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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten hundert Jahren sind Krankheiten ®Rest, Tuberkulose und Ruhr in den
Industrielandern in Vergessenheit geraten, da déerHygienestandard verbessert wurde und
Arzneimittel zur Bekampfung dieser Krankheiten \artlen sind. Aber gerade die &rmeren
Lander, besonders die der Dritten Welt, haben nmtér diesen Krankheiten zu leiden.

Die Shigellenruhr oder Shigellose betrifft besosdégen afrikanischen Kontinent. In den Jahren
2000 bis 2004 brachen im Sudan, Zentralafrika,r&ieeone, Liberia und Lesotha Epidemien
aus, die von der WHO erkannt und beka&mpft wurdehgefein werden 163 Millionen
Erkrankte pro Jahr in den Dritte Welt Landern ragst, wobei 1.1 Millionen an den Folgen der
Krankheit sterben. 61% davon sind Kinder unter Breqa Grinde fur diese Epidemien sind
Krieg, Hunger und schlechte Hygiene. Ziel solltesesiit sein, den Staaten eine Moéglichkeit zur

eigenen Bekampfung der Krankheit in die Hand zwegdt].

1.1 Klassifizierung der Shigellen

Shigellen gehoren zur Familie der Enterobakterien ind unbegeil3elte, unbewegliche,
gramnegative, fakultativ anaerobe Stabchenbakt¢2jemlie eine hohe Identitat nmitscherichia
coli haben [3]. Shigellen sind Lactose-negativ, sawdymierend aber nicht gasproduzierend bei
der Fermentierung von Kohlenhydraten [4].

Vier Spezies gehdren zur Familie der Shigellen,adieGrund von verschieden spezifischen O-
Antigenen insgesamt 41 Serotypen beinhalten unendeatirlicher Lebensraum der Darm des
Menschen ist, welcher das einzig relevante Reserdarstellt [5]. In Deutschland sind
Infektionen mit Shigellen nur vo8. sonnemit einem Anteil von 70-80% un8. flexnerimit

einem Anteil von 10-20% von Bedeutung [6].
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* Gruppe A §. dysenterige in tropischen und subtropischen Gebieten, fetiadgnkein
Mannitol, 13 Serotypen, Typ 1 produziert Shiga-Toxi
(besonders schwere Infektion in explosionsartigenl&mien
und selbst Pandemien)

e Gruppe B §. flexner: weltweit, fermentiert Mannitol, 8 Serotypen

e Gruppe C8&. boydi): hauptséachlich in Vorderasien und in Nordafrikanfentiert
Mannitol, 18 Serotypen

e Gruppe D §. sonngi weltweit, fermentiert Mannitol, 2 Serotypen, agy milder
Krankheitsverlauf.

1.2 Pathogenese

1.2.1 Krankheitsverlauf

Shigellen werden fakal-oral als Schmierinfektioneoodiber kontaminierte Nahrungsmittel
aufgenommen. Bereits 10 bis 100 Bakterien sindegtlsgnd eine Infektion auszulésen [7]. Der
niedrige pH-Wert im Magen bietet kaum Schutz, dakteeger selbst noch nach 20 h im Magen
regenerationsfahig ist. Im Dinndarm angekommenneglie Vermehrung, wodurch der Titer
nach 24-36 h bereits 1enL™ betragt [8]. Somit kommt es in leichten Fallendyspeptischen
Beschwerden, Fieber und Durchfallerscheinungens8aiereren Fallen kommt es zu Nekrosen
und Geschwirbildungen im Dickdarmbereich, sowiekBazmschleimhautblutungen oder sogar
Perforationen, die bei unzureichender Behandlungn Ztode fuhren. Bei Infektion miB.
dysenteriaevom Typ 1 entstehen dariber hinaus Schaden dwshStiga-Toxin, die sich in
einem hamolytisch urdmischen Syndrom manifestieren.

Fur diese Blutungen und Perforationen ist die Hé&higdes Erregers verantwortlich, in
Epithelzellen einzudringen [9][10], sich dort gedtdt zu vermehren und weitere Epithelzellen
nach dem Zelltod der Wirtszelle zu infizieren [1Durch diesen Prozess wird ein Grof3teil des
Epithels zerstort, was zu einer verminderten Wasdeahme und somit zum Durchfall fihrt.
Die Infektion endet mit dem Erreichen der Laminagsira durch den Erreger, da durch die

daraufhin eintretende Entziindungsreaktion die $bigeffizient vernichtet werden.
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1.2.2 Diagnose, Behandlung und Pravention

Shigellen lassen sich kurz nach der Infektion sithmed einfach im Stuhl des Patienten
nachweisen, wobei sich die Isolierung in spatertai€n schwieriger gestalten kann.

Die Behandlung erfolgt Gber Aufrechterhaltung désss§igkeits- und Elektrolythaushaltes. Die
Infektion heilt eigenstandig in ein bis zwei Wochdurch Exkretion der Keime via Stuhl und
Entzindungsreaktion an der Lamina propria aus, di®erKindern sind zusétzlich noch
Antibiotika angezeigt.

Gabe von Antibiotika kann grundsatzlich den Krantdwerlauf verkirzen, wobei Ampicillin,
Tetracyclin, Doxycyclin, Trimethoprim-Sulfamethoxahd Chinolone zur Behandlung geeignet
sind.

Pravention ist beschrankt auf Handewaschen unceralign HygienemalRnahmen, da kein
Impfstoff existiert und nur Immunitaten gegen jelwadinen Serotyp nach klinisch induzierten
Infektionen aufgebaut werden kann. Mit Erregernziafte Kleidung oder Gegenstande sollten
bei 60 °C gewaschen oder 12 h in Desinfektionsiigengeweicht werden.

Der direkte oder indirekte Nachweis von Shigellsnriach § 7 Infektionsschutzgesetz (IfSG)
meldepflichtig, im Besonderen nach 8 6 IfSG furdeeen gemal § 42 IfSG, Personen des
offentlichen Lebens oder Personen, die mit Lebettsimiin Bertihrung kommen, und bei der
Infektion von zwei oder mehr Personen, bei denem epidemiologischer Zusammenhang

wahrscheinlich ist oder vermutet wird [6].

1.3 Shiga-Toxin (Stx)

Das Shiga-Toxin (Stx) wird auch als Verotoxin o&riga-like Toxine bezeichnet und umfasst
einige Varianten, wobei die Bezeichnung ,Shiga-htxiler Speziesshigellavorbehalten ist.
Die Toxine in E. coli werden auf Grund von Aminosauresequenzuntersamiedezwei
Hauptgruppen Stx1 und Stx2 aufgeteilt, wobei weitéarianten dieser Toxine mit c, d, e oder f
erweitert werden [12].

Das vom Serotyp 1 der Spezigs dysenteria@roduziert Shiga-Toxin ist nahezu identisch mit
dem Shiga-Toxin 1 von enteroh&dmorrhagisckeicoli. Das Toxin behindert die Aufnahme von
Elektrolyten, Glucose und Aminoséuren durch Bloekievon deren Aufnahmerezeptoren.

11
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Durch Abspaltung einer Adeninbase von der 28S-rRi¢A 60S-Ribosomenuntereinheit wird
die Proteinbiosynthese behindert, wodurch es zlidétzytotoxisch ist. Bei Kleintieren wirkt
das Toxin lahmend und verursacht hamolytische gemei Syndrome, die in Nierenversagen
enden konnen. Die Toxizitat wurde mit Shiga-ToximsMelmutanten belegt, die zwar ins
Zellinnere eindringen aber keinen blutigen Durdrdallosen.

Das Toxin besteht aus einer 32 kDa schweren A-@imbeit, die die Abspaltung der
Adeninbase verursacht, und funf identischen 7.7 lddaweren B-Untereinheiten, die die
Bindung des Komplexes an den eukaryotischen Zeltez Gh, Glycosphingolipid, und den
Eintritt in die Zelle ermdglichen [13]. Die A-Untinheit kann in zwei Isoformen Stx1 und Stx2
vorliegen, deren Identitat 55% betragt. Die Strudstuvon Stx1 [14] und Stx2 [15] wurden von

Fraseret al. gelost.

1.4 Epithelzelleninvasion

Die Aufklarung des Mechanismus der Darmepithelirorasst Ziel vieler Arbeitsgruppen, wobei
die Invasion an Hand von Studien 18higella flexnerbereits gut erforscht ist [16][17][18].

Die Fahigkeit zur Invasion der Shigellen hangt wamem 220 kB grof3en Virulenzplasmid mit
einem 31 kB grof3en Bereich ab, der fur die 32 vgsheén Gene wigpgC, ipaA, ipaB, ipaC,
ipaD, sowie diemxi undspaGene [19][20] kodiert.

Der Eintritt in die Epithelzellen erfolgt nach Adfiédn von der basolateralen und nicht von der
apikalen Seite, die dem Darmlumen zugewandt ist [Rdlglich muss ein Umweg Uber die M-
Zellen der Peyerschen Plaques erfolgen [23][24].

12
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— Aktinfilamenta

Epithelzelle

%
neutrophiler Granuwozyt

Abbildung 1.1: (1) Invasion Uber die M-Zellen der PeyerischergBés mit direkt anschlieRender Infizierung des
Epithels. (2) Aufnahme durch Makrophagen zur Zewstd der Shigellen. (3) Infizierung des Epithelscma
Freisetzung durch Auslésen der Apoptose der Makageh. (4) Nach Einwanderung von Granulozyten und de
damit verbundenen Auflosung der Zell-Zell-Verbinden erfolgt direkte Infektion des Epithels. (Quelle
http://www.mpg.de/bilderBerichteDokumente/dokuméintajahrbuch/2003/infektionsbiologie/forschungs®einp
unkt/index.html, 09.09.2006)

1.4.1 Invasion uber die M-Zellen

Die M-Zellen sind spezialisierte Darmephitelzellater Peyerschen Plaques, die das
Lymphgewebe bedecken und fur die Aufnahme und desnsport von Antigenen und
Pathogenen verantwortlich sind [23][24]. Nach Tpars der Shigellen in die Lymphfollikel,
kbnnen sie direkt die Invasion beginnen oder siedem zunachst durch Makrophagen
aufgenommen, welche die Aufgabe haben, den Ermgeerstoren.

Die Aufnahme durch Makrophagen wird durch Sezeemerdes bakteriellen IpaC
vorangetrieben. BeipaC-Mutanten wurde eine 80%ige Reduktion der AufnaHestgestellt
[27]. Nach Phagozytose durch den Makrophagen entkoder Erreger dem Phagosom durch
Auflosen der Membran [28] und gelangt ins Makrograrytoplasma. Dort sezerniert das
Bakterium IpaB, das das Interleukif-lconverting enzyme (Ice) oder Caspase-1 (Casp-1)
aktiviert [29], das die Apoptose des Makrophagesgalost [30][31].

13
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Caspasen sind Cystein-Proteasen und spielen eaitige Rolle bei der Apoptose, da diese zur
Spaltung von verschiedenen Proteinen fahig sinteruanderem von DNA-Reparaturenzymen,
Transkriptionsfaktoren, Signaltransduktionsmolekile@d Strukturpoteinen.

Das Ice oder Casp-1 uberfuhrt die inaktiven Zytekin-13 und IL-18 in die jeweils aktive Form
[32][33], wobei IL-13 die heftige Entzindungsreaktion auslost, die zuarken
Gewebeschadigung fuhrt, und die antibakteriellewdnt durch IL-18 induziert wird. Ob die
Konzentration an IL-18, welche durch die Zerstoruey Makrophagen freigesetzt wird,
ausreicht, oder ob weitere Zellen des Organismud8IlLproduzieren, ist noch unklar. Die
Aktivierung der Zytokine geschieht durch Abspaltugiger Doméne, so dass anschlie3end der
31 kDa schwere inaktive "Precursor” von IB-als 17 kDa schwere aktive Form vorliegt. Die
Rolle der Zytokine wurde an Hand von IB-Knockout-Mausen, bei denen die
Entztndungsreaktion fehlte, und mit 18-Knockout-Mausen, bei denen die antibakterielle
Reaktion ausblieb, bewiesen [34]. Durch die Apoptagrden die Shigellen wieder freigesetzt

und kénnen von der basolateralen Seite in das Datine eindringen.

1.4.2 Invasion mit Hilfe der neutrophilen Granulozy  ten

Auf Grund der Entziindungsreaktion durch IB-ivandern neutrophile Granulozyten zum
Infektionsherd und o6ffnen die dichten Zell-Zell-H&ferbindungen, was es dem Erreger
ebenfalls erlaubt auf die basolaterale Seite zuangein [24]. Blockierung der
Granulozytentransmigration durch Inhibition derehi¢ukin-1 vermittelten Signaltransduktion
fuhrt zu einer verminderten Invasion von Shigellemas fur die Tragweite dieses Weges spricht
[35][36].

Neutrophile sind wie die Makrophagen ein Teil degeborenen Immunsystems und bilden die
Frontlinie bei Infektionen mit Mikroorganismen wihigellen. Die Vernichtung des Erregers
findet nach Phagozytose durch Aktivierung der,-GXidase (Produktion von
Sauerstoffradikalen) und INO-Synthase (Produktionon v Stickstoffmonoxid) und
antimikrobiellen Peptiden statt. Zusatzlich wirdsdBrotein Neutrophile-Elastase sezerniert,
welches eine schnelle Degradierung der Ipa-Proteim#® von IcsA (siehe Abschnitt 1.4.5)
bewirkt.

14
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1.4.3 Typ lll Translokon und Invasion

Durch den physikalischen Kontakt mit Glykoproteinder Epithelzelle, wie Fibronectin,
Laminin oder Kollagen Typ IV [38] wird die Sekretiaer Invasine IpaA, IpaB, IpaC und IpaD
sowie wenigstens 15 weiterer Proteine durch einziBpehes ATP-abhéngiges Typ |l
Translokon stimuliert [39][40].

Das Translokon wird aus mindestens zwanzig Genptedu des mxispaOperons
[41][42][43][44][45] aufgebaut, welche eine 50 nrangie helikale externe Nadel mit einem
Aulendurchmesser von 7 nm und einem Innendurchmesse2 nm bilden [46]. Diese Nadel
ist mit der Halsdomane verbunden, die aus zwei &irtgesteht, welche tber ein 10 nm langes
und 21 nm breites Stabchen verbunden sind.

Abgeschlossen wird das Translokon von einer knahefichen Protuberanz, die ins Zytoplasma
des Bakteriums reicht und fir die Substraterkennung den Transport der Invasine in die
Epithelzelle durch Basis und Nadel verantwortlish[47][48].

Die Sekretion erfolgt, indem zuerst die Ipa-Prateam der Oberflache angereichert werden und
nach Kontakt mit der Wirtszelle ins externe Mediwentlassen werden [39], wobei die
Wechselwirkung zwischen IpaB und dem wirtseigengaltitonanrezeptor CD44 die Sekretion
von IpaA bewirkt [49][50]. Dieser Rezeptor ist rauf der basolateralen Seite zu finden, was die
Polaritat der Shigellen erklaren konnte. Der zyaspiatische Anteil ist mit Ezrin-Radixin-
Moesin-Proteinen assoziiert, welche als Linker zimesn Zytoskelett und Zellmembran durch
Actinbindung dienen [51]. Die Sekretion scheinttabei Membranbereichen zu funktionieren,
die keinen CD44-Rezeptor, aber einen hohen Anteil Gholesterol oder Shingoliphiden
besitzen. IpaB bindet mit hoher Affinitat direkt @ésterol mit einer Stdchiometrie von einem
Cholesterolmolekl auf sechs IpaB-Molekile [S2h&wveitere Moglichkeit der Aktivierung der
Sekretion wére die Bindung von IpaB an das bagsal&ensp;-Integrin, welches einen
heterodimeren Matrixrezeptor darstellt [53]. Siradne Sekretionssignale vorhanden, blockieren
IpaB und IpaD durch Bildung eines Komplexes das3liegkon. Nach Aktivierung der Sekretion
wird die ATPase Spa47 bendtigt, um sezernierteeRren in den Kanal des Typ Il Translokon
zu beférdern [39][54].

Fur den Invasionsprozess sind Hauptverantwortlidlee Invasine IpaB und IpaC, die nach
Komplexbildung eine 25 A groRe Pore in der Wirtsrbean bilden [47][55], durch die weitere
bakterielle Proteine in das Cytosol der Wirtszgidangen. Im bakteriellen Zytoplasma wird die
Assoziation und der Abbau der beiden Proteine ddesh Chaperon IpgC verhindert [56][57].
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IpaD ist auf noch ungeklarte Weise fir die Insertaer IpaB/IpaC-Pore in der Wirtsmembran
verantwortlich [58]. Die Wirkung des IpaB/IpaC-Kotapes wurde mit Hilfe von
bakteriengroRen Latexpartikeln gezeigt, die misdie Komplex assoziiert waren und daraufhin
in-vitro von Hela-Zellen aufgenommen wurden [55]e Aufnahme der Latexpartikel erfolgte
mit einer erregerspezifischen Neuordnung des Ze#ol Zytoskeletts {ber einen
phagozytoseahnlichen Mechanismus [59].

Die Invasion des Bakteriums erfolgt durch IpaC, daés Polymerisation von Actin auslost,
indem zytoskelettale Proteine der Wirtszelle rakrtitwerden [55][60]. Die Rolle von Actin
konnte Uber die Inhibition der Actinpolymerase @jtochalasin B bewiesen werden, welches
die Aufnahme des Bakteriums verhindert [61]. Ipgielches noch vor dem Eintritt des
Bakteriums in die Wirtszelle entlassen wird, demtmsyliert Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat zu Phosphatidylinositol-5-monophospbRatdurch wird in der Wirtszelle eine
Signaltransduktionskette ausgelOst, die deren itatasteigert und Apoptose verhindert [62].
Durch die Polymerisation des Actins entsteht eitigebformige Struktur, die am Ende das
ganze Bakterium umgibt. An der Eintrittsstelle siridr die Aufnahme des Erregers
actinbindende Wirtsproteine wichtig, die eine patal Bindelung durch Quervernetzung
fordern, um mogliches Zurtckdrangen zu vermeidedj [64] [65]. Das Invasin IpaA gelangt
sehr schnell in die Wirtszelle, tberfuhrt das veiigene Protein Vinculin in seine aktive Form
und rekrutiert a-Actinin  zur Quervernetzung. Der Vinculin-lpaA-Koheg fordert die
Depolymerisation von Actin, um ein mdgliches Absinféles Bakteriums zu verhindern [66].
Die phagosomale Vakuole wird nun in einem makropymatischen Prozess in die Wirtszelle
eingebracht [63] und dann innerhalb von 15 minedstsiwas durch IpaB [67][68] und IpaC [69]
via Porenbildung [58] unter Hilfe von IpaD [70] gbgeht. Danach kann sich der Erreger frei im
Zytoplasma der Zelle fortbewegen [71].

1.4.4 Ausbreitung und Ubertritt in weitere Epithelz  ellen

Da Shigellen unbegeil3elte Bakterien sind, erfolgthadie Fortbewegung in der Wirtszelle via
Polymerisation von Actin und der Bindelung mit sgigenem Fibrin. Der Erreger entfernt sich
vom Invasionspunkt mit einer Geschwindigkeit von1B)um/min, um in benachbarte Zellen
einzudringen [72]. Fur die Polymerisation von Aatimerhalb der Zelle und somit fur die intra-
und interzellulare Ausbreitung ist das Protein leskantwortlich.icsA-Mutanten kénnen zwar
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in-vitro in Epithelzellen eindringen, sind aber Imicmehr in der Lage, sich im Epithel
auszubreiten [73]. Ist der Erreger an der Zellmemhkangelangt, erfolgt ein hochorganisierter
Zell-Zell-Kontakt von der infizierten zur Nachbaliee Dieser Zell-Zell-Kontakt beruht auf einer
schlauchférmige Vorstllpung, die weit in die Naadtzedle hineinragt, wodurch das Bakterium
vollstandig aufgenommen werden kann und kurzzeiig zwei Membran umgeben ist [74]. Die

resultierende Membrandoppelschicht der Wirtszeltd wchliel3lich aufgeldst.

1.5 Pathogenitatsfaktoren

In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch umemmen, eine Reihe der
Pathogenitatsfaktoren rekombinant 1 coli zu produzieren. Diese sollen im Folgenden

vorgestellt werden.

1.5.1 Chaperon IpgA

IpgA ist ein Chaperon aus 129 Aminosauren mit eindimiekulargewicht von 15.1 kDa,
welches im bakteriellen Zytosol vorliegt und deralSlisierung und Sekretion des
Effektorproteins IcsB dient [76].

1.5.2 Effektor IcsB

IcsB besteht aus 494 Aminosauren mit einem Molegelaicht von 56.4 kDa, welches durch
das Typ llI-Translokationssystem sezerniert wirdl uim spétere Schritte der Invasion involviert
ist. Die Interaktion mit dem Chaperon IpgA erfoigt Bereich von Aminosauren 171 bis 247
[76][77].
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1.5.3 Effektor IpgB oder IpgB1

IpgB1l besteht aus 208 Aminosduren und hat ein Mddegewicht von 23.7 kDa. Im
bakteriellen Zytoplasma liegt es mit dem ChapergalS assoziiert vor, welches fur die
Stabilitat von IpgB1 notwendig ist [78][79]. NacloKtakt mit der Wirtszelle wird IpgB1 tber
das Typ lll-Translokationssystem in die Wirtszelezerniert [40], wo es im Bereich der
Zytoplasmamembran und innerhalb der Membranaussiggn akkumuliert. In der
eukaryotischen Zelle scheint IpgBl fur die Aktivieg der Kinasen Rac und Cdc42
verantwortlich zu sein. Diese Kinasen sind fur Bielung von Lamellipodien und Filopodien

verantwortlich, die beim Eintrittsprozess der Ingaswichtig sind [80].

1.5.4 Effektor TrcA oder IpgB2

IpgB2 ist ein 21.5 kDa Protein aus 188 Aminosaumas wie IpgBl zu einer Familie von
Effektorproteinen gehort, deren Mitglieder die GalRive Form von GTPasen der Rho-Familie
imitieren. Diese Effektorproteine binden weder eBuanin-Nukleotid noch zeigen sie
Sequenzhomologie zu den konservierten GTPase-Dam&ssentiell fir ihre Funktion ist in
jedem Fall ein invariantes WxxxE-Motiv. IpgB2 widlrch das Typ llI-Translokationssystem
sezerniert und interagiert mit einer Reihe von eyd#schen Kinasen, wie Citron-Kinase
(CRIK), ROCKI, ROCKII und mDial. ROCKI und ROCKIlirgl fur die Stressfaserbildung
erforderlich. IpgB2 interagiert mit den Rho-Bindgdgmanen dieser Proteine und stimuliert in
der Wirtszelle den Aufbau von Stressfasern. Did&egang wird sonst durch GTP-aktiviertes
RhoA ausgelost [81].

1.5.5 Chaperon IpgC

IpgC besteht aus 155 Aminosduren mit einem Molegelaicht von 17.8 kDa und dient im
bakteriellen Zytoplasma als Chaperon fur die Inva$paB und IpaC, um dort deren Assoziation
und Abbau zu verhindern [56][57].
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Nach Sezernierung der Invasine IpaB und IpaC ubsr1gp llI-Translokationssystem fungiert
IpgC als Coaktivator des Transkriptionsfaktors MxIBieser Transkriptionsfaktor ist fir die
Expression der spaten oder intrazellularen Pathtégegene wie/irA sowie derosp-undipaH-
Gene erforderlich [82]. Vermutlich bindet IpgC aendN-terminalen Teil von MxIE, wodurch
eine Konformationsdnderung von MXxIE stattfindet,swdas Binden an die entsprechenden
Promotorregionen oder die Aktivierung der Trangkoip durch die RNA-Polymerase erlaubt.

1.5.6 Invasin IpaB

IpaB ist ein 580 Aminosauren umfassendes Proteiremem Molekulargewicht von 62.2 kDa,
welches im bakteriellen Zytoplasma mit dem ChapelpgC assoziiert ist [56][57]. IpaB
ermdglicht dem Erreger nach Lyse der phagosomadude der Makrophagen [67][68] durch
Aktivierung des Interleukin{i converting enzyme (Ice) oder der Caspase-1 (Caspelche die
Apoptose des Makrophagen ausldst, wieder ins Zgtoph freigesetzt zu werden [29][30]

[31].

Ist das Typ llI-Translokationssystem inaktiv, bildpaB mit IpaD innerhalb des Translokons
einen Komplex, der die Sekretion anderer Effektobdockiert [39]. Bei aktivem Typ Il
Translokationssystem wird IpaB sezerniert und bildeé dem ebenfalls sezernierten IpaC einen
stabilen Komplex, der sich in Form einer 25 A weifore in die Wirtszellmembran einlagert
[58]. Fir die Interaktion von IpaB mit IpaC sindedAminosaurereste 367 bis 458 von IpaB
wichtig [83]. Durch diese Pore kann dann unter AadelpaA in die Wirtszelle gelangen [47]
[49][50]. Durch die Sekretion weiterer Effektoreadginnt die Aufnahme des Bakteriums in die
Wirtszelle [55]. IpaB und IpaC scheinen auch fig tHiyse der Doppelmembran beim Ubertritt

von einer Epithelzelle zur nachsten verantwortidalsein [57].
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1.5.7 Invasin IpaC

IpaC ist ein 363 Aminoséuren umfassendes Proteireimem Molekulargewicht von 41.0 kDa,
welches im bakteriellen Zytoplasma mit IpgC asswzworliegt [56][57]. Nach Sekretion durch
das Typ llI-Translokationssystem spielt IpaC dieuptaolle bei der Aufnahme durch die
Makrophagen, wobei die Aminosduren 117 bis 169 fiie Interaktion mit der
Makrophagenmembran wichtig sind [27]. Nach der Ahime ist IpaC an der Lyse der
phagosomalen Vakuole der Makrophagen beteiligt [(29] AulRerdem ist IpaC fur die
Aufnahme des Erregers in die Epithelzellen verartigb [70][84], indem es im Komplex mit
IpaB eine 25 A weite Pore bildet, welche sich ia Wirtszellmembran eingelagert [58]. Durch
diese Pore gelangen weitere Effektoren in die \a@its[55]. AulRerdem soll IpaC das
wirtseigene Protein Cdc42 aktivieren, was die Bilglwon Filopodien induziert [88].

IpaC besteht vermutlich aus drei Domanen, von dehemn-termiale (Aminosaure 1 bis 116)
wohl fur die Interaktion mit IpaB verantwortlich sti Die mittlere Domane, welche die
Aminosauren 117 bis 191 umfasst und aus zwiielices sowie einem Loop besteht, ist fur die
Einlagerung in die Wirtszytoplasma-Membran wichfy][86]. Die restlichen,C-terminalen
Aminosauren bilden die dritte Doméne, welche fi@ lthduzierung der Actin-Polymerisation
bendtigt wird [60].

1.5.8 Invasin IpaD

IpaD besteht aus 332 Aminoséuren und hat ein Midegewicht von 36.6 kDa. Solange das
Typ llI-Translokon inaktiv ist, bildet es einen Kpiex mit IpaB, der die Sekretion von anderen
Effektoren durch das Translokon blockiert [39].[%&udem soll die Effizienz der Insertion des
Komplexes aus IpaB und IpaC in die Wirtszellmemhwan IpaD abh&ngen [58].
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1.5.9 Transkriptionsaktivator MxiE

MXxIE besteht aus 251 Aminoséauren und hat ein Mdégewicht von 29.3 kDa. Im bakteriellen
Zytoplasma ist es zunachst mit OspD1 assoziietizhes wiederum einen Komplex mit Spal5
bildet [90]. Wahrend der Expression desiE=Gens muss ein Frameshift in einer (auf DNA-
Ebene) sehr T-reichen Region erfolgen, indem egétaliches U-Nukleotid in die resultierende
MRNA eingefiigt wird. Es wurde gezeigt, dass beg8len, die in Vollmedium wachsen, die
korrektemxiE-Expression mit einer Effizienz von 30% stattfinfit].

MXxIE gehdrt zu den Transkriptionsaktivatoren dea®@+sFamilie und ist fur die Expression der
.spaten Gene" wie degirA-Gens, verschiedenespGene und deipaH-Gene verantwortlich.
Dazu miussen die Invasine IpaB und IpaC uber dasllFfpansiokon sezerniert werden, um
IpgC freizusetzen. Nach der Sekretion des Antialttixs OspD1 wird MxIE freigesetzt, welches
nun mit IpgC assoziiert. Dadurch kommt es bei Mzxik einer Konformationsanderung, die
wiederum das Binden von MxIE an die entsprechei®emoterregionen oder die Aktivierung
der Transkription durch die RNA-Polymerase ermdglidMxiE bindet Uber ein 17 Basenpaare
langes Motiv, welches als MxIiE-Box bezeichnet wirdl mit der ,-35"-Region tberlappt, an die
Promoterregionen der jeweiligen Gene [92]. Die &ild des Komplexes aus IpgC und MXIE ist

fur die Funktion von MxIE essentiell [82].

1.5.10 Antiaktivator OspD1

OspD1 ist ein 225 Aminosauren umfassendes Protdin emem Molekulargewicht von

24.8 kDa, das als Antiaktivator des Transkriptiegsiators MxIE dient. Es bindet im
bakteriellen Zytoplasma und inaktiven Zustand dggs M-Translokons mit Spal5 assoziiert an
MxIE, wodurch die Bindung von MxIE an DNA-Abschmtiverhindert wird. Erst durch die
Sekretion von OspD1 wird MxIE freigesetzt, woranfiMxiE mit IpgC assoziieren kann,

welches zuvor durch Sekretion von IpaB und Ipa@ésetzt wurde [82][90].
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1.5.11 Chaperon Spal5

Spal5 besteht aus 133 Aminoséauren, hat ein Molejedacht von 15.1 kDa und dient als
Chaperon von IpaA, IpgBl, OspC3, OspD1l und wahiatble OspB. Spal5 bildet ein
funktionelles Dimer, das fur die Stabilitdt von Biyaber nicht von IpaA wichtig ist. Dennoch
muss im Zytoplasma gespeichertes IpaA mit Spalbzasg sein, da sonst IpaA pamature
I6sliche Komplexe bildet, die die eigene Sekreti@mhindern. Wenn das Typ 1ll Translokon
aktiv ist, bendtigt IpaA kein Spal5, da es zu destea Pathogenitatsfaktoren gehort, die in die
Wirtszelle entlassen werden. Die Interaktionsstetha IpaA mit Spal5 befindet sich in der
Region zwischen den Aminosaureresten 263 und 385 Die Kristallstruktur von Spal5 wurde

von van Eerdet al. gelost [89].

1.5.12 Effektor IpaA und das Wirtsprotein Vinculin

IpaA ist ein 633 Aminosauren umfassendes Protetremem Molekulargewicht von 70.1 kDa,
das Uber den IpaB/IpaC-Kanal sehr schnell in dietdzklle Gberfihrt wird, um dort das
wirtseigene Protein Vinculin durch Entfalten inrseiaktive Form zu tberfihren undActinin
zur Quervernetzung zu rekrutieren. Der VinculinApgomplex fordert die Depolymerisation
von Actin, was ein Abstol3en des Bakteriums vonWetszelle wahrend des Eintrittsprozesses
verhindert. Wahrend fir das Binden an IpaA nur éwddoméne von Vinculin zwischen den
Aminosauren 1 und 265 bendtigt wird, ist fur seméstandige Funktion das Volllangenprotein
erforderlich. Das Abstofien wird durch Rekrutieruran a-Actinin verhindert, das mit dem
Vinculin-lpaA-Komplex aus den Mikrospikes durch Quernetzung und Abtrennung von
storenden Actinfilamenten an der Offnung kleinet@8lien formt. AuRerdem wird diskutiert,
dass durch die Aktivierung von Vinculin lokale Adidnskomponenten rekrutiert werden,
welche zur verstarkten Anheftung des Erregers andrtszelle fihren. Die Rekrutierung von
zytoskelettalen Proteinen wirkt sich auf Signalrkdle wie Tyrosin-Kinasen aus, die wiederum
eine Herabregulierung der Actinpolymerisationen hnagich ziehen. IpaA wird vor der
Aktivierung des Typ Il Translokons im Zytoplasmardh Assoziation mit Spal5 gespeichert.
Nicht mit Spal5 assoziiertes IpaA behindert nachivideung des Typ llI-Translokons die
eigene Sekretion [66].
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1.5.13 Chaperon IpgE

IpgE besteht aus 120 Aminosduren und hat ein Mddegewicht von 13.7 kDa. In der
Bakterienzelle dient es als Chaperon zur Stahilisig von IpgD [43][78]. AuRerdem wurde eine

Interaktion mit Spa-orfll festgestellt, dessen Fanknoch unbekannt ist [88].

1.5.14 Effektor IpgD

IpgD besteht aus 538 Aminosauren mit einer Masse 5®.8 kDa und ist im bakteriellen
Zytoplasma mit dem Chaperon IpgE assoziiert [43][lf&)D wird durch das Typ llI-Translokon
sezerniert und l6st in der Wirtszelle eine Sigmaalsduktionskette aus, die letztendlich deren
Vitalitat steigert und Apoptose verhindert [62].iBd&em Protein handelt es sich um eine
Phosphatidylinositol-Phosphatase, die spezifischospthatidylinositol-4,5-bisphosphat  zu
Phosphatidylinositol-5-monophosphat degradiert. &dBm scheint IpgD an der Ausbildung der
Eintrittsstruktur durch Aktivierung der wirtseigen®roteine Cdc42 und Rac beteiligt zu sein,
welche die zytoskelletale Umgestaltung der Wirltszéh Bereich der Eintrittsstruktur durch

Bereitstellung von Actin-Monomeren zur Polymerisaterhéhen [87].

1.5.15 Spa-orfll

Spa-orfll, dessen Funktion noch ungeklart ist, dh¢saus 89 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 10.4 kDa. Es wurde berichtieiss es einen Interaktionspartner von IpgE
darstellt [88].
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1.5.16 Effektor IpgF

IpgF ist eine Transglycosylase aus 152 Aminosamméreinem Molekulargewicht von 17.6 kDa.
Womdglich schneidet IpgF vom bakteriellen Zytoplasaus kleine Locher in die Zellmembran

des Erregers, um dann das Typ lll-Translokatiortesysiarin zu insertieren [93].

1.5.17 Effektor IpgH

IpgH ist ein 333 Aminosauren langes Protein miteminMolekulargewicht von 36.5 kDa,
welches eine signifikante Homologie zu GIpT duscoli und 333UhpT aus. typhimurium
aufweist. Beide Proteine sind an der Aufnahme vack&rphosphaten beteiligt [94].
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2 Materialien und Methoden fiir die Molekularbiologi e

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die in Tabelle2.1 aufgelistet Chemikalien wurden fir die Hersted) von Medien, Lésungen

oder Puffern verwendet.

Tabelle 2.1: Standardchemikalien in alphabetischer Reihenfolge

Name Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) ROTH
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0.8%) ROTH
Agar-Agar ROTH
Agarose Fluka
Alexa 647 Invitrogen
Amidoschwarz 10B Merck
Ammoniumpersulfat (APS) ROTH
Ampicillin ROTH
Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)meth@BisTris) ROTH
Bovine Serum Albumin (BSA) ROTH
Bromphenolblau Merck
Calciumchlorid Merck
Chlorampenicol ROTH
Coomassie Brilliant Blue R250 ROTH
Coomassie Brilliant Blue G250 ROTH
Dinatriumhydrogenphosphat Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Essigsaure 100% ROTH
Ethanol 96% Riedel-deHaén
Ethyldiamintetraacetat (EDTA) Merck
Glasperlen 2.85-3.3 mm ROTH
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Name Firma

Glycerol 100% Merck
Glutathion-Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare
Hefeextrakt ROTH
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaHEPES) ROTH
Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid (IPTG) ROTH
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck

Kit for Molecular Weights 12-200kD for GFC Sigmasehich
Magnesiumchlorid Merck
Mangandichlorid Merck
Methanol Fischer Scientific
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure (MES) ROTH
3-Morpholin-propanylsulfonsaure (MOPS) Merck
Natriumacetat Trihydrat Fluka
Natriumchlorid ROTH
Natriumdodecylsulfat SERVA
Natriumhydroxid ROTH
N-Lauryl-Sarcosinat, Natriumsalz Sigma
Nickelsulfat Merck

Pepton aus Casein ROTH
Phosphorsaure 85% Riedel-deHaén
Rotiphorese Gel 30 ROTH
Salzsaure 37% Riedel-deHaén
Sypro Orange 5000x Invitrogen
Sybr Safe 10.000x Invitrogen
Thrombin CSL Behring
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) ROTH
Triton X-100 Sigma Aldrich
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2.1.2 Geréate und Verbrauchsmaterialien

In Tabelle2.2 sind die benutzten Gerate und Verbrauchsmbggriaufgelistet.

Tabelle 2.2: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

HiLoad™ 26/60 Superdé¥' 200 prep grade
HiLoad™ 26/60 SuperdéX' 75 prep grade
PD10 Saule

Superdex 200 10/300 GL

Pharmacia LKB Pump P-1

HisTrap™ FF 5 mL

GSTTrapg" FF 5 mL

XK16/20 Glutathion-Sepharose 4 Fast Flow 15 mL

XK16/40 Sephadex G-25 60 mL

HiTrap™ DEAE FF 5 mL

HiTrap™ Benzamidin FF 1 mL

PCR Mini Cycler

Eppendorfpipetten

Vortexer REAX-1

Tischzentrifuge

Stromquelle EC250-90

Thermomixer comfort 2mL
Agarose-Gelkammer OWL EASYCAST B1A
SDS-Gelkammer Mini PROTEAN Tetra System
Zentrifuge Biofuge pico

Blockthermostat TCR100

Rotilab Sterilfilter CME 0,22 um
Schuttelinkubator Innova 4200
Schuttelinkubator Innova 4300
UV-VIS-Messgerat SmartSpBt 3000
Sterilbank KS15

Amercham Biosciences

Amercham Biosciences

GE Healthcare

GE Healthcare

Pharmacia

GE Healthcare
GE Healthcare

Rizavia Biotech
Pharmacia Biotech
GE Healthcare
GE Healthcare
MJ Research
Eppendorf
Heidolph
ROTH
E-C Apparatus Corporation
Eppendorf
Thermo SCIENTFI
BIO RAD
Heraeus
ROTH
ROTH
New Brunswick Sci@mnti
New Brunswick Sci@nti
BIO RAD
Thermo SCIENTIFIC
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Name Hersteller
Waage Typ 572/45 Kern
Begasungsbrutschrank Heraeus
Ultraschallerzeuger Sonifier 250 Branson

Vakuumpumpe DNA Mini
Zentrifuge Avanti J-25

Autoklave FVA/2 T-Line
Feinwaage Typ 404/13
Feinwaage CP2P

Zentrifuge Multifuge 3

Mikrowelle 22023/01

pH-Meter FiveEASYM FE20
Magnetheizrihrer IKA RH basic 2
Fluoreszenzplatte Safe Ima{ér
Taumelschuttler Polymax 1040
Transilluminator mit Kamera
AKTA UPC-900, P-920, Frac-900
Monolith NT.015

Kuhlzentrifuge Biofuge fresco
Kapillaren

Reaktionsgefal3e 1.5 mL
Reaktionsgefal3e 2.0 mL
Reaktionsgefal3e 0.5 mL
Konzentratoren Vivaspin 20 MWCO 10.000
Konzentratoren Vivaspin 20 MWCO 30.000
Filter Expres8” Plus 0.22 pm
Pipettenspitzen
Greiner-R6hrchen 15 mL
Greiner-R6hrchen 50 mL
Messzylinder

UV-Kuvette

Real-Time-PCR iQ 5

Jouan Nordic
Beckman Coulter
Federgari Autoclavi Spa
Sauter
Satorius
Heraus
Siemens
Mettler Toledo
IKA

Invitrogen

Heidolph
biostep
Amercham pharmactddah
NanoTemper Technologies
Heraeus

NanoTemper Technologies

Eppendorf
Eppendorf
ROTH
Satoriuslistebiotech
Satoriusglistebiotech
Millipore
Biozym
Greiner

Greiner

Schott
Eppendorf

BIO RAD
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Name Hersteller
Einmal-Klvette ROTH

Mikroskope SZ-PT Olympus
Schott-Flaschen Schott
Erlenmeyerkolben verschiedene Grél3en Schott
Adhéasionsfolie BIO RAD

96-Well Platten BIO RAD

24-Well Sitting-Drop Platten Hampton Research

2.1.3 Lésungen, Puffer und Kulturmedien

Die Losungen, Puffer oder Kulturmedien wurden jemilasse mit der Feinwaage Type 404/13
(Sauter) oder der Waage Typ 572/45 (Kern) eingewagne mit bidest. Wasser aufgefullt. Zum
Losen wurde der Magnetheizriihrer IKA RH basic 2A)Kbenutzt, wobei die Einstellung des
pH-Wertes, falls erforderlich, mit Hilfe des pH-Mes FiveEASYY FE20 (Mettler Toledo)
erfolgte. Zur Sterilisierung wurden der Autoklav &2 T-Line (Fedegari Autoclavi Spa) oder
Rotilab Sterilfiter CME 0,22 um (ROTH) benutzt. éhergestellten Losungen oder Puffer
wurden in Greiner-Roéhrchen (Greiner) oder Schais€hen (Schott) gelagert und sind in
Tabelle2.3 aufgelistet. Kulturmedien (siehe Tabelld) wurden in Erlenmeyerkolben (Schott)

gelagert und verwendet.

Tabelle 2.3: Lésungen und Puffer in alphabetischer Reihenfolge

Name Zusammensetzung

APS-LAsung 10% (w/v) Ammoniumpersulfat
ad 10 mL bidest. O

Ampicillin-Lésung 1 g Ampicillin

ad 10 mL bidest. H0
steril filtrieren

Amidoschwarz-Puffer A 0.01% Amidoschwarz 10B
90% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure
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Name

Zusammensetzung

Amidoschwarz-Puffer B

Amidoschwarz-Puffer C
BisTris-Puffer

BisTris-Elutionspuffer

5xBradford-L6sung

Chlorampenicol-Lésung

Coomasie-Blue Entfarberlésung

Coomasie-Blue Farbelbsung

EDTA-Puffer
GSH-Elutionspuffer

GSH+S-Elutionspuffer

Guanidinumchlorid-Lésung
IPTG-L6sung

Laemmli-Puffer

Labeling-Puffer

90% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

0.1 M NaOH

20 mM BisTris
einstellen mit NaOH auf pH 6.0

20 mM BisTris
1 M NacCl
einstellen mit NaOH auf pH 6.0

50 mg Coomasie Blau G250
25 mL Methanol
50 mL Phosphorséure 85%
ad 100 mL bidest. }D

0.5 g Chlorampenicol
ad 10 mL bidest. H0
steril filtrieren

10% (v/v) Essigsaure
40% (v/v) Methanol
ad 1000 mL bidest. }D

10% (v/v) Essigsaure
40% (v/v) Methanol
1 g Coomasie Brilliant Blau R250
ad 1000 mL bidest. ¥

10 mM EDTA

50 mM Tris
10 mM Glutathion
einstellen mit HCI auf pH 8.0

50 mM Tris
500 mM NaCl
10 mM Glutathion
einstellen mit HCI auf pH 8.0

6 M Guanidinium-HCI

1MIPTG
steril filtrieren

0.25 M Tris
2 M Glycin
1% (w/v) SDS
pH 8.3

50 mM HEPES
150 mM NacCl
einstellen mit NaOH auf pH 8.0
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Name

Zusammensetzung

Ni-Binde-Puffer

Ni-Elutions-Puffer

NiZ*-Puffer
PBS-Puffer

PBS+S-Puffer

Sammelgel-Puffer

10% SDS-LOsung

4xSDS-Proben-Puffer

SECG6.0-Puffer

SEC7.5-Puffer

SEC7.5+S-Puffer

20 mM NgHPO,
500 mM NaCl
pH 7.8

20 mM NsHP Oy
500 mM NacCl
500 mM Imidazol
pH 7.8

100 mM NiSQ

140 mM NacCl
10 mM NaHPG,
2.8 mM KCI
1.7 mM KH,POy,
3mMDTT
pH 7.3

500 mM NaCl
10 mM NaHPOy
2.8 mM KCl
1.7 mM KHPO,
3 mM DTT
pH 7.3

1 M Tris
einstellen mit HCI auf pH 6.8

10% (w/v) SDS
ad 50 mL bidest. H0

250 mM Tris
8% (w/v) SDS
40% (v/v) Glycerol
0.04% (w/v) Bromphenolblau
200 mM DTT
einstellen mit HCI auf pH 6.8

10 mM MES
150 mM NacCl
3mMDTT

einstellen mit NaOH auf pH 6.0

10 mM HEPES
150 mM NacCl
3mMMDTT

einstellen mit NaOH auf pH 7.5

10 mM HEPES
500 mM NacCl
3mMDTT

einstellen mit NaOH auf pH 7.5
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Name

Zusammensetzung

Tfbl-Loésung

Tfbll-Losung

Thermophorese-Puffer

Trenngel-Puffer

2.9% (w/v) Essigsaure

50 mM MnCj

100 mM KCI

10 mM CaC}

15% (v/v) Glycerin

einstellen mit NaOH auf pH 5.8

10 mM KCI

10 mM NaMOPS

75 mM CaCj

15% (v/v) Glycerin

einstellen mit HCI auf pH 7.0

50 mM HEPES
150 mM NacCl
0.0001% Triton X-100
einstellen mit NaOH auf pH 7.5

1M Tris
einstellen mit HCI auf pH 8.8

Tabelle 2.4: Medien in alphabetischer Reihenfolge

Name

Zusammensetzung

LB-Medium

LB-Agar

1% (w/v) Pepton aus Casein
1% (w/v) NaCl

0.5% (w/v) Hefe

ad 1000 mL bidest. 19

pH 7.0, autoklavieren

1% (w/v) Pepton aus Casein
1% (w/v) NaCl

0.5% (w/v) Hefe

1.5% (w/v) Agar-Agar

ad 1000 mL bidest. 19

pH 7.0, autoklaieren
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2.1.4 Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme fir DNA-Aitlen sind in Tabell@.5 aufgelistet, die

Zusammensetzung der Reaktionspuffer findet sicraivelle2.6.

Tabelle 2.5: Enzyme mit Konzentration

Name Konzentration Hersteller
BanHl 10 U/uL Fermentas
Dpnl 10 U/pL Fermentas
Ndd 10 U/uL Fermentas
Notl 10 U/uL Fermentas
Hindlll 10 U/uL Fermentas
T4-Ligase 5 U/uL Fermentas
Xhd 10 U/uL Fermentas
EcaRl 10 U/uL Fermentas
Phusion Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase U/ BioCat
Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Enzymreaktionspuffer

Name Hersteller Bestandteile
10xPuffer O Fermentas 0.5 mM Tris-HCI pH 7.5

0.1 mM MgChb

1 M NacCl

1 g/mL BSA
5XHiFi BioCat 10 mM M§*
10xPuffer T4-Ligase Fermentas 400 mM Tris-HCI (pH Bei 25 °C)

100 mM MgC}

100 mM DTT

5 mM ATP
10xPuffer R Fermentas 0.1 mM Tris-HCI pH 8.5

0.1 mM MgChb

1 M KCI

1 g/mL BSA
dNTP Mix Fermentas 25 MM ATP, GTP, TTP, CTP

eingestellt mit NaOH auf pH 7.0
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2.1.5 Molekulargewichtstandards und Probenpuffer

Die in dieser Arbeit verwendeten Molekulargewictdaasglards flr Agarosegele und SDS-Page
sind in Tabelle2.7 aufgelistet. Die Zusammensetzung des fur diardgegelelektrophorese
verwendeten Probenpuffers ist Tab&l8 und der Probenpuffer fir die SDS-Page ist Tale3

ZU entnehmen.

Tabelle 2.7: Molekulargewichtstandard mit Molekulargewichtsailftng und Hersteller

Name Molekulargewichtsaufteilung Hersteller

FastRuler DNA Ladder 5000 B, 2000 B, 850 B, 400 B, 100 B, Fermentas
Middle Range

FastRuler DNA Ladder 10000 B, 4000 B, 2000 B, 1000 B, 500 Bermentas
High Range

PageRule™ Prestained 170 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, Fermentas
55 kDa, 40 kDa, 35 kDa, 25 kDa,
15 kDa, 10 kDa

Tabelle 2.8: Zusammensetzung der Probenpuffer

Name Bestandteile Hersteller

6xFastRuler Loading Dye 10 mM Tris-HCI (pH 7.6) Fermentas
0.03% (v/v) Bromophenolblue
0.03% (v/v) Xylenecyanol FF
60% (v/v) Glycerol
60 mM EDTA

Fur die Kalibrierung der  GroRBenausschlusschromapigesaule  wurde  ein
Molekulargewichtsstandard verwendet, dessen Pmisammensetzung Tabell2.9 zu

entnehmen ist.

34



Materialien und Methoden fur die Molekularbiologie

Tabelle 2.9: Molekulargewichtstandard fur die Kalibrierung d&lRenausschlusschromatographie

Name Molekulargewichtsaufteilung Hersteller
Kit for Molecular Weights 2000 kDa (Dextran Blue), Sigma Aldrich
12-200kD for GFC 200 kDa B-Amylase),

150 kDa (Alcohol Dehydrogenase),
66 kDa (Albumin),

29 kDa (Carbonic Anhydrase),
12.4 kDa (Cytochrome C)

2.1.6 Kits und Screens

Tabelle2.10 enthalt die kommerziell erhaltlichen Kits, il DNA-Arbeiten eingesetzt wurden.

Tabelle 2.10: DNA-Kits und Hersteller

Name Hersteller
Plasmid Miniprep Kit | peQ-Lab
Gel Extractions Kit peQ-Lab

In Tabelle2.11 sind die Screens und Kits fur Kristallisatiegrsuche aufgefihrt.

Tabelle 2.11: Kristallisationsscreens

Name Hersteller

Additive Screen 1 Hampton Research
Additive Screen 2 Hampton Research
Additive Screen 3 Hampton Research
Wizard | & Wizard Il Emerald Biosciences
Crystal Screen Hampton Research
PEG6000 Hampton Research
Ammoniumsulfat Hampton Research
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2.1.7 Primer

Fur Amplifikationen, Mutationen oder Sequenzierungeurden die in Tabell2.12 und Tabelle
2.13 aufgelisteten DNA-Primer eingesetzt. Die Sgath samtlicher Oligonukleotide erfolgte
durch die Firma MWG-Biotech (Martinsried).

Tabelle 2.12: Namen, Sequenzen und Annealing Temperaturen fTgidgesetzten Primer fur die Amplifikation
der entsprechenden Gene vom Invasionsplasmid pWRS@rolRbuchstaben: Sequenzen der

Pathogenitatsfaktorgene; in Kleinbuchstaben: Regtrisendonuklease-Schnittstellen und Uberhénge.

Name Sequenz 5’ -> 3 T

icsB_f ggccatATGAGCCTCAAAATTAGCAATTTCATTG 55 °C
icsB_b ggcctcgagCTATATATTAGAATGAGAGTTATTCAATAAAAGCTTATTGA 55 °C
ipgA_f g9cggatccATGTGTCGCAAACTATATGATAAACTTTAT 55 °C
ipgA_b 99cgcggecgcTTAGTTCACTTCTGAAGTGATGTTTG 55 °C
ipgB_f gcccatATGCAAATTCTAAACAAAATACTTCCACAG 55 °C
ipgB_b 0gcctcgagTTAATTTGTATTGCTTTGACGGTATACAG 55°C
trcA_f ggcCatATGATTATAATGCTTGGAACATCTTTTAATAATTTTG 55 °C
trcA b ggcctcgagTCAGAAAGGCGATTCTAAATTTGTAATATAG 55 °C
ipgC_f g9cggatccATGTCTTTAAATATCACCGAAAATGAAAGC 55 °C
ipgC_b 99cgeggecgc TTACTCCTTGATATCCTGAATTGCG 55 °C
ipgD_f ggcggatccATGCACATAACTAATTTGGGATTGC 55 °C
ipgD_b ggcgeggecgc TTATACAAATGACGAATACCCTTTCACC 55 °C
ipgE_f ggccatATGGAAGATTTAGCAGATGTTATTTGC 55 °C
ipgE_b ggcctcgagTTAATACCCCTTCATTCTTCGCG 55 °C
ipgF_f ggccatATGTCCCGTTTCGTATTTATTTTGC 55 °C
ipgF_b ggctacgagTTATATCCTTCGATTATTCTGCTTGC 55 °C
ipgH_f ggccatatyATGCCACTGCTGGATAAGC 59 °C
ipgH_b ggcctcgagTCAGTACGATAAATGTGGCCC 59 °C
ipaA_f ggccatATGCATAATGTAAATAATACTCAAGCGC 55 °C
ipaA_b ggcctcgagTTAATCCTTATTGATATTCTTTAATACTTTTGATAGGGAAG 55 °C
ipaB_f ggccatATGCATAATGTAAGCACCACAA 55 °C
ipaB_b ggcctcgagTCAAGCAGTAGTTTGTTGCAAAATTG 55 °C
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Name Sequenz 5 -> 3 T

ipaC_f ggcttaacatATGTTGCAAAAGCAATTTTGC 55 °C
ipaC_b ggcctcgagTTAAGCTCGAATGTTACCAGC 55 °C
ipaD_f 0g9cggatccATGAATATAACAACTCTGACTAATAGTATTTC 55 °C
ipaD_b atagtttagcggccgcTCAGAAATGGAGAAAAAGTTTATCTGTATC 55°C
spalb f 0g9cggatccATGAGTAACATTAATTTAGTTCAATTAGTTAGAGATAG 55°C
spal5 b ggcgeggccgc TTATAAGACCCCATTTAAGATTTCCATCC 55 °C
spa-orfll f  ggcggatccATGATAAGACAGCAAAAACGACTG 55 °C
spa-orfll b  ggcgcggccgcCTAATCATTTGGTATCTTTCGTGCTATT 55°C
OSle_f ggccatATGTCAATAAATAACTATGGATTACATCCA 55°C
ospD1 b ggcctcgagTTAAAACAACTCTTGTATTTTGTCAGAAATAATATTAAACA 55°C
Vinculin_f gggatttcatATGATGCCAGTGTTTCATACGCG 55 °C
Vinculin_b atagtttagcggccgc TCACTGGTACCAGGGAGTCTTTC 55 °C
mxiE_BN_f ggcttaggatccCATGAGTAAATATAAAGGTCTAAATAC 55°C
MxiE_BN_f  gccaatgcggccgc TTAAATTTTTTCATTTATTTTTTTCAC 55°C
mxiE_NX_f ggcttacatATGAGTAAATATAAAGGTCTAAATAC 55°C
MxIE_NX b  gcctaactcgagTTAAATTTTTTCATTTATTTTTTTCAC 55 °C

Tabelle 2.13: Namen, Sequenzen und Annealing Temperaturen {Tgidgesetzten Primer fir Mutationen.

Die jeweiligen Mutationen wurden unterstrichen.

Name Sequenz 5’ -> 3 T

MXIE-Shift f CCAGCATGGAAGGGATCTTCTTCGTCCGAAATCAAAATATAAAATTCAG 57 °C
MXIE-Shift_ b CTGAATTTTATATTTTGATTTCGGACGAAGAAGAACCCCTTCCATGCTGG 57 °C
4T-Mod_f ATCCTCCAAAATCGGATCTGGITCCGCGTGGGTCCATATGCGGGGATCC 60 °C

4T-Mod_ b  GGATCCCCGCATATGGGACCCACGCGGABCAGATCCGATTTTGGAGGAT 60 °C

pHW1_f CGGCCGCCCATCATCATCATCATCATCATCATGACTGACGATCTGCCTC 55 °C
pHW1 b CCTCGAGGGATCCCATATGCGAGTTTGAGGATGGTCGCC 55°C
pHW2_f TGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAARTAGCATGGCCTTTGCAG 55°C
pHW2 b ACCTAGTATAGGGGACATGA 55°C
pHW3_f GGCGAATTCATAGCATGGCCTTTGCAG 55 °C
pHW3_b CCGTAAAGCTTACCTAGTATAGGGGACATGA 55 °C
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Name Sequenz 5’ -> 3’ T
MBP_f GGCATAAGCTTATGCATAAAATCGAAGAAGGTAAAC 55 °C
MBP_b CCGGAATTCAGTCTGCGCGTCTTTC 55 °C

Tabelle 2.14: Namen, Sequenzen und Annealing Temperaturen (T)

der eingesetzten Primer fir trunkierte Pathogtsi#ktorgene.

Name Sequenz 5’ -> 3’ T

gE_f GGGATTTCATATGTATCCGCGCGGCATGGAAGATTTAGCAGATGTTATTT 55 °C
gE-3 f GGGATTTCATATGTATCCGCGCGGCTTAGCAGATGTTATTTGCCGAG 55°C
gE-3 b CCGCTCGAGTCACATTCTTCGCGCAAATTCATC 55 °C
gE-6_b CCGCTCGAGTCACGCAAATTCATCCTTCAGCC 55 °C
gE-9 b CCGCTCGAGTCAATCCTTCAGCCAACGCAC 55 °C
gD-30 f GGCGGATCCATGTATCCGCGCGGCGTAAGCGTGATTTCATATCAAAG 55°C

gD329 b ATAGTTTAGCGGCCGCGCCGCGCGGATAAACGCTTACTTCTTTCAGAAG 55 °C

gD330_f GGCGGATCCATGTATCCGCGCGGCAATCTAAAAGTGGTGACATTTAAC 55 °C
gD-8_b ATAGTTTAGCGGCCGCGCCGCGCGGATACATATTCCATATTTTTGGGTCCC55 °C
D1-15_f GGGATTTCATATGTATCCGCGCGGCATGCACCTAATAATAGGCAGC 55 °C
D1-32_f GGGATTTCATATGTATCCGCGCGGCAATAATATCATTAACGTGACAAAT 55 °C
D1-80_f GGGATTTCATATGTATCCGCGCGGCAACCGCCATAATTTGTTTTCATTG 55 °C
D1-4_b CCGCTCGAGGCCGCGCGGATATATTTTGTCAGAAATAATATTAAACATGT 55 °C
gC_f GGCGGATCCATGTATCCGCGCGGCATGTCTTTAAATATCACCGAAAATG 55 °C
gC-9_f GGCGGATCCATGTATCCGCGCGGCAGCATCTCTACTGCAGTAATTG 55 °C
gC-4_b ATAGTTTAGCGGCCGCTTACTGAATTGCGTCCAAGTATGATTG 55 °C
gC_b ATAGTTTAGCGGCCGCTTACTCCTTGATATCCTGAATTGCG 55 °C
Mx1_f GGCGGATCCATGAGTAAATATAAAGGTCTAAATACAAG 55 °C
Mx1_b ATAGTTTAGCGGCCGCACAACTATTAATGTTAAAGCGATAATG 55 °C
Mx2_f GGCGGATCCTATCATTATCGCTTTAACATTAATAG 55 °C
Mx2_b ATAGTTTAGCGGCCGCTGCATTACTTACATTCTGGTC 55 °C
Mx3_f GGCGGATCCTTTTCATCTGACCAGAATGTAAG 55 °C
Mx3_b ATAGTTTAGCGGCCGCAGTGTTCAGTTGTTCTTTGAC 55 °C
Mx4_f GGCGGATCCGGGGCAAAAGTCAAAGAAC 55 °C
Mx4_b TAGTTTAGCGGCCGCAATTTTTTCATTTATTTTTTTCACTAAAAAAGTAA 55 °C
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2.1.8 Vektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-Vektorignl $n Tabelle2.15 aufgefuhrt.

Tabelle 2.15: Plasmidvektoren mit Eigenschaften, ResistenzgernHersteller

Name Eigenschaften Resistenzgen Hersteller

pET-Duet 2 MCS, T7-Promotoaligcl- Ampicillin
Operon, N-terminaler Higagin
der MCS1, C-terminlaler $ag
in der MCS2

pPET-Duet-M2 2 MCS, T7-Promotaligcl- Ampicillin
Operon, N-terminlaer Hi3agin
der MCS1, C-terminlaler $ag

in der MCS2

pGEX-6P-Mod 1 MCS, T7-Promotdgcl- Ampicillin
Operon, N-terminaler GSTag

pGEX-4T-Mod 1 MCS, T7-Promotolacl- Ampicillin
Operon, N-terminaler GSTag

pHW1 1 MCS, T7-Promototacl- Ampicillin
Operon, N-terminaler GSTag

pHW?2 1 MCS, T7-Promototacl- Ampicillin
Operon, N-terminaler Strepllag

pHW3 1 MCS, T7-Promototacl- Ampicillin
Operon, N-terminaler MBH-ag

puUC18 1 MCS Ampicillin

pIVEX-MBP 1 MCS, T7-Promotor, N- Ampicillin

terminaler MBPTag

Novagen

Diplomarbeit
Christian
Hasewinkel

Dissertation
Clemens Grimm

GenScript

Roche

39



Materialien und Methoden fur die Molekularbiologie

Snal-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
...CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCATATGCGGGGATCCCCTIAICGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA...
Leud uVal LeuPhed nd yPr oHisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEnd...

APreScission ™Protease

Abbildung 2.1: Detailansicht der "Multiple-cloning-site" mit DN&chnittstellen und PreScissidhSchnittstelle
und die Vektorkarte von pGEX-6P-Mod. In Fett: Erkangssequenz der PreScissibiProtease.

Snal-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGGGGATCCCCGGAATCCCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA
LeuVal Pr oAr gd ySer HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEND...

AThrombin

Abbildung 2.2: Detailansicht der "Multiple-cloning-site" mit DN&chnittstellen und der neuen Thrombin-
Schnittstelle nach Mutagenese und die VektorkastepGEX-4T-Mod. In Fett: Erkennungssequenz von Triiio.
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Ndel-- BanHI- Xhol-- Not I---- 8xHis- Tag
...AACTCGCATATGGGATCCCTCGAGGCGGCC GCCCATCATCATCATCATCATCATCATTGA...
...AsnSerHisMetGlySerLeuGluAlaAla AlaHisHisHisHisHisHisHisSHISEND...

MCs
8xHis-tag

Abbildung 2.3: Die "Multiple-cloning-site" mit DNA-Schnittstelleand die Vektorkarte von pHW1.

Ndel-- BanHI- Xhol-- Not I---- 8xHis- Tag
...AACTCGCATATGGGATCCCTCGAGGCGGCC GCCCATCATCATCATCATCATCATCATTGA...
...AsnSerHisMetGlySerLeuGluAlaAla AlaHisHisHisHisHisHisHisHISEND...

Strepll-tag
MCS
8xHis-tag

Abbildung 2.4: Detailansicht der "Multiple-cloning-site" mit DNA&chnittstellen und Vektorkarte von pHW?2.
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Pael-- Pst I-- Smal--
Hi ndlll Sdal-- Sal I-- Xbal-- BanHlI- Kpnl-- Sacl-- EcoRI-
...CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGT...
...AlaSerAlaHisArgCysThrSerGluLeuProAspGly ProValSerSerSerAsnThr...

Abbildung 2.5: Die "Multiple-cloning-site" mit DNA-Schnittstelleand die Vektorkarte des Vektors pUC18.

Ndel-- BanHI- Xhol-- Not I---- 8xHis- Tag
...AACTCGCATATGGGATCCCTCGAGGCGGCC GCCCATCATCATCATCATCATCATCATTGA...
...AsnSerHisMetGlySerLeuGluAlaAla AlaHisHisHisHisHisHisHisSHISEND...

MCs
8xHis-tag

Abbildung 2.6: Die "Multiple-cloning-site" mit DNA-Schnittstelleand die Vektorkarte des Vektors pHW3.
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EcoRI-
BanHI- Sacl--
..AGCCAGGGATCCGAATTCGAGCTCGGGCGCGC
...SerGInGlySerGluPheGluLeuGlyArgAl

MCS1:

MCS2: Ndel-- Bgl Il-- M el- EcoRV- Fsel--
...CATATGGCAGATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCA
. MetAlaAspLeuAsnTrplleSerAlaGlyHi

AsCl---

Pst I-- Hi ndlll

Sal I-- Not I----
CTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCTA...
aCysArgSerThrSerLeuArgProLeu...

Asi SI---  Aatll- Kpnl-- Xhol--
CGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAG...
sAlalleAlaAspValGlyThrLeuGlu...

6xHis-tag

MCs1
MCS2

pPET-Duet-M2
5421 bp

Abbildung 2.7: Die beiden "Multiple-cloning-sites" und die Vekiarte von pET-Duet-M2.

2.1.9 Konstruierte Plasmide

Die Pathogenitatsfaktorgene wurdeia PCR aus dem Virulenzplasmid pWR501 amplifiziert,

gereinigt und anschlieBend mit entsprechenden iR&stisenzymen verdaut, um diese in den
Vektor pGEX-4T-Mod Uber die entsprechenden Schelten einzufiigen. Im Falle desxiE

Gens musste im Anschluss eine Mutation durchgefiletden, um die ,Transcriptional

Slippage Site” (s. Ergebnisteil) zu entfernen. Matagenese wurde mit den Primern mxiE-

Shift_f und mxiE-Shift_b durchgefthrt.
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2.1.10 Bakterienstamme

In Tabelle 2.16 sind die Escherichia colisStamme aufgefthrt, die zur Klonierung und

anschlieBenden Expression benutzt wurden.

Tabelle 2.16: Zusammenfassung der Stamme mit Genotyp und Herstel

Stamm Genotyp Hersteller
XL2-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdRIStratagene
SUpE44 relAl ladF proAB laclZAM15
Tn10 (Tef®) Amy Canfj

BL21 CodonPlus(DE3)-RIL FompT hsd@mg) dcm Tef gal Stratagene
MDE3) endA Hte [argU proL Cani]
[argU ileY leuWStrp/Sped

BL21 (DE3)pLysS F ompT hsdgrg'mg’) gal dcm (DE3) Novagen
pLysS (Carfi)

2.1.10.1 XL2-Blue

Dieser Stamm bietet auf Grund seiner guten Tranmsftonsrate stark verringerten
Endonukleasenaktivitat efdA eine gute Grundlage fur Plasmidvervielfaltigungndu
anschlielende —reinigung. Gunstig wirkt sich insdi@ Zusammenhang auch eingdR17-
Mutation aus, die den Plasmidabbau durch HasK-Endonukleasensystem verhindert. Die
verringerte Aktivitdt von Rekombinationsenzymeec@® erhoht die Stabilitat des Inserts. Durch
das lacl%ZAM15 Gen kann ein Blue-White-Screening zur Erfolgskolidr nach der
Rekombination von DNA durchgefiihrt werden. XL2-Bloesitzt eine Tetracyclinresistenz und
ist bis zu einer Konzentration von 40 pg/mL gegdho@mpenicol resistent, jedoch sensitiv ab
einer Konzentration von 100 pug/mL [95][96].

44



Materialien und Methoden fur die Molekularbiologie

2.1.10.2 BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL

Dieser Stamm ist ein Derivat vdtscherichia coliB [97], dem sowohl die ATP-abhangige Lon-
Protease als auch die OmpT-Protease der &ulieren brisiemfehlt, weshalb nach
Proteinexpressionen der Abbau von rekombinantertefAraveitgehend vermieden wird. Durch
den Hte-Phéanotyp wird eine Erhdhung der Transfaonatate erreicht [98], wobei zuséatzlich
durch die Deaktivierung von EndonukleaseehdA der Abbau von rekombinanter DNA
verhindert wird. Der Stamm besitzt eine Tetracyelsistenz [99].

Der Stamm BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL ist geeignet diiz Expression mit der T7 RNA
Polymerase, da im Bakterienchromosom ein Teil depliagen DE3, ein Derivat dasPhagen
mit der Immunitatsregion des Phagen 21, integis¢rtwelche fir den Laktose Represdacl)
und die T7 RNA Polymerase kodieren. Beide stehderuter Kontrolle des lacUV5 Promotors,
der durch IPTG induziert wird. Gene, die unter Hentrolle dieses Systems stehen, werden
durch die wesentlich hohere Aktivitat der T7 RNAlyaerase im Vergleich zur zelleigenen
Polymerase starker transkribiert und somit expmitje00].

Zusatzlich besitzt dieser Stamm ein ColE1 kompasildACYC basiertes Plasmid, welches die
GeneargU und proL fur zusatzliche Kopien von diesen tRNAs tragt. ElalE1 und pACYC
kompatibles pSC101 basiertes Plasmid tragt die Gegd, ileY und leuW fur zusatzliche
Kopien fur diese tRNAs. Die zusatzlichen tRNAs enken die Arginincodons AGA und AGG,
das Isoleucincodon AUA, das Prolincodon CCC und dascincodon CUA, womit dieser
Stamm Vorteile bei den Expressionen von AT- und@iChen Genen bietet. Bei der Expression
von heterologen Genen kann die Anh&ufung seltenedos haufig zum Abbruch der
Translation fuhren. Durch die zusétzlichen tRNAg)alie spezifisch seltene Codons erkennen,

wird dieses Problem behoben.

2.1.10.3 BL21 (DE3)pLysS

Dieser Stamm ist ebenfalls ein Derivat v&scherichia coliB. Er enthalt einen Teil des

Prophagen DE3 und verfligt Uber ein zusatzlichesnitth welches das T7-Lysozym-Gen tragt,
dessen Produkt einen natirlichen Inhibitor der WARPolymerase darstellt. Dadurch soll eine
vorzeitige Expression des Zielgens verhindert werdem eine ungehindertes Anwachsen der

Bakterienkultur bis zur Induktion zu gewahrleisten.
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Methoden

2.2.1.1 Ubernachtkultur

10 mL LB-Medium wurden unter der Sterilbank KS15¢fmo SCIENTIFIC) mit einem der
Escherichia coliStamme angeimpft. Zur Selektion wurden die entdmrden Antibiotika hinzu
gegeben. Die Kultur wurde bei 37 °C fur ungefahhlf Schuittelinkubator Innova 4200 (New

Brunswick Scientific) herangezogen.

2.2.1.2 Plasmid-Minipraparation

Zum Gewinnen von Plasmid-DNA wurde das Plasmid phep Kit | (peQ-Lab) benutzt. Eine
Ubernachtkultur wurde in einem 2 mL Reaktionsgefapendorf) mit der Zentrifuge Biofuge
pico (Heraeus) abzentrifugiert und der Uberstandrweden. Fiur die weiteren
Zentrifugationsschritte wurde dieselbe Zentrifugaigzt. Das Pellet wurde mit 250 pL Losung
| resuspendiert und dann mit 250 uL Loésung 1l vtseinvertiert und fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die klare Lésung wurde 8%0 pL Losung 1l versetzt und bei
13000 rpm fur 10 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf eine der mitgeliefertenl&@tgegeben und bei 10000 rpm fiir 1 min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut aufggéra und zentrifugiert, danach konnte der
Durchfluss verworfen werden. Die Saule wurde nub %00 pL HB-Puffer bei 10000 rpm far
1 min gewaschen. AnschlieBend wurde das Plasmichdiweimaliges Waschen mit je 700 pL
DNA-Waschlosung bei 10000 rpm fur 1 min gereingim Trocknen der Saule wurde diese bei
13000 rpm fur mindestens 1 min zentrifugiert.

Die Plasmid-DNA wurde zweimal mit je 32 puL bided;,O in einem neuen 1.5 mL
Reaktionsgefald (Eppendorf) bei 7000 rpm fur 1 rhired.
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2.2.1.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Mittels UV-Vis-Spektrometer SmartSp&t3000 (BIO RAD) kann bei 260 nm die spezifische
Absorption von DNA gemessen werden, wodurch nachkicBGling (1) die Konzentration

bestimmt werden kann.

Konzentraion = 50% CAbsorptioniVerdinnungfaktor (1)

Dazu wurde ein Nullabgleich mit dem Losungsmittel diner UV-Klvette (Eppendorf) am
Spektrometer durchgefiihrt. Danach wurde die Kivg#ieert und in dieser mindestens 50 pL
der Probe vermessen. Falls die Absorption zu haat) wurde die Probe entsprechend verdinnt,
da eine genaue Messung nur in einem Absorptiondfemsvischen 0.1 bis 0.8 mdglich ist.

2.2.1.4 Plasmidverdau

Die DNA-Probe wurde mit Restriktionsenzym(en), dgauwdrigem Puffer und 10xBSA-L6sung
versetzt und in einem verschlossenem 1.5 mL Reagefald (Eppendorf) bei 37 °C fur 1 h im
Blockthermostat TCR100 (ROTH) inkubiert. Zur Dealg¢rung der Enzyme wurde die Probe
nochmals bei entsprechend erhohter Temperatur witl j& nach Herstellerangabe stehen
gelassen. Ein typischer Verdauansatz nach einesnilaMinipréaparation hatte folgende

Zusammensetzung:

7.0 uL Plasmid Probe

1.0 uL  Enzym Puffer

1.0 uL 10xBSA-L6sung

0.5 pL Restriktionsenzym 1
0.5 pL Restriktionsenzym 2
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Bei Restriktionen fur Klonierungen wurden Ansatzé& ginem Gesamtvolumen von 20 pL
hergestellt, wobei die Konzentration des Plasmides, Vektors oder des PCR-Produktes bei
100 ng/pL lag. Der Ansatz wurde Uber Nacht im Baggsbrutschrank (Heraeus) bei 37 °C

inkubiert.

14.0 pL Plasmid/Vektor/PCR-Produkt
2.0 uL Enzym Puffer

2.0 uL 10xBSA-LGsung

1.0 pL Restriktionsenzym 1

1.0 pL Restriktionsenzym 2

2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennuog DNA-Molekilen nach ihrer Grol3e.

Aufgrund eines elektrischen Feldes wandern diedgelan DNA-Fragmente durch ein Gel,
welches flr unterschiedlich grofe DNA-Stiicke eineerschiedlich starke Barriere darstellt. Zur
Herstellung des Gels wurden 0.4-0.5g Agarose an Finwaage Typ 404/13 (Sauter)
abgewogen und in 50 mL 1XTAE Puffer in einen Erlegarkolben (Schott) gegeben.
Anschlieend wurde diese Suspension mit der Miklew22023/01 (Siemens) bis zum
vollstandigen Losen der Agarose erwarmt. Eventudlasserverluste wurden wieder durch
Zugabe von dest. Wasser ausgeglichen. Zur Losunglenvd uL des Farbstoffes Sybr Safe
10000x (Invitrogen) gegeben, der durch Interaktiuh DNA die zu untersuchenden Fragmente
unter Blaulicht sichtbar machen kann. Die Lésungdeuin die Kammer OWL EASYCAST

B1A (Thermo SCIENTIFIC) gegossen, dann wurde gesvabis das Gel erstarrte, wobei
Vertiefungen fur die Proben durch einen Kamm gebildurden. AnschlieRend wurde die
Kammer soweit mit 1IXTAE Puffer beflllt bis das Gellstandig vom Puffer bedeckt war. Die
Geltaschen wurden mit Marker und den DNA-Proberillieivelche zuvor mit 6xProbenpuffer

versetzt worden waren. Das elektrische Feld wurdeehd die Stromquelle EC250-90 (E-C
Apparatus Corporation) erzeugt, wobei die Elektmpke bei 100-200V fur 10-20 min

betrieben wurde bis sich die gewinschte Auftrenneingtellte. Mit Hilfe der Fluoreszenzplatte
Safe Imaget (Invitrogen) und entsprechendem Filter konnte BiRA sichtbar gemacht

werden, um die richtigen Bandenmuster oder GroRererfizieren.
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2.2.1.6 Gelextraktion

Nach Restriktion eines Plasmides konnte das erdispnele DNA-Fragment mit Hilfe der
Agarose-Gelelektrophorese von den restlichen Bd&tden getrennt werden. Mit Hilfe der
Fluoreszenzplatte Safe Imad&r(invitrogen) und einer Brille mit entsprechendeitteF wurde
die DNA sichtbar gemacht. Mit einem Skalpell wudbnn ein Gelstlick mit dem gewinschten
DNA-Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und irRenl Reaktionsgefal? tberfuhrt. Durch
die Nutzung der Fluoreszenzplatte wurde eine seahinge Mutationsrate in den DNA-
Fragmenten erreicht, was sich in einer erhdhtenaBAhan Klonen am Ende des Prozesses
bemerkbar machte. Die DNA wurde mit dem Gel-Eximid-Kit (peQ-Lab) vom Gel befreit.
Dazu wurde das Agarosegelstiick mit 300 pL BindddPwersetzt und fur 10 min bei 50°C bei
300 rpm im Thermomixer comfort 2mL (Eppendorf) ibkert, wobei sich das Gel vollstandig
aufloste. Diese Losung wurde auf die peQ-Lab-Sgelgeben und mit der Zentrifuge Biofuge
pico (Heraeus) fur 1 min bei 10000 rpm eluiert. Derchfluss wurde verworfen und die Saule
mit 500 pL Binde-Puffer durch Zentrifugieren beiODO rpm fur 1 min gewaschen. Zwei
weitere Waschschritte mit je 600 uL CG-Wasch-Puffarrden bei 10000 rpm fur 1 min
durchgefuhrt. AbschlieRend wurde die Saule bei 03ptn fir mindestens 1 min getrocknet.
Die DNA-Fragmente wurden zweimal mit je 32 uL Wadsa 7000 rpm fur 1 min eluiert und in
einem 1.5 mL Reaktionsgefald aufgefangen.

2.2.1.7 Ligation

Fur die Ligation wurde der Vektor und das Insert Werhdltnis 1:4 in einem 1.5 mL
Reaktionsgefall vereinigt. Nach Zugabe von T4-Ligase Ligase-Puffer wurde die Probe bei
22 °C fur 1 h inkubiert. Der Ansatz hatte folgelssammensetzung:

1uL Vektor

4 pL Insert

3uL HO

1puL Ligase-Puffer
1uL T4-Ligase

49



Materialien und Methoden fur die Molekularbiologie

2.2.1.8 Herstellung von kompetenten Zellen

Viele Bakterien, wieEscherichia coli kdnnen in begrenztem Mal3e exogene DNA aufnehmen.
Um die Aufnahme zu verbessern, miussen die Bakt@tgsikalisch oder chemisch behandelt
werden, wobei die in dieser Arbeit verwendeten &t@nhre Kompetenz durch Behandlung mit
CacCy erhielten.

Dazu wurde unter der Sterilbank KS15 (Thermo SCIENT) eine Kolonie von einer Agar-
Platte aufgenommen, in 100 mL LB-Medium in einerte@meyerkolben (Schott) tberfihrt und
bis zu einer Oy von 0.7 bei 37 °C im Schuttelinkubator Innova 4208w Brunswick
Scientific) weitergeschiittelt. Die QR-Messung wurde am UV-VIS-Messgerat SmartSfec
3000 (BIO RAD) mit Einmalkivetten (ROTH) durchgeftinDie Zellen wurden in ein 50 mL
Greinerréhrchen (Greiner) tberfahrt und mit der tdérge Multifuge 3 (Heraeus) bei 2500 g
und 4 °C fur 5 min abzentrifugiert. Der Uberstandrée verworfen und das Pellet wurde unter
der Sterilbank in 20 mL Tfbl-Puffer resuspendientidtr 1 h auf Eis inkubiert. Danach erfolgte
Trennung vom Uberstand durch Zentrifugieren beil2§Qund 4 °C fiir 5 min. AnschlieRend
wurde das Pellet in 4 mL Tfbll-Puffer resuspendiarid auf 50 pL Aliquots in 1.5 mL
ReaktionsgefalRen unter der Sterilbank aufgeteilt arst bei -20 °C und dann bei -80 °C

eingefroren.

2.2.1.9 Transformation

1-5 uL eines Ligationsansatzes wurden zu 50 pLseiiguots mit kompetenten Zellen gegeben
und fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end &fe der Hitzeschock fir 25 s bei 42 °C im
Blockthermostat TCR100 (ROTH), gefolgt von 5 minf d&is. Dann wurden 950 pL LB-
Medium hinzugegeben und fur 45 min bei 37 °C im riviemixer comfort 2mL (Eppendorf)
inkubiert, damit sich die Antibiotikaresistenz aildén konnte. Die Probe wurde bei 13000 rpm
fur 1 min mit der Zentrifuge Biofuge pico (Heraewsntrifugiert und 900 uL vom Uberstand
wurden unter der Sterilbank KS15 (Thermo SCIENTIFkhtfernt. Das Pellet wurde im
restlichen Medium resuspendiert und auf LB-Agattetamit den entsprechenden Antibiotika
zur Selektion ausplattiert. Die Agrarplatten wurdé@ir mindestens 16 h bei 37 °C im

Begasungsbrutschrank (Heraeus) inkubiert.
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Falls Kolonien wuchsen, wurden diese in LB-Mediunt Antibiotika Giber Nacht angezichtet.
Mittels Plasmid-Minipraparation wurde das Plasme&lvgnnen und anschlielend verdaut. Der

Erfolg der Klonierung wurde durch Agarose-Geleleftrorese festgestellt.

2.2.1.10 PCR (Polymerase Chain Reaktion)

Mittels PCR koénnen ganze Plasmide oder nur Teilauwarepliziert werden. Diese geschieht
durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Die dazentkgten Primer wurden flr
Klonierungszwecke mit Restriktionsschnittstellen rsetnen, um die Klonierung der
resultierenden DNA-Fragmente in einen Plasmid-Viektoermdglichen.

Die PCR verlief in drei zyklischen Schritten. Zuevaurde der Doppelstrang gespalten, dann
lagerten sich die Primer an, welche als Startpdiakidie Replikation dienten. Anschliel3end
erfolgte die Vervollstandigung des Stranges, woldwwich die Anzahl an Plasmiden pro Zyklus
verdoppelt, siehe Abbildur8.
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4,95“0
Denaturierung 77—
 B0°C
I fIIIIIIIIIIIIIIII
Hyhbridisierung T‘ = AU LE]
Prifmer| L BOTT
DrA-Polmerase
J,aa“c
e .
Extention
— ST TTIT
mmEEEmRRRESRRRERRRRAS
.................. CLLLL

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der PCR
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Folgender Ansatz kam bei einer PCR zur Anwendung.

10 pL 5xHF-Puffer

0.5 uL Phusion Polymerase (2 U/uL)
1puL Ausgangsplasmid (10 ng/uL)
1pL Primer 1 (25 nM)

1pul Primer 2 (25 nM)

1pul dNTP-Mix (jedes 25 mM)
35.5uL steriles kO

Um die Zyklen durchzufuhren, wurde der Thermocyd®ER Mini Cycler (MJ Research)

benutzt, der zum Beispiel folgendes Programm bégutz

1.30s 95 °C
2.30s 95 °C Denaturierung

3.1min 55°C Hybridisierung 25 Wiederholungen
4.2min 72°C Extention
5.0 4°C

Damit der Primer spezifisch gebunden wurde, musistd emperatur bei der Hybridisierung an
den Primer angepasst werden, so dass dieser béiefem Temperaturen nicht mehrfach
angelagert oder bei zu hohen Temperaturen gar gethinden wurde. Die Extentionszeit wurde
der Lange des zu replizierenden Gens angepasst dmer Minute 1000 Basen verknupft
werden konnen. Somit ergibt sich fur ein Gen mid@Basen eine Extentionsdauer von drei

Minuten.

2.2.1.11 Ortsgerichtete Mutagenese via PCR

Mutationen wurden mittels Basenaustausch im Praimegefihrt. Die ortsgerichtete Mutagenese
stellt einen Sonderfall der PCR dar, bei dem dasptette Plasmid vervielfaltigt wird. Der
Primer wurde jeweils so konstruiert, dass beideteSeium die Mutation die gleiche

Schmelztemperatur,Jbesalden.
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AulRerdem sollte der Primer auf der 3'-Seite mieeginGuanin oder Cytosin enden, um eine
starke Bindung des Primers am Startpunkt der Rafobk durch die Polymerase zu
gewahrleisten. Die Ansatzgrof3e und das Replikgbiamggamm einer Mutagenese entsprachen
einer normalen PCR, wobei hauptsachlich die Tentperr Hybridisierung des Primers im

Programm angepasst werden musste.

2.2.1.12 Dpnl Verdau

Nach einer PCR oder einer Mutagenese war noch Agsgésmid vorhanden, welches
beseitigt werden musste, da es sonst unweigerlicheirer grol3en Zahl von Klonen mit
unmutiertem Originalplasmid fuhren wirde. Deshallrde die DNas®©pnl benutzt, die nach

methylierten Guaninen schneidet, welche im Ausgalagsid, das aus Zellen gewonnen wurde,
in grolBer Zahl enthalten waren. Das vitro synthetisierte PCR-Produkt wies diese
Modifizierung nicht auf, weshalb es intakt bliebdunicht zerkleinert wurde. So konnte das

replizierte Plasmid in einer Transformation von lp@tenten Zellen aufgenommen werden.

2.2.1.13 Aufreinigung eines PCR-Produktes

Zur Beseitigung der tbrigen Komponenten wie Priowgr dNTPs wurde das PCR-Produkt mit
dem Gel-Extraktions-Kit (peQ-Lab) aufgereinigt. Dazurde der 50 puL Ansatz mit 300 pL des
Binde-Puffers versetzt, auf die peQ-Lab Saulen gegeund mit der Zentrifuge Biofuge pico
(Heraeus) fur 1 min bei 10000 rpm eluiert. Der Difiess wurde verworfen und zwei
Waschschritte mit je 600 pL CG-Wasch-Puffer wurdden 10000 rpm fur 1 min durchgefuhrt.
Abschlieiend wurde die Saule bei 13000 rpm fur estehs 1 min getrocknet. Die DNA-
Fragmente wurden zweimal mit je 32 uL Wasser b@07#@m fir 1 min eluiert und in einem

1.5 mL Reaktionsgefal aufgefangen.
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2.2.1.14 Sequenzierung

Nach einer Plasmid-Minipraparation wurden 1 pg mldsvon der Firma MWG Biotech
(Martinsried) sequenziert, um den Erfolg einer Mota oder Replikation, sowie die

Abwesenheit von unerwiinschten Mutationen zu bestili

2.2.1.15 Glycerinstocks

Wurde eine erfolgreiche Klonierung nach einer Pldpn&paration durch Restriktion oder
Sequenzierung bestétigt, wurden 750 uL der entsprelen Kultur mit 250 puL sterilem
Glycerin gemischt und bei -80 °C gelagert.

2.2.2 Protein-biochemische-Methoden

2.2.2.1 Heterologe Expression von rekombinanten Gen  enin E. coli

Mit einer Ubernachtkultur wurde das hundertfachduds@n an autoklaviertem LB-Medium
angeimpft und mit den entsprechenden AntibiotikaSeiektion versetzt. Das Medium wurde in
einem Schuttelinkubator Innova 4300 (New Brunswisientific) fur mehrere Stunden bei
37 °C inkubiert.

Vom Medium wurde 1 mL Probe entnommen und im UV-Misssgerat SmartSpet 3000
(BIO RAD) bei 600 nm mit einer Einmalkivette (ROTH@rmessen, wobei der Nullabgleich
mit LB-Medium erfolgte. Betrug die Absorption 0.6s10.7, wurde 1 M IPTG-L6sung bis zu
einer Endkonzentration von 1 mM zur Kultur gegebeodurch die Expression des Zielproteins
induziert wurde. Vor Induktion wurde eine Probe nembimen, die einem Qfgy von 0.5
entsprach. Diese wurde vom LB-Medium durch Zengafiion mit der Zentrifuge Biofuge pico
(Heraeus) bei 13000 rpm fur 1 min befreit und ndt @ SDS-Probenpuffer versetzt, um die

Probe mittels SDS-Gelelektrophorese zu untersuchen.
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Der Mechanismus der Induktion beruht auf der nggatiRegulierung delsic-Operons, da ein
Repressor die Transkription des nachfolgenden Gmkindert. Durch Zugabe von IPTG
dissoziiert der Repressor vom Operon, woraufhin drmnskription und schlieBlich die
Translation stattfinden. Bei den verwendeten Stammue Expression wurde nach IPTG-Zugabe
die chromosomal codierte T7-RNA-Polymerase prodtizeéie wiederum das Gen auf dem
eingefugten Plasmid transkribiert, was nach Trdimslzum gewiinschten Proteinprodukt flhrte.
Die Kultur wurde dann 12 h bei 15 °C inkubiert. AhbeRend wurde eine weitere Probe
entnommen, die einem Q§ von 0.5 entsprach. Das LB-Medium wurde durch Zfgation
bei 13000 rpm fur 1 min entfernt und mit 30 uL SP®benpuffer versetzt, um diese Probe mit
einer SDS-Gelelektrophorese zu untersuchen. Dasudheklonnte dann bei 6000 rpm, 4 °C fur
15 min mit der Zentrifuge Avanti J-25 (Beckman QGedl abzentrifugiert werden, um das

Zellpellet vom LB-Medium zu trennen.

2.2.2.2 Zelllyse

Das Zellpellet aus 1 L Zellkultur wurde in 50 mL $®uffer fur die Aufreinigung Uber die
Glutathion-Affinitats-Saule oder in 50 mL Ni-Bind@uffer fur die Aufreinigung tiber die fi
Chelat-Saule resuspendiert. Der Aufbruch der Ze#idolgte via Ultraschall am Sonifier 250
(Branson). Dazu wurde die Suspension funfmal 1 lamg bei einer Starke von 3/10 bei 70 %
Output behandelt.

100 pL des Lysats wurden entnommen und mit derrifiege Biofuge pico (Heraeus) bei
13000 rpm fir 5 min zentrifugiert. 15 uL des Ubanstes wurden genommen und mit 15 pL
SDS-Probenpuffer versetzt, um die Probe mittels -&@flektrophorese zu untersuchen. Der
Rest des Uberstandes wurde verworfen. Der unl@sliRixckstand wurde mit 1 mL PBS-Puffer
gewaschen, erneut fiir 5 min bei 13000 rpm zenigftigvom Uberstand befreit und mit 30 pL
SDS-Probenpuffer versetzt, um diese Probe mitiels-&elelektrophorese zu untersuchen.

Das Lysat wurde mit der Zentrifuge Avanti J-25 (B®an Coulter) bei 20000 rpm fir 45 min

zentrifugiert, um die unléslichen von den I6slichggstandteilen zu trennen.
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2.2.2.3 Affinitatschromatographie mittels Glutathio n-Sepharose

Lag das Zielprotein in der loslichen Fraktion desats als Fusionsprotein mit Glutathion-S-
Transferase (GST) vor, welche selektiv an die Ghina-Sepharose bindet, wurde die |6sliche
Fraktion mittels Peristaltikpumpe Pharmacia LKB Ruf-1 (Pharmacia) auf die mit 15 mL
Glutathion-Sepharose gefillte XK16/20 Glutathiorplsose (Pharmacia Biotech) mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1.5 mL/min aufgetragenerbei wurden 15 pL des Durchflusses
entnommen und mit 15 pL 4xSDS-Probenpuffer versetat diese mittels SDS-PAGE zu
analysieren. Die Saule wurde dann mit 200 mL PBfePumit 3 mL/min gewaschen. Das
Fusionsprotein wurde mit dem GSH-Elutions-Puffet 8amL/min von der Séaule eluiert und in
einem 50 mL Greiner-Rohrchen (Greiner) aufgefandénulL des Eluats wurden zur Analyse
mittels SDS-PAGE mit 15 pL 4xSDS-Probenpuffer viatseéAnschlie3end wurde die Saule mit
50 mL Guanidin-Puffer mit 1 mL/min gereinigt undntiamit 100 mL PBS-Puffer mit 3 ml/min

zum neuen Beladen bereit gemacht.

2.2.2.4 Affinitatschromatographie mittels Ni  2*-Chelat-Sepharose

Lag das Zielprotein in der I6slichen Fraktion desaits als Fusionsprotein mit einem Higg
vor, wurde diese mittels Peristaltikpumpe Pharma&B Pump P-1 (Pharmacia) auf die 5 mL
HisTrap™ FF (GE Healthcare) mit 1.5 mL/min aufgetragen,erbéi wurden 15 pL des
Durchflusses entnommen und fur die Analyse mitt8BS-PAGE mit 15 pL 4xSDS-
Probenpuffer versetzt. Die Saule wurde dann mitmkO Ni-Binde-Puffer mit 3 mL/min
gewaschen. Das Fusionsprotein wurde mit dem NikktigtPuffer mit 3 mL/min von der Saule
eluiert und in einem 50 mL Greiner-Réhrchen (Greirmaifgefangen. 15 uL des Eluats wurden
fur die Analyse mit der SDS-PAGE mit 15uL 4xSDS4bopuffer versetzt. AnschlieRend
wurde die Saule mit 10 mL EDTA-Puffer mit 3 mL/miom N#* befreit und mit 10 mL Wasser
bei 3 mL/min gewaschen. Dann wurden die Saule mtNi-Puffer mit 1 mL/min neu beladen

und mit 20 mL Ni-Binde-Puffer mit 3 mL/min gewasche
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2.2.2.5 Thrombin-Spaltung

Das Fusionsprotein wurde mit 100 U Thrombin beCAféir 12 h im Elutions-Puffer oder mit
375 U Thrombin auf der Saule in den jeweiligen Tagl das Zielprotein gespalten. Nach der
Inkubation wurden 15 pL des verdauten Ansatzesdigr SDS-PAGE mit 15 pL 4xSDS-
Probenpuffer versetzt, um den Erfolg des Verdawesezifizieren. Wenn die Spaltung auf der
Saule geschah, blieb dasg direkt auf der Saule und das Zielprotein konntehnknkubation
mit Hilfe der AKTA (Amercham pharmacia biotech) riitnL/min eluiert werden. Nach Verdau
in Lésung musste das jeweilige Tag mit der entgpmeden Affinitatssaule entfernt werden. Vor
diesem Schritt wurde die Losung mittels einer n@itneL. Sephadex G-25 geflillten XK16/40-
Saule (Pharmacia Biotech) mit Hilfe der AKTA (Amleasn Pharmacia Biotech) auf den jeweils

erforderlichen Bindepuffer umgepuffert.

2.2.2.6 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektr ~ ophorese (SDS-PAGE)

Der Erfolg der Induktion oder des Aufschlusses wewih Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) uberpruft. Durch Eméir der entnommenen Proben bei 95 °C
im Blockthermostat TCR100 (ROTH) wurden die Proateienaturiert und erhielten durch
Anlagerung des SDS eine gleichmaf3ige negative Lgglanteilung. Mdgliche Disulfidbriicken
wurden durch DTT im SDS-Probenpuffer aufgebrochere Proben wurden dann auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Gel bestand @&umme Sammelgel und einem Trenngel,
deren Zusammensetzungen Tabglle7 bzw.Tabelle2.18 zu entnehmen sind.

Das Gel wurde in die Kammer gestellt und mit Laenrfpoiffer beflllt. Danach wurden die
Taschen mit Proben und Marker befillt. Das Samnhdtgissierte alle Proteine in der Probe,
damit beim Erreichen des Trenngels das Proteingdmden gleichen Startpunkt fur die
Trennung hatte. Die Trennung erfolgte wie beim Agagel Uber das Wandern der negativ
geladenen Proteine zur Anode, welche durch dasl#wmiginetz gemalf ihrer Gréf3e aufgetrennt
wurden. Die Elektrophorese wurde mit der Stromg@uEIC250-90 (E-C Apparatus Corporation)
im Sammelgel bei 130 V und beim Erreichen des Tgelmbei 160 V betrieben, wobei die

Auftrennung ungefahr 2 h dauerte.
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Tabelle 2.17: Zusammensetzung des Sammelgels

Komponente Volumen
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0.8%) 0.50 mL
H20 1.87 mL
Sammelgelpuffer 0.60 mL
10% SDS-LOsung 30 pL
APS 30 pL
TEMED 3.0 pL

Tabelle 2.18: Zusammensetzung des Trenngels

Komponente Volumen
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0.8%) 1.50 mL
H,0 0.47 mL
Trenngelpuffer 1.00 mL
10% SDS-LOsung 30 pL
APS 30 pL
TEMED 3.0pL

Das vom Sammelgel abgetrennte Trenngel wurde findestens 15 min bei Raumtemperatur
auf dem Taumelschuttler Polymax 1040 (Heidolph) @obmasie-Blue Farbeldsung angeféarbt
und dann mit der Coomasie-Blue Entfarberldsungdanf Taumelschuttler wieder entfarbt. Die
Proteinbanden bleiben angefarbt, was auf den Whuinkengen zwischen basischen und
aromatischen Aminoséauren des Proteins und dem tBériberuht. Die Bandenmuster wurden

dann am Transilluminator mit Kamera (biostep) dokatrert.
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2.2.2.7 Praparative Molekularsiebchromatographie

Die Molekularsiebchromatographie oder GrofRenaugssbhhromatographie trennt nach der
GroRe der Molekule, wobei als Saulenmaterial eimr g@roses Polymer aus quervernetzter
Agarose mit Dextran dient. Kleine Molekile kénnes Baulenmaterial hineinwandern, was zu
einer langeren Verweildauer auf der Saule fuhrthimgegen gréf3ere Molekile hauptsachlich
aul3erhalb der Matrix eluieren. Dies fuhrt letztlmin einem linearen Zusammenhang zwischen
dem Logarithmus der Masse und dem ElutionsvolunmeseProteins.

Das Eluat von den Affinitatssaulen wurde mit demgkentratoren Vivaspin 20 MWCO 10.000
(Satorius stedim biotech) oder Vivaspin 20 MWCOO0BQ. (Satorius stedim biotech) in der
Zentrifuge Multifuge 3 (Heraeus) auf 10 mL ankortzienten. Dieses Volumen wurde dann Uber
den 10 mL Loop auf die HiLodl 26/60 SuperdéX' 200 prep grad (Amercham Biosciences)
oder die HiLoad" 26/60 Superdd¥' 75 prep grad (Amercham Biosciences) an der AKTA
aufgetragen und gereinigt. Zuvor wurde die Saule 300 mL entsprechendem SEC-Puffer
gespult. Die Elution wurde mit dem gleichen Puffieit 4 mL/min durchgefuhrt. Dabei wurde
die Elution fraktioniert gesammelt und jeweils 30 Fraktion mit 10 pL 4xSDS-Probenpuffer
fur die spatere Untersuchung mit der SDS-PAGE varse

2.2.2.8 Analytische Molekularsiebchromatographie

Die analytische Molekularsiebchromatographie wundi¢tels AKTA und der Superdex 200
10/300 GL (GE Healthcare) durchgefuhrt. Dazu muzatrst die Saule kalibriert werden. Dies
geschah durch Elution von verschiedenen Kalibrigspnoteinen vom Kit for Molecular
Weights 12-200kD for GFC (Sigma Aldrich). Da beblgllaren Proteinen eine Korrelation
zwischen dem Logarithmus der Masse und dem Elua@omen besteht, kann eine
Kalibriergerade erstellt werden, die fir die Bestiong der Masse aus dem Elutionsvolumen
benutzt werden konnte.

Zur Kalibrierung wurden tber einen 250 puL Loop @t AKTA 250 pL eines Gemisches der
Kalibrierproteine mit je 1 mg/mL aufgetragen undt Bi4 mL/min mit dem SEC7.5-Puffer
eluiert. Das Elutionsprofil ist Abbildung.9 zu entnehmen. Die Masse der fir die Kalibrigrun

verwendeten Proteine sowie die Elutionsvolumind sinTabelle2.19 zusammengefasst.
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Die sich daraus ergebende Kalibriergerade ist ihildbng2.10 gezeigt. Das Dextran Blue wird
nicht fur die Erstellung der Kalibriergeraden einbgen, da in diesem Bereich die Linearitat
nicht mehr gegeben ist. Es dient lediglich der Basiung des Ausschlussvolumens, welches

das minimale Elutionsvolumen darstellt.
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Abbildung 2.9: Chromatogramm der Elution mit der Saule Superd#x/300 GL (GE Healthcare) nach
Auftragen der Proteine aus dem Kit for Molecularigtiés 12-200kD for GFC (Sigma Aldrich).

Tabelle 2.19: Kalibrierproteine und deren Masse und Elutionskan

Name Masse log(Masse) Elutionsvolumen
Dextran Blue 2000 kDa 6.3010 7.91 mL+0.02 mL
B-Amylase 200 kDa 5.3010 12.09 mL+0.04 mL
Alcohol Dehydrogenase 150 kDa 5.1761 13.03 mL+n05
Albumin 66 kDa 4.8195 14.29 mL+0.03 mL
Carbonic Anhydrase 29 kDa 4.4624 16.71 mL+0.02 mL
Cytochrome C 12.4 kDa 41271 18.09 mL+0.01 mL
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Abbildung 2.10: Auftragung des Elutionsvolumen gegen den Logatitholer Masse und die daraus resultierende

Ausgleichsgerade als Kalibriergerade.

Wie in Abbildung2.10 sichtbar ergibt sich folgende Gleichung ausk@dibriergeraden:

log(Mass@ = —0.1940[ Elutionsvdumen+ 7.6569 ( 2)

Duch Delogarithmieren erhélt man folgende Gleichung

Masse= 10~ CLo4aEltionsvaumen: 76569 3

Mit Hilfe der Gleichung (3) kann aus dem Elutionkwoen die Masse bestimmt werden, wenn
das Protein globular ist.
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2.2.2.9 Konzentrationsbestimmung uber die UV-Absorp  tion bei 280 nm

Um Ausbeuten zu bestimmen, Assays oder Kristallisah durchzufihren, musste die
Konzentration des jeweiligen Proteins bestimmt wardDazu wurde wie bei der Bestimmung
der DNA-Konzentration die Absorption benutzt. DedtiBktionskoeffizient des Proteins wurde
vorher theoretisch bestimmt. Hierfur wurde das Paogn ProtParam benutzt, das auf folgender

Internetseite zur Verfligung steht.

http://www.expasy.org/tools/protparam.html

Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten in L/g erdisich dann folgende Gleichung.

Absorption
Extinktiorskoeffiziat

Konzentraion = [WVerdinnungfaktor (4)

Nach Nullabgleich fiir das Lésungsmittel am UV-VISpektrometer SmartSpet 3000 (BIO

RAD) wurden mindestens 50 uL der Probe in eine Uuw«te (Eppendorf) gegeben und bei
280 nm vermessen. Falls die Absorption zu hoch warde die Proteinlésung verdinnt, da eine
korrekte und prazise Messung nur in einem Absonpioeich zwischen 0.1 bis 0.8

gewabhrleistet ist.

2.2.2.10 Konzentrationsbestimmung mit dem Bradford-  Assay

Eine weitere Konzentrationsbestimmung war mit deradBrd-Assay mdglich, wobei hier die
Anderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffesn@sie Blau G250 von 465 nm zu
595 nm im sauren Milieu bei Interaktion mit einenotein benutzt wurde. Die Interaktion beruht

auf den Wechselwirkungen mit den basischen und atisamen Aminoséuren im Protein.
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Zur Bestimmung einer unbekannten Proteinkonzenptratnusste ein Kalibriergerade mit
verschieden BSA-Konzentrationen aufgenommen werdienaus BSA und Wasser hergestellt
wurden. Dazu wurde 1xBradford-Lésung fur die Bestinmg benutzt, die aus der 5xBradford-
Losung durch Verdinnung mit Wasser und anschlie®anHiltrieren hergestellt wurde. Zur
Bestimmung wurden 950 pL 1xBradfordlésung mit 50qdr verschiedenen Konzentrationen
versetzt, invertiert und flr 5 min inkubiert. Voresem Ansatz wurden mindestens 50 pL in UV-
Kiivetten (Eppendorf) am UV-VIS-Spektrometer SmaetSph 3000 (BIO RAD) bei 595 nm
vermessen. Der Nullabgleich erfolgte mit einer Laiswaus 950 pL 1xBradford-Losung und
50 uL Wasser, welche auch invertiert und fur 5 nmkubiert wurde. Durch Auftragen der
verschiedenen Endkonzentrationen in Abhangigke®ritAbsorption bei 595 nm ergab sich
folgende Kalibriergerade in Abbildurigy11.

0,400
0,350
0,300
0,250
0,200

0,150

Absorption 595 nm

f(x) = 0,05228x + 0,00448
Rz = 0,98961

0,100
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

Konzentration [ug/mL]

Abbildung 2.11: Auftragung der Absorption bei 595 nm der verscaiegh BSA-Konzentrationen und die daraus

resultierende Kalibriergerade und Gleichung fiir Besdford-Assay.

Aus Abbildung2.11 ergab sich folgende Gleichung aus der Kalipeieaden:

Absorption= 0.05228Konzentraton,, 4, + 0.00448(5)
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Durch Umstellung der Gleichung ergab sich fur denkentration:

Konzentraion, ... = Absorption—0.00448 (6)

0.0522¢

Damit gilt flr die Konzentration in der Ausgangsipeo

Konzentraton,, ., = Konzentraion,,, .. (20 [Verdlinnundaktor (7)

Zur Bestimmung einer unbekannten Konzentration wurden 950aun l1xBradford-Losung mit
50 pL der Probe versetzt, invertiert und fur 5 min inkubiert. DdlaNgleich erfolgte mit einer
Lésung aus 950 puL 1xBradford-Lésung und 50 pL des reinereBudfer Probe, welche auch
invertiert und fur 5 min inkubiert wurde. Lag die Absorptionhizwischen 0.1 und 0.8 musste
die Probe verdinnt und nochmals entsprechend fir die Messungdbkhesrden. Die

Konzentration der Probe berechnete sich mit allen Verdiinnungen engspmtetwch Gleichung

7).

2.2.2.11 Konzentrationsbestimmung mit der Amidoschw arz-Fallung

Alternativ konnte die Konzentrationsbestimmung mit dem Fatbbstonidoschwarz 10B
durchgefuhrt werden, wobei hier das Protein mit dem Farbstoff eideKdmplex bildet, der
ausfallt. Nach einem Waschschritt und Trocknung des gefallten ProtdistéitKomplexes
wird der Farbstoff-Komplex wieder gelést und bei 625 nm vermeg&anBestimmung einer
unbekannten Proteinkonzentration musste eine Kalibriergerade mit ieelesth BSA-
Konzentrationen aufgenommen werden, die aus BSA und Wasser hergestelen. Zur
Bestimmung wurden 800 pL Amidoschwarz Puffer A mit 200 uL derschiedenen
Konzentrationen versetzt, invertiert und fir 10 min bei 13000irpder Zentrifuge Biofuge pico
(Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Fallurig16€0 pL
Amidoschwarz Puffer B versetzt. Nach erneutem Zentrifugieren fir 10o@inl3000 rpm
wurde wieder der Uberstand verworfen. Der Niederschlag trocknete bei Raunatempér

15 min und wurde mit 1000 pL Amidoschwarz Puffer C aufgenommen
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Dann wurden mindestens 50 pL der Lésung in UV-Kigret(Eppendorf) am UV-VIS-
Spektrometer SmartSpet 3000 (BIO RAD) bei 625 nm vermessen. Der Nullalmieerfolgte
mit Amidoschwarz Puffer C. Durch Auftragen der whisdenen Endkonzentrationen in
Abhangigkeit ihrer Absorption bei 625 nm ergab siolgende Kalibriergerade in Abbildung
2.12.

0,700
0,600
0,500

0,400

0,300

f(x) = 0,02333x - 0,00443

0,200 Rz = O, 99969

Absorption bei 625 nm

0,100

0,000
0 5 10 15 20 25 30

Konzentration [ug/mL]

Abbildung 2.12: Auftragung der Absorption bei 625 nm der verschiegh BSA-Konzentrationen und die daraus

resultierende Kalibriergerade sowie Gleichung fiérAimidoschwarz-Fallung.

Aus Abbildung2.12 ergab sich folgende Gleichung aus der Kalipeieaden:

Absorption=0.02333Konzentraion —-0.00443(8)

Amidoschwaz

Durch Umstellung der Gleichung ergab sich flr denkentration:

_ Absorption+ 0.00443

KonzentraionAmidoschwﬂz - 0.0233:¢

(9)
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Damit gilt fir die Konzentration einer Probe:

Konzentraton,, . = Konzentraion (5 Werdunnundgktor (10)

Amidoschwaz

Zur Bestimmung einer unbekannten Konzentration enr@00 puL vom Amidoschwarz Puffer A
zu 200 pL der Probe gegeben und in gleicher Weexéakhren. Lag die Absorption nicht
zwischen 0.1 und 0.8 musste die Probe verdinntnaetimals entsprechend fir die Messung
behandelt werden. Die Konzentration der Probe beete sich mit allen Verdinnungen

entsprechend nach Gleichung (10).

2.2.2.12 Thermal Shift Assay

Mit Hilfe dieses Assays wurde die Stabilitat eif®teins in einer Losung untersucht, indem
diese langsam erwadrmt wurde. Der Fluoreszenzfdfbs8ypro Orange (Invitrogen)
(Extinktionswellenlédnge: 485 nM; Emissionswellergén 575 nm), der in wassriger oder
hydrophiler Umgebung nur geringe Fluoreszenz z&mbn sich auf Grund der Erwarmung und
der damit einhergehenden Denaturierung des Proieidi® lipophilere Umgebung des Proteins
einlagern, was zu einer deutlichen Erh6hung deorékzenz fihrt. Wird nun die Fluoreszenz in
Abhangigkeit der Temperatur aufgetragen, ergibh ssn Verlauf wie in Abbildung2.13.
Deutlich ist die Zunahme der Fluoreszenz bis zerairMaximum zu sehen, danach fallt die
Fluoreszenz langsam wieder ab, da der FarbstoffhrdAgglomeration des Proteins verdrangt
wird. Das geféllte Lot vom Schnittpunkt auf die Tgenaturachse des halbmaximalen Wertes
zwischen anfanglichem Minimum und dem Maximum dereskkurve entspricht der
Schmelztemperaturyl, welche ein Mal} fur die Stabilitét des Proteinsstidit. Bestandteile des
Puffers, die das Protein stabilisieren, fihren dahen Anstieg der Schmelztemperatur und
Bestandteile, die das Protein destabilisierenednigen die Schmelztemperatur. Das Erwarmen
und die Detektion der Fluoreszenzanderung wurdehdden Real-Time-PCR-Cycler iQ 5 (BIO
RAD) durchgefuhrt, wobei 96-Well Platten (BIO RAB)r die unterschiedlichen Bedingungen
benutzt wurden. Da die Proben stark erwdrmt wurdeassten die Platten zum Schutz vor

Verdunstung mit durchsichtiger Adhasionsfolie (BRAD) versiegelt werden.
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Abbildung 2.13: Kurve einer Thermofluoro-Messung mit Maximum unéhivhum der Fluoreszenz, wobei das
gefallte Lot vom Schnittpunkt der Halbmaximalendtieszenz mit der Messkurve zur Temperaturachse die

Schmelztemperaturylergibt.

In einem 25 puL Ansatz befanden sich final 25 uMté&lround 2x Sypro Orange. Die weiteren
Komponenten, wie die Konzentration von Natriumcidooder der pH-Wert, wurden fiir die
jeweilige Untersuchung angepasst. Das Temperatgngmum begann bei 20 °C und erhdhte pro
30 s die Temperatur um 0.5 °C bis eine Endtempevatu 80 °C erreicht war. Die Auswertung
erfolgte Uber das Programm Exel der Firma Microsoft

2.2.2.13 Thermophorese Assay

Unter Thermophorese versteht man die gerichtete eBamg von Teilchen entlang eines
Warmegradienten, die in der Regel aus dem warmeraten kalteren Bereich erfolgt. Das
thermophoretische Verhalten eines Teilchens hangh dessen Grof3e, Ladung und

Hydrationshille ab.
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Im Fall eines Proteins werden diese GroRen wiederamder An- oder Abwesenheit eines
gebundenen Liganden beeinflusst, weshalb das tipronetische Verhalten eines Proteins in
Abhangigkeit von der Ligandenkonzentration die Bestung von Bindungsaffinitaten
ermdglicht. Die Thermophoresemessung erfolgt in skdaillaren, welche mit wenigen
Mikrolitern Probel6sung geflllt sind. Die Konzertom des fluoreszenzmarkierten Proteins wird
dabei konstant gehalten, die Konzentration des ukieréen Liganden variiert. Der
Temperaturgradient ist auf einen mikroskopischnidai Bereich beschrankt (dahdicroscale
Thermophorese) und wird mit einem IR-Laser(1480 nm) erzeugt. Als Thermophoresesignal
dient das Verhaltnis der Proteinkonzentration inmmagren Bereich zu der Proteinkonzentration
im kalteren Bereich, welches wiederum aus der Elsmenz der Losung im erwdrmten Bereich
vor und eine bestimmte Zeit (ca. 10s) nach Eirlsehades Lasers ermittelt wird. Die
Fluoreszenzdetektion erfolgt mit einem Epifluoreszmikroskop, welches in die verwendete
Messapparatur integriert ist. Auftrag des Thermopbesignals gegen die Konzentration des
Liganden ergibt bei logarithmischer Skalierung Aészisse einen sigmoidalen Kurvenverlauf,
aus dem mittels Gleichung 11 die DissoziationskamtstKp des Protein-Ligand-Komplexes
berechnet werden kann. Da die manuelle Berechneimgafwéandig ist, wird zur Auswertung
das Analyseprogramm NanoTemper Analysis 1.2.009 Filena NanoTemper Technologies
benutzt. Eine genaue Beschreibung der Micrsosdaderiophorese-Methodik sowie der zu
Grunde liegenden Theorie ist in dem Review vonhlkaVNillemsenet al. (2011) nachzulesen
[101].

T = Thermophoresesignal

U = ungebundener Bereich, minimales Signal, ustBtateau
B = gebundener Bereich, maximales Signal, obeasd

¢ = Konzentration vom gelabelten Protein

¢ = Konzentration des Interaktionspartners

Kp = Dissoziationskonstante

G +Kp _\/(CP +G +KD)2 - 4Le, [¢,

C, +
T=U+(B-U)EF=
2[¢,

(11)
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Zur Detektion des zu untersuchenden Proteins wdiekes mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa
647 markiert (Extinktionswellenlange: 650 nm; Enoasswellenlange: 668 nm). Dabei wurde

folgender Ansatz pipettiert und fr 30 min im Dusklinkubiert.

20 pL 100 uM IpgC
7.5 puL 1 pg/uL Alexa 647
ad 200 pL Labeling Puffer

Anschliel3end wurde der Ansatz vom restlichen Fafbsiefreit, indem mit einer PD10 Saule
(GE Healthcare) an der AKTA bei einer Flussrate ¥anL/min fiir 10 mL auf Thermophorese-
Puffer umgepuffert wurde. Das Eluat von 1.5 mL bi8 mL wurde aufgefangen und der Rest
verworfen. Die Konzentration des markierten Prateiurde mit dem Bradford-Assay bestimmt
und mit Thermophorese-Puffer auf 0.5 pM eingestellt

Um die Interaktion von fluoreszenzmarkiertem Ipg@ verschiedenen synthetisch hergestellten
Peptiden zu untersuchen, wurden die Peptide miEdewaage CP2P (Satorius) eingewogen, in
reinem DMSO angeldst und mit Thermophorese-Puftégedillt, so dass eine 2.5% DMSO-
Losung erhalten wurde. In der Verdinnungsreihe wmrdlurch 1:1 Verdinnungen mit
Thermophorese-Puffer plus 2.5 % DMSO insgesamt d€uhgen erstellt. Jeweils 50 pL einer
Verdinnung wurden mit 50 uL der markierten 0.5 pMt&nlosung versetzt und fir 3 h im
Dunklen inkubiert. Die Verdinnungen wurden fir lidnbei 4 °C mit 13000 rpm in der
Kuhlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus) abzentiduty

Fur die Untersuchung der Wechselwirkung von flupeegmarkiertem IpgD oder GST-Spa-
orf11 mit unmarkiertem IpgE wurde die Konzentratiam IpgE mit dem UV-VIS-Messgerat
SmartSpet” 3000 (BIO RAD) bestimmt und durch Verdiinnung mEC®.0-Puffer auf die
gewlnschte Konzentration eingestellt. In einer Yiardingsreihe wurden durch 1:1-
Verdunnungen mit SECG6.0-Puffer insgesamt 16 Losouingergestellt. Jeweils 50 pL einer
verdunnten Losung wurden mit 50 pL der markiertén M Proteinlésung versetzt und fur 1 h
im Dunklen inkubiert. Im Anschluss wurden die Veandiingen 10 min lang bei 4 °C mit

13000 rpm in der Kuhlzentrifuge Biofuge fresco (&us) abzentrifugiert.
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Ca. 10 pL jeder Losung wurden in eine Standard{kapi (NanoTemper Technologies)
aufgezogen, so dass diese ungefahr zur Halfte lgefat, und am Thermophorese-Messgerat
Monolith NT.015 (NanoTemper Technologies) vermes&mbei wurde die Messung bei jeder
Kapillare an drei verschiedenen Positionen durdityef Diese Prozedur wurde im Anschluss
fur jede Lo6sung noch zweimal wiederholt. Auf die¥éeise wurden aus insgesamt drei
Messungen mit jeweils drei verschiedenen Messpo&iti neun Einzelmesswerte pro
Konzentration erhalten. Bei jeder Messung wurdeldiser On Time auf 10 s und die Laser
Power auf 30% gesetzt. Die Auswertung aller Datefolgte mit der Analysesoftware
NanoTemper Analysis 1.2.009 der Firma NanoTempehfi@ogies, wobei als Relation fur das
Thermophoresesignal die Option ,, Thermophoresis+Jugewahlt wurde, die der Relation in
der Abbildung2.14 entspricht. Der Verlauf der gemessen Kurvespeach der in Abbildung

2.14 dargestellten Kurven.
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Abbildung 2.14: Der linke Teil gibt die Fluoreszenzsignale wiedtie, mit ausgeschaltetem IR-Laser und

eingeschaltetem IR-Lasers fir verschiedene Konatoren erhalten werden. Aus den Relationen vonmear

Bereich zum kalten Bereich ergibt sich das Thermogtesignal. Wird dieses gegen die entsprechende
Konzentration logarithmisch aufgetragen, wird esiggmoidale Kurve erhalten, aus der der\Wert mittels

Auswerte-Software ermittelt werden kann.
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2.2.2.14 Qualitative Interaktionsstudien mit Hilfe von Affinitdtssaulen

Proteine, die mit einem Affinitatfag versehen sind, binden selektiv an ihre spezielle
Affinitatsmatrix. Da die Bindung an diese Matrix iste bei physiologischen Bedingungen
stattfindet, kbnnen die Fusionsproteine weitererbktionen eingehen. Daher kann nach Binden
eines Fusionsproteins an die Matrix ein weiterestdin, das keine Interaktion mit dem
Séaulenmaterial aber mit dem ersten Protein eingedirekt an die Matrix gebunden werden.
Nach einem Waschschritt kann das FusionsproteirdeoMatrix eluiert werden, womit sich im
Eluat das Fusionsprotein und sein Interaktionspartoefinden. Gibt es keine Interaktion
zwischen beiden Proteinen wird nur das Fusionsprotuiert, da der hypothetische

Bindungspartner bereits beim Waschschritt von deleSentfernt wurde (siehe AbbilduBdL5).
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Abbildung 2.15: Schematischer Ablauf der Interaktionsstudie natéffinititschromatographie.
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Zur Untersuchung von Interaktionen zwischen zweiétnen wurde der losliche Uberstand der
Lyse eines Fusionsproteins aus GEAg und Zielprotein auf die Saule XK16/20 (Pharmacia
Biotech), die mit 15 mL Glutathion-Sepharose 4 Fdst befillt war, mit der Peristaltikpumpe

Pharmacia LKB Pump P-1 (Pharmacia) mit 1 mL/mingatrhigen und anschlieend mit
3 mL/min mit 100 mL PBS-Puffer gewaschen. Dann ward 0 mL einer Proteinldsung des
Interaktionspartners mit 1 mg/mL mit einer Gescldigkeit von 1 mL/min aufgetragen und

erneut mit 3 mL/min mit 100 mL PBS-Puffer gewascHhechlie3lich wurden die Proteine mit 50
mL Elutions-Puffer mit 3 mL/min eluiert und aufgefgen. Vom Eluat wurde eine Probe

genommen und mittels SDS-PAGE untersucht, ob eitezdktion stattgefunden hatte.

2.2.2.15 Sekundarstrukturvorhersage mit dem Interne  t-Interface NetSurfP

Zum Vorhersagen von Sekundarstrukturen wurde dasrniet-Interface NetSurfP  benutzt,

welches unter folgender Internetadresse verfugtar i

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/

Nach Eingabe einer Proteinsequenz werden die Wadirdichkeiten fir Loop-p-Helices und
B-Faltblatt-Regionen berechnet und ausgegeben. BeedBnung beruht auf einem von
Lundegraarcet al. entwickelten Algorithmus (2009) [106].

2.2.2.16 Préaparation von IpgE

10 mL LB-Medium wurden mit 10 pL Ampicillin-Losungnd 10 pL Chloramphenicol-Lésung
unter der Sterilbank KS15 (Thermo SCIENTIFIC) vé&zteDazu wurde der Stamm BL21
CodonPlus(DE3)-RIPL mit dem Plasmid pGEX-4T-Mod&p@gegeben und Uber Nacht im
Schittelinkubator Innova 4200 (New Brunswick Sdfe)tinkubiert.
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Mit der Ubernachtkultur wurden 1.6 L LB-Medium aimgeft und bei 37 °C bis zu einer Qf
von 0.6-0.7 im Schuttelinkubator Innova 4300 (Newrswick Scientific) herangezogen. Die
ODggo wurde von 1 mL Proben am UV-VIS-Messgerat Smart8he38000 (BIO RAD) mit
Einmalktvetten (ROTH) gemessen. Die Induktion den€pression erfolgte mit 1.6 mL einer
1 M IPTG-L6sung, anschlieRend wurde fir 12 h bei@5nkubiert.

Die Kultur wurde auf zwei 400 mL Beckman-"Tubesttedt und bei 4 °C, 6000 rpm fir 15 min
an der Zentrifuge Avanti J-25 (Beckman Coulter)taérgiert. Der Uberstand wurde verworfen
und jedes Pellet wurde in 35 mL PBS-Puffer fir dyse resuspendiert und funfmal mit dem
Ultraschallerzeuger Sonifier 250 (Brandson) furih fiei 70% Duty Cycle und einer Starke von
3/10 mit behandelt.

Der losliche Bestandteil wurde bei 20000 rpm furndif mit der Zentrifuge Avanti J-25
(Beckman Coulter) von den unloslichen Bestandtedieinennt. Der Uberstand wurde auf die mit
15 mL Glutathion-Sepharose gefillte XK16/20-SauldPhgrmacia Biotech) mittels
Peristaltikpumpe Pharmacia LKB Pump P-1 (Pharmaaoni) einer Geschwindigkeit von
1 mL/min aufgetragen. Anschlieend wurde die Sawie200 mL PBS-Puffer bei 3 mL/min
gewaschen. Mit einer Spritze wurden langsam 15 ndS-Puffer, in dem zuvor 375U
Thrombin gelést worden waren, auf die Saule gegebem Saule wurde fur 12 h bei 4 °C
inkubiert. AnschlieRend wurde das vom G®dg befreite Zielprotein mit PBS-Puffer mit
1 mL/min von der Saule an der AKTA (Amercham phasiagiotech) eluiert. Je 10 mL des
Eluats wurden an der AKTA mit einem 10 mL Loop elitt XK16/40 (Pharmacia Biotech), die
mit 60 mL Sephadex G-25 befullt war, auf BisTrisHBu umgepuffert. Die umgepufferten
Fraktionen wurden auf die HiTrdh DEAE FF 5 mL (GE Healthcare) mit einer Flussraos v
1 mL/min aufgetragen. Die Elution erfolgte durchnes Stufengradient mit BisTris-
Elutionspuffer. Zuerst wurden bei einem Anteil v@0:70 von BisTris-Elutionspuffer zu
BisTris-Puffer Verunreinigungen wie Thrombin entfen. Bei einem Anteil von 80:20 von
BisTris-Elutionspuffer zu BisTris-Puffer wurde s@filich das Zielprotein in einem Volumen
von 10 mL eluiert, siehe Abbildury16. Das Eluat wurde direkt mit dem 10 mL Loop digf
HiLoad™ 26/60 Superde¥' 75 prep grade (Amercham Biosciences) mit 4 mL/anifgetragen,
wobei die Elution mit SEC6.0 Puffer erfolgte. Daglgrotein eluiert bei einem Volumen von
160 mL bis 220 mL, siehe Abbilduryl7.
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Abbildung 2.16: Elutionsprofil deHiTrap™ DEAE FF 5 mL mit der Elution von Verunreinigungeei einem
Anteil von 30:70 von BisTris-Elutionspuffer zu Big3-Puffer. Die Elution des Zielproteins erfolgtei lginem

Anteil von 80:20 von BisTris-Elutionspuffer zu Bis3-Puffer in 10 mL.
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Abbildung 2.17: Elutionsprofil der HiLoad" 26/60 Superdé®' 75 prep grade mit dem Zielprotein zwischen
160 mL und 220 mL.

Das Eluat wurden mit den Konzentratoren VivaspilB@CO 10.000 (Satorius stedim biotech)
an der Zentrifuge Multifuge 3 (Heraeus) auf 10 mig/amkonzentriert. Die Ausbeute betrug
20 mg gereinigtes IpgE pro Liter Bakterienkultur .
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2.2.2.17 Préaparation von IpgC und der trunkierten F  ormen IpgCO0,-4S

10 mL LB-Medium wurden unter der Sterilbank KS15héfmo SCIENTIFIC) mit 10 pL
Ampicillin-Losung und 10 pL Chloramphenicol-Losungrsetzt. Dazu wurde der Stamm BL21
CodonPlus(DE3)-RIPL transformiert mit dem Plasmi&EX-4T-Mod-ipgC oder pHW1-ipgCo,-
4S, gegeben und Uber Nacht im SchittelinkubatooMard200 (New Brunswick Scientific)
inkubiert.

Mit der Ubernachtkultur wurden 1.6 L LB-Medium aimgeft und bei 37 °C bis zu einer Qf
von 0.6-0.7 im Schuttelinkubator Innova 4300 (Newriswick Scientific) herangezogen. Die
ODggo wurde von 1 mL Proben am UV-VIS-Messgerat Smart8he38000 (BIO RAD) mit
Einmalktvetten (ROTH) gemessen. Die Induktion gt®lmit 1.6 mL einer 1 M IPTG-LOsung.
Anschliel3end wurde fur 12 h bei 15 °C inkubiert.

Die Kultur wurde auf zwei 400 ml Beckman-"Tubes'ttedt und bei 4 °C, 6000 rpm fir 15 min
an der Zentrifuge Avanti J-25 (Beckman Coulter)taérgiert. Der Uberstand wurde verworfen
und jedes Pellet wurde in 35 mL PBS+S-Puffer figr ldyse resuspendiert und finfmal mit dem
Ultraschallerzeuger Sonifier 250 (Brandson) furih fiei 70% Duty Cycle und einer Starke von
3/10 mit behandelt.

Der l6sliche Bestandteil wurde bei 20000 rpm furndi& an der Zentrifuge Avanti J-25
(Beckman Coulter) von den unloslichen Bestandtegieinennt. Der Uberstand wurde auf die mit
15 mL Glutathion-Sepharose geflllte XK16/20-SauldPhgrmacia Biotech) mittels
Peristaltikpumpe Pharmacia LKB Pump P-1 (Pharmaaoni) einer Geschwindigkeit von
1 mL/min aufgetragen. AnschlieRend wurde die S&uite200 mL PBS+S-Puffer bei 3 mL/min
gewaschen. Mit einer Spritze wurden langsam 15 mBIS+5-Puffer, in dem zuvor 375 U
Thrombin geldst worden waren, auf die Saule gegeben

Die Séaule wurde fir 12 h bei 4 °C inkubiert. Anseend wurde das vom GIRkg befreite
Zielprotein mit PBS+S-Puffer mit 1 mL/min von dies€aule an der AKTA (Amercham
pharmacia biotech) eluiert. Nachfolgend wurde zlis#t eine HiTrap" Benzamidin FF 1 mL
(GE Healthcare) angeschlossen, um das Thrombimtfareen, gefolgt von einer GSTTrab
FF 5mL, um moglichen GSTag abzufangen. Das Eluat wurde mit den Konzentratoren
Vivaspin 20 MWCO 10.000 (Satorius stedim biotech)d&r Zentrifuge Multifuge 3 (Heraeus)
auf ein Volumen von 10 mL ankonzentriert und daberiden 10 mL Loop auf die HiLodf
26/60 SuperdeX' 75 prep grade (Amercham Biosciences) mit einesdfate von 4 mL/min

aufgetragen, wobei die Elution mit SEC7.5 Pufféolgte.
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Das Zielprotein eluierte bei einem Volumen von 180 bis 210 mL, siehe Abbildung.18 fur
IpgC und Abbildung@2.19 fir 1pgCO0,-4S. Das Eluat wurden mit den Korngoren Vivaspin 20
MWCO 10.000 (Satorius stedim biotech) an der zZkmge Multifuge 3 (Heraeus) auf ein
Volumen von 10 mg/mL ankonzentriert. Es konntenn®p IpgC beziehungsweise 10 mg

IpgCo0,-4S aus 1 L Kultur aufgereinigt werden.
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Abbildung 2.18: Elutionsprofil der HiLoad" 26/60 SuperdeéX 75 prep grade mit
Zielprotein IpgC bei 150 mL bis 210 mL.
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Abbildung 2.19: Chromatogramm der abschlieBenden GrolRenaussdiMosgtographie wahrend der Reinigung
der verkiirzten IpgC-Variante durchgefiihrt mit eikéroad™ 26/60 SuperdéX' 75 prep grade Saule. Die Elution
von IpgCo,-4S erfolgte in dem Volumenbereich zwéesth60 mL und 210 mL.
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2.2.2.18 Praparation von IpgA

10 mL LB-Medium wurden mit 10 pL Ampicillin-Losungnd 10 pL Chloramphenicol-Lésung
versetzt. Dazu wurde der Stamm BL21 CodonPlus(IMB)- transformiert mit dem Plasmid
pGEX-4T-Mod-ipgA gegeben und dber Nacht im Schiitkeibator Innova 4200 (New
Brunswick Scientific) inkubiert. Die restliche Aeifnigung erfolgte analog zur Praparation von
IpgC. Die Ausbeute belief sich auf 10 mg Proteis &l Kultur, wobei das Elutionsprofil der

GroRRenausschlusschromatographie in Abbild2u2@ wiedergegeben ist.
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Abbildung 2.20: Elutionsprofil der HiLoad" 26/60 Superdé¥' 75 prep grade mit
Zielprotein IpgA bei 170 mL bis 210 mL.

2.2.2.19 Préaparation von Spalb

10 mL LB-Medium wurden mit 10 puL Ampicillin-Lésungnd 10 pL Chloramphenicol-Lésung
versetzt. Dazu wurde der Stamm BL21 CodonPlus(0EB)- transformiert mit dem Plasmid
pPGEX-4T-Mod-spal5 gegeben und uber Nacht im Sdimiktdator Innova 4200 (New
Brunswick Scientific) inkubiert, die restliche Aefnigung erfolgte analog zur Praparation von
IpgC mit dem Elutionsprofil der GréRenausschluRotatmgraphie in Abbildung2.21. Die
Ausbeute belief sich auf 15 mg Protein aus 1 L kult
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Abbildung 2.21: Elutionsprofil der HiLoad" 26/60 Superdé¥' 75 prep grade mit
Zielprotein Spal5 bei 170 mL bis 220 mL.

2.2.2.20 Préaparation von IpgD

10 mL LB-Medium wurden mit 10 pL Ampicillin-Losungnd 10 pL Chloramphenicol-Lésung
versetzt. Dazu wurde der Stamm BL21 CodonPlus(0EB)- transformiert mit dem Plasmid
pPpGEX-4T-Mod-ipgD gegeben und Uber Nacht im Schinkebator Innova 4200 (New
Brunswick Scientific) inkubiert. Die weitere Aufregung erfolgte bis zum Aufkonzentrieren
des von der Glutathion-Sepharose-Saule erhaltehetsEanalog zur Praparation von IpgC. Das
Eluat wurde mit den Konzentratoren Vivaspin 20 MWGQ@O0O00 (Satorius stedim biotech) an
der Zentrifuge Multifuge 3 (Heraeus) auf 10 mL amkentriert und dann Gber den 10 mL Loop
auf die HiLoad" 26/60 Superdé¥' 200 prep grade (Amercham Biosciences) mit 4 mL/min
aufgetragen, wobei die Elution mit SEC7.5+S Pu#idolgte. Das Zielprotein eluiert bei einem
Volumen von 210 mL bis 260 mL (siehe AbbilduB@2). Die Ausbeute belief sich auf 3 mg

Protein aus 1 L Kultur.
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Abbildung 2.22: Elutionsprofil der HiLoad" 26/60 SuperdeéX' 200 prep grade vom
Zielprotein IpgD ab 210 mL bis 260 mL.

2.2.2.21 Praparation der trunkierten Form IpgD-30,- 8

10 mL LB-Medium wurden mit 10 pL Ampicillin-Losungnd 10 pL Chloramphenicol-Lésung
versetzt. Dazu wurde der Stamm BL21 CodonPlus(IB)- transformiert mit dem Plasmid
pHW1-ipgD-30,-8 gegeben und tber Nacht im Schiiitelbator Innova 4200 (New Brunswick
Scientific) inkubiert. Mit der Ubernachtkultur wwed 1.6 L LB-Medium angeimpft und bei
37 °C bis zu einer Ofgp von 0.6-0.7 im Schiuttelinkubator Innova 4300 (N8&munswick
Scientific) herangezogen. Die @9 wurde von 1mL Proben am UV-VIS-Messgeréat
SmartSpet” 3000 (BIO RAD) mit den Einmalkiivetten (ROTH) geses. Die Induktion
erfolgte mit 1.6 mL einer 1 M IPTG-L6sung, anscBRead wurde fir 12 h bei 15 °C inkubiert.
Die Kultur wurde auf zwei 400 ml Beckman-"Tubes'ttedt und bei 4 °C, 6000 rpm flr 15 min
an der Zentrifuge Avanti J-25 (Beckman Coulter)td@rgiert. Der Uberstand wurde verworfen
und jedes Pellet wurde in Ni-Binde-Puffer fir digske resuspendiert und finfmal mit dem
Ultraschallerzeuger Sonifier 250 (Brandson) furih trei 70% Duty Cycle und einer Starke von
3/10 mit behandelt.
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Der losliche Bestandteil wurde bei 20000 rpm furndi& an der Zentrifuge Avanti J-25
(Beckman Coulter) von den unléslichen Bestandtegetrennt. Der Uberstand wurde auf die
HisTrap™ FF 5 mL-Saule (GE Healthcare) mittels Peristaltikpe Pharmacia LKB Pump P-1
(Pharmacia) mit einer Geschwindigkeit von 2 mL/nainfgetragen. AnschlieRend wurde die
Séaule mit 100 mL Ni-Binde-Puffer mit 3 mL/min gewhasn. Mittels Stufengradient wurde mit
einem Gemisch von Ni-Elutions-Puffer und Ni-Bindefler im Verhaltnis von 15:85
unspezifisch gebundenes Protein eluiert. Mit ei@emisch von Ni-Elutions-Puffer zu Ni-
Binde-Puffer im Verhaltnis von 60:40 wurde schlieBldas Zielprotein eluiert (siehe Abbildung
2.23).
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Abbildung 2.23: Elutionsprofil der HisTrap" FF-S&ule vom Zielprotein IpgD-30,-8, mit der Eduttivon
unspezifisch gebundenes Protein bei 15:85 von Mii@fis-Puffer zu Ni-Binde-Puffer und von Zielpratenit
60:40 von Ni-Elutions-Puffer zu Ni-Binde-Puffer.

Dieses Eluat wurde mittels Peristaltikpumpe Pharma&B Pump P-1 (Pharmacia) mit einer
Geschwindigkeit von 1 mL/min direkt auf eine mit & Glutathion-Sepharose gefillte
XK16/20-Saule (Pharmacia Biotech) aufgetragen. AlsBend wurde die Saule mit 200 mL
PBS+S-Puffer bei einer Flussrate von 3 mL/min geWwas. Mit einer Spritze wurden langsam
15 mL PBS+S-Puffer, in denen zuvor 375U Thrombelbgt worden waren, auf die Saule
gegeben. Die Saule wurde fur 12 h bei 4 °C inkabier

Anschlieend wurde das vom G3ag befreite Zielprotein mit PBS+S-Puffer mit 1 mL/min
von dieser Saule an der AKTA (Amercham pharmaciesh) eluiert. Nachfolgend wurde
zuséatzlich eine HiTrdp' Benzamidin FF 1 mL (GE Healthcare) angeschlossen, das
Thrombin zu entfernen, gefolgt von einer GSTTMEFF 5mL, um mogliches GSTag

abzufangen.
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Das Eluat wurde mit den Konzentratoren VivaspinVA¥CO 30.000 (Satorius stedim biotech)

an der Zentrifuge Multifuge 3 (Heraeus) auf 10 mik@nzentriert und dann tber den 10 mL
Loop auf die HiLoad" 26/60 Superdé¥ 200 prep grade (Amercham Biosciences) mit
4 mL/min aufgetragen, wobei die Elution mit SECB5uffer erfolgte. Das Zielprotein eluierte

bei einem Volumen von 220 mL bis 250 mL, siehe Ahlng2.24.
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Abbildung 2.24: Elutionsprofil der HiLoad" 26/60 SuperdX' 200 prep grade vom
Zielprotein IpgD-30,-8.

Das Eluat wurden mit den Konzentratoren VivaspiVBOCO 30.000 (Satorius stedim biotech)
an der Zentrifuge Multifuge 3 (Heraeus) auf 10 mig/amkonzentriert. Die Ausbeute betrug

1 mg Protein aus 1 L Kultur.

2.2.2.22 Préaparation von GST-Spa-orfll

10 mL LB-Medium wurden mit 10 pL Ampicillin-Losungnd 10 pL Chloramphenicol-Losung
versetzt. Dazu wurde der Stamm BL21 CodonPlus(0EB)- transformiert mit dem Plasmid
pGEX-4T-Mod-spa-orfl1l gegeben und Uber Nacht imU8ehnkubator Innova 4200 (New
Brunswick Scientific) inkubiert. Mit der Ubernachdkur wurden 1.6 L LB-Medium angeimpft
und bei 37 °C bis zu einer @3 von 0.6-0.7 im Schuttelinkubator Innova 4300 (NBmunswick
Scientific) herangezogen. Die @ wurde von 1 mL Proben am UV-VIS-Messgerat
SmartSpet” 3000 (BIO RAD) mit den Einmalkiivetten (ROTH) geses. Die Induktion
erfolgte mit 1.6 mL einer 1 M IPTG-LOsung. Im An&ats wurde fur 12 h bei 15 °C inkubiert.

81



Materialien und Methoden fur die Molekularbiologie

Die Kultur wurde auf zwei 400 ml Beckman-"Tubes'ttedt und bei 4 °C, 6000 rpm fur 15 min
an der Zentrifuge Avanti J-25 (Beckman Coulter)td@rgiert. Der Uberstand wurde verworfen
und jedes Pellet wurde in 35 mL PBS+S-Puffer figr ldyse resuspendiert und fiinfmal mit dem
Ultraschallerzeuger Sonifier 250 (Brandson) furih trei 70% Duty Cycle und einer Starke von
3/10 mit behandelt.

Der losliche Bestandteil wurde bei 20000 rpm furndi& an der Zentrifuge Avanti J-25
(Beckman Coulter) von den unloslichen Bestandtegdieinennt. Der Uberstand wurde auf die mit
15 mL Glutathion-Sepharose geflllte XK16/20-SauldPhgrmacia Biotech) mittels
Peristaltikpumpe Pharmacia LKB Pump P-1 (Pharmaconi) einer Geschwindigkeit von
1 mL/min aufgetragen. AnschlielRend wurde die S&uite200 mL PBS+S-Puffer bei 3 mL/min
gewaschen. Das Fusionsprotein wurde mit 3 mL/mih dem GSH+S-Elutionspuffer eluiert.
Das Eluat wurde mit den Konzentratoren VivaspinMMYCO 3.000 (Satorius stedim biotech)
an der Zentrifuge Multifuge 3 (Heraeus) auf ein Wokn von 10 mL ankonzentriert und dann
Uber den 10 mL Loop auf die HiLo&d 26/60 SuperdéX' 200 prep grade (Amercham
Biosciences) mit einer Flussrate von 4 mL/min atrggeen, wobei die Elution mit SEC7.5+S
Puffer erfolgte. Das Zielprotein eluierte bei ein&folumen von 210 mL bis 240 mL (siehe
Abbildung 2.25). Das Eluat wurde mit den Konzentratoren a0 MWCO 3.000 (Satorius
stedim biotech) an der Zentrifuge Multifuge 3 (Hmra) auf 10 mg/mL ankonzentriert. Es

konnten 5 mg GST-Spa-orfll aus 1 L Kultur aufgegtiwerden.
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Abbildung 2.25: Elutionsprofil der HiLoad" 26/60 SuperdeéX' 200 prep grade vom
Zielprotein GST-Spa-orfll ab 210 mL bis 240 mL.
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2.2.2.23 Kiristallisationsscreening

Um die Funktionsweise von Proteinen zu verstelgie Kenntnis ihrer Struktur, welche durch
NMR-Spektroskopie von Proteinen in Losung und duRéimtgenbeugung von Proteinkristallen
bestimmt werden kann, unentbehrlich. Durch die tdlisation sollen Einkristalle erhalten
werden, die anders als bei Kleinmolekilen bis z@6@/asser enthalten kénnen. Bei der
Kristallisation von Proteinen wird in der Regel ditethode der Dampfdiffusion angewendet,
wobei man zwischen dem Verfahren démsnging-Dropund desSitting-Drop unterscheidet (s.
Abbildung2.26).

li-F'rntemtrn pfen
,_\——Diﬁusinn

Resenmir

Abbildung 2.26: links die Sitting-Drop
Methode und rechts dieHanging-Drop
Methode

Durch Mischen der Reservoirlosung mit der Proteinii entsteht eine geringer konzentrierte
Salzlésung im  Vergleich zum  Reservoir, welche naclEinstellen des
Wasserdampfgleichgewichtes im geschlossenen SydemKonzentrationsausgleich anstrebt.
Durch Wasserabgabe nimmt das Volumen des Potefatropab und die Konzentration von
Protein und Fallungsmittel zu, was im gulnstigstal Eur Kristallisationen des Proteins fihrt,
siehe Abbildung.27. Wegen der langsamen Konzentrationserhdhurthimigunstigen Fall die
Entstehung eines amorphen Proteinprazipitats veéenindie Bildung von Einkristallen dagegen
gefordert.

Zur Kiristallisation wurden Platten fur diSitting-DropMethode benutzt, wobei diese 24
Kammern hatten. In diese Kammern wurden je 500 ek BReservoirldosungen aus den
Kristallisationsscreens gegeben. Jede Kammer dnthiee Erhéhung fur den Proteintropfen.
Die Proteinldsung hatte eine Ausgangskonzentratmn 10 mg/mL und wurde zuerst bei 4 °C
fur 30 min bei 13000 rpm in der Kihlzentrifuge Rige fresco (Heraeus) von eventuell

vorhandenem Prazipitat befreit.
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Dann wurde die Proteinlésung in die Erh6hung gegelred mit Reservoir-LOosung versetzt,

wobei durch das Verhaltnis von Proteintropfen zusdReoir-Lésung von 1 plL+1 pL,

1.5 uL+1 pL und 2 pL+1 pL die Menge an Protein ieariwerden konnte. Die Platten wurden
dann bei 18 °C oder 4 °C inkubiert und in Zeitabd#&hn auf Veranderungen mit dem Mikroskop
SZ-PT (Olympus) untersucht.

Konzentration [Protein]

Fallung
a) Keimbildung
b) metastabiler Bereich
c) ungesittigter Bereich

b

Konzentration [Fallungsmittel]

Abbildung 2.27: Phasendiagramm fir die Proteinkristallisation, @i@) einer zu hohen Anfangskonzentration an

Protein entspricht und somit zum Ausfallen desétnstfiihrt. Nur die Konzentration bei b) fuhrt Zgimbildung,

wodurch die Konzentration wieder abnimmt und sd@lidh im metastabilen Bereich endet, wobei die kKammation

von €) zu gering ist, um eine spontane Kristallkgldung zu ermdglichen. Die Pfeile geben die

Konzentrationsentwicklung wieder, die durch dieflisfon mit der Zeit entsteht.
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3 Materialien und Methoden fir die organische Synth  ese

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

In Tabelle3.1 sind die Standardchemikalien fir Synthese umidefnigung aufgelistet.

Tabelle 3.1: Chemikalien in alphabetischer Reihenfolge

Name Hersteller
Acetonitril Sigma-Aldrich
Dimethylformamid (DMF) ACROS Organics
Essigsaure Sigma-Aldrich

Trifluoressigsaure (TFA)
Diisopropylethylamin (DIPEA)

Solvay Chemicals
Iris Biotech

Phenol Riedel-deHaén
1,2-Ethandithiol Fluka
Thioanisol Fluka
N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) Iris Biotech
Piperidin Iris Biotech
2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluromiu Iris Biotech

hexafluorophosphat (HBTU)
1-Hydroxybenzotriazole (HOBT)

Orpe GenPharma

Triisoproylsilan (TIS) Alfa Aesar
Diethylether Sigma-Aldrich
Rink-Amid-Harz 0.72 mmol Varian
Triton X-100 Freka Berlin

In Tabelle3.2 sind die Aminosauren mit Schutzgruppen furQjathese der Peptide aufgelistet.
Dabei steht vor der Aminosaure die Schutzgruppe,ath diea-Aminogruppe gekoppelt ist,

wobei hier immer die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-&zgruppe (Fmoc) vorliegt.
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In Klammern nach der Aminosaure, die SchutzgruppeSgitenkette, falls diese geschutzt sein
muss und nachfolgend die Schutzgruppe der Saurmabnnkwobei hier immer die freie

Carboxylfunktion ohne Schutzgruppe vorliegt, dieatiu,OH* gekennzeichnet wird.

Tabelle 3.2: Aminosauren mit ihren Schutzgruppen: Fmoc = 9-fdnglmethoxycarbonyl-Gruppe,
Trt =Trityl-Gruppe, OtBU =ert.-Butylester-Gruppe, BOC tert.-Butyloxycarbonyl-Gruppe,
Pbf = 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydro-benzofuran-Sesuyll-Gruppe

Name

Hersteller

Fmoc-Alanin-OH
Fmoc-Cystein(Trt)-OH
Fmoc-Aspartat(OtBu)-OH
Fmoc-Glutamat(OtBu)-OH
Fmoc-Phenylalanin-OH
Fmoc-Glycin-OH
Fmoc-Histidin(Trt)-OH
Fmoc-Isoleucin-OH
Fmoc-Leucin-OH
Fmoc-Lysin(BOC)-OH
Fmoc-Methionin-OH
Fmoc-Asparagin(Trt)-OH
Fmoc-Glutamin(Trt-OH
Fmoc-Arginin(Pbf)-OH
Fmoc-Serin(tBu)-OH
Fmoc-Threonin(tBu)-OH
Fmoc-Valin-OH
Fmoc-Thryphophan(BOC)-OH
Fmoc-Tyrosin(tBu)-OH

Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma
Orpe GenPharma

86



Materialien und Methoden flr die organische Syrghes

3.1.2 Gerate

In Tabelle 3.3 sind die fur die Peptid-Synthese und -Aufrainig verwendeten Gerate

aufgelistet.
Tabelle 3.3: Geréte in alphabetischer Reihenfolge

Name Hersteller
Feinwaage BP211D Sartorius
Rotationsverdampfer Rotapour RE111 Bichi
Waage SI-603 Denver Instrument
Waage SI-234 Denver Instrument
Zentrifuge Universal 16R Hettich
Zentrifuge Galaxy 14D VWR
Vortexer REAX2000 Heidolph
Reinswasseranlage ARIUM631 NowapureSelect
Syntheseroboter SYRO 2000 MultiSynTech
Eppendorfpipetten Eppendorf
Polypropylenspritzen 2 mL mit Teflonfritte Intavis

Analytische HPLC CTO-10A, 2xLC-10AT, SPD-M11A, SIL- Shimadzu
10AXL, Sampler Cooler, DGU-14A

Analytische Saule Nucleodur C18, 5 um, 100 A 4.6x28n Machery-Nagel

Préaparative HPLC Varian PrepStar Modell 218 Varian
Fraktionskollektor Varian Modell 701 Varian
Praparative Saule VP 250/32 Nucleosil 300-5 C18 chday-Nagel
Lyophilisationsanlage Alpha 2-4 LDplus Christ
Ultraschallbad Bandelin Sonorex
Rundkolben 250 mL Schott
Pasteurpipetten VWR
Pipettenspitzen VWR
Reaktionsgefal3e 1.5 mL VWR
Szintillations-Gefal3 VWR
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Name Hersteller
Greiner-R6hrchen 50 mL Greiner

Inlay VWR

Vial VWR

Messzylinder Schott

Jodzahlkolben Schott

QTrap 2000 ESI Massenspekrometer Applied Biosystems

3.1.3 Losungen

Die Losungen wurden mittels Messzylinder (Schoti) der Waage S1-234 (Denver Instrument)
oder der Waage SI-603 (Denver Instrument) herdestad in Greiner-Roéhrchen (Greiner) oder
Jodzahlkolben (Schott) gelagert. Zum besseren Laserde das Ultraschallbad Bandelin
(Sonorex) und der Vortexer REAX2000 (Heidolph) kehun Tabelle3.4 sind die verwendeten
Ldsung fur die Synthese und Aufreinigung aufgeliste

Tabelle 3.4: Verwendete Losungen und ihre Zusammensetzung

Name Hersteller

DIPEA-LOsung 1.5 M DIPEA
in NMP

HBTU-LOsung 0.5 M HBTU
in DMF

HOBT-L6sung 0.5 M HOBT
in DMF

Piperidin/NMP/DMF-Lésung  Pipreridin/NMP/DMF (1:1:1)
1% Triton X-100

Fmoc-Aminosaure-Losung 0.5 M Fmoc-Aminosaure
in HOBT-L6sung

Acetylierungs-Losung 0.5 M Essigsaure
in HOBT-LOsung

Reagenz K TFA/Phenol/Wasser/1,2-Ethandithiol/Thisain
(82.5:5:5:5:2.5)

Abspaltlosung TFA/TIS/Wasser (95:2.5:2.5)
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3.2 Methoden

3.2.1 Festphasenpeptidsynthese mittels Syntheserobo  ter

Die Peptidsynthese erfolgte mittels Festphase mivd-Rink-Amid-Harz nach einem Standard-
Fmoc-Protokoll mit dem Syntheseroboter SYRO 200Qul{idynTech). Dabei werden die
Schritte ,Fmoc-Schutzgruppe abspalten® und ,mit deichsten aktivierten Aminoséure
koppeln“ zyklisch wiederholt. Das Protokoll istAibildung3.1 schematisch wiedergegeben.

Solid Phase Peptide Synthesis Scheme
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der zyklischen Peptitieget mittels Fmoc-Protokoll.

(Quelle: http://www.sigmaaldrich.com/life-sciencgstom-oligos/custom-peptides/learning-center/
solid-phase-synthesis.html, 20.10.11)

89



Materialien und Methoden flr die organische Syrghes

Fur die Synthese wurden fur jedes Peptid 80 mg KEe®c-Rink-Amid-Harzes mit der
Feinwaage BP211D (Satorius) in die 2 mL Polypropsteitzen mit Teflonfritte (Intavis)
eingewogen, welche dann in den Syntheseroboter S?B@ (MultiSynTech) eingespannt
wurden. Der Roboter wurde mit der HBTU-LOsung, Fgie/NMP/DMF-Lésung, NMP,
DIPEA-LOsung und DMF als Systemliquid bestiickt. [Bgstemliquid wurde zum Spulen
zwischen den Losungen, zum Quellen und Wascheridezes benutzt. Der Roboter pipettierte
nach einander die verschiedenen Lésungen in diéz8py und nach Inkubation wurde die
Losung abgesaugt. Somit wurde das Peptid vom C4haszum N-Terminus aufgebaut.

Im ersten Zyklus wurde mit DMF das Harz zum Queljebracht, um dieses zuganglich fur die
weiteren Reaktionen zu machen. Anschlie3end bedi@xyklische Abfolge mit der Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe mit der Piperidin/NMP/DMFAWbg, gefolgt von zwei Waschschritten,
erst mit DMF dann mit NMP. Anschliel3end wurde ditsprechende mit HOBT voraktivierte
Fmoc-Aminosaure, die HBTU-L6sung und die DIPEA-LiGgUur die Kopplung hinzugegeben
und inkubiert. Danach folgte ein Waschschritt mMB, und der Zyklus begann erneut. Der
letzte Zyklus war die Acetylierung mit der Acetylimgs-LAsung, welche analog zu den Fmoc-
Aminosaure-Lésungen eingesetzt wurde, weshalb gziom Beispiel fir 20 zu koppelnde
Aminosauren 21 Zyklen ergaben. In der Tabglk

Tabelle 3.6 und Tabelle3.7 befinden sich die Reaktionszeit, Anzahl und d@umina der

einzelnen Losungen fur die jeweiligen Schritte igklds.

Tabelle 3.5: Reaktionszeiten, Anzahl und Volumina der Reaksgohstte vom ersten Zyklus

Schritt Ldsung Volumen Anzahl Zeit
Quellen DMF 1200 pL 2 10 min
Abspalten Piperidin/NMP/DMF 1200 pL 2 30 min
Waschen 1 DMF 1200 pl 5 1 min
Waschen 2 NMP 1200 pL 2 1 min
Kopplung Fmox-Aminosaure 400 pL 2 95 min
HBTU 400 pL
DIPEA 270 puL
Waschen DMF 1200 pL 2 1 min
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Tabelle 3.6: Reaktionszeiten, Anzahl und Volumina der Reakgohstte vom zweiten bis zehnten Zyklus

Schritt LOsung Volumen Anzahl Zeit [min]
Waschen DMF 1200 pL 2 1 min
Abspalten Piperidin/NMP/DMF 1200 pL 2 20 min
Waschen 1 DMF 1200 pl 5 1 min
Waschen 2 NMP 1200 pL 2 1 min
Kopplung Fmox-Aminosaure 400 pL 2 95 min
HBTU 400 pL
DIPEA 270 pL
Waschen DMF 1200 pL 2 1 min

Tabelle 3.7: Reaktionszeiten, Anzahl und Volumina der Reaksohstte ab dem elften Zyklus

Schritt Ldsung Volumen Anzahl Zeit [min]
Waschen DMF 1200 pL 2 1 min
Abspalten 1 Piperidin/NMP/DMF 1200 pL 1 20 min
Abspalten 2 Piperidin/NMP/DMF 1200 pl 1 25 min
Waschen 1 DMF 1200 pL 5 1 min
Waschen 2 NMP 1200 pL 2 1 min
Kopplung Fmox-Aminosaure 400 pL 2 95 min
HBTU 400 pL
DIPEA 270 pL
Waschen DMF 1200 pL 2 1 min
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3.2.2 Peptidabspaltung von der Festphase

3.2.2.1 Peptide ohne Cystein

Peptide, die in ihrer Sequenz kein Cystein entelkonnten mit der Abspaltldsung vom Harz
abgespalten und von ihren Schutzgruppen in deer@eaitte befreit werden. Dazu wurde das
Harz in der 2 mL Spritze mit 2 mL Abspaltibsungem 50 mL Greiner-Réhrchen (Greiner)

Uberfuhrt. Die Spritze wurde noch zweimal mit 2 Alhspaltldsung nachgespult, mit den ersten
2 mL vereint und fir 2 h bei Raumtemperatur inkubi®irekte Abspaltung in der Spritze

konnte nicht durchgefiihrt werden, da bei einigeptilen ein schwerloslicher Niederschlag in
nur 2 mL Abspaltlésung die weitere Aufarbeitung ibelerte. Die Losung wurde dann mittels
der 2 mL Spritze vom Harz befreit, wobei das Filtra45 mL gekihltem Diethylether in einem

Greiner-Rohrchen (Greiner) getropft wurde und aésf3er Niederschlag ausfiel. AnschlieRend
wurde zweimal mit 2 mL Abspaltldsung das Harz geslias, und das Filtrat wurde gleichfalls

in den Diethylether getropft. Der Niederschlag vaundit der Zentrifuge Universal 16R (Hettich)

bei 5000 rpm fir 15 min abzentrifugiert. Der Ubarst wurde verworfen und der unlésliche
Riickstand wurde noch zweimal mit je 50 mL Diethyset gewaschen, wobei der Uberstand
jedes Mal entfernt wurde. Der Ruckstand wurde beiurRtemperatur getrocknet und

anschlieBend mit der analytischen HPLC (Shimadatgraucht.

3.2.2.2 Peptide mit Cystein

War ein Cystein in der Sequenz vorhanden, wurde Rigstid mit Reagenz K vom Harz
abgespalten und die Schutzgruppen von den Seitenkdbefreit. Reagenz K enthéalt
Reduktionsmittel, die Disulfidbriicken zwischen @&ysén verhindern sollen. Die weitere
Verfahrensweise entspricht der Aufarbeitung n8ch2.1, nur dass die Abspaltlésung durch

Reagenz K ersetzt wurde.
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3.2.3 Analytische HPLC nach Abspaltung

Mit der analytischen HPLC (Shimadzu) und der amsdien Saule (Machery-Nagel) wurden die
Rohpeptide untersucht, indem vorgefertigte Methodmmutzt wurden. Diese Methoden
definieren einen linearen Gradienten aus AcetdffifA 999:1 und Wasser/TFA 999:1, wobei
die Methode das Anfangsverhéltnis und das Enduveibaih einer bestimmten Zeit umsetzte,
wobei die Geschwindigkeit 1 mL/min betrug. Nach def@radienten erfolgte ein
Reinigungsschritt bei 90% Acetonitril/TFA 999:1 uadschlie3end wurde die Saule wieder auf
das Anfangsverhaltnis eingestellt.

Die Probe wurde mit je 150 pL Acetonitril/TFA 99hd Wasser/TFA 999:1 gel6st und mit der
Zentrifuge Galaxy 14D (VWR) zentrifugiert. Vom Ulséand wurden 200 pL in ein Inlay
(VWR) Uberfuhrt und in einem Vial (VWR) in den PebSampler der analytischen HPLC
gestellt, wobei 20-50 uL fir die Untersuchung verdet wurden. Mit Hilfe des
Chromatogramms konnte nun die Qualitdt des Rohgeptistgestellt und die Aufreinigung tber

die Praparative HPLC (Varian) durchgefuihrt werden.

3.2.4 Praparative HPLC

Mit der praparativen HPLC Prepstar (Varian) und gediparativen Séule (Machery-Nagel)
wurde das Rohpeptid von Verunreinigungen befreierlb€i wurden vorgefertigte Methoden

benutzt, die einen linearen Gradienten aus AcetdhREA 999:1 und Wasser/TFA 999:1

definieren, wobei die Methode das Anfangsverhéalimd das Endverhaltnis in einer bestimmten
Zeit umsetzt. Der Gradient wurde dabei um 0.5% pMowte gesteigert, wobei eine

Geschwindigkeit von 20 mL/min eingestellt war. Zovaevurde die Saule mit 90%

Acetonitril/TFA 999:1 fur 15 min bei 20 mL/min gadp dann wurde die Saule fir 15 min bei
20 mL/min auf das Anfangsverhdltnis gesetzt, wedckeh aus dem Chromatogramm der
analytischen HPLC des Rohpeptides ergab. Als Ardfedpéltnis wurde das Elutionsverhaltnis
auf der analytischen HPLC genommen, welches um a7 %cetonitril verringert wurde.
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Das Rohpeptid wurde in 8 mL Acetonitril/ TFA 999:aduWasser/TFA 999:1 im Verhaltnis des
Elutionsverhaltnis auf der analytischen HPLC mitnd€ortexer REAX2000 (Heidolph) gelost.

Enthielt das Peptid kein Cystein, so konnte zugditailas Ultraschallbad Bandelin (Sonorex)
zum Losen benutzt werden. Nach dem Auftragen ddyp&uides wurde das Eluat in 20 mL
Fraktionen aufgefangen, wobei die Fraktionen, dielpéptide enthalten sollten, mittels

analytischer HPLC untersucht wurden.

3.2.5 Analytische HPLC der Fraktionen

Die Analyse der Fraktionen erfolgte analog zur Asaldes Rohpeptides, nur dass direkt 200 pL
der einzelnen Fraktion in ein Inlay (VWR) in einéfial (VWR) in den Proben-Sampler der
analytischen HPLC gestellt wurden, wobei 20 pLdig Untersuchung verwendet wurden. Mit
Hilfe des Chromatogramms konnte nun die QualitdtFfaktionen untersucht werden, wobei
alle Fraktionen, die eine Reinheit >99% aufwiesenginem 250 mL Rundkolben (Schott)

vereinigt wurden.

3.2.6 Lyophilisieren

Durch Lyophilisieren sollen die geringen Mengen dReptide in eine volumenmalig gut
abmessbare Wageform dberfuhrt und getrocknet werddaru wurden die vereinigten
Fraktionen im 250 mL Rundkolben (Schott) mittelst&®i@onsverdampfer Rotapour RE111
(Buchi) auf ein Volumen von 15 mL eingeengt. Dies&dumen wurde vollstandig mit einer
Pasteurpipette (VWR) in ein Szintillations-GefaBWR) uberfuhrt, mit flissigem Stickstoff
eingefroren und an der Lyophilisationsanlage Alghd LDplus (Christ) getrocknet. Die
getrockneten Peptide wurden mit der analytischenLGHRund zusatzlich mittels ESI-

Massenspektrometrie analysiert.
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3.2.7 Analytische HPLC der voll aufgereinigten Pept  ide

Die Analyse der voll aufgereinigten Peptide erfelghalog zur Analyse der Rohpeptide, wobei

die Reinheit >99% sein sollte.

3.2.8 ESI-Massenspektrometrie der voll aufgereinigt  en Peptide

Mit Hilfe der Elektronen Spray lonisation (ESI) Masispektrometrie sollte die Identitat der
Peptide verifiziert werden. Dazu wird die monoigasche Masse eines Peptides bendtigt, die
aus den einzelnen Massen der Bestandteile in EaBd| wie Acetyl-Teil, Aminosauren und

Amid-Teil aufaddiert wurde. Die durchschnittliche abse wurde fir die Berechnung der
Molekulmasse fur die Einwaage des Thermophoresayssbenutzt, wobei fir jede basische
Aminosaure, Lysin, Arginin und Histidin, die Massimer Trifluoressigsaure als Gegenion zum

Gesamtgewicht hinzuaddiert werden musste, da dpideeals Salze der Trifluoressigsaure

vorlagen.
Tabelle 3.8: Name, monoisotopische und durchschnittliche Masse
der einzelnen Bestandteile eines Peptids

Name monoisotopische Masse  durchschnittliche Masse
Alanin 71.03711 71.0788
Arginin 156.10111 156.1875
Asparagin 114.04293 114.1038
Asparaginsaure 115.02694 115.0886
Cystein 103.00919 103.1388
Glutaminséure 129.04259 129.1155
Glutamin 128.05858 128.1307
Glycin 57.02146 57.0519
Histidin 137.05891 137.1411
Isoleucin 113.08406 113.1594
Leucin 113.08406 113.1594
Lysin 128.09496 128.1741
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Name monoisotopische Masse  durchschnittliche Masse
Methionin 131.04049 131.1926
Phenylalanin 147.06841 147.1766
Prolin 97.05276 97.1167
Serin 87.03203 87.0782
Threonin 101.04768 101.1051
Tryptophan 186.07931 186.2132
Tyrosin 163.06333 163.176
Valin 99.06841 99.1326
H.O 18.01056 18.01524
Acetyl 42.0106 42.0373
Amid -0.984 -0.9847
Trifluoressigsaure - 114.02

Zur Analyse wurde eine kleine Menge des fertig atdgqigten Peptides in ein 1.5 mL
ReaktionsgefalR (VWR) uberfuhrt und an die hausegerassenspektroskopische Abteilung
Ubergeben, welche die Messung an einem QTrap 200 Massenspekrometer (Applied

Biosystems) durchfuhrte und auswertete.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Konstruktion der Expressionsplasmide pGEX-4T-mo  d, pHWI,
pHW2 und pHW3

Bereits in meiner Diplomarbeit erfolgte die Uberegsion mehrerer Gene fiBhigella
Pathogenitatsfaktoren in Form von Glutathion-S-$farase- (GST-) Fusionsgenen, um eine
effiziente affinitdtschromatographische Aufreiniguder Produkte sicherzustellen. Dazu wurde
jeweils das PCR-amplifizierte Zielgen in den Exgressvektor pGEX-6P-mod eingefihrt (siehe
2.1.8). Dieser Vektor ermoglicht ifEscherichia colidie rekombinante Produktion eines
Fusionsproteins, das aus eindirterminalen GST- und einer@-terminalen Zielproteinanteil
besteht. Zwischen beiden Anteilen befindet sichEtieennungssequenz fiir die PreScis&fen
Protease, die die proteolytische Abspaltung dekpidieins vom GST-Anteil ermdéglicht. Diese
Protease ist jedoch &aul3erst kostspielig, weshalteinvorliegenden Arbeit die entsprechende
Erkennungssequenz in pGEX-6P-mod mittels ortsgtieh Mutagenese durch eine
Erkennungssequenz fur Thrombin ausgetauscht wubde.Protease Thrombin steht unserer
Arbeitsgruppe durch Spenden der Firma CSL Behringtdnfrei in groRen Mengen zur
Verfliigung. Das resultierende Plasmid erhielt digeBghnung pGEX-4T-mod. Die Sequenzen
der fur die Mutagenese verwendeten Primer 4T-Maohd 4T-Mod_b sind dem Material- und
Methodenteil zu entnehmen (siel2el.7). Abbildung4.1 a) zeigt die unmittelbar vor der
"Multiple-cloning-site" (MCS) befindliche Proteaggkennungssequenz des Ausgangsplasmides

pGEX-6P-mod sowie die des neu erzeugten pGEX-4T-mod

a) pGEX-6P-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRlI- Sal I-- Not I----
...CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCATATGCGGGGATCCCCGGBBTIET CGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA
. LeuGluVvalLeuPheGInGlyPro  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEnd...
APreScission ™-Protease
b) pGEX-4T-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRlI- Sal I-- Not I----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGGGGATCCCCGGAATUCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEnd...
AThrombin

Abbildung 4.1: Die MCS mit vorausgehender Protease-Erkennungeseqles Vektors pGEX-6P-mod (a) und des
Vektors pGEX-4T-mod (b). Die Protease-Erkennungssegen sind in Blau dargestellt, die Protease-8skallen

sind jeweils mitA gekennzeichnet.
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Aus klonierungstechnischen Griinden ist es unveipaejdlass mittels pGEX-4T-mod erzeugte
Zielproteine nach Proteaseverdau des Fusionspsdteiarminal zusatzliche, im Originalprotein
nicht vorhandene Aminoséauren enthalten. Um die Ahzasétzlicher Aminosauren maglichst
gering zu halten, wurden bei der Klonierung vonlgiéeen in diesen Vektor am 5°-Ende der
MCS ausschlief3lich die RestriktionsschnittsteMatd oderBanH| genutzt. In Abbildungt.2 ist
ersichtlich, dass ein resultierendes Zielproteindeewendung deNdd-SchnittstelleN-terminal
die zusatzliche Aminosauresequenz Gly-Ser-His erk@mmt bei der Klonierung diBanHlI-
Schnittstelle zum Einsatz, erhélt das Zielprot®rterminal die aus sieben Aminosauren
bestehende zusatzliche Sequenz Gly-Ser-His-MetHygSer. Solche Erweiterungen der
Polypeptidkette, die haufig keine definierte Fatftannehmen und flexibel bleiben, kénnen sich

bei Kristallisationsversuchen durchaus hinderndvaden [102].

a) pGEX-4T-mod Snal-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGGGGATCCCCGGAATUCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEnd...
AThrombin

b) Ndel--Zielgen  ¢) Ndel-- BanHlI-Zielgen...
...CTGGTTCCGCGTGGGTCCCAT ATG. . . ... ...CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGGGGATCC ATG..
...LeuValProArg GlySerHis Met. .. .. ...LeuValProArg GlySerHisMetArgGlySer Met ...

AThrombin AThrombin

Abbildung 4.2: a) Die MCS mit vorausgehender Protease-Erkennengsesz des Vektors pGEX-4T-mod. Die
Protease-Erkennungssequenz ist blau dargestellf;idbmbin-Schnittstellen sind jeweils n#it gekennzeichnet.
(b) Nach Thrombinverdau enthélt das durch pGEX-43drrzeugte ZielproteiN-terminal drei zusétzliche

Aminosauren, wenn das Zielgen tber Nid-Schnittstelle der MCS eingebracht wurde (die éndd-
Schnittstelle enthaltene ATG-Sequenz reprasemtastCodon fir das-terminale Methionin des Originalproteins).
(c) Wenn das Zielgen tber dsanHI-Schnittstelle der MCS eingebracht wurde, enttiak Zielprotein nach

Thrombinverdau sieben zusétzliche AminosaurenzbDgétzlichen, im Originalprotein nicht vorhandeihen

terminalen Aminoséauren sind jeweils rot dargestellt

Aus diesem Grund wurde ausgehend von pGEX-4T-mochddutagenese ein weiteres Plasmid
fur die Expression vo®GSTFFusionsgenen erzeugt, welches die Produktion e&ombinanten

Zielproteinen erlaubt, die an ihremM-Terminus lediglich durch einen einzigen Glycinrest
erweitert sind. Bei vorausgehenden Projekten waribda hinaus aufgefallen, dass die
Translation mancher Zielgene teilweise nicht véhstig stattfand, was neben dem

Volllangenprotein die ProduktioG-terminal verkirzter Abbruchfragmente zur Folgddat
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Da diese bei der Reinigung oft nur schwer von destildhgenprotein zu trennen waren, wurde
in dem neu konstruierten Expressionplasmid unrbiestromabwaérts der MCS die Sequenz flr
ein 8xHisTag eingebracht. Das ermdglicht die Produktion vonidngproteinen, die zusatzlich
zum N-terminalen GST-Anteil eirC-terminales 8xHisFag enthalten. Da diese$ag nur in
Fusionsproteinen enthalten ist, deren Produktiolistémdig erfolgt ist, ermdglicht es die
affinitditschromatographische Abtrennung des korngretFusionsproteins von vorzeitigen
Abbruchfragmenten. Schlie3lich war in dem neu kanmstten Expressionsplasmid, das die
Bezeichnung pHW1 erhielt, die MCS so verkirzt, dassnur noch die Schnittstellen ftidd,
BanmHI, Xhd und Notl enthielt. Die Sequenzen der fur die Mutagenessveredeten Primer
pHW1_f und pHW21_b sind dem Material- und Methodénte entnehmen (sieh@.1.7).
Abbildung 4.3 a) zeigt einen Sequenzausschnitt von pHW1daererkirzte MCS sowie die
unmittelbar stromabwarts befindliche Sequenz fig 8eHisTag enthalt. Daraus ist ersichtlich,
dass pHW1 weder zwischen déa$TFAnteil und dem Zielgen noch zwischen dem Zielged u
dem 8xHisTag eine Protease-Erkennungssequenz enthdlt, dieratdifebene die Abspaltung
der Affinitats-Tags vom Zielprotein erlaubt. Daher werden bei Verwarglu des
Expressionsplasmides pHW1 mittels der PCR-Primedié Zielgenamplifikation jeweils eine
Thrombin-Erkennungssequenz vor und hinter dem grelgingebracht. Die dafir in dieser
Arbeit ausschliel3lich verwendete Sequenz lautefEATCCGCGCGGC-3' kodierend fiir das
Motiv Tyr-Pro-ArgaGly aus dem Gastrin Releasing Peptidekénnzeichnet die Thrombin-
Schnittstelle) [103].

Zur Verbesserung der proteolytischen Spaltung dufdirombin an der N-terminalen
Erkennungssequenz wurde diese Sequenz um ein 5-AT&n 5-Ende erweitert, was die
Sequenz 5-ATGTATCCGCGCGGC-3' zur Folge hatte. DaisATG-3' kodiert fur ein
zusatzliches Methionin, das keine Auswirkung a@ déange des Zielproteins hat, jedoch eine
effizientere Spaltung bewirkt [103]. Dieses zuséhd ATG muss lediglich bei Verwendung der
BamHLISchnittstelle eingefuhrt werden, da diddelSchnittstelle bereits ein solches
Methionincodon enthalt.

In Abbildung 4.3 b) ist am Beispiel einer verkirzten Variants iggD-Gens gezeigt, dass ein
resultierendes Zielprotein nach Entfernung @iagsdurch Thrombin-Spaltung aid-Terminus
ein einziges zusatzliches Glycin, &nlerminus die aus drei Aminosduren bestehende 8eque
Tyr-Pro-Arg enthalt. Soll bei der Produktion deslgroteins auf das 8xHifag verzichtet
werden, muss die Thrombin-Erkennungssequenz aufetgsprechenden PCR-Primer lediglich

durch ein Stopp-Codon ersetzt werden.
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a) pHW1 Ndel-- BarHI- Xhol-- Not I----
...AACTCGCATATGGGATCCCTCGAGGCGGCCGCCCA TCATCATCATCATCATCATCATTGA
...AsnSerHisMetGlySerLeuGluAlaAlaAlaHi sHisHisHisHisHisHisHisENd...

b) BanHlI- Codon 31 i pgD bi s Codon 530 Not [----

...GGATCCATGTATCCGCGCGGUTAAGCGTGATTTCATATCAA. . . GACCCAAAAATATGGAATATGTATCCGCGCGGCGCGGCCGCC...
...GlySer  MetTyrProArgGly Val SerVal Il eSer Tyr @ n. .. AspProLysl | eTr pAsnMet TyrProArgGly AlaAlaAla...
AThrombin AThrombin

Abbildung 4.3: a) Die MCS des Expressionsplasmides pHWL1. Der Ig€l8 die fir den GST-Anteil kodierende
Sequenz voraus. Unmittelbar stromabwarts der MCBeaserahmen mit de®@STGen befindet sich die Sequenz
fur ein 8xHisTag
b) Verwendung von pHW1 am Beispiel einer verkir#tenm despgD-Gens, die mittels déanHI- und Not-
Schnittstellen in das Expressionsplasmid eingelbraaohde. Die durch die PCR-Primer fur die Zielgempdifikation
eingeflhrten Thrombin-Erkennungssequenzen sind bisuZielgen fettgedruckt dargestellt. Das zudtz|
Methionin zur Verbesserung der Spaltung durch Thiiorauf demN-terminalen Seite des Zielgens ist rot
dargestellt. Die Thrombin-Schnittstellen sind jelaenit A gekennzeichnet. Nach Entfernen des GST- und des
8xHis-Tagsdurch Thrombinverdau verbleiben auf dem Zielprot¢iterminal jeweils ein zusatzliches Glycin sowie

C-terminal das zusatzliche Tripeptid Tyr-Pro-Arg.

Schlie3lich wurden ausgehend von pHW1 zwei weitéhepressionsvektoren mit der
Bezeichnung pHW2 und pHW3 erzeugt, bei denen dig-G&rSequenz durch eine Strepll-
Tag bzw. eine Maltosebindeprotein- (MBP-) Sequengatauscht war.

Dabei war das aus nur wenigen Aminosauren besteh8t@plldag fur die Produktion von
Zielproteinen mit einem Uberdurchschnittlich hoheiolekulargewicht vorgesehen, um die
Gesamtgrol3e des resultierenden Fusionsproteinsi@meverninftigen Rahmen zu halten. Der
entsprechende Vektor pHW2 wurde durch Amplifikataes Vektors pHW1 mit den Primern
pHW2_f und pHW2_b (sieh.1.7) hergestellt. Der Bindungsbereich fur denwaod-Primer
pHW2_f, Uber den die StrepllagSequenz eingefligt wurde, befand sich 21 Codonder 3°-
Ende derGSTSequenz (in sense-Richtung beziglich &3TSequenz) und damit vor der
weiter stromabwarts liegenden MCS des Vektors.Bamkward-Primer pHW2_b (bezlglich des
GSTGens in antisense-Richtung orientiert) endete sébbdons vor dem 5-Ende d&STF
Gens. So wurde ein lineares PCR-Produkt erhalteinddm das GST-ag weitgehend deletiert
und durch ein Strepll-ag (in Abbildung4.4 Blau dargestellt) ersetzt war.
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Das lineare Amplifikationsprodukt wurde durch Ligat in das ringférmige Plasmid pHW2
Uberfuhrt. Die genauen Bindepositionen der PCR-@rinm Vektor pHW1 sind in Abbildung
4.4 a) gezeigt. Die fur das Strefldg kodierende Sequenz einschliel3lich 5°- und 3’-
flankierender Region in pHW2 ist in Abbildudg4 b) dargestellt.

a) pHW1
pHW2_f MCS 8xHis- Tag
TGGAGCCACCCGCAGTTCGAMAGCATGGCCTTTGCAG Ndel-- BanHl- Xhol-- Not I----
...ATTCATGTCCCCTATACTAGGT...GST-Gen... ATAGCATGGCCTTTGCAG... AACTCGCATATGGGATCCCTCGAGGCGGCCGCCCATCATCATCATCATCATTGA
MetSerProlleLeuGly...GST- Tag...lleAlaTrpProLeuGIn...AsnSerHisMetGlySerLeuGluAla AlaAlaHisHisHisHisHisHisHisHisEnd...
3" AGTACAGGGGATATGATCCA 5’
pHW2_b
b) pHW2
5...AGTATTCATGTCCCCTATACTAGGT TGGAGCCACCCGCAGTTCGAMAGCATGGCCTTTGCAGGGC...3'
MetSerProlleLeuGly TrpSerHisProGInPheGluLys lleAlaTrpProLeuGInGly...

Abbildung 4.4: a) Sequenzausschnitt des Vektors pHW1 mit denaBitellen und Sequenzen der PCR-Primer
pHW2_fund pHW2_b. Durch die verwendeten Primerdeunahezu der gesamte pHW1-Vektor amplifiziert pddo
ausschlieBlich des Grof3teils der GST-kodierendgué&w. Von dieser wurden tUber den Primer pHW?2_igliet

die sechdN-terminalen Codons, tber den Primer pHW2_f2terminale Codons erfasst. Die an das 5 -Ende des
Primers pHW2_f angeflg®trepll-TagSequenz ist blau gefarbt.

b) Sequenzausschnitt des resultierenden VektorsHakh Ligation des linearen PCR-Produkts zum Firlem

Plasmid. Die eingefugtBtrepll-TagSequenz (in Blau dargestellt) ist am 5’ -Ende arhs, am 3"-Ende von 21

Codons de§&STFGens flankiert.

(Aus folgenden klonierungstechnischen Grinden wa6G& FSequenz nicht vollstandig deletiert worden: i) Dem

Met-Codon de§&STFGens geht in pHW1 unmittelbar eine Promoter- uiltbBomenbinde-Sequenz voraus, die in

diesem Vektor in mehrfacher Kopienzahl vorliegh Brimer, der an diese Sequenz bindet, wiirde ébiddei der

PCR kein einheitliches PCR-Produkt liefern. ii) énhalb deiC-terminalen 21 Codons d&STFSequenz befindet

sich die Bindestelle fur einen Standardprimer, Huten das in die MCS insertierte Zielgen durch 8aganalyse

Uberprift werden kann. Deletion dieses Bereichteliét jedes Plasmid, das auf Grundlage von pHVe2uegt

wird, die Synthese individueller Sequenzierprimdorglert. Auf die Funktionalitéat des Streplags im
resultierenden Fusionsprotein haben haben dieZigkin Aminoséauren keinen Einfluss. Sie werdembei

Abspalten deFags wahrend der Reinigung vollstandig entfernt.)

Das MBPTag sollte bei der Produktion von Zielproteinen zumdatz kommen, die allein oder
als GST-Fusionsprotein nur schlecht |6slich wared in E. coli hauptsachlich in Form von
Einschlusskorpern hergestellt wurden. Es ist bekada@ss einN-terminaler MBP-Anteil das
Loslichkeitsverhalten von Proteinen in vielen Falteutlich verbessert. Unserer Arbeitsgruppe
stand zunachst der Vektor pIVEX-MBP zur Verfugumgt dem ein Fusionsprotein al

terminalem MBPTagund Zielgen produziert werden kann.
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Jedoch enthalt die MCS dieses Vektors die in didseeit benutzten Restriktionsendonuklease-
Schnittstellen beziglich der bisher erzeugten Kokt in falscher Orientierung. Auf3erdem
verfugt der Vektor nicht Uber ddacl-Gen, was zur frihzeitigen Expression des Zielgers
damit sowohl bei der Transformation als auch beiRteduktion des Zielproteins zu Problemen
fuhren kann.

Die Konstruktion von pHW3 erfolgte durch eine zweigje Klonierung. Zunachst wurde das
GST-Tagweitgehend aus dem Vektor pHW1 entfernt. Ansclelnel3wurde der MBP-Anteil, der
aus dem Vektor pIVEX-MBP durch PCR amplifiziert \den war, eingefligt. Die Entfernung
des GSTFagserfolgte analog zur Konstruktion von pHW2 durch @ifikation des Vektors
pHW1, in diesem Fall jedoch mit Hilfe der Primer\W3_f und pHW3_b (sieh@.1.7). Die
Bindungsbereiche fir den Forward-Primer pHW3_f @imdden Backward-Primer pHW3_b in
pHW1 waren identisch zu denen der Primer pHW2_f.aMMW?2_b bei der Konstruktion von
pHW2. Jedoch war der Primer pHW3 f an seinem 5eEnchit einer Hindlll-
Erkennungssequenz ausgestattet, welcher weitere Nirkleotide mit der Sequenz GGC
vorausgingen. An das 5°-Ende des Primers pHW3 b euae EcoRI-Erkennungssequenz
angefugt, welcher die finf Nukleotide lange Sequ&@CAT vorausging. Durch die PCR
wurde zunachst ein lineares DNA-Produkt erzeugiches durch Ligation in ein zirkulares
Plasmid tberfuhrt wurde. In diesem Plasmid, das &wischenstufe bei der Konstruktion von
pHW3 darstellte, war die Sequenz fur das Q3 weitgehend deletiert und durch die
RestriktionsendonukleaseschnittstelldecoRl und Hindlll ersetzt. Fiur einen moglichst
effizienten Verdau waren die beiden Schnittstetiarch einen insgesamt acht Nukleotide langen
"Spacer" voneinander getrennt. Eine genaue UbérdmhKonstruktion des Vorlauferplasmids

ist in Abbildung4.5 gezeigt.
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a) pHW1
pHW3_f MCS 8xHi s- Tag
GGGAATTATAGCATGGCCTTTGCAG Ndel-- BanHl- Xhol-- Not I----
..AGTATTCATGTCCCCTATACTAGGT...GST-Gen... ATAGCATGGCCTTTGCAG...AACTCGCATATGGGATCCCTCGAGGCGGCCGCCCATCATCATCATCATCATTGA
MetSerProlleLeuGly...GST- Tag...lleAlaTrpProLeuGIn...AsnSerHisMetGlySerLeuGluAla AlaAlaHisHisHisHisHisHisHisHisEnd...
3" AGTACAGGGGATATGATCCA TTCGAATGCH’
pHW3_b

b) Vorstufe von pHW3
EcoRI- Hi ndlll
5'..AGTATTCATGTCCCCTATACTAGGT AAGCTTACGGGGEAATTATAGCATGGCCTTTGCAGGGC...3’

Abbildung 4.5: a) Sequenzausschnitt des Vektors pHW1 mit denaBitellen und Sequenzen der PCR-Primer
pHW3_f und pHW3_b. Durch die verwendeten Primerdeunahezu der gesamte pHW1-Vektor amplifiziert pddo
ausschlieBlich des Grof3teils der GST-kodierendgué&w. Von dieser wurden tber den Primer pHW3 _igliet

die sechdN-terminalen Codons, tber den Primer pHW3_f2terminale Codons erfasst. Die einzufiigenden
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen sind iruBl@edergegeben. In Rot sind zusatzliche Nuklealiaigestellt,
die lediglich dazu dienen, die Effizienz des spgtieverdaus mit den entsprechenden Restriktionserhdisasen zu
erhohen.
b) Die resultierende Vorstufe des Vektors pHW3deih eingefligten Restriktionsendonuklease-Schriigstand
den zusétzlichen "Spacer”-Nukleotiden nach Ligatles linearen PCR-Produktes zum zirkuléren Plasmid.
Eine Begrundung, warum bei der Konstruktion did3asmids die GST-kodierende Sequenz nicht vollsgand

entfernt wurde, ist Abbildung 5.4 zu entnehmen.

In einem zweiten Schritt wurde nun Uber die beidenen Schnittstellen diBIBP-Sequenz
eingefugt. Dazu wurde zuerst dMBP-Gen uber die Primer MBP_f und MBP_b aus dem
Vektor pIVEX-MBP (siehe2.1.7) mitels PCR extrahiert. Durch den Primer MBRurde am
5-Ende eineHindlll-Schnittstelle und durch den Primer MBP_b amEBde eineEcdRl-
Schnittstelle an das amplifiziertdBP-Gen angebracht. Uber diese Schnittstellen wurde da
amplifizierte MBP-Fragment jedoch zunachst in den Vektor pUC18 iibetf um es durch
Sequenzierung auf Fehlerfreiheit zu Uberprifen.aMEsMBP-Fragment direkt in die Vorstufe
des Vektors pHW3 kloniert worden, hatten fur dig@mnzierung spezielle Primer synthetisiert
werden missen, da fur die zu untersuchende Regore KStandard-Primer zur Verfiigung
stehen. Durch die Klonierung deMBP-Fragments in pUC18 war es moglich, die
entsprechenden Standard-Primer von pUC18 zur Semuweng einzusetzen. Abschliel3end
wurde dasviBP-Gen uber die Schnittstell&cdRl undHindlll aus dem pUC18-Konstrukt in die
Vorstufe des Vektors pHW3 umkloniert, was den fmalpHW3-Vektor zur Folge hatte.
Vektorkarten der Plasmide pHW1, pHW2 und pHWS3 siain Material- und Methodenteil
(2.1.8) zu entnehmen.
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4.2 Untersuchung der Wechselwirkung des Chaperons |  pgE mit dem

Effektorprotein IpgD sowie mit Spa-orfll

4.2.1 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem IpgE

Das Typ lll-Translokon-spezifische Chaperon Ipgistebt aus 120 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 13.7 kDa. In der Bakterienagddlient es hauptsachlich der Stabilisierung
des Effektorproteins IpgD [43][78]. Bereits in meinDiplomarbeit erfolgte die Aufreinigung
des heterolog irescherichia coliproduzierten IpgE. Dabei wurde IpgE zunachst éddidhes
Fusionsprotein mit einerN-terminalen GST-Anteil produziert, das im Batch-féren an eine
Glutathion-Sepharose-Affinitatsmatrix gebunden veurdNach Waschen des gebundenen
Fusionsproteins wurde der IpgE-Anteil mittels eieatsprechenden Schnittstelle proteolytisch
abgespalten und von dem an die Affinitatsmatrixugelenen GST-Anteil abgetrennt. Obwohl
die Aufreinigung prinzipiell erfolgreich verlief, wwde durch das in meiner Diplomarbeit
etablierte Protokoll lediglich eine moderate Audkeuon ca. 2,3 mg reinem IpgE pro Liter
Bakterienkultur erzielt. Um fir geplante Kristadlitonsversuche ausreichende Mengen dieses
Proteins darstellen zu kdnnen, wurde in der voeleten Arbeit die Expression d&ST-ipgkE
Fusionsgens und die anschlieRende AufreinigundPd&gins optimiert.

Der Vektor pGEX-4T-mod bietet die Moglichkeit, esnlches Fusionsprotein absterminalem
GST-Tag und Zielprotein zu produzieren. Nach AufreinigukRgnn das Zielprotein durch
proteolytische Spaltung mit Thrombin vonag befreit werden. Zum Einbringen des Zielgens
stehen eine MCS mit verschiedenen Restriktionsamdease-Schnittstellen zur Verfigung
(siehe hierzu die Vektorkarte untd.8).

DasipgE-Gen wurde durch Amplifikation mit den Primern ipdgiind ipgE_b (sieh2.1.7) aus
dem Virulenzplasmid pWR501 erhalten, wobei durch Bemer ipgE_f einé&ldd-Schnittstelle
am 5-Ende (bezuglich der Sense-Richtung) und dudem Primer ipgE_b eineXhd-
Schnittstelle am 3’-Ende angefiigt wurde (siehe dstainildung4.6 a). Das PCR-Produkt wurde
Uber diese Schnittstellen in den Vektor pGEX-4T-ngsiéhe Abbildungl.6 b) eingefuhrt. Das
erhaltene Plasmid wurde als pGEX-4T-mod-ipgE béwest
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a) i pgE-PCR-Produkt

Ndel-- Xhol--
GGC CATAT@GAAGATTTAGCAGAT..i pgE...CGAAGAATGAAGGGGTATTAN CGAGCC
MetGluAspLeuAlaAsp...IpgE...Ar gArgMetLysGlyTyrEnd
b) pGEX-4T-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanHI-  EcoRI- Sal I-- Not I----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCC CATATE®GGGGATCCCCGGAATTCCCGGEIEMNGGGCCGCATCGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEND...
AThrombin
¢) pGEX-4T-mod-ipgE Not I----
Ndel-- Xhol--
...CTGGTTCCGCGTGGGTCC CATAT@GAAGAT.... i pgE...GGGTATTAA CTCGAGGGCCGCATCGTGACTGA
...LeuValProArg GlySerHis MetGIuAsp....IpgE....GlyTyrEnd
AThrombin

Abbildung 4.6: a) PCR-Produkt der Amplifikation vapgE aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer IpgE_f und IpgE_b, die eitdld-Schnittstelle am 5’-Ende und eiXdd-Schnittstelle am 3’-Ende anfligen.
In Rot sind die Schnittstellen fiidd und Xhd hervorgehoben.

b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqgoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&dhnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fiNdd und Xhd hervorgehoben.
¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-ipgE, welches durch dasfigen des PCR-Produktes tiber Mid- und Xhd-
Schnittstellen erhalten wurde. In Blau sind diedtziichen Aminoséuren Gly-Ser-His hervorgehobea,ndich
Spaltung mit Thrombin (die Schnittstelle ist mitgekennzeichnet) noch am Zielprotein verbleiberRdh sind die

beiden Schnittstellen fiMdd und Xhd hervorgehoben.

Abbildung 4.6 c) gibt die MCS des Vektors mit eingefligtgrgE-Gen wieder. Die Abbildung
zeigt, dass nach Abspalten des GST-Anteils vonpzdin die drei zusatzlichen Aminosauren
Gly-Ser-His amN-Terminus des Zielproteins verbleiben, wodurch dighdas rekombinante
IpgE ein Molekulargewicht von 14.0 kDa ergibt.

Nach Fertigstellung deipgE-Expressionsplasmides wurde es in @ercol-Expressionsstamm
BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL transformiert. Im Anscldusurde die optimale Wuchstemperatur
und -dauer der Bakterienkultur nach Induktion deslgénexpression ermittelt. Aus Tabelle 5.1
wird klar ersichtlich, dass eine Erniedrigung deudiNstemperatur von 37 °C auf 15 °C sowie
eine damit einhergehende Verlangerung der Expressauer von 3 h auf 12 h eine deutliche

Erh6hung der Produktion von Fusionsprotein zur dlgtte.
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Tabelle 4.1: Ausbeuten der verschiedenen Parametertests filjpgheExpression aus 1 L Kultur

Temperatur Induktionsdauer Menge Fusionsprotein aus 1 L Kultur

37°C 3h 11.3 mg
30 °C 6 h 24.0 mg
15°C 12 h 87.2 mg

Eine weitere Steigerung der Proteinausbeuten wudidech eine Verdnderung des
Reinigungsprotokolls erzielt. So wurde nach erfidExpression und Zellaufschluss die I6sliche
Fraktion des Bakterienlysats auf eine Glutathiopkaeose-Saule aufgetragen. Nach Waschen
des gebundenen Fusionsproteins mit PBS-Puffer gtefallie proteolytische Abtrennung des
IpgE-Anteils vom GST-Anteil, indem geldstes Thrombuf die Sdule aufgetragen wurde. Nach
mehrstindiger Inkubation bei 4 °C wurde das Ipg&détn mit Waschpuffer eluiert und so von
dem an die Affinititsmatrix gebundenen GST-Antdigetrennt. Eine SDS-PAGE der so
gewonnenen IpgE-Praparation zeigte, dass sie necimgg Mengen an Verunreinigungen
enthielt, weshalb ein zusatzlicher Anionenaustatts@matographieschritt in  das

Reinigungsprotokoll aufgenommen wurde (siehe Ahlnigi.7).
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Abbildung 4.7: Chromatogramm der Anionenaustauschchromatograyitieend der IpgE-Reinigung durchgefihrt
mit einer HiTrap" DEAE FF-Séule. Die Elution von Verunreinigungefolgte bei einer NaCl-Konzentration von
300 mM. Die Elution des Zielproteins erfolgte ime&m Volumen von 10 mL bei einer NaCl-Konzentration
800 mM.

Schlief3lich wurde durch eine finale Grol3enausssblu®matographie (siehe Abbildudgd)
praktisch reines IpgE erhalten. SDS-PAGE der Pedjgar und anschlieRende Farbung des Gels

mit Coomassie-Blau liel3 keine Verunreinigungen nezkennen (siehe Abbildury9).
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Abbildung 4.8: Chromatogramm der abschlieBenden GroRenaussdimossatographie wahrend der IpgE-
Reinigung durchgefiihrt mit einer HiLoB426/60 SuperddX 75 prep grade Saule. Die Elution von IpgE erfolgte
in dem Volumenbereich zwischen 160 mL und 220 mL.
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Abbildung 4.9: Aufreinigung von rekombinantem IpgE, verfolgt UISBS-PAGE: Marker (M), Gesamtzelllysat
vor Induktion (}), Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das ausfadeinosduresequenz berechnete
Molekulargewicht des GST-IpgE-Fusionsproteins liygtd®.2 kDa; deutlich ist eine Bande bei der ertsipenden
Laufhéhe sichtbar (), unlésliche Fraktion des Zelllysats (P), l6slidfraktion des Zelllysats (L), Durchfluss nach
Auftrag der I6slichen Fraktion des Zelllysats aigf @lutathion-Sepharose-Séaule (D), Eluat von destadhion-
Sepharose-Saule mit GSH-Elutionspuffer nach Thrasdrdau mit dem GSTagbei 26 kDa (E), IpgE-haltiges
Eluat von der Glutathion-Sepharose-Séaule mit PBffePoach Thrombinverdau (C), Elution von der
Anionenaustausch-Chromatographiesaule Hi™fdpEAE FF bei 800 mM NaCl (An), Elutionspeak des
Molekularsiebs HiLoal" 26/60 Superde¥ 75 (SEC).
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Die Ausbeute betrug 20 mg IpgE pro Liter Bakterighlk. Experimentelle Einzelheiten der

Aufreinigung sind dem Material- und Methodenteiéfge2.2.2.16) zu entnehmen.

Bei einer analytischen Grol3enausschlusschromatoigrapit einer kalibrierten Saule (siehe
2.2.2.8) eluierte das gereinigte IpgE mit einem wieén von 15.72 mL + 0.03 mL (siehe

Abbildung 4.10), woraus sich mit Hilfe von Gleichung (3) (®e3.2.2.8) ein Molekulargewicht

von 40.5 kDa £ 0.5 kDa berechnen lasst. Tatsachikgt IpgE mit gré3ter Wahrscheinlichkeit

wie andere Typ llI-Translokon-spezifische Chaperaale Homodimer vor. Die deutliche

Abweichung des experimentell ermittelten Molekuéawgchts von dem berechneten
Molekulargewicht des homodimeren Komplexes (28.@kI#Asst darauf schlie3en, dass die
Form des IpgE-Dimers signifikant von einer global@Form abweicht.
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Abbildung 4.10 Chromatogramm einer analytischen GroR3enaussahitgsatographie mit gereinigtem IpgE. Die
Chromatographie wurde mit einer Superdex 200 10E0&aule durchgefuhrt. Die Elution von IpgE erteldpei

einem Volumen von 15.72 mL £ 0.03 mL.

Mit dem gereinigten IpgE wurden umfassende Kris@ationsversuche bei Temperaturen von
4°C und 18°C angestellt. Dabei kamen die komméragiéltlichen Screens von Hampton
Research (Crystal Screen, PEG-Screen und AmmonltaptScreen) und von Emerald
Biosciences (Wizard | und Wizard Il) zum Einsatelie Material- und Methodenteil Tabelle
2.11). Im Rahmen dieser Dr.-Arbeit konnte jedoahbr keine Bedingung gefunden werden, die
zur Kristallisation dieses Proteins flhrte.
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4.2.2 Stabilitatsuntersuchungen von IpgE mit dem Th ~ ermal Shift Assay

Um die Chancen fur eine erfolgreiche Kristallisatides gereinigten IpgE zu erhdhen, sollte
mittels Thermal Shift Assay (siet®2.2.12) nach Pufferkomponenten gesucht werdelthee
eine mdglichst hohe Stabilitdt dieses Proteins b@mi In einem ersten Schritt sollte die
Abhangigkeit der IpgE-Stabilitat vom pH-Wert untght und gegebenenfalls der gunstigste
pH-Wert ermittelt werden. Uberraschenderweise eeiglie durch den Assay erhaltenen Kurven
unabhangig vom pH-Wert bereits zu Beginn, alscebe@r Temperatur von 20°C, eine sehr hohe
Fluoreszenz, die mit zunehmender Temperatur langdgamahm (siehe Abbildung.11). Die
Ergebnisse mussen dahingehend interpretiert werdass das Protein in der vorliegenden
Praparation zwar in geldster doch weitgehend eatéal Form vorlag. Bei weiterer Erwarmung
erfolgte schliellich die vollstandige Denaturierwmgl die damit einhergehende Aggregation der

Proteinmolekile, was die beobachtete Abnahme der&zenz zur Folge hatte.

gllesaslas]

Fluoreszenz

o0 30 40 50 [==] o &0
Schmelztemperatur T, [°C]

e P 40 e T 4.5 BHED e PHES o DHED BHES e PH T PH TS e PH 510 pHES

Abbildung 4.11: Bei verschieden pH-Werten ermittelte Schmelzkureieer alteren IpgE-Préaparation.

Um zu Uberprifen, ob das Reinigungsprotokoll vogElunmittelbar entfaltetes Protein lieferte
oder ob die im Thermal Shift Assay beobachtete dintig auf eine langere Lagerung der
verwendeten Praparation zurliickzufiihren war, wunde fische IpgE-Praparation angefertigt.
Noch am Tag der Fertigstellung wurden von diesé@p&ation Proben entnommen und dem
Thermal Shift Assay unterzogen, wobei auch in dare$@ll bei den einzelnen Messungen der

pH-Wert variiert wurde.

109



Ergebnisse und Diskussion

Auch die Messkurven, welche mit dem frisch prapteie IpgE erhalten wurden, zeigten

durchweg eine hohe Anfangsfluoreszenz, die jedalzbnehmender Temperatur in manchen
Fallen noch etwas zunahm, bzw. Uber einen lang&esnperaturbereich nur aufl3erst langsam
abnahm. Dies deutete darauf hin, dass das neurd@drotein verglichen mit dem Protein der
alteren Charge zumindest etwas weniger stark ¢gitfabrlag. Der bei pH 6,0 durchgefihrte

Thermal Shift Assay lieferte trotz hoher Anfangefleszenz eine auswertbare Schmelzkurve,
wobei eine Schmelztemperatur{)Tvon 57°C ermittelt wurde (siehe AbbilduAdlL2).
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Abbildung 4.12: Schmelzkurven einer neueren Praparation von Igdyschieden pH-Werten (der Thermal Shift
Assay wurde noch am Tag der Fertigstellung derdeidion durchgefihrt).

Unmittelbar nach Fertigstellung der Praparationdeuein Teil davon mit flussigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert, wahrend debledrende Teil bei bei 4°C gelagert wurde.
Zwei Tage spater wurden sowohl von der eingefraresls auch von der bei 4°C gelagerten
Proteinlésung Proben entnommen und nochmals demmiBheshift Assay (bei variierendem
pH-Wert) unterzogen. Die erhaltenen Messkurventerigraktisch den gleichen Verlauf wie die
mit der alteren Proteinpraparation erhaltenen (biflung4.11 gezeigten) Kurven (Daten nicht
gezeigt). Offensichtlich hatte sowohl der Einfriend Auftauprozess als auch die zwei Tage
dauernde Lagerung der Proteinldsung bei 4°C zuezalvollstandigen Entfaltung von IpgE

gefuhrt.
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So wurde erneut eine frische Praparation von Ipygegertigt. Da der Thermal Shift Assay mit
der vorausgehenden Praparation darauf hingedewttée, hdass das Protein bei pH 6,0
offensichtlich weniger stark entfaltet ist als Inédrigeren oder hoheren pH-Werten, wurde in
der neu hergestellten Proteinlésung mit 10 mM MESpé! von 6,0 eingestellt (in sdmtlichen
vorausgegegangenen Praparationen war mit 10 mM SEEeils ein pH von 7,5 eingestellt
worden). Darutber hinaus wurde die Proteinpraparatiit dem Reduktionsmittel DTT in einer
Konzentration von 3 mM versetzt. Auch von dieserage wurden unmittelbar nach ihrer
Fertigstellung Proben enthommen, mit denen der riiakeShift Assay bei verschiedenen pH-
Werten durchgefihrt wurde. Auch in diesem Falldief die bei pH 6,0 durchgefiihrte Messung
die beste Schmelzkurve, die dartiber hinaus im ¥englzu sdmtlichen vorher durchgefihrten
Messungen eine deutlich erniedrigte Anfangsflueegzzeigte (Abbildung.13). Die ermittelte
Tm lag bei 56°C, war also nahezu identisch mit deeibe vorher gemessenen, Ton 57°C.
Auch diese Messung zeigte, dass das Protein bemepH< 5,0 praktisch vollstandig entfaltet
ist. Bei einem pH> 7,0 liegt das Protein offensichtlich bereits teise entfaltet bzw. in einem

wenig stabilen, fir den Fuoreszenzfarbstoff lemiganglichen Zustand vor.
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Abbildung 4.13: Schmelzkurven bei verschieden pH-Werten durchgefatt einer weiteren Praparation von IpgE

die bei einem pH-Wert von 6.0 und in Anwesenheit 8anM DTT aufbewahrt wurde.
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Auch von dieser Praparation wurde ein Teil mitg$igem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert, wahrend der Rest wurde bei 4°C gelagartlev Sowohl von der eingefrorenen als
auch von der bei 4°C gelagerten Proteinlésung wuvilerzehn Tage spater Proben entnommen,
mit denen der Thermal Shift Assay durchgefuhrt wurdie erhaltenen Schmelzkurven waren
nahezu identisch mit denen, die am Tag der Feetigag der Praparation aufgezeichnet worden
waren (Daten nicht gezeigt). Das Protein war folgliweder durch den Einfrier- und
Auftauprozess noch wahrend der Lagerung bei 4°@alezit worden. Fir die Stabilitat und
kompakte Faltung des Proteins sind daher offerlgibhheben einem pH-Wert von 6 die
Anwesenheit eines Reduktionsmittels essentiell.

Um weitere Komponenten ausfindig zu machen, diereipositiven Einfluss auf die Stabilitat
und Kompaktheit von IpgE ausuben, wurden mit defetzti angefertigten Praparation
zusatzliche Thermal Shift Assay Experimente duriifge. Samtliche Messungen wurden bei
konstantem pH 6,0 und jeweils mit 3 mM DTT, jedoch Anwesenheit verschiedener
Pufferkomponenten aus dem Additiv-Screen-Kit der Fampton Research (siehe Tabalél

im Material- und Methodenteil) angefertigt. Eingrsfikante Erhéhung der Jum 7°C wurde
lediglich in Anwesenheit von 0,2 M NaCl beobachieteses Salz war jedoch in der IpgE-
Praparation ohnehin in einer Konzentration von OMl5vorhanden. Ein vorlaufiger
Kristallisationsscreen, der mit der Praparation das offensichtlich gefalteten IpgE
durchgefuhrt wurde, lieferte keine "Treffer". Eineumfassendere Suche nach
Kristallisationsbedingungen fur IpgE wurde im Ralmntker Dr.-Arbeit aus zeitlichen Griinden

nicht mehr angestellt.

4.2.3 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem IpgD

Die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-PhospleatpgD wird durch das Typ llI-Translokon
in die Wirtszelle sezerniert und I6st dort eineraigransduktionskaskade aus, die letztlich zu
einer gesteigerten Lebensfahigkeit der befallenans?eélle fihrt [62]. AuRerdem scheint IpgD
an der Ausbildung der Eintrittsstruktur durch Akeinung der wirtseigenen Proteine Cdc42 und
Rac beteiligt zu sein, die die zytoskelletale Untgidsng durch Bereitstellung von Actin-
Monomeren zur Polymerisation erhéhen [87]. Fir 8t@bilitat von IpgD im bakteriellen
Zytoplasma ist seine Assoziation mit dem Chapepgt lerforderlich [43][78].
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Fur Kristallisationsversuche und biochemische Wuehungen sollte IpgD in méglichst grof3en
Mengen rein dargestellt werden. Dazu wurde es gnale IpgE heterolog ifi. coli als GST-
Fusionsprotein produziert und affinitditschromatpgisch gereinigt.

Zur Herstellung des dazu erforderlichen Uberexpoesplasmids wurde daggD-Genvia PCR

mit den Primern ipgD_f und ipgD_b (sieh21.7) aus dem Virulenzplasmid pWR501
amplifiziert. Dabei wurde am 5’-Ende (bezlglich &mse-Richtung) durch den Primer ipgD_f
eine BanHI-Schnittstelle und am 3’-Ende durch den PrimegDpb eineNotl-Schnittstelle
angefugt (siehe Abbildung.14 a). Das PCR-Produkt wurde Uber diese Sclelitiatin die
MCS des Vektors pGEX-4T-mod (siehe AbbilduAad4 b) eingesetzt. Das erhaltene Plasmid
wurde als pGEX-4T-mod-ipgD bezeichnet. Abbildufd4 c) gibt die MCS des Vektors mit

eingefugtempgD-Gen wieder.

a) i pgD-PCR-Produkt

BanHI- Not I----
GGC  GGATCBTGCACATAACTAATTTGGGATTGA.pgD...GGTGAAAGGGTATTCGTCATTTGTATBAGGCC@TC
MetHislleThrAsnLeuGlyLeuH...IpgD... tValLysGlyTyrSerSerPheValEnd
b) pGEX-4T-mod Snal-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGG GGATCCCGGAATTCCCGGGTCGACTEGAGCCATCGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg ASpEND...
AThrombin

c) pGEX-4T-mod-ipgD

Ndel-- BanHI- Not I----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGGAA GGATCATGCAC..i pgD.TTTGTATAA GCGGCCATICGTGACTGA
...LeuValProArg GlySerHisMetArgGlySer MetHis..IpgD..PheValEnd

AThrombin

Abbildung 4.14:a) PCR-Produkt der Amplifikation vdpgD aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer IpgD_f und IpgD_b, die eirganmHI-Schnittstelle am 5’-Ende und eibh®t-Schnittstelle am 3’-Ende
anfigen. Die beiden SchnittstellBarmHI und Notl sind in Rot hervorgehoben.

b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Ailkgoh insertiert werden soll, wobei die Erkennungssnz
fir Thrombin in Blau wiedergegeben und die Schialiss mita gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Restriktionsendonuklease-SchnittstellenBanH! und Notl hervorgehoben.
¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-ipgE, welches durch dasfigen des PCR-Produktes tiber BarHI- und Notl-
Schnittstellen erhalten wurde. In Blau wurden dis&tzlichen Aminosauren Gly-Ser-His-Met-Arg-Gly-Ser
hervorgehoben, die nach Spaltung mit Thrombin Stiknittstelle ist mik gekennzeichnet) noch am Zielprotein

verbleiben. In Rot sind die beiden SchnittstelliémBanH| und Notl hervorgehoben.
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Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass nach Ablspsy des GST-Anteils vom Zielprotein die
sieben zusatzlichen Aminosauren Gly-Ser-His-Met-8tg-Ser am N-Terminus des
Zielproteins verbleiben, woraus sich fur das rekworabte IpgD ein Molekulargewicht von
60.4 kDa ergibt.

Zur Aufreinigung von IpgD wurde nach Expression @&ST-ipgDFusionsgens in dera coli
Stamm BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL und nach dem Aufe@e&n der Bakterienzellen die
I6sliche Fraktion des Lysats auf eine Glutathiopt&eose-Saule aufgetragen und so das
Fusionsprotein an die Saulenmatrix gebunden. NaascWien mit PBS-Puffer erfolgte auch in
diesem Fall die proteolytische Abspaltung des Ipgbm GST-Anteil durch Auftragen von
geldstem Thrombin auf die Affinitdtssdule. Nach nséimdiger Inkubation bei 4°C wurde IpgD
mit Waschpuffer von dem an die Affinitatsmatrix gabdenen GST abgetrennt und von der
Séaule eluiert. Eine abschlielende praparative @uii&schlusschromatographie (siehe
Abbildung 4.15) lieferte nahezu reines IpgD mit einer Ausbewtn 3.0 mg Protein pro Liter
Bakterienkultur. Die SDS-PAGE der Praparation umschlieRende Farbung des Gels mit
Coomassie-Blau ist in Abbildung.16 gezeigt. Weitere experimentelle Details degDh

Aufreinigung sind dem Material- und Methodent@il.2.20) zu entnehmen.
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Abbildung 4.15: Chromatogramm der abschlieRenden GrolRenaussdimosstographie wahrend der IpgD-
Reinigung durchgefiihrt mit einer HiLoB426/60 SuperddX' 200 prep grade Saule. Die Elution von IpgD erlgt

in dem Volumenbereich zwischen 210 mL und 260 mL.
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Abbildung 4.16: SDS-Page der Praparation von IpgD: Marker (M),a&@zelllysat vor Induktion ),
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deindséuresequenz berechnete Molekulargewicht desl@gii-
Fusionsproteins betragt 86.7 kDa; deutlich ist @aade bei der entsprechenden Laufhdhe sichthau(ldsliche
Fraktion des Zelllysats (P), I6sliche Fraktion dedllysats (L), Durchfluss nach Auftrag der I6skehFraktion des
Zelllysats auf die Glutathion-Sepharose-Saule E))tion der Glutathion-Sepharose-Saule mit GSHi&hspuffer
nach Thrombinverdau (E), Elution der Glutathion{sspse-Saule mit PBS-Puffer nach dem Thrombinve(@au

Elutionspeak des Molekularsiebs HiLd4d26/60 Superdé¥' 200 (SEC). In Bahn P ist erkennbar, dass sich
offensichtlich ein signifikanter Anteil des Fusignsteins in der unldslichen Fraktion des Gesaniyzeits befindet
und somit unmittelbar bei der Aufreinigung verlogeht. Bahn SEC zeigt einige schwache Banden beirei
Molekulargewicht < 55 kDa. Ob es sich dabei um Algzadukte von IpgD, Abbruchfragmente bei der Bidkgse
von IpgD oder sonstige Verunreinigungen handelnke im Rahmen der Dr.-Arbeit aus Zeitgrinden niobhr

ermittelt werden.

Bei einer analytischen GrofRenausschlusschromatiogragplie mit einer kalibrierten Saule
durchgefuhrt wurde (sieh@.2.2.8), eluierte das gereinigte IpgD mit einemluizen von
15.05 mL £ 0.02 mL (siehe Abbildung.17). Mit Hilfe von Gleichung (3) (siehe 3.2.2.8)
berechnet sich aus dem Elutionsvolumen ein Molegelaicht von 54.8 kDa + 3.6 kDa. Dieser
Wert weicht nur geringfligig von dem aus der Aminme&equenz des Proteins berechneten
Molekulargewicht von 60.5 kDa pro Polypeptidkette. dpgD liegt folglich in Ldsung

offensichtlich als Monomer vor.
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Abbildung 4.17 Chromatogramm einer analytischen GréRenaussdahit@satographie mit gereinigtem IpgD. Die
Chromatographie wurde mit einer Superdex 200 10@0@urchgefiihrt. Die Elution von IpgD erfolgte kenem
Volumen von 15.05 mL £ 0.02 mL.

Auch mit dem gereinigten IpgD wurden umfangreichistallisationsversuche bei Temperaturen
von 4°C und 18°C durchgefiihrt. Leider konnte audh dieses Protein im Verlauf der
vorliegenden Arbeit keine Bedingung gefunden werdke zur Bildung von Kristallen fuhrte
(zu den verwendeten Screens siehe Material- undddenteil Tabell@.11).

4.2.4 Qualitative und quantitative Untersuchung der Interaktion zwischen
IpgD und IpgE

In der vorliegenden Arbeit sollte die in der Litenabeschriebene Interaktion von IpgD und IpgE
durch eine qualitative Analyse verifiziert werdet8][78]. Zu diesem Zweck wurde die l6sliche
Fraktion eines Gesamtzelllysats von Bakterien,d#ie GST-IpgD-Fusionsprotein rekombinant
produziert hatten, auf eine Glutathion-SepharosdeSaufgetragen und so das Fusionsprotein an
die Saulenmatrix gebunden. Nach einem Waschsachiittle gereinigtes IpgE auf die Saule
aufgetragen. Schliel3lich wurde nach einem weit#vaschschritt das GST-IpgD-Fusionsprotein
mit reduziertem Glutathion (GSH) von der Sauleezlujsiehe?.2.2.14).
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Die SDS-PAGE des Eluats und anschlieBende FéarbeagGels mit Coomassie-Blau zeigte,
dass das Eluat neben dem Fusionsprotein auch Ipgtek, welches offensichtlich an den
IpgD-Anteil des Fusionsproteins gebunden war (si@bbildung 4.18). Wurde IpgE in der
gleichen Menge auf die Saule aufgetragen und géwascohne dass das GST-lpgD-
Fusionsprotein vorher an die Affinitatsmatrix getben worden war, enthielt ein entsprechendes
GSH-Eluatkein IpgE (Daten nicht gezeigt).

M 1 2 3

110 kDaw

70 kDa—™" .- <*— GST-lpgD
55kDa” g

45 kDa/

35 kDa?:
25 kDa

15 kDa—>

IpgE
10 kba—"

Abbildung 4.18: SDS-PAGE der Interaktionsstudie von IpgE mit damiénsprotein GST-IpgD. Bahn 1: Elution
des an die Glutathion-Sepharose-Saule gebunden&Agg®-Fusionsproteins mit GSH-Elutionspuffer. Bain
Elution mit GSH-Elutionspuffer nach Inkubation npgE und erneutem Waschen. Neben dem GST-IpgD-
Fusionsprotein ist klar eine Bande zu erkennengdia IpgE-Protein zuzuordnen ist, welches offeribathan

IpgD gebunden war und so bei dem vorausgehendenhAwitt nicht entfernt worden war. Bahn 3: reitpesE.

Die quantitative Untersuchung der IpgD-IpgE-Wechsd#dung erfolgte mittels Microscale-
Thermophorese (sieh22.2.20). Dabei kam fluoreszenzmarkiertes IpgD Ztimsatz, dessen
Konzentration innerhalb einer Messreihe konstarttatijen wurde. Die Konzentration des
unmarkierten Interaktionspartners IpgE wurde dagegariiert. In Abbildung4.19 ist das
Thermophoresesignal, welche bei den einzelnen Meggssuermittelt wurde, gegen die jeweils
eingesetzte IpgE-Konzentration bei logarithmiscB&alierung der Abszisse aufgetragen. Mit
Gleichung (11) wurde aus dem Kurvenverlauf mittedsiswerte-Software der Firma
NanoTemper eine Dissoziationskonstarkg)(des IpgD-IpgE-Komplexes von 51.4 uM = 7.0
UM berechnet.
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Abbildung 4.19 Microscale-Thermophorese von 250 nM fluoreszenkimgtem IpgD bei verschiedenen
Konzentrationen des Interaktionspartners IpgE. Aufigen ist das Thermophoresesignal gegen die Kiatien
von IpgE bei logarithmischer Skalierung der Abszid3ie geplotteten Durchschnittswerte und Fehlé&dyal

resultierten aus jeweils neun Einzelmessungen.

Dieser Wert liegt in einer Grol3enordnung, der fiégr\Wechselwirkung von Effektoren mit ihren
spezifischen Typ llI-Translokationssystem-Chapenothgrchaus typisch ist [104].

4.2.5 Heterologe Produktion und Reinigung der verkii  rzten IpgD-Variante
IpgD-30,-8

Flexible und unstrukturiertdl- und C-Termini von Proteinen erschweren haufig aus stiees
und/oder entropischen Griinden deren Kristallisalti@®]. Eine Analyse der IpgD-Sequenz mit
dem Sekundarstrukturvorhersageprogramm NetSurfRber@iehe 2.2.2.15), dass die\-
terminalen 30 sowie dieC-terminalen acht Aminosduren von IpgD mit grofer
Wahrscheinlichkeit keinerlei Sekundarstruktur auésa, sondern bewegliche Loop-Regionen

darstellen.
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Um die Chancen einer erfolgreichen Kristallisatieon IpgD zu erhdhen, wurde von dem
Protein eine Variante konstruiert, die &Terminus um eben diese 30 Aminosauren undcam
Terminus um weitere acht Aminosauren verklrzt viiae resultierende Ipgb1-30A531-538-
Variante erhielt die Bezeichnung IpgD-30,-8.

Um das fur die Darstellung notwendige Expressiamspid herzustellen, wurde deygD-
Leserahmen ab Codon 31 bis inklusive Codon 530CelsiPCR amplifiziert. Durch die dabei
verwendeten Primer gD-30 _f und gD-8 b (siehd.7) wurde aus dem Virulenzplasmid
pWR501 das entsprechend verkurggD-Gen erhalten, wobei durch den Primer gD-30_f am
5-Ende des Leserahmens (bezlglich der Sense-R@ghaineBanHI- und durch den Primer
gD-8 b am 3"-Ende eindotl-Schnittstelle eingebracht wurde. So konnte dakirete ipgD-
Gen im Leserahmen mit der vorausgeher@&# und der nachgeschalteten 8xHiag-Sequenz

in die MCS des Expressionsplasmides pHW1 eingefiégtien.

a) i pgD- 30, - 8-PCR-Produkt

BanHI- Codon 31 i pgD Codon 530 Not [----
GGC GGATCATGIATCCGCGCGGTAAGCGTGATTTCATATCAAAG...GGGACCCAAAAATATGGAAPATEEGCGCGGCGGCCABAACTAT
Met TyrProArgGly ValSerVallleSerTyrGInAr...lyAspProLyslleTrpAsnMet TyrProArgGly AlaAlaAla
AThrombin AThrombin
b) pHW1 Ndel-- BamHI- Xhol-- Not I----
...GST-Gen...AACTCGCATATG GGATCCTCGAGCGGCC@®CATCATCATCATCATCATCATCATIGA
...GST- Tag...AsnSerHisMetGlySerLeuGluAlaAlaAlaHisHisHisHisHis HisHisHisEnd...

¢) pHW1-ipgD-30,-8

BanHI- Codon 31 i pgD bis Codon 530 Not I----
GGATCBTGTATCCGCGCGGCGTAAGCGTGATTTCATAT...CCAAAAATATBGBARTCCGCGCGCGUGGCCEL.
...GlySerMetTyrProArg Gly ValSerVallleSerTyr...ProLyslleTrpAsnMet TyrProArg GlyAlaAlaAla...
AThrombin AThrombin

Abbildung 4.20:a) PCR-Produkt der Amplifikation der verkirztenriate vonipgD aus dem Virulenzplasmid
pWR501 mit Hilfe der Primer IpgD_f und IpgD_b, dimmeBarHI-Schnittstelle am 5’-Ende und eiot-
Schnittstelle am 3’-Ende anfiigen. In Rot sind digen Schnittstellen fiBanHI undNotl und in Blau sind die
zuséatzlich eingefiigten Thrombin-Schnittstellen begehoben.

b) Die MCS des Expressionsplasmides pHW1 mit deomsiufwarts liegenden GST-Anteil und dem stromaksvar
liegenden 8xHisFag GST-Tag, MCS und 8xHi$ag befinden sich im gleichen Leserahmen. In Rot slied
Schnittstellen fuBanH! und Notl hervorgehoben.
c¢) Das Konstrukt pHW1-ipgD-30,-8, welches durch Hagligen des PCR-Produktes lber die Schnittstélien
BanH! undNotl erhalten wurde. In Blau wurden die zusatzlichenidosauren Glycin aN-Terminus und Tyr-
Pro-Arg am C-Terminus hervorgehoben, die nach 8pglimit Thrombin (die Schnittstelle ist nait
gekennzeichnet) noch am Zielprotein verbleiberRdn sind die Schnittstellen fur die Restriktionsemakleasen

BanH| undNotl hervorgehoben.
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Des Weiteren wurde durch die Amplifikationsprimemshl zwischen deBanHI-Schnittstelle
und der Zielgensequenz als auch zwischen der Zisggpienz und détotl-Schnittstelle jeweils
eine Thrombin-Erkennungssequenz eingefligt. DasgéerKonstrukt, das die Bezeichnung
pHW1-ipgD-30,-8 erhielt, erlaubte die heterologeodiktion eines Fusionsproteins nik
terminalem GST-Anteil un@€-terminalem 8xHisFag [Fur verkirzte Proteinvarianten wurde in
dieser Arbeit prinzipiell folgende Nomenklatur b&ztuNach dem Namen des Proteins folgt die
Anzahl der anN-Terminus deletierten Aminosauren, nach dem Komaihgt dann die Anzahl
der amC-Terminus deletierten Aminoséuren. Abschliel3endnkaim ,S* flr ein Stopp-Codon
am Ende des entsprechenden Gens stehen, das imenaRéllen eingefiigt wurde, um die
Translation des 8xHi$agszu unterbinden.]

Das Abspalten der beidehags mit Thrombin fiihrt zu der oben genannten IpgD-¥are,
welche amN-Terminus um einen Glycinrest, a@Terminus um das Tripeptid Tyr-Pro-Arg
erweitert ist. So betrdgt das Molekulargewicht darkirzten IpgD-Variante insgesamt
56.2 kDa.

Zur Aufreinigung wurde nach erfolgter GenexpressionBL21 CodonPlus(DE3)-RIPL und
Zellaufschluss die I6sliche Fraktion des Baktegsats auf eine Nickel-Sepharose-Saule
aufgetragen. Nachdem unspezifisch an die Affinité@isix gebundenes Protein mit 75 mM
Imidazol entfernt worden war, wurde das Uber dadi$Xag gebundene Fusionsprotein mit
einer Losung, die Imidazol in einer Konzentratimn\w300 mM enthielt, von der Saule eluiert
(siehe Abbildungt.21).
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Abbildung 4.21: Elutionsprofil der HisTrap" FF-Saule wahrend der Reinigung von IpgD-30,-8. Bligion von

unspezifisch gebundenem Protein erfolgte mit 75 imiidlazol, das Zielprotein wurde mit 300 mM Imidazol

eluiert.
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Das Eluat wurde im Anschluss auf eine Glutathiopkaeose-Saule aufgetragen. Nach einem
Waschschritt erfolgte die proteolytische Abspaltwhes trunkierten IpgD- vom GST-Anteil
sowie die Entfernung desxHis-Tags durch Auftragen von geléstem Thrombin auf die
Affinitatssaule. Nach mehrstindiger Inkubation #8C wurde das Zielprotein durch Elution mit
Waschpuffer von dem an die Affinitatsmatrix gebumgle GST abgetrennt. Nachdem das in dem
Eluat enthaltene Thrombin affinitatschromatograghisiber eine Benzamidin-Sepharose-Saule
entfernt worden war, lieferte eine finale Grol3esahBisschromatographie (siehe Abbildung
4.22) nahezu reines IpgD-30,-8. Die Ausbeute befriigmg pro Liter Bakterienkultur. Eine
SDS-PAGE der bei den einzelnen Reinigungsschritéaltenen Fraktionen ist in Abbildung
4.23 gezeigt. Experimentelle Einzelheiten der Awnfgeing sind dem Material- und
Methodenteil 2.2.2.21) zu entnehmen.
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Abbildung 4.22: Chromatogramm der abschlieRenden GrolRenaussdiMosstographie wahrend der Reinigung
der verkiirzten IpgD-Variante durchgefiihrt mit eiriroad™ 26/60 Superdé¥ 200 prep grade Saule. Die
Elution von IpgD-30,-8 erfolgte in dem Volumenbetezwischen 210 mL und 260 mL.
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Abbildung 4.23 SDS-Page der Praparation von IpgD-30,-8: Mark®r Gesamtzelllysat vor Induktiongjl
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deindséuresequenz berechnete Molekulargewicht desl@g-
Fusionsproteins betragt 84.1 kDa; deutlich ist @aade bei der entsprechenden Laufhdhe sichthau(ldsliche
Fraktion des Zelllysats (P), I6sliche Fraktion dedllysats (L), Durchfluss nach Auftrag der lI6skehFraktion des
Zelllysats auf die HisTrdf' FF-Saule (D), Elution der HisTrap FF-Saule (Ni), Elution der Glutathion-Sepharose-
Saule mit GSH-Elutionspuffer nach dem Thrombinvar(), Elution der Glutathion-Sepharose-Saule rBiSPS-

Puffer nach Thrombinverdau (C), Elutionspeak deseMdarsiebs HiLoall 26/60 SuperddX' 200 (SEC). In
Bahn P ist erkennbar, dass sich offensichtlich duehein signifikanter Anteil des Fusionsproteimsler

unldslichen Fraktion des Gesamtzelllysats befindet.

Bei einer analytischen GroRRenausschlusschromatiograpluierte 1pgD-30,-8 mit einem

Volumen von 15.26 mL £ 0.08 mL. Dies entsprichtemnMolekulargewicht von 49.7 kDa +

1.8 kDa. Das aus der Aminosauresequenz berechnalekidargewicht des Monomers betragt
56.2 kDa. Die Groélenausschlusschromatographie ezedgutlich, dass auch die verkirzte
Variante von IpgD als Monomer vorliegt und keinerleendenz zeigt, héhermolekulare
Aggregate auszubilden (siehe Abbilduhg4).
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Abbildung 4.24 Chromatogramm einer analytischen GroR3enaussdhit@satographie mit der gereinigten
verkirzten Variante IpgD-30,-8. Die Chromatographigde mit einer Superdex 200 10/300 GL durchgéfiibie
Elution von IpgD-30,-8 erfolgte bei einem Volumernvl15.26 mL + 0.08 mL.

Mit der verkirzten Variante von IpgD konnten biszjenoch keine Kristallisationsversuche
unternommen werden. Auch der Nachweis der Inteyakiwischen IpgE und der verkirzten
IpgD-Variante mittels Affinitatssaule und Thermopése steht noch aus.

4.2.6 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem Spa-orfll

Das Protein Spa-orfll, dessen Funktion noch unimtksin besteht aus 89 Aminosauren und hat
ein Molekulargewicht von 10.4 kDa. Ein von Pagfeal. durchgefihrter "Yeast Two Hybrid
Screen” hatte gezeigt, dass es einen Interakticdmgpavon IpgE darstellt [88]. Fur
Kristallisationsversuche und biochemische Unteraagen sollte daher Spa-orfll in mdglichst
gro3en Mengen rein dargestellt werden. Dazu wusdeie IpgE und IpgD heterolog . coli
als GST-Fusionsprotein produziert und affinitatechatographisch gereinigt.

Um das dafirr erforderliche Uberexpressionsplasmidezzeugen, wurde daspa-orfl1Gen
zunachst durch Amplifikation mit den Primern spétar f und spa-orfll_b (sieh21.7) aus
dem Virulenzplasmid pWR501 amplifiziert. Dabei werdm 5’-Ende (beziiglich der Sense-
Richtung) durch den Primer spa-orfll_f eBanHI-Schnittstelle und am 3’-Ende durch den
Primer spa-orfl1l_b eingotl-Schnittstelle angefiigt (siehe AbbilduA®5 a).
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Das PCR-Produkt wurde mittels dieser Schnittsteitedie MCS des Vektors pGEX-4T-mod
(siehe Abbildung4.25 b) eingefligt. Das erhaltene Plasmid wurdg@E&X-4T-mod-spa-orfll
bezeichnet. Abbildung.25 c) zeigt die MCS des Vektors mit dem insexiespa-orfl1Gen.
DarlUber hinaus zeigt die Abbildung, dass nach Albspg des GST-Anteils vom Zielprotein die
sieben zusatzlichen Aminosauren Gly-Ser-His-Met-8tg-Ser am N-Terminus des
Zielproteins verbleiben, woraus sich fir das rekmmabte Spa-orfll ein theoretisches

Molekulargewicht von 11.1 kDa ergibt.

a) spa-orf 11-PCR-Produkt

BanHI- Not I----
GGC GGATCBTGATAAGACAGCAAAAACGACTGpa- or f 11...AATAGCACGAAAGATACCAAATGATTAGGGCC®&LC
MetlleArgGInGinLysArgLeu...Spa-orfll.. .glleAlaArgLyslleProAsnAspEnd
b) pGEX-4T-mod Snal-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGG GGATCCCGGAATTCCCGGGTCGACTEGAGCCGTEGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg ASpEND...
AThrombin

c) pGEX-4T-mod-spa-orfll
Ndel-- BanHI- Not I----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGGAGATCATGATAAGA. spa- or f 11..CCAAATGATTAGSCGGCC@ATICGTGACTGA
...LeuVvalProArg GlySerHisMetArgGlySer MetlleArg..Spa-orfll..ProArnAspEnd
AThrombin
Abbildung 4.25:a) PCR-Produkt der Amplifikation vaspa-orfllaus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer spa-orfl1l_f und spa-orfl1_b, die ddzarHI-Schnittstelle am 5’-Ende und eitot-Schnittstelle am 3'-
Ende anfugen. Die beiden SchnittstellenBarH| und Notl sind in Rot hervorgehoben.
b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Alkqoh insertiert werden soll. Die Erkennungssequénz
Thrombin ist in Blau wiedergegeben, die genaue Bsielle ist mita gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fur die Restriktionsendonukle@amH| und Notl hervorgehoben.
c¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-spa-orfl1, welches durels &infligen des PCR-Produkts GberBierHI- und Not-
Schnittstellen erhalten wurde. In Blau sind diedzziichen Aminosauren Gly-Ser-His-Met-Arg-Gly-Ser
hervorgehoben, die nach Spaltung mit Thrombin agipZotein verbleiben. Die Schnittstellen BanH] und Notl

sind in Rot hervorgehoben.

Zur Aufreinigung wurde das Expressionsplasmid pGHXmod-spa-orfll in derk. colr
Expressionsstamm BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL tramsiertmNach rekombinanter Expression
des Fusionsgens und Aufschluss der Bakterien wuaae Zelllysat auf eine Glutathion-

Sepharose-Saule aufgetragen.
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Die im Anschluss geplante proteolytische Abspaltuleg Spa-orfll-Zielproteins vom GST-
Anteil konnte jedoch nicht erfolgreich durchgefulrérden, da der unfusionierte Spa-orfll-
Anteil unmittelbar seine Ld&slichkeit einbif3te undazpitierte. Auch die Zugabe von
Natriumchlorid bis zu einer Konzentration von 1 Meo die Anwesenheit des vermutlichen
Interaktionspartners IpgE wahrend des Thrombinuesdeonnten das Ausféllen des Proteins
nicht verhindern.

Daher wurde das unverdaute Fusionsprotein aus 8ph-ond GST¥ag von der Glutathion-
Matrix eluiert, um es fur biochemische Untersuchemgeinzusetzen. Eine abschlieRende
praparative Grol3enausschlusschromatographie (sieb#dung 4.26) lieferte reines GST-Spa-
orfl1 mit einer Ausbeute von 5.0 mg Protein proeLiBakterienkultur. Die SDS-PAGE der
Praparation nach Farbung des Gels mit Coomassie-Btain Abbildung4.27 gezeigt. Die
experimentellen Details der Aufreinigung sind im tstal- und Methodenteil 2(2.2.20)

nachzulesen.
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Abbildung 4.26: Chromatogramm der abschlieBenden GrolRenaussdmossttographie wéhrend der GST-Spa-
orf11-Reinigung durchgefiihrt mit einer HiLd&t26/60 Superde¥ 200 prep grade Séule. Die Elution von GST-
Spa-orfll erfolgte in dem Volumenbereich zwisch&d &L und 240 mL.
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Abbildung 4.27: SDS-Page der Praparation von GST-Spa-orfl11l: MgMgerGesamtzelllysat vor Induktiongf|
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deindséuresequenz berechnete Molekulargewicht deslI@g-
Fusionsproteins betragt 37.3 kDa; deutlich ist @aade bei der entsprechenden Laufthdhe sichtbau(ildsliche
Fraktion des Zelllysats (P), I6sliche Fraktion ndels Zelllysats (L), Durchfluss nach Auftrag deslichen Fraktion

des Zelllysats auf die Glutathion-Sepharose-SdbjeKlution der Glutathion-Sepharose-Saule mit GSH-
Elutionspuffer (E), Elutionspeak des Molekularsiétisoad™ 26/60 SuperdeX 200 (SEC). In Bahn P ist
erkennbar, dass sich offensichtlich ein signifikafinteil des Fusionsproteins in der unldslicheskfon des

Gesamtzelllysats befindet und somit unmittelbardagiAufreinigung verloren geht.

4.2.7 Qualitative und quantitative Untersuchung der Interaktion zwischen
IpgE und Spa-orfll

Zunachst sollte die in der Literatur beschriebernterbktion von Spa-orfll und Ipgkirch eine
gualitative Analyse verifiziert werden [88]. Zu daan Zweck wurde die I6sliche Fraktion eines
Gesamtzelllysats von Bakterien, die das GST-Sphtefusionsprotein rekombinant produziert
hatten, auf eine Glutathion-Sepharose-Saule aafgetr und so das Fusionsprotein an die
Saulenmatrix gebunden. Nach einem Waschschritt evigdreinigtes IpgE auf die Séaule
aufgetragen. Schlie8lich wurde nach einem weiteW¥aschschritt das GST-Spa-orfll-

Fusionsprotein mit reduziertem Glutathion (GSH) dan Saule eluiert (siel#2.2.14).
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Die SDS-PAGE des Eluats und anschlieRende FarbesgGels mit Coomassie-Blau zeigte
jedoch neben dem Fusionsprotein kein IpgE. Diesed@arauf hin, dass eine Bindung von IpgE
an den Spa-orf-11-Anteil des GST-Spa-orfll-Fusiooiems nicht stattgefunden hatte oder
zumindest zu schwach war, um die Elution von IpgiEcd Waschpuffer zu verhindern (siehe
Abbildung4.28).
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Abbildung 4.28: SDS-PAGE der Interaktionsstudie von IpgE mit damiénsprotein GST-Spa-orfll. Bahn 1:
Elution des an die Glutathion-Sepharose-Séaule gidnen GST-Spa-orfl1-Fusionsproteins mit GSH-
Elutionspuffer. Bahn 2: Elution mit GSH-Elutionsferfnach Inkubation mit IpgE und erneutem Waschame

Bande, die IpgE zugeordnet werden kann, ist nigterkennen. Bahn 3: reines IpgE.

Die quantitative Untersuchung der Wechselwirkungsehhen GST-Spa-orfll und IpgE erfolgte
mittels Microscale-Thermophorese (siel®2.2.20). Zuerst wurde als Negativkontrolle
fluoreszenzmarkierte GST, deren Konzentration inakr einer Messreihe konstant gehalten
wurde, mit verschiedenen Konzentrationen des unierdek IpgE vermessen. Dabei konnte
keinerlei Interaktion zwischen GST und IpgE festgiitswerden (Daten nicht gezeigt). Um die
Interaktion von IpgE mit dem Spa-orfl1l-Anteil dasslonsproteins zu verifizieren, wurde nun
das thermophoretische Verhalten von fluoreszenzersekn GST-Spa-orfll, dessen
Konzentration innerhalb einer Messreihe konstanbatjen wurde, in Abhangigkeit der
Konzentration von IpgE untersucht. In AbbilduAg9 ist das Thermophoresesignal, welche bei
den einzelnen Messungen ermittelt wurde, gegenedieils eingesetzte IpgE-Konzentration bei

logarithmischer Skalierung der Abszisse aufgetragen
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Mit Gleichung (11) wurde aus dem Kurvenverlauf eigt Auswerte-Software der Firma
NanoTemper eine Dissoziationskonstantep)(kKdes GST-Spa-orfll-lpgE-Komplexes von
> 300 uM berechnet. Da der GST-Anteil keine Bindwgezeigt hatte, muss die beobachtete
Interaktion auf die Bindung von IpgE an den Spd-brAnteil zurtckgefuhrt werden. Die
geringe Affinitdt der Bindepartner erklart das nega Ergebnis der qualitativen
Interaktionsstudie mittels Glutathion-Sepharosel&Saund lasst dariber hinaus Zweifel

aufkommen, ob es sich hier um eine spezifische B&dalirkung handelt.

w=eomTO0OIFTTO0F 0T
2R OR BB

Kenzentration[uM]

Abbildung 4.29 Microscale-Thermophorese von 250 nM fluoreszenkiegem GST-Spa-orfll bei verschiedenen
Konzentrationen des potentiellen InteraktionspastiggE. Aufgetragen ist das Thermophoresesigrgeigelie
Konzentration von IpgE bei logarithmischer Skalreguler Abszisse. Die geplotteten Durchschnittswentk

Fehlerbalken resultieren aus jeweils neun Einzedonggen pro Konzentration.

4.3 Untersuchung der Wechselwirkung des Chaperons |  pgC mit dem

Invasin IpaC sowie mit dem Transkriptionsaktivator MXIE

4.3.1 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem IpgC

IpgC dient im bakteriellen Zytoplasma als Chapefiandie Invasine IpaB und IpaC, um dort
deren Assoziation und Abbau zu verhindern [56][F¥M}3erdem fungiert IpgC nach Sekretion
der Invasine IpaB und IpaC durch das Typ lll-Trakationssystem als Coaktivator des

Transkriptionsfaktors MxIE [82].
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Um die Wechselwirkung von IpgC mit den genannteotédnsubstraten kristallographisch und
biochemisch untersuchen zu kénnen, sollten modlgtes3e Mengen IpgC gereinigt werden.
Um das fur die Darstellung notwendige Expressiamspid herzustellen, wurde diggyC-Gen
via PCR mit den Primern ipgC_f und ipgC_b (si¢h&.7) aus dem Virulenzplasmid pWR501
amplifiziert. Dabei wurde am 5’-Ende (beztglich &&mse-Richtung) durch den Primer ipgC_f
eine BanHI-Schnittstelle und am 3’-Ende durch den Primegdpb eineNotl-Schnittstelle
angefugt (siehe Abbildung.30 a).

a) i pgC-PCR-Produkt

BanHI- Not I----
GGC GGATCBTGTCTTTAAATATCACCGAAAATGAAAGCE pgC...CGCAATTCAGGATATCAAGGAGTEBREGGCC®LC
MetSerProlleLeuGlyTyrTrpLyslle...IpgC.. .tAlalleGInAsplleLysGIuEnd
b) pGEX-4T-mod Snal-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGGGATCCCGGAATTCCCGGGTCGACTEGAGCCGTAEGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg ASpEND...
AThrombin

c) pGEX-4T-mod-ipgC
Ndel-- BanHI- Not I----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGGBBATCATGTCTTTA... i pgC...ATCAAGGAGTAAGCGGCC@TICGTGACTGA
...LeuValProArg GlySerHisMetArgGlySer MetSerPro...IpgC...lleLysGIuEnd
AThrombin
Abbildung 4.30: a) PCR-Produkt der Amplifikation vdpgC aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer ipgC_f und ipgC_b, die eiBanHI-Schnittstelle am 5’-Ende und eilNoti-Schnittstelle am 3’-Ende
anfiigen. In Rot sind die Schnittstellen BanHl und Notl hervorgehoben.
b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&chnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fuBanH! und Notl hervorgehoben
¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-ipgC, welches durch dasfijen des PCR-Produkts tber BigrHI- und Noti-
Schnittstellen erhalten wurde. In Blau sind diedzziichen Aminosauren Gly-Ser-His-Met-Arg-Gly-Ser
hervorgehoben, die nach Spaltung mit Thrombin agfpFatein verbleiben. In Rot sind die Schnittstelfér
BanH| undNotl hervorgehoben.

129



Ergebnisse und Diskussion

Das PCR-Produkt wurde Uber diese Schnittstellenien MCS des Vektors pGEX-4T-mod
eingefuhrt (siehe Abbildung.30 b). Das erhaltene Plasmid wurde als pGEX-48-ipgC
bezeichnet. Abbildung.30 c) zeigt die MCS des Vektors mit eingefligipgC-Gen. AuRerdem
ist aus dieser Abbildung ersichtlich, dass nachpalisng des Fusionsproteins vom Zielprotein
die sieben zuséatzlichen Aminosauren Gly-Ser-His-Megi-Gly-Ser am N-Terminus des
Zielproteins verbleiben. Daraus resultiert fiir dalsombinante IpgC ein Molekulargewicht von
18.5 kDa.

Das Expressionsplasmid pGEX-4T-mod-ipgC wurde zad&ktion von rekombinantem IpgC in
den E. coltStamm BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL transformiert. Na&enexpression und
Zellaufschluss wurde die l6sliche Fraktion des Bakhlysats auf eine Glutathion-Sepharose-
Saule aufgetragen. Nachdem die Saulenmatrix mit gebundenen Fusionsprotein mit PBS-
Puffer gewaschen worden war, erfolgte die protesadiie Abspaltung des IpgC- vom GST-
Anteil durch Auftragen von gelostem Thrombin aufe diAffinitatssaule gefolgt von
mehrstindiger Inkubation bei 4°C. Durch anschlieléeglution mit Waschpuffer wurde IpgC
von dem an die Affinitditsmatrix gebundenen GEAG abgetrennt, wonach das im Eluat
enthaltene Thrombin affinitatschromatographisch rilene Benzamidin-Sepharose-Saule
entfernt wurde. Eine abschlieRende praparative @rélisschlusschromatographie (siehe
Abbildung 4.31) lieferte reines IpgC mit einer Ausbeute vod.03ng Protein pro Liter
Bakterienkultur. Die SDS-PAGE der Praparation nacdschlielender Farbung des Gels mit
Coomassie-Blau ist in Abbildung.32 gezeigt. Die experimentellen Details der Aufgrng

sind im Material- und MethodenteR.2.2.17) nachzulesen.
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Abbildung 4.31: Chromatogramm der abschlieRenden Gréf3enaussdilosstographie wahrend der IpgC-
Reinigung durchgefiihrt mit einer HiLoB426/60 SuperdéX 75 prep grade Saule. Die Elution von IpgC erfolgte
in dem Volumenbereich zwischen 160 mL und 200 mL.
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GST-IpgC
GSTTag

IpgC

Abbildung 4.32: SDS-Page der Praparation von IpgC: Marker (M), a@#zelllysat vor Induktion §),
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deinAséuresequenz berechnete Molekulargewicht desI@GgI-
Fusionsproteins betragt 44.6 kDa; deutlich ist @aade bei der entsprechenden Laufthdhe sichthau(ildsliche
Fraktion des Zelllysats (P), I6sliche Fraktion ndels Zelllysats (L), Durchfluss nach Auftrag desliéhen Fraktion

des Zelllysats auf die Glutathion-Sepharose-Sdd)eKlution der Glutathion-Sepharose-Saule mit GSH-
Elutionspuffer nach Thrombinverdau (E), Elution @dutathion-Sepharose-Séule mit PBS-Puffer nach dem
Thrombinverdau (C), Elutionspeak des Molekularsidhsad™ 26/60 Superdd¥' 75 (SEC).
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Abbildung 4.33 Chromatogramm einer analytischen GréRenaussdahit@satographie mit gereinigtem IpgC. Die
Chromatographie wurde mit einer Superdex 200 10B0@urchgefiihrt. Die Elution von IpgC erfolgte le@nem
Volumen von 15.16 mL + 0.04 mL.
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Bei einer analytischen GrofRenausschlusschromatiograglie mit einer Kkalibrierten Saule
durchgefuhrt wurde (sieh@.2.2.8), eluierte das gereinigte IpgC mit einemludeen von
15.16 mL £ 0.04 mL (Abbildung.33). Mit Hilfe von Gleichung (3) (siehe 3.2.2&)ibt sich
aus diesem Elutionsvolumen ein Molekulargewicht &in91 kDa + 0.93 kDa. Dieser Wert
weicht deutlich von dem aus der Aminosauresequeres droteins berechneten
Molekulargewicht fiir ein IpgC-Dimer von 36.9 kDa. ab

4.3.2 Heterologe  Produktion und Versuch der Reinigu ng von

rekombinantem IpaC

Nach Sekretion durch das Typ lll-Translokationssiystspielt IpaC die Hauptrolle bei der
Aufnahme durch Makrophagen und der anschlie3endgse lder phagosomalen Vakuole
[29][69]. Dartber hinaus ist IpaC fur die Aufnahnies Erregers in die Epithelzellen
verantwortlich, indem es zusammen mit IpaB in dertd¥ellmembran eine 25 A weite Pore
formt, durch die weitere bakterielle Effektorendas Wirtscytoplasma gelangen [70][84][58].
Im bakteriellen Zytoplasma liegt IpaC mit dem ChapelpgC assoziiert vor [56][57].
DasipaC-Gen wurde mit den Primern ipaC_f und ipaC_b (si2her) aus dem Virulenzplasmid
pWR501 amplifiziert, wobei durch den Primer ipaCarh 5-Ende (bezlglich der Sense-
Richtung) eineNdd-Schnittstelle und durch den Primer ipaC_b am B4& eine Xha-
Schnittstelle angefiigt wurde (siehe Abbildusg4 a). Das PCR-Produkt wurde Uber diese
Schnittstellen in die MCS des Vektors pGEX-4T-meilie Abbildungt.34 b) eingesetzt. Das
erhaltene Plasmid wurde als pGEX-4T-mod-ipaC béret Abbildungd.34 c) zeigt die MCS
des Vektors mit eingefugteipaC-Gen. Aus der Abbildung geht hervor, dass nach Albgpg
des Fusionsproteins vom Zielprotein die drei zug#itgn Aminosauren Gly-Ser-His ai-
Terminus des Zielproteins verbleiben, wodurch siiir das rekombinante IpaC ein
Molekulargewicht von 41.3 kDa ergibt. Das GST-Ip&@sionsprotein hat ein berechnetes
Molekulargewicht von 67.5 kDa.

132



Ergebnisse und Diskussion

a) i paC-PCR-Produkt

Ndel-- Xhol--
GGCTTAA CATATA@TGCAAAAGCAATTTTGC.i. paC. . .GCTGGTAACATTCGAGCTTBRCGAGCC
MetLeuGInLysGInPheCys...IpaC...A laGlyAsnlleArgAlaEnd
b) pGEX-4T-mod Snal-- Xhol--
Ndel-- BarmHl-  EcoRI- Sal I-- Not [----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCC CATATEGGGGATCCCCGGAATTCCCGGETIIEMGGGCCGCATCGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg ASpEND...
AThrombin
¢) pGEX-4T-mod-ipaC Not I----
Ndel-- Xhol--

..CTGGTTCCGCGTGGGTCCATATATGCAAAAG...i paA..AACATTCGAGCTTAACTCGAGGGCCGCATCGTGACTGA
...LeuVvalProArg GlySerHis MetLeuGInLys...IpaA...AsnlleArgAlaEnd
AThrombin

Abbildung 4.34:a) PCR-Produkt der Amplifikation vdpaC aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer ipaC_f und ipaC_b, die eifeld-Schnittstelle am 5’-Ende und eidénd-Schnittstelle am 3’-Ende anfiigen.
In Rot sind die beiden Restriktionsendonukleasenfistellen hervorgehoben.

b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqgoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&chnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fuNdd und Xhd hervorgehoben

¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-ipaC, welches durch dasfen des PCR-Produktes tber dieMid- und Xha-

Schnittstellen erhalten wurde. In Blau wurden dis&zlichen Aminosauren Gly-Ser-His hervorgeholb@nnach

Spaltung mit Thrombina kennzeichnet die Schnittstelle) noch am Zielprota&irbleiben. In Rot sind die beiden
Schnittstellen fuNdd und Xhd hervorgehoben.

Nach Transformation von pGEX-4T-mod-ipaC in derk. col-Expressionsstamm
BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL und Genexpression erfolger Zellaufschluss. Die l6sliche
Fraktion des Bakterienlysats wurde auf eine GlinatSepharose-Saule aufgetragen. Nach
einem Waschschritt mit PBS-Puffer wurde der Ipa@nvGST-Anteil mit Thrombin, welches
ebenfalls auf die Saule aufgetragen wurde, protisaly abgeschnitten. Durch anschlieRende
Elution mit Waschpuffer wurde IpaC von dem an diindtdtsmatrix gebundenen GSilag
abgetrennt. Das im Eluat enthaltene Thrombin wundeels einer Benzamidin-Sepharose-Saule
entfernt. Eine im Anschluss geplante préparativél¥8nausschlusschromatographie konnte
jedoch nicht durchgefuhrt werden, da das Proteinhrer@ der daflir notwendigen

Aufkonzentration praktisch vollstandig prazipitert
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Auch der Versuch das ungeschnittene Fusionspraigirureinigen schlug fehl, da dieses eine
ahnlich limitierte Loslichkeit aufwies und eben&llwahrend der Aufkonzentration als
vorbereitendem Schritt fir die GroéRenausschlusschrographie prazipitierte. Versuche, die
Aggregation von IpaC bzw. von GST-IpaC-Fusionsprotiirch eine hohe NaCl-Konzentration
oder durch die Anwesenheit von Detergentien zu imddin, fuhrten nicht zum Erfolg. So

konnten aus einem Liter Bakterienkultur lediglict2 éng schwach konzentriertes und wenig
reines Fusionsprotein dargestellt werden (siehedldintg 4.35). Die experimentellen Details der
partiellen Aufreinigung sind dem Material- und Metlenteil £.2.2.12.2.2.6) zu entnehmen.

M lo Iy P L D E C
70 kDa < GST-IpaC

—
45 kDa < |paC
35 kDa GSTTag

Abbildung 4.35: SDS-Page der partiellen Reinigung von IpaC: Ma(k&;, Gesamtzelllysat vor Induktiong}l
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deindsduresequenz berechnete Molekulargewicht desI@&d-
Fusionsproteins betragt 67.5 kDa; eine entsprechBadide ist bei der Laufhéhe sichtba), (inldsliche Fraktion
des Zelllysats (P), l6sliche Fraktion nach Zengétion des Zelllysats (L), Durchfluss nach Auftdeg l6slichen
Fraktion des Zelllysats auf die Glutathion-SephasBaule (D), Elution der Glutathion-Sepharose-Sinileés SH-
Elutionspuffer (E), Thrombinverdau des Eluats; das der Aminoséuresequenz berechnete Molekulargewen
IpaC betragt 41.3 kDa, eine entsprechende feinel®ast bei der Laufhdhe sichtbar (C).
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4.3.3 Qualitative Untersuchung der Interaktion zwis  chen IpgC und IpaC

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Bindestelle vipaC fir das Chaperon IpgC auf einen
maoglichst engen Bereich einzugrenzen und die A#inidieses Bereichs zu IpgC zu
guantifizieren. Zunéchst sollte die Wechselwirkuvgschen IpaC und dem Chaperon jedoch
gualitativ verifiziert werden.

Zu diesem Zweck wurde die l6sliche Fraktion einess&ntzelllysats von Bakterien, die das
GST-IpaC-Fusionsprotein rekombinant produziertdmgtiauf eine Glutathion-Sepharose-Saule
aufgetragen und so das Fusionsprotein an die Saatex gebunden. Nach einem Waschschritt
wurde gereinigtes IpgC auf die Séaule gegeben. &th wurde nach einem weiteren
Waschschritt das GST-IpaC-Fusionsprotein mit resltem Glutathion (GSH) von der Saule
eluiert (siehe2.2.2.14).

M 1 2 3

110 kDay

70 kDa— Wossssrrnnmw <« GST-IpaC
55 kDa
45 kDa
35 kDa
25 kD&
15 kDa
10 kDa—»

T\
|

Va “es— IpgC

Abbildung 4.36: SDS-PAGE der qualitativen Interaktionsstudie vogQ mit dem Fusionsprotein GST-IpaC. Bahn
1: Elution des an die Glutathion-Sepharose-SauieiggenenGST-IpaC-Fusionsproteins mit GSH-Elutioffspu
Bahn 2: Elution mit GSH-Elutionspuffer nach Inkubatmit IpgC und erneutem Waschen. Neben dem G&THp
Fusionsprotein ist deutlich eine Bande zu erkendiendem IpgC-Protein entspricht, welches offertfiihan IpaC

gebunden und so bei dem vorausgehenden Waschsitiitentfernt worden war. Bahn 3: reines IpgC.
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Die SDS-PAGE des Eluats und anschlieRende FarbesgGels mit Coomassie-Blau zeigte
neben dem GST-IpaC-Fusionsprotein auch IpgC, wsldfiensichtlich daran gebunden hatte
(siehe Abbildung4.36). Wurde IpgC in der gleichen Menge auf die IS&aufgetragen und

gewaschen, ohne dass das GST-IpaC-Fusionsproteiervan die Affinitdtsmatrix gebunden
worden war, enthielt ein entsprechendes GSH-Eleat pgC (Daten nicht gezeigt). Folglich
bestatigte das durchgefiihrte Experiment die sgehié Interaktion zwischen dem Typ llI-

Translokon-spezifischen Chaperon IpgC und dem invaaC.

4.3.4 Quantitative Untersuchung der Interaktion zwi schen IpgC und

vollsynthetischen IpaC-Peptiden

In einer Studie von Harringtost al. war durch Fluoreszenzpolarisation gezeigt wordess fur

die Interaktion von IpgC mit IpaC die IpaC-Regiowigchen den Aminosauren 50 und 80
erforderlich ist [107]. Pagest al. wiesen mittels der ,Yeast Two Hybrid“-Methode eine
Interaktion von IpgC mit einem IpaC-Fragment natdis den Aminosaureresten 73 bis 122 des
Volllangen-lpaC entsprach [78]. Die von den beid@rbeitsgruppen ermittelten IpgC-
Binderegionen von IpaC Uberlappen somit in dem iBerewischen Aminosaure 73 und 80.
Tatséachlich bindet IpgC nur an einen jeweils kuraéschnitt seiner Substratproteine. So wurde
von Lunelliet al. [104] gezeigt, dass fur die Interaktion von Ipg@ einem weiteren Substrat,
dem Invasin IpaB, eine IpaB-Sequenz aus sechs Asaimen ausreicht. Basierend auf dieser
Information sollte mit Hilfe von vollsynthetisch tgestellten Peptiden untersucht werden, ob der
IpaC-Bereich zwischen Aminoséaure 73 und 80 tatgéchlie IpgC-Binderegion darstellt.

Auf Grund ungenauer Angaben in den Publikationem Marringtonet al.[107] und Paget al.

[78] wurde jedoch der Uberlappungsbereich der Abiteh welche in IpaC fur die
Wechselwirkung mit IpgC erforderlich sind, zunaclhsh 19 Aminosauren zu nahe awi
Terminus angenommeiasipaC-Gen kodiert zunachst fiir ein Protein aus 382 Armsénoen.
Von Sankaranet al. [109] wurde gezeigt, dass nativem IpaC eventuefi @rund post-
translationaler Prozessierung aaTerminus 19 Aminosauren fehlen. Natives IpaC Udste

folglich aus 363 Aminoséaureresten und hat ein Mal@igewicht von 42 kDa.
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Von Turbyfill et al. [110] wurde auf Grund dessen ein Nummerierungesysingefihrt, bei
dem der originale Leserahmen mit Aminosaure -19nmtgDie Region, welche in nativem IpaC
nicht mehr vorhanden ist, erstreckt sich bis zu Aoséure -1. Aminosaure 1 stellt dann Nie
terminale Aminoséaure in nativem IpaC dar. Diesest&y wurde in der Arbeit von Harringten

al. ibernommen. Ob es auch in der Arbeit von Ratgal. zur Anwendung kam, geht aus der
Veroffentlichung keineswegs hervor. Sollte von Pagal. die Aminosaure 1 der Aminosaure -
19 in Harringtoret al. entsprechen, wirden die von den beiden Arbeitggnurmittelten IpgC-
Bindebereiche um 19 zusatzliche Aminosauren Ubgeiagsiehe Abbildung.37).

Um diesen Bereich auf seine Relevanz fur die Ipg@i&ng hin zu untersuchen, wurden die in
Abbildung 5.33 gezeigten Peptide hergestellt. Unhuteysfreie Termini zu schaffen, waren

samtliche Peptide al-Terminus acetyliert und a@Terminus amidiert.

1) ... H PLNVGKNPVLTTTLNDDQLLKSEQVQHDSHARLTDKK
2) LNDDOLLKLSEQVQHDSIRLTDKKMKDRSEMSHTLTPENT...
40 50 60 70 80
IpaC1l HIPLNVGKNPVLTTT LNDDQ
IpaC2 VLTTT LNDDQLLKSEQVQH
IpaC3 LLKLSEQVQHDSEIARLTD
40 50 60 70 80

Abbildung 4.37:1) Das IpaC-Fragment, von dem in einer StudieNarringtonet al (2003) gezeigt worden war,
dass es fir die Interaktion mit IpgC erforderlish Die kursive dargestellte Sequenz ist in dieBesmgment nicht
enthalten. 2N-Terminus des IpaC-Fragments, von dem in eineriSwmh Paget al (2001) gezeigt worden war,
dass es fur die Interaktion mit IpgC notwendig 3. in der Veroffentlichung von Pagéal. das IpaC-
Nummerierungssystem nicht eindeutig definiertkétinte dieses Fragment mit dem in Blau oder de@rau
dargestellten Abschnitt, also 19 Aminosauketerminal davon beginneiie in 1) und 2) gezeigten Fragmente
Uberlappen auf jeden Fall in dem Blau dargesteltereich, eventuell aber in einem Bereich, derichRingN-
Terminus um weitere 19 Aminosauren ausgedehnfustachst wurde in der vorliegenden Arbeit falsdidioveise
davon ausgegangen, dass Aminosaure -19 sowoht iudsikation von Harringtoet al. (2003) als auch in der von
Pageet al. (2001) Aminoséaure 1 von IpaC entspricht. Diesehd#izu gefiihrt, dass die von den beiden
Arbeitsgruppen ermittelten Abschnitte in der rotgaestellten Sequenz Uberlappt hatten.
3-5) Die drei synthetisch hergestellten IpaC-Peptitie den zunéchst als Uberlappungsbereich angeaoen
Abschnitt (in Rot) sowie flankierende Sequenzerst@hdig abdecken.
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Die quantitative Untersuchung der Wechselwirkungsdr Peptide mit IpgC sollte mittels
Microscale-Thermophorese erfolgen (siéh2.2.20). In einer friiheren Arbeit hatten Luneli

al. mittels Isothermischer Calorimetrie (ITC) eine iAftat von IpgC zu einem 22 Aminoséauren
langen Peptid, welches die IpgC-Bindesequenz PELE#A®IpaB enthalt, von 72 uM bestimmt
[104]. In der Kristallstruktur des Komplexes aug@und dem genannten Peptid ist ersichtlich,
dass nur 14 Aminosauren dieses Peptids an deaktian mit IpgC beteilig sind [104]. Um die
Anwendbarkeit der Microscale-Thermophorese auf whdiegende Fragestellung zu testen,
wurden diese 14 Aminosduren als Referenzpeptidsymtihetisch hergestellt und einem
Thermophorese-Experiment mit IpgC unterzogen. Tatgsh wurde durch Thermophorese
ebenfalls einen Kvon 72 uM ermittelt, was exakt dem von Lunetlial. [104] ermittelten Wert
entspricht (Daten nicht gezeigt).

Um die Affinitdt der Peptide IpaC1l, IpaC2 und Ipa@8 IpgC zu bestimmen, wurde
fluoreszenzmarkiertes IpgC, dessen Konzentratioerhmalb einer Messreihe konstant gehalten
wurde, mit verschiedenen Konzentrationen des jeyezilunmarkierten Peptids vermessen. Die
erhaltenen Thermophoresesignale wurden jeweils mgegéee Peptidkonzentration bei
logarithmischer Skalierung der Abszisse aufgetrag@nAnschluss wurden mit Gleichung (11)
durch die Auswerte-Software der Firma NanoTempers aen Kurvenverlaufen die
entsprechenden Dissoziationskonstant€s) perechnet. Wahrend fir das Peptid IpaC1 mittels
Thermophorese keine Wechselwirkung mit IpgC detektivurde, wurde fir IpaC2 eine
niederaffine Bindung an das Chaperon gemesserddiilpaC3-IpgC-Komplex hingegen wurde
ein Kp von ca. 30 uM bestimmt. Die Sequenz LLKLSEQVQHDIBRLTD enthalt also mit
gro3er Wahrscheinlichkeit die IpgC-Bindestelle upaC. Die jeweiligerKp-Werte der IpgC-

IpaC-Peptid-Komplexe sind in Tabele2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Durch Microscale-Thermophorese ermittelte Affitétdverschiedener sequenziberlappender Peptide
mit einer Lange von jeweils 20 Aminosauren. Die rilgphorese wurde mit 250 nM fluoreszenzmarkiertpgCl
bei verschiedenen Konzentrationen unmarkierter {pa@tide durchgefihrt.
Die Farbkodierung der Aminosauren entspricht dexbbildung 4.37.

Peptidname 40 50 60 70 Ko [MM]
IpaC1l HIPLNVGKNPVLTTINDDQ -
IpaC2 VLTTT LNDDQLLKSEQVQH > 500
IpaC3 LLKLSEQVQHDIKARLTD 29.8+4.38
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Durch sieben sequenzuberlappende Peptide mit eérege von jeweils zehn Aminosauren, die
ebenfalls synthetisch hergestellt wurden, sollter diggC-Bindebereich in IpaC weiter
eingegrenzt werden. Um ladungsfreie Termini zu f#eha wurden auch diese Peptidée
terminal acetyliert undC-terminal amidiert. Im Anschluss wurde ihre Aff@it zu IpgC

wiederum durch Microscale-Thermophorese bestimiehésTabellet.3).

Tabelle 4.3: Durch Microscale-Thermophorese ermittelte Affitétdverschiedener sequenziberlappender Peptide
mit einer L&nge von jeweils 10 Aminosauren. Die rilmgphorese wurde mit 250 nM fluoreszenzmarkiertpgCl
bei verschiedenen Konzentrationen unmarkierter {pa@tide durchgefihrt.

Die Farbkodierung der Aminosauren entspricht dexbbildung 4.37.

Peptidname 40 50 60 70 Kp [MM]
IpaC10.1 HIPLNVGKN -
IpaC10.2 VGKNPVLTTT -

IpaC10.3 VLTTT LNDDQ ]
IpaC10.4 LNDDQLLKS ]
IpaC10.5 LLKLSEQVQH 107.0 + 15.7
IpaC10.6 EQVQHDSE -
IpaC10.7 DSHIARLTD -

Nur das Peptid IpaC10.5 zeigte eine messbare #dfizu IpgC, wobei deiKp des Komplexes
aus IpgC und 1paC10.5 107.0 + 15.7 uM betrug (sEtemophoresekurve in Abbildurdg38).
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Abbildung 4.38 Microscale-Thermophorese von 250 nM fluoreszenkimetem IpgC bei verschiedenen
Konzentrationen des Peptides IpaC10.5. Aufgetrigjatas Thermophoresesignal gegen die Konzentrdésn
Peptides IpaC10.5 bei logarithmischer SkalierungAdeszisse. Die geplotteten Durchschnittswerte und
Fehlerbalken resultierten aus den jeweils neundhimzssungen.
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Somit konnte die IpgC-Bindestelle von IpaC auf ddninosaurereste 78 bis 87 des
Volllangenproteins IpaC eingegrenzt werden. Dgr\Wert des IpgC-lpaC10.5-Komplexes liegt
in der gleichen Grof3enordnung wie dep-Wert des Komplexes aus IpgC und dem sechs
Aminosauren langen Peptid PELKAP, welches die IjBi@lestelle des Invasins IpaB darstellt.
Mittels ITC wurde fur diesen Komplex ek, von 625 uM bestimmt [104].

4.3.5 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem MxIE

MxIE gehdrt zu den Transkriptionsaktivatoren dea@+Familie und ist fur die Expression von
Genen verantwortlich, deren Produkte zu einem ivekgiaten Zeitpunkt des Infektionscyclus
bendtigt werden. Fir seine Funktion als Transloimaktivator bendtigt MxiE das Chaperon
IpgC als Coaktivator. Das Binden von IpgC l6st in xiEl vermutlich eine
Konformationsdnderung aus, die wiederum das Biragtedie entsprechenden Promoterregionen
und / oder die Aktivierung der Transkription durdie RNA-Polymerase erlaubt (Maviet al.
2002). Um die Wechselwirkung zwischen IpgC und Mbi&chemisch und kristallographisch
untersuchen zu konnen, sollte auch MxIE rekombitari. coliin grolRen Mengen hergestellt
und gereinigt werden.

Fur die korrekte Expression desxiEGens ist ein sogenanntes "Transcriptional Slippage
notwendig, d.h. bei der Transkription dieses Gemnsardurch die RNA-Polymerase in einer
bestimmten Sequenz aus neun T’s (im nicht-codogddeA-Strang) ein zusatzliches U-
Nukleotid eingeflgt werden, um in der resultierendeRNA denmxiEa und mxiEbAnteil des
Gens zu einem Leserahmen zu vereinigen.3gellen die in Vollmedium wachsen, wird die
Fusionierung der Leserahmen mit einer Effizienz ean30% erreicht [91].

Fur die Konstrution eines Uberexpressionsplasmidede dasmxiE-Gen mit Hilfe der Primer
mxiE_f und mxiE_b (sieh@.1.7) aus dem Virulenzplasmid pWR501 amplifizi€&abei wurde
am 5’-Ende (bezuglich der Sense-Richtung) durch Blemer mxiE_f eineNdd-Schnittstelle
und am 3’-Ende durch den Primer mxiE_b eKted-Schnittstelle angefugt (siehe Abbildung
4.39 a). Uber diese Schnittstellen wurde das PGRtt in die MCS des Vektors pGEX-4T-
mod (siehe Abbildung.39 b) eingebracht. DasxiE-Gen des resultierenden Plasmids, welches
pPpGEX-4T-mod-MxiE(NX)-Shift (Abbildung 4.39 c¢) genannt wurde, enthielt noch den
"Transcriptional Slippage"-Bereich.
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Um einen durchgehenden Leserahmen zu produzierdnsardas "Transcriptional Slippage”
Uberflissig zu machen, wurde schlie3lich durchgerishtete Mutagenese mit den Primern
mxiE-Shift_f und mxiE-Shift_b (sieh@.1.7) die Sequenz GGT-TTT-TTT-TTG, welche die
"Transcriptional Slippage"-Region aus neun T-NuktiEn enthalt, durch die Sequenz GG
TTC-TTC-TTC-G ersetzt (kursiv: insertiertes G-Nukleotid; ustachen: mutierte Nukleotide;
siehe [91] und (Abbildung.40). Das so erzeugte Plasmid erhielt die BezemhrmpGEX-4T-
mod-MxiE(NX). Das Zielprotein enthalt nach Abspalgudes GST-Anteils die drei zusatzlichen
Aminosauren Gly-Ser-His am-Terminus (siehe Abbildung.39 c), was ein Molekulargewicht
von 29.6 kDa zur Folge hat. Das berechnete Molegalaicht des GST-MxIiE-Fusionsproteins
betragt somit 55.7 kDa.

a) nxi E-PCR-Produkt (noch mit originaler "Transcriptional Slippage"-Site; dieser Bereich ist in
der abgebildeten Sequenz nicht enthalten)
Ndel-- Xhol--
GGCTTA CATATAGTAAATATAAAGGTCTAAATACHXI E. . .GTGAAAAAAATAAATGAAAAAATTTBRCGABTAGGC
MetSerLysTyrLysGlyLeuAsnTh...MxIE...Va ILysLyslleAsnGluLyslleEnd
b) pGEX-4T-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanHI-  EcoRI- Sal I-- Not I----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCC CATATEGGGGATCCCCGGAATTCCCGGEIEMNGGGCCGCATCGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AsSpEND...
AThrombin
¢) pGEX-4T-mod-mxiE(NX)-Shift Not [----
Ndel-- Xhol--

..CTGGTTCCGCGTGGGTCEATATAGTAAATAT... nxi E...AATGAAAAAATTTAACTCGAGGGCCGCATCGTGACTIGA

...LeuVvalProArg GlySerHis MetSerLysTyr...MxIiE...AsnGluLyslleEnd
AThrombin
Abbildung 4.39: a) PCR-Produkt der Amplifikation vanxiE aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer mxiE_f und mxiE_b, die eiriddd-Schnittstelle am 5’-Ende und eidénd-Schnittstelle am 3’-Ende

anfigen. Dem PCR-Produkt enthalt noch die aus fieNokleotiden bestehende "Transcriptional Slippa8ié

(siehe Haupttext). Die beiden durch die PCR-Priamgefligten Restriktionsendonuklease-Schnittstsiieshin Rot
gezeigt.

b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, wobei die Emkemgssequenz fir Thrombin in Blau wiedergegeben und
die Schnittstelle mih gekennzeichnet ist. In Rot sind die Schnittstellerdie RestriktionsendonukleasBiad und
Xhad hervorgehoben.
c¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-mxiE-Shift, welches dumths Einfligen des PCR-Produktes tibeMNtid- und Xhad-
Schnittstellen erhalten wurde. Die zusatzlicheterminalen Aminosauren Gly-Ser-His, die nach Spajtmit

Thrombin am Zielprotein verbleiben, sind in Blauntwgehoben. In Rot sind die Schnittstellen fir die

Restriktionsendonukleaséidd und Xhd hervorgehoben.
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a) nxi E-Frameshift Bereich vor der Mutagenese
...CCAGCATGGAAGGG TTTTTTTTTGTCCGAAATCAAAATATAATT...
...ProAlaTrpLysGlyPhePhelLeuSerG lulleLyslleEnd

b) nxi E-Frameshift Bereich nach der Mutagenese
...CCAGCATGGAAGGG GTTCTTCTTGTCCGAAATCAAAATATAAAATT...
...ProAlaTrpLysGlyPhePhePheValA rgAsnGInAsnlleLysPhe...

Abbildung 4.40: a) ,Transcriptional Slippage“-Bereich des PCR-Riidd nach der Amplifikation aus dem
Virulenzplasmid pWR501 und Einfiigen in den Vekt@EX-4T-mod. In Blau die T-reiche Region, die das
~1ranscriptional Slippage" ermdglicht bzw. erfortieh macht. Erfolgt das , Transcriptional Slippagetht, fihrt
dies zum vorzeitigen Abbruch der Translation.

b) Frameshift-Bereich nach der Mutagenese, wel@hdwurchgehende Translation degiE-Gens ermdglicht.

Eine Testexpression, die mit dem beschriebeneneSgmnssystem durchgefuhrt wurde, zeigte,
dass das GST-MxiE-Fusionsprotein von den transfmemn E. coliBL21 CodonPlus(DE3)-
RIPL-Zellen in grof3en Mengen produziert wurde. dbdag das Protein praktisch vollstéandig in
Form von Einschlusskérpern in der unléslichen Rosktles Gesamtzelllysats vor. Versuche, das
Protein durch Renaturierung in eine l6sliche, Kdrgefaltete Form zu tberfliihren, wurden in
der vorliegenden Arbeit aus zeitlichen Grinden thictfternommen. Die experimentellen Details
sind im Material- und MethodenteR 2.2.12.2.2.6) nachzulesen.

4.3.6 Quantitative Untersuchung der Interaktion zwi schen IpgC und

vollsynthetischen MxIiE-Peptiden

Da das MxiE-Protein aus dem GST-MxiE-Fusionsprotem Rahmen dieser Arbeit nicht
aufgereinigt werden konnte, war es nicht mdglicie Wechselwirkung von MxiE mit dem
Chaperon und Transkriptions-Coaktivator IpgC auéktem Weg zu untersuchen. Deshalb sollte
mit Hilfe synthetischer Peptide die IpgC-Bindesteln MxIE auf einen mdoglichst kleinen
Bereich eingeschrankt und seine Affinitat zu Ipg@amwtifiziert werden. Durch Arbeiten von
Pilonieta und Munson war bereits gezeigt wordessdiieN-terminalen 43 Aminoséuren von
MxIE nicht an der Interaktion mit IpgC beteiligtnsi [108]. Daher wurde der verbleibende
Bereich  (Aminosaduren 44 bis 251) einer Sekundddtranalyse mit dem
Sekundarstrukturvorhersageprogramm NetSurfP urgere¢sieh&.2.2.15), so sollten innerhalb

des Proteins Loop-Regionen identifiziert werden.
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Diese Regionen sollten mit grol3erer Wahrscheinétghlkateraktionsstellen fur IpgC darstellen
als Regionen innerhalb vom-Helices oderp-Strangen. Es konnten elf mutmallliche Loop-
Regionen in MxIiE gefunden werden, welche in Tabéleaufgelistet sind. Da die ersten beiden
Loop-Regionen sehr umfangreich sind, wurden siméhrere sequenziberlappende Peptide mit
einer Lange von jeweils 20 Aminosauren untertaielfe Tabellet.4). Diese Peptide wurden
dann vollsynthetisch hergestellt, um sie mittelsidscale-Thermophorese quantitativ auf ihre
Affinitat zu IpgC hin zu untersuchen (sieBe2.2.20). Dazu wurde fluoreszenzmarkiertes IpgC,
dessen Konzentration innerhalb einer Messreihe taiohgyehalten wurde, mit verschiedenen
MXxIE-Peptide
Thermophoresesignale wurden gegen die Peptid-Keraem bei logarithmischer Skalierung

Konzentrationen der unmarkierten VeIsea. Die erhaltenen

der Abszisse aufgetragen. Mit Gleichung (11) wutden mit Hilfe der Auswerte-Software der

Firma NanoTemper aus dem Kurvenverlauf eine Disgiaziskonstante () berechnet. Die k-

Werte der jeweiligen IpgC-MxiE-Peptid-Komplexe sindTabelle4.4 zusammengefasst.

Tabelle 4.4: Durch Microscale-Thermophorese ermittelte Affitetdivon IpgC zu Peptiden, welche die Sequenzen
von insgesamt elf mutmallichen Loop-Regionen inBvbdprasentieren. Die Microscale-Thermophorese evori

250 nM fluoreszenzmarkiertem IpgC bei variierenbibdE-Peptid-Konzentrationen durchgefihrt.

Name Region AS-Position Peptidsequenz K [UM]
20.1 —  44-63 KGFFFVRNQNIKFSDNVNYH -
20.2 1< 54-73 IKFSDNVNYHYRFNINSCAK -
20.3 — 64-83 YRENINSCAKFLAFWDYFSG -
20.4 o 70-89 CAKFLAFWDYFSGALVEHSH -

20.5 2= 80-99 FSGALVEHSHAEKCIHFYHE 7.1+1.5
20.6 _ 90-109 AEKCIHFYHENDLRDSCNTE 25.2+4.4
P1 3 119-129 RIFSSDQNVSN -

P2 4 130-139 ALAMIRMTES -

P3 5 149-160 TIEKEKEVRIKS -

P4 6 163-171 EHYGVSEAY -

P5 7 178-186 KALGAKVKE -

P6 8 199-208 DVFLHNQTIT -

P7 9 213-221 NNGYASTSH -

P8 10 228-236 TRLGFSARE -

P9 11 245-251 KKINEKI -
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Lediglich fur die Peptide 20.5 und 20.6 wurde eiechselwirkung mit IpgC beobachtet. Die
Sequenzen der beiden Peptide Uberlappen in einggesamt zehn Aminosauren umfassenden
Bereich (Aminosauren 90 bis 99). Die relativ nigén Ky-Werte, die fur den IpgC-20.5- und
den IpgC-20.6-Komplex gemessen wurden (7,1 bzw2 281), deuten darauf hin, dass die
Affinitat von IpgC zu MxIE keineswegs geringer &t die zu IpaB und IpaC (siehe Luneti

al. 2009 und diese Arbeit). Dies steht im Gegensatziner Vermutung von Mavrist al.
(2002a), die postulierten, dass zwischen MxIE umd)Cl nur eine relativ schwache
Wechselwirkung stattfindet und IpgC erst dann aniBVikinden kann, wenn es von den
Invasinen IpaB und IpaC nach deren Sekretion ddashTyp lll-Translokon freigegeben wird.
Um zu verifizieren, dass der Bereich zwischen Am@we 90 und 99 die IpgC-Bindestelle in
MXxIE darstellt, wurden weitere Peptide, die die®areich enthielten, synthetisiert und durch
Microscale-Thermophorese auf ihre Affinitat zu Ipg@ untersucht (siehe Tabele5). Die
ermittelten kK-Werte waren fur samtliche Peptide im Rahmen desdgenauigkeit praktisch
identisch. Selbst ein Peptid mit einer Lange vonzehn Aminosauren, das exakt den Bereich
zwischen Aminosaure 90 und 99 umfasste, zeigtepgC leine Affinitdt von 32,9 uM (siehe
Thermophoresekurve in Abbildurigd1).

Tabelle 4.5: Durch Microscale-Thermophorese ermittelte Affitetéivon MxiE-Peptiden zu IpgC. Samtliche
Peptide enthalten die vermutliche IpgC-Bindestall®xiE innerhalb der Sequenz AEKCIHFYHE. Die
Microscale-Thermophorese wurde mit 250 nM fluoregmearkiertem IpgC bei variierenden MxiE-Peptid-

Konzentrationen durchgefihrt.

Peptidname 80 90 100 Kp [UM]
20.5 FSGALVEHSHAEKCIHFYHE 71+1.5
20.6 AEKCIHFYHENDLRDSCNTE 25.2+4.4

20 VEHSHAEKCIHFYHENDLRD 21.3+2.0
15.1 VEHSHAEKCIHFYHE 20.7+29
15.2 AEKCIHFYHENDLRD 21.7+3.0

14 SHAEKCIHFYHEND 22.3+3.9

10 AEKCIHFYHE 329+7.4
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Abbildung 4.41 Microscale-Thermophorese von 250 nM fluoreszenkimetem IpgC bei verschiedenen
Konzentrationen des Peptides 10 von MxIiE. Aufgetraigt das Thermophoresesignal gegen die Konzemtrdés
Peptides 10 von MXIE bei logarithmischer Skalierdeg Abszisse. Die geplotteten Durchschnittswentd u

Fehlerbalken resultierten jeweils aus neun Einzsetmegen.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Thermophoresersinthungen lieRen darauf schliel3en,
dass sich die IpgC-Erkennungssequenz von MxIE noi8ey Wahrscheinlichkeit innerhalb des
zehn Aminosauren umfassenden Bereichs AEKCIHFYHfndet. Um die Wechselwirkung
von IpgC mit MxIiE auf atomarer Ebene zu verstehsndie Bestimmung der Kristallstruktur
eines Komplexes aus IpgC und einem Peptid, weldlese Sequenz enthalt, Voraussetzung. Die
Kristallisation eines solchen Komplexes sowie digemeine Handhabung der Peptide wird
jedoch im vorliegenden Fall dadurch erschwert, digssoben genannte Sequenz ein Cystein
enthalt. Dies bedingt sowohl bei der Lagerung alshabei der Kristallisation Probleme, da
Cystein-haltige Peptide sehr schnell Disulfidbrircckesbilden.

Um dieses Problem zu umgehen, wurden weitere Reptidthetisiert, die denen in Tabell®
entsprachen, wobei jedoch die Cysteinreste jewgédgen Serin ausgetauscht waren. Im
Anschluss wurde die Auswirkung dieses Austauschals dae Affinitat zu IpgC durch
Microscale-Thermophorese untersucht. Die Ergebressgin Tabelle 5.7 zusammengefasst. Es
wird deutlich, dass durch den Austausch von CysteirSerin die Affinitat bei allen Peptiden
lediglich um den Faktor 2 bis 3 reduziert war, ssdalie verbleibende Affinitat far

erfolgversprechende Kokristallisationsversuchei (sjeweils vollig ausreichen sollte.
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Tabelle 4.6: Durch Microscale-Thermophorese ermittelte Affitetd verschiedener Peptide zu IpgC. Samtliche
Peptide enthalten die vermutliche IpgC-Bindestellebei jedoch Cysteinreste durch Serin ersetzt sind
(unterstrichen). Die Microscale-Thermophorese wumite250 nM fluoreszenzmarkiertem IpgC bei variraen
Peptid-Konzentrationen durchgefthrt. In der rect8palte sind die k-Werte der IpgC-Komplexe mit den

analogen Cystein-haltigen Peptiden gezeigt.

Peptidname 80 90 100 Kb, serin [MM] K p.cystein [UM]
20.5S FSGALVEHSHAEKBFYHE 16.5 + 3.3 7115
20.6S AEKS _IHFYHENDLRDSNTE 35.2+5.5 25.2 +4.4

20S VEHSHAEKS IHFYHENDLRD 38.8+5.7 21.3+2.0
15.1S VEHSHAEKS IHFYHE 69.3+13.6 20.7£2.9
15.2S AEKS _IHFYHENDLRD 49.3+11.7 21.7+3.0
14S SHAEKS  IHFYHEND 50.3 + 15.5 22.3+3.9
10S AEKS _IHFYHE 86.8 + 25.4 329+7.4

4.3.7 Heterologe Produktion und Reinigung der verkii  rzten IpgC-Variante
IpgCo0,-4S

Lunelli et al. (2009) bestimmten die Kristallstruktur von IpgC seiner Apo-Form sowie im
Komplex mit einem 22 Aminosauren umfassenden Pegéis die [pgC-Bindestelle des Invasins
IpaB enthalt [104]. Diese Arbeitsgruppe berichtiatss flr den Erhalt gut streuender Kristalle die
Deletion derC-terminalen vier Aminosauren von IpgC erforderlish Tatsachlich zeigte das
Volllangenprotein auch in Kristallisationsversuchdie im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt
worden waren, keinerlei Tendenz Kristalle zu bild®o wurde auch in der vorliegenden Arbeit
eine Variante von IpgC erzeugt, def@Terminus um vier Aminosauren verkirzt war.

Zur Herstellung des daflr erforderlichen Expresspdesmids wurde depgC-Leserahmen ab
Codon 1 bis inklusive Codon 151 mittels PCR amg#iit. Durch die bei der Amplifikation
verwendeten Primer gC_f und gC-4_b (siehe.7) wurde aus dem Virulenzplasmid pWR501
das entsprechend verklrafgC-Gen erhalten, wobei durch den Primer gC_f am SeEdes
Leserahmens (bezlglich der Sense-Richtung) BamadHI- und durch den Primer gC-4 b am 3’-
Ende eine Notl-Schnittstelle eingebracht wurde. So konnte daskirate ipgC-Gen im
Leserahmen mit der vorausgehen@®TF und der nachgeschalteten 8xHiagSequenz in die

MCS des Expressionsplasmids pHW1 eingefiigt werden.
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Des Weiteren wurde durch den Amplifikationsprim&_@§ zwischen deBanHI-Schnittstelle
und der Zielgensequenz eine Thrombin-Erkennungsseqund durch den Primer gC-4 b
zwischen der Zielgensequenz und danHI-Schnittstelle ein Stopp-Codon eingefiigt. Das
Stopp-Codon verhindert die Translation des 8xHag} sodass lediglich ein Fusionsprotein aus
N-terminalem GST-Anteil und dem Zielgen produziemtdwDas erhaltene PCR-Produkt (siehe
Abbildung4.42 a) wurde Uber die entsprechenden Schnittstelldie MCS des Vektors pHW1
eingebracht (siehe Abbildung.42 b). Das fertige Konstrukt wurde als pHW1-ipg@8
bezeichnet. Abbildung.42 c zeigt die MCS des Vektors mit dem eingefiigterkirztenpgC-
Gen. Aus der Abbildung geht hervor, dass nach Ahspg des GST-Anteils vom Zielprotein
nur die zusatzliche Aminosdure Glycin afaTerminus des Zielproteins verbleibt, was ein

Molekulargewicht der verkirzten IpgC-Variante voh3d kDa zur Folge hat.

a) i pgCo,-4S-PCR-Produkt
BanHI- Not I----
GGC GGATCATGTATCCGCGCGBTGTCTTTAAATATCACCGAAAATGI.pgC. . . CAATCATACTTGGACGCAATTCAGIBAGCCAEBAACTAT
Met TyrProArgGly MetSerProlleLeuGlyTyrTrpL...IpgC...GInSerTyrLeuAspA lalleGInEnd
AThrombin

b) pHW1 Ndel-- BanHI- Xhol-- Not I---- 8xHis- Tag
...GST-Gen...AACTCGCATATG GGATCCTCGAGCGGCC@CATCATCATCATCATCATCATCATTGA

...GST-Tag...AsnSerHisMetGlySerLeuGIuA laAlaAlaHisHisHisHisHisHisHisHISEND...

¢) pHW1-ipgCo0,-4S

Ndel-- BanHI Not I---- 8xHis- Tag
...AACTCGCATATGGGATCATGTATCCGCGCGGCATGTCTTTA.pgC...GCAATTCAGTAAGCGGCC@®CATCATCATCATCATCATCATCATIGA
...AsnSerHisMetGlySerMetTyrProArg Gly MetSerPro...IpgC...AlalleGInEnd

AThrombin

Abbildung 4.42:a) PCR-Produkt der verkirzten Variante yogC aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe
der Primer gC_f und gC-4_b, die eiBanHI-Schnittstelle am 5’-Ende und eih®ti-Schnittstelle am 3’-Ende
anfiigen. In Rot sind die Schnittstellen BanHIl undNotl und in Blau ist die zusétzlich eingefiigte Thrombi

Schnittstelle hervorgehoben.

b) Die MCS des Expressionsplasmids pHW1 mit deonsaufwarts liegenden GST-Anteil und dem stromatsvart
liegenden 8xHisFag GST-Tag, MCS und 8xHistag befinden sich im gleichen Leserahmen. In Rot slied
Schnittstellen fuBanH! und Notl hervorgehoben.

¢) Konstrukt pHW1-ipgCO0,-4S, welches durch das Hgeih des PCR-Produktes tiber BarHI- und Notl-

Schnittstellen erhalten wurde. In Blau ist die zzigghe Aminosaure Glycin amN-Terminus hervorgehoben, die
nach Spaltung mit Thrombin (die Schnittstelle istath o gekennzeichnet) noch am Zielprotein verbleibt. Auf

Grund eines Stopp-Codons unmittelbar hinter dertggreund vor deNotl-Schnittstelle wird der 8xHi3-agnicht

translatiert. In Rot sind die Schnittstellen BarmHI und Notl hervorgehoben.

147



Ergebnisse und Diskussion

Die Aufreinigung derC-terminal verkirzten IpgC-Variante erfolgte nachpEession und
Zelllyse vollig analog zu der des unverkurzten Ipgi@ experimentelle Datails siel#2.2.17)
und lieferte reines IpgCO0,-4S in einer Ausbeute ¥6r0 mg Protein pro Liter Bakterienkultur.
Die SDS-PAGE der Praparation und anschlieRendeuRgrides Gels mit Coomassie-Blau ist in
Abbildung4.43 gezeigt.

M o h. P L D E C SEC

110 kDa
70 kDa

55 kDa GST-1pgCo0,-4S
45 kDa GSTTag

35 kDa

25 kDa IpgCo0,-4S

15 kD
10 kDa

Abbildung 4.43: SDS-Page der Praparation von IpgCO0,-4S: Marker @&samtzelllysat vor Induktiong)
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deinAséuresequenz berechnete Molekulargewicht desIGgI-
Fusionsproteins betragt 42.8 kDa; deutlich ist @aade bei der entsprechenden Laufhdhe sichthau(lldsliche
Fraktion des Zelllysats (P), I6sliche Fraktion ndels Zelllysats (L), Durchfluss nach Auftrag deslichen Fraktion

des Zelllysats auf die Glutathion-Sepharose-SdbjeKlution der Glutathion-Sepharose-Saule mit GSH-

Elutionspuffer nach Thrombinverdau (E), Elution @Gutathion-Sepharose-Saule mit PBS-Puffer nach dem

Thrombinverdau (C), Elutionspeak des Molekularsidhad™ 26/60 Superdé¥ 75 (SEC).
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Abbildung 4.44 Chromatogramm einer analytischen GroéR3enaussdfitm®atographie mit der gereinigten
verkurzten Variante IpgCo0,-4S. Die Chromatograptiede mit einer Superdex 200 10/300 GL durchgefiibiet
Elution von IpgC erfolgte bei einem Volumen von4bmL + 0.03 mL.
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Bei einer analytischen GrofRenausschlusschromatiograglie mit einer Kkalibrierten Saule
durchgefuhrt wurde (sieh2.2.2.8), eluierte die gereinigte verkiurzte VamampgCoO,-4S bei
einem Volumen von 15.42 mL + 0.03 mL (Abbilduagt4). Mit Hilfe von Gleichung (3) (siehe
3.2.2.8) ergibt sich aus dem Elutionsvolumen eirldlalargewicht von 46.29 kDa + 0.71 kDa.
Dieser Wert weicht deutlich von dem aus der Aminosgequenz des Proteins berechneten
Molekulargewicht fir ein Dimer von IpgCO0,-4S von .@4Da ab. Die Abweichung des
experimentell ermittelten Molekulargewichts von ddheoretischen Molekulargewicht des
homodimeren Komplexes lasst darauf schliel3en, d@storm des IpgCO0,-4S-Dimers wie die
des Volllangen-IpgC signifikant von einer globuldueorm abweicht.

Mit der gereinigten, anC-Terminus verkirzten IpgC-Variante wurde nun vensudie von
Lunelli et al.[104] beschriebene Kristallisation zu reproduzier€atsachlich wurden unter den
angegebenen Bedingungen [0.1INVM(2-Acetamid)iminodiacetylsaure (ADA), pH 6.5 unavil
Ammoniumsulfat] Kristalle von der apo-Form des Bma$ erhalten, die an der hauseigenen
Drehanode bis zu einer Auflésung von 4 A streuatén nicht gezeigt). Da hier lediglich die
allgemeine Reproduzierbarkeit der Kristallisatiazgigt werden sollte, wurden keine weiteren
Optimierungsversuche durchgefiihrt. Im Anschlussdewter Versuch unternommen, IpgCo0,-4S
im Komplex mit einem der Peptide 20.5, 20.6, 20rdde (siehe Tabelle 5.6), welche die IpgC-
Bindestelle von MXxIE enthielten, zu kristallisierefsiehe 2.2.2.23). Dabei kamen die
kommerziell erhaltlichen Kristallisationsscreensz@fd I, Wizard II, Crystal Screen, PEG-
Screen sowie der Ammoniumsulfat-Screen zum Eind2as. verkurzte IpgC, welches in einer
Konzentration von 12 mg-miL vorlag, wurde fiir die Kristallisationsversuche niem
jeweiligen Peptid in einem molaren Verhaltnis vonZlgemischt. Der Komplex aus IpgCO0,-4S
und dem Peptid 20.6 (Sequenz: AEKCIHFYHENDLRDSCNFRminosauren 90 bis 109 in
MXxIE) lieferte unter den beiden in Tabelle7 aufgeflihrten Bedingungen Kristalle. Diese
erwiesen sich jedoch als sehr instabil und zeigdender hauseigenen Drehanode kaum
Streuvermégen (Daten nicht gezeigt). Um die Reprmubarkeit der Kristallisation zu
verbessern, soll diese in zuktinftigen Versuchenderit Peptid 20.6S, bei dem die beiden in der
Sequenz enthaltenen Cysteine durch Serine ausgbtasgd, durchgefihrt werden. Im
Anschluss sollen die erhaltenen Bedingungen optimierden, sodass schlief3lich gut streuende
Kristalle fur die Strukturaufklarung des ProteinpRé-Komplexes zur Verfugung stehen. Im
Rahmen dieser Doktor-Arbeit konnten die Reproduktiad Optimierung der Kristallisation aus

Zeitgrinden nicht mehr durchgefuhrt werden.
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Tabelle 4.7: Die erfolgreichen Kristallisationsbedingungen deéim Name des Screens sowie

Nummer und Zusammensetzung der Reservoirlésung.

Screen Nummer Zusammensetzung der Losung
Wizard Il 37 1.0 M K/Na-Tartrat
0.1 M TrispH 7.0
0.2 M Li,SOy
Wizard Il 48 1.0 M K/Na-Tartrat

0.1 M MES pH 6.0

4.4 Untersuchung der Wechselwirkung des Chaperons S pal5 mit dem

Effektorprotein IpaA sowie mit dem Antiaktivator Os pD1

4.4.1 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem Spal5

Das homodimere Typ lll-Translokon-spezifische ChiapeSpal5 zeichnet sich durch eine
relativ breite Substratpalette aus. Neben dem InvgmA bindet es die Effektoren IpgB1,
OspC3, OspB sowie den fur die Regulation der "spat&ene" erforderlichen
Antitranskriptionsaktivator OspD1. In der vorliegksm Arbeit sollte die Wechselwirkung von
Spal5 mit IpaA sowie mit OspD1 biochemisch und t&liegraphisch untersucht werden.
Wahrend OspD1 von Spal5 stabilisiert wird, ist dissoziation von IpaA mit Spal5
erforderlich, um die Ausbildung pramaturer l6slicheomplexe, die die eigene Sekretion
verhindern, zu unterbinden [79]. Fur die geplanthriersuchungen sollte Spal5 in moglichst
groen Mengen rein dargestellt werden. Du dieseracKkwvurde es heterolog . coli als
GST-Fusionsprotein produziert und affinitdtschramgaaphisch gereinigt.

Um das dafur notwendige Expressionsplasmid zu gerguwurde daspals5Genvia PCR mit
den Primern spal5 f und spal5 b (si2le7) aus dem Virulenzplasmid pWR501 amplifiziert.
Durch den Primer spal5 f wurde dabei am 5-Endeiich der Sense-Richtung) eine
BanHI-Schnittstelle und durch den Primer spal5_b aar8le eineNotl-Schnittstelle angefiigt
(siehe Abbildungt.45 a). Nachdem das PCR-Produkt tber diese Ssiietlgh in die MCS des
Vektors pGEX-4T-mod (siehe Abbildung.45 b) eingefiihrt worden war, erhielt das
resultierende Plasmid die Bezeichnung pGEX-4T-nualtS.
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Abbildung 4.45 c) gibt die MCS des Vektors mit dem insertiedpal5Gen wieder. Aus der
Abbildung geht hervor, dass nach Abspaltung des-&&&ils amN-Terminus des Zielproteins
die sieben zusatzlichen Aminoséuren Gly-Ser-His-MegkGly-Ser verbleiben, was ein

Molekulargewicht des rekombinanten Spal5 von 1B& kur Folge hat.

a) spal5-PCR-Produkt
BanHI- Not I----
GGGGATCBTGAGTAACATTAATTTAGTTCAATTAGTTAGAGASpals... ATGGAAATCTTAAATGGGGTCTTATAXCGGCC@TC
MetSerAsnlleAsnLeuValGInLeuValArgAsp...Spa 15...MetGlulleLeuAsnGlyValLeuEnd

b) pGEX-4T-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanmHI-  EcoRI- Sal I-- Not [----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGGGATCCCGGAATTCCCGGGTCGACTRGIGCCATICGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEND...
AThrombin

c) pGEX-4T-mod-spal5
Ndel-- BanHI- Not |----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGGBBATCATGAGTAAC.5pal5..GGGGTCTTATAASCGGCCATICGTGACTGA
...LeuValProArg GlySerHisMetArgGlySer MetSerAsn..Spal5..GlyValLeuEnd
AThrombin
Abbildung 4.45:a) PCR-Produkt der Amplifikation vaspal5aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer spal5_f und spal5_b, die disrHI-Schnittstelle am 5’-Ende und eibot-Schnittstelle am 3’-Ende
anfiigen. In Rot sind die Schnittstellen BanH|l und Notl hervorgehoben.
b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqgoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&dhnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fuBanH! und Notl hervorgehoben
c¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-spal5, welches durch daslifen des PCR-Produktes iber BenHI- und Not-
Schnittstellen erhalten wurde. In Blau wurden dis&tzlichen Aminosauren Gly-Ser-His-Met-Arg-Gly-Ser
hervorgehoben, die nach Spaltung mit Thrombin Stiknittstelle ist mik gekennzeichnet) noch am Zielprotein

verbleiben. In Rot sind die Schnittstellen BairHI und Notl hervorgehoben.

Die affinitatschromatographische Aufreinigung voekembinantem Spal5 erfolgte nach
Expression des Fusionsgens vollig analog zu der pg€ (siehe Abschnitt 5.3.1). Eine
abschlieRende praparative GrofRenausschlusschrampgiog (siehe Abbildungt.46) lieferte
reines Spal5 mit einer Ausbeute von 15.0 mg PrguerLiter Bakterienkultur. Die SDS-PAGE
der Praparation und anschliel3ende Farbung desn@e(Soomassie-Blau ist in Abbildung47
gezeigt. Experimentelle Details der Aufreinigunghdsidem Material- und Methodentell
(2.2.2.20) zu entnehmen.
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Abbildung 4.46: Chromatogramm der abschlieBenden GréRenaussdinasstographie wahrend der Spal5s-
Reinigung durchgefiihrt mit einer HiLoB426/60 SuperddX' 75 prep grade Saule. Die Elution von Spal5 emolgt
in dem Volumenbereich zwischen 170 mL und 220 mL.

M b L P L D E C SEC
110 kDa»‘ET ‘ |
70 kDa
55 kDa
45kDa
35 kDa
25 kDa
15 kDa
10 kba—*

<+— GST-Spals
<« GSTag

. =
" — <«— Spal5

Abbildung 4.47: SDS-Page der Praparation von Spal5: Marker (M3a@ézelllysat vor Induktion ),
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deindsé@uresequenz berechnete Molekulargewicht des GST
Spal5-Fusionsproteins betragt 42.0 kDa; deutlickiie Bande bei der entsprechenden Laufhdhe siclih,

unldsliche Fraktion des Zelllysats (P), I6slichalion nach des Zelllysats (L), Durchfluss nachtfag der
I6slichen Fraktion des Zelllysats auf die Glutath®epharose-Saule (D), Elution der Glutathion-SepdeSaule
mit GSH-Elutionspuffer nach Thrombinverdau (E), tifln der Glutathion-Sepharose-Saule mit PBS-Puiffeh
dem Thrombinverdau (C), Elutionspeak des Molekigtis HiLoad™ 26/60 Superdé¥' 75 (SEC).
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Bei einer analytischen GrofRenausschlusschromatiograglie mit einer Kkalibrierten Saule
durchgefuhrt wurde (sieh2.2.2.8), eluierte das gereinigte Spal5 mit eineatuien von
16.00 mL £ 0.02 mL (siehe Abbildung48). Mit Hilfe von Gleichung (3) (siehe 3.2.2l&nn
aus dem Elutionsvolumen ein Molekulargewicht von73%Da + 0.28 kDa berechnet werden.
Dieser Wert weicht nur geringfigig von dem aus deninosduresequenz des Proteins
berechneten Molekulargewicht fir ein Dimer von $padn 30.2 kDa ab.

mAU
¥+ + + + +  + A+ + + + + + + + +

3+ + 4+ o+ o+ o+ o+ |+ o+ o+ A+ + 4+
25—}

20—

Abbildung 4.48 Chromatogramm einer analytischen GréRenaussdhitgsatographie mit gereinigtem Spals.
Die Chromatographie wurde mit einer Superdex 208A®MGL durchgefuhrt. Die Elution von Spal5s erfelgei

einem Volumen von 16.00 mL + 0.02 mL.

4.4.2 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem IpaA

IpaA bildet nach Sekretion in die Wirtszelle einkomplex mit dem Wirtsprotein Vinculin,
welches dadurch in eine aktive Form Uberfuhrt widdr Vinculin-lpaA-Komplex fordert dann
die Depolymerisation von Actin, was ein Abstol3ers dgakteriums an der Eintrittsstelle
verhindert. Vor Aktivierung des Typ Il Translokoriegt IpaA im Bakterienzytoplasma mit
Spalb assoziiert vor, da es sonst offensichtliémpture I6sliche Komplexe bildet, welche die
eigene Sekretion behindern [66]. Um biochemischd knstallographische Untersuchungen
bezuglich der Interaktion von IpaA und Spal5 zudgichen, sollte IpaA heterolog . coli
als GST-Fusionsprotein produziert und affinitatechatographisch gereinigt werden.
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Zu diesem Zweck wurde d&saA-Gen durch PCR mit den Primern ipaA_f und ipaA iehs
2.1.7) aus dem Virulenzplasmid pWR501 amplifizi®trch den Primer ipaA_f wurde dabei am
5-Ende (bezuglich der Sense-Richtung) eldd-Schnittstelle und durch den Primer ipaA_b
am 3’-Ende einXhd-Schnittstelle angefugt (siehe Abbildudgl9 a). Das PCR-Produkt wurde
Uber diese Restriktionsschnittstellen in die MCS ®ektors pGEX-4T-mod (siehe Abbildung
4.49 b) eingesetzt. Das entstandene Plasmid ertlieltBezeichnung pGEX-4T-mod-ipaA.
Abbildung 4.49 c) gibt die MCS des Vektors mit eingefugtgmaA-Gen wieder. Aus der
Abbildung geht hervor, dass nach Thrombinverdau Flesonsproteins die drei zuséatzlichen
Aminosauren Gly-Ser-His amN-Terminus des Zielproteins verbleiben, was ein
Molekulargewicht des rekombinanten IpaA von 70.4kBur Folge hat. Das berechnete
Molekulargewicht des GST-IpaA-Fusionsproteins lté.5 kDa.

a) i paA-PCR-Produkt
Ndel-- Xhol--
GGCATATE&ATAATGTAAATAATACTCAAGCGAQ. paA. . .CTTCCCTATCAAAAGTATTAAAGAATATCAATAAGGATTASAGCC
MetHisAsnValAsnAsnThrGInAlaP...IpaA...hrSerLe uSerLysValLeuLysAsnlleAsnLysAspEnd

b) pGEX-4T-mod Snal-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCC CATATEGGGGATCCCCGGAATTCCCGGEIEMGGGCCGCATCGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AsSpEND...
AThrombin

¢) pGEX-4T-mod-spal5 Not I----

Ndel-- Xhol--
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATEATAATGTA... i paA... ATCAATAAGGATTAACTCGAGGGCCGCATCGTGACTIGA
...LeuValProArg GlySerHis MetHisAsnVal...IpaA...lleAsnLysAspEnd

AThrombin
Abbildung 4.49: a) PCR-Produkt der Amplifikation vdpaA aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer ipaA_f und ipaA_b, die einédd-Schnittstelle am 5’-Ende und eiXdd-Schnittstelle am 3’-Ende anflugen.
In Rot sind die beiden Schnittstellen hervorgehoben
b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&dhnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fuNdd und Xhd hervorgehoben
¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-ipaA, welches durch dasf&gen des PCR-Produktes Uber die SchnittstelleNdid
und Xhd erhalten wurde. In Blau wurden die zusatzlichanidosauren Gly-Ser-His hervorgehoben, die nach
Spaltung mit Thrombin (die Schnittstelle ist duachiekennzeichnet) noch am Zielprotein verbleiberRd sind
die Schnittstellen fiNdd und Xhd hervorgehoben.
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Nachdem das Plasmid pGEX-4T-mod-ipaA in dercolirStamm BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL

transformiert worden war, wurde nach erfolgter Ggmession ein Reinigungsversuch
durchgefuhrt. Vollig analog zu IpaC zeigte das mekmante IpaA jedoch nur eine auf3erst
geringe Loslichkeit. Bereits in den Bakterienzellaag der Hauptanteil des GST-IpaA-
Fusionsproteins in Form von Einschlusskorpern Ber.dem Versuch, den l6slichen Anteil nach
Zellaufschluss und einem AffinitatschromatograpBakvritt anzukonzentrieren, prazipitierte
sowohl das GST-IpaA-Fusionsprotein als auch das @®T-Anteil getrennte IpaA nahezu
vollstéandig. Dem konnte auch durch den Einsatz dh NaCl oder durch des Detergents Triton
X-100 (0.1%) nicht entgegengewirkt werden. So waleeliglich moglich 11,8 mg wenig reines
GST-IpaA-Fusionsprotein in niedriger Konzentrati@arzustellen. Eine SDS-PAGE des
Reinigungsversuchs ist in Abbildurg50 gezeigt. Experimentelle Details sind dem Maker

und Methodenteil4.2.2.12.2.2.6) zu entnehmen, welches dem Standardaufugigsverfahren

entspricht.

& GST-IpaA
70 kDa—" IpaA
55 kDa—"
45 kDa/ GSTTag

35 kDa
25 kDa

15 kDa/

10 kDa—»

Abbildung 4.50: SDS-Page des Reinigungsversuchs von IpaA: MaMEerGesamtzelllysat vor Induktiongjl
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deinds@uresequenz berechnete Molekulargewicht desI3&A-
Fusionsproteins betragt 96.5 kDa; eine entsprechBadide ist bei der Laufhéhe sichtba), (inldsliche Fraktion
des Zelllysats mit einem Grof3teil des Fusionspns{#), I6sliche Fraktion nach Zentrifugation deBly®ats (L),
Durchfluss nach Auftrag der l6slichen Fraktion defllysats auf die Glutathion-Sepharose-Saule @l)tion der
Glutathion-Sepharose-Saule mit GSH-Elutionspuffes Eluat zeigt neben dem Volllangen-Fusionsprotein
offensichtlich eine grof3e Menge v@aterminalen Abbruchfragmenten (E), Thrombinverdas Bluats nach 12 h
bei 4 °C; das aus der Aminosauresequenz berechtwéiulargewicht von IpaA betragt 70.4 kDa, eine

entsprechend feine Bande ist bei erwarteten Laefls@dhtbar (C).
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4.4.3 Qualitative Untersuchung der Interaktion zwis  chen Spal5 und IpaA

Die in der Literatur beschriebene Interaktion vgga$s und IpaA sollte durch eine qualitative
Analyse verifiziert werden [88]. Zu diesem Zweck rder die l6sliche Fraktion eines
Gesamtzelllysats von Bakterien, die das GST-Ipasignsprotein rekombinant produziert
hatten, auf eine Glutathion-Sepharose-Saule aafgetr und so das Fusionsprotein an die
Séaulenmatrix gebunden. Nach einem Waschschritt evigereinigtes Spal5 auf die Saule
aufgetragen. Schliel3lich wurde nach einem weit@aschschritt das GST-IpaA-Fusionsprotein
mit reduziertem Glutathion (GSH) von der Sauleeartujsiehe2.2.2.14).

Die SDS-PAGE des Eluats und anschlieRende FarbesgGels mit Coomassie-Blau zeigte
neben dem GST-IpaA-Fusionsprotein auch Spal5. Diddefund zeigt, dass Spal5
offensichtlich an den IpaA-Anteil des Fusionspnoteigebunden und deshalb wahrend des
Waschschritts nicht von der Saule entfernt wordan (siehe Abbildung.51). Wurde Spal5 in
der gleichen Menge auf die Saule aufgetragen ueskedjewaschen, ohne dass das GST-IpaA-
Fusionsprotein vorher an die Affinitatsmatrix getben worden war, enthielt ein entsprechendes
GSH-Eluat kein Spal5 (Daten nicht gezeigt).

M 1 2 3

110 kD=~
70 kDa—" S

/
55 kDa b
45 kDa / —
35 kDa /4 .
25 kDa
15 kDa-"" Spals

10 kDa\

Abbildung 4.51: SDS-PAGE der Interaktionsstudie von Spal5 mit &esionsprotein GST-IpaA. Bahn 1 Elution
des GST-IpaA-Fusionsproteins von der Glutathionk@epse mit GSH-Elutionspuffer. Bahn 2 Elution d&STG
IpaA-Fusionsproteins nach Inkubation mit Spal5 emetutem Waschen. Bahn 3 zeigt reines Spals.
Die zuséatzlichen Banden in Bahn 1 und Bahn 2 zwisaler Laufhohe des GST-IpaA-Fusionsproteins umelr ei

Laufhéhe von etwa 20 kDa dirften Abbruchfragmerteinder Translation des Fusionsproteins entsprechen
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4.4.4 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem OspD1

OspD1, das im bakteriellen Zytoplasma mit Spal®amst ist, fungiert als Antiaktivator von
MxIE. Indem es an diesen Transkriptionsaktivatardet, verhindert es die Bindung von MxIE
an entsprechende regulatorische DNA-Abschnitteasodlie Aktivierung der nachgeschalteten
Gene nicht erfolgen kann [82][90].

Fur biochemische und kristallographische Untersngka zur Wechselwirkung von OspD1 mit
seinen Interaktionspartnern MxIiE und Spal5 sollp@l heterolog InE. coli als GST-
Fusionsprotein produziert und affinitdtschromatpgiach gereinigt werden. Dazu wurde das
ospDXGen via PCR mit den Primern ospD1 f und ospD1l_b (si¢h&.7) aus dem
Virulenzplasmid pWR501 amplifiziert.

a) ospD1-PCR-Produkt
Ndel-- Xhol--
GGCATATEATAATGTAAATAATACTCAAGCGQA. paA. . .CTTCCCTATCAAAAGTATTAAAGAATATCAATAAGGATTASAGCC
MetHisAsnValAsnAsnThrGInAlaP...IpaA...hrSerLe uSerLysValLeuLysAsnlleAsnLysAspEnd

b) pGEX-4T-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanHI- EcoRI- Sal I-- Not I----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCC CATATE®&GGGGATCCCCGGAATTCCCGGEITIEAMGGGCCGCATCGTGACIGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEND...
AThrombin

c) pGEX-4T-mod-ospD1 Not [----

Ndel-- Xhol--
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATEATAATGTA... i paA... ATCAATAAGGATTAACTCGAGGGCCGCATCGTGACTIGA
...LeuValProArg GlySerHis MetHisAsnVal...IpaA...lleAsnLysAspEnd

AThrombin

Abbildung 4.52: a) PCR-Produkt der Amplifikation vdpaA aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der

Primer ipaA_f und ipaA_b, die einédd-Schnittstelle am 5’-Ende und eiXdd-Schnittstelle am 3’-Ende anfligen.
In Rot sind die beiden Schnittstellen hervorgehoben
b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&dhnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fiNdd und Xhd hervorgehoben

¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-ipaA, welches durch dasfigen des PCR-Produktes Uiber die Schnittst&lideh und
Xhd erhalten wurde. In blau wurden die zusatzlichenidosauren Gly-Ser-His hervorgehoben, die nacht@mpgl

mit Thrombin (die Schnittstelle ist mit gekennzeichnet) noch am Zielprotein verbleiberRdh sind die

Schnittstellen filNdd und Xhd hervorgehoben.
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Durch den Primer ospD1_f wurde dabei am 5’-Endeijgkch der Sense-Richtung) eiNeld-
Schnittstelle und durch den Primer ospD1_b am IIeErine Xhd-Schnittstelle angebracht
(siehe Abbildungd.52 a). Das resultierende PCR-Produkt wurde déen diese Schnittstellen
in die MCS des Vektors pGEX-4T-mod (siehe Abbilddng2 b) eingesetzt. Das so entstandene
Plasmid erhielt die Bezeichnung pGEX-4T-mod-ospD1.

Aus Abbildung4.52 c) wird ersichtlich, dass nach Thrombinverdes Fusionsproteins an dem
abgespalteten OspD1-AnteiN-terminal die zusatzliche Aminosauresequenz Gly+8sr
verbleibt. Dies resultiert in einem Molekulargewtiates rekombinanten OspD1 von 25.1 kDa.
Das berechnete Molekulargewicht des GST-OspD1-Rapioteins betragt 51.3 kDa.

Um das GST-OspD1-Fusionsprotein heterologeircoli zu produzieren, wurde das Plasmid
pGEX-4T-mod-ospD1 in den Stamm BL21 CodonPlus(DEBL transformiert. Nach
Uberexpression des Fusionsgens und anschlieRenekamfZchluss wurde die losliche Fraktion
des Aufschlusses auf eine Glutathion-SepharoseeSiufgetragen und diese mit PBS-Puffer

gewaschen.

GST-OspD1
4_

s— GSTTag
und OspD1

Abbildung 4.53: Aufreinigung von rekombinantem OspD1 verfolgt iB&S-PAGE: Marker (M), Gesamtzelllysat
vor Induktion (}), Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das ausfdeinosduresequenz berechnete
Molekulargewicht des GST-OspD1-Fusionsproteinsdmgts1.3 kDa; bei der entsprechenden Laufhdherist e
deutliche Bande sichtbar)] unldsliche Fraktion des Zelllysats mit einem &l des Fusionsproteins (P), I6sliche

Fraktion des Zelllysats (L), Durchfluss nach Auftider 16slichen Fraktion des Zelllysats auf diet&tlion-
Sepharose-Saule (D), Elution der Glutathion-Se®&aule mit GSH-Elutionspuffer (E), Thrombinverdias

Eluats nach 12 h bei 4 °C; das aus der Aminoséaguesz berechnete Molekulargewicht von OspD1 betragt

25.1 kDa; offensichtlich wandern das G$ag sowie OspD1 bei der SDS-PAGE auf Grund ihres éhah

Molekulargewichts auf gleicher H6he (C).
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Im Anschluss wurde das Fusionsprotein direkt mitHadSutionspuffer von der Saule eluiert.
Auf diese Weise wurden aus einem Liter Bakterietthuzundchst 12.5 mg Fusionsprotein
erhalten. Schliel3lich erfolgte die proteolytischbtr@nnung des GST-Anteils vom Zielprotein
durch Thrombin. Abbildung.53 zeigt eine SDS-PAGE der relevanten Fraktiademeinzelnen
Reinigungsschritte. In Abbildung.53 C ist erkannbar, dass die GST und das rekanten
OspD1 nach ihrer Trennung auf Grund ihres ahnlicheekulargewichts praktisch auf der
gleichen Laufhéhe wandern und durch die SDS-PAGEhtnvoneinander getrennt werden
konnen.

In einem nachsten Schritt wurde die GST- und Ospélfige Proteinlésung von dem noch
vorhandenen GSH mit Hilfe einer PD10-Saule befr&rischlie3end wurde die Proteinldsung
erneut auf eine Glutathion-Sepharose-Saule aufggtraum den GSTagdaran zu binden. Der
Durchfluss enthielt 1.6 mg des gereinigte OspD1 aireem Liter Bakterienkultur (siehe
Abbildung 4.54). Die experimentellen Details der Aufreinigusgnd im Material- und
Methodenteil 2.2.2.12.2.2.6) nachzulesen, das dem Standardaufreinigarfglren entspricht.

M E C GSH
70 kDa—»
55 kDa—" <«— GST-OspD1
45 kDa—Y
35 kDa—* GSTTag

v &
25 kDa~a H OspD1

15 kDa—»
10 kDa—a

Abbildung 4.54: SDS-PAGE der finalen Reinigungsschritte von Ospia), Elution der Glutathion-Sepharose-
Saule mit GSH-Elutionspuffer: das aus der Aminosgeqquenz berechnete Molekulargewicht des GST-OspD1-
Fusionsproteins betragt 51.3 kDa; eine entspre@Badide ist bei der Laufhéhe sichtbar (E), Thromfyidau des
Eluats nach 12 h bei 4 °C; das aus der Aminoséguese berechnete Molekulargewicht von OspD1 betragt
25.1 kDa, sodass sich sein Laufverhalten in der-BB&E von dem der GST (26 kDa) kaum unterscheidgt (
Entfernung des GSTagsdurch Auftragen des Eluats auf eine zweite Glunatsepharose-Matrix (GSH).
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Die Ausbeute der OspD1-Praparation war zu gerimg, Kristallisationsversuche oder eine
guantitative Analyse der Wechselwirkung mit Spatikctzufiihren. Es soll hier angemerkt sein,
dass im Rahmen der von mir mitbetreuten Diplomanae Jessica Jingel zwischenzeitlich eine
Optimierung des Expressionssystems sowie die [Eraiblg eines verédnderten
Reinigungsprotokolls stattfand. Dabei wurde daslen vorliegenden Arbeit verwendete GST-
Tag durch ein MBPTag ersetzt, was eine wesentlich bessere Ldslichkest sultierenden
Fusionsproteins zur Folge hatte. Dartiber hinauglevan derC-Terminus des OspD1-Anteils
ein 8xHisTag angefugt, um die bei der Translation offensichtlic groR3er Zahl entstehenden
Abbruchfragmente affinitdtschromatographisch vomlll&iegenprotein abtrennen zu koénnen.
Die Ausbeuten des neu etablierten Expressions-Raidigungssystems betragen mehrere mg

reines OspD1 pro Liter Bakterienkultur.

4.4.5 Qualitative Untersuchung der Interaktion zwis  chen Spal5 und OspD1

Die in der Literatur beschriebene Interaktion vgpa$s und OspD1 sollte durch eine qualitative
Analyse verifiziert werden [82][90]. Zu diesem Zweevurde die l6sliche Fraktion eines
Gesamtzelllysats von Bakterien, die das GST-OspisieRsprotein rekombinant produziert
hatten, auf eine Glutathion-Sepharose-Saule aafgetr und so das Fusionsprotein an die
Séaulenmatrix gebunden. Nach einem Waschschritt evigereinigtes Spal5 auf die Saule
aufgetragen. Schliel3lich wurde nach einem weiteM#aschschritt das GST-OspD1-
Fusionsprotein mit reduziertem Glutathion (GSH) \aer Saule eluiert (sieh2.2.2.14). Die
SDS-PAGE des Eluats und anschlielende Féarbung elesn@t Coomassie-Blau zeigte neben
dem Fusionsprotein GST-OspD1 auch eine Bande, iddeetig Spal5 zuzuordnen war. Das
Ergebnis zeigt, dass Spal5 an den OspD1-AnteiFds®nsproteins gebunden hatte, was seine
Ablésung von der Saule wahrend des Waschschrittsngerte (siehe Abbildung.55). Wurde
Spals in der gleichen Menge auf die Saule aufgetragd die Saule im Anschluss gewaschen,
ohne dass das GST-OspD1-Fusionsprotein vorhereaAftinitatsmatrix gebunden worden war,
enthielt ein entsprechendes GSH-Eluat kein SpaatefDnicht gezeigt).
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M 1 2 3

55 kDa—*
45 kDa/v
35 kDa?: —

25 kDa

15 kDa/v S Spal5
10 kDa—,

«— GST-OspD1

Abbildung 4.55: SDS-PAGE der Interaktionsstudie von Spal5 mit &esionsprotein GST-OspD1. Bahn 1
entspricht der Elution mit GSH-Elutionspuffer voardslutathion-Sepharose vom Fusionsprotein GST-QspDf
Bahn 2 ist die Elution nach der Inkubation mit Spahd erneutem Waschen aufgetragen (die zuséatalidBhaden
unterhalb des Fusionsproteins und oberhalb eingihithe von 20 kDa zeigen offensichtlich Abbruchfremte der

Translation des Fusionsproteins). Bahn 3 zeigeseBpals.

4.5 Untersuchung der Wechselwirkung des Chaperons |  pgA mit dem

Effektorprotein IcsB

4.5.1 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem IpgA

IpgA ist ein Chaperon, welches im bakteriellen Zgioflir die Stabilisierung und Sekretion des
Effektors IcsB erforderlich ist [76]. FUr biochertli®e und kristallographische Untersuchungen
sollte IpgA in moglichst groRen Mengen rein dargltsiverden. Zu diesem Zweck wurde es
heterolog in E. coli als GST-Fusionsprotein produziert und affinititeamatographisch
gereinigt.

Um das fur die Expression erforderliche Plasmickmzeugen, wurde daggA-Gen mittels PCR
mit den Primern ipgA_f und ipgA_b (sieh2.1.7) aus dem Virulenzplasmid pWR501
amplifiziert. Am 5-Ende (bezlglich der Sense-Rigid) wurde dabei mit Hilfe des Primers
ipgA_f eine BanHI-Schnittstelle, am 3-Ende mit Hilfe des PrimensgA b eine Notl-
Schnittstelle angefugt (siehe Abbildudgs6 a). Im Anschluss wurde das PCR-Produkt tber
diese Schnittstellen in die MCS des Vektors pGEXrdd (siehe Abbildung.56 b) eingesetzt.
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Das erhaltene Plasmid wurde pGEX-4T-mod-ipgA genhahlobildung4.56 c) gibt die MCS des
Vektors mit dem insertierteipgA-Gen wieder. Es wird ersichtlich, dass nach Absippagjtdes
GST-Anteils vom Zielprotein die sieben zusatzli¢rainosauren Gly-Ser-His-Met-Arg-Gly-Ser
amN-Terminus des Zielproteins verbleiben, was ein Molargewicht des rekombinanten IpgA

von 15.8 kDa zur Folge hat.

a) i pgA-PCR-Produkt

BanHlI- Not |----
GGC GGATCBTGTGTCGCAAACTATATGATAAACTTTAT.pgA...CAAACATCACTTCAGAAGTGAACTAAGGCC@ALC
MetCysArgLysLeuTyrAspLysLeuTyr...IpgA... laAsnlleThrSerGluValAsnEnd
b) pGEX-4T-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanmHI-  EcoRI- Sal I-- Not [----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGCGGGATCCCGGAATTCCCGGGTCGACTREGIGCCGTEGTGACTGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AspEND...
AThrombin

¢) pGEX-4T-mod-ipgA
Ndel-- BamHI- Not |----
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATGGAGATCATGTGTCGC...i pgA...GTGAACTAA GCGGCCATICGTGACTGA
...LeuVvalProArg GlySerHisMetArgGlySer MetCysArg...IpgA...ValAsnEnd
AThrombin
Abbildung 4.56:a) PCR-Produkt der Amplifikation vapgA aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer ipgA_fund ipgA_b, die eirBanHI-Schnittstelle am 5’-Ende und eilNoti-Schnittstelle am 3’-Ende
anfiigen. In Rot sind die Schnittstellen BanH!l und Notl hervorgehoben.
b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqgoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&dhnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fuBanH| und Notl hervorgehoben
¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-ipgA, welches durch dasfigen des PCR-Produktes tber die Schnittst&emH
undNotl erhalten wurde. In blau wurden die zusétzlichenidosauren Gly-Ser-His-Met-Arg-Gly-Ser
hervorgehoben, die nach Spaltung mit Thrombin Stiknittstelle ist mik gekennzeichnet) noch am Zielprotein

verbleiben. In Rot sind die Schnittstellen BanrHI und Notl hervorgehoben.

Die affinitatschromatographische Aufreinigung vomrkaembinantem IpgA verlief nach
Expression des Fusionsgens in dentolirStamm BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL véllig analog
zu der von IpgC (siehe Abschnitt 5.3.1). Die abefdnde praparative
GroRRenausschlusschromatographie (siehe Abbilddarky) lieferte reines IpgA mit einer
Ausbeute von 10.0 mg Protein pro Liter BakterietikulDie SDS-PAGE der Praparation nach
Farbung des Gels mit Coomassie-Blau ist in Abbigpdib8 gezeigt. Experimentelle Details zur

Aufreinigung finden sich im Material- und Methodeihi(2.2.2.20).
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Abbildung 4.57: Chromatogramm der abschlieBenden GréRenaussdimosstographie wahrend der IpgA-
Reinigung durchgefiihrt mit einer HiLoB426/60 SuperddX' 75 prep grade Saule. Die Elution von IpgA erfolgte
in dem Volumenbereich zwischen 170 mL und 210 mL.

SEC

<+— GST-IpgA
'« GSTHag

. <+ IpgA

Abbildung 4.58: SDS-Page der Praparation von IpgA: Marker (M),dB&gelllysat vor Induktion g),
Gesamtzelllysat 12 h nach Induktion; das aus deinAsduresequenz berechnete Molekulargewicht desI@$A-
Fusionsproteins betragt 41.9 kDa; deutlich ist @aade bei der entsprechenden Lauthdhe sichthau(ildsliche
Fraktion des Zelllysats (P), I6sliche Fraktion ndels Zelllysats (L), Durchfluss nach Auftrag desliéhen Fraktion
des Zelllysats auf die Glutathion-Sepharose-SdbjeKlution der Glutathion-Sepharose-Saule mit GSH-
Elutionspuffer nach Thrombinverdau (E), Elution @Gutathion-Sepharose-Saule mit PBS-Puffer nach dem
Thrombinverdau (C), Elutionspeak des Molekularsidisbad™ 26/60 Superdé¥ 75 (SEC).
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Bei einer analytischen GrofRenausschlusschromatiogragplie mit einer Kkalibrierten Saule
durchgefuhrt wurde (sieh@.2.2.8), eluierte das gereinigte IpgA mit einemlwioen von
15.83 mL £ 0.02 mL (siehe Abbildung48). Mit Hilfe von Gleichung (3) (siehe 3.2.2l&nn
aus dem Elutionsvolumen ein Molekulargewicht von53&Da + 0.30 kDa berechnet werden.
Dieser Wert weicht nur geringfigig von dem aus deninosduresequenz des Proteins
berechneten Molekulargewicht fir ein IpgA-Dimer \&@h6 kDa ab.

mAU w

80+ + + + + + o+ + o o+ + o+ o+ o+ o+ F
70
eo—f—
50—2—
40—?—
30—5—

20—

Abbildung 4.59 Chromatogramm einer analytischen GréRenaussahigsatographie mit gereinigtem IpgA. Die
Chromatographie wurde mit einer Superdex 200 10@E0@urchgefiihrt. Die Elution von IpgA erfolgte ehem
Volumen von 15.83 mL = 0.02 mL.

4.5.2 Heterologe Produktion und Reinigung von rekom binantem IcsB

IcsB wird, nachdem die Invasion der Bakterien ia Wirtszelle erfolgt ist, durch das Typ llI-
Translokationssystem sezerniert. Im Wirtszytoplaseraindert es durch Binden an IcsA dessen
Wechselwirkung mit dem Wirtszellprotein Atg5, wedchAutophagie auslésen wirde. Im
bakteriellen Zytosol ist IcsB mit dem Chaperon Ipgésoziiert, das fur seine Stabilitat und
Sekretion erforderlich ist [76][77].

Fur kristallographische und biochemische Untersogkua sollte IcsB heterolog iB. coli als
GST-Fusionsprotein produziert und affinitatschramgeaphisch gereinigt werden. Dazu wurde
das icsB-Gen via PCR mit den Primern icsB_f und icsB_b (sielel.7) aus dem

Virulenzplasmid pWR501 amplifiziert.
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Durch den Primer icsB_f wurde dabei am 5-Ende {igézh der Sense-Richtung) eiiNgd-
Schnittstelle und durch den Primer icsB_b am 3'd&etheXhd-Schnittstelle angeflgt (siehe
Abbildung4.49 a). Das PCR-Produkt wurde im Anschluss UbesedSchnittstellen in die MCS
des Vektors pGEX-4T-mod (siehe AbbilduAgl9 b) eingefiihrt. Das erhaltene Plasmid erhielt
die Bezeichnung pGEX-4T-mod-icsB. Abbildudgl9 c) zeigt die MCS des Vektors mit dem
insertierten icsB-Gen. Aus der Abbildung geht hervor, dass nach fhbioverdau des
Fusionsproteins am Zielprotein die drei zusatzichketerminalen Aminosauren Gly-Ser-His
verbleiben. Dies resultiert in einem Molekulargewicdes rekombinanten IcsB von 56.7 kDa.

Das Fusionsprotein GST-IcsB hat ein berechneteghitdrgewicht von 82.8 kDa.

a) i csB-PCR-Produkt
Ndel-- Xhol--
GGCATATAGCCTCAAAATTAGCAATTTCATTGI.csB. . . TCAATAAGCTTTTATTGAATAACTCTCATTCTAATATATAGGAGCC
MetSerLeulLyslleSerAsnPhelleA...IcsB...leAsnLy sLeuLeulLeuAsnAsnSerHisSerAsnlleEnd

b) pGEX-4T-mod Srral-- Xhol--
Ndel-- BanmHI-  EcoRI- Sal I-- Not [----
...CTGGTTCCGCGTGGGTCC CATATE®&GGGGATCCCCGGAATTCCCGGEITIEAMGGGCCGCATCGTGACIGA
LeuValProArgGlySer  HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGluArgProHisArg AsSpEND...
AThrombin

c) pGEX-4T-mod-icsB Not [----

Ndel-- Xhol--
..CTGGTTCCGCGTGGGTCCCATATAGCCTCAAA...i csB...CATTCTAATATATAG CTCGAGGGCCGCATCGTGACTIGA
...LeuValProArg GlySerHis MetSerLeulLys...IcsB...HisSerAsnlleEnd

AThrombin
Abbildung 4.60:a) PCR-Produkt der Amplifikation vdosB aus dem Virulenzplasmid pWR501 mit Hilfe der
Primer icsB_f und icsB_b, die eildld-Schnittstelle am 5’-Ende und eidédnd-Schnittstelle am 3’-Ende anfuigen.
In Rot sind die beiden Schnittstellen hervorgehoben
b) Die MCS des Vektors pGEX-4T-mod, in die das Aikqgoh insertiert werden soll, wobei in Blau die
Erkennungssequenz fir Thrombin wiedergegeben un&dhnittstelle mia gekennzeichnet ist. In Rot sind die
Schnittstellen fiNdd und Xhd hervorgehoben
¢) Konstrukt pGEX-4T-mod-icsB, welches durch dasfégen des PCR-Produkts tiber tigd- und Xha-
Schnittstellen erhalten wurde. In Blau wurden dis&tzlichen Aminoséauren Gly-Ser-His hervorgehob@nnach

Spaltung mit Thrombin (die Schnittstelle ist migekennzeichnet) noch am Zielprotein verbleiberRdn sind die

Schnittstellen fiNdd und Xhd hervorgehoben.
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Nach Transformation des Plasmids pGEX-4T-mod-icsB iden E. colrStamm
BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL und erfolgter Genexprassraurde der Versuch unternommen,
rekombinantes IpgB zu reinigen. Wie IpaC und Ipa&r\jyedoch auch IcsB sowohl als GST-
Fusionsprotein als auch nach Abspaltung des GS&H#&mur in geringen Mengen l6slich und
prazipitierte beim Versuch es anzukonzentrieren emah vollstdndig. Aus einem Liter
Bakterienkultur war es lediglich mdglich 2,8 mg wehkonzentriertes und dariber hinaus stark
verunreinigtes Fusionsprotein darzustellen (Dateohtn gezeigt). Da der Versuch der
Reinigungs-Optimierung in einem Uberschaubarenrateiten wenig aussichtsreich erschien,
wurde in der vorliegenden Arbeit darauf verzicht®ie experimentellen Details der
Aufreinigung sind im Material- und Methodentel.2.2.12.2.2.6) nachzulesen.

4.5.3 Qualitative Untersuchung der Interaktion zwis  chen IpgA und IcsB

Die in der Literatur beschriebene Interaktion vpgA und IcsB sollte durch eine qualitative
Analyse verifiziert werden [76][77]. Zu diesem Zweevurde die l0sliche Fraktion eines
Gesamtzelllysats von Bakterien, die das GST-IcsBidasprotein rekombinant produziert
hatten, auf eine Glutathion-Sepharose-Saule auaigetr und so das Fusionsprotein an die
Séaulenmatrix gebunden. Nach einem Waschschritt evigdreinigtes IpgA auf die Saule
aufgetragen. Schliel3lich wurde nach einem weitévaschschritt das GST-IpgA-Fusionsprotein
mit reduziertem Glutathion (GSH) von der Sauleeartujsiehe2.2.2.14).

Die SDS-PAGE des Eluats und anschlieRende FarbesgCGels mit Coomassie-Blau zeigte
neben dem GST-IcsB-Fusionsprotein auch eine Bandejer Laufhohe von gereinigtem IpgA.
Dies zeigt, dass IpgA an den IcsB-Anteil des Fuspooteins gebunden hatte, wodurch seine
Elution bei dem vorausgehenden Waschschritt veentndorden war (siehe Abbildung51).
Wurde IpgA in der gleichen Menge auf die Saule atriggen und und diese gewaschen, ohne
dass das GST-IcsB-Fusionsprotein vorher an diendismatrix gebunden worden war, enthielt
ein entsprechendes GSH-Eluat kein IpgA (Daten rgefzeigt).
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M 1 2 3
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Abbildung 4.61: SDS-PAGE der Interaktionsstudie von Spal5 mit &esionsprotein GST-IcsB. Bahn 1
entspricht der Elution mit GSH-Elutionspuffer voerdslutathion-Sepharose vom Fusionsprotein GST-IésB
Bahn 2 ist die Elution nach Inkubation mit IpgA ueitheutem Waschen aufgetragen (bei den Bandentmvisc
einer Laufhéhe von 25 kDa und 70 kDa in Bahn 1 Balin 2 handelt es sich wohl um Abbruchfragmente der
Translation des GST-lcsB-Fusionsproteins). Bahrigtzeines IpgA.
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5 Zusammenfassung

Primares Ziel dieser Arbeit war die Klonierung urekombinante Expression verschiedener
Pathogenitatsgene auShigella flexneriin Escherichia coli sowie die Aufreinigung der

resultierenden Genprodukte. Mit den gereinigteromginanten Pathogenitatsfaktoren sollten
dann biochemische Untersuchungen und Kristallisatiersuche durchgefuhrt werden. Dabei
wurden zunachst zahlreiche Pathogenitatsgene insprathende Expressionsvektoren
eingebracht, um nach erfolgter Expression mit daktdfen, die in moglichst grof3er Menge und
in l6slicher Form produziert wurden, fortzufahr&mn Fokus lag dabei auf den Chaperonen des

Typ llI-Translokationssystems und ihren jeweiliggindepartnern.

Zunachst wurden dapgE-, dasipgD- und dasspa-orfl1Gen in einen Expressionsvektor
kloniert, der die Produktion des Zielproteins inrfAoeines Fusionsproteins nilkterminalem
Glutathion-S-Transferase- (GST-) Anteil ermoglicbas GST¥ag erlaubt eine einfache und
schnelle Aufreinigung mittels Affinitatschromatoghae und erhéht dariber hinaus in vielen
Fallen die Produktionsrate sowie die Loslichkeits déielproteins. Mittels einer Protease-
Schnittstelle zwischen Zielprotein unflag kbénnen die beiden Komponenten schlie3lich
voneinander getrennt werden. Wahrend dpgE-Gen fir ein Chaperon des Typ llI-
Translokationssystems kodiert, stellt die Phospliyhtiositol-4,5-bisphosphat-Phosphatase IpgD
einen nachgewiesenen Bindepartner von IpgE dar. Barorfl1Genprodukt konnte bisher
noch keine Funktion zugewiesen werden, es ist jedic weiteres mutmaliliches Substrat von
IpgE. Mit Hilfe des in dieser Arbeit konstruiert&xpressionsplasmids gelang es, IpgE mit einer
Ausbeute von 20 mg pro Liter Bakterienkultur reiarzlistellen. Weniger gute Ausbeuten
wurden bei der Reinigung des Effektors IpgD erziih dem nur 3 mg gereinigtes Proteins aus
einem Liter Bakterienkultur erhalten wurden. Dier&allung von Spa-orfll war lediglich in
Form des Fusionsproteins mitterminalem GST-Anteil méglich, da das Protein nAtispalten
des Tags seine Loéslichkeit vollstandig einbufdte. Das GSE®H11-Fusionsprotein wurde

schlie3lich mit einer Ausbeute von 5 mg pro LitekkBerienkultur gereinigt.
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Zusammenfassung

Mit Hilfe eines Assays, bei dem IpgE indirekt Ubdms GST-IpgD-Fusionsprotein an eine
Glutathion-Affinitatsmatrix gebunden wurde, wurde der vorliegenden Arbeit die in der
Literatur beschriebene Wechselwirkung zwischen lpgid IpgD verifiziert. Mittels der erst
kurzlich entwickelten Methode der Microscale-Thephorese, die auf der gerichteten
Bewegung von Molekilen entlang eines Temperaturgndéeh basiert, wurde fur den IpgD-
IpgE-Komplex einKp von 51,4 + 7,0 UM bestimmt. Eine spezifische lakéon zwischen Spa-
orfll und IpgE, welche von Page al. (2001) im Rahmen eines ,Yeast Two Hybrid Screens*

entdeckt wurde, konnte in der vorliegenden Arbageben nicht verifiziert werden.

Um die Voraussetzung fir Untersuchungen zur Weukhdeing des Chaperons IpgC mit seinen
Bindepartnern IpaC (einem Invasin) und MXxIE (ein@manskriptionsaktivator) zu schaffen,
wurden auch dagpgC-, dasipaC- und dasmxiEGen in einen Expressionsvektor eingebracht,
der die Erzeugung des Zielproteins als Fusionsprobi N-terminalem GST-Anteil erlaubt. In
I6slicher Form wurde mit Hilfe der erzeugten Exgressplasmide jedoch lediglich
rekombinantes IpgC erhalten, sodass es mit einsbdute von 30 mg pro Liter Bakterienkultur
gereinigt werden konnte. Dagegen erwies sich dag-IB&C-Fusionsprotein als schwer 16slich.
Bei dem Versuch es anzukonzentrieren, prazipitiesteahezu vollstandig, was auch durch den
Einsatz hoher NaCl-Konzentrationen oder die Anwks#nvon Detergentien nicht verhindert
werden konnte. AusschlieBlich in Form unldslichensEhlusskorper lag das GST-MxiIE-
Fusionsprotein nach rekombinanter ProduktiofEstherichia colivor. Auf den Versuch einer

Reinigung wurde daher im Rahmen der vorliegenddieiverzichtet.

Anhand verschiedener Literaturangaben konnte imtienon IpaC ein Abschnitt von maximal
40 Aminosauren identifiziert werden, der fur dien@ing des Invasins an IpgC erforderlich ist.
Mit Hilfe synthetischer Oligopeptide, welche in darliegenden Arbeit hergestellt wurden, war
es maoglich, die IpgC-Bindestelle von IpaC auf dehrz Aminosauren umfassende Sequenz
LLKLSEQVQH (Aminoséauren 78 bis 87) einzugrenzen.rdu Microscale-Thermophorese
wurde fur einen Komplex aus IpgC und einem Peptiddar genannten Sequenz &g von
107,0 £ 15,7 pM bestimmt. Ein 20 Aminosauren undades Peptid, welches den IpaC-
Abschnitt zwischen den Aminosauren 78 und 97 remtéesrte, band an IpgC mit einer Affinitat
von 29,8 £ 4,8 uM.
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Zusammenfassung

Im Gegensatz zu IpaC lagen fur MxIiE keinerlei Hirsgevor, welcher Bereich innerhalb dieses
Transkriptionsfaktors fur die Bindung an IpgC ederich ist. Daher wurde anhand der
Aminosauresequenz des Proteins eine Sekundarstuokiyse durchgefuhrt, um mdogliche
Schleifenregionen zu identifizieren, die als Inkti@nsstellen fur das Chaperon mit groRerer
Wahrscheinlichkeit in Frage kommen als Regioneminalb vono-Helices und3-Strangen. Im
Anschluss wurden Peptide mit einer Lange von bi@uAminosauren synthetisiert, welche
diese Schleifenregionen reprasentierten. Diese id®eptvurden dann mittels Microscale-
Thermophorese auf ihre Fahigkeit hin untersuchtpg€ zu binden. Durch dieses Vorgehen
konnte die IpgC-Bindestelle von MXxIE identifiziarthd auf den Bereich zwischen Aminoséaure
90 und 99 eingegrenzt werden. Ein zehn Aminosaurafassendes Peptid mit der Sequenz
AEKCIHFYHE, das eben diesen Bereich reprasentiamnd an IpgC mit einer Affinitat von 32,9
+ 7,4 uM. Ein 20 Aminosauren umfassendes Peptidches dem MxIiE-Abschnitt zwischen
Aminosaure 80 und 99 entsprach, band gar mit eMi@nitat von 7,1 £ 1,5 pM. Dies ist die
hochste Affinitat zu IpgC, die bisher fur einen &apartner dieses Chaperons gemessen wurde.
Um die Wechselwirkung von IpgC mit der Bindestellen MxiE auf atomarer Ebene zu
verstehen, ist die Strukturaufklarung und folglidie Kristallisation eines entsprechenden
Komplexes Voraussetzung und Gegenstand zukiunfigeschung. Die Kokristallisation von
IpgC mit einem Peptid, welches die IpgC-Bindestells MxIiE enthalt, wird im vorliegenden
Fall jedoch dadurch erschwert, dass diese Bindestl Cystein enthélt. Cysteinhaltige Peptide
bilden rasch Disulfidbriicken, was sich bei Krissationsversuchen nachteilig auswirkt. So
wurden in der vorliegenden Arbeit Peptide hergéstblei denen das Cystein der IpgC-
Erkennungsregion von MxIE durch ein Serin ausgetatugar, und auf ihre Affinitat zu IpgC
hin untersucht. Der Affinitdtsverlust im Vergleiclzu den ansonst sequenzgleichen
cysteinhaltigen Peptiden belief sich jeweils auh d&aktor zwei bis drei. Diese geringfligige
Erniedrigung der Affinitat sollte erfolgversprecliem Kristallisationsversuchen nicht im Wege

stehen.

170



Zusammenfassung

Schlie3lich wurden als Voraussetzung fur strukoldgische und biochemische
Untersuchungen Expressionsplasmide fir die rekoambenProduktion von Spal5, von OspD1
sowie von IpaA erzeugt. Spal5 ist ein ChaperonTdgslll-Translokationssystems mit einer
relativ hohen Bandbreite an Substraten, OspD1 yah Istellen zwei seiner zahlreichen
Interaktionspartner dar. Weitere Expressionsplasmaidrden fur die rekombinante Herstellung
von IpgA und IcsB generiert. Auch IpgA ist ein Chagn des Typ llI-Translokationssystems,
IcsB stellt seinen einzigen bekannten Interaktians@r dar. Wéhrend die Chaperone Spal5 und
IpgA mit Hilfe der erzeugten Expressionssystemeguten Ausbeuten gereingt werden konnten
(15 mg bzw. 10 mg pro Liter Bakterienkultur), erag@ sich die Produktionsraten fur die
Ubrigen Faktoren als wenig zufriedenstellend. E@etimierung der Expressions- und
Reinigungsprotokolle wurde in der vorliegenden Arjedoch aus Zeitgrinden nicht mehr

vorgenommen und wird Gegenstand zukunftiger Forsglsein.

Insgesamt wurde in der vorliegenden Arbeit durch Hitablierung von Expressions- und
Reinigungsprotokollen sowie durch die Identifiziegu von Chaperon-Bindestellen die
Voraussetzung fir die strukturbiologische Untersingh zahlreicher Pathogenitatsfaktoren
geschaffen. Vorlaufige Kristallisationsexperimentke mit den in dieser Arbeit gereinigten

Proteinen durchgefuhrt wurden, fuhrten bisher rmckeinen diffraktionsfahigen Kristallen.
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7 Anhang

7.1 Konstruierte Plasmide

Folgende Plasmide wurden in dieser Arbeit konstru{siehe Tabelle7.1), dabei wurden

Plasmide mit den Schnittstell&dd und Xhd analog zur Konstruktion von IpgE (sieBe2.1)

hergestellt. Wurden die Schnittstell@anmHl und Notl benutzt, wurde diese analog zur

Konstruktion von IpgC (sieh4.3.1) hergestellt. Primer siehe Abschagitt.7. Das jeweilige Gen

wurde in den Vektor pGEX-4T-mod eingefugt.

Tabelle 7.1: Pathogenitatsfaktoren mit DNA-Schnittstellen, Rirand entsprechende Annealingtemperatur fur die
PCR, welche dann in den Vektor pGEX-4T-Mod eingéfiigrden.

Gen 5’-Schnittstelle  3’-Schnittstelle Primer Anneahgtemp.
ipgA BamH Not IpgA_f, ipgA b 55 °C
ipgB Ndé Xhd ipgB_f, ipgB_b 55°C
trcA Ndd Xhd trcA_f, trcA b 55°C
ipgC BamH Not ipgC_f, ipgC_b 55°C
ipgD BamH Not ipgD_f, ipgD_b 55°C
ipgE Nde Xhd ipgE_f, ipgE_b 55°C
ipgF Ndd Xhd ipgF_f, ipgF_b 55 °C
ipgH Ndd Xhd ipgH_f, ipgH_b 58 °C
ipaA Ndé Xhd ipaA_f, ipaA_b 55 °C
ipaB Nde Xhd ipaB_f, ipaB_b 55°C
ipaC Ndé Xhd ipaC_f, ipaC_b 55°C
ipaD Ndd Xhd ipaD_f, ipaD_b 55°C
spals BamH Not spal5 f, spal5 b 55°C
spa-orfll BamH Not orfll_f, orfll_b 55°C
ospD1 Ndé Xhd ospD1 f, ospD1_b 55°C
mMxiE Ndé Xhd MxIENX_f, mxiENX b 55°C
mMxiE BamH Not MxIEBN_f, mxiEBN_b 55°C
icsB Ndé Xhd icsB_f,icsB_b 55°C
Vinculin Nde Not Vin_f, Vin_b 55°C
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Folgende trunkierte Varianten wurden in dieser Arkenstruiert (siehe Tabellé.2), welche
IpgD-VareanpHW1-ipgD-30,-8 (siehe4.2.1)

hergestellt wurden. Primer siehe Abschaitt.7. Das Gen wurde jeweils in den Vektor pHW1

analog zur Konstruktion der verklrzten

eingefugt.

Tabelle 7.2: Verkirzte Varianten mit Primer, Schnittstellen iBeschreibung der Konstrukte.

Name Primer Schnittstelle  Beschreibung

IpgEO,-3S gE f,gE-3 b Ndd/Xha IpgEA118-120+Stopp-Codon
IpgEO,-6S gE _f,gE-6 b Ndd/Xha IpgEA115-120+Stopp-Codon
IpgEOD,-9S gE f,gE-9 b Ndd/Xha IpgEA111-120+Stopp-Codon
IpgE-3,-3S gE-3_f,gE-3_b Ndd/Xha IpgEA1-3A118-120+Stopp-Codon
IpgE-3,-6S gE-3 f,gE-6 b Ndd/Xha IpgEA1-3A115-120+Stopp-Codon
IpgE-3,-9S gE-3_f, gE-9_b Ndd/Xhal IpgEA1-3A111-120+Stopp-Codon
lpgD-30,-8  9D-30_f, gD-8_b  BamHI/Noti  IpgDA1-300531-538

IpgD31-329  OD-30_f, gD329_b  BamHI/Not  IpgDA1-30A330-538
IpgD330-530 9D330_f, gD-8_b  BamHI/Noti  IpgDA1-32531-538
OspD1-15-4 D1-15_f, D1-4 b  Nde/Xhd  OspDIA1-15A222-225
OspD1-32,-4 D1-32_f, D1-4 b  Nde/Xhd  OspDIA1-321222-225
OspD1-80,-4 D1-80_f, D1-4 b  Nde/Xhd  OspDIA1-80A222-225

IpgCo,-4S gC f,gC-4 b BanHI/Notl IpgCA152-155+Stopp-Codon
IpgC-9,0S gC-9 f,gC_b BanmHI/Nott  1pgCA1-9+Stopp-Codon
IpgC-9,-4S gC-9 f,gC-4 b  BanHI/Not  IpgCA1-9A152-155+Stopp-Codon
MXIE-F1 Mx1_f, Mx1_b BanHI/Notl  MxiEA71-251

MxIE-F2 Mx2_f, Mx2_b BamHI/Notl  MxiEA1-6QA131-251

MxIE-F3 Mx3_f, Mx3_b BamHI/Notl ~ MxiEA1-12Q00191-251

MxIiE-F4 Mx4_f, Mx4_b BarHI/Notl  MxiEA1-180
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Der Vektor pET-Duet-M2 besitzt zwei ,Multiple-clamg-sites”, siehe Abbildung.7, wodurch
zwei Gene gleichzeitig exprimiert werden kdnnent Basseren Aufreinigung wird das Gen in
der ersten ,Multiple-cloning-site* als Fusionspiriatanit einem 6xHisfag am N-Terminus
exprimiert. Somit kann bei einer positiven Interakén zwischen zwei Proteinen, dass Protein
aus der zweiten ,Multiple-cloning-site* indirekt éibseinen Interaktionspartner mit einefNi
Séule aufgereinigt werden.

Die erste ,Multiple-cloning-site” des pET-Duet-M2eWtors besitzt unter anderem eidamH

und Notl Schnittstelle und die zweit ,Multiple-cloning-sit eineNdd und Xhd Schnittstelle in
der jeweilig korrekten Orientierung, daher wurdea ausgewahlten Gene entsprechenden ihre
DNA-Schnittstellen am 5’- und 3’-Ende in die jewgd ,Multiple-cloning-site* kloniert. Die
Reihenfolge wurde dabei so gewahlt, dass moglidda{3chnittstellen im ersten Gen nicht mit
den DNA-Schnittstellen vom 5- und 3-Endes des i@re Gens ubereinstimmten. Die

erhaltenen Konstrukte fur die Koexpression sindabelle7.3 zusammengefasst.

Tabelle 7.3: Konstrukte des pET-Duet-M2 Vektors fir Koexpressio

Gen Aufgabe MCS Gen Aufgabe MCS
ipgA Chaperon 1 icsB Effektor 2
ipgC Chaperon 1 ipaB Effektor 2
ipgC Chaperon 1 ipaC Effektor 2
ipgD Effektor 1 ipgE Chaperon 2
spa-orfll ? 1 ipgE Chaperon 2
spals Chaperon 1 ipaA Effektor 2
spalb Chaperon 1 ospD1 Effektor 2
spalb Chaperon 1 ipgB Effektor 2
spalb Chaperon 1 trcA Effektor 2
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7.2 Testexpression der pGEX-4T-mod Konstrukte

Ausbeuten der Testexpressionen der pGEX-4T-mod-Kakte der Fusionsproteine aus 1L

Kultur.

Tabelle 7.4: Ausbeuten der Pathogenitatsfaktoren aus 1 L Kultur

GST-
. . Aufgabe Ausbeute
Fusionsprotein
IpgA Chaperon 39.8 mg
IpgB Effektor 7.2 mg
TrcA Effektor 0.3 mg
IpgC Chaperon 103.4 mg
IpgD Effektor 4.1 mg
IpgE Chaperon 80.4 mg
IpgF Effektor 4.7 mg
IpgH Effektor 0.2 mg
IpaA Effektor 11.8 mg
IpaB Effektor 4.3 mg
IpaC Effektor 9.2 mg
IpaD Effektor 48.2 mg
Spal5 Chaperon 49.8 mg
Spa-orfll ? 36.0 mg
OspD1 Effektor 12.5mg
MXIE Effektor 2.0 mg
IcsB Effektor 2.8 mg
Vinculin Wirtsprotein 38.1 mg
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