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Einleitung

1 Einleitung

1.1 NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex I) der Atmungskette

1.1.1 Die Atmungskette

Einer der zentralen eukaryontischen Stoffwechselprozesse ist die oxidative
Phosphorylierung, an der eine Reihe von Enzymen beteiligt sind, die in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert sind. Sie beinhaltet eine Elektronentransportkette tber
eine Reihe von membrangebundenen Multiproteinkomplexen.

Die Atmungskette besteht aus vier Proteinkomplexen (Tabelle 1), die in den Mitochondrien
der meisten Eukaryonten und der Zellmembran vieler Bakterien liegen. Die
Enzymkomplexe NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex 1), die Succinat: Ubichinon
Oxidoreduktase (Komplex I1), die Ubihydrochinon: Cytochrom c¢ Oxidoreduktase
(Komplex 11I) und die Cytochrom c Oxidase (Komplex I1V) durchspannen die innere
Mitochondrienmembran und fungieren als Elektronencarrier.

Die Elektronen treten unter anderem in Form von NADH (ber den Komplex I (NADH-
Oxidoreduktase) in die Atmungskette ein und werden nun auf den lipophilen
Elektronencarrier Ubichinon Gbertragen. NADH wird vor allem wahrend der 3-Oxidation,
im Citratcyclus und durch den Pyruvat Dehydrogenase Komplex gebildet. Der
Elektronentransfer wird von verschiedenen redoxaktiven prosthetischen Gruppen im
Komplex | katalysiert (Brandt, 2006). Die dabei frei werdende Energie benutzt das Enzym,
um vier Protonen von der Membraninnenseite auf die Aullenseite (periplasmatischer Raum)
zu transportieren (Wikstrom, 1984, Zwicker et al., 2006). Ubichinon, eine hydrophobe
Verbindung, die frei in der inneren Mitochondrienmembran diffundieren kann, transportiert
ebenfalls die von dem Komplex Il (Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase) Ubertragenen
Elektronen und reicht diese schlielich an den Komplex Il (Cytochrom ¢ Reduktase)
weiter. Von dort gelangen die Elektronen lber Cytochrom c, welches membranassoziiert im
Intermembranraum liegt, schlie3lich zur Cytochrom ¢ Oxidase (Komplex 1V).

In der Elektronentransportkette wird die Redoxenergie der Reduktionsaquivalente
stufenweise vermindert und die freiwerdende Energie in den Komplexen I, 111 und 1V dazu
benutzt, Protonen von der Matrixseite der Innenmembran in den Intermembranraum zu
pumpen (Mitchell, 1966). Der dabei entstehende Protonengradient bedingt Uber der
Membran ein elektrochemisches Membranpotential und einen pH-Gradienten (Mitchell,
1966; Boyer et al., 1977). Die Energie des Gradienten wird fir die Synthese von ATP in der
ATP-Synthase verwendet, wobei Protonen kontrolliert in die Matrix zurtckflieRen (Bild 1),
bei Eukaryonten Uber die innere mitochondriale Membran, bei Prokaryonten Uber die
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Zellmembran. Uber diesen Protonengradienten sind Oxidation und Phosphorylierung tiber
die innere Mitochondrienmembran gekoppelt.
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Bild 1: Topologisches Schema des mitochondrialen Protonen- und Elektronentransportes von Yarrowia

lipolytica.

Die vier elektroneniibertragenden Atmungskomplexe, sind | (NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase), I
(Succinat:Dehydrogenase), I11 (Cytochrom c-Reduktase), IV (Cytochrom c-Oxidase). Der Komplex V, auch
ATP-Synthase, nutzt den von den Komplexen I, Il und IV aufgebauten Protonengradienten zur ATP-
Synthese.

Die Atmungskette von Y. lipolytica besitzt zusatzlich eine externe, alternative NADH-Dehydrogenase (NDH-
2) und eine alternative Ubihydrochinon-Oxidoreduktase (Alt-Ox).

Durch die weilen Pfeile wird die Richtung des Elektronentransportes, durch die violetten, die des
Protonentransportes aufgezeigt.

FeS: Eisen-Schwefel Zentren; FMN: Flavinmononukleotid, FAD: Flavinadenindinukleotid, NAD":
Nikotinsdureamidadenindinukleotid; NADH: Hydronikotinsdureamidadeninnukleotid; Q: Ubichinon; QH,:
Ubihydrochinon; b: H&m b; by: ,,high potential*“ Ham b; b.: ,,low potential“ Hdm b; a;: Hadm az; c¢: Cytochrom
c; ¢1: Cytochrom ¢,
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Komplex Bezeichnung Molekulargewicht | Untereinheiten | Prosthetische | Protonen-
No. (kDa) * Gruppe(n) transport
I NADH- 1000 46 (7) FMN AH'2¢
Ubichinon- 8 Eisen-
Oxidoreduktase Schwefel-
Zentren (Fe-S-
Z)
I Succinat- 125 4-6 (0) FAD
Ubichinon- 3 Fe-S-Z
Oxidoreduktase Ham b
11| Ubichinol- 250 11(1) 2Hamb Q-Cyclus
Cytochrom c- 1 Ham ¢, 2H/2e
Reduktase 1 Fe-S-Z
\V Cytochromc- | 220 13 (3) 1Hama AH'2¢
Oxidase 1 Ham as
2 Cu-Zentren

Tabelle 1: Die Enzymkomplexe der Atmungskette
*: Die Zahlen in den Klammern geben die mitochondrial kodierten Untereinheiten an
(entnommen aus Loffler-Petrides: ,,Biochemie und Pathobiochemie®, 6.Aufl. (Springer-Verlag),
S.498, veréandert)

1.1.2 Funktion und Aufbau der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase

Mit bis zu 46 verschiedenen Untereinheiten, mehr als 8000 Aminosduren und einer
Gesamtmasse von 1000 kDa ist der eukaryontische Komplex 1 einer der groRten
Membranproteinkomplexe (Skehel, Fearnley und Walker, 1998; Walker, 1992), welcher
allerdings trotz zahlreicher Untersuchungen in seiner Struktur und Funktion noch immer
nicht verstanden ist.

Die NADH:Ubichinon Oxidoreduktase besteht aus verschiedenen Modulen, die mit einigen
Transportproteinen  (Na'/H™-Antiporter), Hydrogenasen  (NiFe-Hydrogenase) und
Diaphorasen verwandt sind. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen von negativ
gefarbten Einzelpartikeln des Komplex | von Neurospora crassa konnte gezeigt werden,
dass die NADH:Dehydrogenase eine zweiteilige, L-formige Struktur besitzt (Weiss et al.,
1991a, Hofhaus et al., 1991). Diese Form des Komplex | konnte spater bei E. coli, B. taurus
und Y. lipolytica mit einigen Abweichungen in den Details bestatigt werden (Guénebaut et
al., 1998; Grigorieff, 1998; Djafarzadeh et al., 2000; Radermacher et al., 2006) und ist
inzwischen allgemein anerkannt (Weiss et al., 1991a; Walker 1992; Friedrich et al., 1995;
Brandt, 1997; Grigorieff, 1999; Sazanov und Walker, 2000).

Komplex I setzt sich aus zwei Hauptsegmenten, einem wasserléslichen peripheren, vertikal
in die mitochondriale Matrix hineinragendem und einem horizontalen, in der inneren
mitochondrialen Membran gelegenem Segment zusammen (Bild 2, 3) (Galante und Hatefi,
1978, 1979; Hofhaus et al., 1991; Walker, 1992). Beide Arme werden unabh&ngig
voneinander assembliert und anschlieBend zum Gesamtkomplex zusammengefligt (Tuschen
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et al., 1990; Nehls et al., 1992; Schulte und Weiss, 1995). Mit elektronenmikroskopischen
Analysen von Komplex I konnte gezeigt werden, dass der Winkel zwischen dem peripheren
und dem Membranarm zwischen 90° und 150° variieren kann (Zickermann et al., 2003).
Wie in dem bekannten Modell des Komplex | von E. coli haben beide Arme etwa die
gleiche Lange von ca. 23 nm (Guénebaut et al., 1998) (Bild 2). Anhand der Uberlagerung
dreidimensionaler Modelle des bakteriellen und des mitochondrialen Komplexes kann
vermutet werden, dass sich die zusatzlichen Untereinheiten des mitochondrialen Komplex |
relativ gleichmaRig um den katalytischen Kern anordnen, den das bakterielle Enzym
darstellt. In diesem Zusammenhang lasst sich spekulieren, dass diese der Stabilisierung des
Enzyms dienen und ein Entweichen energiereicher Elektronen verhindern (Friedrich und
Weiss, 1997; Guenebaut et al., 1998).

Der periphere Anteil, mit seiner Y-formigen Struktur (Hinchliffe and Sazanov, 2005), tragt
alle redoxaktiven Gruppen (Fearnley und Walker, 1992). Das Membransegment besteht
hauptséachlich aus hydrophoben Untereinheiten inklusive derer, die von der mtDNA kodiert
werden (Bild 3). Die Mindestzahl an Untereinheiten flr ein funktionsféhiges Enzym betragt
14. Diese Untereinheiten wurden sowohl in Bakterien, als auch im mitochondrialem
Komplex | gefunden (Weidner et al., 1993; Friedrich, 1998). In Mitochondrien von Pilzen
oder der strikt aeroben Hefe Yarrowia lipolytica sind etwa 40 Untereinheiten
(Abdrakhmanova, persénliche Mitteilung) enthalten. In hoheren Organismen z.B. beim
Rind oder anderen Sdugetieren sind 46 Untereinheiten vorhanden (Hirst et al., 2003). Von
diesen Untereinheiten des aus Rinderherz gereinigten Komplex | werden 7 von der mtDNA
kodiert und die restlichen von der Kern-DNA.

— 10 Nm

Bild 2: EM-Darstellungen und 3D-Modelle von Komplex |

N. crassa (Leonard et al., 1987)

N. crassa (Hofhaus et al., 1991)

N. crassa (Guénebaut et al., 1997)

E. coli NDH-1 (Guénebaut et al., 1998)

Bovine heart (Grigorieff, 1998)

Y. lipolytica (Djafarzadeha et al., 2000)

E. coli (Bottcher et al., 2002) ; 7 entspricht der inaktiven Form und 8 der aktiven Form
Arabidopsis (Dudkina et al., 2005)
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1.1.3 Die NADH:Ubichinon Oxidoreduktase von Y. lipolytica

Die Hefe Y. lipolytica wurde als Modelorganismus eingefihrt (Ahlers et al., 2000 a; b;
Kerscher et al., 2002), da sie eine u.a. gegenlber Detergentien ausreichend stabile
NADH:Ubichinon Oxidoreduktase besitzt. Das monomere Enzym hat ein Molekulare
Masse von ca. 890 kDa, neigt nicht zur Aggregation und kann gut isoliert werden
(Djafarzadeh et al., 2000). Als nicht pathogener, strikt aerober Organismus zeichnet sich
diese Spalthefe durch eine konstant hohe Menge an Mitochondrien aus. Die hohe Frequenz
homologer Rekombination, die Verfugbarkeit von replikativen Einzelkopieplasmiden, die
hohe Biomasseausbeute (bis zu 100 g/1 Feuchtgewicht), die kurze Generationszeit, das
kleine Genom mit nur wenigen Introns, die leichte Zuganglichkeit fir molekularbiologische
Manipulationen, z.B. einer gezielten Mutagenese und die Verflgbarkeit mehrerer
genetischer Marker, welche eine positive und negative Selektion zulassen, sprechen fiir die
Verwendung von Y. lipolytica zur Erforschung der mitochondrialen Atmungskette (Barth
und Gaillardin, 1997).

Die Hefe enthalt einen Komplex I, der von dhnlicher GrolRe ist wie der, welcher in anderen
Eukaryonten beschrieben wurde und der nach der Isolation stabil ist. Von den 40
Untereinheiten konnten neben den sieben zentralen, kernkodierten und den sieben
mitochondrial kodierten Untereinheiten, hochkonservierte Untereinheiten durch Klonierung
und Sequenzierung, sowie durch Massenspektrometrie der Gene identifiziert werden
(Djafarzadeh et al., 2000). Diese Untereinheiten befinden sich im hydrophilen, peripheren
Arm (Schulte et al., 1994, Finel et al., 1994) und werden im Rinder-Komplex | nach ihrer
GroRe und z.T. nach den ersten vier Aminosauren des reifen Proteins bezeichnet (Tab. 2).
Diese Untereinheiten sind zu denen des Komplex | aus B. taurus und E. coli homolog. Die
priméren Strukturen der sieben konservierten Untereinheiten ND1 bis ND6 und NDAL,
welche im hydrophoben Membranteil des Komplexes lokalisiert sind, konnten von der
kompletten Sequenz des mitochondrialen Genoms abgeleitet werden (Kerscher et al., 2001).
Die sieben kernkodierten und die sieben mitochondrial kodierten Untereinheiten von
Komplex 1 aus Y. lipolytica weisen groRe Ahnlichkeiten zu Komplex | Untereinheiten aus
anderen pro- und eukaryontischen Organismen auf.
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Gen/ Symbol Homologes Protein | Mol. Masse des | Prosthetische
in B. taurus reifen Proteins Gruppen
NUAM 75 kDa 75,2 kDa N1b [2Fe2S]
N4 [4Fe4S]
N5 [4Fe4S]
NUBM 51 kDa 51,7 kDa FMN
N3 [4Fe4S]
NUCM 49 kDa 49,9 kDa
NUGM 30 kDa 29,2 kDa
NUHM 24 kDa 24,1 kDa Nla [2Fe2S]
NUIM TYKY 20,3 kDa N6a [4Fe4S]
N6b [4Fe4S]
NUKM PSST 20,4 kDa N2 [4Fe4S]
mtDNA ND1-6, NDAL

Tabelle 2: Konservierte, zentrale Untereinheiten des Komplex | von Y. lipolytica
(Djafarzadeh et al., 2000, verandert)

4 H+ Cytosol

Bild 3: Komplex I mit seinen hydrophilen und hydrophoben (ND1-ND6 und ND4L) Untereinheiten

1.2  Mitochondriale Erkrankungen, insbesondere der Atmungskette

Mitochondriopathien sind Kklinisch, biochemisch und genetisch heterogene Erkrankungen,
die auf Storungen des mitochondrialen Energiestoffwechsels basieren.

Diese Erkrankungen verursachende Mutationen konnen spontan auftreten oder werden
vererbt und betreffen sowohl die nDNA, als auch die mtDNA. Der Uberwiegende Teil der
Mitochondriopathien ist genetisch determiniert. Die Hauptursachen dieser Erkrankungen
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liegen neben den Storungen im Fettsdaureabbau, in Defekten der oxidativen
Phosphorylierung. Aus der Dysfunktion des Komplex | resultiert im Wesentlichen ein
Mangel an ATP und an NAD®. Die Tatsache, dass durch den Befall verschiedener
Organsysteme, v.a. denjenigen mit hohem Energiestoffwechsel (Gehirn, Skelettmuskel,
Retina, Myokard), multiple Symptome auftreten, erweist sich als charakteristisch fur
Mitochondriopathien. In Analogie zu der Variabilitat der klinischen Symptome ist die
Heterogenitat in Bezug auf das Manifestationsalter, die Progressionsgeschwindigkeit und
Prognose verstandlich (Morgan-Hughes and Hanna, 1999). Es ist bekannt, dass Mutationen
sowohl in mitochondrialen als auch in kernkodierten Genen zu Funktionseinschrénkungen
im Komplex | fuhren (Loeffen et al., 2000). Erkrankungen, bedingt durch Mutationen in
mitochondrial kodierenden Genen, sind beispielsweise MERRF (Myoclonic epilepsy
associated with ragged red fibers), MELAS (mitochondrial encephalomyopathy, lactic
acidosis and stroke-like episodes) KSS (Kears-Sayre Syndrome), CPEO (Chronic
Progressive External Ophthalmoplegia), MNGIE (Myoneurogastrointestinal disorder and
encephalopathy), LHON (Leber’s hereditary optic neuropathy).

Ebenso lassen sich die Friedreich Ataxie, die Maligne Hypertonie und das Leigh-Syndrom
auf Defekte im Komplex | zurlckfihren. Das Leigh-Syndrom oder ,,Leigh-like disease”
zahlt zu den hdufigsten Erkrankungen, die mit einer isolierten Funktionseinschrankung des
Komplex | assoziiert sind (Rahman et al., 1996; Morris et al., 1996; Loeffen et al., 2000;
Triepels et al., 2001). Das Leigh-Syndrom l&sst sich sowohl auf mitochondriale als auch auf
nukledre Mutationen zurlickfuhren, welche jeden Schritt des OXPHOS-Systems (Oxidative
Phosphorylierung) beeintrachtigen konnen.

Die zahlreichen klinischen Syndrome reichen von letalen neonatalen Formen bis hin zu
neurodegenerativen Erkrankungen (Schapira, 1998) des Erwachsenenalters, wie z.B. dem
Morbus Parkinson (Robinson, 1998) (siehe Tab. 7 und 8 im Anhang). Mit der progressiven
Akkumulation von mtDNA-Schéaden wird das Altern assoziiert (Wallace, 1992; Brierley et
al., 1998), was sich in einem Aktivitatsverlust der Atmungskettenkomplexe | und IV im
Alter nachweisen l&sst (Stacpoole, 1997).

Dionisi-Vici et al., 1997 beschreiben einen markanten Phanotyp, der sich bei Kleinkindern
mit Komplex 1-Mangel manifestiert. Es wurde das Erscheinungsbild einer hypertrophen
Kardiomyopathie, einer Laktatazidose und einer fatalen progressiven Makroencephalo-
pathie mit progressiver Leukodystrophie geschildert.
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1.3 Membranproteine

Membranproteine haben eine grofRe funktionelle Relevanz. Sie dienen der
Signaliibermittlung zwischen extra- und intrazellularem Milieu. Ferner beteiligen sie sich an
der Energieumwandlung und tragen mal3geblich mit dazu bei, dass sowohl die Struktur, als
auch das zellulare Milieu aufrechterhalten bleiben. Durch verschiedene Genomprojekte
konnte abgeschatzt werden, dass der Anteil der Membranproteine in Bezug zu allen
Proteinen etwa zwischen 25 und 30 % liegt (Wallin, 1998). Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass viele genetische Funktionsstorungen der Zellen in direktem Zusammenhang
mit funktionsgeminderten Membranproteinen stehen.

Die Strukturaufklarung der Membranproteine birgt im Vergleich zu den 16slichen Proteinen
deutlich grolRere Schwierigkeiten, was sich auch an der Anzahl der bisher geldsten
Strukturen erkennen l&sst. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden weniger als 80 unabhéngige
Membranproteine analysiert (Wiener, 2004) und weniger als 50 integrale Membranproteine
mittels Rontgenkristallographie in ihrer Struktur bestimmt (Hunte and Michel, 2002). Im
Vergleich dazu sind aber bereits mehr als 30000 Strukturen loslicher Proteine bekannt
(http://www.rcsb.org/pdb/). Eine der grofiten Barrieren fir die Strukturanalyse wvon
Membranproteinen ist die Expression und Reinigung einer ausreichenden Menge an
Protein, um Kristallisationsversuche durchfiihren zu konnen, weil diese sowohl aus
natlrlichen Ressourcen, als auch durch die Produktion mittels homologer oder heterologer
Expressionssysteme haufig nur in geringen Mengen gewonnen werden kdnnen (Schertler,
1992). Ein weiteres Problem ist durch die erschwerten Kristallisationsbedingungen bei
Membranproteinen gegeben (siehe 1.3.1). Beinahe alle der bisher bestimmten Membran-
proteinstrukturen sind der Photosynthese oder der Atmungskette zuzuordnen, da deren
Proteine in der Regel sehr stabil und vergleichsweise leicht zu reinigen sind und in groRen
Mengen aus Mitochondrien, Bakterien und Chloroplasten verfiigbar sind.

Bei einem Membranprotein lassen sich topologisch drei Doménen abgrenzen. Von denen
entsprechen zwei den extramembrandsen hydrophilen Bereichen des Proteins auf beiden
Seiten der Membran. Hier besteht Kontakt zur waéssrigen Phase oder mit den polaren
Kopfgruppen der Lipide. Die hydrophobe Doméne durchspannt die Lipiddoppelschicht-
membran. Innerhalb der Membran besteht Kontakt zu den Alkylketten der Lipide. Durch
die unterschiedlichen Doméanen sind solche Proteine nach dem Herauslosen aus der
Membran, sowohl in polaren als auch in apolaren Medien, unléslich. Man behilft sich durch
den Einsatz von Detergentien, die den hydrophoben Bereich bedecken und dem Protein
auch dort eine hydrophile Oberflache verleihen (Michel, 1983).

Die Strukturen der Cytochrom ¢ Oxidase (Komplex V), sowohl aus Bakterien (Iwata et al.,
1995), als auch aus Mitochondrien (Tsukihara et al., 1995; 1996) und der mitochondriale
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Cytochrom bcy; Komplex (Komplex 1) (Yu et al., 1997; Hunte, 2001) wurden bereits in
ihrer Struktur erfolgreich analysiert. 1999 konnten auch die Strukturen der Succinat:
Fumarat Oxidoreduktase von E. coli (Iverson et al., 1999, 2002; Yankovskaya et al., 2003),
und von Wolinella succinogenes (Lancaster et al., 1999, 2001) aufgeklart werden, die
Homologien zu Komplex Il aufweisen. Kirzlich gelangen Strukturanalysen des peripheren
Anteils der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex 1) (Hinchliffe and Sazanov, 2005),
so dass die Aufgabe der Strukturaufklarung des gesamten Komplexes bestehen bleibt.

1.3.1 Kiristallisation von Membranproteinen, vermittelt durch Antikérperfragmente

Um gut geordnete dreidimensionale Kristalle zu erhalten, missen die Membranproteine
l6slich sein - was mit milden Detergentien erreicht wird - und gereinigt als Protein-
Detergenz-Komplex vorliegen (Hunte und Michel, 2002). Fir die Bildung von 3D
Kristallen gibt es bei Membranproteinen zwei verschiedene Mdéglichkeiten. Zum einen kann
versucht werden, dass Protein innerhalb seiner Detergenzmizelle zu kristallisieren. Hier
wird das Kristallgitter durch polare Kontakte zwischen den hydrophilen Bereichen des
Proteins ausgebildet. In diesem Fall spricht man von Typ Il Kristallen. Bei Typ | Kristallen
wird versucht zundchst in der Ebene der Membran 2D Kiristalle zu formen, die anschlieRend
in einer bestimmten Ordnung gestapelt werden (Ostermeier and Michel, 1997) (Bild 4).
Auch Mischformen dieser Kristalltypen sind denkbar. Bei der Kristallisation von
Membranproteinen ist der Typ Il Kristall vorherrschend.

Um die Wahrscheinlichkeit der Kristallbildung zu erhéhen, wurde der Versuch einer Ko-
Kristallisation von Membranproteinen mit Antikérper-Fv-Fragmenten entwickelt, da diese
die polare Oberflache der Membranproteine vergréRern (Ostermeier et al., 1995).

Diese Methode wurde erfolgreich bei der Kristallisation der Cytochrom c¢ Oxidase von
Paracoccus denitrificans angewendet (Ostermeier et al., 1995; Iwata et al., 1995) und
ermdglichte die Strukturbestimmung dieses Proteins (Iwata et al.,1995; Ostermeier et al.,
1997). Ebensolcher Erfolg war bei der Kristallisation eines Ko-komplexes aus dem
Cytochrom bc; Komplex von Saccharomyces cerevisae und einem Fv-Fragment zu
verzeichnen (Hunte et al., 2000).

Die Kiristallisation von Membranproteinen erweist sich wegen ihrer amphipatischen
Oberflache als schwierig. Die Bindung von Fv- oder Fab-Fragmenten vergrofert die
hydrophile Oberflache der integralen Membranproteine, indem sie molekulare Interaktionen
fordern, was ebenfalls bedeutet, dass die Gesamtoberflache fur Kristallkontakte zunimmt.
Ferner haben sie Einfluss auf das Wachstum geordneter Kristalle (Venturi und Hunte,
2003).
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Bild 4: Varianten
<—Integrale dreidimensionaler Kristalltypen
Membranproteine von Membranproteinen. Typ |
besteht aus gestapelten Protein-
! Detergenz-Lamellen, in denen
! das Protein zweidimensional
kristallisiert ist. Bei Typ Il sind

die Proteine von einer
v _ Detergenzmizelle umgeben und
bilden ein 3D-Netzwerk. Eine
Typal Type Il rpe Il b Modifikation der Typ Il

it S 3 ) : L & : bt St St Kristalle (Typ lIb) ergeben sich
S 'f-.l"---!‘lj"'l'i" po N NN, ) durch die Bindung von
Jooe G Oweiddiwe < Kiistalle Antikérperfragmenten.
' el K. ! (entnommen aus ,,Membrane
Protein Purification and
= Crystallization“, Hunte et al.,
i 2003, S. 145)

Lipid Detergenz  Detergenz- Detergenz- Gelostes
Mizelle Lipid-Mizelle Membranprotein

1.4 Rekombinante Antikbrperfragmente

Antikorperfragmente, als funktionelle Untereinheiten des 1gG-Antikdrpers (Bild 5) besitzen
im Vergleich zu den Volllangenantikérpern vergleichbare Bindungseigenschaften mit
gleicher Spezifitdt. Es ist bekannt, dass die Antigenbindungsaffinitdat rekombinanter
Antikorperfragmente meist etwas geringer ist (Bird und Walker, 1991). Dieses Defizit der
geringeren Affinitdt kann ausgeglichen werden, indem die Fragmente durch eine Reihe
molekularbiologischer Techniken modifiziert oder verbessert werden (Proba et al., 1998).
Ebenso l&sst sich die Stabilitdt rekombinanter Antikérperfragmente verbessern, was z.B.
durch Verwendung alternativer Linker (Alfthan et al., 1995) oder durch Verlegung der
CDR’'s (complementarity determining regions) in stabilere ,,framework*-Regionen (Jung
und Pliickthun, 1997) realisiert werden kann.

Die Herstellung der AK-Fragmente erfolgt z.B. mittels enzymatischer Modifikationen von
monoklonalen AK. Nach Behandlung mit Pepsin erhalt man bivalente F(ab"),-Fragmente
(Parham, 1986) und durch Hydrolyse mit Papain monovalente Fab- Fragmente (Porter,
1959) (Bild 5).

Diese Prozeduren sind allerdings sehr kostspielig und oft ineffektiv, denn es werden selten
mehr als 25-30% von reinem Fab-Fragment ausgehend von der eingesetzten Proteinmenge
erhalten (Venturi und Hunte, 2003). Das monovalente Fv-Fragment, als kleinstes antigen-
bindendes Derivat eines Antikorpers besteht nur aus den variablen Domanen der schweren
und leichten Kette, welche innerhalb jeder dieser Ketten eine Disulfidbriicke aufweisen. Die
Lange der variablen Doménen betrégt in der VH-Region 113 Aminosduren und in der VL-
Region 107.
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Die Fv's lassen sich proteolytisch herstellen (Inbar et al., 1972; Hochman et al., 1973), was
sich aber als schwierig erweist (Fan et al., 1992). Die Alternative stellt die rekombinante
Herstellung mit molekularbiologischen Techniken von Fv's (Skerra und Plickthun, 1988)
oder auch von F(ab’),- und Fab-Fragmenten dar. Bei der Gewinnung der Fv-Fragmente
besteht allerdings das Problem, dass sie in niedrigen Konzentrationen sehr instabil sind, so
dass die Proteinketten leicht dissoziieren kénnen, zumal die beiden Ketten nur von nicht-
kovalenten Wechselwirkungen zusammengehalten werden (Skerra, 1993). Mit der
Dissoziation der Ketten gehen die antigenbindenden Eigenschaften der Fragmente verloren.
Die Grolie der verschiedenen Antikorperfragmente mag bei der Kristallisation eine Rolle
spielen, da unterschiedliche Erfolge bei der Bindung von Fv (ca. 28 kDa) bzw. von Fab (ca.
56 kDa)-Fragmenten erzielt wurden (Hunte and Michel, 2002).

Mittels molekularbiologischer Methoden kann durch Einfligen eines Linkers zwischen den
variablen Regionen (VH und VL), d.h. eines flexibles Verbindungspeptid mit einer Lange
von 10-30 Aminosduren, ein Antikorperfragment konstruiert werden, das nur aus einer
Kette besteht (ca. 250 Aminoséauren) und eine gute Spezifitdt und Affinitat fur sein Epitop
aufweist (Bird et al., 1988; Huston et al., 1988; Winter und Milstein, 1991). Mit einer
Vielzahl von anwendbaren Linkern besteht die Mdglichkeit die Loslichkeit dieser scFv-
Fragmente zu erhdhen (Bird et al., 1988) oder sogar die Affinitat des scFv-Fragmentes zu
seinem Antigen. Es konnte der Nachweis erbracht werden, dass die Lange des ,,Linker*-
Peptids die Antigenbindung mit beeinflusst (Colcher et al., 1990). Diese scFv's sind stabiler
als die etwa gleichgroRen Fv-Fragmente. Eine Weiterentwicklung der scFv-Fragmente sind
z.B. bivalente oder bispezifische scFv's (Mallender und Voss, 1994; Schumann,1996) oder
»diabodies” (Perisic et al., 1994; Adams et al., 1998; Atwell et al., 1999), die ebenfalls
rekombinant erzeugt werden. Insgesamt lassen sich Eigenschaften der rekombinanten
Antikorperfragmente in Bezug auf ihre Anwendung lenken. Antikdrper, deren Fragmente
erfolgreich fur die Kristallisation mit Membranproteinen eingesetzt wurden, stammen aus
Hybridomzelllinien.
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Antigen- Variable
Bindungsstelle Domanen

Konstante
Domanen

Glykosylierungs-
Stelle

COOH

IgG-Antikorper

N &,

F(ab)',-Fragment Fab-Fragment Fv-Fragment F.-Fragment
"Linker"-Peptid
L —
"Linker"-peptid .~ "Linker'-Peptid "Linker"-Peptide
"scFv"-Fragment "bi-scFv" "diabody"

Bild 5: Darstellung eines bivalenten 1gG-Antikorper und abgeleitete Antikoérperfragmente.

-S-S- = Disulfidbriicke, V = variable Region der leichten Kette, V; = variable Region der schweren
Kette, Cy1.3 = konstante Regionen 1-3 der schweren Kette, C_ = konstante Region der leichten Kette,
IgG = Immunglobulin G, Fab = Fragment der Antigenbindungsstelle, F(ab)', = Fab -Dimer, Fv =
Fragment der variablen Region, scFv = Einzelketten-Antikorper (,,single chain fragment of the
variable region®), bi-scFv = bivalentes, bispezifisches Einzelkettenkonstrukt, diabody = aus zwei
aggregierten Einzelketten bestehendes, bivalentes, bispezifisches Konstrukt, CDR = hypervariable
Regionen (,,complementary determining regions”) (Bild aus Hellwig, 2000).

1.5 Expression rekombinanter Antikdrper in E. coli

E. coli als Expressionssystem wird in vielen Labors standardméaRig kultiviert. Ferner sind
ausfihrliche Expressionsprotokolle und Methoden zur genetischen Manipulation weit
verbreitet und bekannt. Da allerdings mit einem prokaryontischen System gearbeitet wird,
konnen viele posttranslationale Modifikationen, wie Glykosylierungen und Aminosaure-
Acetylierungen nicht durchgefiinrt werden. Diese sind fir die Funktionen und
Eigenschaften vieler Proteine relevant, allerdings nicht fiir Fv- oder scFv-Fragmente. Die
Expression der Fremdproteine erfolgt entweder im Zytoplasma von E. coli oder sie werden
ins Periplasma sekretiert. Aufgrund des im Zytoplasma vorherrschenden reduzierenden
Milieus eignet sich diese Form der Expression (Buchner und Rudolph, 1991) nur
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eingeschrankt fir Antikorperfragmente, da ihre Stabilitdt und Funktionalitdt von der
Ausbildung der Disulfidbriicken bestimmt wird. Das reduzierende Milieu im Zytoplasma
limitiert die erfolgreiche Ausbildung von Disulfidbriicken und damit die Ausbeute von
funktionsféhigen Antikorperfragmenten (Glockshuber et al., 1992). Im Zytoplasma sind
zahlreiche Proteasen enthalten, so dass bei dem Expressionsversuch viele der heterologen
Proteine bereits dort zerstort werden.

Fur die Expression von Antikdrperfragmenten erweist sich der periplasmatische Raum mit
seinem oxidierenden Milieu als geeigneter. Neben dem geringeren quantitativen Ausmal3 an
Proteasen sind im Periplasma auch weniger wirtseigene Proteine zu finden, wodurch die
anschlieBende Reinigung der Fremdproteine erleichtert wird (Lindner et al., 1992). Die
Sekretion der Fremdproteine wird von Signalpeptiden wie z.B. OmpA oder PhoA gesteuert.
Bei Fv-Fragmenten werden die zugehorigen Ketten (VH, VL) co-exprimiert und ins
Periplasma von E. coli mittels Signalsteuerung (PhoA, OmpA) co-sekretiert. Die korrekte
Disulfidformation und Kettenassoziation erfolgt anschlieend im Periplasma. Die Cysteine
in der Aminosauresequenz von VH und VL haben entscheidenden Einfluss auf die
Ausbeute bei rekombinanter Expression von Antikorperfragmenten in E. coli (Ward et al.,
1993) und sind ein wichtiger Indikator, hinsichtlich ihrer Stabilitdt, wéhrend die
Disulfidbriicke fur die korrekte Faltung und die Stabilitat der Fv-Fragmente unverzichtbar
ist.

Die bakterielle Expression von Fv-Fragmenten I&sst sich nur empirisch ermitteln. Durch
Fusion mit bakteriellen Proteinen, z.B. Thioredoxin aus E. coli (LaVallie et al., 1993), oder
durch gezielten Austausch einzelner Aminosduren im Bereich der CDR’s oder
»frameworks“ des Proteinproduktes kann Einfluss auf die Loslichkeit und Stabilitat der
Antikorperfragmente  genommen werden, womit letztlich eine Steigerung des
Expressionsniveau ermdglicht wird (Knappik und Plickthun, 1995; Kipriyanov et al., 1997;
Forsberg et al.,1997). Weitere Ansatzpunkte zur Verbesserung der zytoplasmatischen und
periplasmatischen Expression liegen in der Wahl des Bakterienstammes, der sich ebenso
wie die Kultivierungs- und Induktionsbedingungen variieren lasst.

1.6 Bedeutung der Affinitatstags an VH und VL

Eine verbreitete Methode, um ein Protein selektiv aufzureinigen ist die Affinitéts-
chromatographie, die bei vielen Enzymen durch immobilisierte Substratanaloga vollzogen
wird. Ist die Affinitit zu den Substratanaloga zu niedrig oder sind hochspezifische
Saulenmaterialien nicht verfugbar, werden Affinitatstags eingesetzt.
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1.6.1 Das Strep-Tag-Affinitatspeptid, C-terminal an VH

Das Affinitatspeptid ,,Strep-Tag“ ist eine aus neun Aminosduren (AWRHPQFGG)
bestehende kurze Peptidsequenz, die an Streptavidin bindet und von dem natirlichen
Liganden Biotin bzw. deren Analoga (Desthiobiotin, Imminobiotin, Fettsaure- oder
vorzugsweise Diaminbiotin (cf Green,1975)) im Uberschuss selektiv verdrangt werden
kann.

Das Strep-Tag wurde mittels Selektion einer genetischen Fusionspeptidbibliothek, mit der
Fahigkeit Streptavidin in spezifischer und reversibler Art binden zu konnen, erstellt
(Schmidt und Skerra, 1993). Ein Strep-Tag am C-Terminus von bakteriell produzierten
Proteinen ermdglicht nicht nur eine leichte Detektion durch Gebrauch eines Streptavidin-
Konjugates, sondern auch ihre Einschritt-Affinitatsreinigung an S&ulen mit immobilisierten
Streptavidin (Schmidt und Skerra, 1994), sowie eine schonende Isolierung von Fv's. Die
erfolgreiche Anwendung dieser Methode wurde fir verschiedene rekombinante Proteine
demonstriert (Schmidt und Skerra, 1993; Ostermeier et al., 1995). Ebenso konnte von
Schmidt und Skerra 1993 gezeigt werden, dass bakteriell produzierte Fv-Fragmente, die das
Strep-Tag an ihrer schweren Kette haben auch das passende Antigen binden und als intakter
Fv-Antigen-Komplex gereinigt werden kdénnen, wenn eine hohe Affinitdt zum Antigen
gewahrleistet ist. Diese Strategie erwies sich v.a. fir die schnelle Isolation von
Membranproteinen als effektiv (Kleymann et al., 1995).

1.6.2 Myc-Tag, C-terminal an VL

Das c-myc Genprodukt, ein 62kDa Proto-Onkogen (p62c-myc) ist vorrangig im Zellkern
lokalisiert und wird von h&matologischen Tumoren exprimiert. ,,p62* ist als diagnostischer
Tumormarker bekannt (Fuchs et al., 1997). Der Antikorper 9E10 erkennt diese
Peptidsequenz als antigene Determinante, wodurch eine Detektion und Reinigung mdglich
ist und dient damit als umfassendes immunochemisches Reagenz unter anderem in der
Zellbiologie. 9E10, kloniert aus Hybridomzelllinien, ist ein 1gG/x monoklonaler Antikdrper,
dessen Paratop urspriinglich gegen ein synthetisches Peptid-Immunogen gerichtet war und
aus menschlichen c-myc Proto-Oncoprotein hergeleitet war (Evan et al., 1985). Daher
wurde der Antikorper 9E10 in der Krebsforschung eingesetzt, da auf diesem Weg mittels
Immunhistochemie die Verteilung der c-myc Oncogenprodukte detektiert werden konnte.

Das myc-Tag kann mit dem Carboxylende der leichten Kette von Antikérpern bzw. ihren
Fragmenten fusioniert sein (Munro and Pelham, 1986). Die Aminosauresequenz des kurzen
Affinitatstags lautet: EQKLISEEDLN (Hoogenboom et al., 1991), oder EEQKLISEEDL
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(Fuchs et al., 1997), welche fiir die Detektion und / oder Reinigung von rekombinanten
Proteinen von Bedeutung sind (Tanaka et al., 1996).
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1.7  Zielsetzung

Der Mechanismus der protonenpumpenden NADH:Ubichinon Oxidoreduktase
(Komplex 1) ist aufgrund fehlender Strukturdaten noch weitgehend unverstanden. Die
bisher bekannte Topologie des Komplex | beruht auf elektronenmikroskopischen
Aufnahmen von Einzelpartikeln und 2D-Kristallen. Es fehlt nach wie vor an
Kenntnissen Uber die genaue Lage der Untereinheiten. Fir die Aufklarung des
Mechanismus von Elektronen- und Protonentransport bedarf es der hoch aufgeldsten
Struktur als Grundlage, was wiederum die Kristallisation des Komplex | erforderlich
macht. Diese Erkenntnis ist auch hinsichtlich der physiologischen Bedeutung von
Komplex | und dem Wissen Uber eine Vielzahl von Krankheiten, die unmittelbar im
Zusammenhang mit Defekten dieses Enzyms stehen (Robinson, 1998; Schapira, 1998)
entscheidend.

Aus vorangehenden Arbeiten (Ostermeier et al., 1995; Hunte et al., 2000) ist bekannt,
dass Membranproteine mit Hilfe von Antikdrperfragmenten Kkristallisiert werden
konnen. Daher galt es als Ziel dieser Arbeit rekombinante Antikdrperfragmente zu
synthetisieren, welche gegen dieses Membranprotein gerichtet sind.

Dazu sollen ausgehend von der mMRNA die Gene flr die variable Region der schweren
und leichten Kette kloniert und in einem E.coli-Stamm exprimiert werden. Bei
ausreichendem Expressionsniveau sollen Bindungsversuche der Fv-Fragmente gegen
den Komplex | unternommen werden. Ziel dieser Bindungsversuche ist die
Herstellung eines Ko-Komplexes aus dem Fv-Fragment und der NADH:Ubichinon
Oxidoreduktase. Die Kristallisation ist ein empirischer Prozess, der das Testen vieler
verschiedener Bedingungen beinhaltet. Mit der Entstehung von Kristallen besteht die
Mdoglichkeit mit Hilfe der Réntgenstrukturanalyse zum Verstandnis Uber den
Wirkmechanismus und die Funktion von Komplex | der Atmungskette beizutragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Methoden - molekulargenetisch-

2.1.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Aufzucht von Escherichia coli erfolgte bei 37°C in LB-Medium flr 14-16 Stunden. Um
feste Nahrbdden zu erhalten wurden dem Flissigmedium vor dem Autoklavieren 1,5% Agar
zugegeben. Nach Bedarf wurde der Nahrboden nach dem Autoklavieren zur Selektion mit
Ampicillin (50 pg/ml) versetzt. Kulturen von E. coli auf Agarplatten wurden bei 37°C
inkubiert und bei 4°C gelagert. Gefrierkulturen in doppelt konzentriertem TY-Medium mit
20 % Glycerin wurden bei -80°C gelagert.

2.1.1.2 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Zellen und Transformation

Die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde wie in Current Protocols (Ausubel et al.,
2000) angegeben durchgefiihrt. Die Herstellung der Zellen, die fir die Hitzeschock-
Transformation Verwendung fanden, folgte dem Hanahan-Protokoll (1983) sowie Angaben
aus Publikationen von X. Tang und Y. Nakata (1994). Die hergestellten kompetenten Zellen
hatten eine Transformationseffizienz zwischen 5 x 10° und 10° Kolonien/ pg Plasmid DNA.
Bei der Elektrotransformation mit Hilfe des E. coli Pulser (Bio-Rad, Hercules, USA) wurde
nach der Methode der Current Protocols (Ausubel et al., 2000) verfahren.

2.1.1.3 Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Zur schnellen Praparation von Plasmid-DNA aus kleinen Kulturvolumina (1,5-3,0 ml)
diente die von Zhou et al., 1990 beschriebene TENS Plasmid Miniprep-Methode.

Die DNA wurde mit dem Ziel der anschlieBenden Sequenzierung mit dem QIlAprep® Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nachgereinigt. Zusétzlich zu der von Zhou et al., 1990
beschriebenen Methode wurde der E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit 1| (peqglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) oder Machery-Nagel (Duren) zur Praparation von
Plasmid-DNA verwendet.
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2.1.2 Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

2.1.2.1 Vorbereitung der mRNA

Die mRNA der Hybridomzelllinie wurde prapariert und Einzelstrang cDNA synthetisiert.
Die Primer weisen singuldre Restriktionschnittstellen (Sstl, Xhol leichte Kette; Pstl, BstEII
schwere Kette) zur Klonierung in das Expressionsplasmid in pASK68 auf.

Alle Losungen und Puffer wurden zur Inaktivierung der RNasen, wenn moglich nach
Zusatz von 0,1 % DEPC autoklaviert. Die Gerate und Chemikalien flr die RNA-Préparation
wurden gesondert aufbewahrt.

Die mRNA musste fir die weitere Verwendung noch aufbereitet werden. Nach dem
Waschschritt wird die mRNA in einem zuvor bestimmtem Volumen DEPC-H,0
aufgenommen, so dass eine Konzentration von 5 ng/ul vorlag.

Dabei wurde beriicksichtigt, dass bei der Fallung der mRNA etwa 50% Verlust eintreten
und damit die Konzentration der mRNA vor der Fallung nicht mehr der photometrisch
bestimmten entspricht.

Bei der RT-PCR wurde nach den Anweisungen des Titan One Tube RT-PCR Kit (Roche,
Penzberg [Germany]) gearbeitet.

Fur die Polymerasereaktion wurden die T4-DNA Polymerase und T4-DNA Ligase in
entsprechender Reihenfolge in den Synthese-Puffer mit den vier d-NTP gegeben, wobei
dies auf Eis erfolgte. Diese Reihenfolge ist von Bedeutung, da die Polymerase (ber eine
ausgepragte Exonukleaseaktivitat verfigt, die bei niedrigen Konzentrationen oder Fehlen
von dNTP zum Tragen kommt (Zickermann, 1996; S. 17). Der Reaktionsansatz wurde bei
37°C fir 90-120 min inkubiert.

2.1.2.2 PCR und Klonieren von PCR-Produkten

Mit den Primern (2.1.2.3) im Mix wurde jetzt die PCR gestartet.

Ein 10 pl Reaktionsansatz enthielt 50 ng DNA, weiterhin je 6,4 pmol der Oligonukleotide
und 1 pl des mitgelieferten Puffers der hitzestabilen DNA-Polymerase. Die
Endkonzentration der Nukleotide betrug dabei je 200 uM. Die verwendeten Polymerasen
waren: Tag DNA Polymerase von Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen) und
PfuTurbo™DNA Polymerase von Stratagene (Heidelberg). Um das Risiko der
Fehlhybridisierung der Oligonukleotide und der Primerdimerbildung so gering wie mdglich
zu halten, erfolgte die Einleitung der Reaktion mit einem sog. ,.hot start”, wodurch die
Polymeraseaktivitat wahrend der Reaktionsvorbereitung inhibiert wird.
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2.1.2.3 Primer

Das Design der Primer erfolgt nach der Wu-Kabat Antikdrperbibliothek. In dieser Arbeit
wurden auf im MPI fir Biophysik, Frankfurt entwickelte Primer zurtickgegriffen. Uber die
in den Primern kodierten Schnittstellen kdnnen diese Sequenzen im Weiteren Kloniert
werden.

Die eingesetzten Primer unterscheiden sich je nach Einsatz flr die schwere und die leichte
Kette. Die Sequenzen der Schnittstellen sind unterstrichen.

Die Primer flr die x-Ketten von VL lauten:

Forward-Primer

VKCL1T (Subklasse 1, 2, 3, 5)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

5...GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA GCC TCC CTG GCT G....3
Sac | A A TT T

VKC2T (Subklasse 4,6)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

5°...GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA GCA ATC ATG TCT GC...3°
Sac | G

Backward-Primer

VKRI1T
108 107 106 105 104 103 102 101 100 99 98 97
5...CCG TTT CAG CTC GAG CTT GGT CCC ACC ACC GAA CGT...3
Xho | G TG T

Primer fur VH:

Forward-Primer

VHCIT
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

5...GAG GTG AAA CTG CAG CAG TCA GGG GCT GGC CTG GT...3
TC Pst 1 G T Cc T

Backward-Primer

VHRIT
113 112 111 110 109 108 107 106 105 104 103

5°..TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCA...3
BstE 11 G
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Die Uber den Basentripletts angegebenen Zahlen entsprechen der Aminoséuresequenz der
Antikdrper, an der der Primer bindet (Kabat et al., 1991).

2.1.2.4 Verdau von Plasmid-Template-DNA

Zur Entfernung des Templates nach vorangegangener Polymerasekettenreaktion, wurde ein
10 pl Ansatz mit dem entsprechenden Reaktionspuffer und 1 pl Dpnl-Enzym versetzt,
abzentrifugiert und bei 37°C fiir zwei Stunden im Brutschrank inkubiert.

2.1.2.5 Phosphorylierung des PCR-Produktes

Fur die Ligasereaktion ist eine Phosphorylierung am 5- Ende des Oligonukleotides
essentiell, welche mit der T4-Polynukleotidkinase (New England Biolabs) eingefihrt
wurde. Die Phosphorylierung erfolgte nach dem Protokoll von Ausubel et al., 2000.

2.1.2.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Vektoren, in die DNA-Fragmente kloniert werden sollen, wurden entsprechend den
Herstellerangaben (Boehringer Mannheim, Mannheim) mit CIP (calf intestine alkaline
phosphatase) oder SAP (shrimp alkaline phosphatase) dephosphoryliert mit dem Ziel eine
Selbstligation zu verhindern. SAP ist hitzedeaktivierbar. CIP wurde mittels
Phenol/Chloroform Extraktion aus dem Ansatz entfernt.

2.1.2.7 Ligation

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde T4 DNA-Ligase sowie der mitgelieferte
Puffer (Gibco BRL Life Technologies) verwendet.

Die Konzentration von Vektor und dem entsprechend einzusetzenden Fragment wurde nach
Legerski und Robberson (Legerski und Robberson, 1985) eingestellt.

Der Ligationsansatz wird fiir ca. 16 h bei 14°C inkubiert.

2.1.3 Agarosegelelektrophorese von DNA

Zur Auftrennung der DNA nach Standardmethoden wurden die Proben auf ein TAE (Tris-
Acetat-EDTA)-Gel (analytisches Gel) aufgetragen.
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Bei den préparativen Gelen handelt es sich um 1 % bzw. 1,5 % -ige Agarosegele ((TAE-
Puffer mit Zusatz UV-safe TAE, MWG-Biotech, Ebersberg) versetzt mit 0,5 pg/mi
Ethidiumbromid). Die verwendete Agarosekonzentration richtet sich nach der Lange der zu
trennenden DNA-Fragmente. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die
Elektrophorese wurde bei Spannungen von 60 V bzw. 90 V fiir den Zeitraum von etwa einer
Stunde durchgefiihrt. Nach dieser Laufzeit wurden die DNA-Banden durch den im Gel
befindlichen Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid mittels UV-Licht der Wellenldnge 254
nm sichtbar gemacht und mit einer Geldokumentationsanlage photographiert. Die
GroRenbestimmung der elektrophoretisch aufgetrennten Fragmente wurde durch einen
Vergleich der Laufstrecken der zu analysierenden Banden mit denen der Markerfragmente
der DNA-GrolRenmarker “1kb Ladder* und 100 bp Ladder plus* (MBI Fermentas, St. Leo-
Rot) realisiert. Fir die DNA-Extraktion aus Agarosegelen wurde das DNA-Purification Kit
»Easy Pure* der Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf verwendet. Hierbei wurde die
DNA-Bande nach dem Herausschneiden mit einem Skalpell unter UV-Belichtung aus dem
Gel geldst und anschlieBend gemaR der Herstellerangabe gereinigt. Das Sediment wurde in
10 pl sterilem Wasser aufgenommen.

Die Konzentration der isolierten DNA wurde mittels Hoefer®DyNA Quant®200
Fluorometer (Pharmacia Biotech, San Francisco, USA) bestimmt.

2.1.4 Ethanol-Prazipitation

Um die DNA-Proben zu konzentrieren, wurde eine Fallungsreaktion durchgefuhrt. Der zu
konzentrierenden DNA wurden 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat sowie 2,5 Volumina abs.
Ethanol (-20°C) zugesetzt, gemischt und darauf folgend bei -20°C fir wenigstens 30 min
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch fur 15 min zentrifugiert, was die Sedimentation
der DNA zur Folge hatte. Das Prazipitat wurde, nachdem der Uberstand abpipettiert worden
war, in einer bestimmten Menge an 70% Ethanol (-20°C) gewaschen, anschlieRend fur etwa
15 min bei 37°C im Brutschrank getrocknet und dann in einen addquaten VVolumen von TE-
Puffer oder Aqua tridest. aufgenommen.

2.1.5 Sequenzierung
Nach der Trennung auf einem Agarosegel und Aufreinigung der DNA mittels dem

DyeEX™Spin Kit (Qiagen, Hilden), kann die doppelstrangige DNA (200-500 ng) fiir die
Sequenzanalyse als template eingesetzt werden, die mit einem spezifischen Primer
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hybridisiert. Die Sequenzierungsreaktionen erfolgten mit dem ABI Prism dye terminator
cycle sequencing kit (Perkin Elmer, Weiterstadt).

Die Ansatze wurden mit dem ABI Prism Automated Sequencer des Typs ABI 310 (Applied
Biosystems GmbH, Weiterstadt) unter Verwendung der Software ,,Sequence Navigator®
analysiert.

2.1.6 Restriktion der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die zur Inkubation der DNA mit Restriktionsendonukleasen verwendeten Puffer und
Temperaturen wurden nach Angaben des Herstellers ,,New England Biolabs GmbH,
Schwalbach/Taunus* verwendet. Damit wurde die ldentifikation rekombinierter Plasmide
und die Gewinnung definierter DNA-Fragmente angestrebt.

Folgende Fragmente konnten erwartet werden:

VH ca. 330 bp Pst | und BstE Il geschnitten
VL ca. 300 bp Sst 1 und Xho I geschnitten
linker ca. 140 bp BstE Il und Sst | geschnitten
VH und VL ca. 770 bp Pst I und Xho I geschnitten

2.1.7 Punktmutagenese

Die Punktmutation wurde tber PCR mittels des ,,QuikChange™Site-directed Mutagenesis
Kit“ (Stratagene, Heidelberg) eingefiihrt. Die Primer wurden von MWG BIOTECH
bezogen.

Bei gegebener Ausgangssequenz:

57 .. .GGACAGATTTC AAGATCAGCAGAG. . .3~
3" .. .CCTGTCTAAAGAGTCAGTTCTAGTCGTCTC...5"

lautete der Forward-Primer :

57 . . .GGACAGATTTC AAGATCAGCAGAG. . .3~
und der Backward-Primer:

5 .. .CTCTGCTGATCTTGACTGAGAAATCTGTCC...3"
Tyrosin : — Serin

Leucin : — Valin
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2.2 Methoden - proteinchemisch -

2.2.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE wurde ein Trenngel (pH 8,8) mit dartber liegendem Sammelgel (pH
6,8) mit Geltaschen, in die pro Spur ca. 10 ug Protein aufgetragen wurden, angefertigt. Die
Durchfuhrung ist an die Beschreibung von Schagger und von Jagow (1987), sowie
Schégger (1994) angelehnt.

Anhand dieser Methode lasst sich das Expressionsniveau des Fv-Fragmentes abschétzen.
Die leichte und schwere Kette laufen je bei einer Molekularmasse von 14 kDa. Bei
Expressionsraten groRer als 0,2 mg/l Kultur erscheint eine sichtbare Bande. Unterhalb der
angegebenen Konzentration besteht die Moéglichkeit, dass die interessierenden Banden nur
sehr schwach zu erkennen sind bzw. die Auftrennung in die schwere und leichte Kette nicht
ganz eindeutig ist (Ostermeier, 1995, S.64). In diesem Fall bedarf es der Anwendung von
Immunoblots (s. 2.2.2.), mit denen sich eine in Frage stehende Expression nachweisen l&sst.
Allerdings eignen sich Klone, deren Fv-Bande nicht oder nur unzureichend im SDS-Gel
erscheint, nicht flr eine Ko-Kristallisation, da zu wenig Material vorhanden ist.

2.2.2 Western-Blot

Im Immunoblot werden im semidry-Verfahren die Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine
Matrix aus Nitrocellulose bzw. Immobilon P Membranen Ubertragen, die mit dem Gel beim
Blotten in Kontakt gebracht werden. Es wurde nach der von Schéagger, 1994 beschriebenen
Methode vorgegangen. Die Filterpapiere, Whatman M3 Papiere, und die Membran der
richtigen GroRe wurden einige Minuten in Puffer getrankt, um den elektrischen Kontakt zu
sichern. Verwendet wurden Polyvinylidendifluorid-Membranen  (Immobilon™  -P,
Millipore, Schwalbach).

Auf die Kathode wurden vier in Kathodenpuffer (300 mM AC, 30 mM Tris, pH = 9,2)
getrankte Filterpapiere, anschlieBend das Gel und die Membran gelegt. Darauf folgten dann
die vier weiteren in Anodenpuffer (300 mM Tris, 100 mM Tricin, pH = 8,7) getrankten
Filterpapiere, bevor die Anode das System vervollstandigte. Der Transfer dauerte 120-150
min, bei 200 mA und 20 V.

Mit dem Western-Blot lieR sich die Anwesenheit der VH und VL durch immunologische
Detektion des spezifischen Affinitatstags nachweisen.
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2.2.3 Immunologische Detektion

2.2.3.1 ECL-Immunoblot

Die leichte Kette der exprimierten Fv-Fragmente wurde durch den ECL-Immunoblot
(Amersham Biosciences, Braunschweig) tiber dem c-myc-Tag nachgewiesen. Dazu wurden
2D-Gele (SDS) auf eine Polyvinylidendiflourid-Membran transferiert. Die Entfarbung nach
dem Proteintransfer erfolgte fir 3 min in Methanol. Nach dem halbstiindigen Blocken in TX
PBS; (0,4%), um alle unspezifischen Bindungsstellen abzusattigen, wurde der Blot
insgesamt 20 min in TX PBS; (0,1%) gewaschen. Nach diesem Waschschritt wurde der
erste Antikorper, 9E10 als verdunnte Losung auf die Membran gegeben und fir etwa 15 h
inkubiert. Nachdem die Membran 20 min mit TX PBS;(0,1%) gewaschen worden war,
erfolgte fiir eine Stunde die Inkubation mit dem Antikorper, aMIgG [1:15000 in
Waschpuffer; Antimaus 1gG mAB Peroxidasekonjugat (Sigma)].

Die Inkubationen fanden jeweils bei Raumtemperatur auf dem Schittler statt.

AnschlieRend wurde die Membran erneut fiir 20 min in TX PBS; gewaschen und nun zur
Detektion der VL verwendet. Dazu wurde die Membran getrocknet und mit den
Chemoluminolreagentien ECL1 und ECL2 fir 1x 5 und 1 x 1 min detektiert. Hierbei
katalysiert die Peroxidase die Oxidation des Luminols in Anwesenheit von H,0,.
Unmittelbar nach Oxidation befindet sich das Luminol in angeregtem Zustand, wobei es
beim Zuriickkehren in seinen Grundzustand Licht emittiert. Zum Nachweis dieser
Lichtemission wurde die Membran fiir 10 s und 2 min auf einem Rontgenfilm exponiert.

2.2.3.2 Strep-Tag Nachweis

Zur Detektion der schweren Kette wurde ein Streptavidin-AP-Konjugat (Amersham,
1:1000) verwendet.

Das Immobilon wurde nach dem Blotten fur 5 min gefarbt (0,02 % SBG, 2,5 % Methanol,
10 % Essigsaure) und anschliefend ca. 10 min entfarbt (25 % MeOH, 10 % Essigséure).
Der getrocknete Blot wurde zurechtgeschnitten, dann fir 3 min in Methanol und
anschlieBend kurz mit H,O gespiilt. Um unspezifische Bindestellen zu sattigen erfolgte die
Inkubation bei Raumtemperatur in 25 ml TPBS (PBS mit 0,05% Tween 20), dem 25 pl
Avidin (2 mg/ml, aus Huhnereiweil}, Fluka, Minchen) hinzugefugt wurden, auf dem
Schittler fir etwa eine Stunde. Nach der Inkubationszeit wurde der Blot ca. 20 min mit
TPBS gespllt und dann eine weitere Stunde auf dem Schittler nach Zusatz eines
Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugates (Strep-AP, Amersham life science RPN
1234) in TPBS (1/1000) inkubiert.
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Nach Entfernung unspezifisch gebundener Konjugate in einem Waschvorgang (3 x 5 min)
mit TPBS, konnte die alkalische Phosphatase nachgewiesen werden. Fur die Farbreaktion
wurden BCIP/NBT Tabletten (Alkaline Phophatase Substrat — Sigma-Aldrich, Steinheim,
Fast™ 5 Bromo- 4 Chloro- 3- Indolyl Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium Tablets)
verwendet. Die Reaktion wurde durch AbgieRen der Ldsung und einem Waschschritt mit
Aqua dest. gestoppt.

2.2.4 Analytische und praparative Expression der Fv-Fragmente

Die Fv-Fragmente, die in das Plasmid pASK68 kloniert wurden, konnten in JM83, einem
E.coli-Stamm zur Expression gebracht werden. Bei diesen Versuchen wurde zunéchst eine
Testexpression mit Kulturvolumina von 3 x 60 ml eingesetzt, wahrend anschliel3end bei der
praparativen Expression je nach erwarteter Ausbeute Volumina von 6-12 | verwendet
wurden.

Bei der Testexpression wurden von ausgewahlten Klonen, zundchst in 1,5 ml LB-
Amp/Strep Ubernachtkulturen angelegt, die bei 37°C inkubierten. Die Hauptkulturen (60 ml
LB-Amp) wurden mit 1,2 ml (1:50) Ubernachtkultur angeimpft, wobei fiir einen Klon zwei
Hauptkulturen angesetzt wurden. Die Hauptkulturen wurden bei 23°C mit 220 rpm
geschittelt. Wenn eine OD 550 von 0,5 erreicht war (Messung gegen Medium, 1:1
verdiinnt), wurden die Hauptkulturen mit Ausnahme der Negativkontrolle mit jeweils 1 mM
IPTG (1-1sopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid) induziert. Mit dem Ziel eine Zeitreihe zu
erstellen wurden nach 90 min von den 60 ml der Hauptkultur zundchst 20 ml geerntet und
nach 3 h dann der Rest. Die Kulturen wurden zunéchst zentrifugiert (12 min, 4°C, 4000g -
Cryofuge 8000-), anschlieBend das Sediment in kaltem Periplasmaaufschlusspuffer (0,5 M
Saccharose, 100 mM Tris, 1 mM EDTA; pH 8,0) im Verhéltnis 1/100 Kulturvolumen
resuspendiert und dann fur etwa 30 min auf Eis inkubiert. Nach diesem Procedere erfolgte
eine weitere Zentrifugation (45min, 4°C, 5000g -Sorvall SS34-), nach welcher das
Periplasma mit den gewonnenen Fv-Fragmenten im Uberstand bei -80°C in fliissigem N
eingefroren werden konnte und damit lagerféahig wurde.

Bei den Hauptkulturen wurden Vorkulturen in 1,5 ml LB Amp/Strep fur etwa 8 Stunden bei
37°C inkubiert. Mit diesen Vorkulturen wurden 60 ml einer LB Amp/Strep L&sung
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C bei 220 rpm inkubierte. Die 6 x 2 | LB-Amp
Hauptkulturen wurden im Verhéltnis 1:50 mit entsprechenden Vorkulturen angeimpft und
inkubierten bei 23°C mit ca. 120 rpm im Schuttler bis die ODssg 0,5 betrug. Die Induktion
und die Ernte verliefen wie oben bereits beschrieben nach 90 min und 180 min.
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2.2.4.1 Reinigung der Fv-Fragmente

Zur Reinigung der Fv-Fragmente wurde die Strep-Tag-Affinitatschromatographie an
Streptavidin-Sepharose angewandt (Schmidt und Skerra, 1993).

Das Periplasma wurde zunéchst auf Eis fir 30 min mit 400 pg/l Kulturvolumen Avidin
(Fluka) inkubiert mit dem Ziel mdglicherweise vorkommendes Biotin oder auch
biotinylierte Proteine zu binden. Nach anschlieBender Zentrifugation des Periplasmas
(35000 x g, 30 min, 4°C) wurde der Uberstand steril filtriert und das klare Filtrat auf die 5
ml core-Streptavidin-Sepharose Sdule aufgetragen, die zuvor mit 10 S&ulenvolumina Puffer
(50 mM Tris/ HCI pH 8,0) aquilibriert wurde.

Nicht gebundene Proteine wurden eliminiert, indem nach diesem Durchgang ein weiterer
Waschschritt mit 5 S&ulenvolumina durchgefuhrt wurde. Dann wurde der Elutionspuffer
(2,5 mM Desthiobiotin) an die S&ule geschlossen und einzelne Fraktionen von 500 pl
aufgefangen. Die Aufreinigung wurde bei 4°C durchgefiihrt. Es wurden jeweils 16
Fraktionen aufgefangen, die dann anschliefend im Vergleich zu der Urprobe, sprich dem
unbehandelten Periplasma auf ein SDS-Gel 10 bzw. 16 % aufgetragen wurden. Nach
Fixierung, Farbung und Entfarbung kdnnen dann die Fraktionen der aufgereinigten Fv-
Fragmente ausgewdhlt werden, die zundchst gepoolt und mittels Ultrafiltration (Vivaspin
10000, 4270 rpm, 4°C) aufkonzentriert wurden.

Nach der Reinigung der Fv-Fragmente wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry
durchgefihrt (2.2.5), um die Konzentration des gewonnenen Fv Fragmente von bestimmen
zu konnen.

Die Bindungseigenschaften der Fv-Fragmente an den Komplex | wurden mittels
Gelfiltration (2.2.4.2) geprft.

2.2.4.2 Bindungsversuche der Fv-Fragmente an Komplex | mit Hilfe der
FPLC-Gelfiltration

Zur Kristallisation wurde ein homogener, stochiometrischer 1:1 Komplex angestrebt. Durch
die Gelfiltration besteht die Mdoglichkeit bei ausreichend starker Bindung zwischen dem
Komplex | und den Fv-Fragmenten, die nicht gebundenen Fv-Fragmente zu eliminieren.
Die Versuche wurden an der Biosys 2000 Protein-Reinigungs-Workstation®, Beckman
Instruments GmbH (Miinchen) durchgefiihrt.

Der gereinigte Komplex | (nach Kashani-Poor et al., 2001(a)) wurde mit Uberschuss (1,5-
fach) an gereinigten Fv-Fragmenten (Volumen je nach Konzentration) von monoklonalen
Antikorpern versetzt und 30 min bei 4°C inkubiert. Dazu wurden 7 mg in 250 pl des
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Komplex | mit FPLC-Puffer auf 3 ml verdlinnt. Unter sanftem Schditteln wurden 420 pl Fv-
Fragmente zugegeben. Anschliefend wurde steril filtriert (Ultrafree®-MC Low Binding
Durapore® Membrane, Sigma). Das Gemisch wurde auf die TSK Sdule (TSKgel
G4000SW, Biosys 2000, 21,5 mm x 60 cm Saule) aufgetragen.

Als Laufpuffer wurden 25 mM Na-MOPS, 2 mM EDTA, 100 mM NaCl und 0,025 % LM,
pH 7,2 verwendet. Die Flussrate betrug 2 ml/min.

Die Sédule gewahrleistete entsprechend schnelle FPLC-Laufe (hohe Flussrate), welche die
Wabhrscheinlichkeit einer Dissoziation des Ko-Komplexes reduzierte. Die Detektion erfolgte
bei 280 nm und 415 nm.

2.2.5 Proteinbestimmung nach Lowry

Nach Lowry et al., 1951 mit einer Modifikation von Helenius und Simons, 1972 und
Markwell et al., 1978 wurde die Proteinbestimmung durchgefiihrt. Als Proteinstandard
diente Rinderserumalbumin in den Konzentrationen von 0,1 bis 0,2 mg/ml. Die
Extinktionsmessung erfolgt bei 578 nm.

2.2.6 Aktivitatstest (HAR)

Durch Messung der Elektronentransportrate von NADH auf HAR (Endkonzentration auf 2
mM) kann die spezifische Enzymaktivitat des gereinigten Komplex | bestimmt werden.
Nach der Reinigung des Komplex | durch die Gelfiltration sollte die Enzymaktivitat des
eingesetzten Membranproteins bestimmt werden. Die Messung wurde in einer Kivette mit
der Schichtdicke 1 cm durchgefihrt, in die 1 ml Puffer (20 mM Hepes, pH 8,0, 250 mM
Saccharose, 2 mM EDTA, 2 mM NaNj3), 2 pul NADH (200uM) und 20 pl HAR (2 mM)
gegeben wurden und bei 30°C inkubierte. Anschliefend wurden 2 pl Komplex | (+Fv)
zugesetzt und die Extinktionsédnderung bei 340 nm und 400 nm gemessen.
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2.2.7 Kiristallisationsbedingungen fur Komplex | YL mit Fv (Y34C10)

Alle Losungen enthielten 1,5 mM NaAzid, 50 mM NaCl, 100 mM Puffer, 0,02 % LM
(Glycon) (n-dodecyl B-D-maltosid) (Detergent).

WELL PEG 4000 (%) Puffer

Al 5 NaCitrat, pH 5,6
A2 6 NaCitrat, pH 5,6
A3 7 NaCitrat, pH 5,6
A4 8 NaCitrat, pH 5,6
A5 4 ADA, pH65
A6 5 ADA, pH65
B1 6 ADA, pH65
B2 5 HEPES, pH 7,5
B3 6 HEPES, pH 7,5
B4 6 TrisCl, pH 8,0
B5 7 TrisCl, pH 8,0
B6 6 TrisCl, pH 8,5
C1 7 TrisCl, pH 8,5
C2 8 TrisCl, pH 8,5

Ammoniumsulfatisgn. aus GRID
screen + 0,02% LM

C3 1.2 pH 5,0

c4 1,2 pH 6,0

C5 1.2 pH 7,0

Cé 1.2 pH 8,0

D1 1,2 pH 9,0

D2 1,6 pH 5,0

D3 1,6 pH 6,0

D4 16 pH 7,0

D5 1,6 pH 8,0

D6 1,6 pH 9,0

Tabelle 3: Kristallisationsplatte mit variierten Bedingungen / Well

2.2.7.1 Methode des hangenden Tropfens (,hanging drop*)

Eine gangige Methode zur Erzeugung von Proteinkristallen ist die ,,Methode des hdngenden
Tropfens*®.

Es wurden 24er-Zellkulturplatten Linbro Nr.76-033-05 (Flow Laboratories, Hampton
Resarch) verwendet. Zundchst wurden die Rander mit einem Fettring (Basilone-Paste,
BAYER) versehen, um den Napf gasdicht zu verschlieBen. Die Napfchen selbst wurden mit
1 ml der Fallungs-/Reservoirlésung gefillt. Als Fallungslésungen wurden Ammoniumsulfat
und Polyethylenglycole verschiedener molekularer Massen verwendet. VVorversuche haben
gezeigt, dass die gunstigsten Kristallisationsbedingungen bei pH-Werten um 5-9 liegen, wie
es bei diesen Versuchen auch Anwendung fand, was aus der Tabelle 3 ersichtlich wird.
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Pro Well wurden pro Tropfen 4 pl der Proteinlésung und 4 pl der Mutterlauge eingesetzt.
Die Proteinlésung wird auf das Deckglaschen in verschiedenen Konzentrationen
aufgetragen. Etwa in Anordnung eines gleichseitigen Dreiecks wurden an den Eckpunkten
die Lésungen im Verhaltnis 1:1, 1:2 und 2:1 aufgetragen. Die Reservoirlosung enthielt eine
hohere Féallungsmittelkonzentration als der Tropfen mit dem Protein.

Die fertigen Platten wurden bei konstanter Temperatur (4°C oder 18°C) in Ruhe gelagert
und nach drei Tagen erstmals mikroskopisch bewertet.

2.3 Materialien

Verwendete Medien und Lésungen

Medien fur Escherichia coli:

LB-Medium : 1 % NaCl, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % Trypton, pH 7,5
Zur Transformantenselektion war zusatzlich Ampicillin enthalten
(50mg/l)

LB-Agar enthélt zuzuglich zum Medium 1,5% Agar

SOB-Medium : 20 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt, 0,58 g NaCl, 0,18 g KCI, Aqua
tridest.ad 1000 ml, 10 ml 1 M Magnesiumlosung (1 M MgCl, oder 1
M MgSQy)
pH 6,8-7,0

SOC-Medium : 100 ml SOB-Medium, 1 ml 2 M Glukose (die Magnesiumlésung und
Glukose wurden vor Gebrauch zur Elektrotransformation steril
zugegeben)

LB-Amp(/Strep): LB-Medium + Amp 100 pg / ml (+ 50 pg/ml)

Andere Puffer und Ldsungen:

10 x TAE-Puffer: 400 mM Tris / Acetat, 10 mM EDTA, pH 8,3
TE-Puffer: 10 mM Tris/ HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0
TPBS: 10 x PBS /0,1 % Tween 20
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Puffer fir Western Blot:

Anodenpuffer: 300 mM Tris, 100 mM Tricin, pH 8,7

Kathodenpuffer: 300 mM AC, 30 mM Tris, pH 9,2

Farben/Entfarben: 25 % Methanol, 10 % Essigséaure (0,02 % ServaBlue G)
PBS: 80 mM Na;HPO,4, 20 mM NaH;PO4, 100 mM NaCl, pH 7,5
Tx PBS; PBS/0,1 % Tx

Tx PBS, PBS/ 0,5 % Tx

ECL 1- Losung: 90 ml H,O
+ 10 ml Tris [1M, pH 8,5]
+ 1 ml Luminolstammlésung [250 mM in H,O]
+0,5 ml Coumarinstammlésung [90 mM in DMSQO]

ECL 2- Losung: 90 ml H,O
+ 10 ml Tris [1M, pH 8,5]
+100 pl H,O, [30%]

Entwickler 180 ml GBX/ 1000 ml H,O
Fixierbad 180 ml GBX/ 1000 ml H,O

Puffer fir die SDS-Gele:

10 x Kathoden-Laufpuffer: 1M Tris, 1M Tricin, 1% SDS

10 x Anoden-Laufpuffer (pH 8,9): 1M Tris, 0,225M HCI

3 x SDS Gelpuffer (pH 8,45): 3M Tris, 1M HCI, 0,3% SDS

Fixieren: 50 % Methanol, 10 % Essigsaure
Farben/Entfarben: 10 % Essigsaure (0,025 % ServaBlue G)

Puffer fur Fv-Reinigung:

Aquilibrierungspuffer: 50 mM Tris/CI pH 8,0

Elutionspuffer: 2,5 mM Desthiobiotin (Sigma, Deisenhofen)
1 mM PMSF
1 mM EDTA
0,05 % Azid

Lagerpuffer: 1 mM EDTA, 0,05 % NaAzid

Avidin Stock: 10 mg / ml, Lagerung bei -20 °C

30



Material und Methoden

Verwendete Stimme :

Stamm Genotyp

XL-10 Gold Tet® A(mcrA) 183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr) 173
endAl supE44thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte
(FRproAB lacl"ZAM 15Tn10 (Tet®) Amy Cam®)

JM83 SupE44 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi relAl
lac’F [proAB lac1 lacZ AM15 Tn10(tet)]

Verwendete Plasmide

Tabelle 4: Verwendete Escherichia coli Stamme

Plasmid | Grolie Eigenschaften Herkunft
TA 3,9 kb vgl. Invitrogen
(pPCR®2.1) Produktbeschreibung | Groningen
(Niederlande)
pASK68 3973 bp Klonierungs- und Kleymann et
Expressionsvektor al., 1995

Gerdte:

Tabelle 5: Verwendete Plasmide

Geréte zur Proteinreinigung:

Zentrifugen:

Biosys 2000 Protein-Reinigungs-Workstation®, Beckman
Instruments GmbH (Miinchen)

Q Hyper D 10 Séule (4,6 mm x 1000 mm), Beckman
Instruments GmbH (Miinchen)

TSKgel G4000 SW Saule (21,5 mm x 600 mm), Toso Haas
GmbH (Stuttgart)

Ultrafree — 20 Centrifugal Filter Unit®mit Biomax™ - 30 High
Flux Polysulfone Membrane, Millipore GmbH (Eschborn)

Heraeus Holding GmbH, Hanau; Biofuge A

Heraeus Holding GmbH, Hanau; Labofuge 400

Heraeus Holding GmbH, Hanau; Minifuge GL

Heraeus Holding GmbH, Osterode; Cryofuge 8000 Sorvall
Kihlzentrifuge J2-21, Beckman Instruments GmbH
(Minchen)
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Rotoren:

Photometer:

Termocycler:

Elektrotransformator:

Weitere Geréte:

DNA Analyseprogramme:

Ultrazentrifugen L7-65 und L8-70M, Beckman Instruments
GmbH (Minchen)

JA-10, JA-20, JS13.1, Beckman Instruments GmbH
(Minchen)

Ti 45, Ti 50.2, Ti 70.1, Beckman Instruments GmbH
(Minchen)

TFT 50.38 Kontron Instruments (Eching)

Hoefer®DyNA Quant®200Fluorometer, Amersham
/Pharmacia /LKB (San Francisco)

UV 300 Zweiwellenlangen [/ Doppelstrahlphotometer,
Shimadzu (Dusseldorf)

U-3210 Doppelstrahl Spektralphotometer, Hitachi
(Dusseldorf)

Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480, Perkin Elmer
(Weiterstadt)

Perkin Elmer GeneAmp®PCR System 2400, Perkin Elmer
(Weiterstadt)

Cyclone®Gradient, peglab (Erlangen)

E. coli Pulser, Bio-Rad (Hercules, USA)

ABI Prism Automated Sequencer Typ ABI 310, Applied
Biosystems GmbH (Weiterstadt)

Desintegrator-C, Bernd Euler (Frankfurt am Main)

Fermenter 10 |, Biostat E; Braun (Melsungen)

Fotokamera MP4 land camera, Polaroid GmbH (Offenbach)
Rattler (Eppendorf Mixer 5432), Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH (Hamburg)

UV-Transluminator TF 20M, 312 nm, Herolab (Wiesloch)

HIBIO DNASIS™ for Windows® Version 2, Hitachi Software
Engineering Co., Ltd., (San Francisco, USA)
Sequence Navigator, Applied Biosystems (Weiterstadt)
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Sequenzalignment:

Chemikalien:

Detergentien:

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

Coomassie Blau G-250, Harnstoff, PEG 4000, SDS (Serva,
Heidelberg), Tricin (Sigma, Deisenhofen), Y31A8, Triton X-100
(Serva, Heidelberg), Ammoniumpersulfat; Agar (Gibco BRL Life
Technologies), Hefextrakt, Trypton (Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe); Yeast Extract (Life Technologies, Paisley, Scotland);
Pepton, Agarose (Biorad Laboratories GmbH), Ampicillin, Epps,
Ethidiumbromid, Glukose, Glycerin, Glycon, Hexaminruthenium
(li)-chlorid  (HAR), Hepes (Sigma, Deisenhofen), KCN,
Kaliumhexacyanoferrat(l1l),  Mercaptoethanol, Mops  (Sigma,
Deisenhofen), d-NADH, NADH, Natriumazid, DMSO (Sigma,
Deisenhofen), TEMED, PMSF, Tween 20 (Serva, Heidelberg), Tris
(Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen), EDTA, Amminicapronsaure
(Fluka), Ammoniumsulfat, KCI, KOH, KPi, NaCl, NaOH, NaPi,
Natriumcitrat, Natriumacetat, Natrium-Azid, Saccharose, X-Gal (Carl
Roth GmbH & Co, Karlsruhe); ATP, Nukleotide (Pharmacia GmbH,
Erlangen oder MWG-Biotech, Ebersberg); Bacto™Peptone (Difco
Laboratories), YNB (Difco Laboratories, Detroit, USA); Borsaure,
Phenol, Wasserstoffperoxid (Fluka AG, Buchs, Schweiz); IPTG
(BioTech & Trade Service GmbH, St. Leon-Rot), Serva Blue Gel
(Serva, Heidelberg); Desthiobiotin, lsoamylalkohol, Isopropanol,
Magnesiumsulfat, Trichloressigsdaure (Merck, Darmstadt), Essigséure;
Laurylmaltosid (LM) (Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg);
Ethanol (J.T.Baker, Deventer, Holland); Acrylamid (Serva,
Heidelberg), Bisacrylamid (Serva), Avidin (Fluka), Sreptavidin-AP
(Amersham), Rinderserumalbumin (Behringwerke AG, Marburg);
Hygromycin B (Invitrogen BV, Groningen, Niederlande); BCIP/
NBT Tabletten (Sigma, Deisenhofen), Luminollésung (Sigma,
Deisenhofen), Coumarinlésung (Sigma, Deisenhofen); Réntgenfilme
Typ 667 (Polaroid GmbH, Offenbach); Entwickler- und Fixierldsung
fur Rontgenfilme (Kodak AG, Stuttgart-Wangen); DEAE Bio-Gel A
Gel Agarose (Biorad Laboratories GmbH, Minchen); Folin-
Ciocalteus-Phenolreagenz

Natrium-dodecylsulfat (SDS), Tween 20, Laurylmaltosid (Biomol
Feinchemikalien GmbH, Hamburg)
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierungs- und Expressionsstrategie

Die aus Hybridomzellen gewonnene mRNA der Klone Y30C12 und Y34C10, war
Ausgangspunkt zur Synthese der schweren und der leichten Kette der Fv-Fragmente
durch die RT-PCR. Die Klonierung von VH und VL erfolgte zundchst in den TA-
Vektor (Invitrogen), der eine einfache Klonierung von PCR-Fragmenten erlaubt (siehe
im Anhang unter 5.5). Nach Sequenzierung erfolgte die Umklonierung in den
Expressionsvektor pASK68 (Kleymann et al., 1995; Abb. im Anhang unter 5.6) und
Transformation in den E. coli Stamm JM 83 flir Expressionsversuche.

Die Klonierung der schweren Kette erfolgte tber die Schnittstellen Pst |1 und BstE I,
die der leichten Kette Uber die Schnittstellen Sac I und Xho I (Bild 6).

Omp-A Strep-Tag Pho A myc-Tag
VH VL

N -Terminus ~L ~L C -Terminus N -Terminus »L »L C -Terminus
Pst | BstE 11 Sac | Xho |

Bild 6: Schematische Ubersicht der Klonierungsregion des Expressionsvektors pASK68.
Zu erkennen sind hier die Lage der Signalsequenzen N-terminal, der Affinitatstags C-terminal
(Strep-Tag an VH und c-myc-Tag an VL), und die zur jeweiligen Kette gehorigen Schnittstellen.

3.2 Klon Y30C12
3.2.1 RT-PCR

Nach Synthese der cDNA, wurden die VH- und VL-Regionen der Fv's mittels PCR
mit den Primern VKCI1T, VKC2T, VKRA1T fir die leichte Kette, sowie VHC1T und
VHRLIT fur die schwere Kette (Sequenzen unter 2.1.2.3) amplifiziert (Bild 7).
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Bild 7: Y30C12, Praparatives Gel mit PCR-Produkten. In den Banden 2 und 4 sind die PCR-Produkte
der schweren Kette (VH) zu sehen. In den Banden 1 und 3, die der leichten Ketten (VL).
In der Bande 5 wurde die 100 bp Ladder Plus aufgetragen.

3.2.2 Klonierung und Expressionsniveau

Die Sequenzierung von vier untersuchten Klonen (TA Vektor) ergab eine identische
Sequenz. Die abgeleitete Proteinsequenz der schweren und leichten Kette des Fv
Y30C12 im pASKG68 ist im Bild 8 gezeigt.

Bereits bei der Testexpression zeigte sich im Western Blot anhand der Banden beim
Nachweis des Strep-Tag und c-myc-Tag, dass nur eine quantitativ unzureichende
Expression erzielt werden konnte (Bild 9...11).

Zur Steigerung der Expressionsrate des Klons wurden in die Sequenz Punkt-
mutationen eingefiihrt (3.2.3).
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Schwere Kette Y30C12:

EVKLQESGAGLVRPGASVMLSCKASGYSFSRFWMQWVKQRPGQGLE
N-Terminus VH
WIGSIYPGDGDTRYTQKFKGKATLIADKSSSTAYMQLSNLASEDSAIYFC

ARKDANDNAWLAYWGQGQGTTVTVSSAWRHPQFGG
C-Terminus VH mit Strep-Tag

Leichte Kette Y30C12:

DIELTQTPVSLAVSLGDQASISCRSSQSLVHTYGATYLEWYLLKPGQSPIL
N-Terminus VL

LIYKVSKRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPW

TFGGGTKLEIKREQKLISEEDL
C-Terminus VL mit c-myc-Tag

Bild 8: Proteinsequenz Vy und V, des Fv-Fragmentes des Klons Y30C12. Zur naheren Erlauterung der
fettgedruckten Aminosauren siehe unter 3.2.3

3.2.3 Punktmutagenese des Klones Y30C12

In verschiedenen Verdffentlichungen wurde eine Steigerung der Expressionsrate von
Antikorperfragmenten durch Punktmutationen beschrieben. In der Publikation von
Forsberg et al., 1997 wurden die Aminoséauren an den Positionen 77 und 78 innerhalb
der leichten Kette mutiert, sowie zusatzlich an Position 10 ein Phenylalanin gegen ein
Serin ausgetauscht. Dadurch konnte eine Expressionssteigerung in E. coli von Fab-
Fragmenten des monoklonalen Antikorpers 5T4 erreicht werden. Bei dem Klon
Y30C12 war an Position 10 der Aminosaurensequenz bereits ein Serin enthalten (Bild
8).

Bei der Punktmutation ging es um den gezielten Austausch der Aminosauren Tyrosin
(ACA) auf Position 77 gegen Serin (TCA) und Leucin (CTC) auf Position 78 gegen
Valin (GTC) in der leichten Kette von Y30C12. Die Sequenzierung von vier mutierten
Klonen ergab, dass die Mutationen bei sonst identischer Sequenz enthalten waren.
Y30C12-M, wurde erneut exprimiert.
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3.2.4 Expressionsniveau von Y30C12, SLK-pASKG68; Vergleich nativ-mutiert

Fur die Testexpression wurde wie unter 2.2.4 angegeben verfahren. Fiinf Stunden nach
Animpfen der Hauptkultur betrug die ODssg 0,52 und es wurde mit IPTG induziert.
Um den zeitlichen Verlauf der Expression verfolgen zu kdnnen, wurde ein Teil der
Kolben nach 90 min geerntet und der Rest nach drei Stunden. Das Periplasma wurde
gelelektrophoretisch aufgetrennt und der Strep-Tag bzw. der c-myc-Tag wurden
immunologisch detektiert (Bild 9,10).

Durch die Punktmutationen konnte eine Expressionssteigerung erreicht werden (siehe
Bild 9...11). Aus einem Vergleich mit dem Klon Y31A8, einem konformations-
spezifischen Antikorper gegen Komplex 1, war allerdings ersichtlich, dass die
Expressionsrate unter allen getesteten Bedingungen deutlich geringer war. Der Klon
Y31A8 wurde aufgrund seiner hohen Expressionsrate in dieser Arbeit vielfach als
Positivkontrolle eingesetzt. Es zeigte sich vor allem die Expression der schweren
Kette des Fv Y30C12 als problematisch (Bild 9).

| Molekulare Masse

- < -14kDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Bild 9: Analyse des Expressionsniveaus Klon Y30C12 Wildtyp (Wt) und Mutante (Mut) in
Abhangigkeit von der Expressionsdauer. Nachweis des Strep-Tag an der schweren Kette. Alle Klone
wurden induziert. Zuordnung der Klone in den folgenden Tabellen:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8

Klon # 1, Wt 2, Wt 3, Wt 4, Wt 1, Mut |2, Mut |3, Mut |4, Mut
Expressionsdauer |3 h 3h 3h 3h 3h 3h 3h 3h
Bahn 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Klon# 1L,Mut |2, Mut |3, Mut |4, Mut |1, Wt |2,Wt |3, Wt |4, Wt |Y31A8
Expressionsdauer |90 min |90 min {90 min |90 min {90 min {90 min |90 min |90 min |3 h
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Molekulare Masse

= . = <— ~14kDa
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Bild 10: Y30C12, SLK1-pASK68-nativ, c-myc-Tag (leichte Kette) Nachweis im ECL-Immunoblot.
UV-Exposition: 2 min. Zuordnung der Bahnen nach folgender Tabelle:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Klon # 4, 3, 2, 1-2, 1-1, 4, 3, 2, 1-2, 1-1,
Expressionsdauer | 3 h 3h 3h 3h 3h 90 min |90 min |90 min |90 min |90 min
Induziert X X X X X X X X

- ~14 kDa

- -
[T PO S e o 67 i ST

Bild 11: Y30C12, SLK-M-pASK®68, c-myc-Tag (leichte Kette) Nachweis im ECL-Immunoblot.
UV-Exposition: 2 min. Zuordnung der Bahnen nach folgender Tabelle:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Klon # Y31A8 |4, 3, 2, 1-2, 1-1, 4, 3, 2, 1-2,
Expressionsdauer | 3 h 3h 3h 3h 3h 3h 90 min | 90 min {90 min | 90 min
Induziert X X X X X X X X X

Die Expressionsbedingungen fiir die Proben in den Bahnen 2-6 (Bild 11) entsprechen
denen in der oberen Abbildung (Bild 10) in den Bahnen 1-5.

Die Expression des mutierten Fv Y30C12 zeigte sich hinsichtlich des
Expressionsniveaus allerdings ebenfalls als unzulénglich, da selbst bei einem 12 I-
Ansatz die Menge an Fv-Fragmenten fiir Kristallisationsversuche nicht ausreichend
war. Es wurden die Klone 1, 2, 4 (siehe 4-3h; 2-90 min; 1-2-90 min), die in der
Testexpression als geeignet schienen, zur Expression gebracht, aber bei keinem liel}
sich eine akzeptable Proteinmenge erhalten, mit der hatte weiter gearbeitet werden
konnen. Es lieB sich anhand von Sequenzanalysen (siehe unter 4.3) zunéchst nicht
sicher eruieren, ob diese quantitative Limitierung durch die schwere oder leichte Kette
bedingt war. Der Strep-Tag und c-myc-Tag Nachweis der Fv's im Vergleich lasst
erkennen (3.2.4), dass nach den Punktmutationen in der leichten Kette eine deutliche
Expressionssteigerung erreicht werden konnte, so dass die Limitierung moglicher-
weise durch die schwere Kette bedingt war.
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Auch durch die Verwendung eines anderen Klones beziehungsweise durch neue
Transformation unmittelbar vor dem Expressionsversuch, konnte keine signifikante
Steigerung des Expressionsniveaus von Y30C12-M erreicht werden.

3.3 Klon Y34C10

3.3.1 RT-PCR

Nach Synthese der cDNA, wurden die VH- und VL-Regionen der Fv's mittels PCR
mit den Primern VKC1T, VKC2T, VKRI1T fur die leichte Kette, sowie VHC1T und
VHRLIT fir die schwere Kette (Sequenzen unter 2.1.2.3) amplifiziert (Bild 12).
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Bild 12: Y34C10, Praparatives Gel mit PCR-Produkten. In der Bande 2 ist das PCR-Produkt
der schweren Kette zu sehen, in den Bahnen 3 und 4 die der leichten Kette. In der
Bande 1 wurde die 100 bp Ladder Plus aufgetragen.

3.3.2 Klonierung und Testexpression von Fv Y34C10

Von den vier untersuchten Klonen (TA Vektor) konnte eine identische Sequenz
erhalten werden. Die Proteinsequenz der schweren und leichten Kette des Fv Y34C10
im pASK®68 ist im Bild 13 abgebildet.
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Schwere Kette Y34C10:

EVKLQESGAGLVRPGASVKLSCKASGYSFTSYWLSWLKQGPGQGLDWIGM
N-Terminus VH
IHPSDSETRLNQNFKDKATLAVDNSSNTAHMQLSSPTSEDSAVYYCARTLLW

WDHFDYWGQGTTVTVSSAWRHPQFGG
C-Terminus VH mit Strep-Tag

Leichte Kette Y34C10:

DIELTQTPVSLAASPGEKITITCNASSTISSNYLHWYQLKPGFSPELLIFRTS
N-Terminus VL

ILASGVPVRFSGSGSGTSFSLTIDTMVAEDVATYYCQQGSVIPYTFGGGTK

LEIKREQKLISEEDLN
C-Terminus VL mit c-myc-Tag
Bild 13: Proteinsequenz von Vy und V_ des Klons Y34C10 im pASK68

Nach Sequenzierung wurde in den E. coli-Stamm JM 83 transformiert. Vier Klone
wurden fir die Testexpression selektiert. Nach 4,5 h konnte mit IPTG induziert
werden, da zu diesem Zeitpunkt die ODsso von 0,54 gemessen wurde. Ein Klon (1-1)
wurde zum Vergleich nicht mit IPTG induziert. Die Ernte erfolgte nach einer
vorgegebenen Zeitreihe nach 90 min und 3 Stunden.

Um einen Einblick in das Expressionsniveau dieses Klons zu erhalten, wurde ein
Nachweis auf die Anwesenheit der schweren Kette durchgefiihrt. Die Anwesenheit des
Strep-Tag an der schweren Kette, wie auch die Anwesenheit des c-myc-Tag an der
leichten Kette, wurden durch den Western Blot bestatigt (Bild 14, 15). Als
Positivkontrolle wurde der Klon Y31A8 eingesetzt.
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3.4 Y34C10, SLK-pASK68
3.4.1 Detektion des Strep-Tag an der schweren Kette

Fur den Nachweis der schweren Kette wurde ein SDS-Gel angefertigt und geblottet.

Molekulare Masse

- : s < -14kDa
1 2RI SENGaEG T = 7 8 MO 107 1

Bild 14: Western-Blot mit Periplasma. Analyse des Expressionsniveaus Klon Y34C10 in Abh&ngigkeit
von der Expressionsdauer. Nachweis des Strep-Tag an der schweren Kette.
Zuordnung zu den Klonen sind der folgenden Tabelle zu entnehmen:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Klon # 4, 3, 2, 1-2, | 1-1, | 4, 3, 2, 1-2, 1-1, Y31A8
Expressionsdauer [3h [3h [3h |3h [3h [90min |90 min |90 min |90 min |90 min|3h
Induziert X X X X X X X X X

Im Vergleich zur Kontrolle Y31A8 zeigte sich hier ein schwaches Expressionsniveau,
welches sich allerdings nach der Induktionszeit differenzieren lie. Die Banden im
hohermolekularen Bereich entsprachen maéglicherweise biotinylierten Proteinen.

3.4.2 Detektion des c-myc-Tag an der leichten Kette

Fur den c-myc-Tag Nachweis wurde ein SDS-Gel angefertigt (siehe ECL-
Immunoblot, 2.2.3.1), welches in der Reihenfolge der Bahnen die gleichen
Periplasmaproben enthielt, wie sie fur den Strep-Tag Nachweis verwendet wurden.

Molekulare Masse

. i - l < 14 KDa

1" #2a [id JMR5YY 6 SESc N0 anlD) ]

Bild 15: Y34C10, SLK-pASK68, ECL-Immunoblot. UV- Exposition: 10 s. Zuordnung der Klone zu
den entsprechenden Bahnen sind in der Tabelle einzusehen:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Klon # 4, 3, 2, 1-2, [1-1, |4, 3, 2, 1-2, 1-1, Y31A8
Expressionsdauer |3h |[3h |3h [3h [3h [90min |90min |90min |[90min |90min |3 h
Induziert X X X X X X X X X
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3.4.3 Reinigung und FPLC-Gelfiltration der Fv-Fragmente von Y34C10

Zur Expression der Fv-Fragmente des Klons Y34C10 wurden je 6 | Hauptkulturen
angeimpft. Nach 4,5 h konnte mit IPTG induziert werden und nach weiteren drei
Stunden wurde geerntet. Aus 6 | Hauptkultur konnten insgesamt 350 pg Fv Uber eine
core-Streptavidin Sdule gereinigt werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 58 g/l
Kultur fir das Fv 34C10 im Vergleich zu ca. 500 pg/l Kultur fir das Fv-Fragment
Y31A8. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE untersucht (Bild 16).

Molekulare Masse

< ~14kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Bild 16: Reinigung des Fv34C10. Fraktionen der core-Streptavidinsdule auf einem 4/10 SDS-Gel.

In den Bahnen 3-11 befinden sich die Uber die core-Streptavidinséule gereinigten Fv-Fragmente.

In der Bahn 1 befindet sich die Proteinmischung des Periplasmas, das bei der Produktion gewonnen
wurde. Aus den gepoolten Fraktionen erfolgte die Aufkonzentration der Fv's.

Die aus dem Periplasma von E. coli gewonnenen Fv-Fragmente (Y34C10) sollten zur
Ko-KTristallisation eingesetzt werden. Dabei galt das Augenmerk nicht nur der
quantitativen Ausbeute. Weiteres Interesse galt der Fahigkeit der Fv-Fragmente an die
NADH: Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I) zu binden.

Durch die FPLC-Gelfiltration konnte letztlich erst eine Aussage uber die Bindungs-
eigenschaften gemacht werden. Es wurde Gberpriift, ob bei einem Fv-Uberschuss, der
zusammen mit dem Antigen (Komplex I) Uber die Saule gegeben wurde tatsachlich
ein stochiometrischer Komplex im Verhaltnis 1:1 gebildet wird.

Ein 1:1 Komplex ist wesentlich fur das Gelingen der Kristallisation des Ko-
Komplexes. Dieses wird am ehesten durch Zugabe eines Uberschusses an Fv-
Fragmenten zum Komplex | erreicht, wobei durch schnelle Gelfiltration ungebundene
Fv-Fragmente wieder entfernt werden und die Wahrscheinlichkeit reduziert werden
kann, dass der Ko-Komplex wieder dissoziiert.

42



Ergebnisse

Es wurden 7 mg gereinigter Komplex | mit 350 pug Fv 34C10 inkubiert. Dies
entspricht einem 1,5-fachen Uberschuss des Fv-Fragmentes. Die Mischung wurde
dann auf eine Gelfiltrationssaule aufgetragen (Bild 17).
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Bild 17: FPLC-Gelfiltration einer Mischung aus Komplex | und Fv-Fragment Y34C10
Der Hauptpeak enthélt den Ko-Komplex. (vgl Bild 18)
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3.5 Bindungsnachweis des Fv Y34C10 an Komplex |

Zur Charakterisierung der gewonnenen Fraktionen der Gelfiltration (Bild 17) wurde

eine SDS-PAGE durchgefuhrt (Bild 18).
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Bild 18: SDS-Gel (4/16), Y34C10; Komplex I, Fv-Fragmente und gebundene Fv's in verschiedenen
Konzentrationen. Die Zuordnung der Bahnen sind folgender Tabelle zu entnehmen:

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Probe Kl Kl Fv Fv Fv Kl+ Fv | KI+ Fv | KI+ Fv | KI+ Fv | KI+ Fv
Gesamt [ug] 10 20 0,1 0,5 1 10 20 10 20 40

Im zeitlichen vor der Gel- nach der Gelfiltration
Verlauf filtration

Mit Hilfe des Strep-Tag Nachweises konnte gesichert werden, dass Fv Y34C10
tatsachlich an Komplex | gebunden hatte (Bild 19).
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‘- <— ~14kDa

Bild 19: Y34C10, Nachweis des Strep-Tag vor und nach Gelfiltration zur Kontrolle der
Bindungsfahigkeit der gewonnenen Fv's an Komplex I. Die Zuordnung der Bahnen zu den Proben
erfolgt in folgender Tabelle:

Bahn 1 2 3 4 5 6
Probe Reiner Y34C10 Kl + Fv, Kl + Fv, Kl + Fv, Kl + Fv,
Komplex I, | Periplasma, |10ug 20ug 10ug 20ug
20 ug unverdinnt
Im zeitlichen vor der Gelfiltration nach der Gelfiltration
Verlauf

Wie aus diesem Nachweis deutlich wird, erkennen und binden die Fv-Fragmente
Komplex I.

3.6 Kiristallisation und Bedingungen

Die Bedeutung der Fallungsmittel- und Proteinkonzentration wurde bereits unter dem
Punkt 1.3.1 diskutiert. Das Polymer PEG (Polyethylenglykol) gilt fiir Komplex I im
Bereich zwischen 5 % - 8 % als ein wichtiger Faktor zum mdglichen Erhalt von
Kristallen, was aus vorhergehenden Versuchen eruiert werden konnte. Auch flr
Ammoniumsulfat konnten die Testbedingungen vorher eingegrenzt werden (siehe
Tabelle 6).

Bei den pH-Werten wurde zwischen pH =5 und pH = 9 variiert. Da die Temperatur
u.a. bei der Aquilibrierungsgeschwindigkeit einflussnehmend ist, kann sie unter
bestimmten Bedingungen auch Einfluss auf die KristallgroRe nehmen (Mikol et al.,
1990). Die Kristallisationsansatze wurden jeweils bei 4°C und 18°C gelagert.
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3.6.1 Kiristallisationsversuch mit dem Fv-Fragment Y34C10

Bei dem Kiristallisationsversuch sollte der Einfluss von Salz, pH-Wert, der
Konzentration des Fallungsmittels und der Temperatur tberprift werden.

Fur die Kristallisationsversuche wurde Komplex | nach der Gelfiltration mit einer
Konzentration von 14,2 mg/ml eingesetzt.

Diejenige Platte, die bei 4°C aufbewahrt wurde, zeigte auch nach mehreren Wochen
noch keine Granulatbildung beziehungsweise keine Kristallbildung. Die Platte, die bei
18°C gelagert wurde, wies bereits nach einer Woche erste kleine Granulate auf,
welche mikroskopisch erkannt werden konnten. Die ersten deutlichen Granulate waren
in den Ansatzen D2 bis D6 zu sehen (Tabelle 6).

Well Mutterlauge PH Zusatz Tropfen
Al 5% PEG 4000 5,6 Citrat Klar
A2 6% PEG 4000 5,6 Citrat Klar
A3 7% PEG 4000 5,6 Citrat GR+
A4 8% PEG 4000 5,6 Citrat GR+
A5 4% PEG 4000 5,6 ADA Klar
A6 5% PEG 4000 5,6 ADA GR
Bl 6 % PEG 4000 5,6 ADA GR++
B2 5 % PEG 4000 7,5 HEPES GR++
B3 6 % PEG 4000 7,5 HEPES GR++
B4 6 % PEG 4000 8,0 TrisCl GR++
B5 7 % PEG 4000 8,0 TrisCl GR++
B6 6% PEG 4000 8,0 TrisCl Klar
Cl 7% PEG 4000 8,5 TrisCl Klar
C2 8 % PEG 4000 8,5 TrisCl GR++
C3 1,2 M [(NH,),S0O,] | 5,0 GR++
C4 1,2 M [(NH,),S0O,] | 6,0 Klar
C5 1,2 M [(NH,),SO,] | 7,0 Klar
C6 1,2 M [(NH,),SO,] | 8,0 GR
D1 1,2 M [(NH,),S0O,] | 9,0 GR+
D2 1,6 M [(NH,),SO,] | 5,0 GR++
D3 1,6 M [(NH,),SO,] | 6,0 GR++
D4 1,6 M [(NH,),SO,] | 7,0 GR++
D5 1,6 M [(NH,),SO,] | 8,0 GR++
D6 1,6 M [(NH,),SO,] | 9,0 GR++

Tabelle 6: Kristallisationsansétze bei 18°C unter verschiedenen Bedingungen und deren Resultate.
Alle entsprechenden Ansétze bei 4°C waren klar.

Es konnte unter den getesteten Bedingungen allerdings keine Kristallbildung des Ko-
Komplexes beobachtet werden.
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4 Diskussion

Trotz des Erkenntnisfortschritts, der hinsichtlich der Zusammensetzung und der
strukturellen Organisation des Komplex | erreicht wurde, ist nach wie vor nur wenig tber
den Elektronentransfer von NADH auf Ubichinon und die daran gekoppelte vektorielle
Protonentranslokation tber die mitochondriale Membran bekannt (Brandt, 2006).

Struktur- und Funktionsanalysen bezuglich des Elektronen- und Protonentransportes des
Komplex | lassen sich letztlich nur auf der Grundlage einer Struktur mit mindestens
molekularer Auflosung erreichen. Dies konnte in den letzten Jahren an verschiedenen
Komplexen der Atmungskette verdeutlicht werden. Die Bestimmung von Strukturen mit
hoher Auflésung gelang mittels Kristallisation bei der Succinat-Dehydrogenase (Komplex
I1), der Ubichinol:Cytochrom ¢ Oxidoreduktase (Komplex 111), der Cytochrom ¢ Oxidase
(Komplex 1V), dem peripheren F1-Teil der ATPase (Komplex V) und dem peripheren
Anteil der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex I) aus verschiedenen Organismen.
Die dadurch bekannt gewordene Anordnung der Redoxgruppen und den benachbarten
Aminosaurenketten ermdglichte durch experimentell Gberpriifbare Modelle ein Verstandnis
der einzelnen Reaktionsschritte dieser Enzyme (lwata et al., 1995; Zhang et al., 1998; Yu et
al., 1999; Hunte et al., 2000; Lange and Hunte, 2002; Huang et al., 2005; Hinchliffe and
Sazanov, 2005). Die Aufklarung der Struktur des gesamten Komplex | scheiterte bis jetzt
hingegen an der Schwierigkeit, geeignete Kristalle des membranstdndigen Gesamt-
komplexes fur die Rontgendiffraktion zu zlichten. In dieser Arbeit sollten Fv-Fragmente als
Hilfsmittel fir die Kristallisation (Hunte and Michel, 2002) gewonnen werden.

4.1 Y30C12 - Bindungsort am Komplex |

Die monoklonalen 1gG Antikorper des Klones Y30C12 sind gegen die NUWM-
Untereinheit des Enzymkomplexes NADH:Ubichinon Oxidoreduktase gerichtet. Die
NUWM-Untereinheit ist im Membranarm von Komplex | lokalisiert. Sie umfasst neben
einem Transmembransegment, zwei extramembrandse Domanen. Die Fv-Fragmente binden
die Untereinheit an der extramembrandsen Domane auf der zytosolischen Seite des
Membranarms  (Abdrakhmanova et al., 2004; Bild 20). Da der Antikdrper an den
hydrophoben Bereich von Komplex | bindet, ist er fir Kristallisationsversuche gut geeignet.
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’

Bild 20: 2D-Struktur von AK- gebundenen Komplex I. Fv Y30C12 erkennt und bindet das native Antigen, die
NUWM-Untereinheit, auf der zytosolischen Seite des Membranarms (Abdrakhmanova et al., 2004)

Das Expressionsniveau der Fv-Fragmente des Klons Y30C12 konnte trotz Variation der
Bedingungen nicht soweit gesteigert werden, dass eine ausreichende Menge fir
Bindungsversuche gegen den Komplex I vorlag.

Ein Versuch zur Expressionssteigerung basiert auf den Arbeiten von Forsberg et al., 1997,
in der eine Zunahme der Expressionsrate auf mehr als das 15-fache durch Punktmutationen
in der Sequenz von Fab-Fragmenten beschrieben wird. Diese vom monoklonalen
Antikorper 5T4 abgeleiteten Fab-Fragmente wurden ebenfalls in E.coli exprimiert und sind
gegen menschliche tumorassoziierte Antigene gerichtet. Als solche wurden sie in der
Immuntherapie bei nicht kleinzelligen Bronchial-Carcinomen eingesetzt.

Durch gezielte Punktmutationen wurden in der Sequenz von Y30C12 an verschiedenen
Positionen bestimmte Aminoséuren durch andere ersetzt. Es wurden auf Position 77 das
vorhandene Tyrosin gegen ein Serin ersetzt. Auf Position 78 wurde Leucin gegen Valin
getauscht. Durch die Punktmutationen konnte bei dem Klon Y30C12-M eine gesteigerte
Ausbeute ermdglicht werden, was sich mittels eines immunologischen Nachweises im
Expressionsniveau besonders flr die leichte, aber auch flr die schweren Kette zeigte (siehe
Bild 9..11). Dennoch war die Ausbeute der Fv-Fragmente fur den Einsatz in
Kristallisationsversuchen nicht ausreichend. Unter den getesteten Bedingungen, erwies sich
die geringe Menge an schwerer Kette des Fv-Fragmentes 30C12-M als limitierend (siehe
3.2.4).

4.2 Y34C10 - Bindungsort an der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase

Der Klon Y34C10 produziert 1gG-Typ-Antikorper vom Subtyp 1gG1, die gegen die 49 kDa-
Untereinheit der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase gerichtet sind. Eine Kreuzreaktion mit
anderen Untereinheiten konnte in vorangegangenen Western-Blot Untersuchungen nicht
beobachtet werden. Die Antikorper des Klons Y34C10 binden an ein sequenzielles Epitop
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(VLRLILELSG) in der hydrophilen Untereinheit (siehe Sequenz unter 5.4 im Anhang), die
sich im peripheren Arm des L-formig konfigurierten Komplex | befindet. Der Antikdrper
bindet sehr starr an den Komplex I (Bild 21, 22).

Bild 21: 2D-Darstellung von AK- Bild 22: Schematische Représentation der 49
gebundenen Komplex | kDa-Untereinheit in seiner Position mit
gebundenem Antikorper Y34C10
(Abb. aus Zickermann et al., 2003)

Die Expression der Fv-Antikorperfragmente des Klones Y34C10 fuhrte unter
Standardbedingungen (Ostermeier et al., 1995) zu einer zwar geringen, aber ausreichenden
Menge an Fv-Fragment fiir Bindungsversuche mit Komplex I. In der Einschrittreinigung an
der core-Streptavidin Sdule von Fv-Fragment Y34C10 konnte ein proteinchemisch sauberes
Praparat erhalten werden.

Es sollte Gberprift werden, in welchen Mengen sich richtig assoziierte Fv-Fragmente
reinigen lassen und ob ein homogener, stochiometrischer 1:1 Komplex zu erhalten ist.

Eine ausreichend feste Bindung zwischen der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase und dem
Fv-Fragment ist fur die Isolierung eines homogenen Ko-Komplexes entscheidend. Fur die
Bestimmung der Bindungsstarke verldsst man sich vor allem auf die empirischen
Ergebnisse mit dem jeweilig eingesetzten Fv-Fragment, zumal aus der Affinitat des ganzen
Antikorpers nur bedingt Informationen flr die des Fv-Fragmentes zu erhalten sind. Fur die
Kristallisation sollte die Bindungsstarke innerhalb des Ko-Komplexes, welcher mittels
Gelfiltration isoliert wird, ausreichend stark sein. Die erwahnten Eigenschaften konnten bei
dem Fv-Fragment Y34C10 nachgewiesen werden (3.5, Bild 19).
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4.3 Sequenzanalyse

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Klonen Y34C10 und Y30C12 konnten durch die RT-
PCR mit den Standard Primer Paaren (2.1.2.3) PCR-Produkte erhalten werden. Diese
wurden in den Expressionsvektor pASK68 kloniert. Die in dem E. coli-Stamm JM83
exprimierten Fv-Fragmente konnten mittels der C-terminal fusionierten Affinitatstags im
Western Blot nachgewiesen werden. Die Molekulare Masse der Fv-Fragmente mit
gebundenen Tags lag wie erwartet im 14 kDa-Bereich.

Alle analysierten Sequenzen der genannten Klone wiesen an definierter Stelle in der
schweren und leichten Kette Cysteine auf (in Bild 23 ,,blau“ unterlegt), die zur Stabilitat
und korrekten Faltung der Ketten durch Bildung intrachaenaler Disulfidbriicken beitragen
(Glockshuber et al., 1992). Wie 1993 von Ward et al. beschrieben, hat die Anwesenheit der
Cysteine ebenfalls Einfluss auf die Ausbeute bei der rekombinanten Expression in E. coli.
Bei dem Vergleich der CDR- und ,,framework“-Regionen nach der Wu/Kabat Datenbank
(Wu and Kabat, 1970; Ostermeier, 1995) zeigte sich, dass die Ubereinstimmung in den
Sequenzen wie erwartet vor allem in den drei ,,framework*-Regionen liegen, wahrend die
drei CDR-Regionen (CDRL1...3) in den einzelnen Klonen bei der schweren und leichten
Kette differieren (Bild 23).

Schwere Kette:

30C12 EVKLQESGAGLVRPGASVMLSCKASGYSFSREFWMQOWVKQRPGQGLEWIGSIYPGDGDTRY 60
31A8 EVKLQOSGAGLVRPGASVTLSCKASGYSSTTYWMOWVKQRPGQGLEWIGAIYPGDGHISFEF 60

| cpr1 L CDR2
34C10 EVKLQESGAGLVRPGASVKLSCKASGYSFTSYWLSWLKQGPGQGLDWIGMIHPSDSETRL 60
*****:************ *kkkkkkk*k . :*:'*:** *****:*** *:*'*"

30C12 TQKFKGKATLIADKSSSTAYMQLSNLASEDSATIYFCARKDANDNA-WLAYWGQGQGTTVT 119
31A8 SQKFRGKATLTAEKSSSTAYMQLNNLASEDSAVYYCARIYYGNIVRYFDVWGQG--TTVT 118

J L cpr3 ]

34C10 NONFKDKATLAVDNSSNTAHMQLSSPTSEDSAVYYCARTLLWWDH--FDYWGQG--TTVT 116

* k. *kk*k s ekk kk.khkk ckkkkhkk ok o kkk . *k k% *k k%

30C12 VS- 121
31A8 VsS 121
34C10 VS- 118

* %

Schwere Kette:

31A8 EVKLQOSGAGLVRPGASVTLSCKASGYSSTTYWMOWVKQRPGQGLEWIGAIYPGDGHISFE 60
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| cor1 | CDR2
30012 EVKLQESGAGLVRPGASVMLSCKASGYSFSRFWMOWVKQRPGQGLEWIGSIYPGDGDTRY 60
5T4 EVQLQQOSGPDLVKPGASVKISCKASGYSFTCYYMHWVKQSHGKSLEWIGRINPNNGVTLY 60
**:**:**--**:***** :******** . ::*:**** *:-***** * *.:* .

31A8 SQKFRGKATLTAEKSSSTAYMQLNNLASEDSAVYYCARIYYGNIVRYFDVWGQG--TTVT 118

] L cDR3 ]
30C12 TQKFKGKATLIADKSSSTAYMQLSNLASEDSATYFCARKDANDNA-WLAYWGQGQGTTVT 119
5T4  NQKFKDKAILTVDKSSTTAYMELRSLTSEDSAVYYCARSTMITNY-VMDYWGQV--TSVT 117

Lkkk . kk ok ckkk . kkkk ok kokkkkk k. kkk : kkk * kK

31A8 VSSs 121
30C12 VS- 121
5T4 VSS 120

* %

Leichte Kette:

34C10 DIELTQTPVSLAASPGEKITITCNASSTISS----NYLHWYQLKPGFSPELLIFRTSILA 56
31A8 DIELTQSPFSLSASLGDRVTISCRASQDIS----- NYLNWYQQOKPDGTVKLLIYYTSKLH 55
CDR1 J L CDR2
30C12M DIELTQTPVSLAVSLGDQASISCRSSQSLVHTYGATYLEWYLLKPGQSPILLIYKVSKRF 60
hkkkkk ok Khk. Kk k.. kok ok kk kk kk . kkk. ok

34C10 SGVPVRFSGSGSGTSFSLTIDTMVAEDVATYYCQQGSVIPYTFGGGTKLEIKR 109

31A8 SGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQKDIATYFCQOGHSLPWTFGAGTKLELKR 108
] L  cor3 J
30C12M SGVPDRFSGSGSGTDFSVKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPWTFGGGTKLEIKR 113

*kkk kkhkkkkkkkk ..k. * . ok . * .k k% ek ekkk kkhkkkk . k%k

Leichte Kette:

31A8  DIELTQSPFSLSASLGDRVTISCRASQDISN--——- YLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSKLH 55
| CDR1 J L CDRr2

30C12M DIELTQTPVSLAVSLGDQASISCRSSQSLVHTYGATYLEWYLLKPGQSPILLIYKVSKRF 60

5T4 SIVMTQTPTFLLVSAGDRVT I TCKASQSVSN———~-~- DVAWYQQKPGQSPTLLISYTSSRY 55

* =kk-% * * *k=- -k-k=--%kk - - - %% *x - *x*k *

31A8 SGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQKDIATYFCQQGHSLPWTFGAGTKLELKR 108

] |l CcDbr3 J
30C12M SGVPDRFSGSGSGTDFSVK I SRVEAEDLGVYYCFQGSHVPWTFGGGTKLEIKR 113
5T4 AGVPDRF1GSGYGTDFTFT ISTLQAEDLAVYFCQQDYNSPPTFGGGTKLEIK- 107

=kkkhk Kk Kkhkkhk Kkhkk- - *k = - -*- * =% * EE = = = o = S

Bild 23: Sequenzvergleich der exprimierten Klone Y34C10 und Y30C12M (mutiert) mit der Positivkontrolle
Y31A8 bzw. dem Klon 5T4 [(vor Mutation) (Forsberg et al., 1997)] untereinander. In der leichten Kette des
Fv Y30C12 sind die mutierten Aminoséuren hervorgehoben.

Ein unterschiedliches Expressionsniveau von Fv-Fragmenten ist unter anderem abhéangig
von dem verwendeten Expressionsstamm und dem Expressionsvektor. Bekanntermalien ist
auch die Sequenz der variablen Region der leichten und schweren Kette von entscheidender
Bedeutung (Ostermeier, 1995). Ausgehend von dieser Kenntnis wurden die Sequenzen von
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Y30C12, Y34C10, 5T4 (Forsberg et al., 1997) und Y31A8 verglichen. Bei den Klonen
Y30C12 und 5T4 konnte durch Punktmutationen in der leichten Kette -eine
Expressionssteigerung in Escherichia coli erreicht werden. Bei dem Klon Y30C12-M war
diese fur Bindungsversuche mit dem Antigen (Komplex I) dennoch nicht ausreichend. In
der Sequenz von dem gut exprimierbaren Y31A8 befinden sich an Position 10 (Serin) und
77 (Serin) der leichten Kette bereits die Aminoséuren, die bei den anderen beiden Klonen in
einem zusatzlichen Arbeitsschritt zundchst eingefligt werden mussten. Da sich bei den
Klonen Y31A8 und Y34C10 an Position 78 Leucin befindet, konnte eine alleinige
Punktmutation bei dem Klon Y30C12 an Position 77 versucht werden, da auch bei diesem
Leucin an Position 78 vorkommt. Bei dem Sequenzvergleich der leichten Kette fiel ein
Einschub in der Sequenz von Y34C10 sowie ein Einschub mehrerer Aminoséuren in der
Sequenz von Y30C12-M auf, die in der CDR1 Region lokalisiert sind (Bild 23). Der
Einschub innerhalb der CDR-Region ware ein mdglicher Erklarungsansatz hinsichtlich der
unzureichenden Expression von Y30C12-M. Eine Mutation ware in diesem Bereich
wahrscheinlich nur mit einem Verlust an Bindungseigenschaften zu realisieren.

Bei den Klonen Y30C12-M und Y34C10 scheint hinsichtlich der Western-Blot Ergebnisse
(siene unter 3.2.4, Bild 9...11, sowie unter 3.4, Bild 14,15) auch die schwere Kette das
Expressionsniveau zu limitieren. Daher konnte in weitergehenden Versuchen eine
Punktmutation an Position 71 (rot unterlegt in Bild 23) der schweren Kette von Isoleucin
(Y30C12-M) und Alanin (Y34C10) im Austausch gegen Tyrosin durchgefiihrt werden. An
dieser Position innerhalb der ,,framework“-Region differieren die Aminosauren der schlecht
zu exprimierenden Klone Y30C12-M und Y34C10 von Tyrosin bei Y31A8 und 5T4. Die
Abweichung der Aminosduren innerhalb der Sequenz von den Klonen Y30C12-M und
Y34C10 zu den gut exprimierbaren Klonen Y31A8 und 5T4, ist nur an dieser Stelle
gegeben. An den Positionen 19, 29, 84 und 99 gibt es weitere Abweichungen innerhalb der
»frameworks* der schweren Kette von Y30C12-M und Y34C10 im Vergleich zu dem als
Positivkontrolle eingesetzten Y31A8 (griin unterlegt in Bild 23).

4.4 Kristallisation von Membranproteinen

Die ohnehin komplizierte Kristallisation von Membranproteinen wird bei Komplex I durch
die groRe Masse von 1 MDa und die L-formige Anordnung der Untereinheiten zusatzlich
erschwert. Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass die
Struktur von Komplex | eine signifikante Flexibilitat aufweist.

Eine relativ hdufig angewandte Strategie zur Membranproteinkristallisation, ist die
Kristallisation nur des l6slichen Anteils des Proteins, welcher durch Abspaltung mittels
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Proteasen, Detergenzbehandlung oder der rekombinanten Expression nur des ldslichen
Anteils zu erhalten ist (Abrahams et al., 1994; Hinchliffe and Sazanov, 2005). Dieses
Konzept lasst sich fiir die NADH:Oxidoreduktase nur unter Informationsverlust realisieren,
da sich katalytisch wichtige Bereiche in dem hydrophoben Anteil des Membranproteins
befinden. Allerdings bietet diese Methode eine Alternative zur Kristallisation des
offensichtlich beweglichen Komplex I. Mit etwa der Halfte der Molmasse stellt das dann
hydrophile Protein ein einfacheres System zur Kristallisation dar. Ein entsprechender
Ansatz wurde bereits erfolgreich bei der hydrophilen Doméne der NADH:Ubichinon
Oxidoreduktase angewandt (Hinchliffe and Sazanov, 2005).

Mit der Zielsetzung das gesamte Protein (Komplex 1) zu kristallisieren, wurden
Antikdrperfragmente als Hilfsmittel verwendet. Dieses Konzept ist aus vorangegangenen
Arbeiten bekannt (Ostermeier et al., 1995; Hunte et al., 2000; Zhou et al., 2001). Die
eingesetzten Fv- oder Fab-Fragmente vergroRern die hydrophile Oberflache des Proteins
und konnen Einfluss auf die Stabilisierung der nativen Struktur des Proteins oder bei
essentiellen Kristallkontakten haben. Das erweist sich als ndtzlich, da hydrophobe Kontakte
das Kiristallgitter nur unzureichend stabilisieren. Weitere Vorteile bei der Verwendung von
Antikorperfragmenten zur Ko-Kristallisation kénnten beinhalten, dass durch die Bindung
konformelle Zusténde stabilisiert werden und Untereinheiten zusammengehalten werden.
Die Kristallisationsbedingungen mussen fir jedes Protein empirisch ermittelt werden
(McPherson, 1990). Fur Komplex | aus Y. lipolytica konnten die Bedingungen in
vorangehenden Studien eingegrenzt werden. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden
Kristallisationsversuche durchgefiihrt. In dieser Arbeit konnten unter diesen Bedingungen
keine Kiristalle von dem Ko-Komplex der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase mit
gebundenem Antikdrperfragment des Klones Y34C10 erhalten wurden. Es wurden lediglich
Prézipitate in den bei 18°C inkubierten Proteinldsungen beobachtet (Tab. 6 unter 3.6.1).

Bei weiteren Versuchen mit diesem Ko-Komplex sollten die Kristallisationsbedingungen
verandert werden, zumal mittlerweile Komplex | ohne gebundenes Antikorperfragment
unter anderen Bedingungen als in dieser Arbeit angewandt, Kkristallisiert wird. Alternativ
sollte ein vollig neues screening fir den von FvY34C10 gebundenen Komplex | angestrebt
werden.
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5 Anhang

5.1  Abklrzungen

ADP
AK
Amp
AS
ATP

BCIP
bp
B. taurus

cDNA
CDR

cmc
c-myc-Tag

CPEO
C-Terminus

DMSO
DNA

ECL
E.coli
EDTA
ELISA
Em

EM

Fab-Fragment
Antigen

FAD

FADH;
Fc-Fragment

FeS

FMN

FPLC
Fv-Fragment

Adenosindiphosphat
Antikorper
Ampicillin
Aminoséure
Adenosintriphosphat

Bromochloroindolylphosphat
Basenpaare
Bos taurus

komplementare Desoxyribonukleinséure
Complementary Determining Regions

critical micelle concentration

Affinitatsmarker, C-terminal an der leichten Ketten
des Antikdrperfragmentes

chronisch progrediente externe Ophtalmoplegie
Carboxy-Terminus einer Proteinkette

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure

Enhanced Chemical Luminescence
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigséure
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Mittelpunktsredoxpotential
Elektronenmikroskop(isch)

Umfasst VL,VH, CL, und CH1 Doméne, bindet

Flavinadenindinukleotid

Flavinadenindinukleotid, reduziert

Umfasst CH2 und CH3 Doméne, bindet kein Antigen,
vermittelt Effektorfunktionen des Antikorpers
Eisen-Schwefel-Zentrum

Flavinmononukleotid

Fast Protein Liquid Chromatography

Antigenbindende Domane eines Antikdrpers bestehend
aus VL und VH
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h
HAR
Hepes
HPLC

I9(A, D, E, G, M)
IPTG

kb
kDa
KSS

I
LHON
LK
LM

MELAS

MERRF
MNGIE

Mops
MRNA
MUT

NAD*
NADH
NARP

NBT

N. crassa
NnDNA
N-Terminus

oD
OXPHOS

PAGE
PBS
PCR

PEG
Pfu
pH

Pi
PMSF

Stunde(n)

Hexaminruthenium (111)- chlorid
N-[Hydroxyethyl-N"-(2-ethansulfonsdure)]
High Performance Liquid Chromatography

Immunglobulin (A, D, E, G, M)
Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid

Kilobasen
Kilodalton
Kearns-Sayre-Syndrom

Liter

Lebersche hereditére Opticusneuroretinopathie
Leichte Kette

Laurylmaltosid

Myopathie, Encephalopathie, Laktatazidose, stroke
like episodes

Myoklonus-Epilepsie mit “ragged red fibres”
Mitochondriale Neuropathie, gastrointestinale
Stérungen, Encephalopathie
y-Morpholino-ethansulfonsaure

messenger (Boten-) Ribonukleinséure

Mutierter Klon

Nikotinsdureamidadenindinukleotid, oxidiert
Nikotinsdureamidadenindinukleotid, reduziert
Neuropathie, Ataxie, Retinitis pigmentosa
Nitrobluetetrazolin

Neurospora crassa

nukledre DNA

Amino-Terminus einer Proteinkette

Optische Dichte
Oxidative Phosphorylierung

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain
reaction)

Polyethylenglycol

Plaques forming units = Anzahl der Phagen
pH-Wert (pondus Hydrogenii)

Phosphat

Phenylmethylsulfonylchlorid
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Q
QH:

R. capsulatus
RNA

RNase

rpm

RT

SDS

sec

sc-Fv

SK
Strep-Tag

TAE

TE

TEMED

T. thermophilus
Tricin

Tris

U

uv

uz

VH
VL

X-Gal

Y. lipolytica

Ubichinon
Ubihydrochinon

Rhodobacter capsulatus
Ribonukleinsaure
Ribonuklease
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

single-chain-Fv-Fragment

Schwere Kette

Affinitatsmarker bestehend aus den Aminosauren
AlaTrpArgHisProGInPheGlyGly; C-terminal an der
schweren Kette des Antikorperfragmentes

Tris-EDTA-Acetat

Tris-EDTA
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Thermus thermophilus
N-tris(hydroxymethyl)methylglycerin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Unit (umol/min)

Ultraviolett

Ultrazentrifugation

Variabler Teil der schweren Kette
Variabler Teil der leichten Kette

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-galactopyranosid

Yarrowia lipolytica

5.2 Verzeichnis der Abbildungen

Bild 1:

Bild 2:
Bild 3:
Bild 4:
Bild 5:

Topologisches Schema des mitochondrialen Protonen-

und Elektronentransportes von Y. lipolytica

EM-Darstellungen und 3D-Modelle vom Komplex |

L-formig konfigurierter Komplex |

Varianten dreidimensionaler Kristalltypen von Membranproteinen
Darstellung eines bivalenten IgG-Antikdrpers und

abgeleitete Antikdrperfragmente
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Bild 6:

Bild 7:
Bild 8:

Bild 9:

Bild 10:
Bild 11:
Bild 12:
Bild 13:
Bild 14:
Bild 15:
Bild 16:
Bild 17:

Bild 18:

Bild 19:

Bild 20:

Bild 21:

Bild 22:

Bild 23:

Bild 24:

Bild 25:
Bild 26:

Schematische Ubersicht der Klonierungsregion des

Plasmides pASK68

Y30C12, Préparatives Gel mit Abbildung der PCR-Produkte
Proteinsequenz VH und VL des Fv-Fragmentes des Klones
Y30C12 in pASK68

Strep-Tag-Nachweis; Y30C12, SLK;-pASK68; Vergleich
nativ-mutiert

c-myc-Tag-Nachweis; Y30C12, SLK;-pASK68-nativ
c-myc-Tag-Nachweis; Y30C12, SLK-Mut-pASK68

Y34C10, Préparatives Bild mit Abbildung der PCR-Produkte
Proteinsequenz von VH und VL des Klones Y34C10 in pASK68
Strep-Tag-Nachweis; Y34C10, SLK-pASK68
ECL-Immunoblot; Y34C10, SLK-pASK68

4/10 SDS-Gel, gereinigte Fv's von Y34C10
FPLC-Gelfiltration einer Mischung aus Komplex | und
Fv-Fragment Y34C10

SDS-Gel (4/16), Y34C10; Komplex I, Fv-Fragmente und
gebundene Fv's in verschiedenen Konzentrationen

Y34C10, Nachweis des Strep-Tag vor und nach Gelfiltration zur
Kontrolle der Bindungsféhigkeit der gewonnenen Fv's an Komplex |
Zweidimensionale Darstellung von FvY30C12- gebundenen
Komplex |

Zweidimensionale Darstellung von FvY34C10- gebundenen
Komplex |

Schematische Reprasentation der 49 kDa-Untereinheit in
seiner Position mit gebundenem Antikdrper Y34C10
Sequenzvergleich der exprimierten Klone mit Positivkontrolle
Ausschnitt der TA-Vektor Sequenz

Schematische Darstellung des Plasmids pASK68

Sequenz der Klonierungsregion des Klonierungs- und
Expressionsvektors pASK68
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5.3 Verzeichnis der Tabellen

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Die Enzymkomplexe der Atmungskette

Konservierte Untereinheiten des Komplexes | von Y. lipolytica
Kristallisationsplatte mit variierten Bedingungen / Well
Verwendete Escherichia coli Stamme

Verwendete Plasmide

Kristallisationsansatze unter verschiedenen Bedingungen
mit Ergebnissen

Mdgliche Symptome verschiedener Organsysteme bei
defekter Atmungskette

Klinische Symptome und Syndrome assoziiert mit
spezifischen Komplex-Defekten

5.4 Sequenzvergleich der 49 kDa Untereinheit aus verschiedenen Organismen
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MATTLFRLAG

AVRAVRPRLS

ARYMATTALP

QDPIPSGALG

51

QKVPHVDESH
QWQPDVEWAE
QGTRLVPTGD

s s s o P P S S S P

QDLLFRTSHM
QYGGAVMYPT
DFAPNNDLYG

101

GPQHPAAHGV
GPQHPAAHGV
GPQHPAAHGV
GPQHPAAHGV
GPNHPSAHGA

51

YFDRLDYVSM
YFDRLDYVSM
YFDRLDYVSM
YFDRLDYVAP
YTDRIEYLGG

201

MSVCSHAMDV
MAVTTHALDI
MSVLSHAMDV
LNVTTQAMDV
LYISTFIQDV

251

DLPAGLLDDI
DLPLGLMDDI
DIPLGLLDDI
DLPPDLIDDI
DLPRGWDRLL

301

NLGLSGPMLR
NYGFSGVMLR
NLSFTGVMLR
KWGYSGVMVR
EWGTTGAGLR

LRLILELSGE
LRLVMELSGE
LRLILELKGE
LRMVLELDGE
FRIVLOQLDGE

MTNEQVFSLA
MCNEQAYSLA
MTNEQCFALA
MNQEHAWCLA
CVNEMPYVLA

GALTPFLWGF
GAMTPFFWMF
GALTPFLWGF
GALTPPLWGF
GAMTPVFFAF

YMWATQFGDR
YEFSKNFSLR
YMWATQFGDR
EIWAKAFPQV
REFLDWMPKR

GSGIPFDIRK
GSGIQWDLRK
GSGVPWDIRK
GSGLAWDLRR
ATGIDFDVRK

VEDLETYDED
KETAHWKPPP
LEALKADGAP
DGDIRHNSYD
MEALTFKPEE

EIIRSDPHVG
MVRKCDPHIG
EIVRADPHVG
IVERADPHIG
EIVDCVPDIG

VEKLLNVEVP
VEKLLNIRPP
VEKLLNVEIP
IEKLTGTAVP
VEKLAGITVP

EEREKLMEFY
EEREKMFEFY
EEREKLMEFY
EEREKLMIFY
TDRQKIYDLV

LDEIEELLTD
IDELEEMLTN
IDETEEMLTD
LDDIEGLLTE
LASYEKAALQ

NAPYDAYDKV
TQPYDVYDQV
SQPYDAYDQV
AQPYECYDEF
ARPYSGYENF

. SPINTSDAN
WNDVDP . PKD
RVPPQDHILA
DGSEDVLTGE
WGMKRG. ..T

LLHRGTEKLI
LLHRGTEKLI
LLHRGTEKLC
LLHRGTEKLM
YHHRGAEKMG

LRGKYIRTMF
PRAQWIRVLF
ERAKWIRTMF
RRASIIRVLF
DRVNVIRVML

ERVSGARLHA
ERVSGARMHA
ERVSGARLHA
ERACGARLHA
EATTGFRMHP

NRIWKLRTVN
NRIWRNRTVD
NRIWIDRLRG
NRIFKQRNAD
NTILKGRSQG

DFDVPVGM.N
EFDVPIGS.R
EFDVPVGI.N
DFKVAVGK.N
DFEIPVGGGV

100
TRIRAFTINF
TLVSNLTLNF
RKVRHYTVNF
QSIRNFNINF
ENEDFMFLNL

150
EYKTYMQALP
EYKTYLQALP
EYRTYLQALP
ESRTYLONTP
ERQSWHSYIP

200
GEITRVLNHL
GEITRLLNHI
AEITRILNHL
SEIGRILNHL
SELFRINSHL

250
AYVRPGGVSQ
AYVRPGGVHQ
AYVRPGGVHQ
NYFRPGGVHQ
AWFRIGGVAH

300
IGTVTAQDAL
IGIVTAEDAL
IGVVSAADAL
ICIITEAEIE
VAAYGAKEAL

350
GDCYDRYLIR
GDCYDRYLCR
GDCYDRYLCR
GDCYDRYLVR
SDCYTRVMLK
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351

MAEFRQSLRI
VEEMRQSIRI
MEEFRQSLRI
MAEMRESTKI
VEELRQSLRI

401

HFLLYTKGYS
HFKLYTEGYQ
HFLLYTKGYA
HFKLYTEGFK
HFLQVSWGPV

451

HLGAFDHIAR
HLAGLDKMSK
HLGGFDHLSR
HLQSIDAVAK
HLQQIPAAIR

IEQCCNDMPA
ISQCLNKMPP
THQCLNKMPA
ILQACAKLRA
LEQCLNNMPE

VPPGETYTAT
VPPGATYTAI
VPPGDTYSAI
VPAGEVYAAV
MPANESFQMI

GHFLPDAVAI
GHMLADVVAI
GHMLADAVAV
GHQLADVSAT
GSLVSDLIVY

. .GA.VKVED
..GE.IKVDD
. .GP.VRVED
PDGQGDILAR
. .GP.FKADH

EAPKGEMGVY
EAPKGEFGVY
EGPKGEMGVY
EAPKGEFGVY
EATKGINSYY

IGTMDLVFGE
IGTQDIVFGE
IGTMDLVFGE
IGTMDVVFGE
LGSIDFVMSD

FKINSPPRNL
AKVSPPKRAE
YKISPPPRSA
GKLTPPKRAE
PLTTPPPKER

VVSDGSERPY
LVSDGSSRPY
VVSDGSERPY
LVADGTNKPY
LTSDGSTMSY

483
VDR
VDR
VDR
IDR
VDR

400
MKEDMEALIH
MKTSMESLIH
MKENMEALTH
MKTSMEALTIH
TLQHIETLIT

450
KCKIRAPGFA
RCKIKAPGFA
RVHIRAPGFA
RAKIRAPGYA
RTRVRTPSFA
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5.5 Darstellung des Vektor pCR2.1

Bild 24: Ausschnitt der  JacZa ATG Hind I Kpnl  Sacl BamH|  Spel
M13 Reverse Primer ] | [ 1

Sequenz des TA-Vektors CAG GAA ACA GUT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
; GIC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

dargestellt (insgesamt 3929

Nukleotide). BoiX | EcoR| EcoR|

Der Pfeil zeigt auf den GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT[JFUSeusSsmmuwagyys CCC GAA TTC TGC

Start der Transkription fir CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG Al TT CGG CTT AAG ACG

Aval
H FPaeRT |
die T7 RNA Polymerase. EcoRV BstX1  Notl Xhol Nsi | Xba | Apa |

I | | ] |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GOC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
3

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA|CTG GCC GTC GIT TTA (JAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

5.6 Schema und Sequenz des Plasmides pASK68

Khal Pail Lol

Sstl ooy Bild 25: Schematische Darstellung des Plasmids
?-‘-"::ﬁﬂ” pASK®68. Dieser Klonierungs- und

; Expressionsvektor wurde fiir die bakterielle
Produktion von Fv- Fragmenten verwendet. Zu
beachten ist die Lage der Schnittstellen flr Vy
(Pstl, BstEIl) und V_ (Sstl, Xhol).

ompA-(Yi)-strep

phoA-(VL)-mye
Lipp

pASK68
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1257
AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTTCTAGATAAC
TCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCTTAAAGATCTATTG

GAGGGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTA

CTCCCGTTTTTTACTTTTTCTGTCGATAGCGCTAACGTCACCGTGACCGACCAAAGCGAT

G Q K M K K TAI A I AV AL AGFAT
OmpA-Sequenz

CCGTAGCGCAGGCCGAAGTTAAACTGCAGGAATTCGGTCACCGTCTCCTCAGCGTGGAGG
Pst 1| BstE 11
GGCATCGCGTCCGGCTTCAATTTGACGTCCTTAAGCCAGTGGCAGAGGAGTCGCACCTCC
vV A Q A EV KL QEF GHIRULL SV E A
P *RRPKULWNZ CWRNSV TV S S AWR
OmpA N-Terminus VH C —Terminus VH mit Strep-Tag

CATCCACAGTTCGGAGGCTAATAACCATGGAGAAAATAAAGTGAAACAAAGCACTATTGC
GTAGGTGTCAAGCCTCCGATTATTGGTACCTCTTTTATTTCACTTTGTTTCGTGATAACG
Il H S S EANNHGENI KV KOQS T 1 A
H P QF GG >* * P WRK * S ETKWHYC
Strep-Tag PhoA-Sequenz

ACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTACCCCTGTGACAAAAGCCGACATCGAGCTCACCCA
Sst 1|

TGACCGTGAGAATGGCAATGACAAATGGGGACACTGTTTTCGGCTGTAGCTCGAGTGGGT

L ALLPLLFTWPVTI KA ATD I EL TH
PhoA-Sequenz N-Terminus VL

CGTGCTCGAGATCAAACGGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATTAATAATG
Xho 1

GCACGAGCTCTAGTTTGCCCTTGTTTTTGAGTAGAGTCTTCTCCTAGACTTAATTATTAC

vV L E1 KR EQKL 1 S EEDILN=* * *
C-Terminus VL mit c—myc—-Tag

Y/

ATCTAAGCTTGACCTGTGAAGTGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTGTCTG

TAGATTCGAACTGGACACTTCACTTTTTACCGCGTGTAACACGCTGTAAAAAAAACAGAC

CCGTTTACCGCTACTGCG
GGCAAATGGCGATGACGC 1694

Bild 26: Sequenz der Klonierungsregion des Klonierungs- und Expressionsvektors pASK68.
In der Sequenz sind die fiir die Klonierung und Umklonierung verwendeten Schnittstellen (BstE I,
Pst I, fur die schwere Kette und Sac I, Xho I fur die leichte Kette) angegeben, sowie die Affinitatstags
(c-myc-Tag, Strep-Tag) am C-Terminus und die Signalsequenzen (OmpA, PhoA).
Das Plasmid kodiert die ersten und letzten vier Aminoséuren der schweren Kette, sowie die ersten vier
und letzten flinf Aminosauren der leichten Kette (i-Subtyp).
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5.7 Attmungskettendefekte unter klinischen Aspekten

5.7.1 Tabelle 7: Mdgliche Symptome verschiedener Organsysteme bei defekter
Atmungskette (Elle, 2005)

ZNS

Ataxie

Demenz

Depression

Psychosen
Leukodystrophie
Migréane

Myoklonus
Parkinsonismus
Ermidbarkeit
Psychomot. Retardierung
Epileptische Anfille
Sensoneurale Taubheit
Schlaganfall

Schwindel

Hepatisch
Aplastische Anamie
Sideroblastische Andmie

Aszites

Kardiologisch
Kardiomyopathie

Leitungsstérungen

Neuromuskular

Dystonie

Infantile Hypotonie

Spét beginnende Myopathie
Myalgie

Neuropathie

Spastische Paraparese
Schwéche

Ptosis

Ophthalmologisch
Katarakt

Externale Ophthalmoplegie
Optikus-Neuropathie
Retinopathie
Makuladegeneration

Nystagmus

Gastrointestinal
Zyklisches Erbrechen
Hepathopathie
Intestinale Dysmotilitat
Exokrine Pankreas-

Dysfunktion

Renal
Glomerulopathie
Bartter Syndrom

Fanconi Syndrom

Dermal

Akrozyanose
Hypertrichose
Pigmentierungsstérungen
Alopezie

Pruritus

Endokrinologisch
Struma
Nebenniereninsuffizienz
Hypoparathyroidismus
Diabetes mellitus
Hypothyroidismus

Ovarielle Dysfunktion

Neoplastisch
Hereditdres Paragangliom

Symmetrische Lipomatosis
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5.7.2 Tabelle 8: Klinische Symptome und Syndrome in Zusammenhang mit

spezifischen Komplex-Defekten (Elle, 2005)

Komplex |

Komplex II

Komplex Il

Kardiomyopathie
Katarakt

Demenz

Hepatopathie

KSS

Leigh Syndrom

Fatal infantile Enzephalo-
myopathie
Leukodystrophie

LHON

MELAS

Myoklonische Epilepsie
Neonatale Laktatazidose
Pearson Syndrom
Renale Tubulopathie

Ataxie

Sportintoleranz

Hereditdres Paragangliom

Leigh Syndrom

Myalgie

Rhabdomyolyse

Kss

Optikusatrophie

Hypertrophische
Kardiomyopathie

Enzephalopathie

Histiozytoide
Kardiomyopathie

KSS

MELAS

CPEO

Renale Tubulopathie

Sportintoleranz

Laktatazidose

Fatal infantile
Enzephalomyopathie

Komplex IV

Komplex V

Komplex I-1ll, 1I-1ill oder
Coenzym Qo

Alpers Syndrom
Infantile Enzephalomyopa-
thie
Fatale Form
Benigne Form
KSS
Leigh Syndrom
MELAS
MERRF
MNGIE
Multiple symmetrische
Lipomatosis
CPEO

Renaler tubulédrer Defekt

Leigh Syndrom
NARP

Komplex | + IV

Ataxie

Taubheit

Demenz

KSS

Fatale infantile
Enzephalomyopathie

MERRF

MELAS

Myoklonus

Retinopathie

Ataxie

Zerebellare Hypoplasie
Enzephalopathie
Sportintoleranz
Laktatazidose
Myoglobinurie

CPEO

Ptosis

Epileptischer Anfall
Schwache
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7  Zusammenfassung

7.1 Zusammenfassung und Ausblick

Viele aerobe Organismen besitzen eine NADH:Ubichinon Oxidoreduktase, ein
Enzym, welches der Haupteintrittspunkt fur Elektronen in die Atmungskette darstellt.
An den Elektronentransfer ist die Protonentranslokation vom Zytosol in den
Intermembranenraum der Mitochondrien gekoppelt. Stérungen des mitochondrialen
Energiestoffwechsels bedingen Mitochondriopathien. Der Befall verschiedener
Organsysteme, v.a. denjenigen mit hohem Energiestoffwechsel (Gehirn,
Skelettmuskel, Retina, Myokard), verursacht multiple Symptome, was fir diese
Erkrankungen bezeichnend ist.

Die Aufklarung der exakten Funktionsweise eines Enzyms bedarf der Kenntnis ber
seine rdumliche Struktur. Diese lasst sich zur Zeit fiir ein Protein dieser Grdfle nur
mittels Elektronenmikroskopie an zweidimensionalen Kristallen oder durch
Rontgenkristallographie an dreidimensionalen Einkristallen realisieren.

Das Ziel und die Herausforderung dieser Arbeit galt der Kristallisation und
Strukturanalyse der NADH:Ubichinon Oxidoreduktase, eines der groRten Membran-
proteinkomplexe. Mit Hilfe der Kristallisation sollten Auskiinfte (iber die Struktur und
Rickschlusse auf seine Funktion, sowie weitere Einblicke in die Bedeutung dieses
Proteinkomplexes ermdglicht werden.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen eine L-férmige Struktur des Enzyms
mit einem peripheren Arm, der in die mitochondriale Matrix ragt, und einem
Membranarm, der in der Lipiddoppelschicht angeordnet ist. In beiden Armen befinden
sich insgesamt bis zu 46 Untereinheiten des Enzymkomplexes. Die NADH-
Bindungsstelle und alle bekannten Redoxgruppen (FMN, bis zu neun FeS-Zentren)
liegen im peripheren Arm. Der Winkel zwischen beiden Armen ist variabel.

Mit dem Ziel Komplex | in seiner Gesamtheit zu kristallisieren, wurden
Antikorperfragmente zur Ko-Kristallisation eingesetzt. Die Bedeutung der Fv-
Fragmente, als Kleinste antigenbindende Domane eines Antikorpers, liegt in der
VergréRerung der hydrophilen Oberflache. Es wurden Fv-Fragmente gegen die
NADH:Ubichinon Oxidoreduktase aus Yarrowia lipolytica erzeugt und ihre Eignung
fur die Kiristallisation Gberprift. Die Klonierung und Expression erfolgte in
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Escherichia coli. Es zeigte sich durchweg nur ein sehr niedriges oder auch
vollkommen unbefriedigendes Expressionsniveau der Fv-Fragmente. Nach gezielter
Mutation konnte bei dem Klon Y30C12 eine Expressionssteigerung erreicht werden,
welche allerdings fiir Kristallisationsversuche noch immer unzureichend war.

Mit dem Klon Y34C10 konnte in Expressionsversuchen eine ausreichende Menge an
Fv-Fragmenten gewonnen werden. Mit diesen Fv-Fragmenten gelang auch die
Einschrittreinigung an der Streptavidin-Sepharosesdule und es konnten Bindungs- und
Kristallisationsversuche mit Komplex | unternommen wurden. Durch eine FPLC-
Gelfiltration konnte ein stéchiometrischer 1:1 Komplex aus der NADH:Ubichinon
Oxidoreduktase und dem Fv-Fragment Y34C10 gewonnen werden, welcher bei der
Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen eingesetzt wurde.

Eine Kristallisation des Komplexes gelang unter den ausgewéhlten Bedingungen mit
diesem Komplex jedoch noch nicht.

Dennoch eignen sich die Klone Y34C10 und Y30C12-M fiir weitere Studien, die eine
Expressionssteigerung durch Punktmutationen in der schweren und leichten Kette
(siehe unter 4.3) beinhalten sollten. Zum anderen besteht die Wahrscheinlichkeit den
Kristallisationserfolg durch breite Variation der Bedingungen zu erhéhen.
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7.2  Abstract and Perspective

Many aerobe organisms contain NADH:ubiquinone oxidoreductase, the entry point for
the major fraction of electrons that traverse the respiratory chain resulting eventually
in the reduction of oxygen. (Coupled to the electron transfer, protons are pumped from
the matrix side to the intermembrane space of mitochondria.) Disturbances of the
mitochondrial energy-metabolism cause mitochondriopathies. Typical for these
illnesses are dysfunction of organ systems with high energy-metabolism (brain,
skeleton-muscle, retina, myocard).

Elucidating the catalytic mechanism of an enzyme requires knowledge of its three
dimensional structure. Presently, this can be realized for a protein of this size only by
means of electron microscopy on two-dimensional crystals or by X-ray
crystallography on three-dimensional crystals.

The generation of an electro-chemical potential gradient depends on transmembrane
proton translocation, with the catalytic mechanism of action still being partly
unknown; a deeper understanding of its function may be achieved by gaining
additional information on the structure of this membrane protein. The challenging
objective pursued in this study focuses on the crystallization and structural analysis of
the NADH:ubiquinone oxidoreductase, one of the largest catalytic complexes known.
The crystallization of this membrane protein, which is an essential component of the
respiratory chain, may reveal additional information on its molecular structure and
should also allow conclusive observations on its function and impact.

Electron microscopic images show an L-shaped structure of the enzyme with a
peripheral arm, which protrudes into the mitochondrial matrix, and a membrane arm
located in the lipid bilayer.

Both parts together are composed of up to 46 subunits. The NADH binding site and all
well-known redox groups (FMN, up to nine FeS centers) reside in the peripheral arm.
The angle between both arms is variable.

Fv fragments, being the smallest antigen-binding unit of an antibody were used to
promote crystallization the whole complex I. The main feature of these Fv fragments
is in the enlargement of the hydrophilic surface, to increase crystallization probability.
Fv fragments recognizing the NADH:ubiquinone oxidoreductase, isolated from
Yarrowia lipolytica, were examined for their suitability for crystallization. Cloning
and expression was done in Escherichia coli.
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Upon characterization of the recombinant Fv clones, only a very low or an
unsatisfactory expression level of Fv fragments was observed within all clones. After
site directed mutagenesis of specific residues a larger quantity of Fv fragments could
be expressed with clone Y30C12. However, the yield was still insufficient for the
following crystallization assays.

By using clone Y34C10, we obtained a sufficient amount of Fv fragments in
expression experiments. This Fv fragment could be successfully isolated in a one step
purification on streptavidin sepharose. Following this, binding and crystallization
assays with complex | were carried out. Using a FPLC gel filtration, a stoichiometric
1:1 complex of NADH:ubiquinone oxidoreductase and the Fv fragment Y34C10 was
prepared, which was then used to look for suitable crystallization conditions.
However, crystallization of the complex was not yet successful under the selected
conditions.

Nevertheless, the clones Y34C10 and Y30C12-M are suitable for further studies that
should comprise an increase of the expression level through point-mutations in the
heavy and light chain (see under 4.3). Moreover, the likelihood to obtain crystals
should increase by variation of the conditions or through a new screen.
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