (Yeliseev et al., 2005, 2007). Um die
Bildung von Proteinaggregaten zu minimieren, wurde das Verfahren mit der Technik
der Pulsrenaturierung kombiniert (Nguyen et al., 2002; Winter et al., 2002). Bei der
Pulsrenaturierung wird das Protein sukzessive in zeitlich voneinander getrennten
Pulsen zum Ruckfaltungsansatz gegeben, um die Konzentration von ungefaltetem
Protein und damit die Aggregationsneigung wahrend des gesamten Renaturierungs-
prozesses gering zu halten.

In initialen Experimenten wurde zunachst die Ldslichkeit von VKOR in Ruickfaltungs-
puffern mit verschiedenen Additiven (0,5 M KCI, 30 % (v/v) Glycerol, 1 M L-Arginin)
untersucht, die die Aggregation von Proteinen unterbinden sollen (Rudolph et al.,
1996). Daflr wurde die Proteinkonzentration in den Puffer schrittweise erhoht, bis
makroskopische Proteinaggregate beobachtet werden konnten.

Dabei zeigte sich keine nennenswerte Loslichkeit von VKOR in Rickfaltungspuffern
mit 0,5 M KCI oder ohne Additive, wahrend in dem Ruckfaltungspuffer mit 30 % (v/v)
Glycerol Proteinkonzentrationen bis zu 20 pg/ml toleriert wurden. Mit 1 M Arginin als
Additiv waren sogar bis zu einer Konzentration von tUber 40 ug/ml keinerlei Aggre-
gate sichtbar, weshalb im Folgenden Arginin-basierte Ruckfaltungspuffer verwendet

wurden.

3.6.1 Einfluss der Proteinkonzentration auf die in vitro Renaturierung

Die Quantifizierung der spezifischen VKOR-Aktivitat (siehe Kapitel 2.10.4) erfolgte in
der gesamten Arbeit bezogen auf die Menge von gereinigtem, rekombinantem
VKOR, welches flr die Renaturierung eingesetzt wurde, also in der Regel
ausgehend von 21 ug VKOR pro ml Renaturierungspuffer am Ende der Ruckfaltung
(nach sieben Pulsen). Die Menge von VKOR, die tatsachlich rekonstituiert wurde,
kann durch Flotation der Lipidfraktion (Kapitel 3.7.4) mit dem assoziierten Protein
und nachfolgender Bestimmung der Proteinkonzentration (Kapitel 2.9.5) abgeschatzt
werden.

Um den Einfluss der Proteinkonzentration wahrend der Renaturierung zu
untersuchen, wurde VKOR in vier 45 ml-Faltungsansatzen parallel zuruckgefaltet
(Kapitel 2.9.13) wobei 1,5 ug, 3 pg, 4,5 ug, 6 ug VKOR-Protein je ml Renaturierungs-
puffer pro Puls zugesetzt wurden. Ab dem zweiten Puls wurden nach jedem Puls

jeweils 7,5 ml des Ruckfaltungsansatzes aufkonzentriert, in POPC rekonstituiert
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(Kapitel 2.9.15, 1 ml konz. Protein + 0,33 ml Lipidldsung) und die enzymatische
Aktivitat bestimmt (Kapitel 2.10.3). Dabei zeigte sich in allen Ansatzen ein
kontinuierlicher Anstieg der Aktivitat, der mit dem Ansteigen der Proteinkonzentration
wahrend der Pulsrenaturierung korreliert. FUr die beiden Ansatze, in denen grollere
Proteinmengen pro Puls eingesetzt wurden, erfolgte der Anstieg jedoch nicht linear
zur Menge des in der Ruckfaltung eingesetzten VKOR (siehe Abb. 3.10). Man erhalt
bei dem Ansatz mit 3 pg Protein je ml Renaturierungspuffer pro Puls verglichen mit
dem 1,5 pg/ml-Ansatz, wie erwartet etwa die doppelte Aktivitat.

25,00

* 1.5 ug/ml pro Puls
+ 3 yg/ml pro Puls
20,00 11 * 4.5 pug/ml pro Puls

6 ug/ml pro Puls /
15,00 ///)
10,00
/ /
5,00

0,00 1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8
Anzahl der Pulse wdhrend der Renaturierung

Vitamin-K-Epoxid-Umsatz (%)

0

Abb. 3.10 Vitamin K Epoxid-Umsatz in Abhédngigkeit der applizierten Proteinmenge
pro Puls widhrend der Renaturierung

In den untersuchten Renaturierungsansatzen wurden unterschiedliche Proteinmengen pro Puls
appliziert. In allen Ansatzen steigt die Enzymaktivitdt durch den Anstieg der Menge von nativem
Protein von Puls zu Puls stetig an. Bei den Ansatzen mit 4,5 pg/ml und 6 pg/ml pro Puls korreliert der
Anstieg jedoch nicht mit der applizierten Gesamtproteinmenge im Vergleich zu den Ansdtzen mit
geringeren Proteinkonzentrationen. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung
(n=3).

Dagegen sind die Aktivitaten fir die anderen Ansatze mit 4,5 pg/ml und 6 pug/mi
VKOR-Protein zwar etwas hdher als im 3 ug/ml-Ansatz, jedoch nicht wie erwartet 3-
bzw. 4-mal so hoch wie im 1,5 uyg/ml-Ansatz. Dies druckt sich ebenfalls in der
spezifischen Aktivitat der unterschiedlichen Ansatze aus (siehe Abb. 3.11). Wahrend
die spezifische Aktivitat des 1,5 uyg/ml-Ansatzes und des 3 pg/ml-Ansatzes dicht

beieinander liegen, weisen die anderen beiden Ansatze ab dem vierten Puls deutlich
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geringere Werte auf. Daher wurden bei allen weiteren Experimenten jeweils 3 ug
Protein je ml Renaturierungspuffer pro Puls zur Ruckfaltung von VKOR eingesetzt,
um moglichst groRe Mengen zu renaturieren und gleichzeitig Verluste der
spezifischen Enzymaktivitat, wie sie durch Aggregation oder Faltung in enzymatisch

inaktive Zustande auftreten kdnnen, zu vermeiden.
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Abb. 3.11 Spezifischer Vitamin-K-Umsatz in Abhangigkeit von der applizierten
Proteinmenge pro Puls wahrend der Renaturierung.

In den untersuchten Renaturierungsansdtzen wurden unterschiedliche Proteinmengen pro Puls

appliziert. Die spezifische VKOR-Enzymaktivitat der Ansatze mit 4,5 pg/ml und 6 pg/ml pro Puls ist

gegeniliber den Ansatzen mit 1,5 pg/ml und 3 pg/ml pro Puls deutlich verringert. Die Werte sind

angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

3.6.2 Einfluss des pH-Wertes wahrend der in vitro Renaturierung

Fir die Ausbeute an nativ gefaltetem Protein ist der pH-Wert wahrend der in vitro
Renaturierung ein wichtiger Parameter (Narita et al., 2011; Winter et al., 2002;
Rudolph et al.,, 2009). Ist die Wechselwirkung zwischen geladenen Aminosaure-
seitenketten oder die Ausbildung strukturell wichtiger Disulfidbricken der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt der Faltung, kann man beispielsweise die Bildung von
Thiolat-Anionen wahrend der Renaturierung durch hohe pH-Werte beschleunigen.
Das in der ER-Membran lokalisierte VKOR besitzt insgesamt 7 Cysteinreste, von
denen sehr wahrscheinlich mindestens zwei (Cys43 und Cys51) zum ER-Lumen

exponiert sind und eine Disulfidbricke bilden konnen (Li et al., 2010). Somit ist ein
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Einfluss des pH-Wertes auf die Renaturierung von VKOR nicht auszuschliel3en. Da
die Thiolatgruppe von Cysteinen einen pKs-Wert von etwa 8,27 aufweist, wurde die
Renaturierung im pH-Bereich zwischen 7,5 und 8,7 untersucht. Dafur wurden vier
Renaturierungsansatze mit unterschiedlichem pH-Werten (pH 7,5; pH 7,9; pH 8,3
und pH 8,7) parallel zurlickgefaltet. AnschlieRend wurden alle Ansatze in POPC

rekonstituiert und deren enzymatische Aktivitat bestimmit.

Tab. 3.2 Einfluss des pH-Werts wahrend der Renaturierung.

Die Renaturierung von VKOR wurde bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Die gemessenen
Enzymaktivitdten des rekonstituierten Proteins zeigen nur geringe Abweichungen voneinander. Die
Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

spezifische VKOR-AKktivitat mit
pH-Wert des spezifische VKOR-Aktivitat Warfarin
Ruickfaltungspuffers | (pmol Vit.K/nmol VKOR/sec) (pmol Vit.K/nmol VKOR/sec)
7,5 0,212 + 0,007 0,021 + 0,004
7,9 0,197 £ 0,010 0,028 + 0,002
8,3 0,228 + 0,019 0,024 + 0,002
8,7 0,167 + 0,005 0,024 + 0,004

Dabei konnte keine Praferenz oder gar ein Optimum fir einen bestimmten pH-Wert
im untersuchten Bereich festgestellt werden (siehe Tab. 3.2). Lediglich der Wert fur
VKOR, das bei pH 8,7 zuruckgefaltet wurde, fallt leicht gegeniber den anderen
Bedingungen ab. Eine deutliche Steigerung der enzymatischen VKOR-Aktivitat
infolge einer verstarkten Renaturierung des Enzyms bei hohem pH-Wert konnte nicht
gezeigt werden.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, welchen Einfluss der Zusatz eines
Redoxsystems aus reduziertem und oxidiertem Glutathion (GSH 2 mM : GSSG
1 mM) auf die Renaturierung von VKOR haben wirde. Ein solches System ist
ebenfalls geeignet, um die Bildung wichtiger Disulfidbricken wahrend der Faltung
von VKOR zu unterstutzen (Narita et al., 2011; De Bernardez Clark et al., 1999; De
Bernardez Clark, 2001; Lilie et al., 1998). Weitere Renaturierungsansatze enthielten
ein Reduktionsmittel (4 mM TCEP oder 4 mM DTT). In diesen Ansatzen sollte die
Renaturierung weniger effizient verlaufen, sofern sie von der Ausbildung von
Disulfidbricken abhangt. Zuvor veroffentlichte Daten (Chu et al., 2006) zeigten, dass
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der Zusatz eines Reduktionsmittels wahrend der Rekonstitution von VKOR in Lipide
einen entscheidenden Einfluss hatte. Daher konnte eine Ruckfaltung unter
reduzierenden Bedingungen moglicherweise zu verstarkter VKOR-Renaturierung
fuhren, wenn man annimmt, dass VKOR unter reduzierenden Bedingungen in einer
nativen Konformation stabilisiert wird. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat
der Ansatze mit GSH/GSSG-Redoxsystem, TCEP oder DTT zeigten jedoch keine
signifikante Anderung im Vergleich zu Renaturierungsansatzen ohne diese
Komponenten (siehe Abb. 3.12) und steht damit in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Renaturierung bei verschiedenen pH-Werten. Somit scheint die
Ausbildung von Disulfidbriicken flr die Renaturierung von VKOR nicht bestimmend
zu sein. Aber auch reduzierende Bedingungen scheinen nicht zu einer starkeren
Renaturierung des Proteins beizutragen, da kein hoherer Vitamin K Epoxid-Umsatz

beobachtet werden konnte.

3.6.3 Einfluss des verwendeten Detergens auf die Renaturierung

Das Detergens bzw. Detergensgemisch, das wahrend der Renaturierung anstelle
des SDS zur Solubilisierung des Membranproteins tritt, kann durch seine Interaktion
mit VKOR malgeblich bestimmen, inwieweit eine Faltung in eine native, enzymatisch
aktive Form mdglich ist. Um diesen Einfluss einschatzen zu kénnen, wurde die
Detergenszusammensetzung wahrend der in vitro Renaturierung variiert. Zum einen
wurde DDM durch n-Octyl-p-D-galactopyranosid (OG) substituiert, so dass die
Renaturierung in einem Detergensgemisch aus OG (1,5% (w/v), 3x cmc) und CHAPS
(0,1 % (w/v), 0,2x cmc) anstelle von DDM (0,1% (w/v), 10x cmc) und CHAPS (0,1 %
(w/v), 0,2x cmc) (Kapitel 2.9.13) durchgefuhrt wurde. Zum anderen wurde die in vitro
Renaturierung in Gegenwart von DDM ohne den Zusatz von CHAPS untersucht.

Das Detergens OG, das auch wahrend der Rekonstitution (Kapitel 2.9.15) eingesetzt
wird, besitzt wie DDM eine Zuckerkopfgruppe und ist ein nicht-ionisches Detergens
(beide gehoren zur Gruppe der Alkylglucoside). Es weist jedoch eine deutlich kirzere
aliphatische Alkylkette auf, die die hydrophoben Kontakte zum Membranprotein
vermittelt (siehe Anhang 3). CHAPS ist ein mildes, wenig denaturierend wirkendes,
zwitterionisches Detergens. Die Verwendung eines solchen ionischen Detergens in
gemischten Mizellen, kann daher neben veranderten Interaktionen mit dem darin

solubilisierten Membranproteinen, auch einen Einfluss auf die Verteilung elektro-
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statischer Ladungen auf der Mizellenoberflache haben und somit die Eigenschaften
der Mizellen beeinflussen.
Nach der Rekonstitution des OG/CHAPS-Renaturierungsansatzes war keine
enzymatische VKOR-AKktivitat zu beobachten (siehe Abb. 3.12), wahrend VKOR, das
in Gegenwart von DDM und CHAPS riickgefaltet wurde, eine deutliche enzymatische
Aktivitat zeigte, die durch Warfarin spezifisch gehemmt werden kann. Bei der
Ruckfaltung, in der anstelle des DDM/CHAPS-Gemisches nur DDM allein verwendet
wurde, zeigte sich interessanterweise ein deutlicher Ruckgang der VKOR-Enzym-
aktivitat (siehe Abb. 3.12). Die Zugabe von CHAPS im Renaturierungsansatz wirkt
sich somit deutlich positiv auf die Menge an renaturiertem VKOR aus.
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Abb. 3.12 Einfluss des Detergens und der Redoxbedingungen auf die Renaturierung
von VKOR.

VKOR wurde unter unterschiedlichen Bedingungen renaturiert und die Enzymaktivitat bestimmt.

TCEP: mit Zusatz von 4 mM TCEP zum Ruckfaltungspuffer; GSH/GSSG: Zusatz eines Redoxsystems aus

2 mM GSH und 1 mM GSSG; DDM/CHAPS: Standard-Renaturierung; OG/CHAPS: Renaturierung mit

OG/CHAPS-Renaturierungspuffer; DDM: Renaturierung in DDM-Renaturierungspuffer (ohne CHAPS).

Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

3.7 Rekonstitution von in vitro renaturiertem VKOR

Integrale Membranproteine sind in nativen Systemen in der Doppellipidschicht der
Zellmembran bzw. in den Membranen der Zellkompartimente eingebettet. Oftmals

hat die Zusammensetzung und die biophysikalischen Eigenschaften dieser Lipid-
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membranen einen erheblichen Einfluss auf die Stabilitdt und Funktion des Proteins
(Bowie, 2001; Opekarova et al., 2003). Weiterhin bestehen deutliche Unterschiede
zwischen einem Membranprotein, das solubilisiert in Detergens-Mizellen vorliegt und
einem in einer Lipiddoppelschicht, ahnlich der nativen Membran, rekonstituierten
Protein. Fur Detergenzien besteht ein schnelles Gleichgewicht zwischen Detergens-
Monomeren in wassriger Losung und den Detergensmolekulen der Mizellen, was
auch als ,dissoziativer Charakter bezeichnet wird (Popot et al., 2003) und den Ein-
satz von Detergenzien zur Solubilisierung von Membranproteinen ermdglicht.
Stabilisierend wirkende inter- und intramolekulare Interaktionen werden dadurch
jedoch vermindert, was sich in einer verstarkten Tendenz zur Aggregation oder in
einer reduzierten Aktivitat des Proteins zeigen kann. Dagegen weist eine
Lipidumgebung keinen solchen dissoziativen Charakter und damit andere

biophysikalische Eigenschaften auf.

3.7.1 Einfluss der Renaturierung und Rekonstitution auf die VKOR-
Aktivitat

Zunachst wurde untersucht, ob VKOR aus dem Renaturierungsansatz ohne
nachfolgende Rekonstitution eine enzymatische Aktivitdt zeigt. Wahrend des
Renaturierungsschrittes (Kapitel 2.9.13) erfolgte bereits der Austausch des Deter-
gens SDS gegen die Detergenzienkombination aus DDM und CHAPS, welche die
Faltung von VKOR in eine native Konformation erlauben sollte. Somit hatte man er-
warten konnen, dass VKOR bereits nach diesem Schritt eine nachweisbare
Enzymaktivitat zeigen wirde. Es konnte allerdings keine VKOR-Aktivitat fur diesen
Ansatz (,VKOR*-POPC*) nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.13).

Daher wurde VKOR nach dem Renaturierungsschritt in eine Lipidumgebung
rekonstituiert (Kapitel 2.9.15; Karlsson et al., 2003; Wijngaards et al., 1977), die
eventuell besser geeignet sein wurde, um die biophysikalischen Eigenschaften der
ER-Membran zu simulieren. Als Lipid wurde POPC eingesetzt, das ein Haupt-
bestandteil der nativen Membran ist (Waskell et al., 1982). Als Negativkontrolle
wurde ein Ansatz mitgefuhrt, der Renaturierungspuffer ohne zugegebenes VKOR
enthielt (,Puffer+POPC®). Nach erfolgter Rekonstitution des renaturierten VKOR
konnte eine signifikante VKOR-Aktivitat nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.13;
,VKOR*+POPC*), die durch Warfarin gehemmt werden kann, wahrend die Negativ-

kontrolle keinerlei enzymatische Aktivitat zeigte. Um festzustellen, ob eine
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Renaturierung von VKOR nach Rekonstitution in Lipide spontan erfolgt, wurde eine
Probe von gereinigtem VKOR, das in SDS-Mizellen vorliegt, direkt und ohne den
Renaturierungsschritt in POPC rekonstituiert (,VKOR+POPC®). In diesem Ansatz
konnte jedoch keine enzymatische Aktivitdt beobachtet werden (siehe Abb. 3.13).
Eine spontane Faltung des VKOR-Proteins in einen funktionell aktiven Zustand
innerhalb der Lipidumgebung kann daher ausgeschlossen werden. Der Schritt der
Ruckfaltung mittels artificial chaperone assisted refolding in Ruckfaltungspuffer mit
DDM/CHAPS ist somit essentiell, um nach der Rekonstitution zu aktivem VKOR zu
gelangen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob die verwendeten Detergenzien
durch die exzessive Dialyse komplett aus den Rekonstitutionsansatzen entfernt
werden konnten (Kapitel 2.9.15). Somit ist nicht zweifelsfrei geklart, ob das Protein
nach der Rekonstitution in Liposomen oder Bizellen vorliegt. Eine elektronen-
mikroskopische Analyse des rekonstituierten Proteins wiurde mehr Klarheit bringen,

konnte in der vorhandenen Zeit aber nicht mehr durchgefuhrt werden.
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Abb. 3.13 Einfluss der Renaturierung und Rekonstitution auf VKOR-Aktivitat.

VKOR aus der Renaturierung wurde ohne Rekonstitution direkt fir die Bestimmung der enzy-
matischen Aktivitat verwendet (,VKOR*-POPC“). VKOR, das nach der Renaturierung rekonstituiert
wurde, zeigte eine deutliche enzymatische Aktivitat (,VKOR*+POPC“), wihrend eine Kontrolle mit
Renaturierungspuffer ohne VKOR nach der Rekonstitution keine Aktivitat aufwies (,Puffer+POPC").
Die direkte Rekonstitution von gereinigtem VKOR in POPC ohne vorherige Renaturierung fihrte
ebenfalls nicht zu aktivem Protein (,VKOR+POPC"). Die Werte sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung (n=3).
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Die Aktivitat von VKOR scheint jedoch strikt an das Vorliegen einer Lipidumgebung
gebunden zu sein. Die Empfindlichkeit der enzymatischen VKOR-Aktivitat gegenuber
Detergenzien in frGheren Arbeiten (Begent et al., 2001; Cain et al., 1997; Mukharji et
al., 1985; Wallin et al., 1997) und die Grolke der entstandenen Spezies lassen
vermuten, dass wahrscheinlich eher Liposomen entstanden sein konnten. Daher
werden die erhaltenen Ergebnisse fur das Vorliegen von VKOR-Proteoliposomen
diskutiert.

3.7.2 Charakterisierung der enzymatischen Aktivitat von
rekonstituiertem VKOR

Um die enzymatische Aktivitat des rekonstituierten VKOR zu validieren, wurde
versucht VKOR durch die Zugabe des Antagonisten Warfarin zu inhibieren (siehe
Abb. 3.14). Es zeigte sich, dass VKOR spezifisch und konzentrationsabhangig
gehemmt werden konnte. Der ermittelte ICso-Wert von 2,5 uM ist in Ubereinstimmung
mit zuvor publizierten Werten in der Literatur (Chu et al., 2006; Li et al., 2004; Rost et
al., 2004).
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Abb. 3.14 Inhibierung von rekonstituiertem VKOR durch Warfarin.
Renaturiertes VKOR, welches in POPC rekonstituiert worden war, wurde durch Zugabe

unterschiedlicher Warfarin-Konzentrationen inhibiert (f = 128,74*4,56417/(1,33041*(1+x/0,530263)
+4,56417), R =0,99818226). Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).
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Weiterhin wurde eine Verlaufskurve der enzymatischen Reaktion in Gegenwart von
je 17 nmol Vitamin K Epoxid und 37,5 pg VKOR (1,92 nmol), welches typische
Mengen fur die in dieser Arbeit verwendeten Aktivitatsassays sind, bestimmt (siehe
Abb. 3.15). Dafir wurde die enzymatische Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten
abgestoppt und der Umsatz von Vitamin K Epoxid quantifiziert. Es konnte ein linearer
Anstieg des umgesetzten Substrats bis zu einer Dauer von mindestens einer Stunde
angepasst werden (f(x)=0,265*x, R?>=0,996). Nach dieser Zeit kommt es zu einer
Verlangsamung der Reaktion. Dies konnte durch die Abnahme der Konzentration an
vorhandenem Substrat unter die Sattigungskonzentration oder durch die Annaherung
der Reaktion an den Gleichgewichtszustand bedingt sein. Anhand dieser Resultate
wurde daher eine maximale Inkubationszeit von 60 Minuten fur die Aktivitatstests
festgesetzt, da bis zu diesem Zeitpunkt eine Bestimmung von Umsatzraten fur die

enzymatische Reaktion moglich ist.
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Abb. 3.15 Zeitabhidngiger Verlauf der Umsetzung von Vitamin K Epoxid durch VKOR.
Die Umsetzung von 17 nmol Vitamin K Epoxid durch renaturiertes, rekonstituiertes VKOR (1,92 nmol)
wurde Uber einen Zeitraum von 4 h hinweg bestimmt. Dabei ist der Substratumsatz bis zu einer
Dauer von 60 min im steady state (linearer Fit: f(x)= 0,265*x, R*= 0,996), bevor es zu einer
Verlangsamung der enzymatischen Reaktion kommt. Die Werte sind angegeben als Mittelwert *
Standardabweichung (n=3).
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3.7.3 Optimierung der Rekonstitutionsbedingungen

Wie bereits gezeigt, konnte VKOR erfolgreich mittels artificial chaperone assisted
refolding zurlckgefaltet und rekonstituiert werden. Um jedoch die enzymatische
Aktivitat des rekonstituierten Proteins, die in initialen Experimenten nur etwa
0,04 pmol Vitamin K/nmol VKOR/sec betrug, und die damit korrelierende Menge an
aktivem VKOR zu erhéhen, wurden die Rekonstitutionsbedingungen einer Opti-
mierung unterzogen. Dabei wurden Parameter wie Detergenskonzentration von OG,
das Protein : Lipid-Verhaltnis und die Lipidzusammensetzung analysiert.

In initialen Versuchen zur Rekonstitution war beobachtet worden, dass bei der
Rekonstitution von VKOR hdhere Aktivitaten erreicht wurden, wenn das Detergens
OG in einem 12-fachen molaren Uberschuss gegenlber dem Lipid POPC eingesetzt

wurde, anstelle eines molaren Verhaltnisses von nur 4 : 1 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.16 Einfluss der OG-Konzentration im Rekonstitutionsansatz auf die VKOR-
Aktivitat.

Renaturiertes VKOR wurde in Gegenwart verschiedener OG-Konzentrationen rekonstituiert und die

Enzymaktivitat bestimmt. Das beobachtete Optimum fir eine effiziente Rekonstitution von nativem

VKOR liegt bei einer Endkonzentration von etwa 22 mM OG im Rekonstitutionsansatz vor der

Entfernung des Detergens. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

Daher wurde versucht, die Rekonstitutionseffizienz weiter zu verbessern, indem zu
3 ml ruckgefaltetem VKOR (315 pg = 16,15 nmol = 4,0375 uM), 1 ml Liposomen
(4 mg POPC = 5,263 pmol = 1,316 mM) hinzugegeben wurden, die mit unterschied-
lichen Mengen von OG (6,4 mg bis 51 mg) destabilisiert worden waren. Auf diese
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Weise ergaben sich unterschiedliche Endkonzentrationen des Detergens OG im Re-
konstitutionsansatz (zwischen 5,5 mM und 44 mM), wahrend die Konzentration der
anderen Detergenzien, des Proteins und des Lipids gleich blieb. Anschlielend
wurden die Rekonstitutionsansatze dber 96 h hinweg dialysiert, bevor die
enzymatische Aktivitat untersucht wurde (Kapitel 2.10.3).

Bei der Bestimmung der enzymatischen Aktivitaten zeigte sich, dass Rekonstitutions-
ansatze, die eine Endkonzentration von 22 mM OG vor der abschlielenden Dialyse
zur Entfernung der Detergenzien enthielten, die hochste VKOR-Aktivitat zeigten
(siehe Abb. 3.16). Das beobachtete Optimum fir die Rekonstitution ist schmal, da bei
einer Abweichung um 4 mM nur noch in etwa die Halfte der enzymatischen Aktivitat
erreicht wird. Daher muss die OG-Konzentration sehr genau im Rekonstitutionsan-
satz eingestellt sein. Zwei Effekte kdnnten maflgeblich zu dieser Situation beitragen.
Zum einen muss ausreichend Detergens vorhanden sein, um die Lipide im Ansatz zu
solubilisieren und so die Insertion von VKOR in die Lipidumgebung zu beférdern.
Zum anderen konnte OG einen denaturierenden Effekt auf das renaturierte VKOR
ausuben, so dass hohere Detergenskonzentrationen die Menge an nativem VKOR

und damit die enzymatische Aktivitat beeintrachtigen.
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Abb. 3.17 Einfluss des Protein-Lipid-Verhaltnisses auf die VKOR-Aktivitat.
Renaturiertes VKOR wurde mit unterschiedlichen Mengen POPC rekonstituiert. Das beobachtete
Optimum der VKOR-Aktivitat liegt bei einem molaren Protein : POPC-Verhaltnis von etwa 1 : 230. Die
Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).
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Eine weitere wichtige KenngroRe der Rekonstitution ist das Verhaltnis von Protein zu
Lipid. Daher wurden zu 3 ml ruckgefaltetem VKOR (450 pg = 23,08 nmol = 5,77uM)
1 ml POPC-Liposomen mit unterschiedlicher Lipidmenge (2mg bis 12mg =
2,631 pymol bis 15,789 ymol = 0,657 mM bis 3,947 mM) hinzugegeben, die alle mit
der gleichen Menge OG (25,55 mg = 88,1 ymol = 22 mM) destabilisiert wurden.
Somit ist in allen Ansatzen neben einer gleichen Protein- und DDM-Konzentration
auch eine gleichmalige OG-Konzentration eingestellt, so dass das Protein : Lipid-
Verhaltnis allein variiert wurde. Hierbei wurde ein Optimum flr ein molares
Protein : Lipid -Verhaltnis von 1 : 230 beobachtet (siehe Abb. 3.17).

3.7.4 Einfluss des Lipids auf VKOR-Aktivitat

Da VKOR nur nach Rekonstitution in eine Lipidumgebung enzymatisch aktiv ist
(Kapitel 3.7.1), besitzen Lipide offenbar einen malfdgeblichen Einfluss auf die Enzym-
aktivitat von VKOR. Daher stellt sich die Frage, ob auch die Eigenschaften des Lipids
die VKOR-Aktivitat beeinflussen. So konnte zum Beispiel die Verwendung von
Lipiden mit einer anderen Kopfgruppe oder anderen Alkylketten zu veranderten bio-
physikalischen Eigenschaften oder anderen Interaktionen mit dem eingebetteten
Membranprotein fuhren (Lee, 2004)

In der nativen Membran existiert eine Mischung von verschiedenen Lipiden, die
jedoch nicht zufallig und gleichmaRig in der Membran verteilt sind (Zachowski, 1993),
sondern deren Verteilung neben Diffusionsprozessen durch verschiedene
Transporter (Kim et al.,, 2008), Interaktionen zwischen den Lipiden sowie
Interaktionen zwischen Proteinen und Lipiden gesteuert wird. Dies kann zu einer
lokalen Anhaufung bestimmter Lipide fihren, so dass bestimmte Strukturen, wie z.B.
Caveolae oder Mikrodomanen (sog. rafts) ausgebildet werden koénnen (Epand,
2006). In vitro-Systeme verfligen dagegen a priori nicht Uber Transporter und
Flipasen, so dass die Verteilung der Lipide nur von Diffusionsprozessen und
Interaktionen zwischen den Lipiden abhangt. Daher wirde man eine gleichmaligere
Verteilung der Lipide in in vitro-Systemen erwarten kénnen.

Da man spekulieren kénnte, dass sich eine Rekonstitution von VKOR in einer Lipid-
umgebung mit einer ahnlichen Zusammensetzung wie die native ER-Membran,
positiv auf die enzymatische Aktivitat des Enzyms auswirkt, wurde VKOR in Mem-
branen rekonstituiert, die in ihrer Zusammensetzung (50 % POPC, 30 % POPE,

15 % POPS, 5% Cholesterol) mikrosomale Membranen der humanen Leber
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(Waskell et al., 1982) simulieren sollten. Uberraschenderweise zeigte VKOR in dieser
Lipidmischung nur einen sehr geringen Vitamin K Epoxid-Umsatz gegenuber dem in
POPC rekonstituierten Protein (siehe Abb. 3.18).

Um zu ermitteln, welche der Lipidkomponenten einen Einfluss auf die Enzymaktivitat
besitzen, wurde VKOR in modifizierten Lipidmischungen rekonstituiert, in denen
jeweils eines dieser Lipide nicht enthalten war und die anderen Lipide im selben
Verhaltnis (10 POPC: 6 POPE : 3 POPS : 1 Cholesterol) zueinander den fehlenden
Anteil erganzten. Fehlte beispielsweise das Lipid POPS, so wurde eine Mischung mit
58,82 % POPC/35,3 % POPE/5,88 % Cholesterol hergestellt. Ohne POPE war die
Zusammensetzung dagegen 71,43 % POPC/ 21,43 % POPS/ 7,14 % Cholesterol.
Die Rekonstitution von VKOR in einer Lipidumgebung ohne Cholesterol (POPC,
POPE und POPS) flhrte zu einer etwa 3-fach hoheren Aktivitat (etwa 35 % der
Aktivitat in POPC-Liposomen) als in der Mischung mit allen Komponenten (siehe
Abb. 3.18).
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Abb. 3.18 Abhangigkeit der VKOR-Aktivitat von der Lipidumgebung.

Renaturiertes VKOR wurde in verschiedene Lipidmischungen rekonstituiert. Die gemessenen
Enzymaktivitdten weichen deutlich von einander ab, so dass ein Einfluss der Lipidumgebung auf die
VKOR-Aktivitdt vermutet werden kann. Die Werte sind angegeben als Mittelwert =+
Standardabweichung (n=3).
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Die Abwesenheit von POPS in der Lipidmischung (POPC, POPE, Cholesterol) zeigte
kaum einen Effekt auf den Vitamin K Epoxid-Umsatz gegenuber der Mischung mit
allen Lipiden. In einer Lipidkomposition aus POPC, POPS und Cholesterol - ohne
POPE - wurde mehr als die 4-fache Aktivitat der Mischung mit allen Lipiden und etwa
50 % der VKOR-AKktivitat in POPC gemessen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Cholesterol und vor allem POPE einen negativen
Effekt auf die VKOR-Aktivitdt in der POPC/POPE/POPS/Cholesterol-Mischung

haben.

3.7.4.1 Kontrolle der Rekonstitutionseffizienz durch Flotation

Um zu uberprufen, ob die beobachteten Effekte nicht nur Ausdruck einer ungleichen
Rekonstitutionseffizienz in den einzelnen Lipidmischungen sind, wurde mit den
rekonstituierten Proben ein Flotationsexperiment durchgefihrt (Kapitel 2.9.16). Dabei
flotieren die Lipide mit dem assoziierten Protein wahrend einer Ultrazentrifugation auf
einem Saccharosegradienten. Nach dem Ultrazentrifugationsschritt wurde der
Uberstand komplett abgenommen und auf das urspriinglich eingesetzte Volumen mit
Puffer aufgefullt. Auf diese Weise kdnnen in der sich anschlielenden Bestimmung
der Proteinkonzentration mittels Amidoschwarz-Farbung (Kapitel 2.9.5), die Proben
vor und nach der Flotation verglichen werden und somit die Rekonstitutionseffizienz
direkt abgeschatzt werden (siehe Abb. 3.19). Die Abschatzung der VKOR-
Konzentration in den Rekonstitutionsproben vor der Flotation anhand einer Lysozym-
Eichreihe ergibt eine Konzentration von etwa 0,12 mg/ml (~1,2 ug). Da in allen
Ansatzen die gleiche Menge VKOR fur die Rekonstitution verwendet wurde, sollte die
ermittelte Konzentration in allen Ansatzen vor der Flotation gleich sein. Eventuelle
Abweichungen sind somit in der Methode der Proteinbestimmung begriindet.

Nach der Flotation wurden in allen Proben etwa gleiche Mengen VKOR ermittelt, so
dass die in den Aktivitatstest festgestellten Unterschiede wahrscheinlich durch den
Einfluss der Lipidumgebung auf das rekonstituierte VKOR hervorgerufen werden. Die
Proteinkonzentration in den Lipidfraktionen nach der Flotation betragt zwischen 0,03
und 0,04 mg/ml (~0,3 bis 0,4 ug). Damit lasst sich abschatzen, dass die

Rekonstitutionseffizienz fur alle Proben etwa 25 % bis 33 % betragt.
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Abb. 3.19 Proteinbestimmung des Lipid-assoziierten VKOR in verschiedenen Lipid-
mischungen durch Flotation und anschlieBende Farbung mit
Amidoschwarz.

Nach Rekonstitution von VKOR in verschiedene Lipidmischungen wurde die Lipidfraktion flotiert und

die Proteinmenge durch Amidoschwarz-Farbung und Abschatzung gegen eine Lysozym -Eichreihe vor

und nach Flotation bestimmt. Die Rekonstitutionseffizienz war bei allen getesteten Lipidmischungen
dhnlich und bewegte sich zwischen 25 und 33 %.

3.7.4.2 Einfluss der Lipid-Alkylkette auf die VKOR-AKktivitat

Um den Einfluss von Lipiden auf die Funktionalitdt von VKOR etwas genauer zu
analysieren, wurde das Protein in Lipiden rekonstituiert, die mit Phosphocholin (PC)
zwar alle die gleiche Kopfgruppe aufwiesen, aber unterschiedliche Alkylketten
besitzen (siehe Anhang 4). Eine wichtige biophysikalische KenngroRe fur Lipide ist
die Temperatur fiir die Hauptumwandlung (T.), dem Ubergang zwischen Gelphase
(Lg) und flissig-kristalliner (L,) Phase. Dieser Ubergang ist gekennzeichnet durch die
Zunahme der Rotationsfreiheitsgrade der Acylketten. Dadurch erhdht sich der
Volumenbedarf der Acylketten und es kommt zu einer lateralen Expansion der
Lipiddoppelschicht, wodurch die Membranfluiditat zunimmt. Die Ubergangstempera-
tur steht daher in Zusammenhang mit der Fluiditat des jeweiligen Lipids.

DPPC besitzt zwei lange gesattigte Palmitylketten (C16:0, C16:0) und die hdéchste
Ubergangstemperatur (41 °C) der hier verwendeten Lipide, wahrend DMPC mit

seinen zwei kurzeren Myristylgruppen (C14:0) eine Hauptlibergangstemperatur von
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23 °C aufweist (Binder et al., 2003). Weiterhin wurde DOPC (C18:1, C18:1)
eingesetzt, das mit seinen zwei Oleoylketten zwei ungesattigte Alkylketten aufweist
und eine Ubergangstemperatur von -20 °C besitzt. AuBerdem wurde POPC (C16:0,
C18:1; Tn=-2 °C) verwendet, welches eine Palmityl- und eine Oleoylgruppe besitzt,
da es zumeist in dieser Arbeit fur die Rekonstitution von VKOR verwendet wurde.
Far das in DPPC rekonstituierte VKOR konnte keine signifikante enzymatische
Aktivitat nachgewiesen werden, wahrend in DMPC eine geringe enzymatische
Aktivitat beobachtet werden konnte (siehe Abb. 3.20). Die Analyse der
Enzymaktivitaten zeigte weiterhin, dass die Rekonstitution von VKOR in DOPC und
POPC einen nahezu gleich hohen Vitamin K Epoxid-Umsatz ermoglicht.
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Abb. 3.20 Einfluss verschiedener Phosphatidylcholine auf VKOR-Aktivitat.
Renaturiertes VKOR wurde in verschiedene Phosphatidylcholin-Lipide rekonstituiert. Die unter-
schiedlichen gemessenen Enzymaktivitaten belegen den Einfluss der Lipidumgebung auf die
enzymatische Aktivitat. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

3.7.5 Stabilitat des rekonstituierten Proteins

Rekonstituiertes VKOR-Protein wurde eine Woche bei 6 °C bzw. bei 22 °C belassen,
um geeignete Bedingungen fur die Lagerung des Proteins zu finden. Anschliel3end
erfolgte eine erneute Untersuchung der Enzymaktivitat. Von einer Lagerung bei
tieferen Temperaturen (-20 °C bzw. -80 °C) wurde in diesem Versuch abgesehen, da
beflirchtet wurde, dass das Einfrieren und Auftauen der Probe zur Zerstérung der

Lipidstruktur und der Bildung multilamellarer Vesikel fuhren kdnnte. Die Bestimmung
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der VKOR-Aktivitat ergab, dass nach einer Woche Lagerung bei Raumtemperatur
noch 30 % der ursprunglichen Aktivitat gemessen wurden, wahrend die Lagerung bei
6 °C zu einer verbliebenen Aktivitat von etwa 60 % fuhrte (siehe Abb. 3.21). Somit
konnte gezeigt werden, dass sich eine Lagerung bei 6 °C gunstiger auf die Stabilitat
auswirkte, als eine Lagerung bei hoheren Temperaturen. Daher wurde das
rekonstituierte VKOR-Protein fur weitere Untersuchung stets bei 6 °C gelagert, wenn
die Experimente nicht unmittelbar im Anschluss an die Rekonstitution durchgefuhrt

wurden.
0,250 Abb. 3.21 Lagerung von rekon-
stituiertem VKOR.
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Eo und die Enzymaktivitit bestimmt.
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§§ 0,150 deutlich mehr VKOR in seiner
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§ £ werden. Die Werte sind angegeben
c

% ¥ 0,100 als Mittelwert + Standardabweichung
& E ' (n=3).
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3.7.6 Einfluss von Reduktionsmitteln wahrend der Rekonstitution

Chu und Mitarbeiter (2006) zeigten, dass der Zusatz eines Reduktionsmittels
wahrend der Rekonstitution offenbar essentiell fur die Auspragung der enzyma-
tischen VKOR-AKktivitat ist. Daher wurde der Zusatz von 4 mM TCEP oder 4 mM DTT
zum Dialysepuffer wahrend der letzten 48 h (von 96 h) der Rekonstitution untersucht.
Zusatzlich wurde ein Ansatz mitgefuhrt, dem kein Reduktionsmittel zugegeben
wurde. Interessanterweise konnte fur rekonstituiertes VKOR-Protein aus diesem
Ansatz eine enzymatische Aktivitat beobachtet werden (siehe Abb. 3.22), die durch
Warfarin spezifisch gehemmt werden kann. Der Rekonstitutionsansatz mit TCEP
zeigte eine vergleichbar hohe enzymatische Aktivitat, wahrend der Ansatz mit DTT
eine fast doppelt so hohe Aktivitat wie der Ansatz ohne Reduktionsmittel aufwies.
Somit lasst sich konstatieren, dass die Zugabe eines Reduktionsmittels wahrend der

Rekonstitution nicht obligat ist. DTT hat jedoch einen signifikanten Einfluss auf die
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gemessene enzymatische Aktivitat des rekonstituierten Proteins. Die Hauptursache,
warum dieser Effekt bei TCEP nicht auftritt, liegt vermutlich in der geringeren
Membrangangigkeit von TCEP im Vergleich zu DTT begrundet (Cline et al., 2004,
Wallin et al., 2002).
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Abb. 3.22 Einfluss von Reduktionsmitteln wahrend der VKOR-Rekonstitution.

Wahrend der letzten 48 h der Rekonstitution wurden dem Rekonstitutionspuffer entweder 4 mM
TCEP oder 4 mM DTT hinzugegeben. Wihrend die Zugabe von TCEP keine Anderung der gemessenen
Enzymaktivitat bewirkt, fliihrt die DTT-Zugabe zu einer deutlichen Steigerung der VKOR-Aktivitat. Die
Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

Ob der fur DTT beobachtete Effekt auf einer kompletteren Reduktion der
Cysteinreste des aktiven Zentrums, auf einer Stabilisierung des rekonstituierten
VKOR unter reduzierenden Bedingungen oder auf einer weiteren Renaturierung von
falschgefalteten Protein beruht, lasst sich zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht eindeutig

beantworten.

3.7.7 Abschatzung der Renaturierungsausbeute fiir rckombinantes
humanes VKOR

HEK293-Zellen, die transient VKOR-Hisg exprimierten, wurden genutzt, um den
Erfolg der Renaturierung des humanen VKOR abzuschatzen. Hierfur wurde die
Menge an VKOR in den transfizierten Zellen durch Western-Blot-Analyse semi-

quantitativ.  bestimmt, woflr unterschiedliche Mengen von rekombinantem,
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gereinigtem VKOR als Standard dienten (siehe Abb. 3.23). AnschlieRend wurden die
gemessenen Enzymaktivitaten von transfizierten HEK293-Zellen mit denen von
renaturiertem, in POPC rekonstituiertem VKOR verglichen und auf die eingesetzte

Proteinmenge bezogen, um spezifische VKOR-Aktivitaten zu erhalten.

ng 1050 700 350 HEK

G e e S

Abb. 3.23 Semi-quantitative Bestimmung der VKOR-Mengen in HEK-Zellen durch
Western Blot Analyse.

Durch Western-Blot-Analyse wurde die Menge des in HEK293-Zellen (ein 30 pl-Aliquot) exprimierten

VKOR-Hisg abgeschatzt.

Tab. 3.3 Abschitzung der Renaturierungsausbeute.

Anhand der Quantifizierung der VKOR-Menge in HEK293-Zellen lieR sich die spezifische VKOR-
Aktivitat in diesem System berechnen und mit der des renaturierten, rekonstituierten VKOR
vergleichen. Dadurch kann man eine Ausbeute nach Renaturierung und Rekonstitution zwischen 4,7
und 9,4 % abschatzen. Der Einfluss des Hisg-tags auf die enzymatische Aktivitdit wurde hierbei
bericksichtigt.

Probe VKOR | VKOR | vieminK | (Gl vimol
VKOR/sec)
renaturiertes VKOR in POPC | 37800 1,94 3190 0,457
HEK293-VKOR mit Hisg-tag | 350-700 | 0,018-0,036 625 4,85-9,7
HEK293-VKOR ohne Hisg-tag | 350-700 | 0,018-0,036 1280 9,882-19,764

Geht man davon aus, dass VKOR im in vivo System komplett funktional ist, kann
man eine Ausbeute fur die Renaturierung und Rekonstitution von 4,7 bis 9,4 %
abschatzen, d.h. zwischen 4,7 und 9,4 % des ursprunglich fur die Renaturierung und
spatere Rekonstitution eingesetzten Proteins scheinen in einer nativen Konformation
zu sein. Bezieht man zusatzlich ein, dass wahrscheinlich nur Lipid-assoziiertes
VKOR aktiv ist (vgl. Kapitel 3.7 und 4.3) und nimmt man Rekonstitutionsraten
zwischen 25 und 33 % fur VKOR an, die sich aus Messungen der Proteinkonzentra-
tion nach Flotation des Lipid-assoziierten VKOR abschatzen lassen (Kapitel 3.7.4),
so ergeben sich theoretisch Ausbeuten zwischen 14,1 und 37,6 % fur die

Renaturierung allein.
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3.8 Weitere Charakterisierung der Eigenschaften von

rekonstituiertem humanem VKOR

3.8.1 Einfluss von Detergens auf rekonstituiertes VKOR

Um den Einfluss von Detergens auf die VKOR-AKktivitat des bereits rekonstituierten
Proteins in POPC zu untersuchen, wurden im Aktivitatstest verschiedene Mengen
DDM in die Ansatze hinzu gegeben, so dass die DDM-Endkonzentrationen zwischen
0,1 mM und 4 mM lag (siehe Abb. 3.24). Ein weiterer Ansatz ohne zugegebenes
DDM diente als Referenz fur die Aktivitat von rekonstituiertem VKOR. DDM wurde
ausgewahlt, da es ein mildes Detergens ist, das schon fir die Renaturierung von
VKOR eingesetzt wurde. Daher kann man davon ausgehen, dass es keinen denatu-
rierenden Effekt auf VKOR auslbt, so dass eine DDM-Zugabe nur einen Effekt auf
die Interaktion von VKOR mit der Lipiddoppelschicht haben sollte.
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Abb. 3.24 Einfluss von DDM auf rekonstituiertes VKOR.

Zu rekonstituiertem VKOR wurden verschiedene Konzentrationen von DDM hinzugegeben und die
Enzymaktivitdt bestimmt. Bis zu einer Konzentration von 0,5 mM DDM zeigt sich eine stetige
Abnahme der VKOR-Aktivitat. Bei DDM-Konzentrationen dariiber ist keine VKOR-Aktivitat feststell-
bar. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

Bis zu einer DDM-Konzentration von 0,5 mM, die knapp der dreifachen kritischen

mizellaren Konzentration (cmc) von DDM entspricht, kam es zu einer kontinuierlichen
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Abnahme der enzymatischen Aktivitat. Bei noch hoheren Konzentrationen konnte
keine VKOR-Aktivitat mehr nachgewiesen werden. Dabei werden in Gegenwart von
0,2 mM DDM, was etwas uber der cmc (~0,17 mM) liegt, noch etwa 65% der Aktivitat
gemessen. Es scheint also zu einer zunehmenden Solubilisierung des Proteins und
somit zu einer Abnahme der Interaktionen zwischen Lipid und VKOR zu kommen, die
mit der Abnahme der Enzymaktivitat korreliert. Eine weitere Erklarung konnte sein,
dass durch die DDM-Zugabe die Struktur der Lipidumgebung zerstort wird und es
durch den Verlust der Lipidumgebung und dem dissoziativen Charakter der

Detergensmolekile zur Aggregation des solubilisierten Proteins kommt.

3.8.1.1 Analyse der Aggregationsneigung infolge von DDM-Zugabe durch Messung

der dynamischen Lichtstreuung

Um das Auftreten von Aggregaten in Abhangigkeit von der DDM-Zugabe zu
analysieren, wurde die Detergenszugabe zu rekonstituiertem VKOR mit Hilfe der
Messung der dynamischen Lichtstreuung (DLS) untersucht. Diese Methode basiert
auf dem Diffusionsverhalten von Partikeln in Losung und der Streuung des Lichts, die
je nach Grole des Partikels unterschiedlich stark ist. Somit lassen sich aus dem
Streuungsverhalten der Probe der hydrodynamische Durchmesser der darin
enthaltenen Partikel und deren Anteil in der Losung bestimmen.

Zunachst wurden Proben mit VKOR untersucht, das in POPC-Liposomen rekonstitu-
iert wurde (,VKOR-POPC-Liposomen®). Zum Vergleich mit diesen Proteoliposomen
dienten leere POPC-Liposomen, die wahrend der Rekonstitution mit Rickfaltungs-
puffer ohnne VKOR gemischt worden waren (,POPC-Liposomen®). Dabei wurden in
der Probe mit rekonstituiertem VKOR zwei Spezies detektiert (siehe Abb. 3.25). Die
erste Spezies, die in diesen Proben zu 75 bis 80 % populiert war, besitzt einen
Durchmesser zwischen 100 bis 110 nm und durfte den gebildeten Proteoliposomen
entsprechen (Madani et al., 2011; Rodriguez et al., 2010; Xu et al., 2011). Eine
Spezies mit etwas geringerem Durchmesser (70 nm) kann auch in der Probe mit den
leeren POPC-Liposomen gefunden werden. Die zweite Spezies, die den verbleiben-
den Teil der Probe ausmachte, besaf’ ihr Maximum bei unterschiedlichen Durchmes-
sern zwischen 1000 und 3000 nm. Vermutlich handelt es sich hierbei um
aggregiertes Protein (Chevalier et al., 2010), das nicht rekonstituiert werden konnte,

da diese Spezies in der Probe mit leeren POPC-Liposomen nicht zu finden war.

-84-



Ergebnisse

25
= POPC-Liposomen
VKOR-POPC-Liposomen
20 -
$ 15 -
5
@ 10 A
3
£
5 4
0 -
1 10 100 1000 10000
GroBe (nm)

Abb. 3.25 Charakterisierung von rekonstituiertem VKOR durch Messung der
dynamischen Lichtstreuung.

VKOR wurde nach der Rekonstitution durch DLS-Messung untersucht. Nach der Rekonstitution sind

zwei Spezies in der Losung zu sehen. Die erste Spezies besitzt eine Grofle von etwa 100-110 nm und

hat einen Anteil von 75-80 % an der Probe. Die zweite Spezies mit einem Anteil von 20 % besitzt eine

GrofRe zwischen 1000-3000 nm.

Nach der Zugabe des Detergens zu VKOR, das in POPC rekonstituiert worden war,
wurden jeweils funf Messungen (Kapitel 2.10.5) Uber einen Zeitraum von 20 Minuten
bei der erreichten DDM-Konzentration durchgefiihrt. Bis zu einer Endkonzentration
von 1 mM DDM im Ansatz wurde die Detergenszugabe in 0,2 mM-Schritten unter-
sucht. Ansatze mit DDM-Konzentrationen tUber 1 mM wurden in 0,5 mM-Schritten
gemessen. Bis zu einer Konzentration von 1 mM DDM zeigten die Proben ein
unverandertes Bild (siehe Abb. 3.26A und B). Beide Spezies, die vermutlich
Proteoliposomen und makromolekularen Aggregaten zugeordnet werden konnen,
waren in der Losung zu beobachten. Da die relative Verteilung beider Spezies in
diesem DDM-Konzentrationsbereich relativ konstant ist, scheint eine zunehmende
Aggregation des Proteins als Hauptursache der abnehmenden enzymatischen
Aktivitat im Bereich bis 0,5 mM DDM, wie diese im VKOR-Aktivitatsassay zu sehen
war (siehe Abb. 3.24), unwahrscheinlich zu sein.

Bei Konzentrationen Uber 1 mM DDM konnte nun eine Zunahme der mutmalilichen
Aggregatfraktion beobachtet werden, die mit dem Ansteigen der Detergenskonzen-
tration einhergeht. Ab einer DDM-Konzentration von etwa 2,5 mM existieren vermut-
lich keine Proteoliposomen mehr. Es war nur noch eine Spezies mit einer Gro3e von
etwa 40 nm neben den makromolekularen Aggregaten zu sehen, die nun den

uberwiegenden Teil der Probe ausmachten (siehe Abb. 3.26C). Bei Konzentrationen
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hoher als 6 mM DDM war neben der Proteinaggregatspezies nur noch eine sehr

kleine Spezies zu beobachten (ca.6 nm), die der GroRe von DDM-Mizellen

entsprechen kénnte (Ma et al., 2008; Wallace et al., 2010).
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Abb. 3.26 Analyse der dynamischen Lichtstreuung von rekonstituiertem VKOR bei
verschiedenen DDM-Konzentrationen.

Die Messung der dynamischen Lichtstreuung zeigte bis zu einer Konzentration von 1,5 mM DDM
keine Anderungen der Verteilung zwischen den zwei beobachteten Spezies (A und B). Erst bei
Konzentrationen iber 1 mM ist eine Zunahme des Anteils der zweiten Spezies (vermutlich Aggregate)
zu beobachten (C und D). Gleichzeitig kommt es zur GroRenabnahme der ersten Spezies. Bei
Konzentrationen von iber 6 mM DDM hat diese Spezies eine GréRe von 6-7 nm.

3.8.1.2 Analyse der strukturellen Integritéat des humanen VKOR wéahrend der DDM-
Zugabe durch Fluoreszenzspektroskopie

Eine Methode, die Aussagen Uber strukturelle Anderungen von Proteinen zuldsst,
stellt die Fluoreszenzspektroskopie dar. Hier werden aromatische Reste zur
Fluoreszenz angeregt und emittieren Licht abhangig von ihrer chemischen
Umgebung und deren Konzentration. Humanes VKOR besitzt jeweils sechs Tyrosin-
und Tryptophan-Reste, die Uber die gesamte Aminosauresequenz des Proteins

verteilt sind (siehe Anhang 1). Insbesondere die Tryptophan-Reste sollten nach dem
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gegenwartig akzeptierten Topologiemodell (Li et al., 2010; Schulman et al., 2010) an
Positionen in der Nahe der Grenzflache zwischen Lipidmembran und wassriger
Phase lokalisiert sein und konnten damit interessant als Indikatoren fur strukturelle
Anderungen sein.

Wie bereits gezeigt, fuhrte die Titration des Detergens DDM zu rekonstituiertem
VKOR (in POPC) zu einer konstanten Abnahme der Enzymaktivitat (siehe Abb.
3.24). Daher wurde mit rekonstituiertem VKOR eine Titration mit DDM bis zu einer
Konzentration von 2 mM vorgenommen und die jeweiligen Fluoreszenzspektren ge-
messen. Dabei zeigte sich, dass die Zugabe des Detergens zu keiner Anderung des

Fluoreszenzspektrums flhrte (siehe Abb. 3.27).
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Abb. 3.27 Einfluss von DDM auf rekonstituiertes VKOR.

Zu rekonstituiertem VKOR wurden verschiedene Konzentrationen von DDM hinzugegeben und die
Fluoreszenzspektren nach Anregung bei 280 nm gemessen. Dabei zeigten sich keine signifikanten
Anderungen der Fluoreszenz im gemessenen DDM-Konzentrationsbereich.

Eine Veranderung der Exposition von Tyrosin- oder Tryptophanresten des VKOR-
Molekiils gegenlber ihrer Umgebung, die ein Hinweis auf strukturelle Anderungen
von VKOR in Gegenwart von Detergens gewesen ware, konnte demnach nicht
nachgewiesen werden. Rekonstituiertes VKOR scheint somit im Bereich der
eingesetzten Konzentrationen strukturell stabil gegentuber dem Einfluss von DDM zu

sein. Wahrscheinlich kommt es durch die Zugabe von DDM also zunachst zu einer
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Solubilisierung des VKOR-Proteins und zur Auflésung der Protein-Lipid-
Interaktionen. Die damit einhergehende Reduktion der enzymatischen Aktivitat
impliziert, dass die Lipid-Umgebung offensichtlich kritisch fur die VKOR-AKktivitat ist.

3.8.2 Anderungen der Fluoreszenzintensitit von VKOR in Reaktion auf
die Inkubation mit dem Reduktionsmittel DTT

Es wurden weitere Fluoreszenzspektren von VKOR aufgenommen, welches in POPC
rekonstituiert wurde. Diese Spektren wiesen ein Emissionsmaximum bei etwa
340 nm nach Anregung bei 280 nm bzw. 295 nm auf. Diese Spektren wurden mit
VKOR verglichen, das aus demselben Rekonstitutionsansatz stammte und wahrend
der letzten 48 Stunden der Dialyse gegen Rekonstitutionspuffer mit dem Reduktions-
mittel TCEP dialysiert wurde. Da beide Spektren den gleichen Verlauf haben (siehe
Abb. 3.28), scheint in beiden Ansatzen eine ahnliche Proteinstruktur ausgebildet zu
sein. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den Resultaten der VKOR-Aktivitats-

assays, in denen beide Ansatze die gleiche Aktivitat zeigten (Kapitel 3.7.6).
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Abb. 3.28 Einfluss von TCEP wahrend der VKOR-Rekonstitution und Wirkung von
DTT- Zugabe zu rekonstituiertem VKOR.

Bei der Rekonstitution von renaturiertem VKOR wurde dem Rekonstitutionspuffer wahrend der

letzten 48 h TCEP (4 mM) hinzugegeben. Dies hatte jedoch keine Auswirkung auf das gemessene

Fluoreszenzspektrum von VKOR nach Anregung bei 295 nm. Durch die Zugabe von 5 mM DTT zum

rekonstituierten Protein kam es zu einem deutlichen Ansteigen der Fluoreszenzintensitat. Das beob-

achtete Fluoreszenmaximum blieb hingegen unverandert bei einer Wellenlange von etwa 340 nm.
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Die Zugabe von DTT (5 mM) flhrte zu einer zeitabhangigen Veranderung der
gemessenen Spektren (siehe Abb. 3.28 und Abb. 3.29), die weder fur eine DTT-
Zugabe zu Rekonstitutionspuffer, noch zu POPC-Liposomen ohne VKOR beobachtet
werden konnte (Daten nicht gezeigt). Das Fluoreszenzsignal stieg innerhalb kurzer
Zeit deutlich an wund erreichte nach etwa funf bis sechs Minuten ein
Emissionsmaximum von etwa der 1,5-fachen Intensitat, das bei der gleichen
Wellenlange von ca. 340 nm lag. Diese Anderung der Fluoreszenzintensitat konnte

moglicherweise ein Hinweis auf strukturelle Anderungen im Molekdil sein.
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Abb. 3.29 Anstieg der VKOR-Fluoreszenzemission bei 341 nm nach DTT-Zugabe.
Durch die Zugabe von 5 mM DTT zu rekonstituiertem VKOR kam es zu einem deutlichen Ansteigen
der Fluoreszenzintensitat bei 341 nm.

Dass dieser Effekt nur nach Zugabe von DTT und nicht mit TCEP zu sehen ist,
deutet daraufhin das die strukturelle Anderung im Zusammenhang mit einer
Reduktion von Aminosaureseitenketten im Transmembranbereich des Proteins steht.
TCEP ist im Gegensatz zu DTT sehr hydrophil und wenig membrangangig. Es kann
daher nicht die Lipiddoppelschicht diffundieren und dort Cystine reduzieren. Ein
modgliches Ziel fur eine Reduktion stellen z.B. die Cysteinreste des aktiven Zentrums
von VKOR (Cys132 und Cys135) dar, insbesondere da bereits positive Effekte einer
DTT-Zugabe wahrend der Rekonstitution auf die enzymatische VKOR-Aktivitat
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gezeigt wurden (Kapitel 3.7.6). Ohne weiterfihrende Experimente mit VKOR-
Mutanten, in denen man die Cysteine des humanen VKOR mutiert, kann man jedoch
nur spekulieren, ob diese Cysteine tatsachlich in diesem Prozess involviert sind und
inwieweit diese Reduktion Uberhaupt eine Relevanz fir die beobachteten

Fluoreszenzunterschiede besitzt.

3.8.3 Fern-UV-CD-Spektroskopie

Die Aufnahme von Fern-UV-CD-Spektren gibt Aufschluss Uber vorhandene Sekun-
darstrukturen in Proteinen. Aufgenommene Spektren von gereinigtem VKOR-Protein,
das vor der Renaturierung in SDS vorliegt, zeigen einen Verlauf, wie er fur helikale
Proteine erwartet werden kann (siehe Abb. 3.30, ,VKOR in SDS"). Ein sehr deut-
liches Minimum ist bei einer Wellenlange von 222 nm zu sehen, wahrend ein zweites
lokales Minimum bei 208 nm, das typisch flir helikale Proteine ist, etwas weniger
stark ausgepragt ist (Greenfield et al., 1969; Johnson, 1990). Eine Auswertung
dieses Spektrums mit dem K2D-Server (Andrade et al., 1993) ergab einen Anteil von
60 % a-Helices, 7 % pB-Faltblatter und 33 % nicht-regelmalig geordnete Struktur
bezlglich der Sekundarstruktur des Proteins. Der grof3e Anteil von Helices war er-
wartet worden, da bekannt ist, dass Membranproteine in SDS nicht vollstandig dena-
turiert vorliegen, sondern eine Kernstruktur bestehend aus sehr stabilen, hydropho-
ben Transmembranhelices erhalten bleiben kann (Booth et al., 2006; Chen et al.,
1999; Renthal, 2006). Die Aufnahme eines Spektrums des riickgefalteten VKOR in
Renaturierungspuffer, war aufgrund der hohen Arginin-Konzentrationen nicht
moglich. Die Entfernung des Arginins resultierte stets in der Aggregation des
Proteins.

Weiterhin wurden Fern-UV-CD-Spektren des renaturierten und in POPC rekonsti-
tuierten VKOR-Proteins aufgenommen (siehe Abb. 3.30). Dieses zeigte jedoch kein
typisches Fern-UV-CD-Spektrum, wie es fur ein Uberwiegend helikales, integrales
Membranprotein zu erwarten ware. So waren keine ausgepragten Minima bei 222
nm und 208 nm, wie sie bei helikalen Strukturen typischerweise auftreten, zu sehen.
Dagegen stieg die gemessene Elliptizitat im Wellenlangenbereich von etwa 225 nm
bis etwa 205 nm stark an. Dieser Anstieg war ungewohnlich, konnte aber auf eine
unregelmalige Polarisation des Lichtes durch die Lipidstrukturen in der Lésung
zuruckzufihren sein oder auf stattfindende Interaktionen zwischen den Lipiden der

Membran und dem darin rekonstituierten Protein hinweisen. Eine Inhomogenitat des
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rekonstituierten VKOR-Proteins kdnnte ebenfalls als Ursache in Frage kommen, da
denkbar ist, dass sowohl korrekt gefaltetes Protein, als auch inkorrekt gefaltetes
Protein in der Probe vorliegt. Ein Spektrum von POPC-Liposomen ohne VKOR
(sieche Abb. 3.30) zeigte keine signifikanten Veranderungen gegeniber dem
Pufferspektrum, so dass der beobachtete Effekt nicht durch Korrektur mit dem

Spektrum der leeren POPC-Liposomen herausgerechnet werden kann.
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Abb. 3.30 Fern-UV-CD-Spektrum von VKOR in SDS, rekonstituiertem VKOR in POPC
und in einer Mischung aus POPC/POPE/POPS/Cholesterol.

Vor der in vitro Renaturierung von VKOR und nach der Renaturierung und Rekonstitution in POPC

wurde ein CD-Spektrum bestimmt. Es zeigte jedoch nicht den Verlauf eines typischen helikalen

Proteins, wie es fiir VKOR erwartet wurde. Proteinkonz.: 0,45 mg/ml; 0,35 mg/ml fir ,,VKOR in SDS“ ;

Kivettendicke: 0,5 mm

In einem Kontrollexperiment wurde daher mit Lysozym als Referenzprotein ein Fern-
UV-CD-Spektrum aufgenommen (siehe Abb. 3.31). Zum Vergleich diente eine
Lysozym-Probe mit der gleichen Proteinkonzentration, in die zusatzlich die gleiche
Menge POPC-Lipid gemischt wurde, wie sie in Proben mit rekonstituiertem VKOR
enthalten war. Die Messung des CD-Spektrums dieser Probe zeigte ebenfalls ein
Minimum bei einer Wellenlange von 230 nm und eine Verschiebung der Elliptizitat
zwischen 225 nm und 205 nm im Vergleich zum Referenzspektrum. Der beobachtete
Effekt scheint daher auf die Anwesenheit der POPC-Lipide in der Losung zurickzu-
fUhren zu sein.

Einen weiteren Hinweis liefern Spektren von rekonstituiertem VKOR in einer

Mischung aus POPC/POPE/POPS/Cholesterol, wie sie bereits zuvor fur Messungen
-91-



Ergebnisse

der enzymatischen VKOR-Aktivitat verwendet wurden (Kapitel 3.7.4). Diese Spektren
zeigen nicht solch einen Anstieg wie er in den Proben mit POPC auftrat (siehe Abb.
3.30). Daher scheinen Unterschiede in den CD-Spektren tatsachlich von der Lipid-
umgebung und deren Beschaffenheit abzuhangen. Die Analyse des Spektrums in
dieser Lipidmischung ergab einen Anteil von 31 % fur a-helikale Strukturen, von
11 % fur B-Faltblatter und 58 % fur nicht-regelmafig geordnete Strukturen. Die Ursa-
che dafur, dass kein typisches Spektrum eines a-helikalen Proteins erhalten wurde
und ein hoher Anteil an ungeordneten Strukturen zu finden ist, erklart sich in dieser
Probe vermutlich durch die Inhomogenitat des rekonstituierten Proteins. Daher kon-
nen auch keine Aussagen Uber die Sekundarstruktur von funktionellem, nativem
VKOR getroffen werden, zumal das Protein in dieser Lipidmischung nahezu inaktiv
ist. AuRerdem ist unklar, welchen Beitrag die Lipide am gemessenen Spektrum
haben. Die CD-Spektroskopische Untersuchung scheint daher nicht geeignet, um
Aussagen uber die vorhandene Sekundarstruktur von renaturiertem, enzymatisch
aktivem VKOR zu erhalten, selbst wenn die Homogenitat der Probe durch Flotation
des Lipid-assoziierten Proteins und weitere Reinigungsschritte verbessert werden

kann.
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Abb. 3.31 Fern-UV-CD-Spektren von Lysozym ohne Lipide und in Gegenwart von
POPC-Liposomen.

Ein Vergleich der gemessenen Lysozym-Spektren zeigt eine deutliche Anderung des CD-Spektrums in

Gegenwart von POPC. Proteinkonzentration: 0,5 mg/ml; Kiivettendicke: 0,5 mm
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4 Diskussion

4.1 Expression und Reinigung von rekombinantem VKOR

4.1.1 Etablierung eines bakteriellen Expressionsystems fiir die VKOR-

Expression

Die strukturelle Charakterisierung von humanem VKOR erfordert die Bereitstellung
grolder Mengen gereinigten Proteins. Bei integralen Membranproteinen stellt dies
jedoch oftmals einen limitierenden Faktor dar, da diese Proteine gewohnlich eine
geringe endogene Expression zeigen und eine geringe Stabilitdt nach ihrer Solubili-
sierung in Mizellen besitzen (Diab et al., 2007; Gordon et al., 2008; Kiefer, 2003). Die
rekombinante Uberexpression von humanem VKOR in geeigneten Expressionssyste-
men konnte Protein in ausreichenden Mengen bereitstellen. Allerdings ist bislang nur
die Expression von VKOR in Sf9-Insektenzellen und Saugerzellen beschrieben
worden (Chu et al., 2006; Rost et al., 2004; Tie et al., 2011). Die Produktion des
Proteins lasst sich in diesen Systemen, verglichen mit bakteriellen Expressions-
systemen, nur mit hohem Aufwand realisieren und erreicht haufig nicht die
bendtigten Milligrammmengen an gereinigtem Protein (McCusker et al., 2007).
Zudem konnte bei der Reinigung von VKOR, das in Sf9-Insektenzellen exprimiert
wurde, keine vollstandige Homogenitat erreicht werden (Chu et al., 2006).

Daher wurde in dieser Arbeit eine Reihe von Expressionskonstrukten generiert, um
ein bakterielles Expressionssystem fur VKOR zu etablieren (Kapitel 3.1). 22 Kon-
strukte zeigten dabei keine Expression, was auf eine Toxizitat des exprimierten
VKOR-Proteins hinweisen koénnte, die auch in vielen anderen Fallen bei der
heterologen Expression von Membranproteinen beobachtet wird (Junge et al., 2008;
Kiefer, 2003; Laage et al., 2001; Mancia et al., 2007; McCusker et al., 2007; Tate,
2001; Thai et al., 2005; Wuu et al., 2008). Auch die Verwendung von VKOR-
homologen Proteinen, sowie einer verkurzten VKOR-Variante fuhrten nicht zu einer
Expression. Lediglich fur das KSI-VKOR-Fusionsprotein, das N-terminal ein
hydrophobes Peptid der Ketosteroidisomerase (KSI) besitzt, konnte eine signifikante
Expression beobachtet werden. Der Fusionspartner fordert in diesem Fall die
Deponierung dieses Proteins in inclusion bodies, was die cytotoxische Wirkung

vermindert und damit eine Expression erlaubt. Insbesondere fir bakterielle Porine ist
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die Proteinproduktion als inclusion bodies und deren anschlielende in vitro
Renaturierung mittlerweile ein etabliertes Verfahren (Bannwarth et al., 2003), aber
auch einige eukaryotische Membranproteine konnten in Form von inclusion bodies
exprimiert und in eine funktionelle Form ruckgefaltet werden (Baneres et al., 2003,
2005; Dahmane et al., 2009; Dolce et al., 2001; Fiermonte et al., 2002; Kiefer et al.,
1996; Schmidt et al., 2009). Dass diese Expressionsstrategie mit mehreren
Konstrukten versucht werden sollte, zeigen die Resultate mit den anderen VKOR-
Fusionen (mit dem TLE-Peptid und den BCL-Peptiden), die ebenfalls die
Proteinproduktion als inclusion bodies férdern sollten, aber nicht zur
Proteinexpression flhrten. Ob es in diesen Fallen nicht zur Bildung von inclusion
bodies kommt oder noch andere Faktoren eine Rolle spielen, lasst sich nur

mutmalfen.

4.1.2 Etablierung der Reinigung von VKOR unter denaturierenden

Bedingungen

Zahlreiche Versuche VKOR aus Mikrosomenpraparationen zu extrahieren und zu
reinigen, fuhrten nach der Zugabe von Detergens stets zu einem Verlust der
enzymatischen Aktivitat (Begent et al., 2001; Cain et al., 1997; Mukharji et al., 1985).
Dies deutet daraufhin, dass VKOR moglicherweise nur eine geringe Funktionalitat in
Detergenzien besitzt bzw. natives VKOR in seiner funktionellen Form nur wenig
stabil in Gegenwart von Detergenzien sein konnte. Daher sollte VKOR nach dessen
Renaturierung ohne eine Vielzahl weiterer Reinigungsschritte fur eine weitere
Charakterisierung zur Verfugung stehen. Aus diesem Grund wurde die Reinigung
des Proteins unter denaturierenden Bedingungen durchgefuhrt (Kapitel 3.3). Dies
schloss die chemische Spaltung des Fusionsproteins durch Ameisensaure ein (Ryan
et al., 2003), da ein in vitro renaturiertes KSI-VKOR-Fusionsprotein durch das stark
hydrophobe N-terminale KSI-Peptid vermutlich zur Aggregation neigen wirde und
eine Renaturierung mit anschlieRender proteolytischer Spaltung daher sehr schwierig
ware. Gegenuber proteolytischer Spaltung z.B. durch Enterokinase, Faktor Xa oder
Thrombin hat diese Methode aullerdem den Vorzug, dass Enzyminaktivierung und
geringe Spezifitat in Anwesenheit von Detergens vermieden wird (Thai et al., 2005).
Trotz der harschen Bedingungen wahrend der chemischen Spaltung ergaben die mit
gereinigtem VKOR durchgefihrten massenspektrometrischen Analysen keinerlei

Hinweise auf Modifikationen des Proteins (Kapitel 3.4).
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Mit dem in dieser Arbeit verwendeten Reinigungsprotokoll (siehe Abb. 4.1) konnten
etwa 14 mg gereinigtes VKOR pro Liter Fermentationsmedium gewonnen werden.
Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, im Vergleich zum bisher publizierten Verfahren (Chu
et al., 2006), keinerlei kontaminierende Proteine, so dass VKOR nahezu homogen
vorliegt. Das Protein zeigte, ebenso wie VKOR aus Sf9-Insektenzellen, ein etwas
geringeres apparentes Molekulargewicht (~17,5 kDa) als es die kalkulierte Masse
(~19,5 kDa) erwarten lasst. Diese leicht erhohte elektrophoretische Mobilitat ist bei
Membranproteinen nicht ungewohnlich, da die hydrophoben Transmembranhelices
oft nicht denaturiert werden (Chen et al., 1999; Gelamo et al., 2000; Takeda et al.,
1985). Ein CD-Spektrum des gereinigten VKOR-Proteins (in SDS) zeigt deutlich,
dass VKOR nicht komplett entfaltet vorliegt und a-helikale Strukturen existieren
(Kapitel 3.8.3).

Expression
KSI-VKOR-Fusion, Fermentation
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Inclusion body-Praparation
Solubilisierung (SDS)
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Reinigung unter denaturierenden Bedingungen

( )

Immobilisierte Metallionen
Affinitatschromatographie

s
Ameisensiaurespaltung

Isolierung des
Spaltungsproduktes
N

Renaturierung und Rekonstitution

\'%
Renaturierung
(artificial chaperone

assisted refolding)
Wechsel zu DDM/CHAPS

it
v - -
Rekonstitution
Etablierung einer Lipidumgebung

- J

Abb. 41 Schematische Darstellung zur Gewinnung von humanem VKOR ausgehend
von dessen unloslicher Expression in E. coli.
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4.1.3 Monitoring der Renaturierung durch Bestimmung der VKOR-

Enzymaktivitat

Um den Erfolg der VKOR-Renaturierung verfolgen zu kdnnen, wurde ein Assay der
enzymatischen Aktivitdt von VKOR genutzt, da die enzymatische Aktivitat ein
kritischer Indikator fur die Auspragung einer nativen VKOR-Struktur ist. Dafur wurde
ein System mit transient VKOR exprimierenden HEK293-Zellen eingesetzt, das in der
Literatur zuvor beschrieben worden war (Rost et al., 2004). Anhand des Systems
wurde untersucht, welchen Einfluss der pH-Wert auf die Enzymreaktion hat, da
verschiedene Testbedingungen in der Literatur zu finden sind (Chu et al., 2006; Rost
et al., 2004; Wallin et al., 1985). Dabei konnte eine starke Abhangigkeit der Reaktion
vom pH-Wert beobachtet werden (Kapitel 3.5.1), die im Widerspruch zu alteren
Daten steht, die von nur geringfiigigen Anderungen im pH-Bereich zwischen 7,0 und
8,5 berichten (Wallin et al., 1985). Die in dieser Arbeit beobachtete Erhéhung der
Enzymaktivitat mit steigendem pH-Wert kann mit Blick auf den vorgeschlagenen
Reaktionsmechanismus erklart werden, da die Deprotonierung der Thiolgruppe eines
Cysteins im aktiven Zentrum des Enzyms im ersten Schritt der Reaktion (siehe Abb.
1.8 (Schritte 1 bis UZ1)) durch hohe pH-Werte begiinstigt wird.

4.2 Renaturierung von VKOR

FUr die in vitro Renaturierung von eukaryotischen Membranproteinen ist bislang
uberwiegend die Solubilisierung und Verdinnung des Proteins in Sarkosyl-haltigen
Lésungen beschrieben (Dolce et al., 2001; Fiermonte et al., 1993, 2002; Kiefer et al.,
1996). Daneben nutzten Baneres et al. (2003, 2005) absteigengende Harnstoff-
Gradienten in Gegenwart von Detergens-haltigen Puffern, um den BLT1- (LDAO-
basierter Puffer) oder 5-HT4-Rezeptor (Solubilisierung in Sarkosyl und nachfolgend
Wechsel zu DMPC/CHAPS/CHS) zu renaturieren. In kirzlich erschienenen Arbeiten
wurde haufig SDS zur Solubilisierung der Membranproteine eingesetzt und dieses
nachfolgend gegen wenig denaturierende Detergenzien ausgetauscht, um eine
Renaturierung zu erreichen (Dahmane et al., 2009; Schmidt et al., 2009; Schroéder-
Tittmann et al., 2010).

Um natives VKOR zu erhalten wurde ein Renaturierungssystem verwendet, das in ei-
nigen Variationen bereits erfolgreich fur die in vitro Renaturierung einiger G-Protein-

gekoppelter Rezeptoren an der Universitat Halle eingesetzt wurde (Schmidt et al.,
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2009; Schroder-Tittmann et al., 2010). Dieses System basiert grundsatzlich auf dem
von Rozema und Gellman (1996) beschriebenen Ruckfaltungssystem (,artificial
chaperone assisted refolding®) und ist eine Form der Ruckfaltung durch schnelles
Verdlinnen. Hierbei erfolgt ein Austausch von SDS gegen mildere, nicht
denaturierende Detergenzien, was die Faltung des Proteins in eine native,
funktionelle Form ermdglicht. Dabei macht man sich zunutze, dass SDS sehr affin
von Methyl-B-Cyclodextrin gebunden wird (kp =22 yM), wahrend die Bindung von
anderen Detergenzien meist deutlich schwacher ist (Promotion Peter Schmidt 2009).
Kombiniert wurde dies mit der Methode der Pulsrenaturierung (Nguyen et al., 2002;
Winter et al., 2002), um die Ausbeute an korrekt gefalteten Protein zu erhéhen und
die Proteinaggregation zu reduzieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Zugabe von Protein bis zu einer Menge von 3 ug pro ml Ruckfaltungspuffer optimal
fur die Renaturierung ist, da bis zu dieser Konzentration die enzymatische VKOR-
Aktivitat linear zur Menge an VKOR im Renaturierungsansatz ansteigt (Kapitel 3.6.1,
Abb. 3.10).

Beide Ansatze mit geringeren Mengen VKOR pro Puls zeigen die gleiche spezifische
Aktivitat, wahrend der Zusatz von grolkeren Mengen zu einer Reduktion der
spezifischen Aktivitat fuhrt. Die erhaltenen Daten stehen in Einklang mit den
thermodynamischen Modellen zur in vitro Renaturierung (De Bernardez Clark et al.,
1998; Kiefhaber et al., 1991), die eine Begunstigung der Aggregation beim Einsatz
hoher Proteinkonzentrationen erwarten lassen.

Bei der in vitro Renaturierung von nicht in die Membran integrierten Proteinen ist
bekannt, dass der pH-Wert einen mal3geblichen Einfluss haben kann (Narita et al.,
2011; Winter et al., 2002; Lange et al., 2004; Rudolph et al., 2009), wenn die Bildung
von Disulfidbricken geschwindigkeitsbestimmend fur die Faltung ist. Eine Renaturie-
rung bei hohen pH-Werten kann die Deprotonierung der Thiolgruppe des Cysteins
beschleunigen und damit die Ausbeute des nativen Proteins erhdhen.

Auf Grundlage der experimentellen Daten und der Struktur des VKOR-homologen
Proteins aus Synecchococcus sp. (Li et al., 2010), kann man davon ausgehen, dass
auch humanes VKOR Disulfidbricken besitzt und diese mdglicherweise einen
Einfluss auf die in vitro Renaturierung haben wurden. Daher wurde die Renaturierung
bei verschiedenen pH-Werten durchgeflhrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass der
pH-Wert wahrend der Faltung keinen Einfluss auf die Renaturierungsausbeute von
VKOR ausubt (Kapitel 3.6.2, Tab. 3.2). Auch der Zusatz eines Redoxsystems, das
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die Ausbildung einer korrekten Disulfidverbrickung stimulieren sollte (De Bernardez
Clark, 2001; Lilie et al., 1998), hatte keinen Effekt auf die Renaturierungsausbeute.
Einen weiteren Hinweis lieferte der Zusatz von Reduktionsmitteln zum
Renaturierungsansatz. In diesen Ansatzen war keinerlei Reduktion der VKOR-
Aktivitat zu sehen, was im Falle einer notwendigen Disulfidbriickenbildung wahrend
der Renaturierung erwartet worden ware. Die erhaltenen Resultate lassen daher
vermuten, dass die Faltung in eine native VKOR-Struktur nicht von der Ausbildung
von Disulfidbricken abhangt. Es ist dagegen wahrscheinlich, dass VKOR wie andere
Membranproteine eine Faltung nach dem von Engelman und Popot postulierten
Modell durchlauft (Engelman et al., 2003; Popot et al., 1990). Dieses fasst die
hydrophoben Transmembranhelices als unabhangige, stabile Sekundarstruktur-
einheiten auf, die in einer zweiten Phase durch hydrophobe Wechselwirkungen
miteinander interagieren und starker geordnete Strukturen bilden. Dies bildet den
Ausgangspunkt fur die nachfolgende Faltung ungeordneter loop-Bereiche, Eintritt
anderer Bereiche in die Lipidmembran, Bindung prostethischer Gruppen und
Oligomerisierung. Die Beobachtung, dass VKOR in SDS bereits helikale Strukturen
ausgebildet hat (siehe Abb. 3.30), stutzt dieses Modell zusatzlich.

Als Konsequenz dieser Hypothese stellt sich die Frage, inwieweit die in vitro
Renaturierung durch die Detergensumgebung beeinflusst wird, da eine Reihe von
Parametern wie hydrophobe Dicke der Lipidmembran bzw. Detergensmizelle oder
die Interaktionen mit den umgebenden Lipid- bzw. Detergensmolekilen verschieden
auf die Interaktionen zwischen Transmembranhelices oder die nachfolgenden
Schritte der Faltung wirken kdonnen. Von der Solubilisierung von Membranproteinen
ist bekannt, dass verschiedene Detergenzien unterschiedlich gut geeignet sind, um
die Funktionalitat zu erhalten (Seddon et al., 2004). Analog dazu spielt, aus den oben
genannten Grinden, die Wahl des Detergens fur die in vitro Renaturierung oft eine
herausragende Rolle (Baneres et al., 2003, 2005; Gorzelle et al., 1999). Allgemein
lasst sich sagen, dass Detergenzien mit langeren Alkylketten und nicht-ionische
Detergenzien (z.B. Alkylglucoside) die Proteinfunktion oft besser erhalten (Seddon et
al., 2004).

Far die in vitro Renaturierung von VKOR zeigte sich, dass die Substitution von DDM
durch ein anderes Alkylglucosid (OG) dazu fuhrt, dass VKOR nicht renaturiert
werden kann (Kapitel 3.6.3). Trotz struktureller Ahnlichkeit zwischen beiden

Detergenzien (siehe Anhang 3) ist die Renaturierung von VKOR offenbar auf DDM
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im Ruckfaltungspuffer angewiesen. Dies ist wahrscheinlich auf eine unterschiedliche
Interaktion zwischen Detergens und Protein in beiden Fallen zurickzufuhren. In der
nativen Membran wird die korrekte Positionierung eines Membranproteins durch
ionische Wechselwirkungen von geladenen Gruppen am Ende der Transmembran-
helices mit den Kopfgruppen der Phospholipide (sowie Wassermolekilen) und
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten der Lipide und den
hydrophoben Transmembranbereichen des Proteins bestimmt (Andersson et al.,
1992; Lee, 2004; von Heijne et al., 1988). Im Vergleich zu den Lipiden der nativen
Membran besitzen Detergenzien jedoch kurzere Alkylketten. Dies kann dazu flhren,
dass das Protein deformiert wird, um sowohl ionische Wechselwirkungen als auch
hydrophobe Interaktionen zu realisieren. Ein derartig missgefaltetes Protein liegt
moglicherweise in den OG/CHAPS-Mizellen vor, so dass die native VKOR-Struktur
darin nicht ausgebildet werden kann (siehe Abb. 4.2). Man kann vermuten, dass in
den gemischten DDM/CHAPS-Mizellen das zwitterionische Detergens CHAPS vor
allem ionische Wechselwirkungen mit dem Protein (und Wasser) realisiert, wahrend
DDM mit seiner langen Alkylkette vor allem hydrophobe Wechselwirkungen zum
Protein eingeht ohne dieses strukturell zu beeintrachtigen. Ein Indiz, wie wichtig
CHAPS hierbei ist, zeigt die Rulckfaltung ohne dieses Detergens, die zu einer

deutlich geringeren Renaturierungsausbeute fuhrte (Kapitel 3.6.3).
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Abb. 4.2 Modell der Lokalisierung von VKOR

(A) In einer Membranumgebung wird die Positionierung von VKOR durch Interaktionen zwischen
geladenen Aminosduren des Proteins und den Kopfgruppen der Phospholipide sowie durch
hydrophobe Interaktionen zwischen den Lipid-Alkylketten und hydrophoben Transmembran-
bereichen des Proteins bestimmt. Phospholipide sind in blau dargestellt, Cholesterol ist rot
dargestellt. (B) Eine vergleichbare Situation wird wahrend der Renaturierung von VKOR in
DDM/CHAPS-Mizellen geschaffen. DDM ist griin und CHAPS in braun dargestellt. (C) In Gegenwart
von OG/CHAPS-Mizellen kann es aufgrund der geringeren Linge der Detergens-Alkylketten und der
damit einhergehenden geringeren hydrophoben Dicke jedoch nicht zur Renaturierung von VKOR
kommen. OG ist in rot dargestellt, CHAPS in braun.
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4.3 Rekonstitution von VKOR

Far den Nachweis der enzymatischen Aktivitat war es notwendig, VKOR nach dem
essentiellen Schritt der in vitro Renaturierung in eine Lipidumgebung zu rekonstituie-
ren (Kapitel 3.7.1, Abb. 3.13). Die Spezifitat der beobachteten Enzymaktivitat konnte
durch eine Inhibierung mit dem spezifischen Antagonisten Warfarin bestatigt werden,
Der ermittelte ICso-Wert von 2,5 uM ist in guter Ubereinstimmung mit den Werten in
der Literatur (Begent et al., 2001; Chu et al., 2006; Rost et al., 2004). Damit konnte in
dieser Arbeit erstmals die Funktionalitdt von renaturiertem VKOR nach dessen
Rekonstitution in POPC-Liposomen gezeigt werden. Dass eine Lipidumgebung eine
unabdingbare Voraussetzung fur VKOR-Aktivitat ist, wurde bereits durch die
Reinigung von VKOR aus Sf9-Insektenzellen gezeigt. Hierbei kam es zu einem
Verlust der VKOR-AKktivitat durch die Extraktion des Proteins aus den mikrosomalen
Membranen (Chu et al., 2006). Die enzymatische Aktivitat des gereinigten Proteins
wurde anschlieBend durch Rekonstitution von VKOR in DOPC-Membranen wieder
erlangt. Zudem zeigte die Behandlung von VKOR-Praparationen mit Phospholipase
Ay, einem Enzym das Lipide hydrolysiert, einen Einfluss auf die VKOR-Aktivitat
(Wallin et al., 1997) In zahlreichen anderen Praparationen von VKOR wurde
ebenfalls ein Verlust der Epoxid-Reduktase-Aktivitat des Enzyms im Zuge der
Solubilisierung mit Detergenzien festgestellt (Begent et al., 2001; Cain et al., 1997,
Mukhariji et al., 1985; Wallin et al., 1998). In allen diesen Fallen ist jedoch unklar, in
welchem Ausmal} es zu einer Missfaltung oder Denaturierung des VKOR-Enzyms in
den Detergensmizellen kommt. Daher ist offen, ob die fehlende enzymatische
Aktivitat strukturelle Ursachen hat.

Um diesen Sachverhalt néaher zu charakterisieren wurde rekonstituiertes VKOR mit
verschiedenen Konzentrationen des Detergens DDM inkubiert. Dabei zeigte sich
eine Abnahme der enzymatischen Aktivitat bis zu einer Konzentration von 0,6 mM,
was in etwa der dreifachen cmc von DDM entspricht (Kapitel 3.8.1). Es konnte
jedoch kein Hinweis darauf gefunden werden, dass es in diesem
Konzentrationsbereich zu strukturellen Anderungen oder einer Aggregation von
VKOR kommt. Die erhaltenen Ergebnisse sprechen somit eher gegen eine
strukturelle Deformierung von VKOR durch DDM und fur einen Einfluss moglicher
Protein-Lipid-Wechselwirkungen. Denkbar ware, z.B. eine Stabilisierung maoglicher

Konformationszustande wahrend der Katalyse, wie im Falle des Acetylcholin-
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Rezeptors (daCosta et al., 2009) oder des Oxytocin-Rezeptors (Gimpl et al., 1997).
Einschrankend muss man jedoch sagen, dass andere Detergenzien VKOR durchaus
strukturell beeintrachtigen konnten. Der Einfluss von OG wahrend der Renaturierung
(Kapitel 3.6.3) und Rekonstitution (Kapitel 3.7.3) kann als Indiz dafir gesehen

werden.

4.3.1 Einfluss der Zusammensetzung der Lipidumgebung

Es ist bekannt, dass auch die Zusammensetzung der Lipidmembran einen malRgebli-
chen Einfluss auf Membranproteine und deren Aktivitat ausiiben kann (Lee, 2004;
Opekarova et al., 2003). Fur VKOR wurde nach dessen Rekonstitution in eine Lipid-
umgebung, die in ihrer Zusammensetzung der nativen Membran ahnelt, Uberrasch-
end nur eine sehr geringe Enzymaktivitat beobachtet, wahrend in POPC eine deut-
liche VKOR-Aktivitat zu sehen war (Kapitel 3.7.4). Ebenso konnte gezeigt werden,
dass die Abnahme der Aktivitat durch die Anwesenheit von Cholesterol, sowie in
noch groRerem Malke durch POPE verursacht wird und nicht auf eine unterschied-
liche Rekonstitution zurtckzufuhren ist. Die erhaltenen Daten scheinen im Wider-
spruch zur Situation in vivo zu stehen. Man muss jedoch einbeziehen, dass Membra-
nen in vivo keineswegs homogene Mischungen von Lipiden, sondern eher eine dyna-
misch strukturierte Mischung unterschiedlicher Membrandomanen sind (Vereb et al.,
2003). Die Verteilung von Lipiden variiert zum Teil sehr stark zwischen beiden Seiten
der Membranen (Liscum et al., 1995; Schroeder et al., 1991; Yamaji-Hasegawa et
al., 2006; Zachowski, 1993), sowie in lateraler Richtung (Jacobson et al., 1995) und
wird durch aktiven Transport von Lipiden, Lipid-Lipid-Wechselwirkungen und Protein-
Lipid-Wechselwirkungen gesteuert (Kim et al., 2008; Vereb et al., 2003).

Abb. 4.3 Selektive Akkumulation von Membranproteinen in verschiedenen
Membrandomanen.

Die Membran besteht aus Mikrodomanen mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung (griin:

Membrandomédne mit Lipiden in LB-Phase; weill: Membrandomane mit Lipiden in La-Phase). Der

Mechanismus einer selektiven Akkumulation kann durch die Praferenz des Proteins fiir bestimmte

chemische oder physikalische Eigenschaften (Hydrophobizitdt, Membrandicke, Membranviskositat)

der Lipid-Mikrodomane erklart werden. (nach Vereb et al., 2003)
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Unterschiedliche Eigenschaften und Aktivitdt von Membranproteinen kann eine
Vielzahl von Ursachen haben. Das Membranprotein kann durch bestimmte Lipide
stabilisiert werden, wie es fur Cytochrom ¢ Reduktase (Hayer-Hartl et al., 1992) und
einige GPCRs bekannt ist (Hanson et al., 2008; Paila et al., 2009; Yao et al., 2005).
Aber auch die Interaktion mit bestimmten Phospholipid-Kopfgruppen (Romsicki et al.,
1999) oder die Fluiditat der Membran kann einen direkten Einfluss auf die
Eigenschaften von Membranproteinen haben, wie dies fur den Cholecystokinin-
Rezeptor (Gimpl et al., 1997), Carnitin-Palmitoyltransferase (Kolodziej et al., 1990;
McGarry et al., 2000) sowie weitere Membranproteine (Gordon et al., 1980) gezeigt
wurde. Fur die Photoaktivierung von Rhodopsin bestimmt eine Vielzahl von Faktoren
wie curvature stress (Biegebeanspruchung) der Lipidmatrix, die hydrophobe Dicke
der Lipidmembran, direkte Interaktionen des Proteins mit der Lipid-Kopfgruppe und
der Lipid-Alkylkette, sowie die Lipidzusammensetzung der umgebenden Membran
das Gleichgewicht zwischen den Metarhodopsin-Zustanden MI und MIl (Soubias und
Gawrisch 2011).

In einem weiteren Experiment wurde VKOR in Lipide mit einer Phosphatidylcholin-
Kopfgruppe rekonstituiert, die sich nur in der Zusammensetzung ihrer Alkylketten
unterscheiden (Kapitel 3.7.4.2). Hierbei ist zusatzlich interessant, dass VKOR eine
vergleichbare Aktivitat in POPC und DOPC zeigte, da fur rekombinantes humanes
VKOR aus Sf9-Insektenzellen, das in DOPC rekonstituiert wurde, bereits eine
enzymatische Aktivitat nachgewiesen wurde (Chu et al., 2006). Da der Aktivitatstest
fur VKOR bei 30 °C durchgeflihrt wurde, kann man davon ausgehen, dass in DOPC
und POPC nahezu 100% des Lipids im flissig-kristallinen Zustand (L.,-Phase)
vorliegen und die Lipiddoppelschicht eine ahnlich hohe Fluiditat in beiden Fallen
besitzt. In DMPC kann dagegen ein Teil des Lipids in der Gelphase (Lg-Phase)
vorliegen, was in einer geringeren Fluiditat resultieren wirde. Fur DPPC kann man
annehmen, dass aufgrund der hohen Ubergangstemperatur des Lipids nahezu alle
Molekule in der Gelphase vorliegen und die Membran daher nur eine sehr geringe
Fluiditat aufweist. Die erhaltenen Ergebnisse stehen daher in guter Ubereinstimmung
zur erwarteten Fluiditat der Lipidmembran, in die VKOR rekonstituiert wurde.

Eine Korrelation der VKOR-Enzymaktivitat mit der hydrophoben Dicke der Membran
wie es z.B. fur Na,K-ATPase (Cornelius et al., 2001) und Diacylglycerolkinase (Pilot
et al., 2001) nachgewiesen wurde, konnte nicht beobachtet werden. In DMPC
(C14:0, C14:0), das sehr dunne Lipiddoppelschichten bilden sollte, wurde eine
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héhere Enzymaktivitat beobachtet als in DPPC (C16:0, C16:0). Die VKOR-
Enzymaktivitat war jedoch in DOPC (C18:1, C18:1) und POPC (C16:0, C18:1),
welche die dicksten Membranen bilden sollten, am grofiten.

Weitere Faktoren, die die unterschiedliche enzymatische Aktivitat in verschiedenen
Lipiden erklaren kénnen, sind z.B. eine veranderte Diffusion des Substrats in den
verschiedenen Lipiden. AuRerdem konnten trotz exzessiver Dialyse noch geringe
Mengen Detergens in den Proben vorhanden sein, die die Phaseneigenschaften der
Lipide beeinflussen. Allerdings wurde man in diesem Fall erwarten, dass das
Detergens aufgrund seines dissoziativen Charakters die Interaktionen zwischen den
Lipiden schwacht und daher den Phasenzustand eher in Richtung flissig-kristalliner
Phase verschieben wirde (Eley et al., 2001; Karatekin et al., 2003; Kobayashi et al.,
2008). Eine weitere Erklarung ware eine veranderte Protein-Lipid-Wechselwirkung in
den verschiedenen Lipiden. Da alle verwendeten Lipide jedoch die gleiche
Kopfgruppe besitzen, kommen nur veranderte Interaktionen mit den Alkylketten in
Betracht. Nimmt man an, dass das Membranprotein statistisch mit allen Alkylketten
gleich interagiert, wirde man hierbei eine Abstufung der Aktivitdt zwischen POPC
und DOPC erwarten kdnnen, da POPC noch eine Palmitylkette besitzt und daher von
seiner Struktur zwischen DPPC und DOPC steht. Geht man allerdings von einer
Praferenz der Interaktion zu ungesattigten Alkylketten aus, so konnten die
beobachteten Aktivitaten vielleicht zum Teil durch diesen Effekt erklart werden.
Weiterfuhrende Experimente, die diesen Sachverhalt klaren kdénnen sind hierbei
notwendig.

Die erhaltenen Ergebnisse implizieren daher, dass aktives VKOR in vivo vermutlich
eher in Domanen mit niedriger Viskositat lokalisiert ist (siehe Abb. 4.3), bzw. dass die
VKOR-AKktivitét durch eine Anderung des Phasenzustands moduliert werden kann,
wie dies durch Anderung der Lipidzusammensetzung in Anpassung an bestimmte
Einflusse geschehen kann (Epand et al., 1988; Lundbaek, 2008; Romantsov et al.,
2009).

4.3.2 Einfluss reduzierender Bedingungen auf rekonstituiertes VKOR

Chu et al. (2006) beschreiben, dass die Zugabe des Reduktionsmittels THP wahrend
der Rekonstitution essentiell fur die Wiedererlangung der enzymatischen Aktivitat
von VKOR ist. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass VKOR auch ohne

Zugabe eines Reduktionsmittels nach der Rekonstitution enzymatisch aktiv ist, aber
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die Zugabe von DTT die enzymatische Aktivitat des rekonstituierten Proteins deutlich
erhoht (Kapitel 3.7.6). Allerdings tritt dieser Effekt bei Zugabe von TCEP nicht auf.
Dies spricht dafur, dass VKOR zum Zeitpunkt der Reduktion durch DTT bereits
rekonstituiert ist und Reste im Transmembranbereich des Proteins betroffen sind.
Messungen der intrinsischen Fluoreszenz zeigen keinerlei Anderungen fiir die TCEP-
Zugabe, wahrend der Anstieg der Fluoreszenz nach DTT-Zugabe auf strukturelle
Anderungen oder auf die Reduktion quenchender Cystine hinweisen kénnte (Kapitel
3.8.2). Allerdings lasst sich ohne weitere Experimente nur Uber die Bedeutung dieser
Daten spekulieren. Durch die DTT-Zugabe kénnten intermolekulare Disulfidbricken
reduziert werden, in deren Folge es zur Aufhebung des Quenchings kommt. Jedoch
ware auch ein geringer Effekt auf die Fluoreszenz und die enzymatische Aktivitat fur
die TCEP-Zugabe zu erwarten gewesen, da einige Cysteinreste nach dem
gegenwartigen Strukturmodell (Li et al., 2010; Schulman et al., 2010) I6sungsmittel-
exponiert sind. Eine komplettere Reduktion der Cysteine im aktiven Zentrum ist
ebenfalls nicht wahrscheinlich, da die beobachtete Anderung nach 10 Minuten
bereits fast vollstandig ist. Als Konsequenz dessen mussten alle Ansatze zur
Bestimmung der VKOR-AKktivitat die gleiche Aktivitat zeigen, da die Reduktion bereits
vor dem Start der Reaktion durch Substratzugabe abgeschlossen ist. Somit konnte
eine starkere Stabilisierung von VKOR in seiner reduzierten Form eine Ursache sein
oder eine weitere Renaturierung falsch gefalteter Moleklle innerhalb der
Membranumgebung infolge der Reduktion. Gegen die letztgenannte Moglichkeit
spricht, dass wahrend der in vitro Renaturierung die native Struktur energetisch
begunstigt ist und dadurch stabilisiert werden sollte (Lilie et al., 1998; Rudolph et al.,
1996), jedoch kein Effekt auf die Enzymaktivitdt durch die Zugabe von
Reduktionsmitteln beobachtet wurde (Kapitel 3.7.6). Allerdings kdnnte es sein, dass
die native Struktur des Membranproteins in einer Membranumgebung deutlich

besser stabilisiert wird als in Detergensmizellen (Popot et al., 2003).

4.3.3 Abschatzung der Reproduzierbarkeit der Experimente und der

Effizienz der Renaturierung

Fir humanes VKOR konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals ein Protokoll
erarbeitet werden, um das Membranprotein in groen Mengen in einer inaktiven
Form in E. coli zu produzieren und zu renaturieren. Nach der Rekonstitution in eine

Lipidumgebung konnte die Funktionalitat von VKOR gezeigt werden und eine Reihe
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von Einflissen auf die enzymatische Aktivitat untersucht werden. Dabei wurde in
allen Fallen VKOR wie beschrieben renaturiert und in POPC rekonstituiert, um einen
internen Standard zum Vergleich zwischen verschiedenen Experimenten zu
schaffen. Es ist aber zu sehen, dass die gemessene Enzymaktivitat fir diesen
Standard zum Teil stark abweichen kénnen. Diese Abweichungen kénnen teilweise
mit Pipettierfehlern beim Mischen der Rekonstitutionsansatze erklart werden. Geht
man von einer Ungenauigkeit der Pipetten von £5 % aus, konnen leicht Unterschiede
in der OG-Konzentration im Rekonstitutionsansatz von +1,5 mM erreicht werden.
Sieht man den grolien Effekt, den Abweichungen von 3 mM haben, kdnnten grolRe
Unterschiede zwischen einzelnen Rekonstitutionsansatzen innerhalb eines
Experiments auftreten. Da innerhalb der einzelnen Experimente die Schwankungen
jedoch kleiner waren, liegt das Hauptproblem vermutlich in einer ungleichmaRigen
Qualitat der in vitro Renaturierung. Diese hangt von einer ganzen Reihe von
Faktoren ab, z.B. der Proteincharge, der Temperatur, der Dauer zwischen den
Renaturierungspulsen und der Mischung der Ansatze. Die besten erhaltenen
Ausbeuten nach Renaturierung und Rekonstitution liegen zwischen 4,7 und 9,4 %.
Bezieht man die Proteinverluste bei der Rekonstitution mit ein, liegt die Effizienz der
Renaturierung zwischen 14,1 und 37,6 %.

Um vergleichbarere Werte zu erhalten, muss in zuklnftigen Arbeiten funktionelles
VKOR von inaktivem VKOR vor der Rekonstitution mittels Ligandenaffinitatschro-
matographie getrennt werden und nach der Rekonstitution Lipid-assoziiertes Protein
durch Flotation isoliert werden. Auf diese Weise sollte es moglich sein, deutlich
homogenere VKOR-Praparationen zu erhalten und somit die Enzymaktivitat auf die

tatsachliche Menge von aktivem Protein zu beziehen.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten die Grundlagen geschaffen werden, um humanes
VKOR in bakteriellen Expressionsystemen als inclusion bodies zu produzieren, zu
reinigen und zu renaturieren. Auf diese Weise scheint es moglich zu sein, humanes
VKOR in zukunftigen Arbeiten in genligenden Mengen und ausreichender Reinheit
fur die strukturelle, biochemische und biophysikalische Charakterisierung zur
Verfligung zu stellen. Dies stellt somit eines der wenigen Beispiele fur die gelungene

in vitro Renaturierung eines humanen Membranproteins dar.
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Die strukturelle Charakterisierung des Membranproteins mit den etablierten
Methoden kann jedoch weitere Herausforderungen mit sich bringen. Bislang konnte
nicht geklart werden, ob VKOR nach der Renaturierung bereits in der nativen
Struktur vorliegt oder diese erst nach der Rekonstitution in Lipide erreicht wird. Die
Charakterisierung mittels CD-Spektrophotometrie wurde in dieser Arbeit versucht
(Kapitel 3.8.3), kann aber sowohl durch Arginin im RuUckfaltungspuffer, als auch
durch Lipide nach erfolgter Rekonstitution gestort werden. Daher ist diese Methode
zur Untersuchung des Proteins nicht geeignet. Die Aufnahme von 1D-H-NMR-
Spektren konnte hierbei Aufschluss geben, ab welchem Schritt VKOR gefaltet
vorliegt.

Eine vielversprechende Alternative zur Charakterisierung von humanem VKOR stellt
die Verwendung homologer bakterieller VKOR-Proteine dar. Oftmals lassen sich
bakterielle Proteine besser heterolog in E. coli exprimieren und reinigen, so dass
adaquate Mengen flr die Strukturanalyse gewonnen werden kénnen (Junge et al.,
2008; Tate, 2001). Die Aufklarung der Struktur eines VKOR-homologen Proteins aus
Synechococcus sp. (Li et al., 2010) ist hierfur beispielhaft zu nennen. Diese Struktur
hat eine ganze Reihe neuer Erkenntnisse Uber die Topologie, maogliche
Redoxpartner und den wahrscheinlichen Reaktionsweg des humanen Enzyms
gebracht. Das bakterielle VKOR ist jedoch nicht in der Lage die Reduktion von
Vitamin K Epoxid zu katalysieren. Die Ursache fur diesen wichtigen Unterschied
zwischen humanem und bakteriellem VKOR konnte bislang nicht anhand der
Struktur und weiteren Untersuchungen beantwortet werden. Moéglicherweise kénnen
zukunftige Mutationsstudien, die zu einer Epoxid-Reduktase-Aktivitat des bakteriellen
Enzyms fuhren, oder Varianten des humanen VKOR, die die Charakteristik des
bakteriellen Enzyms aufweisen, diese Lucke schliel3en.

Weiterhin ware es interessant, einzelne Schritte der enzymatischen Reaktion
beobachten zu kdnnen. Hierfur konnten zum Beispiel Cysteinreste im Molekul mutiert
und VKOR so in einer Phase des Reaktionsmechanismus fixiert werden, wie es
schon zur Identifizierung der ER-Redoxpartner durchgeflhrt wurde (Schulman et al.,
2010). Auch die Einbringung von Fluoreszenzsonden an verschiedenen Stellen im
Molekul konnte helfen, eventuelle Konformationsanderungen wahrend der Reaktion

verfolgen zu kdnnen und Interaktionen mit dem Redoxpartner zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Vitamin K Epoxid Reduktase ist ein integrales Membranprotein, das die enzyma-
tische Umsetzung von Vitamin K Epoxid zu Vitamin K und Vitamin K Hydrochinon
innerhalb des Vitamin K-Zyklus katalysiert. VKOR ist daher essentiell, um den
Cofaktor flr die y-Carboxylierung von Vitamin K abhangigen Proteinen bereitzu-
stellen und tragt somit zur Aufrechterhaltung einer funktionellen Blutgerinnung, der
Kalzium-Homoostase in Blut und Knochengewebe und der Regulation proliferativer
und apoptotischer Prozesse bei.

In dieser Arbeit wurde ein System etabliert, mit dem humanes VKOR erstmals im
bakteriellen Expressionssystem in groen Mengen in Form von inclusion bodies
produziert und unter denaturierenden Bedingungen gereinigt werden konnte. Ein
Protokoll fur die Renaturierung und Rekonstitution des Proteins wurde erarbeitet, mit
dem es moglich war VKOR in nativer Form zu erhalten. Durch die Etablierung eines
Assays der enzymatischen Aktivitat war es maoglich, die Funktionalitat nachzuweisen
und die Renaturierungsausbeuten durch den Vergleich mit VKOR exprimierenden
HEK293-Zellen zu quantifizieren. Aullerdem ermdglichte dies die Optimierung der
Renaturierung und Rekonstitution und die weitere biochemische und biophysika-
lische Charakterisierung des Enzyms. Um VKOR fur weiterfuhrende strukturelle
Untersuchungen bereitzustellen, sollte jedoch die Homogenitat des renaturierten und
rekonstituierten Proteins weiter verbessert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Enzymaktivitat stark durch die Lipidumgebung
beeinflusst wird. In Lipidmischungen inhibieren POPE und Cholesterol offenbar die
VKOR-AKktivitat, wahrend Phosphatidylcholine mit ungesattigten Alkylketten einen
forderlichen Effekt besitzen. Die erhaltenen Daten aus den Enzymassays weisen auf
Unterschiede des Lipidphasenzustands und des Diffusionsverhaltens als wahr-
scheinliche Ursachen der unterschiedlichen Aktivitat hin. Die durchgefihrten Flota-
tionsexperimente sprechen gegen eine ungleichmalige Effizienz der Rekonstitution
in die verschiedenen Lipidmembranen als Grund fur die differierenden VKOR-Aktivi-
taten. Der Verlust von Protein-Lipid-Wechselwirkungen scheint zu einer Abnahme
der VKOR-Enzymaktivitat fUhren zu kénnen.

Ein Einfluss des pH-Wertes oder der Gegenwart von Redoxsystemen wahrend der
Renaturierung wurde nicht beobachtet. Daher scheinen keine strukturell wichtigen

Disulfidbricken in der Renaturierung von VKOR involviert zu sein.
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Mit dem in dieser Arbeit etablierten System ist es moglich, natives humanes VKOR in
geeigneten Mengen fur dessen biochemische Charakterisierung zu gewinnen. Somit
wurde die Grundlage geschaffen, um den Einfluss diverser Mutationen, von
verschiedenen Antagonisten oder der Lipidumgebung sowie weiterer Faktoren auf

dieses medizinisch bedeutsame Membranprotein zu untersuchen.
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7 Anhang

Anhang 1: Nukleotid- und Aminosauresequenzen des humanen VKOR,
sowie resultierende Sequenzen aus der Klonierung in pET31b

Nukleotidsequenz der codonoptimierten cDNA des humanen VKOR und daraus
resultierende Aminosauresequenz:

1 ATGGGTAGCACCTGGGGTAGCCCGGGTTGGGTTCGTCTGGCGCTGTGTCTGACCGGTCTG 60
iMm G S TWSGSPGWVRLALTCLTG L 20

61 GTTCTGAGCCTGTATGCGCTGCATGTTAAAGCGGCCCGTGCCCGTGATCGTGATTATCGT 120
22V L S LY AL HV KAARARUDIRD Y R 40

121 GCCCTGTGTGATGTTGGCACCGCCATTAGCTGTAGCCGTGTGTTTAGCAGCCGTTGGGGT 180
41 A L C DV 6 T A1 S CSRVF S SRWG 60

181 CGTGGTTTTGGTCTGGTGGAACATGTTCTGGGCCAGGATAGCATTCTGAACCAGAGCAAC 240
61 R G F G L V EH V L G Q D S I L NQ S N 80

241 AGCATCTTTGGCTGTATCTTCTACACCCTGCAGCTGCTGCTGGGTTGTCTGCGTACCCGT 300
865 1 F G C 1 FYTULOQLLULGT CLRTR 100

301 TGGGCGAGCGTTCTGATGCTGCTGTCTAGCCTGGTTAGCCTGGCGGGTAGCGTTTATCTG 360
01w AS VLML L S SLV SLAGS VYL 120

361 GCGTGGATTCTGTTCTTCGTTCTGTACGATTTCTGTATCGTGTGTATCACCACCTATGCC 420
1212 A W 1 L FFV LYDZ FCI1H1T VCITTYA 140

421 ATTAACGTGAGCCTGATGTGGCTGTCTTTTCGTAAAGTTCAGGAACCGCAGGGTAAAGCG 480
1411 NV S L MWL S FRKVQE P Q G K A 160

481 AAACGTCATTAA 492
161 K R H * 163

Nukleotidsequenz der codonoptimierten cDNA des humanen VKOR in pET31b und
daraus resultierende Aminosauresequenz des Fusionsproteins aus Ketosteroidiso-
merase-Peptid (gelb) und humanem VKOR (grun):

ATGCATACCCCAGAACACATCACCGCCGTGGTACAGCGCTTTGTGGCTGCGCTCAATGCC 60
M T P EH I T AV V QRFV A AL NA 20

0

61 GGCGATCTGGACGGCATCGTCGCGCTGTTTGCCGATGACGCCACGGTGGAAGANICIICGTG 120
226 b L b1 VAL F ADU DA ATV E D vV 40
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121 GGTTCCGAGCCCAGGTCCGGTACGGCTGCGATTCGTGAGTTTTACGCCAACTCGCTCAAA 180
416 S E P R S G T A A I R EF Y A NS L K 60

181 CTGCCTTTGGCGGTGGAGCTGACGCAGGAGGTACGCGCGGTCGCCAACGAAGCGGCCTTC 240
61 L P L AV E L TQ E V R AV ANZEAATF 80

241 GCTTTCACCGTCAGCTTCGAGTATCAGGGCCGCAAGACCGTAGTTGCGCCCATCGATCAC 300
86 A F TV S FEY QGIRKTV V AP 1 D H 100

301 TTTCGCTTCAATGGCGCCGGCAAGGTGGTGAGCATCCGCGCCTTGTTTGGCGAGAAGAAT 360
1001 F R F NG AGIKV VS 1T RALFGE K N 120

————————— el D B el Eenieeieeieie] Eenieniets

361 ATTCACGCATGCCAGATGCTG CTCGAG 420

1221 H A C Q M L L E 140
|

421 480
141 160
————————— ] ] it ettt et
481 540
161 180
————————— ] ] et Eemieieiete et
541 600
181 200
————————— ] ] D] i o]

601 660
201 220
————————— ] (el Eeeienieeiel Eenieeieietie eeieietel
661 720
221 240
————————— ] el Eeieieieeie] Eenieeieniette eenieiete]

721 780
241 260
————————— ] (et eeieieeie] Eieeietette [eeteietete]

781 840
261 280
————————— ] ] e el Bty
841 CTCGAGCACCACCACCAC 900
281 L E H H H H 300

901 CACCAC 906
301 H H 302

Vorgenommene ortsgerichtet Mutationen zur Einbringung bzw. Deletion von
Ameisensaurespaltstellen sind rot hinterlegt.
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Anhang 2: Nukleotid- und Aminosauresequenzen des verkirzten humanen VKOR,
sowie der verwendeten VKOR-homologen Proteine und deren Klonierung.

#1 Ndel-vkor trunc.
Upstream-Primer zur Amplifizierung der Sequenz des verkurzten humanen vkorc1,
mit Ndel-Schnittstelle zur Klonierung in pET-Vektoren; 37bp, Tm=63°C

5-GGAT CAA CAT ATG CGT GAT CGT GAT TAT CGT GCC CTG-3
#2 BamHI-vkor trunc.

Downstream-Primer zur Amplifizierung der Sequenz des verkurzten humanen
vkorc1, mit BamHI-Schnittstelle zur Klonierung in pET-Vektoren; 31bp, Tm=63°C

5-CTCC GGATCCTTAATGACGTTT CGC TTT ACC-3

Die Sequenz des verkiurzten humanen VKOR wurde zunachst mittels PCR amplifi-
ziert und anschlielfend durch Restriktionsverdau und anschlielende Ligation in die
gewunschten pET-Vektoren kloniert.

Die cDNA-Sequenzen der VKOR-homologen Proteine von Bifidobacterium longum,
Arabidopsis thaliana und Sulfolobus solfataricus wurden von der Firma GeneArt
bezogen und weisen bereits eine Ndel-Restriktionsstelle in 5°-Position und eine
BamHI-Restriktionsstelle in 3'-Position zur Gensequenz auf. Daher wurden diese
Gensequenzen klassisch durch Restriktionsverdau und anschlieRende Ligation in die
gewunschten pET-Vektoren kloniert.

Nukleotidsequenz der codonoptimierten cDNA des N-terminal verkurzten humanen
VKOR und daraus resultierende Aminosauresequenz:

CGTGATCGTGATTATCGTGCCCTGTGTGATGTTGGCACCGCCATTAGCTGTAGCCGTGTG 60
R DR DYRALTCDVGTAI S CSRV 20

R

61 TTTAGCAGCCGTTGGGGTCGTGGTTTTGGTCTGGTGGAACATGTTCTGGGCCAGGATAGC 120
20F S S RWGWRGFGL V EHV L G Q D S 40

121 ATTCTGAACCAGAGCAACAGCATCTTTGGCTGTATCTTCTACACCCTGCAGCTGCTGCTG 180
411 L N Q S N S I F G C I F Y T L Q L L L 60

181 GGTTGTCTGCGTACCCGTTGGGCGAGCGTTCTGATGCTGCTGTCTAGCCTGGTTAGCCTG 240
6166 ¢ L R T R WA SV LML L S S L V S L 80

241 GCGGGTAGCGTTTATCTGGCGTGGATTCTGTTCTTCGTTCTGTACGATTTCTGTATCGTG 300
81lA G S VYL AWIl1LFFV LY DFZ CI1V 100

301 TGTATCACCACCTATGCCATTAACGTGAGCCTGATGTGGCTGTCTTTTCGTAAAGTTCAG 360
i021Cc T T Y A I NV S L MWL S F R K V Q 120

361 GAACCGCAGGGTAAAGCGAAACGTCATTAA 390
121 E P Q G K A K R H * 129
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Nukleotidsequenz der codonoptimierten cDNA des VKOR-homologen Proteins aus
Bifidobacterium longum und daraus resultierende Aminosauresequenz:

1 ATGACCCGTAACACCGCGACCGATACCAGCAGCAGCACCACCAACACCACCCCGCTGGGT 60
i1Mm T R NTATDTSS S TTNTTPL G 20

————————— il o) el etd bl
61 CTGGCCGAAGCGCGTCCGCTGATTGGCTGGCGTCATAGCGCGACCTGGACCTATCTGATT 120

22L A E ARPL I GWRHSATWT Y L I 40

121 ATGCTGATTGCGAGCGCGGTTGCGCTGGGTGCGAGCCTGATTCTGAGCGCGGAAACCCTG 180
41 M L I A S AV AL GASL I L SAETL 60

181 CAACTGGCCCGTCATCCGGAAAGCGCGCTGGGCTGCGATCTGAACAGCGTGGTGAGCTGT 240
61Q L ARHPESALGT CDILNSVYV S C 80

241 AGCGCGGTTGCCCAGAGCTGGCAGGCGGAAATTGCGAAATTTGGCGGCCTGAGCTATCCG 300
81S AV A Q S wWQ AEI AKFGGUL S Y P 100

301 AACGCGTTTTTTGGCATTGCGGCGGAAAGCGTGTTTATTACCATTGCGGTGATTGGCCTG 360
101N A F FGI AAESV F I TI1 AV I G L 120

361 GCCCGTGTGAAAGTGCCGCGTTGGTTTGCGACCTGCACCTGGCTGGGTGGTCTGGCCGCG 420
122 A RV KV PR WF AT CTWIL G G L A A 140

421 CTGGCCTATAGCTATTGGCTGTCTACCCAGAGCCTGTTTGTGATTCATGCGCTGTGCCCG 480
41L A Y S Y WwWwL STOQ SL F VI HALCP 160

481 TGGTGCCTGACCCTGATGTTTAGCACCACCATTCAGTTTATGGCCCTGAGCCATGCGACC 540
62w ¢ L T LMFSTTTIQFMALSHAT 180

541 GTGGCGGTTCAGGGTCTGCCGAGCCGTAAAGCGGTGGCGGCGGATGATAGCGATGGCGAA 600
831V AV Q G L PSRKAVAADUDSD G E 200

601 GCGGAAGTTGCGGCGGTTCCGGCGGGTCTGAACAAATATTATCGCCTGAACATCGATCTG 660
200AE V AAV P A GLNIKY Y RL N1 D L 220

661 ATGGTGGATATTCTGTGGATTGTGGCGATTGTGGTGCTGATTATTGTGACCGAAGGTGCG 720
221 M v D I L W I VA1 V VvV L 1 I V TE G A 240

721 GCGCTGTTTGCGGCG 735
241 A L F A A 245
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Anhang

Nukleotidsequenz der codonoptimierten cDNA des VKOR-homologen Proteins aus
Arabidopsis thaliana und daraus resultierende Aminosauresequenz

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

ATGGCGCGTTTTGTGAGCGTGAGCAGCTGCCAGTTTCATTTTGGCTTTCGTGAAGTGAGC
M AR FV SV S S CQFHFGFRE V S

CCGCCGAGCGTGACCAGCTATCCGCGTCGTTTTGAAGTGAGCGATCGTCGTTTTCCGGCG
P P SV TSYPRRZFEV SDIRIRTFPA

ATTCCGATTAAATGCAGCAGCAGCGAACCGGAAAACGGCGAAGATAGCGCGCCGAGCCTG
Il P 1 K CS S S EPENGETDSAUP S L

TCGAGCAGTAGCTCTAGCAGTACCAGCGAAGTGAGCACCAGCAATAGCAGCACCTATAAC
s §$Ss§S§S§S S§ S ST S EV STSNS S T Y N

————————— et i Deetentel Denieniantd beatvatantd
TGGTATACCGGCATTGGCGGTATTGGTATGCTGGATACCGCGTATCTGACCTATCTGAAA

wyTSGI1 G GI GM L DTAY L TY L K

GTGACCGGCAGCGATGCGTTTTGCCCGATTGGCGGTGGCACCTGCGGCGATGTGCTGAAC
v T ¢ S b AFCWP 1 GGG TCGUDV L N

AGCGATTATGCGGTGGTGTTTGGCGTGCCGCTGCCGGTGATTGGCTTTGTGATGTATGGC
S DY AV V FGVPLUPV I GFVMYG

GTGGTGACCGCCCTGAGCGCGGAACTGGGCGAAGGCAACCTGCCGTTTGGCATTAGCAAA
vV v T AL SAEWLSGESGNWLWPFGTI1I S K

AGCAACGGCCGTTTTGCGCTGTTTGGCATTACCACCGCGATGGCGAGCGCGAGCGCGTAT
S NGRFALZFGI TTAMASASAY

TTTCTGTATATCCTGAGCACCAAACTGAGCGGCAGCAGCTGCCTGTATTGCCTGGTGAGC
F LY I L S$TIKL S G S S CULYCL V S

GCGTTTCTGAGCTTTAGCCTGTTTTTTCTGAGCGTGAAAGATGTGAAACTGCAAGAAATT
AAF L S F SLFFL SV KDV K L Q E I

CAGCAGGTTGTTGGCCTGCAAATTTGCCTGGCCATTATTGTGGTGGCGAGCCTGACCGCG
Q Q vv 6L QI CLAI1T 1 VVASILTA

AGCTATAGCACCGCGCAGCCGATTCCGAGCCGTAGCGGCGATATTGAACTGCCGTATTTT
s YysSsSTAQ®PI1 PSR S GDII EL P Y F

CGTACCGAAATTTCTAGCAGTAGCTCCCCGTATGCGATTGCGCTGGCCAAACATCTGAAC
R T E 1 §$S S S S PY A1 AL A KWHTLN
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20

120
40

180
60

240
80

300
100

360
120

420
140

480
160

540
180

600
200

660
220

720
240

780
260

840
280



841 AGCATTGGCGCGAAAATGTATGGTGCGTTTTGGTGCAGCCATTGCCTGGAACAGAAAGAA 900
281 1 G AK MY G A FWICSHTCLEQ K E 300

901 ATGTTTGGCCGTGAAGCGGCGAAAGAACTGAACTATGTGGAATGCTTTCCGGATGGCTAT 960
301Mm F G R EAAKELNYVETCZFUPDG Y 320

961 AAAAAAGGCACCAAAATCCTGAAAGCGTGCGCGGATGCGGCGATTGAAGGCTTTCCGACC 1020
321K K G T K 1 L K A CADAAI E G F P T 340

1021 TGGATTATCAACGATAAAGTTCTGAGCGGTGAAATTGAACTGGCGGAACTGGCCGAAATG 1080
341w 1 1 ND KV L S G E I E L A EL A E M 360

1081 ACCGGCTTTAGCCTGGATCAGGCGAACGAAACCAACCAGCTGCAA 1125
361 T 6 F S L D Q A N E TN QL Q 375

Nukleotidsequenz der codonoptimierten cDNA des VKOR-homologen Proteins aus
Sulfolobus solfataricus und daraus resultierende Aminosauresequenz:

1 ATGATCAAAAAAATCGGCATTGGCTTTAGCCTGATTGGTCTGATTGATAGCCTGTACCTG 60
i1 KK 1 61 6GF S L I 6L I DS LY L 20

61 TTTATTCTGACCCGTCTGGAAAAACCGCTGATGTATTGCAACATTAGCAGCCTGGTGAAT 120
22 F I L T R L E K PL MY CNI S S L V N 40

121 TGCAGCAAAGTGGAATTTAGCCAGTTTAGCACCTTTCTGGGCATTCCGGATGCGCTGCTG 180
41C¢ s K v E F §$ QF S TZFULGT1T P DA AULL 60

181 GGCACCATTTTTTTTAGCATCATGCTGATTCTGTGGATTCTGATGTTTACCGAAGAACTG 240
e ¢ T I F F S 1 ML I LW 11 L M FTEE L 80

241 AAATATCTGTGGATTGTGGGCAGCGTGTTCACCATTTATCTGATCTACACCGAAATTCTG 300
g8lK Y L wi1v _6sSsS VvV FTI1T Y L I'Y TETI1 L 100

301 ATTGGCAACATCTGCCTGTATTGCACCATTGCGCATCTGAGCTGCCTGATTCAGGGCTTT 360
1011 G N I C L Y CTI1I A HLSCUL 1T Q G F 120

361 ATTATCTTTCATCGCAGC 378
1221 I F H R S 126
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Anhang

Anhang 3: verwendete Detergenzien

SDS (Natriumdodecylsulfat) OG (n-Octyl-B-D-Glucopyranosid)
Synonyme: Natriumlaurylsulfat Synonyme: n-Octyl-3-D-Glucosid
Summenformel: CH3(CH;)11OSO3Na Summenformel: Cq4H230¢
Molekulargewicht: 288,38 Molekulargewicht: 292, 4
CMC (H20): ~ 8,2 mM (0,24%) CMC (H20): ~ 18-20 mM (0,53%)
Aggregationsnummer: ~ 62 Aggregationsnummer: ~ 27-100
Strukturformel: Strukturformel:
H
fisfﬂxﬂfn,.fwvw.x H @
07 o HD o U'.,_ﬂ_,r‘-wﬁw,.r‘a.‘f,.f
MNat

DDM (n-Dodecyl-B-D-Maltopyranosid)

Synonyme: Laurylmaltosid; Dodecyl 4-O-a-D-Glucopyranosyl-B-D-Glucopyranosid
Summenformel: Cy4H46011

Molekulargewicht: 510,6

CMC (H;0): ~ 0,17 mM (0,0087%)

Aggregationsnummer: 78-149

MizellengroBe: 72 kDa

Strukturformel:

HIC
H o
H HCk
oH o
HO ﬂ%wf“wf”“ww”“wf“wf’“ma’
H

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-Dimethylammonio]-1-Propansulfonat)

Synonyme: N,N-Dimethyl-3-Sulfo-N-[3-[[3a,58,70a,12a)-3,7,12-Trihydroxy-24-
Oxocholan-24-ylJAmino]propyl]-1-Propanaminium-hydroxid

Summenformel: C3,HssN,0O7S

Molekulargewicht: 614,9

CMC (H;0): ~ 8 mM (0,49%)

Aggregationsnummer: ~ 10

Strukturformel:
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Anhang

Anhang 4: verwendete Lipide

Die nachfolgend gezeigten Informationen und Formeln sind Angaben vom Hersteller
der Lipide (Avanti Polar Lipids, Inc.).

POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)

Synonyme: 1-hexadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin;
(C16:0, C18:1)PC; PC(16:0/18:1(92))

Summenformel: C4,HgoNOgP

Molekulargewicht: 760.076

Ubergangstemperatur (Hauptiibergang): -2°C

Strukturformeln:

POPE (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin)

Synonyme: 1-hexadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphoethanolamin;
(C16:0, C18:1)PE; PE(16:0/18:1(92))

Summenformel: C3gH76NOgP

Molekulargewicht: 717.996

Ubergangstemperatur (Hauptiibergang): 25°C

Strukturformein:

-129-


http://avantilipids.com/images/structures/850457s.gif�
http://avantilipids.com/images/3dc/850457.gif�
http://avantilipids.com/images/structures/850757s.gif�
http://avantilipids.com/images/3dc/850757.gif�
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POPS (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin)(Natriumsalz)

Synonyme: 1-hexadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phospho-L-serin;
(C16:0, C18:1)PS; PS(16:0/18:1(92))

Summenformel: C4H7sNO1oPNa

Molekulargewicht: 783.988

Ubergangstemperatur (Hauptiibergang): 14°C

Strukturformeln:

DOPC (1.2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)

Synonyme: 1,2-di-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin; di(C18:1)PC;
PC(18:1(92)/18:1(92))

Summenformel: C44HgsNOgP

Molekulargewicht: 786.113

Ubergangstemperatur (Hauptiibergang): -20°C

Strukturformeln:
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DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)

Synonyme: 1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin; di(C14:0)PC,;
PC(14:0/14:0)

Summenformel: C3sH7,NOgP

Molekulargewicht: 677.933

Ubergangstemperatur (Hauptiibergang): 23°C

Strukturformeln:

DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)

Synonyme: 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin; di(C16:0)PC;
PC(16:0/16:0)

Summenformel: C4oHggNOgP

Molekulargewicht: 734.039

Ubergangstemperatur (Hauptiibergang): 41°C

Strukturformeln:
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Cholesterol

Summenformel: Cy7H460
Molekulargewicht: 386.654
Strukturformeln:
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