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Transmembraan-β-barreleiwitten (TMB’s) vormen een belangrijke 
klasse van membraaneiwitten met een aanzienlijke biologische en 
biotechnologische relevantie. De moleculaire principes die hun vouwing 
en membraanassemblage bepalen, zijn echter nog slechts gedeeltelijk 
begrepen. Dit geldt ook voor de novo ontworpen TMB’s, waarvan 
succesvolle assemblage moeilijk te voorspellen is op basis van de 
sequentie alleen. Een belangrijke beperking is het gebrek aan 
experimentele methoden die zowel betrouwbaar genoeg zijn om natief-
achtige vouwing te beoordelen als schaalbaar genoeg zijn om meerdere 
varianten te onderzoeken. 

Deze thesis ging deze uitdagingen aan door de vouwing van TMB’s in 
membraannabootsende omgevingen te onderzoeken en experimentele 
strategieën voor hun karakterisering te ontwikkelen. Eerst werd een 
workflow opgezet waarin complementaire biochemische en biofysische 
assays werden gecombineerd om TMB’s in detergentmicellen en 
liposomen te karakteriseren. De resultaten toonden aan dat geen enkele 
assay op zichzelf in alle gevallen voldoende is om natief-achtige 
vouwing vast te stellen, en identificeerden 1H-NMR als een bijzonder 
informatieve methode voor snelle screening. Daarnaast werd een 
verkennende fluorescentie-assay op basis van split-GFP geëvalueerd als 
mogelijke high-throughput read-out van membraanassemblage. 

Vervolgens werd celvrije expressie in aanwezigheid van lipidevesikels 
gebruikt om te onderzoeken hoe sequentiekenmerken de assemblage 
van TMB’s beïnvloeden. Ontwerpen die voornamelijk waren 
geoptimaliseerd voor stabiliteit van de natieve toestand bleken te falen 
door misvouwing of aggregatie vóór productieve membraaninsertie. 
Lokale destabilisatie van β-strengen door middel van negative design 
verbeterde de vouwing en assemblage aanzienlijk. Dit principe werd 
verder onderzocht in het de novo ontworpen TMB2.17, waarbij 
geselecteerde naar buiten gerichte polaire substituties compatibel 
bleken met de β-barrelvouwing en in sommige gevallen de kwaliteit van 
de NMR-spectra verbeterden. 

Over het geheel genomen toont deze thesis aan dat succesvolle 
assemblage van de novo TMB’s niet alleen afhangt van de stabiliteit van 
de natieve toestand, maar ook van kinetische factoren, waaronder 
aggregatie, de vorming van off-pathway-intermediairen en 
membraaninsertie. Door een experimenteel kader voor de 
karakterisering van TMB’s op te stellen en negative design en 
positieafhankelijke oppervlaktechemie te identificeren als bepalende 
factoren voor vouwing, biedt dit werk nieuwe inzichten in de sequentie-
structuurrelaties die de assemblage van TMB’s bepalen en vormt het 
een basis voor betrouwbaardere computationele ontwerpstrategieën. 
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