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1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Das Immunsystem ist fiir die Aufrechterhaltung der Integritit eines Organismus erforderlich.
Dies beinhaltet neben der Abwehr von Pathogenen, auch den Erhalt der korpereigenen
Gewebestrukturen. Letzteres erfolgt durch die Beseitigung von alternden, entarteten oder mit
Krankheitserregern infizierten Zellen. Um diese Aufgabe zu bewiltigen, verfiigt das
Immunsystem iiber zellvermittelte und humorale Mechanismen. Dabei werden unter humoralen
Abwehrmechanismen diejenigen verstanden, die nicht von Zellen, sondern von 16slichen
Proteinen vermittelt werden. Weiterhin ldsst sich das Immunsystem in zwei iiberlappende

Bereiche aufteilen, das angeborene unspezifische- und das erworbene spezifische Immunsystem.

1.1.1 Angeborene Immunitit

Das angeborene Immunsystem ist fiir die erste Phase der Pathogenabwehr zustindig. Die
Erkennung der Zielstrukturen verlduft unspezifisch iiber konservierte ,,allgemeine Muster* von
Krankheitserregern, die auch als ,,Pathogen assoziierten Molekiilen bezeichnet werden
(pathogen associated molecule: PAM) '. Zu den zelluliren Mechanismen des angeborenen
Immunsystems gehoren phagozytierende Zellen, wie neutrophile Granulozyten und
Makrophagen. Zur ihrer Aktivierung kommt es durch die Erkennung von PAMs mittels
Rezeptoren, den ,pattern recognition receptors. Dies fiihrt zur Aufnahme (Phagozytose) der
potentiellen Krankheitserreger und zur Aktivierung des Immunsystems. So werden zum Beispiel
die vom Infektionsort umgebenden GefdBwinde durchléssiger, die Endothelzellen aktiviert und
andere Immunzellen zum Entziindungsort angelockt. Diese Aktivierung erfolgt iiber 16sliche
Proteinmediatoren, die Zytokine.

Auch die humoralen Mechanismen des angeborenen Immunsystems, das
Komplementsystem, erkennt sein Ziel iiber PAMs der Mikroorganismen. Das
Komplementsystem besteht aus einer Reihe von 16slichen Proteinen, die nach Bindung an die
Oberfliche des Pathogens zu dessen Opsonierung fiithren, d.h., die phagozytierenden Zellen
erkennen gebundene Bestandteile des Komplementsystem iiber Rezeptoren an ihrer Oberflidche
und phagozytieren diese. Der terminale Komplex des Komplementsystems ist zusétzlich in der
Lage, Bakterien durch Porenbildung in dessen Membranen zu téten. Zur Erkennung und
Eliminierung von intrazelluldr befallenen oder entarteten Zellen dienen beim angeborenen

Immunsystem die natiirlichen Killer-(NK-) Zellen L
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Die Trennung von angeborenem und erworbenem Immunsystem ist nicht ganzheitlich.
Das angeborene System spielt eine groBe Rolle in der Aktivierungs-, aber auch in der
Effektorphase des erworbenen, spezifischen Immunsystems. Die Aktivierung des erworbenen
Immunsystems erfolgt durch die antigenprisentierenden Zellen (antigen presenting cell, APC),
zu denen auch die Makrophagen zédhlen, dessen Hauptfunktion jedoch in der Phagozytose und

somit in der Beseitigung von Pathogenen liegt.

1.1.2 Antigenprisentierende Zellen

Wihrend die erste Phase der Immunantwort vom angeborenem Immunsystem bewiltigt wird,
kommt es parallel zur Aktivierung des erworbenen Immunsystems. Dies geschieht durch die
antigenprisentierenden Zellen (APC), die durch PAMs der Pathogene, aber auch durch Zytokine
aktiviert werden '. Die Hauptklasse der APCs sind die dendritischen Zellen. Thre Vorliufer, z.B.
die Langerhans Zellen, befinden sich in der Haut und differenzieren nach ihrer Aktivierung zu
dendritischen Zellen. Die Aktivierung der Vorlduferzellen fiihrt zur Expression von
kostimulatorischen Molekiilen und Adhidsionsmolekiilen, welche zur Wanderung in die
sekundédren lymphatischen Organe fiihren. Die aufgenommene Bestandteile werden prozessiert,
in kleine Peptide zerlegt, und iiber Klasse I und II Oberflichenmolekiile des
Haupthistokompatibilitits-Komplexes (Major Histocompatibility Complex, MHC), den Zellen
des erworbenen Immunsystems présentiert. Substanzen, die in der Lage sind das erworbene

Immunsystem zu aktivieren, werden als Antigene bezeichnet '.

1.1.3 Erworbene Immunitiit

Potentiell kann jede korperfremde Substanz von den Zellen des erworbenen Immunsystems, den
Lymphozyten, erkannt werden '. Dies fiihrt zu einer wesentlich groBeren Bandbreite der
immunologischen Abwehr als es das angeborene Immunsystem allein vermag. Die Lymphozyten
lassen sich in B- und T-Lymphozyten, die auch als B- und T-Zellen bezeichnet werden,
einteilen '. Sie exprimieren jeweils einen Antigen-spezifischen Rezeptor. Solange sie keinen
Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen hatten, sind sie inaktiv und werden als naiv bezeichnet.
Die naiven Lymphozyten wandern durch Blut- und Lymphsystem, wobei sie regelmifBig die
sekundédren lymphatischen Organe passieren. Dort treffen naive T-Zellen auf die APCs. Diese
prasentieren potentielle Antigene den naiven T-Zellen iiber MHCs. Erkennt eine naive T-Zelle

ein entsprechendes Antigen, kommt es mit Hilfe des zweiten, kostimulatorischen Signals zu
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deren Aktivierung ! Das kostimulatorische Signal stellt sicher, das die T-Zellen nur durch APC
aktiviert werden konnen. Dadurch wird ein gewisser Schutz gegen Erkennung korpereigener
Molekiile gegeben. Nach einer Proliferationsphase von 3 — 4 Tagen werden die Lymphozyten zu
Effektorzellen und sind nun in der Lage, Pathogene spezifisch zu bekdmpfen.

T-Zellen exprimieren ihren Antigenrezeptor nur in membrangebundener Form und dienen
der zelluliren Abwehr des erworbenen Immunsystems '. CD4'- und CDS8'-T-Zellen sind
Unterklassen der T-Zellen. Letztere erkennen intrazelluldr infizierte Zellen und eliminieren
diese. CD4"-T-Zellen werden auch als T-Helferzellen bezeichnet. Subpopulationen der
T-Helferzellen, die Tyj- und Typ-Zellen, haben im Entziindungsgeschehen unterschiedliche
Funktionen, sie inhibieren sich und ihre vermittelten Effekte gegenseitig. Dabei aktivieren sie
zum einen Makrophagen (Ty;) und zum anderen Mastzellen und Vorlduferzellen der
eosinophilen Granulozyten (Ty). Beiden Subklassen aktivieren B-Zellen. Dies fiihrt, je nach
Subklasse, zur Expression unterschiedlicher Isoformen des l6slichen Antigenrezeptors, den
Antikorpern der B-Zellen.

Generell sind B-Zellen fiir die Vermittlung der humoralen Antwort des spezifischen
Immunsystems zustindig. Nach ihrer Aktivierung sezernieren sie ihre Antikorper. Diese
vermitteln die Abwehr von extrazelluldren Krankheitserregern und Toxinen, indem sie diese den
Komponenten des angeborenen Immunsystems, z.B. den phagozytierenden Makrophagen und
dem Komplementsystem, kenntlich machen. Je nachdem, welche Subpopulation der
T-Helferzellen die B-Zellen aktiviert, kommt es zu unterschiedlichen Effekten, die durch die
jeweiligen Isoformen der sezernierten Antikorper bedingt sind. So wird durch die Aktivierung
der B-Zellen mittels Ty -Zellen z.B. eine Isoform des Antikorpers exprimiert, die mit hoher
Affinitdt an spezifische Rezeptoren von Makrophagen bindet und so die Phagozytose des
gebundenen Pathogens fordert. Demgegeniiber konnen B-Zellen, welche von Typ-Zellen
aktiviert wurden, eine andere Isoform des Antikorpers exprimieren, welcher durch Bindung an
Mastzellen und eosinophile Granulozyten iiber entsprechende Rezeptoren zu deren Aktivierung
fiihren. Dieser Vorgang dient der Abwehr von Parasiten, fiihrt jedoch in manchen Fillen zur
Entstehung von Allergien '.

Nach einer erfolgreichen Immunantwort bleibt die Information iiber die Pathogene dem

Organismus erhalten, es bildet sich ein ,,immunologisches Gedichtnis* aus.
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1.1.4 Gedéichtniszellen

Durch das immunologische Gedichtnis erfolgt im Falle einer Reinfektion eine schnellere und
effektivere Abwehr als bei der Erstinfektion. Diese Eigenschaft des erworbenen Immunsystems
ist die Grundlage von Impfungen. Dabei wird der Organismus mit einer abgeschwichten Form
oder einem Bestandteil eines Pathogens kiinstlich infiziert, wodurch ein erhohter Schutz gegen
das entsprechende Pathogen entsteht. Fiir die Ausbildung dieses Langzeitschutzes sind die
Gedichtniszellen verantwortlich. Wihrend die iiberwiegende Zahl der Lymphozyten nach der
Immunantwort in den programmierten Zelltod (Apoptose) gehen, iiberlebt ein kleiner Anteil der
LAntigen-gepragten Lymphozyten. Diese differenzieren zu Gedéchtniszellen, die iiber ihre
antigen-spezifischen Rezeptoren Informationen zur Abwehr des entsprechenden Pathogens
weiter tragen und nach einer erneuten Infektion schnell zu Effektorzellen differenzieren. So
bewirkt das immunologische Gedichtnis einen mit dem Alter zunehmenden Schutz gegen
Krankheiten '. Allerdings funktioniert das Immunsystem nicht immer fehlerfrei, so kann es uv.a.

zu einer Immunreaktion gegen korpereigene Antigene (Autoantigene) kommen.

1.1.5 Autoimmunerkrankungen

Das Ergebnis der erworbenen Immunitét sollte normalerweise die erfolgreich Eliminierung von
Fremdantigenen sein. In manchen Fillen kommt es jedoch zu einer Immunreaktion gegen
korpereigene Molekiile (Autoantigene). Da das Autoantigen héufig in groen Mengen vorkommt
und vom eigenen Organismus ,,nachgeliefert” wird, ist das Immunsystem nicht in der Lage das
Autoantigen vollstindig zu beseitigen. Dies fithrt zu langanhaltenden chronischen
Entziindungen, die tddlich enden konnen. Diese Fehlleistung des Immunsystems wird
normalerweise durch verschiedene Kontrollpunkte verhindert. Dabei findet der erste Schritt
wihrend der Reifung der Lymphozyten statt. Hier kommt es zur Eliminierung autogen
erkennender Lymphozyten (negative Selektion). Auch die Erforderlichkeit des zweiten
kostimulatorischen Signals fiir eine erfolgreiche Aktivierung der T- und B-Zellen dient zum
Schutz gegen Autoimmunitidt, wobei T-Zellen dieses Signal von APCs und B-Zellen von Tys-
Zellen erhalten. Weitere Kontrollmechanismen sind regulatorische T-Zellen, sowie der aktivierte
induzierte Zelltod (activation induced cell death: AICD). Dabei fiihrt eine permanente
Aktivierung der T-Zellen zu einer erhohten Expression von Todesrezeptoren (FAS) und ihren
Liganden (FAS-Ligand), wodurch sie in Apoptose gehen. Bekannte Beispiele fiir
Autoimmunerkrankungen sind multiple Sklerose, insulinabhingiger Diabetes (Typ I) und

rheumatoide Arthritis.
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1.1.5.1 Rheumatoide Arthritis

Rheumatoide Arthritis ist die hidufigste systemische Autoimmunerkrankung und fiihrt im
Anfangsstadium zu einer Zerstorung von Gelenken. Im weiteren Verlauf der Krankheit kann es
auch zu Schidigungen anderer Organe, wie Haut, Herz und Lunge, u.a. durch rheumatoide
Nekrosen kommen. Das Autoantigen wurde bisher nicht identifiziert. Es befindet sich in der
Synovialmembran (Gelenkschleimhaut) von Gelenkkapseln, von dort greift die Zerstorung auf
Knorpel und gelenknahe Knochen tiber.

Wihrend der Initiationsphase werden T-Zellen (iiberwiegend Ty) von APCs aktiviert.
Dieser Initiationsphase folgt das Anlocken und Aktivieren weiterer Immunzellen, unter ihnen
auch B-Zellen. Die Entziindung fiihrt ebenfalls zur Aktivierung gewebseigener Zellen, den
Synovialzellen. Diese begrenzen in ein bis zwei Schichten die Gelenkseite der
Synovialmembran. Zu den Synovialzellen gehoren Makrophagen-dhnliche- und Fibroblasten-
dhnliche Zellen. Die Entziindung verursacht die Proliferation und Einwanderung Fibroblasten-
dhnlicher Zellen, die einen sogenannten Pannus bilden. Dieser zeigt ein autonomes, invasives
Wachstum, wobei er Zytokine und Enzyme, z. B. Metalloproteinasen, freisetzt. So kommt es
unter Beteiligung von aktivierten Chondryocyten (Hemmung der Kollagen- und
Proteoglykansynthese, Zunahme der Sekretion von Metalloproteinasen) und Osteoclasten, zu
Zerstorung des Knorpels und des Knochens.

In der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis zeigt sich, wenn auch mit negativen
Wirkungen, die Bedeutung von Zytokinen als Kommunikationseinheit unterschiedlicher Zellen

eines Organismus.

1.1.6 Funktion von Zytokinen im Immunsystem

Zur Kontrolle und Regulation des Immunsystems bedarf es eines komplexen Netzwerkes an
Koordination. Als Mediatoren dienen hierzu Zytokine. Schon fiir die Differenzierung der
hidmatopoetischen Stammzellen zu Immunzellen ist jeweils ein entsprechender ,Satz* an
Zytokinen erforderlich, um den jeweiligen Zelltyp zu determinieren. Die Kommunikation bei der
Aktivierung und Regulation des unspezifischen und spezifischen Immunsystems erfolgt
ebenfalls mit der Hilfe von Zytokinen, wie auch das Anlocken von Zellen an die Orte der

Entziindung und der programmierte Zelltod.
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1.2 Zytokine

Zytokine sind 16sliche Proteinmediatoren, die von Zellen produziert und freigesetzt werden. Sie
beeinflussen das Verhalten ihrer Zielzellen, welche die entsprechenden Rezeptoren fiir das
jeweilige Zytokin in ihrer Plasmamembran tragen. Durch die zeitliche und rdumliche Kontrolle
der Expression und Freisetzung von Zytokinen und deren Rezeptoren kommt es zu einer hohen
Koordination der unterschiedlichen Signale, was fiir die komplexe Kommunikation zwischen
den verschiedenen Zellen des Organismus unabdingbar ist. So spielen Zytokine u.a. in der
embryonalen Entwicklung und, wie bereits oben erwihnt, in der Regulation des Immunsystems

eine wichtige Rolle.

Als Proteine weisen Zytokine eine definierte rdumliche Struktur auf, wobei die kleinste
Einheit eines Proteins, welche selbststindig eine stabile Faltung einnehmen kann, als Domine
bezeichnet wird. Die rdaumliche Anordnung und Verkniipfung der Sekundirstrukturelemente
(a-Helix und B-Faltblatt) in einer Doméne wird als Faltungstopologie bezeichnet. Durch die
unterschiedlichen Faltungstopologien der Zytokine, werden diese in ,,Vier-a-Helix-Biindel*-,

,.B-faltblattreiche®- und kleine ,,0/B-Zytokine* klassifiziert (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1: Unterschiedliche Faltungstopologien der Zytokine. A: Interleukin-2 (PDB-
Nr.: 1M47), ein Mitglied der ,,Vier-a-Helix-Biindel*“-Zytokin-Familie. B&C: Darstellungen von
,,B-faltblattreichen- Zytokinen. (B) TGF- (PDB-Nr.: 1KLC) als Vertreter der Cysteinknoten
und (C) der trimere TNF-o—Komplex (PDB-Nr.: 1TNF) als Mitglied der ,,-Jellyroll“-Familie.

D: Darstellung eines kleinen ,,0/p-Zytokines*, dem Insulin-ghnlichem-Wachsumsfaktor-1 (PDB-
Nr.: 1B9G)

Zur Gruppe der kleine ,0/B-Zytokine“ gehoren Insulin und ,Insulin &dhnliche
Wachstumsfaktoren®, sowie die Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (epidermal growth
factor, EGF). Deren Mitglieder, wie EGF und Transforming Growth Factor (TGF) -t sind in
der Gewebsmodulierung von Bedeutung (Abbildung 1.1D). Zur Klasse der ,,-faltblattreichen
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Zytokine* z#hlt die Familie der ,,Cysteinknoten®. Reprisentanten dieser Familie sind TGF-3 und
die Bone Morphogenic Proteins (BMP) (Abbildung 1.1B). Thnen kommen wichtige Funktionen
in der Embryogenese, aber auch im adulten Organismus bei der Kontrolle von Proliferation und
Differenzierung von Knochen und Bindegewebe, zu. Eine weitere Faltungstopologie der
,.,B-faltblattreichen Zytokine* reprisentiert die Tumor Nekrose Faktor (TNF) Familie (Abbildung
1.1C), die sogenannten ,,-Jellyrolls“. Deren Mitglieder, wie TNF-a und FAS, iibernehmen als
Homotrimere wichtige Aufgaben im Entziindungsgeschehen und in der Induktion der
Apoptose %. Eine groBe Zahl der im Immunsystem bedeutsamen Zytokine wird von der Familie

der ,,Vier-o-Helix-Biindel-Zytokine* eingenommen.

1.2.1 Vier-o-Helix-Biindel-Zytokine

Die ,,Vier-a-Helix-Biindel“-Zytokine (Abbildung 1.1A) bilden eine groBe Zytokinklasse, die
wichtige immunregulatorische Funktionen {ibernimmt. Sie weisen eine gemeinsame
Faltungstopologie auf, die bisher nur bei Zytokinen gefunden wurde und daher als
»wZytokinfaltung™ gilt. Dabei werden iiber drei Loops vier «-Helices verbunden

(Abbildung 1.2A). Diese vier Helices sind in einer ,,auf-auf-ab-ab*“-Topologie angeordnet °.

A B D Immunglobulin-ghnliche
Domiinen
o Fibronektin-I1I-dhnliche
Doménen
ZHR
-
-
-

Zytoplasmatischer
Bereich

Klasse-I-Zytokinrezeptor Klasse-11-Zytokinrezeptor

Interleukin-2  Glyco- Interleukin-10 Rezeptor-1
Rezeptor-f protein 130

Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung der ,,Vier-a-Helix-Biindel‘‘-Zytokine und
Zytokinrezeptoren. A: Faltungstopologie der ,Vier-o-Helix-Biindel“-Zytokine. Die
a-Helices werden durch Zylinder symbolisiert. B: Abbildung eines einfachen- (Interleukin-2
Rezeptor-f) und eines komplexen Klasse-I-Zytokinrezeptors (Glykoprotein 130, gp130),
sowie eines Klasse-II-Zytokinrezeptors (IL-10 Rezeptor-1). Cysteinbriicken werden durch
schwarze-, das WSXWS- Motiv durch weille Balken dargestellt.

Die ,,Vier-o-Helix-Biindel-Zytokine* werden aufgrund weiterer struktureller Merkmale, ndmlich

der Linge der o-Helices, weiter unterteilt. ,,Lang-Ketten-Vier-a-Helix-Biindel-““, oder auch
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Typ-1 Zytokine besitzen «-Helices mit einer Linge von 10-20 Aminosaureresten, wihrend
,kurz-Ketten Vier-o-Helix-Biindel-*“ oder auch Typ-II Zytokine nur 8 —10 Reste pro a-Helix
aufweisen *. Zu der letzteren Klasse gehoren IL-3, IL-4, IL-5 und IL-15, wihrend IL-2, IL-6,
IL-10, Leukemia inhibitory Factor (LIF) und Oncostatin M (OSM) Beispiele fiir die ,,langen-
Ketten-Vier-a-Helix-Biindel“-Zytokine sind. All diese Zytokine benodtigen Rezeptoren, um ihr

Signal den Zielzellen zu vermitteln 3

1.2.1.1 Zytokinrezeptoren

,, Vier-oi-Helix-Biindel“-Zytokine werden von Zytokinrezeptoren gebunden. Der intiale Schritt
zur Ubermittlung des Signals in die Zelle wird dabei durch die Ligation von Ligand und
Rezeptor gebildet. Der finale signaliserende Zytokinrezeptorkomplex enthélt mindestens zwei
Rezeptoren. Die Ligandenbindung fiihrt in den multimeren Rezeptorkomplexen zu einer
Konformationsidnderung, die sich in einer Anndherung und korrekten Orientierung der
cytoplasmatischen Bereiche der Rezeptoren manifestiert. Durch die nun korrekte Anordnung der
Rezeptoren werden Signalkaskaden ausgeltst, die die Nachricht des Zytokins der Zelle
ibersetzen.

Die Zytokin- oder Himatopoetinrezeptoren sind baukastenartig (modular) aufgebaut und
besitzen homologe Strukturmerkmale. Sie durchspannen mit einer hydrophoben Region von 20 —
26 Aminosdureresten die Plasmamembran. Dadurch teilen sie sich in einen extrazelluldren-, den
aminoterminalen und in einen cytoplasmatischen den carboxyterminalen Bereich auf. Der
extraplasmatische Bereich der Zytokinrezeptoren dient zur Ligandenbindung. Er enthilt
mindestens ein Zytokin-Bindungs-Modul (ZBM), welches auch als Zytokinrezeptor-Homologie-
Region (ZHR) bezeichnet wird (Abbildung 1.2B). Dieses Modul wird durch zwei Fibronektin-
Typ-IlI-dhnliche (FN-III) Doméinen gebildet. Bei den Klasse-I-Zytokinrezeptoren weilit die
membran-distale, N-terminale Doméne vier konservierte Cysteinreste auf. Dagegen enthilt die
membran-proximale, C-terminale FN-III-Domine ein typisches Sequenzmotif, das aus der
Sequenzabfolge: Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin gebildet und als WSXWS-Motif (X
steht hier fiir einen nicht konservierten Aminosdurerest) bezeichnet wird 3,

Nicht alle ,,Vier-a-Helix-Biindel-Zytokine* werden iiber Klasse-I-Zytokinrezeptoren
gebunden. So werden die Typ-I- und Typ-II Interferone, sowie Interleukin-10 iiber Klasse-II-
Zytokinrezeptoren gebunden. Diese unterscheiden sich hinsichtlich der Klasse-I-Rezeptoren
durch das Fehlen eines WSXWS-Motif und durch die nicht homologe Lokalisation der
Cysteinreste in den FN-III-Doménen 5 (Abbildung 1.2B). Die FN-III-Dominen der ZHR sind in

einem Winkel angeordnet, so dass sie einem ,,Ellenbogen‘ dhneln. Die Bindung des Liganden
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erfolgt iiber die Loops der B-Faltblitter beider FN-III-Dominen, die sich an der AuBenseite des
Ellenbogens befinden (Abbildung 1.3).

Abbildung 1.3: Ribbondarstellung
des Wachstumshormons im Komplex
mit seinen homodimeren Rezeptoren.
In Rot und Blau dargestellt sind die
Rezeptoren des Wachstumshormons.
Diese binden iiber identische sites,
welche sich an den ,Ellenbogen®
befinden, an das Wachstumshormon

(griin).

1.2.2 Bindungstypen der Zytokinrezeptoren

Die ,,Vier-a-Helix-Biindel-Zytokine* binden an multimere Zytokinrezptoren. Dabei ist die
weinfachste Form der Klasse-I-Zytokinrezeptoren die Bindung des Zytokins an einen
homodimeren Rezeptorkomplex. So rekrutiert das Wachstumshormon (Growth Hormon, GH)
zunichst einen seiner Rezeptoren an den hochaffinen Bindungsbereich (site) 1. AnschlieBend
erfolgt die Bindung des zweiten Rezeptors iiber die niederaffine site II. Wihrend beide
Rezeptoren die gleichen Reste zur Bindung ihres Liganden verwenden, unterscheiden sich die
Bindungsepitope (site I und site 1) des GH, was die unterschiedlichen Affinititen der sites
erkliart. Die Bindung von Rezeptor und Ligand erfolgt primir iiber hydrophobe Reste, die
sogenannte ,hot spots* ausbilden. Diese hot spots sind von einem Ring aus polaren und
geladenen Resten umgeben °. Zur Bindungsenergie tragen iiberwiegend die Kontakte zwischen
den hydrophoben Resten zwischen Ligand und Rezeptor bei, wihrend die hydrophilen Reste fiir
die Spezifitit der Bindung erforderlich sind.

Der signalisierende Komplex von Interleukin (IL) -4 unterscheidet sich von dem des GH.
IL-4 vermittelt sein Signal iiber einen heterodimeren Rezeptorkomplex. Dabei bindet das
Zytokin zundchst an den IL-4-Rezeptor-a, anschlieBend erfolgt die Rekrutierung des
IL-2-Rezeptor-y. Wihrend die Bindung von GH an den GH-Rezeptor durch hydrophobe

Wechselwirkung gekennzeichnet ist, bindet IL-4 seinen o-Rezeptor iiber ein sogenanntes



Einleitung 10

,,Avocadocluster 7. Dabei wird der Kern der ,»Avocado* durch hydrophile, geladene Reste, die
tiber Wasserstoffbriicken mit einander in Wechselwirkung treten, gebildet. Dieser Kern der
Avocado wird von hydrophoben Resten umgeben. Dieser hydrophobe Ring fiihrt zu einer
Abschirmung der polaren Reste von der wissrigen Umgebung. Dies fiihrt zu einer Erhohung der
freien Bindungsenergie und duBert sich in einer hohen Assoziationskonstante ®.

Neben den heterodimeren Komplexen kommt es bei Zytokinen wie IL-2 zur Ausbildung
heterotrimerer Rezeptorkomplexe, indem drei Rezeptoren, IL-2-Rezeptor a, -B und -y, fiir die
Bindung und das Signalisieren des Zytokins erforderlich sind. Wihrend bisher nur einfache
Rezeptoren aufgefiihrt wurden, in denen im extraplasmatischen Bereich nur Doménen vorhanden
sind, die zur Ligandenbindung erforderlich sind, gibt es zudem die Klasse der komplexen
Rezeptoren. Diese Rezeptoren enthalten zusitzliche Dominen, die nicht direkt an der
Ligandenbindung beteiligt sind. Beispiele hierfiir sind signalisierende Rezeptoren der
IL-6-dhnlichen-Zytokine. Beim Glycoprotein 130 (gp130), Leukemia-inhibitory-Factor Rezeptor
und Oncostatin-M Rezeptor folgen auf die membran-distalen, zytokinbindenden Dominen, drei
weitere FN-III-Doménen. Diese sind fiir die Signaltransduktion erforderlich, jedoch nicht an der
Ligandenbindung beteiligt *. Weiterhin zeichnen sich die IL-6-ihnlichen-Zytokine dadurch aus,
dass alle Mitglieder dieser Gruppe mindestens ein Molekiil gp130 als gemeinsamen Rezeptor im
signaltransduzierenden  Rezeptorkomplex beinhalten. Auch die Common  [-Chain-
Zytokinfamilie, bestehend aus IL-3, IL-5 und dem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktor, sowie die Common %»Chain-Zytokine bendtigen jeweils einen

gemeinsamen Rezeptor zur Signaltransduktion.

1.2.3 Common y-Chain Zytokine

Der Klasse der Common yChain-Zytokine gehoren 1L-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21 an.
Bei allen Mitgliedern dieser Familie ist die Rekrutierung des y-Rezeptors von Interleukin-2
(IL-2) zur Ausbildung ihres signaltransduzierenden Rezeptorkomplexes unerlidsslich. Daher wird
der IL-2-Rezeptor-y auch als Common }Chain bezeichnet. Des weiteren erfordert die
Signaltransdukion dieser Zytokinfamilie das Vorhandensein eines jeweils spezifischen
o-Rezeptors. 1L-4, IL-7, IL-9, und 1L-21 vermitteln ihre Effekte iiber heterodimere Rezeptoren.
Anders IL-2 und IL-15, sie signalisieren iiber heterotrimere Rezeptorkomplexe, die zusitzlich

zum spezifischen a-Rezeptor den Interleukin-2--Rezeptor (IL-2Rf3) enthalten.
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Die Bedeutung der Common %Chain-Zytokine im Immunsystem wird bei dem
genetischen Ausfall der Common %Chain deutlich. Defekte in der von dem Rezeptor
vermittelten Signaltransduktion #@uBern sich in schweren kombinierten Immundefizienzen
(severe combined immunodeficiency, SCID). Dabei ist X-SCID, auch bekannt als ,,bubble boy
disease*, direkt auf einen Defekt in dem Gen der Common »Chain zuriickzufiihren.
Immundefizienzen sind angeborene oder erworbene Fehlfunktionen des Immunsystems, die sich
in einer hohen Anfilligkeit fiir Infektionen duflern. Opportunistische Krankheitserreger, die im
gesunden Organismus kaum Schaden anrichten, fithren bei SCID-Patienten héufig schon
innerhalb des ersten Lebensjahres zum Tode. Gliicklicherweise kann dies in den meisten Féllen
durch Knochenmarkstransplantation verhindert werden.

Auf zelluldrer Ebene fiihrt X-SCID zu einer blockierten Differenzierung und Proliferation
von T- und NK-Zellen. Zwar sind reife B-Zellen im humanen Organismus vorhanden, sind aber
nicht vollstindig funktionsfahig. Dabei wird die fehlerhafte Antikorperproduktion der B-Zellen
auf die fehlenden Signale von IL-21 und IL-4 zuriickgefiihrt. IL-4 steht jedoch ein alternativer
Rezeptorkomplex zur Signaltransduktion zur Verfiigung, der sich aus dem IL-4 Rezeptor-o. und
dem IL-13 Rezeptor-o2 zusammensetzt. Dies und die allgemein vorhandene Redundanz der
Zytokine sind mogliche Erkldrungen fiir die Existenz der B-Zellen in X-SCID-Patienten. Der
Verlust der T- und NK-Zellen ist hingegen durch das Fehlen der von IL-7 und IL-15 vermittelten
Effekte begriindet °. Diese Phinotypen beruhen auf dem weitgeficherten Wirkungsspektrum der
Common )-Chain-Zytokine, von Differenzierung und Aktivierung bis hin zur Induktion oder
Pravention der Apoptose von Immunzellen. So ist IL-2 sowohl in der Lage naive T-Zellen zur

Proliferation zu aktivieren, als auch in aktivierten T-Zellen die Apoptose einzuleiten.

1.2.4 Interleukin-2 und Interleukin-15

Interleukin-2 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von T-Zellen. So ist das Zytokin in
vitro und in vivo in der Lage T-Zellen zur Proliferation zu stimulieren.

Bevor naive T-Zellen aktiviert werden, exprimieren sie f— und y —Rezeptoren des IL-2.
Tritt eine naive T-Zelle mit ihrem spezifischen Antigen und kostimulatorischen Molekiilen,
prasentiert durch APCs, in Wechselwirkung, kommt es zur Aktivierung der T-Zelle. Durch die
darauthin resultierende Expression von IL-2 und seinem «-Rezeptor (CD25), werden die
T-Zellen durch einen autokrinen Loop zur Proliferation stimuliert. Weitere Funktionen von 1L-2

sind der Erhalt der peripheren Toleranz von T-Zellen zum Schutz des Organismus vor
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autoreaktiven T-Zellen. So fiihrt IL-2 zur Induktion des AICD bei permanent aktivierten
T-Zellen. Fiir die Entwicklung der (CD4" CD25") regulatorischen T-Zellen, welche potentiell
autoreaktive T-Zellen supprimieren, ist IL-2 unerldsslich. Weiterhin erhoht IL-2 die zytolytische
Aktivitdat von NK-Zellen und wirkt auf die Differenzierung der Ty,-Zellen.

IL-2 und IL-15 verwenden die gleichen signaliibertragenden Rezeptoren, den IL-2Rf und
die Common ¥#Chain ">, Daher ist es nicht verwunderlich, dass IL-15 durch seine Fihigkeit
entdeckt wurde, die IL-2 vermittelte T-Zellproliferation zu imitieren ' ' '*. Auch die Erh6hung
der zytolytischen Aktivitdt der NK-Zellen sind beiden Zytokinen gemeinsam. Dem gegeniiber
steht jedoch eine erhebliche Zahl an unterschiedlichen Funktionen, die in den Phidnotypen der
»knock-out Mdiuse der Zytokine und ihrer spezifischen o-Rezeptoren deutlich werden. Im
Einklang mit den oben genannten Funktionen von IL-2, zeigen IL-2 und IL-2Ra ,, knock-out
Miuse eine erhohte Zahl an T- und B-Zellen, sowie die Ausbildung von

15, 16

Autoimmunphénotypen . Bei IL-15 und IL-15R ,, knock-out “ Miusen kommt es zu keiner

Ausbildung von Autoimmunerkrankungen. Diese Miuse sind durch eine reduzierte Zahl an
CD8"-Gedichtnis-, NK and NK-T Zellen gekennzeichnet 1718

Dies und die Tatsache, dass IL-15 den von IL-2 vermittelten AICD supprimiert 19, weilt auf ein
hohes proinflammatorisches Potential von IL-15 hin.

Weitere Unterschiede bestehen in dem Expressionsmuster von IL-2 und IL-15, sowie
thren spezifischen o-Rezeptoren. So werden IL-2 und IL-2Ra ausschlielich von
himatopoetischen Zellen, iiberwiegend den T-Zellen, exprimiert. Die Expression von IL-15 und
seinem o-Rezeptor erfolgt hingegen auf einer grolen Zahl unterschiedlicher Zelltypen, zu denen
nicht nur Zellen des Immunsystems gehoren. So konnten die mRNAs von IL-15- und IL-15Ra
in Herz, Lunge, Leber und Skelettmuskeln nachgewiesen werden 2022 Neben den verschiedenen
Expressionsmustern der Zytokine und ihren o-Rezeptoren, bestehen weitere Unterschiede

beziiglich ihrer Rezeptorkomplexe.

1.2.5 Interleukin-2- und Interleukin-15-Rezeptoren

IL-2 und IL-15 signalisieren iiber den IL-2Rp und die Common ¥Chain '*". Beide Rezeptoren
sind typische Vertreter der Klasse-I-Zytokinrezeptoren, welche zur Ligandenbindung die ZHR
verwenden. Neben diesen Rezeptoren besitzen IL-2 und IL-15 zusitzliche spezifische
a-Rezeptoren, den IL-2Ro. bzw. IL-15Ro ?°. Diese Rezeptoren gehdren nicht der

Zytokinrezeptorfamilien an, weisen untereinander jedoch hohe Homologien auf.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe von IL-15.

A: Der minimale signalisierende Rezeptorkomplex des IL-15 besteht aus den

IL-2RP und -y. B: Das Vorhandensein des IL-15Ra (blau), erhoht die Affinitit

des Komplexes zu seinem Liganden, ist jedoch nicht fiir das Signalisieren iiber

den IL-2RP und -y erforderlich. C: Beim transsignaling présentiert z.B. ein

Makrophage einer CD8"-T-Gedichtniszelle das Zytokin, wodurch diese ein

,Uberlebenssignal‘ erhilt.

Die Ligandenbindung des IL-2Ra und IL-15Ra erfolgt iiber eine wesentlich kleinere Einheit als
sie die ZHR mit etwa 200 Aminosdureresten darstellt. Sie wird von einer Proteindomine
vermittelt, die als ,,Sushi-Doméne* bezeichnet wird 2 Diese B-Sandwich-Dominen wurden
zuvor in Proteinen des Komplement- und Blutgerinnungssystems gefunden **. Sushi-Doménen
zeigen typischerweise eine Grofle von 60 — 70 Aminosdureresten und enthalten zwei
konservierte Cysteinbriicken 2526,

Der IL-2Ra enthédlt zwei Sushi-Doménen und bindet seinen Liganden mit relativ
niedriger Affinitit (K, ~ 10> M™"). Dem gegeniiber bindet der IL-15Rq., der nur eine Sushi-
Domiine aufweist, seinen Liganden mit einer 1000-fach héheren Affinitit (K, ~ 10'' M™") 2'. Die
Signaltransduktion des IL-2 erfolgt durch die Bindung an seinen o—, B— und y-Rezeptor. IL15 ist
zudem in der Lage ohne seinen a-Rezeptor, nur iiber B- und y-Rezeptoren, zu signalisieren. Da
die hohe Affinitit des IL-15Ra das ,tramssignaling” des IL-15 ermoglicht *’. Beim
transsignaling wird das Zytokin, gebunden an der Oberfliche einer Zelle, einer anderen Zelle
prasentiert (Abbildung 1.4). Die Prasentation von IL-15, verbunden mit dem endosomalen

Recycling des IL-15/IL-15Ro-Komplexes, fithrt in biologischen Systemen zu einer
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langanhaltenden Persistenz des Zytokins % Dies scheint u.a. fiir das Uberleben von CD8*-T-
Zellen, sowie fiir die niedrigen Konzentrationen des proinflammatorischen Zytokins in

biologischen Fliissigkeiten gesunder Organismen erforderlich zu sein .

1.2.6 Interleukin-15

Anders als IL-2 hat IL-15 auch Effekte auf Zellen, die keine direkte Verbindung zum
Immunsystem aufweisen. So wurde gezeigt, dass IL-15 anabolisch auf Skelettmuskeln wirkt und
in der Lage ist, Angiogenese des GefiBendothels zu induzieren *°.

In der Immunantwort spielt IL-15 in allen Phasen der Abwehr, Aktivierung- und
Effektorphase, sowie bei der Ausbildung bzw. dem Erhalt des immunologischen Gedéchtnisses
eine entscheidende Rolle. So kommt es in der Phase der Aktivierung des angeborenen
Immunsystems in den APCs, wie Makrophagen und dendritischen Zellen, zur Expression von
IL-15 und dem IL-15Ra %', Weiterhin wird vermutet, dass IL-15 fiir die Initiation der T-
Zellaktivierung zustindig und fiir die ersten fiinf Zellteilungen der aktivierten T-Zellen
verantwortlich ist **. Zusitzlich wirkt IL-15 chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten,
NKZellen und T-Lymphozyten, indem es die Expression von Chemokinen und deren Rezeptoren
induziert. Auch fiir die Ausbildung des immunologischen Gedichtnis ist IL-15 unerlisslich **,
Dies duBert sich in der reduzierten Zahl der CD8*-Gedichtniszellen in IL-15 ,knock-out“
Mausen.

Die hohe proinflammatorische Aktivitit von IL-15, verbunden mit dem weitverbreiteten
Expressionsmuster und dem anti-apoptotischen Charakter, fithren zu einer potentiellen
Gefidhrdung des Organismus durch anormale Entziindungen. So wurde gezeigt, dass IL-15 an der
Pathogenese von chronischen Entziindungen wie Psoriasis (Schuppenflechte) und chronischen
Darmentziindungen, aber auch an Autoimmunerkrankungen, wie insulinabhingiger Diabetes

33, 34 ..
» 34 Daher iiberrascht es

(Typ I), Multipler Sklerose und rheumatoider Arthritis, beteiligt ist
nicht, dass im gesunden Organismus die IL-15 Expression streng reguliert wird > *°. Unter
anderen schlug Nishimura et al. ein Modell der transkriptionellen Regulation vor. Dabei fiihrt
IL-15, zusammen mit seinem «o-Rezeptor, zu einer negativen Riickkopplung der eigenen
Genexpression *°. Das Modell basiert auf der Entdeckung, dass von den acht existierenden
Spliceformen des IL-15Ra nur diejenigen, die die Fahigkeit besitzen IL-15 zu binden und damit
die Sushi-Domiine enthalten, durch ihre Kernlokalisationssequenz in den Zellkern gelangen . In

dem Modell wurde vermutet, das IL-15 iiber die Bindung an den IL-15Ra den Zellkern erreicht

. .. . . .. 36
und dort die Transkription seines eigenen Genes reprimiert ~.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine l6sliche Form des IL-15Ra im Organismus
existiert. Diese Form des Rezeptors wird durch enzymatische Abspaltung (Shedding) von der
Plasmamembran durch das ,,fumor necrosis factor-o-converting enzyme* (TACE/ADAMI17)
generiert 339 Weiterhin wurde gezeigt, dass die 16sliche Form des Rezeptors antagonistische
Eigenschaften aufweist ¥ So konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass der 10sliche

« 40

IL-15Ra in der Lage ist, ,,Kollagen vermittelte Arthritis® ™, ,,kurz Zeit Carragenan-induzierte

“ 2 und die Induktion von allergischen Entziindungen *' zu supprimieren, sowie

Inflammationen
die Uberlebenszeit von allogenen Herztransplantaten zu verlingern . Diese Ergebnisse weisen
auf ein hohes therapeutisches Potential des 16slichen IL-15Ro hin. Solche therapeutisch
einsetzbaren Molekiile lassen sich durch ein rationelles Design generieren. Grundlage eines
solchen Designs ist die dreidimensionale Struktur der Sushi-Domédne des IL-15Round die

Kenntnis der Interaktion mit seinem Liganden.

1.3 NMR-Spektroskopie

Zur Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen dient, neben der
Rontgenstrukturanalyse, die kernmagnetische Resonanz-Spektroskopie (Nuclear magnetic
Resonance, NMR) **. Mittels der NMR-Spektroskopie ist es mdglich geworden, die Struktur von
Proteinen in LOsung zu bestimmen. Zusitzlich erlaubt die Methode die Untersuchung
dynamischer Prozesse, wie z.B. Rezeptor- und Ligandinteraktionen.

Den Grundstein der NMR-Spektroskopie legten Bloch ** und Purcel ** 1946 mit der
Entdeckung der Kernresonanz-Signale von Atomkernen. Zur weitreichenden Verbesserung, und
damit zu Anwendungsmdoglichkeiten in der Proteinbiochemie kam es in den 60iger Jahren durch
die Einfilhrung der Fourier-Transformation-(FT) % und der mehrdimensionalen NMR-
Spektroskopie *’. So ist heute die NMR-Spektroskopie eine Standardmethode, mit der die
strukturelle Aufklirung von Proteinen bis zu einer GroBe von 80 kDa ** bzw. 100 kDa ** maglich

geworden ist.

1.3.1 Grundlagen der NMR-Spektroskopie

Viele Atomkerne weisen einen Eigendrehimpuls auf, sie rotieren um ihre eigene Achse
(Abbildung 1.5A). Hierdurch erzeugen Kerne, die einen Gesamtdrehimpuls ungleich Null
besitzen, ein kernmagnetisches Moment (u). Der Gesamtdrehimpuls (I) setzt sich aus den

Einzeldrehimpulsen der Protonen und Neutronen eines Atomkerns zusammen. Dabei besitzen
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die meisten Kerne, die in der hochauflosenden NMR-Spektroskopie Verwendung finden, einen
Gesamtspin von [ =12 (IH, 15N, 13 C). Werden diese Atomkerne einem statischen Magnetfeld (By)
ausgesetzt, so richten sich diese entlang des dufleren Magnetfeldes in paralleler o (1 spin up)

oder antiparalleler B (| spin down) Orientierung aus (Abbildung 1.5B/ 1.5C).

A B C
A
E

Abbildung 1.5: Ausrichtung der Atomkerne im iuBeren Magnetfeld. A: Atomkerne, z.B. 'H,
rotieren um ihre eigene Achse. Die Rotation der Ladung bewirkt die Ausbildung eines
magnetischen Feldes, dhnlich eines Stabmagneten. B: Erst durch den Einfluss eines dufleren
Magnetfeldes kommt es zur Ausrichtung der Atomkerne in paralleler oder antiparalleler
Orientierung. C: Entsprechend dem Zeeman-Effekt bestehen fiir 'H zwei Energieniveaus, +v2 (o)
und —%2 (B), dessen Energiedifferenz mit zunehmenden duBeren Magnetfeld steigt.

Die dabei induzierten Energieniveaus werden entsprechend der Boltzmannverteilung (no/np =

e-AE/KT - ¢ -hyBo) besetzt, wobei die parallele o—Ausrichtung zum #uBeren Magnetfeld die
energetisch giinstigere darstellt. Die Energiedifferenz wird dabei durch AE = hyBy beschrieben.
Hierbei wird 7y als gyromagnetische Konstante bezeichnet, welche die Empfindlichkeit eines
Kerns in der NMR-Spektroskopie wiederspiegelt (h = h/2m, wobei h das Planksche
Wirkungsquantum darstellt). Je groBer vy ist, desto empfindlicher ist der Kern (siche Tabelle 1.1).
Der niedrige Besetzungsunterschied, der durch das duflere Magnetfeld induzierten
Energieniveaus und das seltene Vorkommen der °N-, *C-Isotope (siehe Tabelle 1.1) fiihrt zu
einer relativ geringen Sensitivitit der NMR-Spektroskopie, welche durch Markierung der
Proteine mit den entsprechenden Isotopen und durch zunehmend stirkere Magneten verbessert
wird. Die Orientierung der Spins entlang des dufleren Magnetfeldes wird als longitudinale oder
auch z-Magnetisierung bezeichnet. Durch die zum dufleren Magnetfeld senkrechte Einstrahlung
eines hochfrequenten magnetischen Wechselfeldes (Radiofrequenzpuls) wird das Gleichgewicht
der Besetzungen gestort, die Spins orientieren sich entlang der xy-Ebene, in einer transversalen
Magnetisierung (My, My), die Energieniveaus sind nun gleichbesetzt (da M, - O ist, Abbildung
1.6). In der xy-Ebene prizedieren die Spins mit ihrer Lamorfrequenz (), entsprechend
AE =hvp= hwoy, induzieren in einer Empfingerspule ein Spannung und kehren durch

Relaxationsprozesse zuriick in die longitudinale Magnetisierung.
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Tabelle 1.1: Kernspin, natiirliche Hiufigkeit und gyromagnetische

Verhiiltnisse einiger wichtiger Kerne fiir die NMR-Spektroskopie.

Kernisotop Spin natiirliche Y (gyro-magnetisches
Haufigkeit Verhiltnis) 10'rad T''s™

"H 15 99,98 26,7519
’H 1 0,016 4,1066
N 1 99.63 1,9338
N 15 0,37 2712
2c 0 98,9 -

B¢ Vs 1,108 6,7283

Bloch beschrieb diesen Vorgang mit Zeitgesetzen erster Ordnung und unterscheid dabei zwei
Prozessen, die longitudinale— (T;) und die transversale- (T,) Relaxation 0 Erstere wird durch die
Wechselwirkung des Spins mit seiner Umgebung bestimmt und daher auch als Spin-Gitter-
Relaxation bezeichnet. Die transversale Relaxation ist hingegen abhingig von den
Wechselwirkungen der Spins untereinander und wird daher auch als Spin-Spin-Relaxationszeit
benannt. Die Relaxation ist von der Dynamik und damit auch von der Grofe des Molekiils, dem
Molekulargewicht (MW), abhéngig. Dieser Zusammenhang wird von der Korrelationszeit (7.)
beschrieben [MW =~ 271.]. Sie gibt die Frequenz an, mit welcher die einzelnen Spins um die
z-Achse rotieren und steht mit der T,-Relaxation im umgekehrt proportionalen Verhiltnis

[T~ (5T2) 1.

A B C D
A A A A
z Z Z z
< < < <
JX S X S X S X
’ ’ ’ ’ u
TN N N CEX
¢ ’ ’ ’
’ N / N ’ £ >
’ g ’ 4 ’ 7 "
/ y / y % ¥ \\_'/ y
M
’ ’ ’ ’ Ha

Abbildung 1.6: Wirkung eines 90° Pulses auf die z-Magnetisierung. A: Durch den Einfluss
des duBeren Magnetfeldes befindet sich die makroskopische Magnetisierung in der z-Achse. B:
Ein von — x Richtung kommender Radiofrequenzpuls fiihrt die Spins rechtshindig in auf die +y-
Achse. C: Ausgehend von dieser Orientierung prizedieren die Spins je nach ihrer chemischen
Umgebung mit unterschiedlicher Magnetisierung (u) und daraus resultierender Geschwindigkeit
in der x,y-Ebene, wo sie eine entsprechende Spannung in eine Empfingerspule induzieren.
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Je groBer nun die Korrelationszeit (T.) ist, desto schneller relaxieren die Spins und kehren zuriick
in die z-Magnetisierung. Dies hat zur Folge, dass mit zunehmender Grofle des Proteins die
Signale schwicher werden, da die Spins nur relativ kurz eine Spannung in der Empfingerspule
induzieren. Das Signal, welches registriert wird, nimmt daher mit der Zeit ab. Die Abnahme der
Signalamplituden wird aus diesem Grund auch als ,,Freier Indukionsverfall (free induction
decay, FID) bezeichnet. Detektiert wird folglich die transversale Magnetisierung, welche aus
einer Uberlagerung von Sinuskurven einer Kernsorte besteht. Durch die Fourier-Transformation
(FT) wird dieses zeitabhiingige Signal anschlieend in eine Frequenzdomaéne tiberfiihrt, wodurch
ein eindimensionales (1D) Spektrum entsteht.

Wie erwihnt entstehen die Signale im Spektrum durch die transversale Magnetisierung,
die durch die Wechselwirkung der Spins bzw. Atomkerne innerhalb eines Molekiils
gekennzeichnet wird. So werden Orbitale und Elektronen eines Atomkerns durch benachbarte
Atome beeinflusst. Ziehen elektronegative Atome die Bindungselektronen der Nachbarn zu sich
heran (negativer induktiver Effekt), werden diese Kerne entschirmt, d.h. sie sind stirker dem
duBeren Magnetfeld ausgesetzt. Dagegen verstirken Atome mit einem positiven induktiven
Effekt das lokale Magnetfeld ihrer Nachbarn und schirmen diese so ab. Dadurch entsteht fiir
jeden Atomkern eine charakteristische Umgebung, ein charakteristisches lokales, effektives
Magnetfeld (Beg). Dieses legt gemeinsam mit dem gyromagnetischen Verhiltnis die
Lamorfrequenz des entsprechenden Kerns fest. Die Frequenzen der einzelnen Kerne werden in

ppm (parts per million) angegeben, die sich aus dem Quotienten aus der Differenz der
Resonanzfrequenz und Trigerfrequenz (w-wp) und der Trigerfrequenz (Sppm - ("3‘(00)/0)0)

ergeben. Die Frequenzen einer Kernsorte liegen im Bereich weniger ppm. Proteine besitzen eine
Vielzahl @hnlicher Kerne. Dies fiihrt hdufig zu starken Signaliiberlagerungen in 1D-Spektren.

Durch die Einfithrung einer zweiten Dimension ist es moglich, dies zu vermindern.

1.3.1.1 Mehrdimensionale Spektren

Durch die Einfithrung einer weiteren Dimension in NMR-Spektren ist es moglich geworden
1D-Spektren zu entzerren, und so diese Technik fiir die Proteinbiochemie zugénglich zu machen.
Wie in Abbildung 1.7A dargestellt besteht ein 1D-Spektrum aus der Prdparation und der
Detektion. Im einfachsten Fall besteht die Priparationsphase aus der Einstrahlung eines einzigen
Radiofrequenzpulses. AnschlieBend erfolgt in der Detektionsphase die Aufnahme des FID
(t;-Zeit). Die Einfiihrung einer Evolutions- und Mischzeit zwischen Préparations- und

Detektionszeit ist die Grundlage der 2D-Spektren (Abbildung 1.7B).
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung eines 1D- und eines 2D NMR-Experimentes. A:
Ein 1D-Experiment besteht aus den Phasen der Priparation und der Detektion. Der 90° Puls wird
durch einen Balken dargestellt. B: Die Einfithrung der Evolutions- und Mischzeit ermdoglicht die
Aufnahme von 2D-Spektren. C: Schematische Darstellung eines 2D homonuklearen
Hohenliniendiagramms. Kern ,,A“ und ,,B*“ koppeln miteinander, dies resultiert in den, mit ,,x*
markierten Kreuzsignalen.

Wihrend der Evolutionszeit (t;-Zeit) prizedieren die Kerne entsprechend ihrer Lamorfrequenz
frei in der xy-Ebene. Anschlieend erfolgt eine Mischsequenz, die je nach Art der Spektren aus
unterschiedlichen Pulsen und Wartezeiten bestehen kann. Erst nach der Mischsequenz erfolgt die
Detektionsphase (t;-Zeit). Durch Variation, d.h. Zunahme der Evolutionszeit (t;-Zeit) um einen
festen Betrag, erfolgt die Mischsequenz zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Spinevolution in
t;, wobei jeweils die Magnetisierung vom ersten Kern (t;) auf einen zweiten Kern (t;) libertragen
wird. Dadurch wird die t,-Zeit entsprechend der zunehmenden Evolution in t; moduliert. Mittels
FT der t;-Richtung wird ein 1D-Spektrum erhalten, durch eine zweite FT in Richtung t; entsteht
das 2D-Spektrum. Dies wird iiblicherweise als Hohenliniendiagramm dargestellt.

Entlang der x- und y-Achse eines Quadrates befinden sich die 1D-Spektren, der t,- und
t;-Richtung, die nun iiber die Flache des Quadrates separiert werden. Die Signale erscheinen als
Hohenlinien dhnlich einer Kreisform und werden auch als ,,Peaks bezeichnet. Sind der erste
und der zweite Kern gleich, z.B. 'H, so entstehen homonukleare Spektren. Unterscheiden sich
die Kerne, z.B. 'H und "°N so werden diese Spektren als heteronuklear bezeichnet. Durch die
Einfiihrung einer weiteren Mischzeit entstehen 3D-Spektren. Hier sind die Signale nicht mehr
auf einer Fldche, sondern auf einem Quader verteilt und weiter separiert.

Zur Ubertragung der Magnetisierung von Kernl auf Kern2, wihrend der Mischzeiten,
werden zwei Mechanismen verwendet, die skalare Kopplung und die dipolare Kopplung. Bei der

skalaren Kopplung verlauft der Transfer direkt iiber die chemischen Bindungen in einem
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Molekiil, wihrend die Ubertragung mittels dipolarer Kopplung iiber den Raum erfolgt. Durch die
Ausnutzung letzterer Kopplung ist es moglich die rdumliche Struktur von Molekiilen zu

ermitteln *%.

1.4 Ziel der Arbeit

Eine Reihe von inflammatorischen Erkrankungen ist mit einem Ungleichgewicht der
IL-15/IL-15Ro Expression verbunden. Wihrend im gesunden Organismus IL-15 nur schwer in
biologischen Fliissigkeiten nachzuweisen ist, dndert sich dies in der Pathogenese dieser
Krankheiten 2* **. Da IL-15 in der friihesten Induktionsphase der Immunantwort, sowie in dem
weiteren Fortschreiten der Entziindungen eine erhebliche proinflammatorische Rolle spielt, ist
die Entwicklung IL-15 neutralisierender Molekiille, wie der losliche IL-I15Ra ein
vielversprechender Ansatz diesen pathogenen Entziindungen Einhalt zu gewihren. Dabei
erfordert ein rationales Design eines antagonistischen Molekiills die Kenntnis der
Bindungsflachen und des Interaktionsmodus des Zielproteins, hier IL-15, und seines Rezeptors.
Die Kenntnis der Struktur der Bindedomine des IL-15Ra, der Sushi-Doméine, und einem
Interaktionsmodell des Komplexes kann hierzu als Basis dienen. Daher war das Ziel dieser
Arbeit, die Sushi-Domine des IL-15Ro rekombinat herzustellen und ihre Struktur mittels

multidimensionaler NMR-Spektroskopie aufzukldren.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien waren in pro Analysequalitit und von den Firmen Fluka (Buchs,
Schweiz), Merck (Darmstadt), Riedel-de Hien (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-
Aldrich (Miinchen). Kits wurden von der Firma Quiagen (Hilden) und Enzyme sowie dNTPs
wurden, wenn nicht anders erwihnt, von der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Die
Handhabung der Kits und Enzyme entsprach den Angaben der Hersteller. Fiir enzymatische
Reaktionen und Kits wurden jeweils die mitgelieferten Puffer verwendet. Die iibrigen Puffer

wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt und sind in Anhang I aufgefiihrt.

2.1 Verwendete Bakterienstimme und Plasmide

Es wurden folgende Escherichia (E.) coli Stimme (Tabelle 2.1) und Plasmide (Tabelle 2.2)

verwendet:

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstimme.

Bakterienstimme Verwendung
E. coli DH5o (Invitrogen) Klonierung
E. coli SG13009 [pREP4] (Quiagene) Proteinexpression

Tabelle 2.2: Verwendete Vektoren. Ptac, ein Hybrid-Promotor aus Tryptophan-Synthetase-
und B-Galactosidasepromotor; GST, Expressionskasette der Glutathion-S-Transferase; MCS,
multiple Klonierungsstelle (multplei cloning site); Amp', Ampicillin-Resistenz-Gen (B-
Lactamase); lacl, kodierender Bereich des lac-Repressors; PTS, TS-Promotor; lac O, Lac-
Operon; RBS, Ribosomen-Bindungsstelle; His-Tag, 6*His-tag kodierender Bereich; ori,
Origin of Replication; Kana', Kanamycin-Resistenz-Gen.

Plasmide Charakteristika Referenzen

pGEX-2T Ptac, GST, MCS, Amp', lacl, ori pPBR322 Amersham Bioscience
pQE 30 PTS5, lac O, RBS, His-Tag, MCS, ori Col E1, Amp" Quiagen
pREP4 lac I, Kana', p15A ori Quiagen

2.2 Anzucht und Selektion der Bakterien

Zur Anzucht und Selektion der E. coli Stamme wurden, wenn nicht anders erwihnt, Lurial Broth
Base Medium, Miller (LB; Qbiogene, Heidelberg) und Lurial Broth Agar (1,2%) verwendet.
Diese wurden fiir 20 Minuten bei 121°C und 1 bar sterilisiert. Zur Selektion der Bakterien

wurden die in Tabelle 2.3 angegebenen sterilfiltrierten Antibiotika zugegeben.
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Tabelle 2.3: Verwendete Antibiotika.
Antibiotikum Verwendete Stammlosung Endkonzentration im Medium

Ampicillin 50 mg/ ml in H,O 100 pg/ ml

Kanamycin 30 mg/ ml in H,O 30 ug/ ml

2.3 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische ~Methoden wurden, wenn nicht anders erwihnt, nach den

Standardprotokollen von Sambrook et al. °' und Ausubel ez al. >* durchgefiihrt.

2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zu prédparativen und analytischen Zwecken verwendet. Die Reaktionsansitze
hatten generell ein Volumen von 50 ul. Die im Anhang II angegebenen Primer wurden von der

Firma MWG (Martinsried) erhalten und auf eine Konzentration von 10 pmol/ul eingestellt.

2.3.1.1 Priparative PCR

Zur praparativen Vervielfdltigung des gewiinschten DNA-Abschnitts wurde der in Tabelle 2.4
angegebene Reaktionsansatz mit der PLATINIUM®PfxPolymerase (Invitrogen, Karlsruhe) und das

in Tabelle 2.5 aufgefiihrte Temperaturprogramm verwendet.

Tabelle 2.4: Verwendeter 50 ul Ansatz

der priparativen PCR.
Sul Puffer
1,5l dNTPs (je 10mM)
I ul Template (1pg-1ng)
0,5 ul Mg>SO4 (100 mM)
2,5 ul 5’ Primer (10 pmol)
2,5ul 3’ Primer (10 pmol)
3ul Enhancer
34 ul dest. Wasser

1 ul Pfx-Polymerase




Material und Methoden

23

Tabelle 2.5: Temperaturprogramm der priparativen PCR.

Vorgang Temperatur Zeit (sec) Cyklen
Initiale Denaturierung 94°C 300
Denaturierung 94°C 30
Annealing 58°C 60 26x
Extension 68°C 30
Abschlielende Extension 68°C 600
Kiihlung 4°C 00

2.3.1.2 Analytische PCR

Die Kolonien transformierter Bakterien wurden von Ligationsplatten in PCR-Reaktionsgefif3e

tiberfiihrt. Anschlieend wurde der in Tabelle 2.6 aufgefiihrte Reaktionsansatz hinzugefiigt und

das in Tabelle 2.5 angegebene Temperaturprogramm, mit einer Denaturierungstemperatur von

95°C und einer Extensionstemperatur von 72°C, durchgefiihrt.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes

einer priparativen PCR.

Sul

1ul

3ul
1,5ul
1,5ul
37,5ul
0,5 ul

Puffer
dNTPs (je 10 mM)
MgCl; (25 mM Endkonz. 1,5 mM)
5’ Primer (10 pmol)
3’ Primer (10 pmol)
dest. Wasser

Tag-Polymerase

2.3.2 DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung der DNA erfolgte mittels Typ-II Restriktionsendonucleasen. Ein typischer

praparativer Anstatz von 30 ul setzte sich wie folgend zusammen:

Tabelle 2.7: Typischer Ansatz eines Restriktionsverdaus.

22 ul
6 ul
I ul
I ul

DNA (aus Miniprep)




Material und Methoden 24

2.3.3 Isolierung und Reinigung von DNA- Fragmenten

Zur Auftrennung der DNA-Fragmenten wurde das ,,Sub-Cell®GT, Agarose Gel Elektrophorese
System* verwendet (BIO-RAD, Miinchen). Dabei erfolgte die Auftrennung in 1,5%igen
Agarosegelen bei 100 Volt. Als Laufmittel diente TE-Puffer. Die DNA-
Molekulargewichtsmarker XIII und X (Roche, Mannheim) wurden als Standards verwendet. Zur
Isolierung der erwiinschten DNA-Fragmente wurden die entsprechenden Banden des Gels

ausgeschnitten und die DNA-Fragmente mit dem ,,QIAquick™ Gelextraktions Kit* gereinigt.

2.3.4 Isolierung von Plasmiden
Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte aus 4 ml-Ubernachtkulturen mittels des ,,QIAquick™

Miniprep Kits*.

2.3.5 Ligation

Bei der Ligation wurde ein Insert zu Vektor Verhiltnis von 4 zu 1 gewihlt. Der Ligationsansatz
wurde iiber Nacht bei 17°C inkubiert. Entsprechend der Angaben des Herstellers setzte sich ein

20 pl Ansatz wie folgend zusammen:

Tabelle 2.8: Beispiel eines 20 pl

Ligationsansatzes.
I ul T4-Ligase
2ul Puffer
4 ul Insert
2ul Vektor
11ul dest. Wasser

2.3.6 Transformation des E. coli Stammes DH50

Die chemisch kompetente DH5a-Zellen wurden bei —80°C gelagert und fiir die Transformation
auf Eis aufgetaut. Zu 50 ul der kompetenten Bakterien wurden 5 pl eines Ligationsansatzes
gegeben und 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 1,5 Minuten auf
42°C erhitzt, 400ul 37°C warmes LB-Medium zugeben und fiir 1 Stunde bei 37°C und 180
Umdrehungen pro Minute (rpm) inkubiert. Nach Zentrifugation (5 Minuten bei 1301 g,
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,wZentrifuge 5417R%, Eppendorf, Hamburg) wurden 400 pl des Uberstandes abgenommen und
die Bakterien in der verbleibenden Fliissigkeit resuspendiert. Je 1/10 bzw. 9/10 der
transformierten Bakterien wurden auf LB-Agar-Platten mit entsprechenden Antibiotikum

ausgestrichen und iibernacht bei 37°C inkubiert.

2.3.7 Transformation des E. coli Stammes SG13009

Zur  Transformation des E. coli Stammes SGI13009 wurde die ,schnelle
Transformationsmethode* verwendet >°. Dabei wurden 2-3 Kolonien von einer frisch
ausgestrichenen LB-Agar-Platte in ein 1,5 ml-Reaktionsgefd3 iiberfithrt, 200 ul
Transformationspuffer zugegeben und vorsichtig resuspendiert. Nach einer Inkubation von
10 Minuten auf Eis wurden bis zu 20 ul DNA (10-200 ng) zugegeben und weitere 10 Minuten
auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 1,5 Minuten. Die
transformierten Bakterien wurden, wie oben, auf LB-Agar-Platten ausgestrichen und iibernacht

bei 37°C inkubiert.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Expression rekombinanter Proteine

Die Expression des rekombinaten Proteins erfolgte mittels des TS5-Expressionssystems von

Quiagen (Hilden).

2.4.1.1 Expression in LB-Medium

Zur Expression des rekombinaten Proteins wurden E. coli SG13009 mit pQE30 Vektor, welcher
das gewiinschte Insert enthielt, transformiert. AnschlieBend wurde ein Klon in 4 ml LB-Medium
(100 pl/ml Ampicillin, 30 pg/ml Kanamycin) inokuliert und fiir 6 Stunden bei 37°C und 180 rpm
bebriitet. 50 ul dieser Bakterienkultur wurden in 250 ml Erlenmeyerkolben mit Schikane, welche
50 ml LB-Medium (100 ul/ml Ampicillin, 30 pg/ml Kanamycin) enthielten, iiberfiihrt und
iibernacht bei gleichen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde mit 4 ml der
Ubernachtkultur 350 ml LB-Medium (100 ul/ml Ampicillin, 30 pg/ml Kanamycin, 1L
Erlenmeyerkolben mit Schikane) inokuliert und bis zu einer ODgyy von 0,8-1, bei gleichen
Bedingungen, bebriitet. Darauthin erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch die Zugabe
von 1 mM IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranosid). Nach einer Expressionszeit von
3 Stunden wurden die Kulturen auf 4°C gekiihlt.
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2.4.1.2 Expression im Minimalmedium

Zur Expression des rekombinaten Proteins in Minimalmedium (Anhang I) wurden beide
Vorkulturen in Minimalmedium mit 100 pl/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin fiir
24 Stunden bei 37°C und 180 rpm bebriitet. Die Proteinexpression erfolgte in Minimalmedium
mit 50 pul/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin, wobei die Induktion bei einer ODgyy von 0,5-
0,6 durch die Zugabe von 1 mM IPTG erfolgte. Die Expressionszeit betrug 4 Stunden. Das zur
N- bzw. 13C—Makierung verwendete '’N-Ammoniumsulfat und die (X—D—Glucose13C6 wurden

von der Firma Campro Scientific (Berlin) erhalten.

2.4.2 Proteinisolierung und Reinigung der EinschluBBkorper

Nach der Proteinexpression wurden die Bakterien fiir 15 Minuten bei 10,816g (Sorvall PC-5B,
Sorval, Hanau) und 4°C sedimentiert und der Uberstand verworfen. Fiir den Aufschluss der
Bakterien wurde das Pellet im Resuspensionspuffer resuspendiert und ultraschallbehandelt (4*je
1 Minute mit einer power etwa 30 % und 6 Zyklen; Sonopuls HD2200, Bandelin electronic
GmbH, Berlin). Anschlieend wurden die unldslichen Bestandteile durch Zentrifugation fiir 20
Minuten bei 10,816g (Sorvall PC-5B, Sorval, Hanau) und 4°C, sedimentiert. Die erhaltenen
Einschlusskorperchen wurden durch Wiederholung des Ultraschalls- und
Zentrifugationsvorgangs gereinigt. Dies erfolgte dreimal in Waschpuffer mit 0,5 % Tween-20
und dreimal mit Waschpuffer ohne Tween-20. Die Einschlusskorper wurden im
Renaturierungspuffer, welcher zusitzlich 6 M Guanidinhydrochlorid und 1 mM Dithiotreitol
enthielt, gelost. Unlosliche Bestandteile wurden mittels Zentrifugation (20 Minuten bei 17949 g
,Zentrifuge 5417R*, Eppendorf, Hamburg) abgetrennt.

2.4.3 Proteinreinigung und -renaturierung

Die Renaturierung und Reinigung erfolgte mit Hilfe eines N-termialen His-Tags bei
Raumtemperatur. Dafiir wurde eine Nickel-Agarose-Sdule mit einem Volumen von 1 ml
(Quiagen, Hilden) mit Renaturierungspuffer, welcher 6 M Guanidinhydrochlorid und ein
Redoxsystem, aus 1 mM reduzierten- und 0.2 mM oxidierten Glutathion, enthielt, equilibriert.
Das geloste Protein wurde auf die Sdule gegeben und dabei an die Nickel-Agarose gebunden.
Zur Beseitigung der unspezifisch haftenden Proteine wurde die Sidule mit 20 — 30 ml des obigen
Puffers gewaschen. Die Renaturierung des Proteins erfolgte durch einen schrittweisen

Gradienten von 6-0 M Guanidinhydrochlorid, mit einem Volumen von jeweils 18 ml pro Mol im
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Renaturierungspuffer mit Redoxsystem. Die Elution des renaturierten Proteins erfolgte durch

einen Zusatz von 250 mM Imidazol zum Renaturierungspuffer >,

2.4.4 Pufferaustausch von Proteinlosungen

Der Pufferaustausch von Proteinlosungen erfolgte mittels NAP-Sdulen entsprechend der

Angaben des Herstellers (Amersham-Bioscience, Freiburg).

2.4.5 Konzentration von Proteinlosungen

Zur Konzentrierung der Proteinlosungen wurde fiir groBere Volumen (bis 4 ml)
Ultrafiltrationsriihrzelle mit einem Volumen von 10 ml verwendet (Millipore, Eschborn). Zur
weiteren Aufkonzentrierung wurden VIVAspin 500 Konzentratoren mit einer Ausschlussgrofle

von 3 kDa verwendet (Vivascience, Hannover).

2.4.6 SDS-Polyarcrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels der diskontinuierlichen
Elektrophorese 55 unter Verwendung des ,,Mini-Protean Electrophorese System* (BIO-RAD,
Miinchen) bei 200 Volt und maximal 100 Milliampere. Die Proben wurden mit 2fach
konzentrierten, reduzierenden Lammli-Puffer versetzt und fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Als
Molekulargewichtsmarker wurde der JMarki12™ Unstained Standard*- (Invitrogen, Karlsruhe)

verwendet. Die Anfirbung der Proteine erfolgte durch Coomassie-Blau-Firbung.

2.4.7 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Anwendung des Lambert-Beerschen-
Gesetzes mittels Photometrie:
Ccm: Massenkonzentration
EZSO Mr E,go: Extinktion bei 280 nm
Cn™ €520 d M;: Molekularmasse in g/mol
d: Schichtdicke in cm

€30: molarer Extinktionskoeffizient
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Dabei wurde ein UV-Spektrum von 240-320 nm in einem Zweistrahlspektrophotometer (U-
2001, Hitachi Instruments, Tokyo, Japan) gegen den jeweiligen Puffer als Referenz gemessen.
Aus der durch das Lambert-Beerschen Gesetz bestimmten Massenkonzentration ldsst sich durch
Division mit der Molekularmasse (M;) die molare Konzentration errechnen. Der molare
Extinktionskoeffizient (€,39) der Sushi-Doméne des IL-15Ra betriagt 15460 M em™ %% und die
Molekularmasse 9074.79 g/mol.

2.4.8 GroBenausschlusschromatographie

Zur Bestimmung des Oligomerisierungszustandes des Proteins wurde die Groenaus-
schlusschromatographie verwendet. Dazu wurde eine Superdex 75 16/60 Chromato-
graphiesidule (Amersham-Bioscience, Freiburg) auf einem Akta FPLC-System (Amersham-
Bioscience, Freiburg) eingesetzt. Die Kalibrierung der Chromatographiesdule mit dem LMW
Calibrations Kit (Amersham-Bioscience, Freiburg) erfolgte den Angaben des Herstellers

entsprechend.

2.5 Circularer Dichroismus (CD)

Die CD-Spektroskopie ermoglicht eine schnelle Bestimmung des Faltungszustandes eines
Proteins. Weiterhin kann mit Hilfe einer temperierten Kiivettenhalterung die Temperaturstabilitét
eines Proteins durch eine schrittweise Temperaturerhohung ermittelt werden. Die Messung
erfolgte mit einem Jasco J-720-Spektrometer (Jasco, Tokyo, Japan) mit einer spektralen
Bandbreite von 2,0 nm. Verwendet wurden Kiivetten aus Quarzglas mit unterschiedlichen
Schichtdicken (Hellma GmbH, Miillheim). Zunéchst wurde die zu analysierende Proteinlosung
gemessen, anschliefend in der gleichen Kiivette, der Puffer in welchem sich das Protein befand.
Letzteres Spektrum wurde von dem Spektrum der Proteinldosung subtrahiert, so dass das
eigentliche CD-Spektrum erhalten wurde.

Die Aufnahme der Schmelzkurve erfolgte in einem Temperaturbereich von 22°C bis
96°C. Dabei wurde die Temperatur um 1°C pro Minute erhoht und das Signal bei 230 nm,
detektiert. Die Kalibrierung des CD-Spektrometers erfolgte nach Chen und Yang . Die

gemessene Elliptizitit ®, wurde auf die mittlere Molmasse der Aminosdurereste des
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Proteins und die Schichtdicke der Probenldsung sowie ihre Konzentration bezogen:

O,: Elliptizitit in Grad

@7L MRW MRW: mittlere Molekularmasse (mean residue weight) der

O,MRW = —

Aminosdurereste des Proteins in g/mol
d: Schichtdicke der Losung in cm

c: Konzentration der Probe in g/cm’

Dabei betrigt die mittlere Molekularmasse der Aminosdurereste der Sushi-Domine des IL-15Ra

113,459 g/mol.

2.6 NMR-Spektroskopie

2.6.1 Probenvorbereitung

Die zu messende Probe wurde mittels Pufferaustausch mit 7 % D,0O und 0.05 % Natriumazid

versetzt. 270 ul der Probe, mit einer Endkonzentration von etwa 1 mM, wurden in ein

NMRSHIGEMI-Réhrchen (Shigemi Inc., Allison Park, USA) iiberfiihrt.

Tabelle 2.9: Durchgefiihrte NMR-Experimente.

Komplexe Punkte der Spektrale Breite
Datenmattrix (Kern) (Hz) Mischzeit
Experiment t tr t3 f f, f5
(msec)
HNCA™S 1024 'H) 45(PC) 60 (N) 87389 4,167 3,846 -
H(CCO)NH®" 1024 (‘"H) 45(°C) 60 ("N) 8,389 4,167 3,846 -
(H)C(CO)NH®'-%¢ 1024 ('H) 45(PC) 60 (°N) 8,389 1,923 1,0638 -
BC-editiertes TOCSYY® 565 ('H) 114 ('H) 89 ("”C) 4,600 4,600 11,001 -
-editiertes ’ R R R -
PN-editi TOCSY® % 448 (‘"H) 128 (‘H) 32("N) 3,600 5,500 1,700
PN-editiertes NOESY®™® 512 ('"H) 128 ("H) 32 ("*N) 4,200 7,400 1,800 100
BC-editiertes TOCSYY® 565 ('H) 104 (‘'H) 88 ("C) 4,600 4,600 11,001 -
BC-editiertes NOESY® ® 1024 ('H) 128 ‘'H) 38 (*C) 8,000 6,150 9,300 100
PC-editiertes NOESY 0™ @ 1024 (‘"H) 128 (‘'H) 38 (*C) 8,000 6,150 9,300 100
H(N)CO™ 896 (‘"H) 65 (°C) - 7,500 1,700 - -
H(N)CO™ 896 (‘"H) 65 (°C) - 7,500 1,700 - -

3D-HNCO*

1024 (‘"H) 45 (°N) 60 (PC) 9,260 1,666 1,736 -
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2.6.2 NMR-Experimente

Die NMR-Experimente (Tabelle 2.9) wurden bei einer Temperatur von 298 Kelvin auf einem
DRX600 (Bruker Analytik GmbH, Rheinstetten) und einem Varian INOVA (Palo Alto, USA)
600 MHz Spektrometer durchgefiihrt. Diese waren jeweils mit einer 5-mm z-Gradienten
"H/°N/ - Probe, die fiir die '"H-Detektion optimiert war, ausgestattet. Die Spektren wurden mit
dem NMRPipe-Programm ' prozessiert und mit der NMRview Software > ausgewertet.

Wihrend die chemischen Verschiebungen der '"H-Kerne auf TSP referenziert wurden, wurden

die der °N- und ’C-Kerne indirekt nach Markley et al. referenziert -,

2.6.3 Zuordnung der Resonanzfrequenzen

Die Zuordnung der Resonanzen des Proteinriickgrats- und der Seitenketten erfolgte von einer
Reihe von 3D Tripel-Resonanz-Experimenten [HNCA, HNCO, (H)C(CO)NH, H(CCO)NH],
sowie mit den °N-editierten und "*C-editierten TOCSY- und NOESY -Experimenten.

2.6.4 Bestimmung der Wasserstoffbriicken
Einige der Wasserstoffbriicken konnten mit Hilfe von 2D-long range-HNCO-Experimenten "

ermittelt werden. Diese Experimente wiesen wihrend der 13Ca -Entkopplung eine lange NP
Defokusierung /Refokusierungsperiode auf ’*. Zusitzlich konnten weitere Hinweise auf
Wasserstoffbriicken dem '"N-editierten NOESY-Spektrum, welches einen Wasser flip-back-Puls
enthielt, entnommen werden. Dies ist moglich, da das Verhiltnis der Intensitdten des Wasser und
des korrespondierenden 1H/lSN—Diagonallpeaks (< 0.1) in diesen Spektren ein Indikator fiir einen
langsamen Austausch der Amidprotonen ist. Diese Amidgruppen sind somit potentielle
Protonendonatoren in Wasserstoffbriicken. Die Identifikation der dazu gehorigen

Protonenakzeptoren erfolgte nach den ersten Strukturberechnungen.

2.6.5 Strukturberechnung

Die Strukturberechnungen wurden mit der Dyana Software > durchgefiihrt. Sie basierte auf 1123
NOE (nuclear overhauser effect) Abstinden, die aus den 15N— and 13C—editierten NOESY-
Spektren (Tabelle 2.9) ermittelt wurden. Dabei wurde 1,8 A und 5,0 A als untere bzw. obere

Abstandsbegrenzung fiir alle NOE-Kreuzsignale angegeben. Die Wasserstoffbriicken wurden

durch 2%10 Abstandsbegrenzungen reprisentiert. Dabei stellten Abstinde von 1,8-2,4 A die
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Begrenzungen zwischen Wasserstoff- und Sauerstoffatom, sowie 2,8-3.,4 A die zwischen
Stickstoff- und Sauerstoffatom dar. Die Beriicksichtigung der nicht durch die 2D-long range-
HNCO-Experimente ermittelten Wasserstoffbriicken erfolgte erst in der letzten Phase der
Strukturberechnung. Die Abstdnde innerhalb der zwei Disulfidbriicken wurden mit 2.03-2.15,
3.03-3.13 und 2.97-4.49 A fiir SG/SG, SG/CB and SG/CA bemessen und ebenfalls in die finale
Strukturberechnung einbezogen. Dabei wurden 100 Strukturen berechnet, von denen 20
Strukturen, welche die geringste Zielfunktionen besallen, ausgewdihlt wurden. Aus diesen
Ensemble wurde eine mittlere Struktur berechnet, die anschlieend mittels eines steepest descent
Algorithmus, energieminimiert wurde .

Die chemischen Verschiebungen wurden in der Biological Magnetic Resonance Data Bank
(BMRB) unter der Zugangsnummer 6882 und die Koordinaten in der Protein Daten Bank (PDB)
mit dem Zugangscode 2ERS hinterlegt.

2.6.6 Generation von Protein-Modellen und Superpositionierung

Die Generation von Protein-Modellen und Superpositionierung erfolgte mit dem Programm
WHATIF ”’. Bei der Superposition wurden die korrespondierenden Bereiche homologer Proteine

zur Deckung gebracht.

2.6.7 Berechnung der Losungsmittelzugéinglichkeit

Berechnung der Ldsungsmittelzuginglichkeit erfolgte mit dem Programm WHATIF . Die
Anderung der Losungsmittelzuginglichkeit durch die Komplexbildung von Ligand und Rezeptor
erfolgte durch die Berechnung der Zuginglichkeiten der monomeren Molekiile bzw. der im
Komplex befindlichen Molekiile. Die erhaltenen Werte wurden anschlieBend subtrahiert und die

Differenz gegen die Aminosdurereste in einem Diagramm aufgetragen.

2.6.8 Graphischen Darstellungen

Fiir graphische Darstellungen der Molekiilstrukturen wurden die Programme RIBBONS 7® und
GRASP ” verwendet.
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3 Durchfiihrung & Ergebnisse

3.1 Umklonierung der Sushi-Domiine des IL-15Ra

Die fiir die Sushi-Domine des IL-15Ra codierende Sequenz befand sich in dem Vektor
pGEX-2T, zwischen den Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRI. Die cDNA umfasst, mit
einer GroBe von 198 bp, das gesamte Exon2 des IL-15Ra und die ersten zwei Aminosdurereste
die von Exon3 kodiert werden. Bei diesem Konstrukt handelt es sich um ein Fusionsprotein mit
der Glutathion-S-Transferase (GST), welche eine Grofle von 26 kDa aufweist. Deswegen wurde

die cDNA der Sushi-Domine des IL-15Ra in den Vektor pQE30 kloniert.

3.1.1 Praparative Amplifikation

Die 3’ Restriktionsstelle EcoRI des pGEX-2T-Vektors ist nicht mit der MCS von pQE30
kompatibel. Weil sich in dem Zielvektor (pQE30) die EcoRI-Restriktionsschnittstelle in der
Ribosomenbindestelle und nicht in der MCS des Vektors befindet. Infolgedessen wurde als
3’ Restriktionsschnittstelle HindIII gewéhlt. Diese Schnittstelle wurde durch den 3’ Primer
mittels priaparativer PCR hinter dem Stopkodon der cDNA der Sushi-Domine des IL-15Ra
angefiigt. Der komplementidre Bereich des verwendeten 5° Primer befand sich innerhalb des
pGEX-2T-Vektors, etwa 30 Nukleotide vor seiner BamHI Schnittstelle. Dadurch ergab sich fiir
das amplifizierte Insert eine GroBe von 265 bp (Abbildung 3.1 A).

B Smuw » « poe x  Abbildung 3.1: PCR- und
Restriktionsfragmente der
amplifizierten c¢cDNA der
Sushi-Doméne. A: Produkte
der priparativen PCR vor ihrer
Reinigung. B: Analytisches Gel
nach Reinigung und
Restriktionsverdau des Inserts
(235 bp) und des Vektors
pQE30 (3,4 kbp). Mit ,x*“ sind
fir diese Arbeit unbedeutende
Proben gekennzeichnet. XIII
und X stehen fiir die
verwendeten Marker.
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3.1.2 Ligation und Transformation

Das  amplifizierte  Produkt, sowie der pQE30-Vektor = wurden durch die
Restriktionsendonukleasen BamHI und HindIII verdaut und anschlieBend gereinigt (Abbildung
3.1B). Danach erfolgte die Ligation von Vektor und Insert, sowie die Transformation des
Ligationsansatzes in E. coli DH5o. Die Kontrolle der Ligation erfolgte zundchst mittels
analytischer PCR, wobei ein anderer 5’ Primer als in der priparativen PCR verwendet wurde. Es
wurde so verfahren, weil ersterer Primer fiir den pGEX-2T-Vektor und nicht fiir die Sushi-
Domiine des IL-15Ra spezifisch ist (Abbildung 3.2A). Der in der analytischen PCR verwendete
5’ Primer, ist dem 5’ Ende der ¢cDNA der Sushi-Doméne komplementdr. Die als positiv
selektierten Klone wurden anschlieBend durch Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen
bestitigt (Abbildung 3.2B). Die korrekte Sequenz des Klons, welcher fiir die Proteinexpression

verwendet wurde, wurde durch Sequenzierung bestitigt (SeqlLab, Gottingen).

Abbildung 3.2:
Kontrolle der Ligation.
A: Analytische PCR der
transformierten Klone.
B:  Restriktionsverdau
zur Kontrolle der
Ligation. Mit ,,x* sind
fir diese Arbeit un-
bedeutende Proben
gekennzeichnet. XIII
stehen fiir den
verwendeten Marker.
Die erhaltenen Klone
wurden von 1 bis 11

‘ ; nummeriert.

A xmi234567891010 B xm x x 1 24356

3.2 Expression und Renaturierung der Sushi-Doméne des IL-15Ra

Die Expression der Sushi-Domine des IL-15Ra erfolgte mittels des T5-Expressionssystems von
Qiagen (Hilden).

Dafiir wurde der pQE30-Vektor, welcher die cDNA der Sushi-Doméine enthielt, in E. coli
SG13009 transformiert. Die Expression erfolgte iiber 3 Stunden. Weil eine lingere Expression
keine hoheren Ausbeuten des Proteins ergab. Wie aus Abbildung 3.3 ersichtlich wird, wurde das

Protein mit einer GréBe von 9,1 kDa in Einschlusskorpern exprimiert.
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Abbildung 3.3: Expression der Sushi-
Domiine des IL-15Ra. Der Pfeil zeigt
die Hohe der Bande des rekombinanten
Proteins an. vI, vor Induktion der
Proteinexpression; nl, 3 Stunden nach
Induktion der Proteinexpression; M,
Marker; U, Uberstand nach
Zentrifugation der, mittels Ultraschall,
aufgeschlossenen Bakterien; EK,
Einschlusskorper.

Das in Einschlusskorper auftretende Protein konnte unter denaturierenden Bedingungen

an Nickel-Agarose gebunden und das unspezifisch haftende Protein durch Waschen entfernt

werden. AnschlieBend erfolgte die Renaturierung des Proteins durch einen schrittweisen

Gradienten von 6 M bis 0 M Guanidinhydrochlorid. Das saubere Protein wurde durch die

Zugabe von 250 mM Imidazol in Fraktionen mit einem Volumen von 1 ml eluiert.
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Abbildung 3.4: Reinigung und
Renaturierung der  Sushi-
Domiine des IL-15Ra. Die
einzelnen Wasch- und
Elutionsfraktionen hatten ein
Volumen von 1 ml. M, Marker;
EK, Einschlusskorper; W,
Waschfraktion; E,
Elutionsfraktion.

Nach der Reinigung und Renaturierung des Proteins wurde es in 20 mM Natriumphosphat,

pH7.4 und 150 mM Natriumchlorid umgepuffert und die Faltung mit Hilfe der CD-

Spektroskopie iiberpriift.
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3.2.1  Circularer Dichroismus (CD-Spektroskopie)

Das in Abbildung 3.5A dargestellte CD-Spektrum (22°C) zeigt einen reprasentativen Verlauf fiir
die Sushi-Domine des IL-15Ra. Die Form des Spektrums, mit einem Maximum bei 230 nm, ist
typisch fiir B-Faltblattproteine. Die in Abbildung 3.5B dargestellte Schmelzkurve zeigt die

Temperaturstabilitidt des Proteins, wobei dieses bei 55°C zur Hilfte in denaturierter Form auftrat

und bei 70°C vollstiandig ungefaltet vorlag (Abbildung 3.5A, 70°C).
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Abbildung 3.5: CD-spektrometrische Analysen der Sushi-Domine des IL-15Ro.
A: CD-Spektren des Proteins im nativen Zustand, bei 22°C, und im entfalteten Zustand bei 70°C.
B: Temperaturstabilitit der Sushi-Domine. Die Elliptizitit (®30,m) bei 22°C wurde gleich 100%
des nativen Zustand des Proteins gesetzt, die bei 96°C auf 0%.

3.2.2 GroBenausschlusschromatographie

Fiir die NMR-Spektroskopie ist das Molekulargewicht des zu analysierenden Proteins von
entscheidender Bedeutung, da mit zunehmender GroBe die Signalintensititen abnehmen.
Zusitzlich konnen durch Multimerisierung von Proteinen Resonanzen entstehen die nicht
intramolekular, sonder intermolekularer Natur sind. Daher wurde der Oligomerisierungszustand
der Sushi-Domiine des IL-15Ra mit Hilfe der Gro3enausschusschromatographie iiberpriift.

In Abbildung 3.6A ist ein Elutionsprofil der Sushi-Domine des IL-15Ra gezeigt. Dabei
wurde das Protein bei einem Volumen von 92 ml eluiert. Dies entspricht einem
Molekulargewicht von etwa 9,7 kDa. Da das berechnete Molekulargewicht des Proteins 9,1 kDa

betrdgt kann von einem monomeren Zustand ausgegangen werden.



Durchfithrung & Ergebnisse 36

A 30 . - B 90,00 |
i 85.00 4 aN\B84.7 ml Ribonuckease (13.7 kDa)
|
I
E‘ I = 80,00 A
: 20 - ‘ ‘| E #76,5 ml Chymotrypsin (25.0 kDa)
x | S 75,00 1
8 | £
- R E
=] | S 70,00
= | %
E- . E
S 10 [ £ 6500
= | . =2 i
< | | 000 60,6 ml Ovalbumin (43,0 kDa)
‘ 00 1
[
I 55 55.8 ml Albumin (67.0 kDa) N
[N 55.00 (
. S LN
N S000 g g

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
Eluationsvolumen [ml] Ig (MW)

Abbildung 3.6: Elutionsprofil der Sushi-Doméine des IL-15Ra und Kalibrierungskurve der
Superdex 75 16/60. A: Das Retentionsvolumen der Sushi-Doméne liegt bei 92 ml. B:
Kalibrierung der verwendeten Chromatographiesdule mit dem LMW-Calibrations Kit.
Aufgetragen wurde das Elutionsvolumen gegen den dekadischen Logarithmus des
Molekulargewichts. Durch die Ermittlung der linearen Regression wurde eine Ausgleichsgerade
erhalten. Thre Gleichung lautet f(x) = 40,1 x — 270, mit f(x) als Retentionsvolumen und x als dem
dekadischen Logarithmus der Molekularmasse.

3.3 Strukturaufklirung mittels NMR-Spektroskopie

Nachdem das Protein in E. coli SG13009 exprimiert, renaturiert und in monomerer Form
erhalten wurde, erfolgte die Darstellung von einfachem ("°N) und doppelt ("N/"*C) markierten
Protein in der gleichen Weise. Mit diesen Proteinen erfolgte die Aufnahme der NMR-Spektren.
Zur Strukturaufklirung war es zunidchst notwendig die gemessenen Frequenzen den
Kernen der Aminoséureresten entsprechend der Primirstruktur zu zuordnen. Der N-terminale
His-Tag, mit einer Linge von 12 Aminosduren war durch seine hohe Flexibilitit nicht in den
N-editierten Spektren sichtbar. Demzufolge wurde dieser Bereich nicht in die
Strukturaufklarung  einbezogen. Daher umfasste das zu analysierende  Protein
66 Aminosdurereste. Die Nomenklatur entsprach der Abfolge der natiirlich vorkommenden
Sequenz des Proteins, inklusive des ersten Exons. Dadurch ergab sich, dass die Sushi-Doméne

des IL-15Ro mit Rest 31 beginnt und mit Rest 96 endet.

3.3.1 Sequentielle Zuordnung der Resonanzfrequenzen

Mit der "N-markierten Probe wurde zunichst ein 'H-'""N-HSQC-Spektrum aufgenommen

(Abbildung 3.7). In diesem Spektrum entsteht fiir jede Amidgruppe ein Signal, das sich aus den



Durchfithrung & Ergebnisse 37

Frequenzen des Amidstickstoffs ("*N) und des dort gebundenen Amidprotons ("Hy) bildet. Daher
treten in einem 1H—ISN—HSQC—Spektrum alle Aminosédurereste auf, die eine Amidgruppe
enthalten, also alle aufler Prolin. Zusitzlich sind die Amidgruppen der Glutamin- und
Asparaginreste vertreten. Da dort zwei Protonen an einen Stickstoffatom gebunden sind,
entstehen jeweils zwei Signale bei derselben Stickstofffrequenz aber unterschiedlicher
Protonenfrequenz.

Das "H-""N-HSQC-Spektrum der Sushi-Domiine des IL-15R0, zeigt eine gute Dispersion
der Signale (Abbildung 3.7) Dies ist eine weitere Bestétigung fiir die erfolgreiche Renaturierung
des Proteins. Die drei Amidgruppen der Asparaginreste des Proteins sind leicht zu identifizieren

und in Abbildung 3.7 jeweils durch eine gestrichelte Linie verbunden.
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Bei der folgenden sequentiellen Zuordnung, d.h. bei der Zuordnung der Resonanzen zu den
jeweiligen Aminosdureresten, dient das 1H—ISN—HSQC—Spektrum als ,,Basis®, da dort jeder
Aminosidurerest, auler Prolin, durch ein Signal reprisentiert wird.

Fir die sequentielle Zuordnung wurde eine Reihe von 3D-Tripelresonanzspektren
aufgenommen. In diesen Experimenten erfolgt der Magnetisierungstransfer iiber die kovalenten
Bindungen des Proteins. Die Nomenklatur dieser Spektren entspricht dem jeweiligen

Kohirenztransfer. So erfolgt dieser Transfer im HNCA-Experiment vom Amidproton (‘Hy) iiber
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den Amidstickstoff (15N) zum eigenen alpha-Kohlenstoff (13C(X) des Aminosidurerestes, sowie

iiber den Carbonylkohlenstoff (*CO) zum 'C, des in der Primirsequenz vorangehenden

Aminosiurerestes (Abbildung 3.8). Ublicherweise werden diejenigen Kerne, welche am

Kohirenztransfer beteiligt sind, jedoch nicht detektiert werden, in Klammern aufgefiihrt.

3.3.1.1 Das HNCA-Spektrum

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der im
HNCA Kkorrelierten Kerne. Der Kohirenztranfer im
HNCA verlduft, ausgehend vom Amidproton, iiber das
Amidstickstoff zum eigenen alpha-Kohlenstoff, sowie
zu dem alpha-Kohlenstoff des vorangehenden Restes.

Das HNCA-Spektrum ist fiir die sequentielle Zuordnung der Resonanzen sehr hilfreich. Es

korreliert die Frequenzen einer Amidgruppe mit der Verschiebung des BCo-Atoms des eigenen

Restes und der des *Cq-Atoms des in der Primirsequenz vorhergehenden Restes (Abbildung

3.8).
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Abbildung 3.9: Darstellung des HNCA-Spektrums der Sushi-Domiine des IL-15Ra in
zwei unterschiedlichen Totalprojektionen. A: Das Spektrum wurde entsprechend eines

'H-"N-HSQC-Spektrums ~projiziert. Unterschiede hinsichtlich des

'H-'>N-HSQC-

Spektrums sind die fehlenden Signale der Amidgruppen der Asparaginreste, da diese nicht
das entsprechende Verkniipfungsmuster mit BC4-Kernen aufweisen. B: Totalprojektion des
HNCA-Spektrums, wobei die 15N—Frequenzen in einer Ebene abgebildet sind. Die zwei von
den 'Hy-Frequenzen ausgehenden Signale der '*Co-Frequenzen sind iiberwiegend gut

erkennbar.
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In Abbildung 3.9 sind zwei Totalprojektionen des 3D-HNCA-Spektrums der Sushi-Doméine des
IL-15Ro dargestellt. Das Aussehen des Spektrums in Abbildung 3.9A ihnelt dem des
1H—15N—HSQC, da hier die Signale aus der dritten Dimension (13Ca) in einer Ebene abgebildet
sind und die Achsen dem des "H-'"N-HSQC entsprechen. In Abbildung 3.9B hingegen ist die
Aufspaltung der "*Co-Frequenzen im HNCA erkennbar. Dort sind die 'Hy- und *Co-Frequenzen
auf den x- bzw. y-Achsen aufgetragen und die '’N-Frequenzen in diese Ebene projiziert.

Das HNCA-Spektrum erméglicht einem Signal des 'H-""N-HSQC-Spektrums die eigenen
13C(x—Frequenzen und die des vorangehenden Restes zu zuordnen. Letztere Verschiebung
befindet sich auch auf der 'Hn/"’N -Frequenz des zugehorigen Restes, wodurch dieser im
'H-'"N-HSQC-Spektrum identifiziert werden konnte (Abbildung 3.10). Das HNCA-Spektrum
erlaubt es Nachbarn in der Primirsequenz zu identifizieren und den Resonanzen des 'H-""N-
HSQC-Spektrums zuzuordnen. Dadurch wurde die Abfolge der Priméirsequenz erhalten.

Die Aussage, um welchen Aminosdurerest es sich handelt, konnte allein mit dem HNCA-
Experiment nicht getroffen werden, da hierfiir die chemischen Verschiebungen der Kerne in den
Seitenketten bendtigt werden. Diese Informationen wurden dem '"N-editierten TOCSY (Zotal

Correlation Spectrosopy), dem H(CCO)NH- und dem (H)C(CO)NH-Spektren entnommen.
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Abbildung 3.10: Identifizierung benachbarter Aminosiurereste durch das
HNCA-Spektrum. Gezeigt sind Ausschnitte des HNCA-Spektrums in
unterschiedlichen '’N-Ebenen. Sie reprisentieren eine Abfolge in der
Primérstruktur benachbarter Aminosdurereste. Die in Klammern aufgefiihrten
Nummern entsprechen den jeweiligen Signalen im 'H-""N-HSQC-Spektrum.
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3.3.1.2 Das “N-editierte TOCSY-Spektrum

Das '"N-editierte TOCSY-Spektrum korreliert die Protonen innerhalb eines Aminosiurerestes
(Abbildung 3.11B). Ausgehend von einer gegebenen Amidfrequenz (‘"Hw/""N) werden die
chemischen Verschiebungen der Protonen der eigenen Seitenkette iiber die dritte Dimension ('H)
separiert.

Dabei zeigt jede Aminosdure ein charakteristisches Muster (Abbildung 3.11A). Dieses
Muster erlaubt die Identifizierung einiger Aminosdurereste. Weitere Hilfen in der sequentiellen

Zuordnung lieferten die H{CCO)NH- und (H)C(CO)NH-Spektren.
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Abbildung 3.11: Ausschnitt des “N-editierten TOCSY-Spektrum und die schematische
Darstellung des Magnetisierungstransfer im I5N-editiertem TOCSY- (B) und H(CCO)NH-
Experiment (C). A: Auf einer Frequenzebene von 129 ppm befinden sich die Signale eines
Lysinrestes bei einer chemischen Verschiebung von 9,4 ppm des Amidprotons ('Hy). B: Der
Kohirenztransfer im '"N-editierte TOCSY erfolgt iiber die Amidgruppe eines Restes zu den
Protonen der eigenen Seitenkette. C: Demgegeniiber wird im H(CCO)NH-Experiment die
Seitenkette des in der Primérsequenz vorangehenden Nachbarn sichtbar. Weil hier der Transfer
iiber den Carbonylkohlenstoff erfolgt.

3.3.1.3 H(CCO)NH & (H)C(CO)NH

Durch die H(CCO)NH- und (H)C(CO)NH-Experimente konnen vorangehende Seitenkette eines
Aminosdurerestes identifiziert werden (Abbildung 3.11C). Im H(CCO)NH-Experiment werden
die '"H-Frequenzen der Seitenkette des vorangehenden Restes auf die Amidfrequenz (‘Hn/""N)
des entsprechenden Restes iibertragen. Das (H)C(CO)NH-Spektrum liefert ein &dhnliches
Resultat, nur dass hier die 13C—Verschiebungen der Nachbarseitenkette sichtbar werden. Die

Kenntnis iiber die Protonen- und Kohlenstoffverschiebung der Seitenketten erlaubt die
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Identifizierung des jeweiligen Amionsdurerestes. Weitere Hinweise ergaben sich aus der zuvor
ermittelten Abfolge der Signale in der Primérsequenz. Dies erleichtert die Zuordnung besonders
von dhnlichen Aminosduren wie Leucin und Isoleucin.

Einige Bereiche der Primirsequenz, die nicht mittels der 3D-Tripelresonazexperimente
eindeutig identifiziert werden konnten, wurden mit Hilfe des N-editierten  NOESY-

Experimentes (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy) bestitigt.

3.3.1.4 Das “N-editierte NOESY-Spektrum

Ein ""N-editiertes NOESY-Experiment unterscheidet sich hinsichtlich der vorherigen Spektren
durch die Art des Magnetisierungstransfers. Wihrend in den zuvor erwédhnten Spektren der
Transfer iiber kovalente Bindungen des Proteins erfolgte, geschieht dies im NOESY-Experiment
iiber den Raum. Dabei ist die Amplitude des Transfers, und damit die Signalintensitét
proportional zum Abstand der Kerne (I oo ).

Daraus resultiert, dass Amidgruppen im '“N-editierten NOESY-Experiment Frequenzen
zu den Protonen der eigenen Seitenkette (intraresidual) und zu denen des in der Primirsequenz
vorangehenden Restes (sequentiell) aufweisen. Weiterhin entstehen Resonanzen die aus der
Sekundir- und Tertidrstruktur des Proteins resultieren. So konnen Kerne, die in der
Primérsequenz weit auseinander liegen, durch die rdumliche Anordnung innerhalb des Proteins
in enger Nachbarschaft stehen und dadurch im NOESY-Experiment ein entsprechendes Signal
erzeugen (interresidual).

Treten bei einer ausgewdhlten Amidfrequenz neben den eigenen Protonsignalen
(entsprechend dem '’N-editiertem TOCSY-Experiment) die Frequenzen des potentiellen
Nachbarn auf, kann dieser Rest als vorangehender Aminosaurerest identifiziert werden
(Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12 stellt ein Beispiel der sequentiellen Zuordnung dar. Der erste Ausschnitt
des '"N-editierten TOCSY-Experimentes entspricht dem der Abbildung 3.11A und identifiziert
diese Aminosdure als Lysin. In dem '"N-editierten NOESY-Spektrum befinden sich weitere
Resonanzen, die nicht zu den intraresidualen Frequenzen gehoren. Diese treten ebenfalls in dem
entsprechenden Ausschnitt des H(CCO)NH-Experimentes auf. Dies bedeutet, dass die
interresidualen  Kreuzsignale im N-editierten NOESY-Experiment die Signale des
vorangehenden Nachbarn darstellen. Dieses Muster lisst sich wiederum im '°N-editierten
TOCSY-Spektrum bei einer Amidfrequenz (IHN/ISN) finden, welche dem Signal ,,50* im HSQC

entspricht.
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Abbildung 3.12: Beispiel der sequentiellen Zuordnung eines Aminosidurerestes. Das
BN-editierte NOESY-Experiment eines Lysinrestes (6) zeigt zusitzlich zu den
intraresidualen Resonanzen interresiduale Signale, welche ebenfalls im entsprechenden
Ausschnitt  des H(CCO)NH-Spektrums erscheinen. Die gleichen chemischen
Verschiebungen treten im '°N-editierten-TOCSY-Spektrum auf einer Amidfrequenz,
welcher dem Signal ,,50* im 1H—15N—HSQC—Spektrum entspricht, auf. Dieser Rest konnte
als Valin identifiziert werden.

Durch die Verwendung der bisher aufgefiihrten Spektren lief sich ein Grossteil der Resonanzen
zuordnen. Weiter vervollstindigt wurde die Zuordnung durch die Verwendung des BC-editierten
TOCSY-Experimentes.

In den "“C-editierten Spektren werden die Protonensignale nicht mehr auf die
Amidgruppen, sondern auf die Kohlenstofffrequenzen der Seitenketten eines Aminosaurerestes
iibertragen. Es entsteht ein 3D-Spektrum, welches in zwei Dimensionen die 'H-Frequenzen
enthiilt und in der dritten Dimension durch die '*C-Frequenzen separiert wird. Dadurch kénnen
z.B. Prolinreste identifiziert werden.

Der nichste Schritt in der Strukturaufkldrung der Sushi-Domine des IL-15Ra ist die

Identifizierung von rdaumlichen Kontakten, welche durch die Sekundir- und Tertidrstruktur des

Proteins entstehen. Hierzu dient ein °’N-editiertes und zwei *C-editierte NOESY-Experimente.
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3.3.2 N-editierte und “C-editierte NOESY-Experimente
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Abbildung 3.13: Beispiel eines long range NOE’s. Long range Kreuzsignal zwischen den

lHq—Kernen von R38 und V56.
Die in den NOESY-Experimenten entstehenden Signale resultieren aus der riumlichen Nihe von
Kernen. Wie zuvor beschrieben konnen diese Signale intraresidualer Natur sein, d.h. Kerne
innerhalb eines Amionsdurerestes ,,sehen sich® oder auch interresidual, d.h. Kerne von zwei
unterschiedlichen Aminosédureresten sind in rdaumlicher Nachbarschaft. Je nachdem wie weit
diese Reste in der Primirsequenz voneinander entfernt sind, werden die interresidualen Kontakte
in sequentielle- (li — jl = 1), medium range- (2 < i — jl > 4) oder long range-Kontakte (li —jl > 5)
klassifiziert. In Abbildung 3.13 ist ein Beispiel eines long range-Kontaktes zwischen den
Aminoséduren R38 und V56 dargestellt.

Die in Tabelle 3.1 angegebenen Kontakte wurden aus drei unterschiedlichen NOESY-
Experimenten ermittelt, dem '“N-editierten und zwei *C-editierten NOESY-Experimenten. Da
in wissrigen Losungen das Signal des Wassers, welches seine Frequenz bei 4,75 ppm hat, eine
Reihe der 1H()C—Signale iiberdeckt, befand sich die Probe in dem zweiten 3C-editierten NOESY-

Experiment in Deuteriumoxid (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Vergleich der in Wasser und Deuteriumoxid aufgenommenen
BC-editierten NOESY-Experimente. A: Dargestellt ist ein Ausschnitt des in H,O
aufgenommenen Spektrums auf einer '>C-Ebene. In dem roten Kasten befindet sich der Bereich,
der vom Wasser iiberlagert wird. B: Gleiche Darstellung des BC-editierten NOSY-Experimentes
in D,0 aufgenommen. In dem markierten Bereich sind deutliche Signale vorhanden.

3.3.3 Identifizierung von Wasserstoffbriicken durch das 2D-HNCO-long range-

Experiment

Wasserstoffbriicken tragen einen groflen Anteil zur Stabilitit von Proteinen bei. Die bisher
aufgefithrten Spektren enthalten keine direkte Information iiber die Partner der
Wasserstoffbriicken in der Sushi-Doméne des IL-15Ra. Dingley et al. gelang es erstmals mittels
2D-HNCO-long range-Experimenten Wasserstoffbriicken zwischen RNA Watson-Crick
Basenpaarung sichtbar zumachen *°. Diese Methode wurde weiterentwickelt und ist heute auch
fiir Proteine anwendbar "°.

Als Basis der Identifizierung der Wasserstoffbriicken diente ein 3D-HNCO-Experiment.
In diesem Spektrum sind die chemischen Verschiebungen der Carbonylkohlenstoffatome (*>CO)
eines Aminosiurerestes auf der Amidfrequenz (‘Hn/'’N) des folgenden Restes sichtbar
(Abbildung 3.15A). Die 2D-HNCO-Experimente entsprechen einer Totalprojektion des 3D-
HNCO-Experimentes (Abbildung 3.15C), in dem alle ’N-Frequenzen in eine Ebene projiziert

sind.
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Abbildung 3.15: Schematische Darstellung des Magnetisierungstransfers in den
verwendeten HNCO-Experimenten und Totalprojektion des 3D-HNCO-Spektrums
der Sushi-Domine des IL-15Ra. A: Der Transfer im HNCO-Experiment erfolgt
ausgehend vom Amidproton ("Hy) iiber das Amidstickstoff (‘°N) zum Carbonylsauerstoff
("*CO) des in der Primirsequenz vorangehenden Restes. B: Eine Verlingerung des
Kohirenztransfers fithrt zu einem Transfer iiber die Wasserstoffbriicken zwischen
Amidproton ('Hy) und Carbonylsauerstoff (?CO). C In der Totalprojektion des
3D-HNCO-Spektrums sind alle '"N-Frequenzen in eine Ebene projiziert.

Durch die sequentiellen Zuordnungen waren die Amidfrequenzen (‘H'/ >N) der einzelnen
Aminosdurereste bekannt. Daher konnten die Signale des 3D-HNCO-Experimentes einfach
zugeordnet werden. Zur Identifizierung der Wasserstoffbriicken diente ein 2D-HNCO-
Experiment als Referenz. In diesem Spektrum wurden zundchst die Signale den einzelnen
Aminosdureresten zugeordnet.

Das zweite 2D-HNCO-Experiment wurde mit einer verldngerten Carbonyl-
Dephasisierungszeit aufgenommen (2T =~ 2/'Jnc’ gegeniiber 2T =~ ¥%*'Jy). Dies erlaubte einen
Magnetisierungstransfer iiber Wasserstoffbriicken (Abbildung 3.15B) "°. Die Signale von Amid-
bzw. Carbonylgruppen, welche in der Bildung von Wasserstoffbriicken beteiligt sind, verlieren
daher an Intensitidt. Gleichermafen treten neue Signale auf, die auf der Carbonylverschiebung
des Protonenakzeptors und auf der Amidfrequenz des Protonendonators einer Wasserstoffbriicke
entstehen. Ein Beispiel ist in Abbildung 3.16 dargestellt. Hier wurde die '*CO-Verschiebung des

Aminosiurerestes 94 auf die IHN—Frequenz des Restes 64 verschoben.
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Durch diese Experimente konnten fiinf Wasserstoffbriicken in der Sushi-Doméne des
IL-15Ro identifiziert werden. Diese wurden zusitzlich zu den ridumlichen Informationen,

erhalten aus den NOESY-Spektren, in die Strukturberechnung des Proteins einbezogen.
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Abbildung 3.16: Ausschnitt der 2D-HNCO-Spektren der Sushi-Doméne des IL-15Ro.
A: Stellt ein klassisches 2D-HNCO-Experiment dar, in dem die Signale aus den Resonanzen
des 'Hy eines Restes und dem "*CO des in der Primirsequenz vorangehenden Restes gebildet
werden. B: Im zweiten Spektrum kommt es, durch eine verlidngerte Dephasisierungszeit, zu
einem Magnetisierungstransfer iiber die Wasserstoffbriicken. Dies fithr zu einer

Verschiebung der entsprechenden Signale.

3.3.4 Strukturberechnung

Um die raumliche Struktur der Sushi-Domine des IL-15Ro zu erhalten, mussten die durch die
NOESY-Spektren erhaltenen Abstandsinformationen in kartesische Koordinaten iiberfiihrt
werden.

Dafiir erhielt jedes Atompaar, welches in den NOESY-Spektren ein Kreuzsignal bildete,
zwel Abstandsgrenzen. Die untere Begrenzung ergab sich aus den van-der-Waals-Radien der
Protonen und wurde auf 1,8 A festgelegt, da ein engerer Kontakt zu AbstoBungen zwischen den
Kernen fiithren wiirde. Die Limitierung des oberen Abstandes erfolgte durch die Gegebenheit,
dass Kreuzsignale im NOESY-Experiment nur entstehen, wenn Protonen weniger als 6 A von
einander entfernt sind. Daher wurde fiir die obere Grenze ein Wert von 5 A angegeben.

Die Strukturberechnung erfolgte mit dem Programm Dyana (,,Dynamics algorithm for
NMR  applications”) . Dabei werden, unter Beriicksichtigung der gegebenen

Abstandsinformationen und der van-der-Waals-Radien, die Torsionswinkel einer zufélligen
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Startstruktur variiert. Die Bindungswinkel, -lingen, Chiralititen und Planarititen werden bei
diesem Vorgang, entsprechend ihres optimalen Wertes, konstant gehalten. Ziel der Berechung ist
eine energetisch moglichst giinstige Struktur zu erhalten, wobei lokale Minima durch ein

langsam abkiihlendes Wirmebad umgangen werden ®'.

Tabelle 3.1: Strukturelle Statistik der 20 Konformere. In keiner der
Strukturen wurden die Abstandsbeschrankung mehr als 0.5 A verletzt.

Abstandsbeschrinkung
Intraresidual i —j = 0) 129
Sequentiell (li —jl=1) 322
Medium range 2 <li—jl>=4) 123
Long range (li —jl > 5) 549
Wasserstoffbriicken 2 *10
Disulfidbriicken 3*%4
Gesamt 1155

Paarweiser r.m.s.d. fiir
Aminosiurereste 31-96 in A
Mittlere Riickgrad r.m.s.d.” 1.48 +/- 0.29
Mittlere r.m.s.d. der schweren Atome 2.33 +/-0.25

Paarweiser r.m.s.d. fiir
Sekundirstrukturen® in A
Mittlere Riickgrad r.m.s.d. 0.82 +/-0.20

Mittlere r.m.s.d. der schweren Atome 1.93 +/-0.27

Ramachandran-Plot°

Am meisten begiinstigte Bereiche (%) 50
Zusitzlich erlaubte Bereiche (%) 36
Generell erlaubte Bereiche (%) 9
Nicht erlaubte Bereiche (%) 5

* r.m.s.d. root mean square deviation.
> Aminoséurereste: 52-56, 64-65, 72-77, 84-86, 93-94.
¢ Werte der mittleren Struktur

Das '“N-editierte NOESY-Experiment lieferte durch ein geringes Verhiltnis zwischen den
Intensititen des Wasser und des korrespondierenden 'H/'°N-Diagonalpeaks (< 0.1) Hinweise auf
potentielle Wasserstoffbriickendonatoren. Die Akzeptoren dieser Wasserstoffbriicken wurden
nach den ersten Strukturberechnungen aus der noch relativ undefinierten Struktur ermittelt.
Anschliefend wurden diese, zusitzlich zu den Wasserstoffbriicken, die durch das HNCO-long

range-Experiment identifiziert wurden, in die weiteren Kalkulationen mit einbezogen.
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Die Berechnung der finalen Struktur erfolgte mit 129 intraresidualen, 322 sequentiellen,
123 medium range und 549 long range Abstinden. Weitere Abstandsinformationen ergaben sich
aus den Cystein- und Wasserstoffbriicken (Tabelle 3.1). Aus den 100 berechneten Strukturen
bildeten die 20 Strukturen mit der geringsten Energie das Ensemble aus welchem anschlieend

die mittlere Struktur berechnet wurde.

3.3.5 Qualitiit der Struktur der Sushi-Domiine des IL-15Ra

Abbildung 3.17: Stereoansicht des Ensembles der Sushi-Domine des IL-15Ra
in Spagettidarstellung. Der N-Terminus des Proteins befindet sich im unteren, der
C-Terminus im oberen Abschnitt der Darstellung.

Generell werden bei der Strukturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie Strukturfamilien
(Ensemble) erhalten. Die Abweichungen innerhalb des Ensembles gegeniiber der mittleren
Struktur reflektieren zum einem die Dynamik der Struktur, zum anderen konnen diese
Abweichungen auf eine geringe Anzahl von zugeordneten NOE-Kreuzsignalen zuriick zufiihren
sein. Diese zu geringe Anzahl kann entweder auf spektraler Uberlappung oder auf einem

Nichtvorhandensein solcher Signale beruhen. Eine weitere Limitation ergibt sich aus der
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Tatsache, dass die Abstinde nicht ,,genau‘ bestimmt werden, sondern sie eine Obergrenze
(<5 A) und eine Untergrenze (Summe der van-der-Waals Radien) zugewiesen bekommen.

Die Qualitét einer mittels NMR-Spektroskopie gelosten Struktur wird durch die mittlere
Abweichung (root mean square deviation: r.m.s.d.) der Strukturfamilie bestimmt. Das Ensemble
der Sushi-Domine des IL-15Ra ist in Abbildung 3.17 dargestellt. Es weist eine r.m.s.d. des
mittleren Riickgrads von 1,48 +/- 0.29 auf. Uber alle Sekundirstrukturelemente der Sushi-
Domiine ergab sich eine r.m.s.d. von 0.82 +/- 0.20 (Tabelle 3.1).

Ein weiteres Qualititsmerkmal der berechneten Struktur ist die Einhaltung der Diederwinkel, ®
und ¥, des Proteinriickgrates entsprechend des Ramachandran-Diagramms *. So sind fiir die
Diederwinkel von Polypeptidketten nur drei Bereiche im Konformationsraum erlaubt.

Die nicht erlaubten Flichen sind durch eine hohe potentielle Energie gekennzeichnet und
konnen daher nicht eingenommen werden. In Abbildung 3.18 ist das Ramachandran-Diagramm
der mittleren Struktur der Sushi-Domine abgebildet. Entsprechend Tabelle 3.1 befinden sich nur

5%, also 3 Reste im energetisch ungiinstigen Konformationsraum.

180 Abbildung 3.18:

Ramachandran-
Diagramm der mittleren
Struktur der Sushi-
Domiine des IL-15Ro. Die
Verteilung der Reste in dem
Konformationsraum
entspricht Tabelle 3.1. Drei
Aminosédurereste aus
unstrukturierten Bereichen,
Val39, GIn40 (Loop A) und
Thr87 (Loop E), sind in
Q40 nicht erlaubten Bereichen
lokalisiert.
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3.4 Struktur der Sushi-Doméine des IL-15Rx

Abbildung 3.19: Mittlere
Struktur der Sushi-Domiine
des IL-15SRain  Ribbon-
Darstellung. N- und C-
Terminus, sowie Loops und [3-
Stringe sind gekennzeichnet.
Die Cysteinbriicken sind in gelb
dargestellt.

In Abbildung 3.19 ist die mittlere Struktur der Sushi-Doméne des IL-15Ro dargestellt. Das
Protein enthilt zwei B-Faltblitter, welche aus den Resten 52-56 (B-Strang C), 64-65 (B-Strang
C’), 72-77 (B-Strang D), 84-86 (B-Strang E) and 93-94 (B-Strang E’) gebildet werden. Die
Sushi-Doméne des IL-15Ra zeigt die typische Faltung der Sushi-Doménen. Ein zentrales
B-Faltblatt wird aus den B-Stringen C, D und E gebildet. Im Unterschied zu anderen Sushi-
Doménen werden in Loop A und Loop B keine -Stringe ausgebildet. Daher wird kein typisches
2 auf 3 B-sandwich-Motiv generiert. Die Disulfidbriicke zwischen Cys33 und Cys75 verbinden
den N-Terminus mit dem B-Strang D, wihrend Loop B mit dem B-Strang E’ durch die zweite

Disulfidbriicke, zwischen Cys59 und Cys93, verbunden werden.
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3.5 Strukturvergleich der Sushi-Doménen des IL-15Ro und des IL-2Ra

Die Struktur der Sushi-Doménen des IL-2Ra im Komplex mit dem Liganden wurde 2005 mittels
Rontgenstrukturanalyse aufgeklirt . Um einen Einblick in eventuelle strukturelle Unterschiede
zwischen der Sushi-Domaéne des IL-15Ro und des IL-2R0 zu erhalten, wurden diese Strukturen
verglichen. Der IL-2Ra enthilt zwei Sushi-Doménen. Da die Ligandenbindung hauptsédchlich
tiber die N-terminale Doméne des IL-2Ra (IL-2Roa-D1) erfolgt wurde diese mit der Sushi-
Domiine des IL-15Ra superpositioniert (Abbildung 3.20).

Abbildung 3.20:
Superpositionierung der
Sushi-Doménen des IL-15Ra
und des IL-2Ro. Die Sushi-
Domine des IL-15Ra wurde
mit der ersten Doméine des
IL2Ra (griin) {iiberlagert. Die
Kennzeichnungen  in den
IL-2R@t Domiinen erfolgten mit
einem Stern.

Wie in Abbildung 3.20 erkennbar weisen die Sushi-Domine des IL-15Ra und die IL-2Ra-D1
im zentralen Bereich strukturelle Gemeinsamkeiten auf. Die B-Stringe C, C’, D und E’ der
Sushi-Doméne des IL-15Ra liegen in der homologen Region der korrespondierenden Stringe,
C*, C*, D* und E’* des IL-2Ra-D1. Wihrend der E*-Loop dieser Doméne nicht durch die
Rontgenstrukturanalyse geklart werden konnte, zeigt die Struktur des IL-15Ra im homologen
Bereich einen vierten B-Strang (E).

Weitere strukturelle Unterschiede entstehen aus dem Strangaustausch innerhalb der Sushi-

Doménen des IL-2Ra.. Da Loop A* und Strang B* Teile der C-terminalen Sushi-Domine
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(IL-2Ro-D2) sind, beginnt die IL-2Ra-D1 mit Strang C* und endet mit Strang G*. Loop F* des
IL-2Ra entspricht in seiner Lokalisation dem Loop A des IL-15Ra. Durch den Strangaustausch
zwischen den Dominen des IL-2Ra ist die Orientierung des G* Strangs innerhalb der ersten
Domine abweichend von der des korrespondierenden Loop B* in der Sushi-Domédne des
IL-15Ra. Der B-Strang G* des IL-2Ra ist Teil eines B-Faltblattes, welches aus den -Stringen
D*, C* und G* gebildet wird. Loop B des IL-15Rouist nicht an der Ausbildung eines
B-Faltblattes beteiligt, er befindet sich hinter dem [-Strang C und verlduft senkrecht zu dem
A-Loop der Sushi-Domine des IL-15Ra.

3.6 Modell des IL-15/IL-15Ra-Komplexes

Abbildung 3.21: Modell des
IL-15/IL-15Ro-Komplex in
Ribbon-Darstellung. Die
Sushi-Doméne des IL-15Ra
ist in blau, das Modell des
IL-15 in gelb dargestellt.

Um ein Modell des IL-15/IL-15Ro -Komplex zu erstellen wurde die 2005 veroffentlichte
Struktur des IL-2/IL-2Ro-Komplex als Vorlage verwendet ®. Zunichst wurde die Sushi-
Domine des IL-15Ra, entsprechend Abbildung 3.20, mit der IL-2Ra-D1 superpositioniert.
AnschlieBend erfolgte die Uberlagerung eines IL-15 Modells ** auf die Struktur des IL-2 in dem

als Matrize dienenden Komplex.
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Die dreidimensionale Struktur des Modells des IL-15/IL-15Ra-Komplexes ist in
Abbildung 3.21 dargestellt. In diesem Komplex befindet sich die Sushi-Doméne ,,auf* dem
IL-15. Die Bindung des Zytokins erfolgt iiber die C, C’ und D-Stringe. Das Bindungsepitop des
IL-15 besteht aus dem AB-Loop, der B-Helix und der Region des CD-Loops.

Eine Nahaufnahme des IL-15/IL-15Ra Interaktionsbereichs zeigt Abbildung 3.22. Es
wird deutlich, dass die meisten Reste, welche an der Interaktion beteiligt sind, geladen sind.
Wihrend das Bindungsepitop der Sushi-Doméne des IL-15Ra iiberwiegend basische Reste
enthdlt, zeigt der Bindungsbereich des IL-15 eine Anhdufung von sauren Resten. Drei
Argininreste (Arg54, Arg56, Arg 65) und ein Lysinreste (Lys64) des IL-15Ra, sowie zwei
Aspartatreste (Asp30 und Asp56) und vier Glutamatreste (Glu53, Glu87, Glu89 and Glu93) des
IL-15 bilden eher ein groBes Netzwerk an Ladungs-Ladungsinteraktionen, als spezifische
Ionenpaare. Nur wenige hydrophobe Reste, wie Leu72 und Ala67 der Sushi-Domine sowie

Leu52 und Leu45 des IL-15 sind in der Bindungsregion enthalten.

Abbildung 3.22: Nahansicht
des Interaktionsbereichs des
IL-15/IL15Ro-Komplexes.

Die Sushi-Doméne des

L Asp56 Models (blau) bringt
liberwiegend basische Reste

in die Bindung  ein.
Dementsprechend  involviert
IL-15 (gelb) hauptsichlich
saure Aminosdurereste.

AB-loop

30

'Glu93

A
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3.7 Vergleich der IL-15/IL-15Ro und IL-2/IL-2Ro Komplexe

Die Affinitit (Kp) des IL-15/IL-15Ra-Komplex ist um drei Zehnerpotenzen hoher als die des

21

IL-2 zu seinem o-Rezeptor Um einen potentiellen strukturellen Ursprung dieser

Affinititsunterschiede zu ermitteln wurden die Interaktionsflachen analysiert und verglichen.

3.7.1 Vergleich der Interaktionsbereiche

Zunichst erfolgte die Berechnung der durch die Komplexbildung verursachten Anderungen der

Losungsmittelzuginglichkeit der Molekiile (Abbildung 3.23).

IL-15 IL-2
106 |D | 132
o "
——w I
79 D_ﬂ 103
«IC © Cla
e P ] I——
53 =]
|B g B| 5
9 2
——=- )} @
15 2%’
T T T T 1 |A Al 13 T T i
] 20 15 10 5 0 0 10 0 0 40 50
Anderung der Zugiinglichkeit (A%) Anderung der Zuginglichkeit (A’)
Sushi Domiine Sushi Domiine
des IL-15Ra des IL-2Ra
9 84—
a7 |E E* g
Z 1
9 2 |
—_7 D = D*| 0 g
8 £ %
S5 [C 20 s/
4 |B L =
39 | 12
A *
Kl F 104

40 0 20 10 0
Anderung der Zugiinglichkeit (A%)

10 20 30 40

(=]

Anderung der Zugiinglichkeit (A"

Abbildung 3.23: Vergleich der Anderung der Léosungsmittelzuginglichkeit
durch Komplexbildung des IL-15/IL-15Roc und des IL-2/IL-2Ra. Die
Losungsmittelzugédnglichkeit der Seitenketten in monomerer- und komplexierter
Form wurde berechnet und die Anderung fiir jedes Protein dargestellt. Homologe
Strukturregionen wurden gekennzeichnet und mit schwarzen Balken markiert.

Beide Zytokine, IL-15 und IL-2, besitzen nahezu identische Bindungsepitope, die aus dem

AB-Loop, der B-Helix und dem CD-Loop gebildet werden. Anders ist es bei den a-Rezeptoren.

Hier ist ein deutlicher Unterschied in den Bindungsbereichen erkennbar. Die

Interaktionsbereiche beider Rezeptoren beinhalten den E-B-Strang bzw. E-Loop, den D- und den
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C-B-Strang. Zusitzlich ist bei der Interaktion des IL-2 mit dem IL-2Ro der G*-Strang in die
Bindung involviert. Da die Sushi-Domine des IL-15Ra keinen Strangaustausch aufweist, ist der
korrespondierende B-Loop nicht an der Bindung des Zytokins beteiligt (Abbildung 3.20). Daraus
resultiert fiir den IL-2/IL-2Ra-Komplex eine grofere Interaktionsfliche als fiir den

IL-15/IL-15Ro-Komplex.

3.7.2 Vergleich der Oberflichenpotentiale
Wie in Abbildung 3.24 ersichtlich wird, besteht die IL-15/IL-15Ra-Interaktionsfliche fast

ausschlieBlich aus geladenen Resten.

Sushi-Domiine
des IL-15Rx

Sushi-Dominen IL-2
des 1L-2Ra
Abbildung 3.24: Vergleich der elektrostatischen

Oberflichenpotentiale der Sushi-Doménen des IL-15Ra und des
IL-2Ra sowie ihrer Zytokine. Der Komplex der a-Rezeptoren und ihrer
Liganden wurden um 90° gedreht, die Rezeptoren rechtsherum und die
Liganden linksherum. Dadurch sind die Potentiale der Bindungsbereiche
sichtbar: negativ geladene Reste sind rot und positive Ladung ist blau
dargestellt.
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Dadurch resultiert fiir den Bindungsbereich der Sushi-Doméne des IL-15Ra ein hohes positives
elektrostatisches Oberflidchenpotential (Abbildung 3.24). Dieser Bereich der Sushi-Domine ist
komplementir zu dem negativen elektrostatischen Potential des IL-15. Demgegeniiber stehen die
Interaktionsflichen des IL-2/IL-2Ro-Komplex, die im Vergleich ein relativ geringes

Oberfldchenpotential aufweisen (Abbildung 3.24).
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4 Diskussion

Die a-Rezeptoren von IL-15 und IL-2 stellen strukturell gesehen ein neues Bindungsmodul der
Rezeptoren der ,,Vier-a—Helix-Biindel“-Zytokine dar. Wéhrend die iiblichen Rezeptoren dieser
Zytokinfamilie, die Klasse-I- und Klasse-II-Zytokinrezeptoren, ihre Liganden iiber ein Modul
aus zwei FN-III-Doménen binden, erfolgt dies bei den a-Rezeptoren des IL-15 und des IL-2
iiber ihre Sushi-Dominen **. Zwischen dem IL-15Ro und dem IL-2Ro bestehen Unterschiede
hinsichtlich der Anzahl an Sushi-Dominen. So enthilt der IL-15Ro nur eine Sushi-Domine,
zeigt jedoch eine deutlich hohere Affinitidt zu seinem Liganden als der IL-2Ra, welcher zwei
Sushi-Doménen besitzt. Durch einen Strangaustausch sind diese Domédnen ineinander
verwunden. Diese Divergenz impliziert ein unterschiedliches Verhalten der Rezeptoren sowohl
in der Struktur als auch in der Ligandenbindung, was in den hohen Affinititsunterschieden der
Rezeptoren zu ihren Liganden ihren Ausdruck findet (Tabelle 4.1).

Die Sushi-Domine des IL-15Ro zeigt einen relativ geringen Anteil an
Sekundirstrukturelementen. So sind nur 29% der Aminosdurereste des Proteins an der
Ausbildung von 2 B-Faltblittern beteiligt (Abbildung 3.19). Die Ausbildung eines fiir Sushi-
Dominen typischen 2 auf 3 B-sandwich-Motivs kann nicht erfolgen, da die Gegenwart von drei
Prolinresten (Pro34 bis Pro36) die Entstehung eines B-Stranges im Loop A verhindert. Durch die
Superpositionierung der Sushi-Doméne des IL-15Ro mit der IL-2Ro-D1 wird deutlich, dass die
IL-2Ra-D1 ebenfalls kein typisches 2 auf 3 B-sandwich-Motiv ausbildet (Abbildung 3.20). Die
Region des E*-Loops wurde in dieser Doméine nicht aufgekldrt. Demgegeniiber enthilt die
Sushi-Doméne des IL-15Ra in der entsprechenden Region einen (-Strang. Das Fehlen dieses
B-Stranges in der IL-2Ra-D1 wird durch den G*-B-Strang kompensiert, wodurch beide
Dominen, die Sushi-Doméne des IL-15Ra und die IL-2Ra-D1, fiinf B-Stridnge enthalten. Durch
den Strangaustausch der Sushi-Doménen des IL-2Ra zeigt der G*-Strang einen von der Sushi-
Domine des IL-15Ra abweichenden Verlauf und endet in der zweiten Sushi-Domine des
IL-2Ro .

Dieser strukturelle Unterschied hat unmittelbaren Einfluss auf die an der Bindung des
Liganden beteiligten Reste. So zeigte die Analyse der Oberflichenzuginglichkeit, dass der
IL-2/IL-2Ra, zusdtzlich zu den homologen Bereichen des Interaktionsmodells des
IL-15/IL-15Ra, den G*-B-Strang in die Bindung mit einbringt. Daraus resultiert, dass der
IL-2/IL-2Ra-Komplex eine groBere Interaktionsfliche aufweist, als der von IL-15 und IL-15R0.

Dem stehen die erwédhnten Affinitdtsunterschiede der Komplexe gegeniiber. So ist die Affinitét
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des IL-15Ra fiir seinen Liganden tausendfach hoher, als die des IL-2Ra fiir IL-2. Dies wird in
den kinetischen Bindungskonstanten (ko, and ko) und Affinititen (Kp) der Komplexe deutlich
(Tabelle 4.1).

Table 4.1: Bindungskonstanten von Zytokinen zu ihren
entsprechenden Rezeptoren.

kon koft Ky
IL-2/IL-2Ro.® 1.06x 10°M'sT 0298s' 28.1nM
IL-4/IL-4Ra * 1.9x10'M's' 2x10°s" 105 pM
IL-6/IL-6Ra.® 19x10°M's"' 64x10°s" 34nM
IL-15/IL-15Ra.®® 37x10°M's 1.4x10°s" 38 pM

Diese Divergenz muss daher in der Art der Interaktion zwischen den Rezeptoren und ihren
Liganden begriindet sein.

Durch das Modell des IL-15/IL-15Ra-Komplex wurde ein nidherer Einblick in dessen
Interaktion ermoglicht. Wiahrend die Rezeptoren den oben erwihnten Unterschied in der
eingebrachten gesamten Flidche zeigen, sind die Bindungsepitope der korrespondierenden
Zytokine nahezu identisch (Abbildung 3.23). Sie bestehen jeweils aus dem AB-Loop, der
B-Helix und dem CD-Loop.

Die Beteiligung des AB-Loops (Aminosidurerest 23-33) des IL-15 in der hochaffinen
Bindung zum IL-15Ra wurde zuvor von Pettit et al. vermutet 89, wihrend Beranard et al. die
Beteiligung der B- und C-Helix des Zytokins an der Rezeptorbindung nahe legten ™. Die
Beteiligung des AB-Loop und der B-Helix konnte durch das Modell des IL-15/IL-15Ro-
Komplex bestidtigt werden. Eine Interaktion der C-Helix ist hingegen unwahrscheinlich, da
entsprechend des Modells die Sushi-Doméne ,,auf* dem AB-Loop, der B-Helix und dem
CD-Loop seines Liganden ,liegt”. Durch die limitierte Groe der Sushi-Doméne ist es kaum
denkbar, dass sie parallel dazu die ,,unterhalb® dieser Ebene befindliche C-Helix erreichen kann
(Abbildung 3.21).

Durch die Analyse der an der Interaktion beteiligten Reste wurde deutlich, dass diese
tiberwiegend geladene Seitenketten aufweisen. Nur wenige hydrophobe Reste befinden sich in
der Interaktionsflache zwischen der Sushi-Domine und IL-15. Beispiele hierfiir sind Leu72 und
Ala67 des Rezeptors, sowie Leu52 und Leud5 des Zytokins. Die Mutagenese von Leu52 und
Leud5 in Aspartatreste im IL-15 erhohte jeweils die Affinitdt der generierten Mutanten zum

IL-15Ro **. Durch den Aminosiureaustausch von Leucin- in einen Aspartatrest kommt es
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entsprechend des generierten Modells zu einer weiteren Steigerung des negativen
elektrostatischen Potentials des Bindungsepitops von IL-15, welche die Affinitit zur positiven

Oberfldache der Sushi-Domine weiterhin erhoht (Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1:

Raumfiillende Darstellung der
Sushi-Doméine des IL-15Ra
und IL-15. Die in der Bindung
involvierten Reste sind gelb
dargestellt. Die in IL-15
mutierten  Reste sind  rot
gekennzeichnet. Potentielle
Interaktionspartner der
mutierten Reste, in der Sushi-
Domine sind blau dargestellt.

Sushi Domiine
des IL-15Ra

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die Interaktion des IL-15 mit seinem IL-15Ro durch ein
Netzwerk von ionischen Wechselwirkungen dominiert wird. Diese Art der Interaktion ist
gegensitzlich zu den bisher bekannten Interaktionen zwischen anderen Zytokinen mit ihren
Zytokinrezeptoren, erklirt jedoch die hohen Affinititsunterschiede der Komplexe.

Die Interaktionsflichen des IL-2/IL-2Ra-Komplexes wurden beschrieben % und
entsprechen der klassischen Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor °. So ist die Bindung des
Komplexes durch einen hydrophoben Kern gekennzeichnet, welcher durch einen Ring von
hydrophilen Resten umgeben und so vom wiissrigen Milieu abgeschirmt wird *. Diese Art der
Interaktion wurde fiir viele Zytokin/Zytokinrezeptor-Komplexe, wie dem
Wachstumshormon/Wachstumshormonrezeptor- und dem IL-6/IL-6Roi-Komplex, beschrieben *
8 % Wie fiir den IL-4/IL-4Ra-Komplex gezeigt wurde, fithrt die Ausbildung eines
Avocadoclusters zu einer Erhohung der Affinitit von Rezeptor und Ligand. Im
Interaktionsbereich des Avocadoclusters werden hydrophile Reste von einem hydrophoben Kern
umgeben .

Die Interaktionen des IL-15/IL-15Ra-Komplexes dhneln jedoch der Wechselwirkung
eines Polyanions (IL-15) mit einem Polykation (IL-15Ra). Deren hohe Affinitdt zueinander
beruht vor allem auf der niedrigen Dissoziationskonstante (ko) des Komplexes (Tabelle 4.1).

Diese kinetische Konstante beschreibt die Wahrscheinlichkeit eines Komplexes, zu dissoziieren,
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und ist daher ein direktes MaB} fiir die Aktivierungsbarriere zwischen dem Komplex und den
freien Molekiilen. Ein Komplex mit einer so niedrigen ko wie sie fiir den IL-15/IL-15Ro
beschrieben wurde, kann daher als kinetisch gefangen betrachtet werden. Dieses Phinomen ist
typisch fiir Polyanion/Polykation-Wechselwirkungen, wie sie zwischen IL-15 und IL-15Ra

bestehen.

Die in der Studie von Bernard et al. durchgefiihrten Mutationen beruhten nicht auf der
Kenntnis der Art der IL-15/IL-15Ro-Interaktion. Sie fithrten jedoch zu einer Erhohung der
Affinitit des Komplexes. Durch die nun vorhandene Kenntnis des Interaktionsmodus kann eine
gezielte Mutation von Aminosaureresten beider Komponenten des Komplexes erfolgen.

Dies erlaubt das rationale Design eines hochaffinen l6slichen IL-15Ra. Dabei wurde schon fiir
die natiirliche Form des l6slichen IL-15Ra ein viel versprechendes therapeutisches Potential

gezeigt 2+ 4042

. Die Verwendung der einzelnen Sushi-Doméne des IL-15Ro anstelle des
gesamten 1oslichen Rezeptors scheint jedoch fraglich zu sein. So konnte Mortier et al. zeigen,
dass die Bindung der Sushi-Domine des IL-15Ra an seinen Liganden einen agonistischen Effekt
ausiibt, sobald die Zielzellen nur den IL-2RP und die Common-yChain, nicht aber den
o-Rezeptor tragen 8,

Haufig wird IL-15 in fehlgeleiteten Entziindungen, wie Psoriasis, Morbus Crohn und

rheumatoider Arthritis, im iiberhohten Ausmal} exprimiert 34. 91

. Es wird angenommen, dass
dadurch ein Ungleichgewicht in dem Verhiltnis von IL-15 und IL-15Ro entsteht und das
Zytokin nicht mehr in der Plasmamembran oder in endosomalen Kompartimenten
zuriickgehalten werden kann. Damit kommt es zur Sekretion von IL-15 in das umgebende
Milieu, wo es seine proinflammatorischen Effekte ausiiben kann 2 Die antiinflammatorische
Wirkung des l16slichen IL-15Ro0 beruht dementsprechend auf einer Neutralisation des
,uberschiissigen* IL-15.

TNF-o-neutralisierende Molekiile werden mit Erfolg in der Therapie von Psoriasis,
Morbus Chron und rheumatoider Arthritis eingesetzt. Zu diesen Medikamenten zdhlen l6sliche
monoklonale Antikorper, wie ,,Infliximab* und ,,Adalimunab®, aber auch ein 16slicher TNFR,
der mit der konstanten Region der schweren Kette eines Immunglobulins fusioniert wurde,
,Etanercept®.

IL-15 fiihrt zu einer Expression von TNF-a.. Daher wiirde die Neutralisation von IL-15 in
einer fritheren Phase der Pathogenese von inflammatorischen Erkrankungen eingreifen, und so

den Verlauf der Erkrankung in einem vorhergehenden Stadium blockieren. Spezifische
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Antikorper gegen die IL-2RB-Kette werden bereits in klinischen Studien eingesetzt 3. Sie
inhibieren sowohl die IL-15-, als auch die IL-2 vermittelten Effekte. Der 16sliche IL-15R o stellt
hingegen einen spezifischen Antagonisten des IL-15 da ** und wurde mit viel versprechenden
Ergebnissen zur Therapie von Erkrankungen in Mausmodellen eingesetzt.

Da sich das Modell des IL-15/IL-15Ra-Komplexes in guter Ubereinstimmung mit den Site-
directed-Mutagenese-Daten befindet, kann es nun als Basis fiir ein rationales Design von
potenten IL-15 Antagonisten dienen, welche von einem hohen Interesse fiir die Therapie von

inflammatorischen Erkrankungen sind.
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S Zusammenfassung

IL-15 ist ein Mitglied der kleinen , Vier-a-Helix-Biindel*“-Zytokinfamilie. Das
proinflammatorische Zytokin wurde durch seine Fiahigkeit entdeckt, die IL-2 vermittelte
T-Zellproliferation zu imitieren. Beide Zytokine, IL-15 und IL-2, verwenden einen jeweils
spezifischen o-Rezeptor, den IL-15Ra und den IL-2Ra. Zusitzlich benutzen sie zur
Signaltransduktion den B- und den y-Rezeptor des IL-2. Zytokinrezeptoren sind gewo6hnlich
Multi-Dominen Proteine, welche ihre Liganden iiber eine Zytokin-Homologie-Region binden,
die aus zwei Fibronektin Typ-III-dhnliche Dominen besteht. Demgegeniiber sind bei den
o-Rezeptoren des 1L-15 und IL-2 die Sushi-Dominen fiir die Zytokinbindung verantwortlich. So
wird die ausgesprochen hochaffine Bindung des IL-15 an den IL-15Ra iiber dessen Sushi-
Domiine vermittelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Sushi-Doméne des IL-15Ra rekombinant hergestellt
und die Struktur des Proteins mittels multidimensionaler heteronuklearer NMR-Spektroskopie
aufgeklirt. AnschlieBend erfolgte ein Vergleich der Sushi-Doméne des IL-15Ro mit der
IL-2Ra-D1. Dabei stellte sich heraus, dass die Unterschiede dieser homologen Doménen aus
einem Strangaustausch der Sushi-Doménen des IL-2Ra resultieren.

Die Generation eines Modells der Sushi-Doméne des IL-15Ro im Komplex mit IL-15
erlaubte einen Einblick in den Interaktionsbereich. Dabei zeigte sich, dass die Bindung zwischen
IL-15 und dem IL-15Ra nicht von hydrophoben Wechselwirkungen gekennzeichnet ist, sondern
von einem Netzwerk aus ionischen Interaktionen dominiert wird. Diese Art der Interaktion
erkliart die auBergewohnlich hohe Affinitit des IL-15/IL-15Ra-Komplexes, welche fiir die
biologischen Effekte des Zytokins von groBer Bedeutung ist und bisher in anderen Zytokin/

Zytokinrezeptor-Komplexen nicht beobachtet wurde.
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6 Summary

IL-15 is a member of the small four a-helix bundle family of cytokines. This proinflammatory
cytokine was discovered by its ability to mimic IL-2-mediated T cell-proliferation. Both
cytokines, IL-15 and IL-2, share the P- and 7y-receptor chains of the IL-2 receptor for
signaltransduction. In addition, they target specific a-chain receptors, the IL-15Ra and IL-2Ra,
respectively. Cytokine receptors are multi-domain, transmembrane proteins and utilize a
cytokine-binding module for ligand binding, which consists of two fibronectin type-1II domains.
In contrast to these receptors, both, the IL-15Ra and the IL-2Ra, contain sushi domains, which
are responsible for the cytokine binding. The exceptionally high-affinity binding of IL-15 to the
IL-15Ra is mediated by its sushi domain.

In the present work the recombinant sushi domain of the IL-15Ra was produced and its
structure was solved by multidimensional heteronuclear NMR spectroscopy. A comparision with
the IL-2Ro revealed, that differences between these homologue domains are due to a strand
exchange of the sushi domains of the IL-2Ra.

The generation of a model of the IL-15Ra sushi domain in complex with IL-15 allows an
insight into the interaction interface between the cytokines and its cognate receptors. It shows
that the binding between IL-15 and IL-15Ra is not characterized by hydrophobic interaction, but
is dominated by a large network of ionic interactions. This type of interaction explains the
exceptionally high affinity of the IL-15/IL-15Ra complex, which is essential for the biological
effects of this cytokine and has not been observed in other cytokine/cytokine receptor

complexes.
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T longitudinale Relaxation

T, transversale Relaxation
TOCSY  Total Correlation Spectrosopy
ZBM Zytokin-Bindungs-Modul
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9 Anhang

Anhang I: Verwendete Puffer

TE- (Tris- EDTA)- Puffer:
o 10 mM Tris-HCI pH 8,0,
o 1 mM EDTA pH 8,0

Transformationspuffer:
o 10 mM K-MES, pH 6,2
o 100 mM RbCl
o 10 mM CaCl,
o 45 mM MnCl,, = fiir 20 Minuten bei 121°C und 1 bar sterilisieren,
anschliefende Zugabe von

o 3 mM Hexamin Cobalt(III)Chlorid, sterilfiltriert

10fach DNA-Autragspuffer:
o 0,33 g Orange G
o 0,33 g Bromphenol Blau
o 0,33 g Xylenecyanol
o 12,5 g Ficoll 4000
o 16,6 mM Tris/HCL pH 7,5
o 83,3 mM EDTA pH 8,0 = auf 50 ml mit dest. Wasser auffiillen.

Sammelgel (7,5 %ig):
o 2,45 ml dest. Wasser
o 1,25 ml 1.5 mM Tris/HCI pH 8,8
o 50 ul10 %ige SDS-Losung
o 50ul APS
o 1,25 ml Acrylamid (30%ig)
o 5ul TEMED
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Trenngel (15%ig):

o 2,75 ml dest. Wasser

o 3 ml 1.5 mM Tris/HCI pH 8,8
o 120 ul 10 %ige SDS-Losung
o 120 ul APS

o 6 ml Acrylamid (30%i1g)

o TEMED

2fach reduzierender SDS-Probenpuffer nach Limmli:
o 20% Glycerin
o 10% Mercaptoethanol
o 4% SDS
o 125 mM Tris/HCI pH 6,8
o 0,005 % Bromphenolblau

10fach SDS-Elektrophorese Laufpuffer
o 144g Glycin
o 30g Tris
o 1% SDS - auf 1 Liter mit dest. Wasser auffiillen.

Coomassie Blau Firbelosung:
o 0,1% Brilliant Blue R-250
o 250 ml Methanol

o 100 ml Essigsdure = auf 1 Liter mit dest. Wasser auffiillen.

Coomassie Entfarbungslosung:
o 100 ml Methanol

o 100 ml Essigsdure = auf 1 Liter mit dest. Wasser auffiillen.

Resuspensionspuffer
o 50 mM Tris/ HCI pH 8,0
o 1 mMEDTA
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Waschpuffer
o 50 mM Tris/ HCI pH 8,0
o 1 mMEDTA
o 2 mM Harnstoff

Renaturierungspuffer
o 20 mM NaPO, pH 7,4
o 20 mM Imidazol
o 150 mM NaCl

Minimal Medium
o 6 gNaHPO,
o 3 g KH,PO4
o 2gNaCl
o 0.24 gMgSO4
o 2 g"°"NH4Cl - auf 1 Liter auffiillen, bei 121°C und 1 bar fiir 20 Minuten
sterilisieren, anschlielend

o 186¢g BC- Glucose oder 2 g 2C-Glucose*H,0 zugeben.

Anhang I1
Verwendete Primer:
Bezeichnung Sequenz (5°2>3’) Verwendung
asu_pQE_for | CCACGTTTGGTGGTGGCGACC 5’ Primer, analytisch
asu_for AACCATGGGCATCACATGCCCTCCCCCCATGTCCG | 5’ Primer, préiparativ
asu_pQE_rev | CCCAAGCTTCTAGTCTCTAATGC 3’ Primer PCR
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