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

Damit mehrere nichtkompatible biosynthetische Prozesse
gleichzeitig ablaufen konnen, werden in Lebewesen viele
Enzyme auf spezialisierte zellulire Kompartimente be-
schriankt. Die Aktivitdt der Enzyme, die in die Kohlenstoff-
fixierung oder den Abbau organischer Molekiile involviert
sind, wird in Bakterien beispielsweise innerhalb von Pro-
teinhiillen koordiniert.!! Ahnlich wie die Phospholipidmem-
branen eukaryotischer Organellen beschrianken die Protein-
schalen die Diffusion zwischen diesen Komplexen und ihrer
Umgebung und ermoglichen somit die Regulierung der ein-
geschlossenen Enzyme, die Konzentration fliichtiger Mole-
kiile, den Einschluss giftiger Zwischenstufen und die Ver-
meidung ungewiinschter Nebenreaktionen.!!

Bisher wurden Liposomen,? synthetische Polymerel® und
Proteinkiifige! als kiinstliche Mikrokompartimente verwen-
det, um zu untersuchen, wie sich Isolation und rdumliche
Beengung auf die Enzymaktivitit auswirken. Leere Virus-
partikel sind diesbeziiglich besonders vielversprechend, weil
sie biokompatibel sind, spontan hochgradig organisierte
Strukturen mit definierter Grole und Form bilden und au-
Berdem einfach mit genetischen oder chemischen Methoden
modifiziert werden kénnen.”! Virale Kapside wurden bereits
mittels etlicher Strategien beladen, darunter Diffusionsme-
thoden,* Coiled-Coils,*™' elektrostatische Tags,*] RNA-
Aptamere! sowie gentechnische Kupplung von Gésten an
Geriistproteine der Virushiille.l** 8! Weil der Stoffwechsel-
durchsatz vom stochiometrischen Verhéltnis der Enzyme
abhingen kann, ist es wichtig, die Beladung genau kon-
trollieren zu konnen. Bei der Beladung des Kapsids des Au-
genbohnen-Mosaikvirus konnte die Packungsdichte mit ko-
valenten und nichtkovalenten Methoden gesteuert werden.[”!

Basierend auf dem nichtviralen, kapsidbildenden Enzym
Lumazin-Synthase aus Agquifex aeolicus (AaLS) haben wir
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kiirzlich eine alternative Strategie fiir die Bildung von Gast-
Wirt-Komplexen, die nur aus genetisch kodierten Proteinen
zusammen gesetzt sind, entwickelt.®! Nachdem vier Glu-
tamatreste auf der Innenseite des Proteins eingefiigt worden
waren, konnte die resultierende Variante, Aal.S-neg, in vivo
Gastmolekiile einschlieBen, die mit einem Deka-Arginin-
peptid (R10) versehen wurden.™ AalS-neg wurde an-
schlieBend durch zielgerichtete Evolution optimiert. Daraus
ist die Variante AaLS-13 mit einer hoheren Ladekapazitit
unter physiologischen Bedingungen hervorgegangen.*"!
AuBler Proteinen, die ein R10-Peptid tragen, kann Aal.S-13
auch super-positiv geladenes, griin fluoreszierendes Protein,
GFP(+ 36), invitro aufnehmen.®! Nun zeigen wir, dass
GFP(+36) als genetisch kodierbare Bindungsdomine ge-
nutzt werden kann, um Enzyme in den Innenraum des AaLS-
13-Kapsids zu dirigieren (Abbildung 1 A,B).
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Abbildung 1. Strategie zur Beladung eines Proteinkifigs mit aktiven
Enzymen. A) GFP(+36) (griin) fungiert als Bindungsdomine, um ge-
kuppelte Frachtproteine in leere AaLS-13-Kapside zu dirigieren.

B) Schema des Gens, das fiir das GFP(+ 36)-Retroaldolase-Fusionspro-
tein kodiert. C) Die von RA katalysierte Retroaldolreaktion.

Als Modellenzym haben wir eine Retroaldolase (RA)
gewihlt, die zuerst mit computergestiitzten Methoden ent-
worfen und anschlieend 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).”) Der N-Ter-
minus der Variante RA95.5-8 K210MY (k. =0.18s7",
ke/ Ky =1800M 's™") wurde iiber einen (Gly-Gly-Ser)s-
Linker genetisch mit GFP(36 +) verbunden (Abbildung 1B).
Obwohl dadurch die katalytische Aktivitdt um das Zehnfache
abnahm (k. =0.018s™", k,/K,=170m's™"), 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.'”
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Entsprechend dem Verfahren fiir die Beladung mit
GFP(+36)1 wurde GFP(+36)-RA mit leeren AaLS-13-
Kapsiden in wissrigem Puffer (pH 8.0; Ionenstédrke 0.34m) in
verschiedenen Verhiltnissen gemischt. Die Bildung eines
Komplexes zwischen AalLS-13 und GFP(+36)-RA wurde
durch GroBenausschlusschromatografie der Mischungen und
anschlieBende ~ SDS-PAGE-Analyse  gezeigt  (Abbil-
dung 2 A,B sowie Abbildung S1 der Hintergrundinformatio-
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Abbildung 2. Quantitative Beladung leerer AaLS-13-Kapside mit
GFP(+36)-RA. Grofienausschlusschromatogramme A) von leeren Kap-
siden und B) von Kapsiden, die mit 45 Aquivalenten GFP(+36)-RA be-
laden wurden. Schwarze Linien geben die Absorption bei A =280 nm
wieder, und graue Séulen zeigen die Fluoreszenz einzelner Fraktionen.
Die Einschiibe zeigen TEM-Aufnahmen A) leerer und B) gefillter Kap-
side (Maf3stabsbalken 100 nm); ein reprisentativer Komplex ist ver-
groRert dargestellt. C) Durchschnittliche Zahl eingeschlossener GFP-
(+36)-RA-Fusionsproteine pro AaLS-13-Kapsid in Abhangigkeit vom
Mischverhiltnis. Fehlerbalken beziehen sich auf die Standardabwei-
chung von drei unabhingigen Experimenten. Die lineare Regression
(ohne den eingeklammerten Messpunkt) ergab eine Steigung von
0.995 (-----).

nen). RA allein bindet nur unwesentlich an das Kapsid
(Abbildung S2). Transmissionselektronenmikroskopische
(TEM-)Aufnahmen nach Negativkontrastierung der aufge-
reinigten Partikel haben bestétigt, dass sich das Fusionspro-
tein tatsdchlich im Inneren des Kapsids befindet (Abbil-
dung 2B, Einschub). Die Stochiometrie zwischen Wirt und
Gast wurde durch das Verhiltnis der Absorption bei A =280/
488 nm bestimmt. Dabei wurde festgestellt, dass bis zu einer
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Obergrenze von 45 GFP(+36)-RA pro Kapsid (unter der
Annahme, dass AalL.S-13 eine 7= 3-Struktur aus 180 Unter-
einheiten einnimmt)®! das Verhiltnis von Wirt und Gast
linear vom Verhiltnis abhingt, in dem die beiden Kompo-
nenten gemischt wurden (Abbildung 2C). Eine weitere Er-
hohung des Mischverhiltnisses fiihrte nicht zu hoheren La-
dungsdichten, sondern zu einer Fillung beider Proteine.
Diese Befunde zeigen, dass der Einschluss von bis zu etwa
45 Giasten pro T=3-Kapsid quantitativ ist. Diese Bela-
dungseffizienz ist mit der von GFP(+36) vergleichbar.!'!
Untersuchungen des Beladungsmechanismus lassen vermu-
ten, dass GFP(+36) an die Innenfldche der AaLS-13-Kap-
sidhiille bindet."” Im Zentrum des Kapsids bleibt dabei ge-
niigend Platz fiir dessen Fusionspartner (Einschub in Abbil-
dung 2B). Ungefdhr 1.5 GFP-Molekiile finden auf der In-
nenseite einer pentameren Untereinheit von AaLS Platz
(Abbildung S4). Dies stimmt gut mit dem beobachteten
Verhiltnis von ca. 45 Gésten pro Kapsid, bestehend aus
180 Untereinheiten, iiberein (1.25 Géste 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) fiir die In-
vitro-Beladung weniger geeignet. Wenn 18 Aquivalente einer
Retroaldolase, die mit einem R10-Peptid versehen ist (RA-
R10), mit aufgereinigten AalLS-13-Kapsiden gemischt
werden, erhélt man lediglich 2.7+ 1.1 Enzyme pro Kapsid.
Diese vergleichsweise schlechte Beladungseffizienz liegt
wahrscheinlich in der niedrigen Gesamtladung von RA-R10
begriindet (+4.3 bei pHS8.0 im Vergleich zu +29.9 fiir
GFP(+36)-RA und +20.0 fiir das urspriinglich untersuchte
dimere HIV-Protease-R10).

Die Aktivitdt der eingeschlossenen Retroaldolase hédngt
von der Packungsdichte ab. Bei niedriger Beladung (z.B. ca.
8 Giaste  pro  Kapsid) ist der  k,-Wert  der
GFP(+36)-RA im Kapsid [(0.018£0.001)s™'] gegeniiber
dem des freien Enzyms nahezu unveréindert. Der K, -Wert ist
hingegen etwa 4.5-fach erhoht [(470+120) um]. Wihrend
sich der k. /K,-Wert bei hoherer Beladung nur geringfiigig
andert, nimmt der k_-Wert allmihlich ab (Abbildung 3B).
Die Ursache hierfiir ist wahrscheinlich die Produktinhibie-
rung des Enzyms durch den Aldehyd 2, der ein kovalentes
Iminaddukt mit dem katalytischen Lysinrest bilden kann.!"”
Dieser Effekt wird womoglich durch die Erzeugung hoher
lokaler Konzentrationen dieser reaktiven Verbindung in der
unmittelbaren Umgebung der dichtgepackten Enzyme ver-
starkt. Analog zu den Kaskadenreaktionen, die in natiirlichen
bakteriellen Mikrokompartimenten realisiert werden,!" sollte
es jedoch moglich sein, den Aldehyd mit geeigneten zusétz-
lichen Enzymen direkt im Kapsid abzubauen.

Die Allgemeingiiltigkeit der Beladungsstrategie wurde
mit sieben weiteren Fusionsenzymen untersucht: eine im
Labor evolvierte Kemp-Eliminase (KE),'¥ TEM-B-Lactam-
ase (PLac),l'”! Cyclohexylamin-Oxidase (CHAO),'® Katala-
se-Peroxidase (KatG),"”! NADH-Oxidase (NOX),!8! Alde-
hyd-Dehydrogenase (AldH)"™ und Monoamin-Oxidase
(MAO).”! Diese Proteine decken ein breites Spektrum von
Eigenschaften ab, etwa Molekulargewicht (29-78 kDa),
quartdre Struktur (Monomer, Dimer und Tetramer) und
Gesamtladung (—23.9 bis +2.5 bei pH 8.0; Tabelle S1). Mo-
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Abbildung 3. Retroaldolase-Aktivitit in AaLS-13. A) Michaelis-Menten-
Graph fiir freie GFP(+36)-RA (@) und GFP(+36)-RA in AaLS-13 (o;
8.6 GFP(+36)-RA pro Kapsid). B) k. (®) und k../K,, (graue Siulen)
fiir eingeschlossene GFP(+36)-RA in Abhingigkeit von der Ladungs-
dichte. Fehlerbalken beziehen sich auf die Standardabweichung von
drei unabhiangigen Experimenten. **%*: P.<0.001.
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Abbildung 4. Allgemeingiiltigkeit der Beladungsstrategie. A) Prozent-
satz der GFP(+ 36)-Fusionsenzyme, die an AaLS-13 binden. B) Relative
Aktivitat der GFP(+4 36)-Enzyme/AalLS-13-Komplexe im Vergleich zum
freien Fusionsenzym. *: Bei diesen Fusionsenzymen befinden sich
einige Gaste auf der Auflenseite 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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nomere Fusionsenzyme mit gemdiBigter Ladung, etwa
GFP(+ 36)-KE und GFP(+ 36)-fLac, wurden von AaLS-13
ebenso effektiv aufgenommen wie GFP(436)-RA (Abbil-
dungen 4 A 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 4 A), sprechen die TEM-Bilder
der aufgereinigten Komplexe dafiir, dass sich die Géste —
zumindest teilweise — an der AuBBenwand des Kapsids befin-
den (Abbildung S6C,D). Dem gegeniiber stehen stark positiv
geladene Gastproteine, wie das dimere GFP(+ 36)-NOX mit
einer berechneten Gesamtladung von + 782 bei pH 8.0,
deren Ladungseffizienz durch teilweise Prézipitation ver-
mindert wird (Abbildung 4 A und Tabelle S1). Im Fall der
tetrameren Enzyme AIdH und MAO, die jeweils mit vier
Molekiilen GFP(+ 36) ausgestattet sind, ist die Proteinfallung
sogar noch schwerwiegender. Um diese Proteine erfolgreich
einschliefen zu konnen, muss man womdglich die elektro-
statischen Wechselwirkungen zwischen Gésten und Kapsid
modulieren."

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 Aktivitdt nach ihrer Beladung in AalLS-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, k., =380s") bemerkenswert, weil sie
darauf schlieBen ldsst, dass das ungeladene Substrat 5-Nitro-
benzisoxazol schnell durch die Kapsidhiille diffundieren
kann. Die Aktivitdit von NOX innerhalb des Kapsids zeigt
auBerdem, dass die Aufnahme negativ geladener Substrate,
z.B. NADH, nicht durch die negativ geladene Proteinhiille
behindert wird. Problematisch sind allerdings Verbindungen,
die direkt mit dem Wirt oder den Gastproteinen reagieren
konnen, so wie Aldehyd 2. Ungiinstige Wechselwirkungen
zwischen Gastenzymen und der negativ geladenen Kapsid-
innenfliche konnten zudem die aktive Tasche blockieren
oder inaktive Enzymkonformationen begiinstigen und somit
die Enzymaktivitdt beintrdchtigen. Derartige Effekte sind
moglicherweise fiir den > 10-fachen Riickgang der katalyti-
schen Effizienz verantwortlich, der bei PfLac beobachtet
wurde (Abbildung 4 B). Trotz dieser Einschridnkungen ist die
unkomplizierte Beladung von AaLS-13 mit einem breiten
Spektrum von Frachtproteinen ein vielversprechender Schritt
in Richtung kiinstlicher Mikrokompartimente fiir neuartige
Anwendungen.

Zusammenfassend wurde hier ein genetisch kodierbares
Proteinfragment vorgestellt, mit dessen Hilfe AaLS-13-Pro-
teinkéfige effizient mit aktiven Enzymen beladen werden
konnen. Das entsprechende Verfahren ist einfach und robust.
Ohne auf pH- oder Temperaturdnderungen zuriickgreifen zu
miissen, fithrt das Mischen von Wirt und Gésten unter milden,
wissrigen Bedingungen zur Bildung stabiler Komplexe. Bis zu
ca. 45 Gisten pro T=3-Kapsid ist der Einschluss jeweils
nahezu vollstdndig, wodurch die Beladungsdichte entspre-
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chend prézise kontrolliert werden kann. Wihrend die Bela-
dung der meisten monomeren Enzyme unproblematisch ist,
konnte fiir die Beladung mit negativ geladenen oder oligo-
meren Proteinen eine Anpassung der Oberflachenladung der
Enzyme oder des GFP-Fragments erforderlich sein. Dennoch
konnen nun mithilfe dieses Beladungssystems komplexere
Nanoreaktoren durch den gemeinsamen Einschluss ver-
schiedener Enzyme realisiert werden. Gegenwirtig wird in
unserem Labor untersucht, inwiefern derartige Kaskaden
einen kompetitiven Vorteil erbringen konnen.
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