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Abstract: Proteine, die genetisch mit einer super-positiv gela-
denen Variante des grîn fluoreszierenden Proteins verbunden
wurden, kçnnen quantitativ in ein Lumazin-Synthase-Kapsid
geladen werden, das mit einer negativ geladenen Innenfl�che
ausgestattet ist. Dieses einfache System ist eine ebenso robuste
wie vielseitige Methode, um hierarchisch geordnete Protein-
komplexe herzustellen, die dann als Nanoreaktoren verwendet
werden kçnnen. Die allgemeine Anwendbarkeit dieser Bela-
dungsstrategie und ihre Auswirkung auf die Enzymaktivit�t
wurden mit acht strukturell und mechanistisch verschiedenen
Enzymen untersucht.

Damit mehrere nichtkompatible biosynthetische Prozesse
gleichzeitig ablaufen kçnnen, werden in Lebewesen viele
Enzyme auf spezialisierte zellul�re Kompartimente be-
schr�nkt. Die Aktivit�t der Enzyme, die in die Kohlenstoff-
fixierung oder den Abbau organischer Molekîle involviert
sind, wird in Bakterien beispielsweise innerhalb von Pro-
teinhîllen koordiniert.[1] øhnlich wie die Phospholipidmem-
branen eukaryotischer Organellen beschr�nken die Protein-
schalen die Diffusion zwischen diesen Komplexen und ihrer
Umgebung und ermçglichen somit die Regulierung der ein-
geschlossenen Enzyme, die Konzentration flîchtiger Mole-
kîle, den Einschluss giftiger Zwischenstufen und die Ver-
meidung ungewînschter Nebenreaktionen.[1]

Bisher wurden Liposomen,[2] synthetische Polymere[3] und
Proteink�fige[4] als kînstliche Mikrokompartimente verwen-
det, um zu untersuchen, wie sich Isolation und r�umliche
Beengung auf die Enzymaktivit�t auswirken. Leere Virus-
partikel sind diesbezîglich besonders vielversprechend, weil
sie biokompatibel sind, spontan hochgradig organisierte
Strukturen mit definierter Grçße und Form bilden und au-
ßerdem einfach mit genetischen oder chemischen Methoden
modifiziert werden kçnnen.[5] Virale Kapside wurden bereits
mittels etlicher Strategien beladen, darunter Diffusionsme-
thoden,[4a] Coiled-Coils,[4b] elektrostatische Tags,[4c] RNA-
Aptamere[4d] sowie gentechnische Kupplung von G�sten an
Gerîstproteine der Virushîlle.[4e–g] Weil der Stoffwechsel-
durchsatz vom stçchiometrischen Verh�ltnis der Enzyme
abh�ngen kann,[6] ist es wichtig, die Beladung genau kon-
trollieren zu kçnnen. Bei der Beladung des Kapsids des Au-
genbohnen-Mosaikvirus konnte die Packungsdichte mit ko-
valenten und nichtkovalenten Methoden gesteuert werden.[7]

Basierend auf dem nichtviralen, kapsidbildenden Enzym
Lumazin-Synthase aus Aquifex aeolicus (AaLS) haben wir

kîrzlich eine alternative Strategie fîr die Bildung von Gast-
Wirt-Komplexen, die nur aus genetisch kodierten Proteinen
zusammen gesetzt sind, entwickelt.[8] Nachdem vier Glu-
tamatreste auf der Innenseite des Proteins eingefîgt worden
waren, konnte die resultierende Variante, AaLS-neg, in vivo
Gastmolekîle einschließen, die mit einem Deka-Arginin-
peptid (R10) versehen wurden.[8a] AaLS-neg wurde an-
schließend durch zielgerichtete Evolution optimiert. Daraus
ist die Variante AaLS-13 mit einer hçheren Ladekapazit�t
unter physiologischen Bedingungen hervorgegangen.[8b]

Außer Proteinen, die ein R10-Peptid tragen, kann AaLS-13
auch super-positiv geladenes, grîn fluoreszierendes Protein,
GFP(+ 36), in vitro aufnehmen.[8c] Nun zeigen wir, dass
GFP(+ 36) als genetisch kodierbare Bindungsdom�ne ge-
nutzt werden kann, um Enzyme in den Innenraum des AaLS-
13-Kapsids zu dirigieren (Abbildung 1A,B).

Als Modellenzym haben wir eine Retroaldolase (RA)
gew�hlt, die zuerst mit computergestîtzten Methoden ent-
worfen und anschließend im Labor optimiert wurde, um die
Spaltung von (�)-4-Hydroxy-4-(6-methoxy-2-naphthyl)-2-
butanon (Methodol, 1) in 6-Methoxy-2-naphthaldehyd (2)
und Aceton zu katalysieren (Abbildung 1C).[9] Der N-Ter-
minus der Variante RA95.5–8 K210M[9] (kcat = 0.18 s¢1,
kcat/Km = 1800m¢1 s¢1) wurde îber einen (Gly-Gly-Ser)5-
Linker genetisch mit GFP(36 +) verbunden (Abbildung 1B).
Obwohl dadurch die katalytische Aktivit�t um das Zehnfache
abnahm (kcat = 0.018 s¢1, kcat/Km = 170m¢1 s¢1), konnte das
nichtoptimierte GFP(+ 36)-RA-Konstrukt das chromogene
Substrat, mit dem die Reaktion photometrisch verfolgt
werden kann, immer noch effizient spalten.

Analog zu GFP(+ 36) wird GFP(+ 36)-RA problemlos
von aufgereinigten AaLS-13-Kapsiden aufgenommen.[10]

Abbildung 1. Strategie zur Beladung eines Proteink�figs mit aktiven
Enzymen. A) GFP(+ 36) (grín) fungiert als Bindungsdom�ne, um ge-
kuppelte Frachtproteine in leere AaLS-13-Kapside zu dirigieren.
B) Schema des Gens, das fír das GFP(+ 36)-Retroaldolase-Fusionspro-
tein kodiert. C) Die von RA katalysierte Retroaldolreaktion.
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Entsprechend dem Verfahren fîr die Beladung mit
GFP(+ 36)[8c] wurde GFP(+ 36)-RA mit leeren AaLS-13-
Kapsiden in w�ssrigem Puffer (pH 8.0; Ionenst�rke 0.34m) in
verschiedenen Verh�ltnissen gemischt. Die Bildung eines
Komplexes zwischen AaLS-13 und GFP(+ 36)-RA wurde
durch Grçßenausschlusschromatografie der Mischungen und
anschließende SDS-PAGE-Analyse gezeigt (Abbil-
dung 2A,B sowie Abbildung S1 der Hintergrundinformatio-

nen). RA allein bindet nur unwesentlich an das Kapsid
(Abbildung S2). Transmissionselektronenmikroskopische
(TEM-)Aufnahmen nach Negativkontrastierung der aufge-
reinigten Partikel haben best�tigt, dass sich das Fusionspro-
tein tats�chlich im Inneren des Kapsids befindet (Abbil-
dung 2B, Einschub). Die Stçchiometrie zwischen Wirt und
Gast wurde durch das Verh�ltnis der Absorption bei l = 280/
488 nm bestimmt. Dabei wurde festgestellt, dass bis zu einer

Obergrenze von 45 GFP(+ 36)-RA pro Kapsid (unter der
Annahme, dass AaLS-13 eine T= 3-Struktur aus 180 Unter-
einheiten einnimmt)[8b] das Verh�ltnis von Wirt und Gast
linear vom Verh�ltnis abh�ngt, in dem die beiden Kompo-
nenten gemischt wurden (Abbildung 2 C). Eine weitere Er-
hçhung des Mischverh�ltnisses fîhrte nicht zu hçheren La-
dungsdichten, sondern zu einer F�llung beider Proteine.
Diese Befunde zeigen, dass der Einschluss von bis zu etwa
45 G�sten pro T= 3-Kapsid quantitativ ist. Diese Bela-
dungseffizienz ist mit der von GFP(+ 36) vergleichbar.[11]

Untersuchungen des Beladungsmechanismus lassen vermu-
ten, dass GFP(+ 36) an die Innenfl�che der AaLS-13-Kap-
sidhîlle bindet.[12] Im Zentrum des Kapsids bleibt dabei ge-
nîgend Platz fîr dessen Fusionspartner (Einschub in Abbil-
dung 2B). Ungef�hr 1.5 GFP-Molekîle finden auf der In-
nenseite einer pentameren Untereinheit von AaLS Platz
(Abbildung S4). Dies stimmt gut mit dem beobachteten
Verh�ltnis von ca. 45 G�sten pro Kapsid, bestehend aus
180 Untereinheiten, îberein (1.25 G�ste pro Pentamer).

Obwohl R10-Peptide erfolgreich verwendet wurden, um
GFP und HIV-Protease in vivo in den Innenraum des Kapsids
zu dirigieren, sind sie im Vergleich zu GFP(+ 36) fîr die In-
vitro-Beladung weniger geeignet. Wenn 18 øquivalente einer
Retroaldolase, die mit einem R10-Peptid versehen ist (RA-
R10), mit aufgereinigten AaLS-13-Kapsiden gemischt
werden, erh�lt man lediglich 2.7� 1.1 Enzyme pro Kapsid.
Diese vergleichsweise schlechte Beladungseffizienz liegt
wahrscheinlich in der niedrigen Gesamtladung von RA-R10
begrîndet (+ 4.3 bei pH 8.0 im Vergleich zu + 29.9 fîr
GFP(+ 36)-RA und + 20.0 fîr das ursprînglich untersuchte
dimere HIV-Protease-R10).

Die Aktivit�t der eingeschlossenen Retroaldolase h�ngt
von der Packungsdichte ab. Bei niedriger Beladung (z.B. ca.
8 G�ste pro Kapsid) ist der kcat-Wert der
GFP(+ 36)-RA im Kapsid [(0.018� 0.001) s¢1] gegenîber
dem des freien Enzyms nahezu unver�ndert. Der Km-Wert ist
hingegen etwa 4.5-fach erhçht [(470� 120) mm]. W�hrend
sich der kcat/Km-Wert bei hçherer Beladung nur geringfîgig
�ndert, nimmt der kcat-Wert allm�hlich ab (Abbildung 3B).
Die Ursache hierfîr ist wahrscheinlich die Produktinhibie-
rung des Enzyms durch den Aldehyd 2, der ein kovalentes
Iminaddukt mit dem katalytischen Lysinrest bilden kann.[13]

Dieser Effekt wird womçglich durch die Erzeugung hoher
lokaler Konzentrationen dieser reaktiven Verbindung in der
unmittelbaren Umgebung der dichtgepackten Enzyme ver-
st�rkt. Analog zu den Kaskadenreaktionen, die in natîrlichen
bakteriellen Mikrokompartimenten realisiert werden,[1] sollte
es jedoch mçglich sein, den Aldehyd mit geeigneten zus�tz-
lichen Enzymen direkt im Kapsid abzubauen.

Die Allgemeingîltigkeit der Beladungsstrategie wurde
mit sieben weiteren Fusionsenzymen untersucht: eine im
Labor evolvierte Kemp-Eliminase (KE),[14] TEM-b-Lactam-
ase (bLac),[15] Cyclohexylamin-Oxidase (CHAO),[16] Katala-
se-Peroxidase (KatG),[17] NADH-Oxidase (NOX),[18] Alde-
hyd-Dehydrogenase (AldH)[19] und Monoamin-Oxidase
(MAO).[20] Diese Proteine decken ein breites Spektrum von
Eigenschaften ab, etwa Molekulargewicht (29–78 kDa),
quart�re Struktur (Monomer, Dimer und Tetramer) und
Gesamtladung (¢23.9 bis + 2.5 bei pH 8.0; Tabelle S1). Mo-

Abbildung 2. Quantitative Beladung leerer AaLS-13-Kapside mit
GFP(+36)-RA. Grçßenausschlusschromatogramme A) von leeren Kap-
siden und B) von Kapsiden, die mit 45 ÷quivalenten GFP(+36)-RA be-
laden wurden. Schwarze Linien geben die Absorption bei l =280 nm
wieder, und graue S�ulen zeigen die Fluoreszenz einzelner Fraktionen.
Die Einschíbe zeigen TEM-Aufnahmen A) leerer und B) gefíllter Kap-
side (Maßstabsbalken 100 nm); ein repr�sentativer Komplex ist ver-
grçßert dargestellt. C) Durchschnittliche Zahl eingeschlossener GFP-
(+ 36)-RA-Fusionsproteine pro AaLS-13-Kapsid in Abh�ngigkeit vom
Mischverh�ltnis. Fehlerbalken beziehen sich auf die Standardabwei-
chung von drei unabh�ngigen Experimenten. Die lineare Regression
(ohne den eingeklammerten Messpunkt) ergab eine Steigung von
0.995 (aa).
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nomere Fusionsenzyme mit gem�ßigter Ladung, etwa
GFP(+ 36)-KE und GFP(+ 36)-bLac, wurden von AaLS-13
ebenso effektiv aufgenommen wie GFP(+ 36)-RA (Abbil-
dungen 4A und S6 A,B, Tabelle S1). Der Einschluss von sehr
negativ geladenen Proteinen, wie CHAO und KatG (Tabel-
le S1), war hingegen weniger eindeutig. Obwohl sowohl
GFP(+ 36)-CHAO als auch GFP(+ 36)-KatG quantitativ an
AaLS-13 binden (Abbildung 4A), sprechen die TEM-Bilder
der aufgereinigten Komplexe dafîr, dass sich die G�ste –
zumindest teilweise – an der Außenwand des Kapsids befin-
den (Abbildung S6 C,D). Dem gegenîber stehen stark positiv
geladene Gastproteine, wie das dimere GFP(+ 36)-NOX mit
einer berechneten Gesamtladung von + 78.2 bei pH 8.0,
deren Ladungseffizienz durch teilweise Pr�zipitation ver-
mindert wird (Abbildung 4A und Tabelle S1). Im Fall der
tetrameren Enzyme AldH und MAO, die jeweils mit vier
Molekîlen GFP(+ 36) ausgestattet sind, ist die Proteinf�llung
sogar noch schwerwiegender. Um diese Proteine erfolgreich
einschließen zu kçnnen, muss man womçglich die elektro-
statischen Wechselwirkungen zwischen G�sten und Kapsid
modulieren.[21]

Die Substrate der Modellenzyme haben nicht nur sehr
verschiedene Molekulargewichte, sondern auch unterschied-
liche Ladungen. Erstaunlicherweise behalten GFP(+ 36)-KE,
GFP(+ 36)-CHAO, GFP(+ 36)-KatG und GFP(+ 36)-NOX –
im Unterschied zu GFP(+ 36)-RA – beinahe ihre volle en-
zymatische Aktivit�t nach ihrer Beladung in AaLS-13 bei
(Abbildung 4B und Tabelle S2). Wenngleich der Mechanis-
mus des molekularen Transports noch nicht verstanden ist, ist
die hohe Wechselzahl der eingeschlossenen Kemp-Eliminase
(GFP(+ 36)-KE, kcat = 380 s¢1) bemerkenswert, weil sie
darauf schließen l�sst, dass das ungeladene Substrat 5-Nitro-
benzisoxazol schnell durch die Kapsidhîlle diffundieren
kann. Die Aktivit�t von NOX innerhalb des Kapsids zeigt
außerdem, dass die Aufnahme negativ geladener Substrate,
z. B. NADH, nicht durch die negativ geladene Proteinhîlle
behindert wird. Problematisch sind allerdings Verbindungen,
die direkt mit dem Wirt oder den Gastproteinen reagieren
kçnnen, so wie Aldehyd 2. Ungînstige Wechselwirkungen
zwischen Gastenzymen und der negativ geladenen Kapsid-
innenfl�che kçnnten zudem die aktive Tasche blockieren
oder inaktive Enzymkonformationen begînstigen und somit
die Enzymaktivit�t beintr�chtigen. Derartige Effekte sind
mçglicherweise fîr den > 10-fachen Rîckgang der katalyti-
schen Effizienz verantwortlich, der bei bLac beobachtet
wurde (Abbildung 4B). Trotz dieser Einschr�nkungen ist die
unkomplizierte Beladung von AaLS-13 mit einem breiten
Spektrum von Frachtproteinen ein vielversprechender Schritt
in Richtung kînstlicher Mikrokompartimente fîr neuartige
Anwendungen.

Zusammenfassend wurde hier ein genetisch kodierbares
Proteinfragment vorgestellt, mit dessen Hilfe AaLS-13-Pro-
teink�fige effizient mit aktiven Enzymen beladen werden
kçnnen. Das entsprechende Verfahren ist einfach und robust.
Ohne auf pH- oder Temperatur�nderungen zurîckgreifen zu
mîssen, fîhrt das Mischen von Wirt und G�sten unter milden,
w�ssrigen Bedingungen zur Bildung stabiler Komplexe. Bis zu
ca. 45 G�sten pro T= 3-Kapsid ist der Einschluss jeweils
nahezu vollst�ndig, wodurch die Beladungsdichte entspre-

Abbildung 3. Retroaldolase-Aktivit�t in AaLS-13. A) Michaelis-Menten-
Graph fír freie GFP(+ 36)-RA (*) und GFP(+ 36)-RA in AaLS-13 (^;
8.6 GFP(+36)-RA pro Kapsid). B) kcat (*) und kcat/Km (graue S�ulen)
fír eingeschlossene GFP(+ 36)-RA in Abh�ngigkeit von der Ladungs-
dichte. Fehlerbalken beziehen sich auf die Standardabweichung von
drei unabh�ngigen Experimenten. ****: P<0.001.

Abbildung 4. Allgemeingíltigkeit der Beladungsstrategie. A) Prozent-
satz der GFP(+ 36)-Fusionsenzyme, die an AaLS-13 binden. B) Relative
Aktivit�t der GFP(+ 36)-Enzyme/AaLS-13-Komplexe im Vergleich zum
freien Fusionsenzym. *: Bei diesen Fusionsenzymen befinden sich
einige G�ste auf der Außenseite des Kapsids (siehe Abbildung S6C,D).
n.b.: nicht bestimmt, da das Protein ausgefallen ist. Details zu den Ex-
perimenten sind in den Tabellen S1 und S2 zusammengefasst.
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chend pr�zise kontrolliert werden kann. W�hrend die Bela-
dung der meisten monomeren Enzyme unproblematisch ist,
kçnnte fîr die Beladung mit negativ geladenen oder oligo-
meren Proteinen eine Anpassung der Oberfl�chenladung der
Enzyme oder des GFP-Fragments erforderlich sein. Dennoch
kçnnen nun mithilfe dieses Beladungssystems komplexere
Nanoreaktoren durch den gemeinsamen Einschluss ver-
schiedener Enzyme realisiert werden. Gegenw�rtig wird in
unserem Labor untersucht, inwiefern derartige Kaskaden
einen kompetitiven Vorteil erbringen kçnnen.
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