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Abstract

Cholera is an acute intestinal infection disease present in developing countries and is associated with
malnutrition and poor sanitary conditions. The infection arises mainly at the ingestion of food or water
contaminated with the bacterium Vibrio cholerae which leads to a profuse watery diarrhea and can

finally result in death.

The two main virulence factors of V. cholerae are the cholera toxin and the toxin-coregulated pilus.
The regulation of both of these factors is provided by the transcription factor ToxT. ToxT on its part is
regulated by the membrane-bound factors ToxR/ToxS and TcpP/TcpH partners. It has been shown that
the interaction between TcpP and TcpH protects TcpP from proteolytic degradation and thereby

regulates the ToxT activity.

The aim of this thesis was the structural characterization of TcpH by NMR.

I was able to purify the full lenght TcpH protein including an N-terminal His-tag. The protein was
packed in DPC micelles which allowed acquiring NMR spectra.

Another project which is also a part of this thesis was the structural analysis of the cytoplasmic domain

of the programmed death 1 protein (PD1-CPD) by NMR.

PDI is a T-cell membrane protein and plays an important role in the negative regulation of an immune
response. The activation of the PDI1 pathway leads to phosphorylation of two tyrosines on the
cytoplasmatic domain which is a binding site for the phosphatase SHP-2. This interaction activates the
phosphatase and decrease the activity of PIK3 and Akt lowering the production cytokine. As a result of
the decreased cytokine distribution, the immune response is down regulated. Hence, PD1 is a major

player in autoimmunity, transplantation tolerance and cancer diseases.

I was able to express, purify and to phosphorylate PD1-CPD in vitro. NHSQC as well as triple-

resonance experiments were acquired by NMR.



Zusammenfassung

Die Cholera gehort zu den akuten Darminfektionen und wird durch das Bakterium Vibrio cholerae
ausgelost. Der Krankheitserreger wird typischerweise durch verunreinigtes Wasser oder infizierte
Lebensmittel aufgenommen und versursacht innerhalb von wenigen Tagen schwere Durchfille mit
hohen Wasser- und Elektrolytverlust. Wenn Cholera nicht ordnungsgeméf behandelt wird, kann dies

in kirzester Zeit zum Tode fihren.

Die wichtigsten Virulenzfaktoren sind das Cholera Toxin und der ,toxin-coregulated pilus®“. Die
Regulation der beiden Faktoren erfolgt durch den Transkriptionsfaktor ToxT. ToxT seinerseits wird
durch die beiden Membranproteine ToxR und TcpP reguliert. Der Interaktionspartner von TcpP ist
TcpH. Dieser verhindert den proteolytischen Abbau und beeinflusst signifikant die Regulation von
TcpP.

Das Ziel der Arbeit war die strukturelle Charakterisierung von TcpH mittels NMR.
Es ist gelungen das vollstindige TcpH aufzureinigen und durch Verpackung in DPC Mizellen Triple-

resonance Spektren aufzunehmen.

Ein weiteres Projekt welches Teil dieser Arbeit ist, war die strukturelle Analyse der cytoplasmatischen

Domaine (CPD) des ,,programmed death 1% Proteins (PD1).

PD1 ist ein T-Zell Membran Protein welches eine wichtige Rolle in der negativen Regulation der
Immunantwort spielt. Die Aktivierung von PD1 fiihrt zur phosphorylierung an zwei Tyrosinen an der
CPD und zur Bindung der Phosphatase SHP-2. Die dadurch aktivierte SHP-2 setzt die Aktivitat
sowohl von PIK3 und Akt herab als auch die Ausschiittung von Cytokinen. Die Reduzierung der
Cytokine drosselt die Immunantwort. Somit hat PDI einen entscheidenden Einfluss auf

Autoimmunitit, Transplantationstoleranz und Tumorentstehung.

Es ist gelungen, dass PD1-CPD aufzureinigen und zu phosphorylieren. Desweitern konnten NHSQC

und Triple-resonance Spektren aufgenommen werden.



1 Material und Methoden

1.1 Material

1.1.1 Chemikalien

Acrylamid / N'N'-Methylenbisacrylamid 37,5:1; 40%
Adenosin 5’- triphosphat 99%

Agar

Ammoniumperoxidsulfat

Biotin

B-Mercaptoethanol

Coomassie Blue R-250

D-(+)-Glucose

Deuteriumoxid 99,90%D
Dinatriumhydrogenphosphat

Dithiothreitol (DTT)

Essigsédure

Ethylenediaminetetraacetic acid (ETDA)
Glycrin > 99,5%, wasserfrei

HCI

Imidazol > 99%
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumhydrogenphosphat

LB-Broth (Lennox)

Methanol

Natriumazid

Natriumhydroxid - Plétzchen > 99%
Natriumchlorid CELLPURE® > 99,5%
Natriumdodecylsulfat - Pellet (SDS)
Natriumhydrogensulfat / Natriumdihydrogensulfat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Magnesiumchlorid
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP)

Acros Organics
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Euriso-top
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Acros Organics
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth



Thiamin
Titron® X-100
Trizma® Base

Urea 98%

1.1.2 15N, 13C, ’H Markierte Chemikalien
Ammoniumchlorid °N
D-Glucose U-13C6

D-Glucose U13C6, D7
Dodecylphoposphocholin D38

1.1.3 Antibiotika

Kanamycinsulfat

1.1.4 Zellen

One Shot® BL21(DE3) Chemically Competent E. coli
One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli

1.1.5 Plasmide

pETMBP
pETNUS
pETTrx
pETZt2

1.1.6 Enzyme

Benzonase

DNase

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Acros Organics

Cortecnet
CIL
CIL
CIL

Fisher Scientific

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Umea University
Umea University
Umea University

Umea University

Novagen

Sigma Aldrich



Kpnl

Lysozym aus Hiihnerei

Ncol

Phosphatase

Q5" High-Fidelity DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

Tev Protease

T4 Polynucleotide Kinase

1.1.7 Agarplatten

Agarplatten - TcpH/PD1 CPD
20 g/l LB-Broth
1,5% Agar

50 pg/ml Kanamycin

1.1.8 Medien

LB-Medium - TcpH/PD1 CPD
20 g/1 LB-Broth

50 pg/ml Kanamycin

Minimalmedium - TcpH/PD1 CPD
300 mM CacCl,
1 mM MgSO4

1 ml/l Vitaminstock

1 ml/l Microsalzstock

2g /1 Glucose (°C Glucose)
1,5 g/l "NH,CI

6,0 g/l Na,HPO,4

3,0 g KH,PO4

0,5 g/l NaCl

50 pg/ml Kanamycin

NEB

Sigma Aldrich
NEB

NEB

NEB

NEB

EMBL

NEB

Vitaminstock (1000X)

1 mg/1 Biotin

1 mg/ml Thiamin

Microsalzstock (1000x)

1,5M ZnCl, 50 mM H3BO;

20 mM FeCl; 800 uM CuCl,

150uM CoCl, 15uM (NH4)¢M070,4 x 4 H,O




1.1.9 Puffer

In alle Puffer wurde 0,02% Natriumazid hinzugefiigt, um organisches Wachstum zu verhindern.

Aufreinigungspuffer fiir TcpH

Basic-Puffer (pH 8)
20mM Tris HCI
150mM NaCl
10mM Imidazol

Wash I-Puffer (pH 8)
Basic Puffer
4mM B-Mercaptoethanol

Wash III-Puffer (pH 8)
Basic Puffer

20mM Imidazol

4mM B-Mercaptoethanol

TEV/Dialyse-Puffer (pH 8)
20mM Tris HC1

150mM NaCl

4mM B-Mercaptoethanol

Aufreinugungpuffer fiir TcpH Inclusion Bodies

Lysis-Puffer (pH 7,5)
50mM Tris-HCI

Lysis-Puffer (pH 8)

Basic Puffer

Img/ml Lysozym

Proteininhibitor (150ul/20ml Lysis Puffer)
Benzonase (1p11/20ml Lysis Puffer)

4mM B-Mercaptoethanol

Wash II-Puffer (pH 8)
Basic Puffer

500mM NacCl

4mM B-Mercaptoethanol

Eluation-Puffer (pH 8)
Basic Puffer

400mM Imidazol

4mM B-Mercaptoethanol

Lysis-Puffer fiir Expressionstest (pH 8)
20mM Tris-HCl

150mM NaCl

20mM Imidazol

20mg/ml Lysozym

2mM B-Mercaptoethanol

5ul/ml Proteinaseinhibitor

10pg/ml DNase [

0,2% Triton-X-100

Resuspension-Puffer (pH 7,5)
50mM Tris-HC1



05M NaCl
Img/ml Lysozym
10pg/ml Dnase 1
3mM MgCl,

Solubilization Puffer (pH 7,5)

50mM Tris-HCl
2mM B-Mercaptoethanol

Proteininhibitor (150ul/20ml Puffer)

8M Urea (aufgefiillt)

Aufreinigungspuffer flir PD1-CPD

Basic-Puffer (pH 8)
20mM Tris HC1
150mM NaCl
10mM Imidazol

Wash I-Puffer (pH 8)
Basic Puffer

Wash III-Puffer (pH 8)
Basic Puffer
20mM Imidazol

TEV/Dialyse-Puffer (pH 8)
20mM Tris HCI1

150mM NaCl

4mM B-Mercaptoethanol

0,5M NaCl
Proteininhibitor (150ul/20ml Puffer)

Lysis-Puffer (pH 8)

Basic Puffer

Img/ml Lysozym

Proteininhibitor (150ul/20ml Lysis Puffer)
Benzonase (1p1/20ml Lysis Puffer)

Wash II-Puffer (pH 8)
Basic Puffer
500mM NacCl

Eluation-Puffer (pH 8)

Basic Puffer
400mM Imidazol
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Phosphorylisierungspuffer fiir PD1-CPD
Lysis-Puffer (pH 7)

50mM Tris HCI

150mM NaCl

1% Triton-X-100

2mM TCEP

10mM MgCl,

Proteinaseinhibitor

Phosphataseinhibitor

FPLC und NMR Puffer fiir TcpH und PD1-CPD

HisTrap-Puffer A (pH 7.,4)
20mM NaPi

300mM NacCl

10mM Imidazol

SEC Running-Puffer (pH 8)
50mM NaP1i
300mM NaCl

NMR Puffer (pH 6,5)

50mM NaPi
150mM NaCl

1.1.10 Gelelektrophorese

DNA-Laufpuffer (TAE-Puffer pH &)
15g/1 Agar

1,2g/1 Essigsdure
0,372g/1 EDTA

SDS-Gele

100mM ATP-Stock (pH 7)

10ml Lysis-Puffer (pH 7)

0,551g ATP

Eingestellt mit 10N NaOH auf pH 7

HisTrap-Puffer B (pH 7,4)
20mM NaPi

300mM NacCl

500mM Imidazol

SEC Equilibration-Puffer (pH 8)
50mM NaPi
50mM NaCl

Zur Separierung von Proteinen nach ihrer Masse wurde eine diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese

benutzt. Dazu wurde erst das Trenngel gegossen. Nach Polymerisation wurde ein 5%iges Sammelgel
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direkt auf das Tenngel gegossen. In der folgenden Tabelle 1 sind die Mischungsverhéltnisse fiir ein

12%iges bzw. 15%iges Gel zu entnehmen:

Tabelle 1: Mischungsverhiiltnisse fiir das Giefen von SDS-Gelen

Reagenz Trenngel 12% Trenngel 15% Sammelgel
H,0 10,7ml 8,8ml 7,25ml
40% Acrylamin 7,5ml 9,4ml 1,25ml
1,5M Tris-HCI, pH 8,8 6,3ml 6,3ml ---

IM Tris-HCI, pH 6,8 --- --- 1,25ml
SDS (10%) 0,25ml 0,25ml 0,1ml
APS (10%) 0,25ml 0,25ml 0,1ml
TEMED 0,01ml 0,012ml 0,01ml
Gesamtvolumen 25ml 25ml 10ml
SDS-Laufpuffer Coomassie Farbelosung
3,03g/1 Tris-HCI 1,5g/1 Coomassie Blue R-250
14,4¢g/1 Glycin 100ml/1 Essigsédure

1g/1 SDS 400ml/l Methanol

500ml/1 destilliertes Wasser

Entfarbelosung

100ml/1 Essigsdure
450ml/1 Methanol
450ml/1 destilliertes Wasser

1.1.11 Standards

Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175kDa) NEB
1 kb DNA Ladder NEB
2-log DNA Ladder NEB

1.1.12 Verbrauchsmaterial
Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices 50ml MWCO: 3500 Merck Millipore
Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices 50ml MWCO: 3500 Merck Millipore
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Cellstar Tubes 15ml, 50ml

Cuvette Semi-Micro High Form

NMR Sample Tube S-5-600-7 (178mm)
NMR Shigemi Tube

NORM-JECT® 1ml, 25ml, 60ml
Pasteurpipetten

PerfectPro Ni-NTA Agarose
Petrischalen 94x15

PURADISC 25 AS 0,45um Spritzenfilter
Reaction Tubes 1,5ml

Reaction Tubes 2,0ml

Rohrchen Sml, 12/75mm

Serologische Pipetten Sml, 10ml, 25ml
Wigeschalen

1.1.13 Stocks
Protease Inhibitor Mix HP

Broad Spectrum Phosphatase Inhibitor Cocktail

1.1.14 Kits
peqGOLD Gel Extraction Kit
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit II

1.1.15 Gerite

Biologic DuoFlow F10FP Workstation
Biorad Mini-PRTEAN® Tetra Cell
Bruker Avance III 700Mhz Spectrometer
Systec VB-55 Autoklav

Cole Parmer 1100 Spectrophotometer
E-Box VX2 UV-Transilluminator
Ecocell 55 Brutschrank

Ecotron Typ HT Schiittelinkubator
Empty Gravity Flow Columns

Greiner Bio-One
Kartell S.p.A.
Norell

Shigemi Co., LTD
Henke Sass Wolf
Bartelt

5 PRIME

VWR

GE Healthcare
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Bartelt

Bartelt

SERVA

BOSTER Biological Tech.

Peqlab
Peqlab

BioRad
BioRad
Bruker
Bartelt

Cole Parmer
Peqlab

MMM GmbH
Ecotron

BioRad
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Eppendorf MiniSpin

HisTrap ™ HP 5ml

HiLoad ™ 26/600 (Superdex 75pg)
Inkubator 1000 Heizeinheit

Kern Typ 440-47N Waage

Kern Typ ABJ 120-4M Waage
Mikrowelle

MR 3001 Magnetriihrer

NanoDrop 2000 Spectrophotometer
PCR Workstation

pH 209 pH-Meter

PowerPac HC-Elektrophoresekammer
Peristaltikpumpe Minipuls 3

Sonopuls HD 3100 Homogenisator
Thermomixer 5436 Thermo Shaker
Typ 6-16KS Zentrifuge

Unimax 1010 Schiittelinkubator
Universal 320R kiihlbare Tischzentrifuge

XCell SureLock ™ Elektrophoresekammer

Eppendorf

GE Healthcare

GE Healthcare
Heidolph

Kern

Kern

Panasonic
Heidolph

Peqlab

Peqlab

Hanna Instruments
BioRad

Gilson

Bandelin
Eppendorf

Sigma

Heidolph

Hettich Zentrifugen
Life Technologies
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1.2 Methoden

1.2.1 Site Directed Mutagenesis Protokoll zur Erzeugung von jeweils 4 verschiedenen TcpH

PPD Konstrukten in den pET-Vektoren MBP, Nus, Trx, Zt2

Das Site Directed Mutagenesis Protokoll basiert hauptsdchlich auf einem New England Biolabs
Protokoll mit dem einzigen unterschied, dass hier einzeln gekaufte Enzyme (NEB Enzyme) und nicht
der "KLD enzyme mix" verwendet wurde. Das ganze Prozedere bestand aus PCR, Dpnl Verdau, PCR
Produkt phosphorylierung, Ligation, Transfromation und dauert ca. 10 Stunden. Das Ziel war, jeweils
4 verschieden lange Amplifikate (sieche 3.1) in den pET-Vektoren MBP, NUS, Trx und Zt2 zu

erzeugen.

Primerdesign
Zu Beginn des Protokolls miissen Primer designed werden. Dazu wurde ein Online basiertes

Programm [44] verwendet, mit dessen Hilfe die vier Primerpaare designed worden sind. Zusitzlich
wurde ein fiinftes Paar erzeugt, um das Konstrukt TcpH-Fulllenght-His (TcpH-FL-His) aus dem pET-

Zt2 Vektor zu erzeugen.

Tabelle 2: Primerpaar (35-145). Ta= Annealing Temperatur

Name (F/R) Sequenz Len | % GC | Tm |Ta*

TcpH-Trx 35to 145 F | GGCACGATGATCATCGAC 18 | 56 60°C | 63°C

TepH-Trx _35to 145 R | CATGGCGCCCTGAAAATAAAG |21 |48 63°C

Tabelle 3: Primerpaar (109 -145). Ta= Annealing Temperatur

Name (F/R) Sequenz Len | % GC | Tm |Ta*

TcpH-Trx 109 to 145 F | CAACTGGGCAAAGGCTGC 18 |61 65°C | 66°C

TepH-Trx_109 to 145 R | CATGGCGCCCTGAAAATAAAG |21 |48 63°C

Tabelle 4: Primerpaar (104 -145). Ta= Annealing Temperatur

Name (F/R) Sequenz Len | % GC | Tm |Ta*
TcepH-Trx_104 to 145 F | CTCTCTATTTATCAACTGGGC |21 |43 58°C | 61°C
TcepH-Trx_104 to 145 R | CATGGCGCCCTGAAAATAAAG |21 |48 63°C

Tabelle 5: Primerpaar (86 -145). Ta= Annealing Temperatur

Name (F/R) Sequenz Len | % GC | Tm |Ta*

TepH-Trx 86 to 145 F | AAACTGAACTTGATTCCAGATTAC |24 |33 58°C | 62°C
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TepH-Trx 86 to 145 R | CATGGCGCCCTGAAAATAAAG 21 |48 63°C

Tabelle 6: Primerpaar (TcpH-FL-His). Ta= Annealing Temperatur

Name (F/R) Sequenz Len | % GC | Tm |Ta*
TepH-Trx 86 to 145 F | GGCAGTGGTTCTGAGAATCTTTATTTTC | 28 | 39 64°C | 67°C
TcpH-Trx_86 to 145 R | CATGGGGTGATGGTGATGGTGATG 24 | 68 68°C

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist heutzutage eine nicht mehr wegzudenkende molekularbiologische Methode um DNA zu

vervielfiltigen. In der folgenden Tabelle 7 wird die Zusammensetzung des PCR-Mixes dargestellt. Je

nach Konstrukt, wurden die jeweiligen Forward und Reverse Primer (siche Primerdesign) verwendet.

Als Template wurde TcpH PPD MBP, TcpH PPD Nus, TcpH PPD Trx und TcpH PPD Zt2 verwendet.

Tabelle 7: Zusammensetzung des PCR-Reaktion-Mixes.

Reagenz Volumen fiir S0pl | Finale Konzentration
Ansatz

Q5" High-Fidelity DNA Polymerase 10X Buffer 10ul 1X

DNTP’s mix 10mM Tl 0,2mM

10uM Forward Primer 2,5ul 0,5uM

10uM Reverse Primer 2,5ul 0,5uM

Q5" High-Fidelity DNA Polymerase 2U/pl 0,25ul 0,5U

Template DNA (20ng/pl) 1ul 20ng

Nuclease freies Wasser Auf 50l auffiillen

Nachdem der Mix in den PCR-Reaktionsrohrchen hergestellt worden ist, wurden diese in den PCR-

Thermocycler gestellt und das folgende Programm (Tabelle 8) gestartet. Die Annealing-Temperaturen

wurden je nach Primerpaar individuell eingestellt.
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Tabelle 8: Temperaturprotokoll der PCR mit 25 Cyclen

Stufe Temperatur [°C] Zeit [min]

Initiale Denaturierung 98 2min

Denaturierung 98 0,5 e
Annealing (50-72) 0,5 1 (25X)
Extension 72 0,5/Kb ——

Final Extension 72 2min

Hold 4-10 0

Dpnl Verdau
Das Dpnl Enzym gehort zur Familie der Endonuclease des Typs II und verdaut methylierte DNA.

Dpnl wurde in diesem Experiment hinzugefiigt, um die Template DNA zu verdauen. Dazu wurde
jeweils immer 1ul des Enzyms direkt in jeden PCR Ansatz hinzugefiigt und bei 37°C eine Stunde lang
inkubiert.

PCR Produkt Phosphorvlierung

Die Phosphorylierung eines PCR Produktes ist immer dann notwendig, wenn man mit Nicht-
phosphorylierten Primern arbeitet. Eine Phosphorylierung ist aber von immenser Wichtigkeit, da eine
Ligation nur dann stattfinden kann, wenn ein Phosphat am 5'-Ende des Amplifikates hingt. Hierzu
wurden jeweils 2ul des mit Dpnl behandelten PCR Ansatzes mit 15ul Nuklease-freien Wasser
vermischt und bei 80°C fiir 20min inkubiert. Anschliefend wurde dieser Ansatz zum Abkiihlen fiir
Smin auf Eis gestellt. Dann wurden 2ul 10X T4 Ligase Puffer (NEB) und 1pul T4 Polynukleotid Kinase
(PNK NEB) hinzugegeben und fiir 30min bei 37°C in den Inkubator gestellt. Dabei war zu beachten,

dass nur T4 Ligase Puffer genommen wurde, da dieses 10mM ATP enthielt!

Ligation
Zur Ligation der beiden Enden des Amplifikates braucht man eine Ligase. Dazu wurde jeweils 1ul der
T4 Ligase (NEB) verwendet. Nach Pipettierung der Ligase in die Ansétze, wurde dieser fiir 2 Stunden

bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Transformation

Die Transformation in gentechnisch verdnderte kompetente Zellen dient einerseits der Vervielfdltigung
des vollstindigen Konstruktes auf DNA Ebene andererseits aber auch zur Umsetzung des Konstruktes
in Protein. Dazu wurden entweder Top10 Zellen (Vervielféltigung auf DNA Ebene) oder BL21 Zellen

(Protein Produktion) verwendet. Der Ablauf lief wie folgt ab: 5ul des Ligationsansatzes wurde mit
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50ul der kompetenten Zellen vermischt und fiir 30min auf Eis stehen gelassen. Nach 30 Sekunden
eines "heat shocks" bei 42°C konnte die DNA nun in die Zellen aufgenommen werden. Dann wurden
die Zellen fiir 5min auf Eis stehen gelassen damit sich die Zellmembran wieder vollstindig
verschlieen konnte. Nach Hinzugabe von 700ul LB Medium (kein Antibiotika) wurden die Zellen
dann fiir 1 Stunde bei 37°C im Inkubator wachsen bzw. erholen gelassen. Eine Stunde spiter wurden
die Zellen abzentrifugiert, das Medium entfernt (es soll ca. 150ul an Medium {ibrigbleiben) und
schlieBlich auf einer Agarplatte (mit Antibiotika) ausplattiert.

1.2.2 Expressionstest von TcpH-PPD Konstrukten

Ein Expressionstest dient in der Regel dazu, meist viele verschiedene Konstrukte schnell auf ihren
Expressionslevel in den Zellen zu {iiberpriifen. Einerseits soll damit festgestellt werden, ob das
gewiinschte Konstrukt sich {iberhaupt exprimieren ldsst und andererseits bei welchen Bedingungen die
hochste Expression verlduft. Hierzu wurden erst Ubernachtkulturen (ONCs) mit den jeweiligen
Konstrukten angesetzt. Am darauf folgenden Tag wurden 200ul der ONC als Inokolum fiir 20ml LB
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (50ml Tube) verwendet. Diese Proben wurden dann
bis zu einer ODgy von ca. 0,6 - 0,8 wachsen gelassen bevor sie mit IPTG induziert wurden. Das IPTG
bindet an den Repressor, sodass dieser dann nicht mehr an die DNA wieder binden kann und 16st damit
die Produktion des gewlinschten Proteins aus. Ja nach Protein, kann man durch die geeignete Wahl der
Temperatur wéhrend der Expression entscheidend auf die Faltung und damit die dreidimensionale
Struktur Einfluss nehmen. Typische Expressionstemperaturen bei E.coli liegen zwischen 16°C und
37°C. Nachdem die Zellen die Proteine exprimiert haben miissen diese aufgeschlossen werden. Zu den
entstandenen Pellets wurde jeweils Iml Lysis Puffer (Lysis Puffer fiir Expressionstest S.9)
hinzugegeben und mit dem Sonicator bei einer 30%igen Amplitude mit 2 Sekunden ON und 2
Sekunden OFF aufgeschlossen. Die Probe war dabei die ganze Zeit auf Eis. Nachdem Zellaufschluss
wurden die Proben fiir 30min bei 13400rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Dabei separierte sich
der 16sliche vom unldslichen Teil. Der unldsliche Teil befand sich dabei im Pellet und der 16sliche Teil
im Uberstand. Der Uberstand wurde vom Pellet getrennt. Das Pellet wurde in 500ul 8M Harnstoff
aufgelost. Ein Laemmli Puffer wurde darauthin vorbereitet, um die Proteine darin fiir die
diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese vorzubereiten. Der Laemmli Puffer ist kommerziell
erhéltlich und muss 1:10 mit B-Mercaptoethanol verdiinnt werden. AnschlieBend wurde die Probe 3:1
im Puffer aufgenommen und fiir 10min bei 95°C gekocht. Hierbei entfalten sich die Proteine. Die
Anlagerungen der SDS Molekiile an das Protein fithren zur Linearisierung und Polarisierung mit einer
negativen Ladung. Der 16sliche als auch der unlosliche Teil der Probe wurde somit nach seinem

Molekulargewicht im Gel aufgetrennt.
18



1.2.3 Expression und Aufreinigung von TcpH-FL-His in Inclusion bodies

Inclusion bodies oder auch ,,Einschlusskorperchen® entstehen haufig bei der Expression von
rekombinanten Proteinen in Zellen und sind nichts anderes als Proteinaggregate. Meistens handelt es
sich um Proteine mit gréferen hydrophoben Bereichen wie z.B. Membranproteinen. Um nun wieder
diese Proteinaggregate l0slich zu machen, wurden zahlreiche Methoden entwickelt wie etwa die
,»Verpackung® in Mizellen. Da es sich bei TcpH um ein Membranprotein handelte, wurde der Versuch
unternommen, dieses Protein in Inclusion bodies zu exprimieren. So erfolgte die Expression von
TcpH-FL-His in einem 2L Kulturkolben (mit Schikanen). Dazu wurde 1 Liter LB-Medium hergestellt
und autoklaviert. Die eigentliche Expression lief Ubernacht bei 37°C im Schiittelinkubator ab. Nach
dem die Zellen vom Medium am darauf folgenden Tag abzentrifugiert worden sind, wurde 20ml des
Lysis Puffer (siche Lysis Puffer inclusioin bodies S.9) zum Pellet hinzugefiigt und mit Hilfe der
French Press lysiert. Nach der Lysierung wurden 200ul 100%iges Triton-X-100 hinzugegeben und fiir
eine Stunde bei 20000g (4°C) zentrifugiert. Dieser Zentrifugationsschritt dient der Trennung der
16slichen von den unldslichen Bestandteilen. Da das TcpH-FL-His als Inclusion body vorlag, gehorte
es zur unldslichen Fraktion und befand sich somit im "Pellet". Der Uberstand konnte damit verworfen
werde und das "Inclusion body Pellet" wurde nochmals mit dem Resuspendierungspuffer (siche
Resuspendieungspuffer S.9) gewaschen fiir eine Stunde bei 20000g (4°C) zentrifugiert. Der néchste
Schritt war dann die Solubilisierung des "Inclusion body Pellets". Hierfiir wurde nach dem
Zentrifugationsschritt 20ml des Solubilisierungspufters (siche Solubilisierungspuffer S.10) hergestellt
und zum Pellet hinzugegeben. Da 8M Harnstoff als Losungsmittel diente, konnte eine teilweise
Auflosung des Pellets festgestellt werden. Um den Aufldsungsprozess zu verbessern, wurde das Pellet
im Sonicator (30%ige Amplitude, 2sek ON und 2sek OFF fiir 10min) beschallt und Ubernacht bei 4°C
geschiittelt stechen gelassen. Am néchsten Tag wurde das aufgeldste Pellet wieder fiir eine Stunde bei
20000g (4°C) zentrifugiert. Der jetzt entstandene Uberstand wurde nun zur Aufreinigung
weiterverwendet. Die Aufreinigung erfolgte in einer Gravity Column, die mit Nickel Beads beladen
war. Die Sédule wurde erst mit 10 Sdulenvolumen (CV) Wasser gewaschen um das Ethanol zu
entfernen. Dann wurden zur Equilibrierung 10 Séulenvolumen Wash I Puffer (sieche Wash-Puffer S.10)
verwendet. Nachdem der Uberstand nochmals filtriert worden ist, wurde dieser zweimal iiber die Sdule
laufen gelassen, damit gentligend Protein an das Sdulenmaterial binden konnte. Anschliefend folgten 3
weitere Reinigungsschritte mit jeweils 10 Sdulenvolumen Wash-Puffer I, Wash-Puffer 11 und Wash-
Puffer III (sieche Wash Puffer S.10). Zur Eluation wurde ebenfalls 10 Sdulenvolumen des Eluations-
Puffers (siehe Eluations Puffer S.10) verwendet. Um nun den Harnstoff vollstindig zu entfernen,
wurde das Eluat gegen Wasser dialysiert. Die Dialyse verlief in einem Dialyseschlauch Ubernacht bei

4°C.
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1.2.4 Verpackung von TcpH-FL-His in SDS und DPC Mizellen fiir die CD-Spektroskopie

SDS und DPC Molekiile bilden bei bestimmten Konzentrationen Mizellen aus, die dazu verwendet
werden konnen, um membrandhnliche Zustinde zu erzeugen. Damit kdnnen Membranproteine 16slich
gemacht werden. Der Vorgang zur Herstellung der Proben fiir die CD-Spektroskopie lief wie folgt ab.
Nachdem der Harnstoff entfernt worden ist, wurde das prizipitierte Protein zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in zwei Teile gesplittet. Zu einem Teil wurde dann eine
200mM SDS Losung (200mM SDS in 50mM Tris HCI, 150mM NacCl, 2mM B-ME pH 7,5 Losung)
und zum anderen Teil eine 100mM DPC Losung (100mM DPC in 50mM Tris HCI, 150mM NaCl,
2mM B-ME pH 7,5 Losung) hinzugegeben, von der aus dann SDS Verdiinnungen (8,2mM, 20mM,
50mM, 100mM) bzw. DPC Verdiinnungen (100mM, 50mM, 20mM) erstellt worden sind.

1.2.5 CD-Spektroskopie von TcpH-FL-His in SDS und DPC Mizellen

Neben den bekannten Methoden zur Aufklarung von Proteinstrukturen wie der Rontgenstrukturanalyse
oder der NMR Spektroskopie ist die Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) eine
recht einfache und schnelle Methode zur Untersuchung der allgemeinen Konformation von Proteinen.
So kénnen CD-Spektren dazu verwendet werden, die Anteile von a-Helix, B-Faltblatt oder random coil
Strukturelementen in einem Protein zu bestimmen. Natiirlich kann keine detaillierte
Strukturaufklarung mittels CD-Spektroskopie betriecben werden, aber aufgrund der simplen
Handhabung des Gerites und der unkomplizierten Vorbereitung der Proben kann in kiirzester Zeit der
Gehalt an Sekundirstrukturelementen berechnet werden, um so eine erste Idee iiber das Protein
bekommen werden. Die CD-Spektroskopie wurde also dazu verwendet, um einen ersten strukturellen
Uberblick iiber das TcpH-FL-His zu erhalten. Nach der Préparation aller SDS und DPC Verdiinnungen
von TcpH-FL-His, wie unter 1.2.4 beschrieben, wurde erst die jeweilige Konzentration berechnet,
indem die Absorption mit dem UV/Vis Spektrometer ermittelt wurde. Basierend auf dem Lambert-
beerschen Gesetzt (1) kann aus der Extinktion und dem Extinktionskoeffizient und der Schichtdicke

der Kiivette die Konzentration ermittelt werden.

E/1= EA'C'd (1)

AnschlieBend wurden die mean residue ellepticity Werte mit folgender Formel (2) berechnet.

c G

MRE = -
M (Da) - #peptidebonds

2
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Durch Einfligen der jeweiligen Konzentrationen, dem Molekulargewicht (17624,3 Da) und der Anzahl
an Bindungen (155) wurden die mREs berechnet. Mit diesen Daten konnte dann mit Hilfe des
Programms ,,SpectraManager® die Molare Elliptizitit in Abhéngigkeit der Wellenldnge berechnet
werden und als CD-Spektren (siehe 3.2.1) dargestellt werden. Um nun auch die sekundirstrukturellen

Anteile von TcpH-FL-His zu berechnen wurde das Online Tool ,,dichroweb* [26] benutzt.

1.2.6 Triple Markierung und DPC Verpackung von TcpH-FL-His

Die Markierung der Proteine mit "°N, °C und “H hat in der NMR eine essentielle Bedeutung. Hiufig
wird neben der Doppelmarkierung mit '°N, *C auch die sogenannte Triple Markierung mit Deuterium
verwendet um die Auflosung der Spektren zu verbessern. Um solche markierte Proteine herzustellen,
wurde ein Minimal Medium verwendet. Die Isotopenquellen waren dabei "NH4CI, *C-Glucose und
D,0. Im Folgenden wird das Prozedere fiir einen Liter doppelmarkiertes Minimal Medium (°N, B0)
beschrieben. Das Volumen kann je nach Verwendung jederzeit angepasst werden, solange die
Konzentrationen (siche Rezept Minimal Medium S.8) beibehalten werden. Alle Komponenten sollten
sterilfiltriert bzw. autoklaviert sein bevor sie im Kulturkolben zusammengefiihrt werden. Bei einer
Triple Markierung wird das Wasser gegen D,O ausgetauscht. D.h. es ist penibelst darauf zu achten,
dass so wenig wie moglich Wasser ins Medium gelangt. Auch alle Puffer sollten wasserfrei sein. Das
Protokoll sah nun folgendermaflen aus: Als erstes wurde 870ml Wasser in einem Kulturkolben
autoklaviert. Danach wurden 300ul 1M Ca,Cl, 1ml 1M Mg;SO4, 1ml (1000X) Vitaminstock und 1ml
(1000X) Mikrosalzstock hinzugefiigt. Daraufhin wurden 50ml einer ""’N/°C" Losung hergestellt.
Hierzu wurden 1,5¢g *NH,CI und 2g PC-Glucose eingewogen, in Wasser gelost, sterilfiltriert und
ebenfalls zum Kulturkolben hinzugefiigt. AbschlieBend wurden 100ml (10X) des Phosphatpuffers und
Iml (1000X) Kanamycin hinzugegeben. Um nun die Bakterien darin aufwachsen zu lassen, wurde erst
eine LB-Medium-ONC mit dem Stamm welches das TcpH-FL-His enthielt angesetzt. Am néchsten
Tag wurden 5ml aus dieser ONC entnommen und zu 20ml Minimal Medium hinzugefiigt. Diese
gesamte ONC wurde schlielich am darauf folgenden Tag als Inokolum fiir den Kulturkolben
verwendet. Nachdem die Kultur einen ODgg9 Wert von 0,6-0,8 erreicht hatte, wurde mit Iml 1M IPTG
induziert und Ubernacht bei 37°C im Schiittelinkubator stehen gelassen. Die weiteren Schritte der
TcpH-FL-His Aufreinigung erfolgten wie schon unter 1.2.3 beschrieben. Die finale Verpackung des
nun Triple markierten TcpH-FL-His erfolgte mit deuteriertem DPC Mizellen. Dazu wurde das
prazipitierte Protein in 1ml 100mM deuterierten DPC-Losung (NMR-Puffer) aufgelost und der pH-

Wert mit HCI auf 3,5 eingestellt, um eine vollstindige Auflésung zu gewéhrleisten.
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1.2.7 Klonierung von PD1-CPD in pET-Zt2 Vektor

Bei der Klonierung von PDI1-CPD in den Zt2 Vektor wurde die klassische Variante der Klonierung
verwendet. Als Ausgangskonstrukt wurde das PD1-CPD MBP verwendet. Wie bei einer klassischen
Klonierung iiblich, wurden Restriktionsenzyme (Ncol und Kpnl) verwendet, um das PD1-CPD aus
dem pET-MBP Vektor herauszuschneiden.

Tabelle 9: Reaktions-Mix fiir den Restriktionsverdau, um PD1-CPD aus dem pET-MBP Vektor herauszuschneiden.

PD1-CPD-MBP (1png) 37,9ul
Ncol 2ul
Kpnl 2ul
Cut smart buffer (10X) Sul
H,O 3ul
Insgesamt 50ul

Auch der ,leere” pET-Zt2 Vektor wurde mit denselben Restriktionsenzymen geschnitten, um das PD1-

CPD spiter passend in den pET-Zt2 Vektoren zu ligieren.

Tabelle 10: Reaktions-Mix fiir den Restriktionsverdau, um den pET-Zt2 Vektor zu schneiden.

pET-Zt2 (1png) 43ul
Ncol Tl
Kpnl Tl
Cut smart buffer (10X) Sul
H,O ---
Insgesamt 50ul

Beide Restriktionsverdaue wurden fiir 3h bei 37°C inkubiert. Nach dem Restriktionsverdau wurden die
gesamten 50ul in einem 1,5%igen Agarosegel bei 130V fiir 35min laufen gelassen und anschlieBend
mit einem Gel Extraction Kit aufgereinigt (siche Manual peqGOLD Gel Extraction Kit). Der nichste
Schritt bestand darin, das aufgereinigte PD1-CPD mit dem ebenfalls aufgereinigten pET-Zt2 Vektor zu
ligieren. Hierzu wurden die Verhiltnisse 1:1 (Tabelle 12), 1:3 (Tabelle 11) und 1:5 (Tabelle 13)
getestet.
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Tabelle 11:Reaktions-Mix fiir die Ligation im Verhiltnis 1:3

pET-Zt2 (28,2ng/ul) Sul

PD1-CPD (3,6ng/l) 6,41l

10X T4 DANN Ligase | 2ul

Reaction Buffer

T4 DNA Ligase 1,5ul
H,O 5,1ul
Insgesamt 20pl

Tabelle 12: Reaktions-Mikx fiir die Ligation im Verhiltnis 1:1

pET-Zt2 (28,2ng/nl) Sul

PDI1-CPD (3,6ng/ul) 2,1ul

10X T4 DANN Ligase | 2ul

Reaction Buffer

T4 DNA Ligase 1,5ul
H,O 9,4ul
Insgesamt 20pl

Tabelle 13:Reaktions-Mikx fiir die Ligation im Verhiltnis 1:5

pET-Zt2 (28,2ng/pl) Sul

PD1-CPD (3,6ng/ul) 10,7ul

10X T4 DANN Ligase | 2ul

Reaction Buffer

T4 DNA Ligase 1,5ul
H,O 0,8ul
Insgesamt 20pl

Nach der Transformation in ToplO Zellen (siehe 1.2.1) konnten bei allen drei Ligationsansétzen

reichlich Klone identifiziert werden.

1.2.8 Expression und Aufreinigung von PD1-CPD-Zt2

Nach der Transformation in Topl0 Zellen wurden einige Klone zur Sequenzierung geschickt, um
sicher zu gehen, dass die Ligation richtig funktioniert hat. Die richtigen Klone wurden dann fiir eine
Plasmidpréparation (Miniprep) verwendet. Das Ziel der Miniprep ist es, moglichst viele Plasmide aus

den Zellen zu extrahieren. Als erstes wurde mit den PD1-CPD-Zt2 Topl0O Zellen eine 20ml LB-
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Medium-ONC angesetzt. Am ndchsten Tag wurde eine Miniprep mit dem peqGOLD Miniprep Kit
(siehe Manual peqGOLD Miniprep Kit) durchgefiihrt. Das aufgereinigte PD1-CPD-Zt2 Plasmid wurde
dann in BL21 Expressions-Zellen transformiert. Nach erfolgreicher Transformation in BL21 Zellen,
konnten diese Zellen dazu verwendet werden, um 1 Liter einer markierten (°N oder *C bzw. beides)
bzw. nicht markierten Kultur herzustellen. Nachdem die Zellen geniigend PD1-CPD hergestellt hatten
(Ubernacht bei 16°C), konnte mit der Aufreinigung begonnen werden. Dazu wurde die Kultur erst
zentrifugiert um die Zellen vom Medium zu trennen. Das Zellpellet wurde im Lysis Puffer (siche
Aufreinigungspuffer PD1-CPD S.10) aufgeldst und in der French Press lysiert. Das Lysat wurde
anschlieBend fiir 1h bei 20000g (4°C) zentrifugiert um die 16slichen Bestandteile von den unloslichen
zu trennen. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand weiterverwendet. Um sicherzustellen, dass
keine groBeren Bestandteile die Siule schidigen kénnen, wurde der Uberstand nochmals durch einen
Membranfilter gelassen. Das nun filtrierte Lysat wurde mit Hilfe einer Peristaltikpumpe auf eine mit
His-Trap Puffer A (siehe 11) kalibrierte HisTrap Séule geladen. Um zu gewéhrleisten, dass geniigend
PDI1-CPD-Zt2 an der Sdule hidngen bleibt, wurde die Sdule dreimal mit Lysat geladen. Die geladene
Séule wurde dann an das FPLC System angehédngt und gestartet. Zur Auftrennung wurden sowohl His-
Trap Puffer A als auch His-Trap Puffer B (siehe S.11) im Gradienten Modus verwendet. Der néchste
Schritt war dann, die Kollektivierung der richtigen Fraktionen und eine Size Exclusion
Chromatography (SEC) um eine maximale Reinheit zu erreichen. Vor Beginn der Auftrennung wurde
die SEC mit dem SEC Equilibration-Puffer (siche S.11) dquilibriert und erst dann wurde die Sdule mit
den kollektivierten Fraktionen geladen. Auch hier wurde ein Gradient verwendet, wobei der zweite

Puffer ein SEC Running-Puffer (siehe S.11) war.

1.2.9 '*C und "N Markierung von PD1-CPD-Zt2

Die strukturelle Analyse von PDI1-CPD mittels NMR ist ohne die Markierung mit >C oder "°N
Isotopen unmoglich. Das Prozedere fiir die Markierung ist die gleiche wie fiir TcpH-FL-His und wurde
schon unter 1.2.6 beschrieben. Einzige Ausnahme war die Expression bei 16°C die Ubernacht erfolgte.

Da es sich hier nicht um ein Membranprotein handelte wurde auf DPC verzichtet.

1.2.10 Phosphorylierung und Aufreinung von phosphoryliertem PD1-CPD-Zt2 aus HelLa-
Zelllysat

Die cytoplasmatische Domidne von PD1 hat zwei Tyrosine, die in vivo phosphoryliert werden. Um dies

nun in vitro nachzuahmen, wurde PD1-CPD-Zt2 im Zelllysat von HeLa Zellen (humane Epithelzellen

aus einem Zervixkarzinoms) phosphoryliert. Die Idee dabei war die, dass die im Zelllysat enthaltenden
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Kinasen spezifische Phosphorylierungsdoménen am PD1-CPD erkennen und phosphorylieren. Das
Prozedere sah folgendermalBlen aus: Zu Beginn wurde das HeLa Zellpellet mit 500ul Lysis-Puffer
(siehe Phosphorylierungspuffer S.11) aufgeldst und mit Sul Phosphatase Inhibitor und 5ul Protease
Inhibitor vermischt. Die Inkubation des Lysates erfolgte fiir 30min auf Eis, wobei jede 5-10min
gevortext wurde. Nach der Inkubation wurde das Lysat fiir 30min bei 4°C ,,full speed zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entnommen um damit weiterzuarbeiten. Um eine gesamt Proteinkonzentration
des Lysates von >20mg/ml einzustellen, wurde der Bradford Assay hinzugezogen. Nach Verdiinnung
auf die richtige gesamt Proteinkonzentration, wurde zum Zelllysat sowohl 2-4ml 50uM PD1-CPD-Zt2
als auch ATP (Endkonzentration 10mM aus ATP-Stock siehe S.11) hinzugefiigt und fiir 3h bei
Raumtemperatur inkubiert. Der nichste gro3e Schritt, war die Aufreinigung des nun phosphorylierten
PD1-CPD-Zt2. Hierzu wurde eine kleine Gravity Column (5cm) genommen, mit 500ul Nickel Resin
beladen und mit Wash I-Puffer (siche Aufreinigungspuffer PD1-CPD S.11) kalibriert. Das Lysat,
welches auch das phosphorylierte PD1-CPD-Zt2 enthielt, wurde dreimal durch die Séule laufen
gelassen, um sicher zu gehen, dass so viel wie moglich des Proteins an der Sédule gebunden hat. Der
nichste Waschschritt erfolgte mit SCV Wash-II (siehe Aufreinigungspuffer PD1-CPD S.11) und die
Eluation mit 1ml Eluation-Puffer (sieche Aufreinigungspuffer PD1-CPD S.11). So wurde nach der
Eluation eine G25 Sdule (siche Manual PD MidiTrap™ G-25) verwendet, um den Eluation Puffer
gegen einen NMR-Puffer (siche NMR-Puffer S.11) auszutauschen.

1.2.11 NMR-Messung

Ein wesentlicher Faktor beim vermessen von Proben im NMR ist der Puffer, in dem die zu
untersuchende Substanz oder das Protein gelost ist. Dariiber hinaus hat sowohl die Salzkonzentration
als auch der pH-Wert einen immensen Einfluss und zwar nicht nur auf die Stabilitdt des Proteins
sondern auch auf die Auflosung der Spektren. Der gidngigste Puffer (siehe unter 1.1.9 NMR-Puffer
S.11) in der Bio NMR ist ein 20-50mM Natriumphosphat Puffer mit einer 150mM
Natriumchloridkonzentration, der meist einen physiologischen pH-Wert von 6-7 hat. Natiirlich kdnnen
je nach Experiment pH-Wert und Salzkonzentration dementsprechend variiert werden. Ein weiterer
Faktor ist die Temperatur, die am Gerit eingestellt werden kann und in Kelvin angegeben wird. Zudem
wurde allen Proben 10% Deuteriumoxid hinzugegeben. Alle in dieser Arbeit gemessenen Proben

wurden am Bruker Avance III 700MHz Spectrometer durchgefiihrt.
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2 Einleitung Teil TcpH

2.1 Die Cholera

Die Cholera gehort zu den akuten Darminfektionen und wird durch das Bakterium Vibrio cholerae (V.
cholerae) ausgelost. Der Krankheitserreger wird oft durch verunreinigtes Wasser oder infizierte
Lebensmittel aufgenommen und versursacht innerhalb von wenigen Tagen schwere Durchfille mit
hohen Wasser- und Elektrolytverlust. Wenn Cholera nicht ordnungsgeméaf3 behandelt wird, kann dies
in kiirzester Zeit zum Tode fiihren. Die durchschnittliche Todesrate pro Jahr liegt nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) bei 100.000 - 120.000 wobei die Dunkelziffer vermutlich
wesentlich hoher liegt [1].

2.1.1 Erreger, Vorkommen und Krankheitsbild

V. cholerae ist ein fakultativ anaerobes, gramnegatives und nicht sporenbildendes Bakterium [2]. Es
hat eine gekriimmte Stdbchen Form (Abbildung 1) und ist ca. 1,04 - 1,06um grof3 [2]. Untersuchungen
zeigten, dass das V. cholerae nicht nur im menschlichen Korper tiberleben kann, sondern auch die im
StiB- bzw. Brackwasser enthaltenden Zoo- und Phytoplankton [2, 3]. So stammen die meisten
Infektion durch die Aufnahme von kontaminiertem Wasser (primdr durch Fakalien) oder durch
infizierte Lebensmittel. Zu den potenziellen Lebensmitteln zdhlen Friichte [2], Gemiise [2], Fisch [5],
Seefriichte [4, 6], Milch- [7] und Fleischprodukte [8]. Nach oraler Aufnahme des Krankheitserregers
gelangt dieser in den Gastrointestinaltrakt wo es sich einnisten und das Toxin (Cholera -A-B-Toxin)
bilden kann. Die Inkubationszeit dauert ca. 2-3 Tage. Es folgen akute Durchfille mit Ubelkeit und
Muskelkrampfen. Der starke Wasser- und Elektrolytverlust (500-1000 ml pro Stunde) der dabei auftritt
wirkt sich unteranderem auch auf das Kardiovaskuldre System aus, sodass eine Nichtbehandlung

innerhalb von 24 Stunden zum Tode fiihren kann [2, 9].
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Abbildung 1: TEM Aufnahme [23] von V. cholerae mit typischer Kriimmung und Geisel

2.1.2 Diagnose und Behandlung

Die Diagnose erfolgt mittels Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose-Agar (TCBS) [10]. Hierbei werden die
potenziellen Krankheitserreger fiir 24-48 Stunden bei 37°C kultiviert. V. cholerae fermentiert dabei die
Succrose und bildet dadurch gelbe Kolonien, die anschlieBend isoliert und einem Oxidase Test
unterzogen werden konnen. Die serotypische Zuordnung basiert auf einer O-Antigen-Antikorper
Reaktion die mittels eines ELISAs durchgefiihrt werden kann. Féllt die Diagnose positiv aus, kann nun
der Krankheitsverlauf auf zweierlei bekdmpft werden. In erster Linie muss der Verlust von
Elektrolyten gestoppt werden um den Kreislauf stabil zu halten. Dies geschieht liber die Zugabe einer
von der WHO empfohlenen Trinklosung, die eigentlich aus Elektrolytsalzen und Glucose besteht [11,
10]. Zweitens, kann die Bekdmpfung durch die zusétzliche Gabe von Antibiotika wie Cotrimoxazol,
Ciprofloxacin, Tetracycline [11] unterstiitzt werden. Nichtsdestoweniger zihlt auch hier, wie bei vielen
anderen Infektionskrankheiten der Satz: "Vorbeugung ist die beste Medizin". Da die Infektion meisten
iiber den Fékal-oralen Weg verlduft, sollten MaBnahme wie z.B. das griindliche waschen von Friichten
und Gemiise, der Verzehr von nur pasteurisierten Milchprodukten und das vermeiden vom rohen
Fleischverzehr dazu beitragen Infektionen zu vermeiden. Aber auch die eigene Korperhygiene wie das
Héandewaschen nach dem Toilettengang sollten dazu beitragen zukiinftige Ausbreitungen zu

verhindern.
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2.1.3 Wirkungsmechanismus des Choleratoxins
Obwohl das Choleratoxin (Abbildung 2) nicht Teil dieser Arbeit ist, sollte der Wirkmechanismus
trotzdem kurz erwédhnt werden, da das klinische Erscheinungsbild einzig und allein auf das

Choleratoxin zuriick zu fiihren ist. Das Choleratoxin ist ein Protein des A-B-Typs.

~—— Monomere A-Untereinheit

.~ Pentamere B-Untereinheit

Abbildung 2: Das Choleratoxin aus PDB (Ixtc) [24]. Zusehen ist die Pentamere B-Untereinheit und die Monomere A-
Untereinheit.

Mit Hilfe der B-Komponente kann das Toxin an ein spezifisches Epithelzellengangliosid (GM1)
binden. Die A-Komponente gelangt dann iiber die Plasmamembran in die Zelle und wird dort zu A
modifiziert. Die eigentliche Aufgabe von A; ist die Ubertragung eines ADP-Ribosylrestes von NAD"
auf ein G-Protein. Hierbei wird die Adenylatcyclase dauerhaft aktiviert und die cAMP Konzentration
in der Zelle steigt drastisch an. Dies hat wiederum zufolge, dass die Na' - Pumpen inaktiviert werden
und ein Einstrom von CI” - Ionen aus dem Blut in das Cytoplasma erfolgt. Der damit verbundene akute

Wasserausstrom verursacht die typischen Symptome [12].

2.2 Toxin coregulated pilus H (TcpH)

Neben dem Choleratoxin (CT), dass das typische klinische Erscheinungsbild entstehen ldsst, gibt es
einen zweiten Virulenzfaktor, der fiir die Gastrointestinale Kolonisierung verantwortlich ist. Dies ist
der ,,Toxin coregulated pilus (TCP)*“ [13]. Beide Virulenzfaktoren (CT und TCP) spielen eine wichtige
Rolle in der Pathogenitét des Erregers und werden durch den Transkriptionsaktivator ToxT reguliert.
Das TCP gehort zum Typ IV Pilus und hat einen 7nm groflen Durchmesser und besteht hauptséachlich
aus dem Protein TcpA (20,5KDa). Dieses Gen ist Teil des tcp Operons. Um dieses komplexe Gebilde
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zu exprimieren bendtigt es 15 weitere Gene (tcpABCDEGHIJINQRST) die ebenfalls auf dem fcp
Operon liegen [14]. Der genaue Mechanismus der Kolonisierung im Darm ist noch nicht ganz geklart
[15]. Die Transkription des toxT unterliegt zwei integralen Membranproteinen (ToxR und TcpP), die
auf der inneren Membran des gramnegativen Bakteriums lokalisiert sind [16]. ToxR bindet an die -100
bis -69 foxT Promotorstelle wiahrend TcpP an die -51 bis -32 Regionen bindet [16]. Es gibt Hinweise,
dass ToxR als Verstirker fiir die TcpP Promotor Bindung wirkt und das TcpP den alleinigen Kontakt
zur RNA-Polymerase herstellt [15, 17]. ToxR seinerseits braucht das Membranprotein ToxS um eine
maximale Transkriptionsaktivierung zu gewihrleisten [18]. Das TcpP braucht fiir seine volle
Funktionsfahigkeit ebenfalls ein Protein. Diese Funktion iibernimmt das Transmembranprotein TcpH
welches die Rolle eines Stabilisators hat [19]. Wie wichtig dieses Stabilisierungsprotein ist, zeigt sich
wenn TcpH abwesend ist, denn dann wird das TcpP durch die Protease YaelL degradiert [20]. Die
Transkription von tcpPH wird durch die beiden Proteine AphA und AphB stimuliert. AphA bindet an
die -101 bis -71 tcpPH Promotorstellen und AphB an die -78 bis -43 Stelle [21]. So beeinflussen
Umweltfaktoren, Quorum sensing und die Glucose Verfiigbarkeit iiber die Expression von AphA-
AphB und damit auch iiber die Transkription von fcpPH. In der folgenden Abbildung 3 wird der
Mechanismus zur Transkriptionsaktivierung von ToxT nochmals dargestellt, denn dieses Protein ist

letztendlich der eigentliche Aktivator flir die beiden Virulenzfaktoren.

OmpU OmpT
Outer membrane
. ']
Quorum sensing !
TepP/H ToxR/S Periplasm
= 00 OO
Tp i | ll (GG e e e et ol
s ‘ lfiu Inner membrane
AphA | AphB \ ompU
ompT
— T T —
tepPH tcpABQCRDSTEF toxT tepd acfBC acfA acfD
e . e — -
vPI \ / CIxAB
CTX¢

ToxT

Abbildung 3: ToxT Regulierungsmechanismus [15]. Wie man sehen kann, aktivieren die beiden Proteine AphA-AphB die
Transkription von TcpH und TcpP, die wiederum die Transkription von ToxT steuern. ToxT ist der direkte
Transkriptionsaktivator des CT und TCP.
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2.2.1 Eigenschaften

Im Folgenden wird sowohl die DNA-Sequenz als auch die Aminosduresequenz von TcpH gezeigt.

DNA-Sequenz von TcpH. Der dunkel unterstrichene Bereich soll den Transmembranbereich darstellen und ist 87bp lang, wobei

der hellere Bereich den periplasmatischen Sequenzbereich darstellt und 354bp lang ist.

CCATGGGCATGCATAAGAAATTAAAGGCATGGGGGGGTGCTGCGGGCTTGTTTGTGGTCGCACTGGGCGTCACCT
TAATTGCACTGCCGATGCGACAGAAAAATTCGCACGGCACGATGATCATCGACGGCACCGTGACCCAGATCTTTT
CCACGTACCAGGGGAACCTGTCCAATGTCTGGCTCACCCAGACTGACCCGCAGGGTAACGTGGTTAAAAGCTGGA
CGACGCGCTATCAGACGCTGCCCGACCCGAGCTCCCAGAAACTGAACTTGATTCCAGATTACAGCGAAAGTAACG
TGTCCCGCGACTACAACGTGCTCTCTATTTATCAACTGGGCAAAGGCTGCTTTCTGGCTTTCCCTTATAAACAAC
TGACCGCGGAAAAAATGCTGGTTTTTCTCTCGAAACGCTTTCTGGGTTCATATCATGAACCGCCTCGTTAAGGTA
CC

Proteinsequenz von TcpH. Der dunkle Bereich ist 29AS lang und soll den Transmembranteil darstellen. Der hellere
Sequenzbereich ist die periplasmatische Doméine und ist 118AS lang.

Met GMet H K KLKAWGGAAGLEFVVALGVTLIALPMtROQEKNSHGT
Met T IDGTVTQIFSTYOQGNLSNVWLTOQTDPOQGNVVKSWTTTR RY
OTLPDPSSQKLNLIPDYSESNVSRDYNVLSIYQLGEKGCTETLA
FPYKQLTAEZ KMt LVFLSEKREFLGSYHETPTPR Stop

Die Tabellen 15 und 16 zeigen auBlerdem die physikochemischen Parameter vom gesamten TcpH und
der periplasmatischen Doméne von TcpH, die mit Hilfe des Online Programms ,,ProtParam* [22]

berechnet wurden.

Tabelle 14: Physikochemische Parameter fiir TcpH

Gesamtzahl der Aminoséuren 147
Molekulargewicht [Da] 16460
Extinktionskoeffizient [M™' cm™'] bei 280nm 26930
Theoretischer pl 9,64
Anzahl der positiv geladenen Aminoséuren 15
Anzahl der negativ geladenen Aminoséuren 8
Aliphatischer Index 85,51
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Tabelle 15: Physikochemische Parameter der periplasmatische Doméne von TcpH

Gesamtzahl der Aminosduren 118
Molekulargewicht [Da] 13527,3
Extinktionskoeffizient [M™' cm™'] bei 280nm 21430
Theoretischer pl 9,3
Anzahl der positiv geladenen Aminosduren 12
Anzahl der negativ geladenen Aminoséuren 8
Aliphatischer Index 75,08

2.3 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die strukturelle Aufkldrung des Transmembranproteins TcpH
mittels liquid-state NMR. Aufgrund der schlechten Loslichkeit von TcpH wurden fiir diese
Fragestellung vier verschiedene Trunkierungen hergestellt und in die vier pET Vektoren MBP, Nus,
Trx und Zt2 ligiert. Zusitzlich wurde das TcpH als Ganzes und ohne Solubilisierungs-Tags in
inclusion bodies exprimiert, aufgereinigt und DPC-Mizellen verpackt. Basierend auf dieser Methode

wurden anschlieBend NMR Spektren und CD Spektren fiir die Strukturaufkldrung aufgenommen.

3 Ergebnisse und Diskussion Teil TcpH

Nach der Ubernahme dieses Projektes von meinem Vorginger Patrick Michael Kéck, MSc. wurden
erst alle seine Konstrukte nochmals sequenziert und dabei einige Unstimmigkeiten gefunden. Dies
filhrte nach Absprache mit meinem Vorgesetzten unteranderem zu dem Schluss das TcpH Projekt
komplett neu zu beginnen. Da die in dieser Arbeit erreichten Erkenntnisse schlieBlich dazu fiihrten das
TcpH aufzureinigen und erste NMR Spektren aufzunehmen, sollte an dieser Stelle kurz auf die
Vorarbeiten eingegangen werden, die es liberhaupt ermdglichten soweit zu kommen. Dabei soll aber
auch die herausragenden molekularbiologischen Vorarbeiten bzgl. der periplasmatischen Doméne
(PPD) die von meinem Vorginger durchgefiihrt worden sind, dankend betont werden und es wird
diesbeziiglich auf seine Masterarbeit [ 14] verwiesen.

Zu Beginn der Untersuchungen wurde zuerst die PPD von TcpH in die Vektoren pET- MBP, -Nus, -
Trx und -Zt2 ligiert. Aufgrund bekannter Probleme mit der Loslichkeit [14], wurde versucht durch
Kiirzungen (nicht in dieser Arbeit gezeigt) am N- als auch am C-terminalen Teil dieses Problem in
Griff zu bekommen. Zwar exprimierten die Zellen diese beiden Konstrukte, doch eine Aufreinigung
konnte nicht erzielt werden. Das grofle Problem bei der Aufreinigung war, dass diese Konstrukte an

die Ni*"-Beads in der Gravity Column nicht gebunden hatten. Man entschloss sich weitere, kiirzere
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Konstrukte herzustellen um das Problem zu umgehen. Die Konstrukte die dabei hergestellt worden

sind werden unter 3.1 graphisch dargestellt.

3.1 Die Konstrukte von TcpH
Die ersten Erkenntnisse iiber sekundérstrukturelle Merkmale von TcpH (Abbildung 4) wurden durch

den ,,Disorder Prediction Meta-Server (Dismeta) [25] online gewonnen.

109-145
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B86-145
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Abbildung 4: Graphische Darstellung der vier Trunkierungen die mittels Site Directed Mutagenesis Protokolls hergestellt
worden sind. Wie man sieht, wurden die Sekundérstrukturmerkmale beibehalten. Die Pfeile sollen B-Sheet, die Zylinder a-
Helices und der horizontale Strich unstrukturierte Bereiche darstellen.

Basierend auf dieser Darstellung wurden 4 verschiedene Trunkierungen (35-145, 86-145, 104-145,
109-145) hergestellt. Beim designen der Trunkierungen wurde darauf geachtet, alle
Sekundirstrukturmerkmale als Ganzes zu lassen. Die Trunkierung 35-145 hatte eine Lange von 111bp,
die Trunkierung 86-145 60bp, 104-145 42bp und 109-145 37bp. Um noch die Loslichkeit weiter zu
verbessern, wurden diese vier Trunkierungen in die pET-Vektoren MBP, Nus, Trx und Zt2 ligiert. Der
Versuch diese 16 verschiedenen Konstrukte auf dem ,klassischen* Klonierungsweg zu erstellen, ist
fehlgeschlagen. Auch eine langwierige und arbeitsintensive ,trial and error Klonierungsarbeit
erbrachte nicht die gewiinschten Resultate bis das Side Directed Mutagenesis Protokoll (siehe 1.2.1)
angewendet wurde und so endlich alle Konstrukte erschaffen werden konnten. Warum nun letztendlich
dieses Protokoll erfolgreich war und nicht der ,,klassichen* Weg, kann nicht genau gesagt werden. In
der folgenden Tabelle 17 sind sowohl alle Molekulargewichte der Konstrukte, der Vektoren und der

einzelnen Trunkierungen als auch die aliphatischen Indices zusammengefasst.
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Tabelle 16: Zusammenfassung aller Molekulargewichte und aliphatischen Indices der Konstrukte und der einzelnen
Trunkierungen

Trunkierung MEP (43,5 KDa) MNus (57,5 KDa) Trx (14,5KDa) Zt2 (10,4KDa)

35-145:; 112 AA S6KDa J0,3KDa 27, 3KDa 23,2KDa
12,8KDa
Alndex: 79,11

86-145: 61 AA 50,3KDa 64, 6K Da 21,6KDa 17,5KDa
7,1KDa
Alndex: 87,87

104-145: 42 AA 48, 1KDa 62,4KDa 19, 4KDa 15,3KDa

4, 9KDa
Alndex: 85,05

109-145: 38 AA 47 .6KDa 61,9 KDa 18,9KDa 14, 8KDa
4. 4KDa
Alndex: 74,74

Alle 16 Konstrukte wurden sequenziert und in BL21 Expressionszellen transformiert.

3.1.1 Expressionstest der Konstrukte

Ein Expressionstest sollte Klarheit schaffen, ob sich die erzeugten Konstrukte in den Zellen tiberhaupt
exprimieren lassen und ob sie 16slich oder unléslich sind. Wie in 1.2.2 beschrieben, wurde der
Expressionstest durchgefiihrt. Hierbei wurden zwei verschiedene Expressionskonditionen verwendet.
Ein Teil der Zellen wurde fiir 2,5h bei 37°C und der andere Teil Ubernacht bei 16°C in den Inkubator
gestellt. Was bei dem Expressionstest herausgekommen ist, wird in den folgenden Gelbildern 5,6,7,8,9
dargestellt. In allen Abbildungen zeigt sich eine Expression, sodass davon ausgegangen werden
konnte, dass alle Konstrukte in BL21 exprimierbar sind. Das Schema der Auftragung der einzelnen
Fraktionen auf die Gele war die, dass immer die unlosliche (Pellet) und die 16sliche (Supern.) Fraktion
einer Kondition nebeneinander aufgetragen worden sind. Desweiteren wurden auch immer die
gleichen Konstrukte, aber unterschiedlicher Konditionen (2,5h bei 37°C und Ubernacht bei 16°C)
nebeneinander aufgetragen. In der Abbildung 5 ist der Zeitpunkt Null d.h. ohne Induktion zu sehen.
Dieser Zeitpunkt ist wichtig um festzustellen zu kdnnen, was die Zellen ohne Induktion produzieren.
Nach Lyse der Zellen und Separierung der 16slichen von der unléslichen Fraktion zeigte sich ziemlich
deutlich, dass bis auf zwei Konstrukte (TcpH MBP Mut. 86-145 und TcpH MBP Mut. 109-145 bei

16°C) alle anderen ,,Proteinkonstrukte* sich in den unldslichen Fraktionen (Pellet) befanden.
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Abbildung 5: SDS-Gelbild nach Expressionstest. ,,Time 0% repriisentiert die Zellen ohne Induktion. An der linken Seite ist der

Proteinmarker aufgezeichnet. TcpH: Toxin coregulated pilus H; MBP: Maltose binding Protein; Nus: N- utilization substance
protein; Trx: ThioredoxinA; Mut: Trunkierung.
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Abbildung 6: SDS-Gelbild nach Expressionstest. An der linken Seite ist der Proteinmarker aufgezeichnet. Der weifle Kasten
markiert das Konstrukt, welches fiir die 1L Kultur-Expression verwendet wurde. TcpH: Toxin coregulated pilus H; MBP:

Maltose binding Protein; Nus: N- utilization substance protein; Trx: ThioredoxinA; Zt2: IgG binding domain (Z-domain) of
Staphyllococcus aureus protein A; Mut: Trunkierung
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Abbildung 7: SDS-Gelbild nach Expressionstest. An der linken Seite ist der Proteinmarker aufgezeichnet. TcpH: Toxin
coregulated pilus H; MBP: Maltose binding Protein; Nus: N- utilization substance protein; Trx: ThioredoxinA; Zt2: IgG binding
domain (Z-domain) of Staphyllococcus aureus protein A; Mut: Trunkierung.
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Abbildung 8: SDS-Gelbild nach Expressionstest. An der linken Seite ist der Proteinmarker aufgezeichnet. Der weile Kasten
markiert das Konstrukt, welches fiir die 1L Kultur-Expression verwendet wurde. TcpH: Toxin coregulated pilus H; MBP:
Maltose binding Protein; Trx: ThioredoxinA; Zt2: IgG binding domain (Z-domain) of Staphyllococcus aureus protein A; Mut:
Trunkierung
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Abbildung 9: SDS-Gelbild nach Expressionstest. An der linken Seite ist der Proteinmarker aufgezeichnet. TcpH: Toxin
coregulated pilus H; Trx: ThioredoxinA; Zt2: IgG binding domain (Z-domain) of Staphyllococcus aureus protein A; Mut:
Trunkierung

In Anbetracht der Loslichkeit der Konstrukte ,,TcpH MBP Mut. 86-145 16°C* und ,,TcpH MBP Mut.
109-145 16°C*“ wurde entschieden, die Expression dieser beiden Proteine in einem 1 Liter
Kulturkolben zu testen und anschlieBend aufzureinigen. Folgendes ist dabei herausgekommen: In
Abbildung 10 sind neben dem Zeitpunkt 0, auch die Aufreinigungsschritte (Supern, Flow th., Eluat
und Dialysat) zu sehen. So bestitigt sich hier, was auch im Expressionstest aufgefallen war, dass diese
Konstrukte 18slich sind und sich fast das gesamte Protein im Uberstand (Supern.) befand. Nachdem der
Uberstand zweimal durch die mit Ni*"-Beats beladene Gravity Column gelaufen war, wurde der
Durchlauf (Flow th.) aufgefangen. Wie man sieht, blieb ein erheblicher Teil nicht an der Siule hiangen,
was wieder das Problem darstellte, welches am Anfang erldutert worden ist. Nach der Eluation (Eluat)
mit einem FEluationspuffer, zeigte sich, dass weniger als 40% des Proteins an der Saule
hingengeblieben ist. Etwas Interessantes offenbarte sich, als der MBP Tag durch die TEV
weggeschnitten worden ist. In den Fraktionen ,,Dialysat® sind keine Trunkierungsbanden bei 7,1 KDa
bzw. 4,4 KDa zu sehen. Es ist nur die Bande von dem gesamten Konstrukt (50,3KDa) als auch die des
MBP (43,5 KDa) zusehen. Dies deutet darauthin, dass der TEV Verdau zwar partiell funktioniert hat,
aber die Trunkierungen nicht zu finden sind. Tatsdchlich sah man im Dialysebeutel ein Prizipitat.
Leider wurde kein Gel des Prizipitats laufen gelassen um sicher zu gehen, dass wirklich die
gewlinschten Proteine sich darin befanden. Hinsichtlich dieser Hinweise entstand die Idee das TcpH

als Inclusion body zu expremieren.
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Abbildung 10: SDS-Gelbild der Aufreinigungsschritte der Konstrukte TcpH MBP Mut. 86-145 16°C und TcpH MBP Mut. 109-
145 16°C. An der linken Seite ist der Proteinmarker aufgezeichnet. ,,Time 0“ reprisentiert die Zellen ohne Induktion. TcpH:
Toxin coregulated pilus H; MBP: Maltose binding Protein; Mut: Trunkierung;

3.2 Inclusion bodies und Verpackung in SDS- und DPC-Mizellen

Nachdem die Idee mit den Inclusion bodies entstand, wurde der Versuch unternommen das TcpH auf
genetischer Ebene so zu designen, dass es aus dem gesamten TcpH (full length) samt His-Tag aber
keinen weiteren Solubilisierungs-Tag besteht. Wie unter 1.2.1 beschrieben, wurde dazu mit speziell
angefertigten Primern das Side Directed Mutagenesis Protokoll angewendet um schlieBlich das TcpH-
Full length-His tag (TcpH-FL-His) herzustellen. Mit diesem Konstrukt wurde nach Transformation in
BL21 Zellen die Expression (siehe 1.2.3) gestartet. So wurde beim ersten Versuch kein markiertes
Medium verwendet. Nach Expression und Lyse (ein Durchgang in der French Press) der Zellen, folgte
die Aufreinigung wie unter 1.2.3 erwihnt. Als schlieBlich die Aufreinigung abgeschlossen war, konnte
man am SDS-Gel (Abbildung 11) sehen, dass im Uberstand nach dem ersten Zentrifugationsschritt
(siche Abbildung 11, Lane ,,TcpH-FL-His Supern. after lysis®) kein TcpH-FL-His vorhanden war.
Dies deutete darauthin, dass fast das gesamte Protein in den Inclusion bodies war und somit im
Proteinpellet zu finden sein sollte. Alsdann das Proteinpellet im Solubilisierungspuffer aufgeldst
worden ist, konnte das TcpH-FL-His (siehe Abbildung 11, Lane ,,TcpH-FL-His Supern. with
solubilization buffer*) darin entdeckt werden. Anhand des Durchflusses (Abbildung 11, Lane ,,TcpH-
FL-His Flow th.”) erkennt man, dass die Sdule auch nicht alles gebunden hat. Dies ldsst sich durch den
Kapazitdtsmangel der Saule erklaren. In der ,,Eluationslane* (Abbildung 11) zeigt sich, dass mehr als
60% des Proteins eluiert werden konnte. Zudem sieht man in dieser Lane kaum Verunreinigungen, was

sehr wichtig in der spiteren NMR Vermessung ist.
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Abbildung 11: SDS-Gelbild der Inclusion body-Aufreinigungsschritte nach Expression in LB-Medium.

Dies war ein erster Erfolg, denn nun wurde ein Verfahren gefunden, dass eine effektive und saubere
Aufreinigung von TcpH-FL-His ermdglichte. Der néchste Schritt bestand darin, nach Entfernung der
denaturierenden Komponente (§8M Harnstoft) das prizipitierte Protein wieder in Losung zu bringen
und so fiir die NMR messbar zu machen. Zwar findet man in der Literatur ein dutzend von
Protokollen, wie prézipitierte Proteine wieder renaturiert werden kdnnen, doch da es sich in diesem
Fall um ein Membranprotein handelte, lag es nahe, Membranmimetika zu nehmen. Die Entscheidung
fiel deshalb auf SDS und DPC. Wie in 1.2.4 beschrieben, wurde das TcpH-FL-His in SDS- als auch in
DPC-Mizellen erfolgreich verpackt. Um einen ersten Uberblick iiber die Sekundirstruktur bzw. das
Verhalten innerhalb der Mizellen zu bekommen wurde die unkomplizierte CD-Spektroskopie

herangezogen.

3.2.1 CD-Spektren und Sekundirstrukturanteilsberechnung

In Abbildung 12 kann man anhand der CD-Spektren fiir das TcpH-FL-His, welches in SDS Mizellen
verpackt war erkennen, dass es Hinweise auf helikale Strukturelemente gibt. Leider ist dieses Spektren
nicht gut gelungen. Der Grund konnte vermutlich sein, dass wenig TcpH-FL-His in den Mizellen
verpackt worden ist. Dies bestétigt auch die Messung der Proteinkonzentration am NanoDrop (Tabelle
18). Jedenfalls war nach der Auflésung des Proteins mit SDS keine Triibung im Reaktionsgefdl3
sichtbar, was darauf schlieen liee, dass das gesamte Protein verpackt war. Doch konnte vielleicht

wiéhrend der Lyse nicht geniigend Zellen lysiert worden sein, was dazu fiithren konnte, dass einfach
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weniger Protein von Grund auf vorhanden war. Wie man aber deutlich anhand der Kurve 1* (20mM)
im CD-Spektrum sehen kann, sind hohere SDS Konzentrationen von 50-100mM notwendig um das

Protein erfolgreich in Mizellen zu verpacken.

Tabelle 17: Zusammenfassung der Berechneten Konzentrationen und mREs fiir TcpH-FL-His mit unterschiedlichen SDS bzw.
DPC Konzentrationen

Konzentration Molekulargewicht Anzahl der MRE
[mg/ml] [Da] Bindungen
20mM SDS 0,1505 17624,3 155 0,0013236
50mM SDS 0,2094 17624,3 155 0,0018416
100mM SDS 0,1702 17624,3 155 0,0014968
50mM DPC 0,3076 17624,3 155 0,0027052
100mM DPC 1,2369 17624,3 155 0,0180878
200mM DPC 0,9162 17624,3 155 0,0080576
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Abbildung 12: CD-Spektren von TcpH-FL-His in SDS-Mizellen verpackt. 1*: 20mM SDS; 2*: S0mM SDS; 3*: 100mM SDS.
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Neben den SDS-Mizellen, wurden auch DPC-Mizellen verwendet, da diese eher einer physiologischen
Membran dhneln als SDS Molekiile. In Abbildung 13 sind die CD-Spektren von TcpH-FL-His in
DPC-Mizellen zu sehen. Hier zeigt sich ein typischer Kurvenverlauf und bestdtigt die schon unter den
SDS-Mizellen gefundenen helikalen Charakter von TcpH-FL-His. Auch hier zu erkennen, dass
Konzentrationen liber 50mM notwendig sind um das Membranprotein erfolgreich zu verpacken.
Konzentrationen iiber 100mM wie anhand der roten Kurve (200mM) in Abbildung 13, zeigen keinerlei

Verbesserungen in der ,,Verpackung® von TcpH-FL-His.
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Abbildung 13: CD-Spektren von TcpH-FL-His in DPC-Mizellen verpackt. 1*: 50mM DPC; 2*: 100mM DPC; 3*: 200mM DPC.

Da anhand der CD-Spektroskopie keine detaillierte Strukturanalyse stattfinden kann und die
Proteinkonzentrationen nicht sehr hoch waren, wird aus repriasentativen Griinden die Auswertung
mittels ,,Dichroweb* (Rohdaten des DC-Spektrometers im Anhang) nur fiir das TcpH-FL-His in
200mM DPC gezeigt (Abbildung 14). So ergab sich ein 39%iger ,.helikaler”, 14% ,,p-Strand* und
30%iger ,ungeordneter Sekundstrukturanteil. Der Vergleich mit den anderen SDS bzw. DPC

Konzentrationen fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen.

| Helix! | Helix2 | Strand1 | Strand2 | Turns |Unordered| Total
| 021 | o018 | 008 | 006 | 017 | 030 | 1

Abbildung 14: ,,Dichroweb* Sekundirstrukturanteilsberechnung fiir TcpH-FL-His mit 200mM DPC.
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3.2.2 Triple Markierung

Die Triple Markierung des TcpH-FL-His sollte dazu dienen, die dreidimensionale Struktur mit Hilfe
der NMR aufzukldren. Zu diesem Zweck wurde das TcpH-FL-His im Minimal Medium (wasserfrei)
exprimiert (1.2.6), anschlieBend lysiert (dreifacher Durchgang in French Press) und aufgereinigt
(1.2.3). In Abbildung 15 sind die Aufreinigungsschritte zusehen. In der Lane ,,2H 13C 15N TcpH-FL-
His Supern. after lysis* ist wieder der Uberstand nach dem ersten Zentrifugationsschritt aufgetragen
worden. Das TcpH-FL-His (17KDa) ist nicht sichtbar. Demnach muss das Membranprotein im
Proteinpellet sein, welches sich auch nach der Solubilisierung in der Fraktion ,,2H 13C 15N TcpH-FL-
His after solubilization* auch zeigt. Leider ist im Durchlauf (Lane ,,2H 13C 15N TcpH-FL-His Flow
through®) wieder zusehen, dass nicht alles an das Sdulenmaterial gebunden hat. Im Eluat (Lane ,,2H
13C 15N TcpH-FL-His Eluat®) ist ca. 60-70% des TcpH-FL-His zuerkennen. Das prézipitierte Protein
wurde nach Entfernung des 8M Harnstoffs in 100mM deuteriertem DPC aufgeldst. Ein unerwartetes
Problem entstand, weil das Protein sich nicht vollstindig gelost hatte. Eine Triilbung im
Reaktionsgefd3 konnte beobachtet werden, dass durch den hohe Proteingehalt verursacht werden
konnte. Anstatt einem einmaligen Durchgang in der French Press wurde diesmal ein dreifacher
Druchgang gewidhlt um so viel wie mdglich Protein zu erhalten. Nach Absprache mit meinem
Vorgesetzten wurde der pH-Wert auf ca. 3,5 gesenkt. Diese Absenkung verhalf der vollstindigen
Auflésung des Proteins. Was nun genau dabei abgelaufen ist, ist schwer zu sagen und wird um

Spekulationen zu vermeiden, hier vorerst nicht diskutiert.

Abbildung 15: SDS-Gelbild der Inclusion body-Aufreinigungsschritte nach Expression in Triple markiertem Medium.
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3.3 HSQC und Triple-resonance Experimente

Die Auflosung des TcpH-FL-His durch Absenkung des pH-Wertes war eine erfolgreiche Mallnahme,

denn nun konnten HSQCs aufgenommen werden und die fiir die Struktur Berechnung so wichtigen

Triple-resonance Experimente aufgesetzt werden. In der Abbildung 17 ist das HSQC zu sehen,

welches bei 310K aufgenommen wurde. Nur anhand dieses HSQCs konnen noch keine wichtigen

strukturellen Erkenntnisse getroffen werden. Zwar kann man darin erkennen, dass das TcpH-FL-His

nicht ganz ohne Struktur ist und dadurch nicht zu den ,,Intrinsically disordered proteins* (IDPs) gehort,

aber wie genau die Struktur aussieht ist aus diesem HSQC nicht abzulesen und bedurfte weiteren

Analysen. Zu diesem Zwecke wurden weitere sogenannte Triple-resonance Experimente aufgesetzt. So

wurde ein HNCO, HNCACO, HNCACB, HNCOCA und HNCA aufgezeichnet. Da die HNCA,

HNCOCA und HNCACB Experimente nicht sensitiv genug waren, wurden die dazu gehorigen

TROSY Sequenzen verwendet, die wesentlich bessere Spektren lieferten.
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4 Ausblick

Nach einer langwierigen Arbeit gelang es schlieBlich das Transmembranprotein TcpH in seiner vollen
Lénge aufzureinigen und fiir eine NMR Messung zu stabilisieren. Es bleibt weiterhin eine Menge
Arbeit erhalten, bis eine fertige dreidimensionale Struktur erstellt werden kann. So muss nun basierend
auf den Triple-resonance Experimenten dem Protein das ,,Backbone* zugeordnet werden d.h. jedem
Peak im HSQC (Abbildung 15) muss die richtige Aminosdure zugeordnet werden. Sollte dies nicht
vollstdndig zuordenbar sein, dann kann durch Erstellung weiterer Trunkierungen eventuell Abhilfe
geschaffen werden. Hierdurch wiirden diejenigen Teile vom Protein entfernt werden, die aufgrund
ihrer Flexibilitit im Spektrum iiberreprasentiert sind. Dies konnte das zuordnen der Spektren
erleichtern. Eine solche Trunkierung wiirde dann auf genetischer Ebene stattfinden, indem bestimmte
flexible Teile entfernt werden. Der nichste Schritt in der Strukturaufklédrung nach der Zuordnung des
Backbones, wiirde die Aufnahme von sogenannten ,,Nuclear Overhauser effect (NOE)“ Spektren sein.
Erst die Aufnahme von NOEs wiirde geniigend Daten liefern um eine erste Struktur Berechnung
durchzufithren. Das Programm welches es oft dazu verwendet wird ist CYANA (Combined
assignment and dynamics algorithm for NMR applications). Eine weitere Moglichkeit der
Strukturbestimmung, konnte die altbekannte Rontgenstrukturanalyse sein. Auch hier wiirde man vor
dem Problem der Loslichkeit aufgrund der Transmembran Domine stehen. Zwar gibt es kommerziell
erhiltliche Kits die spezielle Reagenzien enthalten die eine Membran imitieren kdnnen und dadurch
Membranproteine 16slich machen, doch dies ist ebenfalls arbeits- und kostenintensiv und muss daher
gut abgewogen werden. Wiirde die Struktur gekldrt werden so konnte mit Interaktionsstudien
fortgesetzt werden um so die Interaktionsmechanismen potenzieller Partner zu studieren. Auch kdnnte
anhand der Struktur ein spezifischer Wirkstoff gegen Cholera entdeckt werden. Nichtsdestoweniger
wurde ein erster grofer Schritt in Richtung der Strukturaufkldrung von TcpH gemacht, der nun

weiterhin verfolgt werden muss.

5 Einleitung Teil PD1-CPD
Das PD1-CPD Projekt wurde im Februar 2015 als Kooperationsprojekt mit Dr. Helge Meyer von der

Carl von Ossietzky Universitit Oldenburg initiiert und soll Teil der vorliegenden Masterarbeit werden.
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5.1 Eigenschaften

Das Programmed death 1 (PD1) ist ein 288 Aminosdure (AS) langes Typ I Transmembranprotein,
welches aus einer Immunglobulin (Ig) Superfamilie Domine, einer Transmembran Doméne und aus
einer cytoplasmatische Domine (CPD) mit 95AS besteht [27]. Die Intrazellulire Doméne beinhaltet
sowohl das sogenannte ,,immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM)“ als auch das
Limmunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM)“ [27]. PD1 wird durch das Gen Pdcdl kodiert
und ist beim Menschen im Chromosom 2 lokalisiert [27]. Das Pdcdl Gen besteht aus 5 Exons. Exon 1
kodiert eine kurze Signal Sequenz und Exon 2 kodiert die Ig Doméne. Die Transmembran Domine
befindet sich im Exon 3 und 4, wobei die letzten 12 AS im Exon 4 den Beginn der C- terminalen
cytoplasmatische Doméne markieren und sich im Exon 5 fortsetzt [27]. Dieses Protein wird in T-
Zellen, B-Zellen, natiirlichen T-Killer Zellen, aktivierten Monocyten und dentrischen Zellen
exprimiert. Da das Hauptinteresse bei der cytoplasmatischen Doméne lag werden im Folgenden nur
die DNA- und Protein-Sequenzen als auch die physikochemischen Eigenschaften (Tabelle 19) dieser

Doméne gezeigt.

DNA-Sequenz der cytoplasmatischen Doméne (303bp) von PD1.
ATGTGTAGCCGCGCAGCGCGTGGTACTATTGGCGCGCGTCGTACCGGTCAACCTCTGAAAGAAGACCCGTCGGLC

GTTCCGGTGTTTAGCGTAGATTACGGCGAACTGGATTTCCAATGGCGCGAAAAGACTCCGGAACCGCCGGTCCCT
TGCGTTCCTGAGCAGACCGAATATGCGACCATCGTGTTTCCGAGCGGCATGGGTACTAGCTCACCTGCGCGCCGT
GGTTCAGCAGATGGCCCTCGTTCAGCGCAGCCTCTGCGTCCGGAAGATGGCCATTGTAGCTGGCCGCTGTAAGGT
ACC

Proteinsequenz von PD1-CPD.
Met C SRAARGTIGARRTGQPLEKEDPSAVPVFEFESVDYGETLTDTZEFOQW

REKTPEPPVPCVPEQTEYATTIVEFPSGMetGTSSPARRGSADSG
PRSAQPLRPEDGHCSWPL Stop

Tabelle 18: Physikochemische Parameter fiir die periplasmatische Doméine von PD1

Gesamtzahl der Aminoséuren 98
Molekulargewicht [Da] 10626,8
Extinktionskoeffizient [M™' cm™'] bei 280nm 14105
Theoretischer pl 5,76
Anzahl der positiv geladenen Aminosduren 11
Anzahl der negativ geladenen Aminoséuren 12
Aliphatischer Index 49,80
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5.2 Funktion und Mechanismus

Damit eine T-Zelle ihre vollstindige Aktivitit erlangt, braucht es zwei Signale. Das erste Signal,
welches auch als das immunspezifische bezeichnet wird, entsteht zwischen dem Antigenpeptid-MHC
Komplex (Major Histocompatibility Complex) der antigenprédsentierenden Zelle (APC) und dem
TCR(T-cell receptor) der T-Zelle. Das zweite, antigenunabhidngige Signal, dass zwischen dem B7-
Protein (APC) und dem CD28-Protein (T-Zelle) entsteht, fiihrt letztendlich zur Cytokine und
Chemokine Ausschiittung, klonalen T-Zell Expansion und vielen weiteren Effektor Funktionen die als
typische ,,positive* Immunantwort bekannt ist. Ohne das zweite Signal ist eine Immunantwort nicht
moglich. Als 1992 erkannt wurde, dass das hochregulierte PD1 Gen in T-Hybridomazellen fiir das
Umgehen der Apoptose verantwortlich ist [28], war schnell klar, dass der ,,PD1-Pathway* fiir die
negative Regulation einer Immunantwort verantwortlich ist. In den Jahren 2000 und 2001 wurden dann
auch die zwei Liganden (PD-L1 und PD-L2) von PD1 entdeckt [31, 32]. Nachdem ein PD1-Ligand an
das PD1 gebunden hat (Abbildung 17), kommt es zur Phosphorylierung an zwei cytoplasmatischen
Tyrosinen im ITSM[33]. An diese Phosphotyrosine bindet nun die SHP-2 (tyrosine phosphatase 2) mit
ihrer spezifische Erkennungsdomine (SH2 Domine) [33]. Die Bindung aktiviert die Phosphatase, die
nun durch direkte Dephosphorylierungen von Signalintermediatoren die ,,negative® Immunantwort
steuert. So sinkt die Aktivitdt der CD28 vermittelte PI3K (Phospoinositol-3-Kinase) und die damit
verbundenen Akt Aktivitét fiihrt dann zur Senkung der IFN-y, tumor necrosis factor-a und Interleukin-
2 (IL-2) Ausschiittung der T-Zellen [34]. PD1 kann iiberdies sowohl die T-Zell Proliferation [35] als
auch die Bcl-xL (antiapoptotisches Protein) [35] Produktion inhibieren. Zudem senkt es auch die
Expression der Transkriptionsfaktoren GATA-3, Tbet und Eomes, die im Zusammenhang mit der T-
Zell Effektorfunktion stehen [37]. Es zeigt sich somit, dass PD1 und seine Liganden durch Aktivierung
inhibitorischer Signale das Gleichgewicht zwischen T-Zell Aktivitét, Toleranz und Immunpathologie

regulieren [27].
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Abbildung 17: Der ,,PD1:PD-Ligand Pathway* [27]. Die Kombination aus Antigenprisentierendem MHC-Komplex, TCR, B7
und CD28 fiihrt zur positiven Immunantwort. Die negative Immunantwort verliuft iiber den PD1:PD-Liganden ,,pathway“ und
fiilhrt zur Aktivierung der Phosphatase SHP-2 die PI3K und Akt inaktiviert und so zur Senkung von IL-2, IFN-y und Bel-xLL
fiihrt.

5.3 Klinische Relevanz

Im Jahr 1999 konnte erstmals eindrucksvoll gezeigt werden, dass Mause mit dem Phénotyp Pdcdl™”
anfallig fiir Autoimmunerkrankungen waren [29, 30]. In den darauf folgenden Jahren stellte sich dann
heraus, dass PD1 eine wichtige Rolle bei der Autoimmunitét, Transplantationstoleranz, chronischen
Virusinfektionen und Tumorerkrankungen spielt [38]. So zeigte sich immer wieder eine PDI1
Uberexpression auf T-Zellen in vielen der oben genannten Krankheiten. Solche T-Zellen werden auch
als ,,erschopfte® T-Zellen oder ,,exhausted T-cells* beschrieben und zeichnen sich sowohl durch ihren
progressiven Verlust der Cytokine und Chomokine Produktion als auch durch ihren
Proliferationsverlust aus [39]. Dies fiihrte dazu, den ,,PD1:PD-Ligand pathway* als potenzielles
therapeutisches Target anzusehen und mit geeignete Inhibitoren zu blockieren. Eine solche
Blockierung sollte die ,.erschopften® T-Zellen wiederbeleben und ihre volle Funktionsfahigkeit
wiedergeben [40]. Im Bereich der Onkologie werden jetzt schon einige Antikorpervermittelten
Inhibitoren (anti-PD-1 mAb) verwendet, die gerade aber noch die Phase I der klinischen Tests
durchlaufen [41, 42]. Ob sich allein durch die Inhibition des ,,PD1:PD-Ligand pathways* Krankheiten
wie Krebs heilen lassen werden ist zweifelhaft. Priklinische Daten zeigen schon jetzt, dass PDI
Agonisten nicht effizient genug sind [43]. Nur durch die Kombination mit weiteren Inhibitoren kdnnte

eine effektive Therapie erreicht werden [43].
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5.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die strukturelle Analyse von phosphoryliertem PD1-CPD mit
Hilfe der NMR. Die Phosphorylierung fand im Lysat von HeLa-Zellen statt. Nach der Aufreinigung
des  phosphorylierten und  Nicht-phosphorylierten =~ PDI-CPD  mittels  HisTrap  und
GroBenausschlusschromatographie konnten HSQCs aufgenommen und miteinander verglichen
werden. Dariiber hinaus wurden Triple-resonance Spektren fiir die ,,Backbone® Zuordnung

aufgenommen.

6 Ergebnisse und Diskussion

Bevor die Ergebnisse diskutiert werden, sollten kurz die Vorarbeiten erwidhnt werden, die nicht in
dieser Masterarbeit detailliert diskutiert werden. Zu Beginn der Untersuchungen war das PD1-CPD im
pET-MBP Vektor kloniert. Um eine effektivere Markierung wéhrend der Expression im
Minimalmedium zu gewiéhrleisten, wurde die -cytoplasmatische Doméne mit Hilfe von
Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in den viel kleineren pET-Zt2 Vektor (KonstruktgrofBe:
21KDa) kloniert (1.2.7). Nach der Transformation in BL21 Zellen wurden diese Klone sequenziert und

als ,,Ausgangspunkt* jeder weiteren hier beschriebenen Untersuchung verwendet.

6.1 Expressionstest von PD1-CPD-Zt2

Um sicherzustellen, dass das PD1-CPD-Zt2 in den BL21 Zellen auch exprimiert wird, wurde am
Anfang ein Expressionstest (1.2.8) unter zwei verschiedenen Temperaturkonditionen durchgefiihrt. Die
erste Expression erfolgte bei 37°C fiir 6 Stunden und die andere bei 16°C Ubernacht. Nach der
Expression wurden die Zellen lysiert und aufgereinigt (1.2.8). Bei diesem Expressionstest wurde auf
die Aufreinigung mittels HisTrap und SEC verzichtet. Stattdessen wurde eine mit Ni**-Beat beladenen
Gravity Column verwendet. Das Wasch- bzw. Eluationsprotokoll folgte im Groflen und Ganzen dem
schon unter 1.2.3 beschriebenen Vorgang. Anstatt dem Harnstoff wurde hier deionisiertes Wasser als
Losungsmittel verwendet. Nach der Eluation wurde ein 15%iges SDS Gel verwendet um die Reinheit
der Aufreinigung nachvollziehen zu kénnen. So kann man im Gelbild (Abbildung 18) erkennen, dass
in den Pellet Lanes ,,PD1-CPD-Zt2 Pellet 6h 37°C* und ,,PD1-CPD-Zt2 Pellet ON 16°C* kein PD1-
CPD-Zt2 vorhanden ist, was darauf schlieBen ldsst, dass PD1-CPD-Zt2 16slich ist. Folgt man der
Aufreinigung (Lane ,,PD1-CPD-Zt2 Supern.” und ,,PD1-CPD-Zt2 Flow th.“) fiir beide Konditionen,
dann findet sich nach der Eluation (Lanes ,,PD1-CPD-Zt2 Eluat®) jeweils eine Bande bei ca. 21KDa
mit etwa derselben Intensitit. Der darauf folgende Verdau mit der TEV (Lanes ,,PD1-CPD-Zt2
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Dialysat (TEV Digest)®) fiihrt zur Entstehung einer Bande bei ca. 10,5 KDa. Diese Entstehung beruht
darauf, dass sowohl das PDI1-CPD (10,6 KDa) als auch das Zt2 (10,4KDa) ziemlich gleiche
Molekulargewichte haben. Anhand dieses Gels konnte gezeigt werden, dass es keinen Unterschied
macht, unter welcher der zwei Bedingungen das Protein exprimiert wird. SchlieBlich wurde aus
Griinden des ,,Zeitmanagements* die Expression bei 16C° Ubernacht fiir alle weiteren Versuche

gewdhlt.

17 kDa

Abbildung 18: Expressionstest von PD1-CPD-Zt2 unter zwei verschiedenen Temperaturkonditionen (6h bei 37°C und Ubernacht
bei 16°C). Die weilen Balken markieren das eluierte PD1-CPD-Zt2 (21KDa) bzw. das PD1-CPD (10,6KDa) und Zt2 (10,4KDa)
nach dem TEV Verdau.

6.2 Doppelmarkierung, Aufreinigung und Triple-resonance Experimente von PD1-CPD
Wegen der guten Expression und leichten Aufreinigung des PD1-CPD wurde entschieden, gleich mit
der Doppelmarkierung zu beginnen um Triple-resonance Experimente am NMR aufzusetzen. Die
Doppelmarkierung und Aufreinigung erfolgte wie unter 1.2.9 bzw. 1.2.8 beschrieben. Auch hier wurde
die Aufreinigung in einem 15%igen SDS-Gel verfolgt und ist in der Abbildung 19 und 20 zusehen. In
Abbildung 19 fehlt leider die ,,Eluationslane* und die Auflésung der Banden in den Gelen ist nicht
sehr gut gelungen. In der Pellet Lane (C13+N15 PD1-CPD-Zt2 Pellet) ist wieder keine Bande zu
erkennen, was darauf schlielen 14sst, dass das Protein sich in der I6slichen Fraktion befindet. Nach der
Aufreinigung, dem TEV Verdau und einer Ni*"-Gravity Column erkennt man eine distinkte Bande bei
ca. 10,6KDa in der Lane ,,C13+N15 PD1-CPD-Zt2 Wash of Zt2 Tag after 2nd Ni2+ Column®. Die

zweite Gravity Column* diente der Entfernung des Zt2 Tags nach dem TEV Verdau. Um noch eine
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wesentlich bessere Reinheit zu bekommen, wurde diese aufgefangene Fraktion durch eine SEC laufen
gelassen. Das Ergebnis sieht man in der Abbildung 20, wobei hier jede zweite Fraktion aufgetragen
worden ist. Die ,,reinsten* Fraktionen (32-35) wurden zusammengefiihrt und fiir die Triple-resonance
Experimente verwendet. Die Konzentration wurde mit dem NanoDrop vermessen und lagen bei
~1,2mg/ml. Aus zeitlichen Griinden musste die Probe weggefroren werden. Nach dem Auftauen ist ein
Teil ausgefallen und musste daraufhin abzentrifugiert werden. Der Uberstand wurde dann fiir die
Messungen weiter benutzt. Die Konzentrationsmessung ergab diesmal nur einen Wert von ~0,7mg/ml.
Um doch noch eine héhere Konzentration zu bekommen wurde der Uberstand in einem Amicon
Rohrchen auf ein Volumen von ca. 200ul autkonzentriert. Dieses kleine Volumen wurde dann in ein
Shigemi Tube iliberfiihrt und im NMR Spektrometer fiir die Triple-resonance Experimente verwendet.
Anhand von 1D-Spektren konnte man erkennen, dass die Proteinkonzentration fiir Triple-resonance
Aufnahmen vollkommen ausgereichend war. Die Zuordnung der Spektren wurde durch Dr. Helge
Meyer zu 70% ausgefiihrt. Eine weitreichende Zuordnung konnte anhand der aufgenommenen

Spektren leider nicht erfolgen.

7 kDa

Abbildung 19: Aufreinigung des doppelmarkierten PD1-CPD in der HisTrap Siule mit TEV Verdau und anschlieffender Ni**-
Gravity Siule.
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Abbildung 20: Aufreinigung des doppelmarkierten PD1-CPD in der SEC.

6.3 Phosphorylierungsstudien an PD1-CPD-Zit2

In der Phosphorylierungsstudie sollte die cytoplasmatische Doméne von PDI1 phosphoryliert,
aufgereinigt und anschlieBend NHSQCs im NMR Spektrometer aufgenommen werden. In
Vorversuchen, die hier nicht detailliert erklirt werden, tauchte immer wieder ein und dasselbe Problem
auf. Sobald die TEV den Zt2-Tag weggeschnitten hatte, verlor sich das Protein in groen Mengen
wihrend der nachfolgenden Schritte. Die gidngigste Erkldrung dafiir konnte die Degradierung des PD1-
CPD sein, da es keine Struktur besitzt. Um dieses Problem zu umgehen wurde der Versuch
unternommen, das PDI-CPD samt Zt2-Tag aufzureinigen und so durch den gesamten

Phosphorylierungsprozess stabil zu halten.

6.3.1 "“N-Markierung und Aufreinigung

Da die "N-Markierung fiir eine Phosphorylierungsstudie vollkommen ausreicht wurde wie unter 1.2.9
und 1.2.8 beschrieben exprimiert und aufgereinigt. Die Resultate die dabei entstanden sind, sind in den
folgenden Abbildungen 21, 22, 23, 24 zu sehen. Die Abbildung 21 zeigt das Chromatogramm der
HisTrap. In der Abbildung 22 ist das dazugehorige SDS-Gelbild zu sehen. Leider sind die Banden auf
dem Bild schlecht zu sehen, doch auf dem ,,Originalgel” konnte bei ca. 21KDa Banden erkannt
werden. So wurden die Fraktionen 27-39 aufgrund ihrer Reinheit zusammengefiihrt auf ca. 10ml in

einem Amicon Rohrchen aufkonzentriert und fiir eine SEC weiter verwendet.
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Abbildung 21: Chromatogramm (HisTrap-Siule) des 'N-markierten PD1-CPD-Zt2. Links ist die Absorption bei 280nm und
oben sind die gesammelten Fraktionen dargestellt.

Abbildung 22: SDS-Gelbild des '"N-markierten PD1-CPD-Zt2. Die Zahlen 17-39 symbolisieren die aufgefangenen Fraktionen.
Der weifle Balken zeigt den Bereich an, aus welchen Fraktionen das Protein zusammen ,,gepoolt* wurde.

Im Anschluss an die SEC wurden ebenfalls ein Chromatogramm (Abbildung 23) sowie das
dazugehorende SDS-Gel (Abbildung 24) erstellt. Anhand des Gelbildes wurden die Fraktionen 36-42
»zusammen gepoolt” und die Konzentration mittels NanoDrops bestimmt. Die Konzentration lag bei
~1,03mg/ml (28ml Volumen). Um ein handlicheres Volumen fiir die NMR Messungen zu bekommen,
wurde die Probe auf 2ml in einem Amicon Roéhrchen aufkonzentriert. Die Konzentration lag bei

15mg/ml (0,71mM). Nun wurde die Probe in zwei Teile geteilt. Der erste Teil (Iml) wurde mit ATP
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(10mM) vermischt und diente als Referenz Probe fiir die spidtere NMR Messung. Der andere Teil

(1ml) wurde fiir die eigentliche Phosphorylierung verwendet.

Abbildung 23: Chromatogramm (SEC) des '*N-markierten PD1-CPD-Zt2. Links ist die Absorption bei 280nm und oben sind die
gesammelten Fraktionen dargestellt.

O R T I

175kDa
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30 kDa
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Abbildung 24: SDS-Gelbild des '"N-markierten PD1-CPD-Zt2. Die Zahlen 36-48 symbolisieren die aufgefangenen Fraktionen.
Der weifle Balken zeigt den Bereich an, aus welchen Fraktionen das Protein zusammen ,,gepoolt* wurde.

6.3.2 Phosphorylierung und Aufreinigung

Das phosphorylierte PDI1-CPD-Zt2 (Iml) wurde nun mit dem Zelllysat (siche 1.2.10)
zusammengebracht und fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Aufreinigung erfolgte wie in
1.2.10 beschrieben. Wiahrend der Aufreinigung wurden einige Proben gezogen (Abbildung 25), um

den Reinheitsstand nachvollziehen zu konnen. In der Abbildung 25 kann grundsétzlich erkannt
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werden, dass durchgehend zwei grole Banden dominieren. Die letzte unterste Bande kommt durch die
Degradierung von Proteasen zustande, die im Zelllysat vorhandenen sind. Vergleicht man nun die
»PD1-CPD-Zt2 Eluat“ Lane mit der ,,PD1-CPD-Zt2 dialysiertes Eluat nach G25 Sdule* Lane, dann
sieht man, dass in etwa gleich viel Protein nach der G25 Siule eluiert wurde wie im urspriinglichen
Eluat vorhanden war. Um sicher zu gehen, dass alles aus der G25 Saule eluiert wurde, wurde durch die
Sdule NMR-Puffer laufen gelassen. Wie man in der ,,PD1-CPD-Zt2 dialysiertes Eluat nach G25 Séiule
(2nd)*“ Lane erkenne kann, werden keine signifikanten Proteinmengen mehr ausgewaschen. Dies
deutete darauthin, dass es seitens der G25 Séule kein Proteinverlust gab. Die Lanes ,,Pd1 CPD Zt2 mit
Zelllysat nach 3h Inkubation und ,,Pd1 CPD Zt2 mit Zelllysat nach 3h Inkubation (2)* bestehen aus
der ein und derselben Fraktion. Das mit ,,(2)* gekennzeichnete ist beim Auftragen aus Versehen in die
zweite Lane libergelaufen. Wenn der Reinheitszustand der Lane ,,Pd1 CPD Zt2 mit Zelllysat nach 3h
Inkubation® mit ,,PD1-CPD-Zt2 FEluat“ verglichen wird, ist deutlich zu erkennen, dass die
Aufreinigung durch die kleine Gravity Saule (1.2.10) nicht sehr effektiv ist und noch optimiert werden

muss.

175 kDa
B0 kDa

58 kDa
46 kDa

30 kDa
25 kDa

Abbildung 25: Aufreinigung des phosphorylierten PD1-CPD-Zt2 in der Ni**-Gravity Column.

Die Proteinkonzentration betrug nach der Eluation aus der G25 Sédule 1,9mg/ml (0,087mM) in einem
Volumen von 1,5ml. Um die Konzentration zu erhéhen wurde auf bis zu 500ul (4mg/ml)
aufkonzentriert. Die Probe wurde dann mit 50ul D,O versetzt und war fiir die Vermessung im NMR

Spektrometer fertig.
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6.3.3 HSQC

Im Anschluss an die Aufreinigung wurden HSQCs vom phosphoryliertem und nicht-phosporyliertem
PD1-CPD-Zt2 aufgenommen und mit dem HSQC vom PD1-CPD iibereinander gelegt (Abbildung 26).
Die Pfeile in der Abbildung 26 symbolisieren Peak shifts. Die beiden Pfeile, die durch die Sternchen
markiert sind, konnten phosphorylierte Tyrosine sein. Aufgrund der nicht vollstindigen Zuordnung der
Peaks, wire eine solche Aussage spekulativ und miisste erst durch weitere Experimente oder besser

aufgelOste Spektren bestétigt werden.

10 S 8 T

1 Ztag-PD1 (P) . ' it
— 110- Ztag-PD1 ;110

g_ 1 PD1 - §
g 1151 | £ 115
5 1201 120
3 125- [ 125
30— . 1430

10 9 8 7

®, - 'H (ppm)

Abbildung 26: Uberlagerung des phosphorylierten PD1-CPD-Zt2, Nicht-phosphorylierten PD1-CPd-Zt2 und PD1-CPD HSQC.
Die Sterne symbolisieren die potenziellen phosphorylierten Tyrosine.

7 Ausblick
Das Anfangs beschriebene Problem mit der Degradierung konnte durch Beibehaltung des Zt2-Tags

verbessert werden, aber nicht vollstindig gelost werden. Es bleibt also viel Optimierungsarbeit in der
Aufreinigung sowohl des phosphoryliertem als auch des nicht-phosphoryliertem PD1-CPD bzw. PD1-
CPD-Zt2 iiber. Auch muss die Degradierung minimiert werden. Denn nur durch einen hohen
Konzentrationsgehalt und einen hohen Reinheitsgrad konnen gute Spektren aufgenommen werden.
Der nichste Schritt konnte z.B. durch spezifische Anti-Phosphotyrosin Antikorper erfolgen, der die
Phosphorylierung bestdtigen konnte. Im weiteren Verlauf miisste auch der potenzielle
Interaktionspartner SHP-2 exprimiert und aufgereinigt werden. Durch Interaktionsstudien mit diesem
Protein konnte erstmals auf strukturbiologischer Ebene der Interaktionsmechanismus beschrieben

werden und so der erste Schritt in das genaue Verstidndnis des ,,PD1-Pathways® gemacht werden.
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