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1.1 Summary

Many gram-negative bacteria, including Shigella flexneri, use a type III secretion
apparatus (T3SA) serving the secretion of bacterial proteins into eukaryotic cells.
These proteins enable bacteria to infect eukaryotic cells. About 20 structural proteins
and chaperones encoded by the mxi-spa-operon are needed to form the T3SA. The
so-called "early genes" of the Shigella virulence plasmid obtain information for the
synthesis of the structural proteins of the T3SA and invasins. They are regulated by
VirF. The "later read-off genes" of the plasmid ensure that the host cell remains alive
and are transcriptionally regulated by MxiE. Their transcriptional activation is
achieved by activating the T3SA.

The main focus of this thesis lies on the pathogenicity factor OspD1. The
interaction of OspD1 with the chaperone Spa 15 and the transcriptional regulator
MxiE was investigated biochemically and by X-ray crystallography.

Within this thesis, an improved expression system was established which
enables the purification via the maltose-binding protein-tag and finally results in pure
OspD1 protein. After extensive attempts crystallization conditions (at 4 °C) were
found which enable crystal growth of OspD1. The following improvement of the
crystallization condition leads to a native data set of 2.34 A. Unfortunately, the
structure of OspD1 could not be solved within the scope of this thesis. Attempts to
solve the structure by molecular replacement were not successful due to the absence
of a suitable structural model with sufficient homology. Subsequent extensive efforts
using heavy metal derivatives resulted in several datasets, which however, could not
be evaluated. The constructed selenomethionine derivative, which in general enables
structure elucidation using multi-wavelength anomalous diffraction (MAD), was
expressed successfully but could not be purified.

In order to crystallographically characterize the interaction of Spal5 with
OspD1, co-crystallization experiments of the complex as well as crystallisation
attempts of Spal5 with synthesized OspDlpeptides of different length were
conducted.

The quantitative studies of protein interactions between Spal5 and OspDl1
were performed by microscale thermophoresis. This relatively new method is based
on the directed movement of molecules along a temperature gradient, which is

influenced in a measurable and concentration-dependent manner by the binding of a



ligand. For interaction of Spal5 with OspD1 a Kp of about 40 nM was determined.
Thereafter, various OspD1 peptides were measured with Spal5 to investigate the
binding of individual peptides and determine the loss of the binding strength
compared to the full-length protein. Furthermore, this method was used to investigate
the binding of the MxiE peptides.

In addition, the binding of MxiE and IpaC peptides to the chaperone IpgC
was tested by microscale thermophoresis and co-crystallization experiments were
conducted with the most potent peptides. Within this thesis, it was possible to find
and improve crystallization conditions which results in a dataset with a resolution of
2.6 A measured at BESSY in Berlin. However, no peptide was found in the refined
crystal structure. For the biochemical characterisation of IpgC, the fragment library
of the AG Klebe, consisting of over 320 fragments, was screened against IpgC
utilizing the thermal shift assay. Within this project, it was investigated whether

individual fragments have the potential to bind to IpgC.

1.2 Zusammenfassung

Viele gramnegative Bakterien, so auch Shigella flexneri, benutzen einen Typ-III
Sekretionsapparat (T3SA), welcher der Sekretion bakterieller Proteine in
eukaryotische Zellen dient. Diese Proteine ermoglichen es den Bakterien, die
eukaryotischen Zellen zu infizieren. Etwa 20 strukturelle Proteine sowie Chaperone
aus dem mxi-spa-Operon sind nétig, um den T3SA zu bilden. Die sogenannten
»frihen Gene*“ des Shigella-Virulenzplasmids erhalten Informationen fiir die
Synthese der strukturellen Proteine und Invasine. Sie werden von VirF reguliert. Die
»spater abgelesenen Gene* des Plasmids stellen sicher, dass die Wirtszelle moglichst
lange am Leben bleibt und werden vom Transkriptionsaktivator MxiE reguliert. Thre
Regulation auf Transkriptionsebene erfolgt durch die Aktivierung des Typ-III-
Translokons.

In dieser Arbeit steht der Pathogenititsfaktor OspD1 im Vordergrund, dessen
Wechselwirkung mit dem Chaperon Spal5 sowie mit dem Transkriptionsregulator
MxiE biochemisch und kristallographisch untersucht wurde. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde ein verbessertes Expressionssystem fiir OspD1 mit einem Maltose-
Bindeprotein-Fusionsanteil ~ etabliert, um das Protein rein darzustellen.

Kristallisationsversuche zeigten Bedingungen, unter denen es moglich war, OspD1-



Kristalle bei 4 °C wachsen zu lassen. Nach einigen Verbesserungen konnte ein
nativer Datensatz mit einer Aufldsung von 2,34 A gesammelt werden. Jedoch war es
trotz intensiver Bemiithungen im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich die Struktur
aufzukldren. Versuche, den gesammelten Datensatz mittels Molecular Replacement
zu losen, waren aufgrund des Fehlens eines geeigneten Strukturmodells mit
ausreichend Homologie nicht erfolgreich. Bei zahlreichen darauffolgenden
Versuchen, die Struktur mit Hilfe von Schwermetallderivaten aufzuklaren, konnten
Datensédtze gesammelt werden, welche allerdings nicht auswertbar waren. Ein
Selenomethioninderivat, welches die Strukturaufklirung mittels eines MAD-
Experiments ermdglichen sollte, wurde erfolgreich exprimiert, konnte aber final
aufgereinigt werden.

Um die Wechselwirkung von Spal5 mit OspD1 dennoch kristallographisch
zu charakterisieren, wurden zum einen Kristallisationsversuche des Komplexes
unternommen und zum anderen Peptide unterschiedlicher Lénge von OspDl1
synthetisiert, deren Sequenz in dem Bereich der Interaktion mit Spal5 liegt.

Die quantitative Untersuchung von Proteinwechselwirkungen zwischen
Spal5 und OspD1 erfolgte durch die Microscale Thermophorese. Diese relativ neu
entwickelte Methode beruht auf der gerichteten Bewegung von Molekiilen entlang
eines Temperaturgradienten, welche durch das Binden eines Liganden messbar und
konzentrationsabhéngig beeinflusst wird. Hier gelang es, die Wechselwirkung von
Spal5 und OspD1 auf einen Kp von etwa 40 nM zu determinieren. Danach wurden
die verschiedenen OspD1-Peptide mit Spal5 vermessen, um zu ermitteln, wie gut die
einzelnen Peptide binden und wie hoch der Verlust der Bindungsstirke im Vergleich
zum obengenannten Kp Vollldngenprotein war.

Desweiteren war es mit dieser Methode moglich, die im Rahmen von
Christian Hasewinkels Dissertation angefertigten MxiE-Peptide mit OspD1 zu
vermessen und dabei eine Bindung bei einem Kp von 100 nM und 500 nM fiir zwei
MxiE Peptide zu detektieren. Ebenso wurde die Bindung von MxiE- und IpaC-
Peptiden an das Chaperon IpgC untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
ebenfalls Kristallisationsversuche mit jeweils den beiden bindungsstéirksten Peptiden
unternommen. Nach Optimierung der dabei gefundenen Kristallisationsbedingungen
wurde ein Datensatz mit einer Auflésung von 2,6 A erhalten. Nach Losung der

Struktur konnte allerdings kein Peptid in der Kristallstruktur gefunden werden. Zur



weiteren biochemischen Charakterisierung von IpgC wurde die Fragmentbibliothek
der AG Klebe (iiber 360 Fragmente) mit Hilfe des Thermal Shift Assays vermessen.
Hierbei konnte kein Fragment ermittelt werden, welches zu einer signifikanten

thermischen Stabilisierung von IpgC fiihrte.



2 Einleitung
2.1 Shigella als Krankheitserreger

2.1.1 Shigellose

Die Shigellose ist eine bakterielle, entziindliche Erkrankung des Kolons. Synonym
werden die Begriffe Bakterienruhr oder Dysenterie verwendet. Die Erreger dieser
Erkrankung sind enteropathogene Shigellen. Der Name Shigella ist auf den
japanischen Bakteriologen Kiyoshi Shiga zuriickzufiihren, der 1896 erstmals den
Erreger der Shigellose Bacillus dysenteriae (heute: S. dysenteriae, Typ 1) isolierte.
Die Shigellose zeigt unter schlechten hygienischen Bedingungen eine hohe
Préavalenz. Dies erklart das hidufige Auftreten der Bakterienruhr in Kriegszeiten und
warum sie heute in ,,entwickelten Landern allenfalls sporadisch auftaucht, wogegen
sie in den sogenannten ,,Entwicklungsldndern® noch immer von Bedeutung ist. Thr
Vorkommen ist dort meist endemisch, wird aber ebenso epidemisch beobachtet. Es
besteht weltweit eine jéhrliche Inzidenz von 150 Millionen Fillen, wovon ca. 95 %
in ,,Entwicklungslindern® auftreten. Ahnlich verhilt es sich mit den ungefihr

600.000 Todesfdllen pro Jahr (Sansonetti und Phalipon 1999).

2.1.2 Klassifizierung der Shigellen

Shigella gehort als Variante der Spezies E. coli der Familie Enterobacteriaceae an
(Pupo et al. 1997a; Pupo et al. 1997b). Morphologisch sind es gramnegative
Stabchenbakterien. Desweiteren sind Shigellen fakultativ anaerob, unbegeif3elt und
unbeweglich. Unterscheiden lassen sich anhand biochemischer und serologischer
Merkmale vier Serogruppen: S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri und S. sonnei

(Kayser 1998).

2.13 Infektion

Die Infektion erfolgt fikal-oral direkt oder indirekt tiber kontaminierte Lebensmittel,
wie vor allem Trinkwasser. Seltener kommt auch eine Schmierinfektion vor. Als
Infektionsquelle und Wirt dienen nur der Mensch und hohere Affen (Kayser 1998).
Schon auferordentlich geringe Erregerzahlen zwischen zehn bis 100 Bakterien
konnen zum klinischen Bild der Ruhr fithren (DuPont et al. 1989). Im Vergleich dazu
ist bei den verwandten, enterotoxischen E. coli eine Bakterienanzahl von iiber 10*

Zellen fiir eine Infektion notwendig. Dies ist vor allem durch die hohe Virulenz der



Erreger bedingt. Alle vier Serotypen sind in der Lage, die dysenterische
Symptomatik hervorzurufen. Schwere Verldufe werden hauptsidchlich durch
S. dysenteriae verursacht. Nur S. dysenteriae Typ 1 produziert das Shiga-Toxin.
Dieses inhibiert die eukaryotische Protein-biosynthese durch Bindung an die 60S-
Untereinheit des Ribosoms und Spaltung der 28S-rRNA. Dadurch entstehen die
Epithelschdden im Kolon und die Diinndarm-diarrhoe (Brown et al. 1980;
Middlebrook und Dorland 1984). Das Toxin behindert auBerdem die Aufnahme von
Elektrolyten, Glucose und Aminosduren durch die Blockierung ihrer
Aufnahmerezeptoren. Fiir das endemische Auftreten der Ruhr sind in der Regel
S. flexneri in tropischen Gebieten und S. sonnei in hiesigen Breitengraden
verantwortlich (Khan et al. 1985; Mhalu et al. 1984; Sansonetti und Phalipon 1999).
Infektionen mit S. sonnei verlaufen in der Regel mit einer milden Diarrhoe. S. boydii
wird selten beobachtet. Der Erregernachweis erfolgt kulturell aus dem Stuhl im
Rahmen der TPER-Untersuchung (= Typhus, Paratyphus, Enteritis, Ruhr), die neben

Shigellen auch die obligat darmpathogenen Salmonellen und Yersinien nachweist.

Die genaue Klassifikation erfolgt wie oben beschrieben serologisch bzw.
biochemisch. Im Rahmen einer Shigellose werden unterschiedliche Verlaufsformen
beobachtet. So kann die Ruhr als harmlose Durchfallerkrankung auftreten. Ebenso
kommen Krankheitsbilder mit massiver Dysenterie und schwersten Komplikationen
vor. Die Inkubationszeit der Erkrankung betrigt gewohnlich zwei bis fiinf Tage.
Dann zeigen sich die typischen Symptome der Ruhr: blutige, schleimig-eitrige
Diarrhoe, Fieber, Tenesmen und Leibschmerzen. Begleitend treten allgemeine
Krankheitszeichen wie Miidigkeit, Appetitlosigkeit und Gliederschmerzen auf. In der
Regel verlduft die Shigellose nach ca. 14 Tagen selbstlimitierend. Lokale
Komplikationen sind das toxische Megakolon, sowie nekrotisierende Kolitis mit
Perforationsgefahr. Systemisch werden das hamolytisch-urdmische Syndrom, Sepsis,
Exsikkose und Enzephalopathie als komplizierend erwihnt (Goren et al. 1992;
Koster et al. 1978; Raghupathy et al. 1978). Diese sind selten und kommen
hauptsédchlich bei Kindern vor. In Deutschland sind Infektionen mit Shigellen nur
von S. sonnei mit einem Anteil von 70-80 % und S. flexneri mit einem Anteil von
10-20%  von  Bedeutung  (http://www.biberach.de/fileadmin/user upload/
Gesundheitsamt /Files/Ruhr_Shigellose neu.pdf, https://www.rki.de/ DE /Content
/Infekt/EpidBull/ Merkblaetter/Ratgeber Shigellose.html Stand 30.02.2016.).



Bei der Therapie ist differenziert zu verfahren. So sind bei leichten Verldufen
Allgemeinmafnahmen wie Fliissigkeitssubstitution und Diédt anzuwenden. Nur bei
schwerer Erkrankung, Immunsuppression oder epi- bzw. endemischem Auftreten

sollte eine antibiotische Therapie erfolgen.

Die Priavention besteht aus Hindewaschen, sowie allgemeinen
Hygienemallnahmen. Bislang ist kein Impfstoff zum Schutz vor Shigellen-
Infektionen zugelassen und nach klinisch induzierten Infektionen wurden nur
Immunititen gegen jeweils einen Serotyp aufgebaut. Nach §7 des
Infektionsschutzgesetzes (IfSG) ist der direkte oder indirekte Nachweis von
Shigellen meldepflichtig, im Besonderen nach §6 IfSG fiir alle Personen, die gemél
§42 IfSG Personen des offentlichen Lebens sind oder Personen, die mit

Lebensmitteln in Berithrung kommen.

2.2 Molekulare Prozesse der Invasion

22.1 Invasion durch die Epithelzellen

Die Symptomatik der Bakterienruhr wird primér durch die Invasion von Shigella in
Kolonepithelzellen verursacht (Labrec et al. 1964). Die Epithelzellen des Diinndarms
sind von einer Schicht aus Mucinen bedeckt. Mucine sind komplexe Glycoproteine,
deren Kohlenhydratanteile durch O-Glycosylierung an ein Peptidriickgrat gekoppelt
sind. Sophie Nutten und Kollegen (Nutten et al. 2002) erhielten im Rahmen ihrer
Forschung Hinweise, dass die Mucine eine physikalische Barriere darstellen, welche
den Shigellen den Zugang zu den Darmepithelzellen erschwert. Die Penetration der
Epithelzellen erfolgt deshalb nicht von der apikalen, sondern von der basolateralen

Seite aus (Mounier et al. 1992).

222 Invasion iiber die M-Zellen

Shigella benutzt M-Zellen als Eintrittspforte zur Uberwindung der Epithelbarriere
(Sansonetti et al. 1996). M-Zellen sind Bestandteil des follikelassoziierten Epithels
und spielen eine wichtige immunologische Rolle: Sie nehmen Makromolekiile (zum
Beispiel Antigene) und Mikroorganismen aus dem Darmlumen auf, transportieren sie
durch das Epithel, iibergeben sie an Makrophagen, B-Lymphozyten oder dendritische
Zellen und induzieren so eine spezifische, lokale Immunabwehr (Neutra et al. 1996).
Die Aufnahme der Mikroorganismen erfolgt via Phagozytose. Obwohl innerhalb der

Phagosomen in den M-Zellen ein saures Milieu vorherrschen kann, erreichen die



meisten Pathogene die basale Zellseite lebendig (Neutra et al. 1996). Dort befinden
sich die Shigellen teilweise frei beweglich in der Submukosa und koénnen die
Kolonzellen direkt invadieren. Ein anderer Teil von Shigella wird direkt durch

residente Makrophagen phagozytiert (Sansonetti et al. 1996).

Shigella . s s i y
% Shigella migration @ Epithelial cells die
@ through disrupted and fluids are lost
\ @ Invasion tight junctions
{pactinall \ Multiplication and
it % ®intercellular spread

Epithelial
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P& onr

Abb. 1: Shigella-Infektionsschema: (1) Invasion der Shigellen tber die M-Zellen (M cell) der
Payerischen Plaques. (2) Aufnahme der Bakterien durch die Makrophagen. Dort leiten sie deren
Apoptose ein. (3) Durch die Apoptose wird die Aktivierung von Interleukin-1f sowie weiterer
proinflammatorischer Cytokine bewirkt. (4) Nach Einwanderung von Granulozyten (PMN) und der
damit verbundenen Auflésung der Zell-Zell-Verbindungen, erfolgt eine direkte Infektion des Epithels.
(5) Shigella sezerniert Invasionsproteine und gelangt so in die Wirtszelle. Dort entkommt es aus einer
Vakuole und bewegt sich durch die Polymerisation (F actin polymerization) von Aktin fort. (6) Die
Epithelzellen (Epithelial cell) sterben ab und ein GroBteil des Epithels wird zerstért (ibernommen aus

Epidemiology of Infectious Disease http://ocw.jhsph.edu, Stand 30.02.2015).

Durch bakterielle Sekretion von IpaB wird die Apoptose der Makrophagen
bedingt, wodurch sich Shigella der lytischen Verdauung entzieht (Zychlinsky et al.
1992). IpaB aktiviert die Caspase-1 (Casp-1), welche auch Interleukin-1B converting
enzyme (Ice) genannt wird (Zychlinsky et al. 1994). Casp-1 / Ice ermdglicht die
Aktivierung der inaktiven Cytokine Interleukin-1f (IL-1p) und Interleukin-18 (IL-
18). Durch IL-1p werden die polymorphkernigen Leukozyten dann in die Zell-
zwischenrdume freigesetzt (Black et al. 1988; Kostura et al. 1989). Nachdem

Shigella die Barriere des Darmepithels tiberwunden und den Intrazelluldrraum



erreicht hat, werden eine Reihe proinflammatorischer Cytokine, wie IL-8, aktiviert.
IL-8 lockt polymorphkernige Leukozyten an und fordert so die lokale Entziindung
(Jung et al. 1995). Es konnte gezeigt werden, dass durch Blockade von IL-1-
Rezeptoren bzw. der Leukozytenmigration das Ausmall sowohl der bakteriellen
Invasion als auch der Gewebszerstorung vermindert wird. Dies deutet darauf hin,
dass die Entziindungsreaktion des Wirts in der Anfangsphase der Erkrankung nicht
zur Bekdmpfung des Pathogens beitrédgt, sondern im Gegenteil dessen Ausbreitung
unterstiitzt und fiir einen groBen Teil der Gewebsldsionen unmittelbar verantwortlich

ist (Perdomo et al. 1994; Sansonetti et al. 1995).

223 Ausbreitung und Beweglichkeit

Die primire Invasion bewiltigt Shigella mit einem Phagozytose-dhnlichen
Mechanismus (Clerc und Sansonetti 1987), denn aufgrund seiner Unbeweglichkeit
ist der Erreger auf passive intra- und interzellulire Transportmoglichkeiten

angewiesen, um ins Zellinnere zu gelangen.

Typ-111--
Sekretions
system

| e /
Akti f'lament \'Q l@\_/

Bakterielle Effektoren

Abb. 2: Shigella benutzt Aktin und Mikrotubuli zur Invasion. Ausgeldst wird dies durch Injektion
von baktericllen Effektorproteinen, welche mit Hilfe des Typ III-Sekretionsapparats (TTSA) iiber die
Wirtzellenmembran in die Wirtszelle gelangen. Dies fiihrt zur Aktin-abhingigen Makropinozytose,
bei der Membranfalten das Bakterium in einer Vakuole einschlieBen (modifiziert nach Haglund und

Welch 2011) .

Um das Bakterium herum wachsen ,pfeilerartige Protrusionen mehrere
Mikrometer iiber das Zelloberflaichenniveau hinaus. Thr Geriist wird von F-Aktin-

Biindeln gebildet, welche mit ihrem Ende in Richtung der Protrusionsspitzen
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orientiert sind (Adam et al. 1995; Clerc und Sansonetti 1987). Da die Membran
durch die Aktinbiindel stellenweise angehoben wird, bildet sich eine bliitendhnliche
Struktur aus, die das Pathogen weit iiberragt. Membranfalten erstrecken sich von
»Pfeiler zu ,,Pfeiler”, wihrend das Bakterium am Grund des ,,Bliitenkelchs* liegt.
Unterhalb des Bakteriums fiihrt die weitere Ansammlung von F-Aktin dagegen zur
Ausbildung einer in Richtung des Zellinneren orientierten ,sprinklerartigen*
Filamentstruktur. Durch die Verschmelzung beider freier Enden wird das Bakterium
schlieBlich unter Vakuolenbildung internalisiert (Adam et al. 1995). Die Vesikel
werden in 90 % der Félle 15 min. spiter lysiert. Nachdem sich die Bakterien frei im

Zytoplasma befinden, setzt ihre starke Vermehrung ein.

Shigella, im extrazelluliren Medium unbeweglich, kann im Zytoplasma der
Wirtszelle zelluldre Komponenten zur Fortbewegung nutzen: So fiihrt in Fibroblasten
eine zentripetale ,,organellenartige Bewegung von Shigella entlang von Stress-
filamenten zur Bildung von Mikrokolonien um den Zellkern (Vasselon et al. 1991).
Stressfasern sind voriibergehend gebildete Biindel aus Aktin und Myosin-II, die mit
einem Ende in einem sogenannten Fokalkontakt bzw. Adhisionsplaque innerhalb der

Plasmamembran inserieren.

Abb. 3: Der Aktinschweif. Shigellen (griin), welche sich durch Aktin-Polymerisation in der
Wirtszelle (rot) fortbewegen. Die Filamente (weile Pfeile) werden von einem Pol ausgehend
gebildet (entnommen von http://www.innovations-report.de/bilder neu/4970_shigellen.jpg, Stand
25.02.2015).

Eine weitere, von Stressfilamenten unabhingige Form der Beweglichkeit
wird durch Induktion von Aktinfilamenten an einem Pol der Bakterien ermdglicht.

Dabei entsteht eine kometenschweifdhnliche F-Aktin-Struktur (siche Abb. 3).
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Wihrend der Elongation der Aktinfilamente werden diese von Wirtszell-
Fibrin dicht gebiindelt, was den zylindrischen Aktinschwanz mutmaBlich kontrahiert.
Nachdem die innere Oberfliche der Wirtszelle erreicht wird, erfolgt die Invasion
benachbarter Epithelzellen durch eine schlauchférmige Vorstiilpung. Diese
Vorstiilpung reicht weit in die benachbarte Zelle und wird von ihr vollstindig
aufgenommen, d.h. endocytiert (Bernardini et al. 1989; Prevost et al. 1992). Auch
aus diesen doppelwandigen Vakuolen kann sich Shigella durch Lyse der Membranen
befreien, sich im Zytoplasma vermehren und von dort aus weitere Zellen
kolonisieren (Kadurugamuwa et al. 1991). Die Lyse des Phagosoms wird durch die
Invasine IpaB (High et al. 1992; Geyter et al. 2000), IpaC (Geyter et al. 1997) und
IpaD (Menard et al. 1993) bewirkt. IpaB und IpaC bilden beim Eintritt der Bakterien
in die Wirtszelle eine Pore, durch die weitere bakterielle Proteine gelangen. Fiir die
Insertation dieser Pore in der Wirtsmembran ist IpaD auf noch ungeklirte Weise

verantwortlich (Picking et al. 2005).

Das bakterielle Protein IcsA vermittelt die intra- und interzelluldre
Ausbreitung von Shigella (Allaoui et al. 1992a; Bernardini et al. 1989; Goldberg et
al. 1993) und bildet somit die molekulare Grundlage der effizienten Ausbreitung
innerhalb groBerer Epithelzellverbiande. Fiir die priméire Invasion von Epithelzellen

ist es jedoch nicht essentiell.

2.3 Typ-III-Translokon

23.1 Proteinsekretionssysteme in gramnegativen Bakterien
Die bakterielle Proteinsekretion bezeichnet die Ausscheidung diverser Proteine (wie
spezielle Enzyme oder auch bakterielle Toxine) in das sie umgebende Medium. Der
Transport durch die Cytoplasmamembran erfolgt auf unterschiedliche Weise,
abhingig vom Sec-System (Madigan et al. 2013).

Gramnegative Bakterien besitzen sechs Hauptgruppen von Proteinsekretions-
systemen, die Proteine iiber die innere und #uBere Bakterienmembran in das

extrazellulire Medium sekretieren (Abb. 4, (Thanassi und Hultgren 2000).
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. T-DNA + Effektorproteine
Wirtszelle Effektorproteine
) exira- ) exﬁ_..
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Sec-unabhangige Sekretion

Abb. 4: Schematische Darstellung von Proteinsekretionsapparaten in gramnegativen Bakterien.
Exemplarisch aufgefiihrte sekretierte und translozierte Substrate einzelner Sekretionsapparate. Zu
ihnen zdhlen Autotransporter, wie die IgAl-Protease von Neisseria gonorrhoeae (Henderson et al.
1998). ,,Chaperone/usher-Sekretionssysteme bestehen aus einem periplasmatischen Chaperon und
einem Protein in der duBeren Membran, dem sogenannten ,usher”, das den Transportkanal bildet
(Thanassi DG. et al. 1998). In E. coli dienen sie z.B. der Bildung von P- und Typ-I-Pili. In
komplexeren Typ-II-Sekretionssystemen, die hdufig dem Export von extrazelluldren Enzymen und
Toxinen dienen, erfolgt der Proteintransport iiber die duflere Membran durch einen Kanalkomplex, der
von einem Mitglied der Sekretin-Proteinfamilie gebildet wird (Sandkvist 2001a). Vier mit der inneren
Membran assoziierte Proteine bilden moglicherweise eine Pilus-dhnliche Struktur (Nunn 1999). Typ-
IV-Sekretion kann sowohl unter Beteiligung des Sec-Systems (a) als auch Sec-unabhingig (b), wie
z.B. bei der Translokation von T-(Transfer)-DNA durch Agrobacterium tumefaciens, erfolgen. Das
Sec-System ist nicht an Typ-I- und Typ-III-Sekretionssystemen beteiligt. Typ-I-Sekretionssysteme
sekretieren Toxine, Proteasen oder Lipasen (Binet R1 et al. 1997), wihrend durch Typ-III-
Sekretionssysteme u.a. Effektorproteine direkt in die Wirtszelle transloziert werden (Hueck 1998).
Einige Sekretionsapparate sind mit Pilus-gdhnlichen Strukturen assoziiert (Carolin Berger 2005),

(Abbildung modifiziert nach Biittner und Bonas 2002).

Vier dieser Gruppen sind vom Sec-System abhingig, welches Proteine nach
Abspaltung eines N-terminalen Sekretionssignals iiber die innere Bakterienmembran

transportiert (Driessen et al. 1998). Die Substrate des Typ-IlI-Sekretionsapparats
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(TTSA) besitzen kein abspaltbares Signalpeptid und werden unabhéngig vom Sec-
System und damit wahrscheinlich ohne das Auftreten periplasmatischer Intermediate
sekretiert (Hueck 1998). Der TTSA ermoglicht die Proteinsekretion in das
extrazellulire Medium sowie die Proteintranslokation {iiber die ecukaryontische
Wirtszellmembran (Hueck 1998).

Am Aufbau des membranstindigen Sekretionsapparates sind in etwa 20
Proteine beteiligt. Das kanalbildende Protein in der dufleren Membran gehdrt zur
Familie der Sekretine und ist auerdem homolog zu den duleren Membranproteinen
von Typ-II-Sekretionssystemen (Sandkvist 2001b).

Einige der inneren Membranproteine weisen dagegen Homologien zu
Komponenten des Flagellumexportapparates auf, der ebenfalls zu den TTSA gezéhlt
wird (He 1998; Hueck 1998; Aizawa 2001; Macnab 1999; Young und Young 2002).
Die TTSA wurden erstmals in dem Bakterium Yersinia spp. identifiziert (Michiels et
al. 1990) und sind seither in vielen tier- und pflanzenpathogenen Bakterien

charakterisiert worden (Cornelis und van Gijsegem 2000).

232 Struktureller Aufbau des Typ-III-Translokons
Die fiir die Ausbildung des invasiven Phénotyps essentiellen Gene liegen auf dem
sogenannten Virulenzplasmid in einem Abschnitt von 31 kb Lange, der die ipa-, mxi-

und spa-Operons enthidlt (Menard et al. 1993).

Die mxi- und spa-Genprodukte bilden den Typ-IlI-Sekretionsapparat, iiber
den Effektoren innerhalb von Minuten in das Zytoplasma der Wirtszelle sezerniert
werden konnen (Bahrani et al. 1997). Das experimentelle Ausschalten einzelner
Komponenten des Sekretionsapparats geht mit dem Verlust der Invasivitit von
Shigella einher (Allaoui et al. 1992b, 1993b). Das ATP-abhédngige sogenannte Typ-
III- oder kontaktabhingige Translokon (Buchrieser et al. 2000; Menard et al. 1994a)
besteht aus mindestens zwanzig Komponenten. Elektronenmikroskopische Unter-
suchungen zeigen, dass sich das Translokon aus drei Teilen zusammensetzt (siche

Abb. 5).

Es besteht zunichst aus einer externen ca. 50 nm langen, helikalen Nadel, die
einen Kanal mit einem Durchmesser von ca. 2 nm enthdlt und einen
AuBendurchmesser von ca. 7 nm aufweist (Cordes et al. 2003). Daran schlieBt sich

eine Basis oder Halsdoméne an, die wiederum aus zwei Ringen besteht, welche iiber
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eine zentrale stdbchendhnliche Struktur, der Nadel, verbunden sind (10 nm lang, 21
nm breit) (Hodgkinson et al. 2009). Abgeschlossen wird das Translokon durch eine
knollendhnliche Struktur, welche in das Bakterienzytoplasma reicht (27 nm lang, 44
nm breit) und als C-Ring bezeichnet wird. Dieser besteht unter anderem aus Export-
Proteinen, welche die Substrate erkennen und deren Translokation durch die beiden

anderen Teile bewirken (Blocker et al. 1999; Tamano et al. 2000).

Shigella (C12 Symmetrie)

schrige
Aufsicht

Fil.
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S Fetedl .
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Bodenansicht

Abb. 5: Typ-llI-Translokon von Shigella (Elektronenmikroskopie): Die Abbildung zeigt den
Aufbau des Typ-IlI-Translokons bestehend aus Nadelfilament und Basis. Fil. = Nadelfilament,
AMR = #HuBerer Membranring, IMR = Innerer Membranring, Kon.= Konnektor, Kn. =
Knollenghnliche Struktur oder C-Ring (modizifiert nach Kosarewicz et al. 2012, Accession code:
EMD-1617).

233 Regulation der Sekretion des Typ-III-Translokons bei S. flexneri

Die Sekretion erfolgt durch einen Zweischrittmechanismus. Im ersten Schritt
reichern sich die Ipa-Proteine an der Oberflache an. AnschlieBend findet ein durch
den Bakterium-Wirtszell-Kontakt ausgelostes Entlassen dieser Proteine ins externe
Medium statt (Menard et al. 1994b). Durch den wirtseigenen Hyaluronanrezeptor
CD44 und dessen Wechselwirkung mit IpaB wird die Sekretion von IpaA bewirkt
(Skoudy et al. 1999; Skoudy et al. 2000). Diesen Rezeptor findet man nur auf der
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basolateralen Seite der Epithelzellen, was die Polaritdt der Eintrittsregion der
Shigellen erkldren konnte. Die Sekretion scheint jedoch auch bei Membranbereichen
zu funktionieren, die keinen CD44-Rezeptor haben, aber einen hohen Anteil an
Cholesterol oder Shingolipiden besitzen. Mit hoher Affinitit binden jeweils sechs
Molekiile IpaB direkt an ein Cholesterol (Hayward et al. 2005).

Die im bakteriellen Zytoplasma gespeicherten Ipa-Invasine einschlie8lich der
Chaperone werden nach Kontaktaktivierung durch etwaige Zielzellen oder
experimentell durch den Farbstoff Kongorot freigesetzt (Bahrani et al. 1997).
Unterschieden werden IpaA, IpaB, IpaC, IpaD und IpaH mit Molekulargewichten
von 36,5 kDa (IpaH) bis 70 kDa (IpaA).

Die genaue Charakterisierung der Ipa-Invasine ergab, dass aufler IpaA und
IpaH alle fiir die Zellinvasion von Shigella erforderlich sind (High et al. 1992;
Menard et al. 1993; Toyotome et al. 2001; Venkatesan et al. 1996). Eine regulierende
Funktion im Kontext der Sekretion wird fiir die Invasine IpaB und IpaD vermutet
(Menard et al. 1996). IpaB und IpaC bilden nach ihrer Sekretion mittels ihrer
hydrophoben Molekiilanteile einen Komplex in der Zielmembran. Dieser enthélt eine
ca. 25 A groBe Pore, iiber die weitere Effektorproteine in die Zielzelle eingeschleust
werden (Blocker et al. 1999). Das IpaD-Protein ist involviert in die Regulation der
Sekretion von IpaB und IpaC und die optimale Insertion des IpaB-IpaC-Komplexes
in die Zellmembran. IpaD wird aulerdem unmittelbar nach Aktivierung des Typ-III-
Sekretionsapparates ausgeschiittet und konnte mittels Immunofluoreszenz-
experimenten nur in der Nadelspitze des Typ-III-Sekretionsapparates nachgewiesen
werden (Espina et al. 2006; Picking et al. 2005). Das Invasin IpaA gelangt sehr
schnell in die Wirtszelle und {iiberfiihrt das wirtseigene Protein Vinculin in seine

aktive Form. Damit wird o-Actinin zur Quervernetzung von Aktinfilamenten

rekrutiert.
24 Virulenzgene von Shigella
2.4.1 Virusplasmid

Die Penetration des Epithels und damit die Invasion héngt wie die anschlieende
Vermehrung von einem nicht konjugativen, ca. 140 MDa (230 kbp) grof8en Plasmid

ab. Dieses kodiert fiir die meisten der Virulenzfaktoren und besteht zu etwa einem
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Drittel aus Insertionssequenz-(IS)-Elementen (Buchrieser et al. 2000). Auf einem
31 kbp Abschnitt des Plasmids sind die Gene kodiert, die fiir den Eintritt der
Shigellen in die Wirtszelle notwendig sind. Diese Region wird deswegen auch oft als
»Eintrittsregion® bezeichnet. Stimme, die dieses Plasmid verloren haben, sind

apathogen (Sansonetti et al. 1982).

242 Regulation der Virulenzgene

Die ipa-, ics-, ipg-, mxi-, spa- und weitere fur die Bakterieninvasion erforderliche,
sogenannten frithe Gene benétigen den Transkriptionsregulator VirB fiir ihre
Expression (siche Abb. 6, gelb dargestellt). Die Expression des virB-Gens wiederum

ist auf den Transkriptionsaktivator VirF angewiesen.

Effektoren, Translokatoren und Chaperone

- - < e e e e E- -

ipaA  ipaD ipaC ipaB ipgCipgB1 ArcsB ipgD
ipg

Aufstellung & Funktion des T3SS Nadelkomplexes

- =Py jjs»qﬁd S

icsB ipgD  ipgF mxiH mxiJ mxiL mxiE spalé spal3 spa33 spa9 spa40
ipgE mxiG  muil mxiK  mxiM mx.'D mxiA spad47 spa32 spa24 spa29

_— ' T3SSTranslokatoren/Substrate [ | Chaperone | | T3SSAufbau | Regulatoren

Abb. 6: Karte der 31kb grofien “Eintrittsregion® des S. flexneri-Virulenzplasmid pWR100. Die
abgebildeten Gene zeigen unterschiedliche Zugehorigkeiten: Mxi-Spa TTSS (rot), Translokatoren und
Effektor-Proteine (blau), Chaperone (griin) und regulatorische Proteine (gelb) (iibernommen aus

Schroeder und Hilbi 2008).

Die Invasionsgene werden temperatur-, pH- und osmoreguliert transkribiert
(Allaoui et al. 1993a; Andrews et al. 1991; Day, W. A., Jr. und Maurelli 2001;
Hromockyj und Maurelli 1989; Hromockyj et al. 1992; Hromockyj und Maurelli
1989; Maurelli et al. 1984; Murphy und Payne 2007; Prosseda et al. 2004; Tobe et al.
1991; Watanabe et al. 1990).



Abb. 7 Teil 1: Schema der Transkriptionsregulation durch Aktivierung des Typ-III-Translokons.
1) IpaB und IpaC sind mit IpgC assoziiert, der OspD1-Spal5-Komplex mit MxiE 2) Sekretion von IpaB
und IpaC, IpgC liegt frei vor. Die Zellmembran und die duflere Membran von Shigella sind in blauen
Bogen dargestellt, die Zellmembran der Zielzelle als ein oranger Bogen (modifiziert nach(Parsot et al.

2005).
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Abb. 7 Teil 2: Schema der Transkriptionsregulation durch Aktivierung des Typ-III-Translokons.
3) Sekretion von OspD1, Aktivierung des freien MxiE durch IpgC. 4) Produktion und Sekretion von IpaH.
Die Zellmembran und die &uBere Membran von Shigella sind in blauen Bogen dargestellt, die

Zellmembran der Zielzelle als ein oranger Bogen (modifiziert nach Parsot et al. 2005).
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Die Transkription des vird-Gens sowie der osp-ipaH-Gene, welche fiir
sogenannte spéte oder "intrazelluldre Effektoren” kodieren, erfolgt unabhédngig von
der Temperatur. Die Produkte dieser Gene greifen in verschiedene
Signaltransduktions-kaskaden der Wirtszelle ein, was letztlich zu einer Modulierung
der durch Shigella hervorgerufenen Immunantwort fithrt. Andere steigern die
Vitalitdt der Wirtszelle, indem sie den Zellzyklus anhalten bzw. die Apoptose
verhindern. Wieder andere Genprodukte destabilisieren das Netzwerk aus

Mikrotubuli, um die intrazelluldre Bewegung der Bakterien zu erleichtern.

Die Expression dieser ,,spiaten” Gene ist von einem aktiven T3SA abhéngig.
Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass MxiE, ein Transkriptionsaktivator der oben
genannten Gene, auf IpgC als Coaktivator angewiesen ist (siche Abb. 7). IpgC ist
jedoch, solange das Typ-IlI-Translokon inaktiv ist, im bakteriellen Zytoplasma fest
an IpaB und IpaC gebunden. Erst wenn IpaB und IpaC sezerniert werden, wird IpgC
frei fiir die Interaktion mit MxiE (Mavris et al. 2002). Als zweiter Sensor der Typ-
III-Translokon-Aktivitédt dient OspD1.

243 Der Antiaktivator OspD1

Das ospDI-Gen kodiert fiir einen Antiaktivator des Transkriptionsfaktors MxiE.
OspD1 ist ein durch das Chaperon Spal5 stabilisierter Sensor der Typ-III-
Translokonaktivitit. Im inaktiven Zustand des T3SA bindet OspD1 an MXxiE,
wodurch dessen Bindung an entsprechende DNA-Abschnitte verhindert wird. Erst
nach Aktivierung des Typ-IlI-Translokationsapparates wird OspD1 sezerniert und
gibt MxiE frei, so dass dieses mit Hilfe des Coaktivators IpgC als
Transkriptionsaktivator fungiert (siche Abb. 7). MxiE bindet tiber ein 17-bp langes
Motiv (MxiE-Box), das jeweils mit der 35er-Region iiberlappt, an die
Promoterregionen der aktivierten Gene (Mavris et al. 2002). OspD1 besteht aus 225
Aminoséduren und hat ein Molekulargewicht von 24,8 kDa (Parsot et al. 2005). La
Gall fand in einer Microarray-Analyse heraus, dass es wie viele andere Gene,
ausschlieBlich durch (VirF/)VirB reguliert wird. Diese Regulation ist abhingig von
Temperatur, pH und Osmose (Le Gall et al. 2005).
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2.4.4 Das Chaperon Spal5s

Das Chaperon Spal5 besteht aus 133 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht
von 15,1 kDa. Spal5 bindet an IpaA, IpgB1, OspC3, OspD1 und wahrscheinlich
auch an OspB als sogenanntes TTSS-Chaperon (Sasakawa et al. 1993; Andrews und
Maurelli 1992). Spal$5 bildet ein funktionelles Dimer. Die Sekretion im Zytoplasma
gespeicherter IpaA-Molekiile erfordert die Assoziation mit dem Chaperon Spals.
Dabei wird vermutet, dass IpaA in Abwesenheit von Spal5 im Zytoplasma
pramature l6sliche Komplexe bildet, die die Sekretion verhindern. Die
Interaktionsstelle von IpaA mit Spal5 befindet sich in der Region zwischen den
Aminosdureresten 263 und 365 (Page et al. 2002). Die Kristallstruktur von Spal5
(siche Abb. 8) wurde 2004 gelost (van Eerde et al. 2004).

Spais

Abb. 8: Die Kristallstrukturen des Spal5-Dimers und des Spal5 Monomers aus S. flexneri.
Der linke Teil der Abbildung zeigt Spal5 als Dimer in der Bénderdarstellung. Jede Untereinheit
besitzt drei a—Helices und ein Faltblatt aus sechs f—Striangen. Rechts ist die Oberfldchenstruktur

eines Monomers dargestellt (modifiziert nach van Eerde et al. 2004).

Bei TTS-Chaperonen werden zwei Gruppen unterschieden. Klasse I ist
spezifisch fiir Effektorproteine und Klasse II fiir Translokatorproteine. Klasse I wird
noch einmal in zwei Untergruppen geteilt. Wiahrend die Untergruppe I-A nur ein
Substrat binden kann, kann I-B mehrere, unterschiedliche Effektorproteine binden
(Parsot et al. 2003). Costa und Kollegen (Costa et al. 2012) konnten eine Chaperon-
Bindedoméne-Sequenz in Typ-llI-Effektoren identifizieren, die Klasse I-B

Chaperone wie Spal5 erkennen und binden. Diese konservierte, gefundene Sequenz
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lautet [(L/M/I/F); XXX(I/V)sXX(I/V)sX(N)jo]. Die Interaktion von Spal5 und
OspD1 mit trunkierten Varianten von OspD1 wurde bereits von der Verfasserin
untersucht (Jiingel 2010). In dieser Untersuchung konnte der essentielle

Bindebereich von OspD1 mit Spal5 auf die Aminoséduren 16-32 eingegrenzt werden.

245 Der Coaktivator IpgC

IpgC nimmt im Cytoplasma die Rolle eines Chaperons ein, indem es an IpaB und
IpaC bindet und diese stabiliert (Menard et al. 1994b). Die Stochiometrie des
heterodimeren Komplexes wird mit 1:1 oder auch 2:2 angegeben (Birket et al. 2007).
Lunelli und Kollegen (Lunelli et al. 2009) bestimmten 2009 sowohl die Apo-Struktur
des Proteins als auch im Komplex mit einem Peptid aus der Sequenz von IpaB (AS

51-72, wovon nur 63-72 in der Struktur von Abb. 9 zu sehen sind).

H7

Abb. 9: Die Kristallstruktur des IpgC aus S. flexneri. A) Ribbon-Darstellung der Apostruktur von
IpgC als Dimer, Untereinheiten sind braun (SUB) und blau (SUA) eingeférbt, Helices entsprechend
beschriftet. B) Interaktion der katalytischen Bindedoméine von IpaB (gelb) und IpgC (hellblau). C)
Die Oberflichenrepriasentation von IpgC, die Oberfliche ist entsprechend dem ohne Wasser und
Ligand kalkulierten elektrostatischen Potential gefarbt (blau fiir positiv, rot fiir negative Ladung). Das
IpaB-Peptid (Reste 65-70) ist in gelb dargestellt (entnommen aus Lunelli et al. 2009).
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IpgC liegt in der Kristallstruktur als nicht-symmetrisches Homodimer vor, in
dem eine Art ,,Helix-Swapping* (=Helixtausch) zu beobachten ist. Pro Untereinheit
hat ein IpaB-Peptid gebunden. IpgC ist ein Klasse-II-Chaperon und besteht aus
einem Tetratrico-Peptidmotiv (TRP-Motiv), welches eine relativ kurze Sequenz des
Bindepartners bindet. TPR-Motive spielen eine Rolle bei einer Reihe von
Zellprozessen, in denen sie Protein-Protein-Interaktionen vermitteln. Zum Beispiel
greifen sie in den Zellzyklus ein und sind an der Regulation der Transkription sowie
des Proteintransports beteiligt (Kreppel et al. 1997).

Ebenso fungiert IpgC als Coaktivator von MxiE. Solange das Typ-III-
Translokon nicht aktiv ist, ist IpgC fest mit IpaB und IpaC assoziiert und wird erst
frei, wenn diese sezerniert wurden (siche Abb. 7). Es ist davon auszugehen, dass
IpgC an die N-terminale Doméine von MxiE bindet und damit eine
Konformationsidnderung auslost, so dass MxiE an die entsprechenden Promotor-
regionen binden kann. Die Interaktion zwischen MxiE und IpgC gilt als nicht sehr
stabil (Mavris et al. 2002). Trotzdem gelang es Pilonieta und Munson (Pilonieta und
Munson 2008), den durch Coexpression in E.coli gewonnenen MxiE-IpgC-Komplex
aufzureinigen. Die Reinigung gelang ebenso mit einem Maltose-Bindeprotein-
MxiE(A1-44)-IpgC-Komplex, was daflir spricht, dass die 44 C-terminalen

Aminosduren von MxiE fiir die Bindung an IpgC nicht essentiell sind.

2.4.6 Zielsetzung der Arbeit

Entziindliche Darmerkrankungen, die durch Bakterien verursacht werden, stellen ein
gesundheitliches Problem dar, welches weltweit auftritt. Vor allem in
»~Entwicklungslandern® und in Gebieten mit schlechter Wasserversorgung kommt es
immer wieder zu vielen Erkrankungen und einer hohen Sterblichkeitsrate. Shigellen,
als Erreger der Bakterienruhr, gehdéren hierbei zu den weitverbreitesten
Krankheitserregern. Wie bei anderen Mikroben breiten sich auch Antibiotika-
resistenzen bei Shigellabakterien aus, zuletzt gab es im April 2015 einen grofBeren
Ausbruch von multi-resistenten S. sonnei in den USA (Bowen, http://www.cdc.gov
/shigella, 21.02.2016). Fiir die Entwicklung neuer Medikamente ist die Kenntnis {iber
Pathogenitétsfaktoren von Shigella, deren Rolle im Infektionsgeschehen sowie ihren

molekularen Aufbau essentiell.
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In dieser Arbeit steht der Pathogenititsfaktor OspD1 im Vordergrund, dessen
Wechselwirkungen mit dem Chaperon Spal5 sowie mit dem Transkriptionsregulator
MxiE biochemisch und kristallographisch untersucht werden sollen. In einer
vorausgehenden Masterarbeit der Verfasserin konnte bereits gezeigt werden, dass in
OspD1 ein Bereich zwischen Aminosédure 15 und 32 fiir die Interaktion mit Spal5
essentiell ist.

Der genaue Bereich der Interaktion soll in weiteren Versuchen aufgeklart und
die Affinitdt zwischen den beiden Proteinen quantifiziert werden. Die quantitative
Untersuchung von Proteinwechselwirkungen soll dabei vorwiegend durch die
"Microscale-Thermophorese" erfolgen. Dariiber hinaus wird angestrebt, die bisher
unbekannte Kristallstruktur von OspD1, eines Komplexes aus OspD1 und Spal5
und/oder eines Komplexes aus OspD1 und MxiE zu bestimmen.

Ebenso soll das Chaperon IpgC mit den bindungsstédrksten MixE- und IpaC-
Peptiden, deren Bindung gegeniiber IpgC im Rahmen der Dissertation von Christian
Hasewinkel (Hasewinkel 2012b) mittels Microscale Thermophorese untersucht

wurde, co-kristallisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, stammten die verwendeten Chemikalien von den
Firmen Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deutschland, Taufkirchen), AppliChem
(Deutschland, Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co (Deutschland, Karlsruhe), Merck
KGaA (Deutschland, Darmstadt) und Fluka Chemie AG (Schweiz, Buchs).

Tabelle 1: Chemikalien

Name Hersteller
1,4 Dithiothreitol (DTT) Roth
Acrylamid/Bisacrylamid (30 % /0,8 %) Roth
Agar-Agar Roth
Agarose Sigma-Aldrich
Ammoniumpersulfat (APS) Roth
Ampicillin Roth
Bis (2-hydroxyethyl)amino-tris Roth
(hydroxymethyl)methan (BisTris)

Rinderalbumin (BS4, Bovine Serum Roth
Albumin)

Bromphenolblau Merck
Calciumchlorid Merck
Chloramphenicol Roth
Coomassie Brillant Blue R250 Roth
Dinatriumhydrogenphosphat Merck
Essigsdure 100 % Roth
Ethanol 96 % Roth
EDTA Merck
Glasperlen 2,85-3,3mm Roth
Glycin Roth
Glycerin 100 % Merck
Guanidin HCI Roth
Hefeextrakt Roth
HEPES Roth

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid Roth




Name Hersteller
Imidazol Roth
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Magnesiumchlorid Merck
Methanol Fisher Scientific UK
3-Morpholin-propanylsulfonsdure (MOPS) Merck
Natriumchlorid Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Natriumhydroxid Roth
Pepton aus Casein Roth
Rotiphorese Gel 30 Roth

Salzsdure 37 %

Riedel-deHaén

Tris(hydroxymethylaminomethan) Roth
TEMED Roth
3.1.1 Bakterienstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2 : Verwendete Klonierungs- und Expressions- E. coli -Stimme

Stimme E. coli Genotyp Referenz
BL21 Codon plus E. coli BF ompT hsdS(rg” mg") Stratagene
(DE3) RIL dem™ Tet® gal J(DE3) endA Hte [argU (Heidelberg,
ileY leuW Cam"] Deutschland)
SoluBL21™ E.coli F ompT hsdS (5" mg") gal dem’” Genlantis (San
(DE3) Diego, USA)
XL2-Blue E. colirecAl endAl gyrA96 thi-1 Stratagene
Ultracompentent hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB (Heidelberg,
Cells laclP ZAM15 Tnl0 (Tet®) Amy Cam®] Deutschland)
B834(DE3)pLysS E. coli ¥ ompT hsdSp (rg” mg’) gal Novagen
dem™ met (DE3) pLys [Cam"] Merck
(Darmstadt,

Deutschland)
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3.1.2 XL2-Blue

Dieser E.coli-Stamm bietet durch seine gute Transformationsrate und durch seine
stark verringerte Endonukleaseaktivitit (endA) eine gute Grundlage fiir Plasmid-
vervielfiltigung. Der Abbau des Plasmids durch das EcoK-Endonukleasesystem wird
durch die hsdR17-Mutation verhindert. Die verringerte Aktivitdit von Rekomb-
inationsenzymen (recA) erhoht die Stabilitdt des Inserts. Ein Blue-White-Screening
kann zur Erfolgskontrolle nach der Rekombination von DNA durchgefiihrt werden,
da ein /ac,ZAM15-Gen vorhanden ist. XIL.2-Blue besitzt aulerdem eine Tetracyclin-
resistenz und ist bis zu einer Konzentration von 40 pg/ml gegen Chloramphenicol
resistent, jedoch sensitiv ab einer Konzentration von 100 pg/ml (Greener et al. 1997).
Zur Kultivierung wurde nur die Chloramphenicoltoleranz benutzt, da Chlor-

amphenicol im Labor vorrétig war.

3.1.3 BL 21 CodonPlus (DE3)-RIL

Dieser Stamm ist ein Derivat von E. coli B (Greener et al. 1997), dem aber sowohl
die ATP-abhéngige Lon-Protease als auch die OmpT-Protease der d&ulleren Membran
fehlen. Dadurch kann der Abbau von rekombinantem Protein weitgehend vermieden
werden. Durch den hte-Phénotyp wird eine Erhohung der Transformationsrate
erreicht, wobei zusétzlich durch die Deaktivierung von Endonuklease I (endA) der
Abbau von rekombinanter DNA verhindert wird. Der Stamm ist tetracyclinresistent
(Weiner, M. P., Anderson, C., Jerpseth, B., Wells, S., Johnson-Browne, B. et al.
1994). Bei der Expression von heterologen Genen kann die Anhdufung seltener
Codons zum Abbruch der Translation fithren. Durch dic zusétzlichen tRNAs, welche
spezifisch seltene Codons erkennen, wird dieses Problem behoben. Die BL21-
Staimme sind besonders geeignet fiir die Expression mit der T7-RNA-Polymerase, da
im Bakterienchromosom ein Teil des Prophagen DE3, ein Derivat des A-Phagen mit
der Immunitétsregion des Phagen 21, integriert ist. Der Teil des Prophagen DE3
kodiert fiir den Laktose-Repressor (/acl) und die T7-RNA-Polymerase, welche unter
der Kontrolle des lacUVS5-Promotors stehen. Dieser Promotor wird durch IPTG
induziert. Gene, die unter der Kontrolle dieses Systems stehen, werden durch die
wesentlich hohere Aktivitdt der T7-RNA-Polymerase im Vergleich zur zelleigenen
Polymerase starker transkribiert (Studier und Moffatt 1986).
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3.14 SoluBL21™

Viele Proteine konnen mit den gingigen E.coli-Derivaten nicht in ausreichend
l6slicher Form exprimiert werden. Sie liegen unléslich (inclusion bodies) vor. Der
mutierte BL21 (DE)-Stamm SoluBL21 unterscheidet sich vom oben erwéhnten BL21
CodonPlus durch nicht charakterisierte Mutationen, welche ihn in die Lage
versetzen, unlosliche Proteine in komplett 16slicher oder teilweise 16slicher Form zu

exprimieren (Patent: AMS Biotechnology, San Diego).

3.1.5 B834 (DE3) pLysS

Der methioninauxotrophe Stamm E. coli B834 (DE3) pLysS (Novagen) wurde aus
dem Elternstamm BL21 entwickelt. Dieser Stamm wird fiir die Expression von
selenomethioninmarkiertem Protein verwendet (Wood 1966). Damit ist eine
Markierung von Zielproteinen mit 35S-Methionin und Selenomethionin fiir
Kristallographie moglich (Leahy et al. 1992). Dieser Stamm besitzt ebenfalls das
Plasmid pLysS, welches neben einer Chloramphenicolresistenz ein Gen fiir die
Expression von Lysozym, das einen Inhibitor der T7-RNA-Polymerase darstellt,
enthilt. Nach Induktion der Zellen wird dadurch auch Lysozym exprimiert, das den
Zellaufschluss erleichtert.

3.1.6 Plasmide

Die verwendeten Plasmide sind in der Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Plasmid-Vektoren

Plasmid Beschreibung Referenz
pGEX-6Pmod. 4,98 kb, Expressionsvektor mit N-terminalem GE Healthcare (UK)
GST-tag, (T7, lacl), 1 MCS modifiziert durch
Clemens Grimm,
Dissertation
pGEX-4Tmod. Expressionsvektor mit N-terminalem GST-tag, pGEX-6P-mod.
(T7, lacl), 1 MCS modifiziert durch

Christian Hasewinkel,

Dissertation




28

Plasmid Beschreibung Referenz
pGEX-4Tmod.- Expressionsvektor mit N-terminalem GST-tag Christian Hasewinkel,
Spal5 und Thrombin-Schnittstelle (T7, lacl), 1| MCS Dissertation
mit Spal5-Sequenz
pGEX-4Tmod.- Expressionsvektor mit N-terminalem GST-tag Christian Hasewinkel,
IpgCA152-155 und Thrombin-Schnittstelle (T7, lacl), 1 MCS Dissertation
mit [pgC-Sequenz
pHWI1 Expressionsvektor mit N-terminalem GST-tag pGEX-4T-mod.
und C-terminalem His-tag (8-fach), Thrombin- modifiziert durch
Schnittstelle (T7, lacl), 1 MCS Christian Hasewinkel,
Dissertation
pIVEX MBP Expressiomsvektor mit N-terminalem MBP- Roche (Basel, Schweiz)

Fusion Vector

Tag, (T7, lacl), 1 MCS

pHW3 Expressionsvektor mit N-terminalem MBP-tag pHW1 modifiziert
und C-terminalem His-tag (8-fach), Thrombin- durch Christian
Schnittstelle (T7, lacl), 1 MCS Hasewinkel,
Dissertation
pHW3-OspD1- Expressionsvektor mit N-terminalem MBP-tag diese Arbeit
Al1-15/A222-225 und C-terminalem His-tag (8-fach), Thrombin-
Schnittstelle (T7, lacl), 1 MCS mit trunkierter
OspD1-Variante
pHW3-OspD1- Expressionsvektor mit N-terminalem MBP-tag diese Arbeit
A1-32/A222-225 und C-terminalem His-tag (8-fach), Thrombin-
Schnittstelle (T7, lacl), 1 MCS mit trunkierter
OspD1-Variante
pHW3-OspD1- Expressionsvektor mit N-terminalem MBP-tag diese Arbeit

A1-80/A222-225

und C-terminalem His-tag (8-fach), Thrombin-
Schnittstelle (T7, lacl), 1 MCS mit trunkierter
OspD1-Variante

Der Vektor pGEX-6P-mod. basiert auf pGEX-6P der Firma GE-Healthcare. Dieser
wurde in der Dissertation von Clemens Grimm durch eine Ndel-Schnittstelle am
Anfang der multiple cloning site (MCS) erweitert (Grimm 2001). Die Glutathion-S-
Transferase ermoglicht als Fusionsprotein eine erleichterte Aufreinigung durch
Affinitatschromatographie und verbessert hiaufig die Loslichkeit. Fiir die Dissertation

von Christian Hasewinkel wurde der pGEX-6P-mod. weiter verdndert und statt mit
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einer PreScission'"-Schnittstelle mit einer Thrombin-Schnittstelle ausgestattet, so
dass das wesentlich preisgiinstigere Thrombin zum Schneiden des GST-tags
eingesetzt werden konnte (=pGEX-4T-mod. (Hasewinkel 2012b). Um die Anzahl der
zusitzlichen N-terminalen Aminosduren, welche durch die Klonierung mit der
BamHI-Schnittstelle entstehen, gering zu halten, wurde ein weiteres Konstrukt
(pHW1, (Hasewinkel 2012b) mit einen Glycinrest am N-Terminus kloniert. Dieser
kann durch die Verkiirzung besser zur Kristallisation eingesetzt werden.
Vorausgegangene Studien der Verfasserin hatten vor allem fiir das OspD1 gezeigt,
dass die Translation des Zielgens teilweise nicht vollstindig stattfand, was neben

dem Volllangenprotein auch C-terminale Abbruchfragmente zur Folge hatte.
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PreScission™ Protease
| ! |
Leu Glu Val Leu Phe Gin Gly Pro Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT
L J L L L 1

7
BamH | ECOR1 gma)  Sall xpoi Not |

PreScission™ Protease
I 1 |

Leu Glu Val Leu Phe Gin Gly Pro Leu Gly SerPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His

GEX-6P-1
P CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT
L LJ L L (W1 I
BamH | EcoR1 gmay  Sall  xpoy Not |
Tth111 |

Aat Il

Ptac

BspM | ‘ %,
pSj10ABam7Stop7? Qn
Pst |
pGEX-6P
~4980 bp
Nar |
EcoR V %, p4.5 am
e
BssH Il
Apa | pBR322
BStE Il ori
Miu |

Abb. 10: Vektorkarte von pGEX-6P-mod. mit zusitzlicher Ndel-Schnittstelle
(Grimm, 2001).

Deswegen wurde in das Konstrukt unmittelbar nach der MCS die Sequenz
eines 8x His-fags eingebracht. Dies ermoglichte die Produktion von
Fusionsproteinen, die zusitzlich zum N-terminalen GST-tag, C-terminal einen
8x His-tag haben. Die Fusionsproteine koénnen in dieser Form von den
Abbruchfragmenten getrennt werden. AuBerdem wurden weitere Plasmide
konstruiert, welche statt des GST-tags ein Strep-tag (pHW2) oder ein Maltose-
Bindeprotein-tag (pHW3) enthalten (Hasewinkel 2012b). Die Maltose-Bindeprotein-

Fusionsproteine (MBP-Fusionsproteine) binden an eine Amylose-Matrix und werden
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mit 10 mM Maltose eluiert. Der MBP-tag erhoht die Loslichkeit des Zielproteins.
(Nallamsetty und Waugh 2007).

Die Vektoren besitzen zur selektiven und starken Expression von Genen
einen T7-Promotor (Studier und Moffatt 1986). Der T7-Promotor wird durch die T7-
RNA-Polymerase erkannt, die durch die DE3-lysogenen Wirtstimme exprimiert
wird. Die MCS dieser Vektoren enthilt fiir verschiedene Restriktionsendonukleasen
Schnittstellen. Uber diese Schnittstellen konnen Gensequenzen inseriert werden,
deren Expression unter der Kontrolle des vektoreigenen T7-Promotors bzw. des
nachgeschalteten Lacl-Operators steht. Dabei wird die Transkription durch den
Plasmid-kodierten Lac-Repressor, der an den Operator bindet, reprimiert. Bindung
von IPTG an den Lac-Repressor hebt die reprimierende Wirkung auf, so dass
zunichst die Expression des T7-RNA-Polymerase-Gens und anschlie8end die des in
den Vektor inserierten Gens induziert wird. Zur Selektion enthalten die Vektoren

auflerdem eine Antibiotikumresistenz fiir Ampicillin.

3.1.7 Medien

Um Plasmide zu gewinnen, wurden die verwendeten Stimme aerob auf Luria-
Bertani-Medium (LB-Medium) kultiviert (Sambrook et al. 1989). Alle Medien
wurden autoklaviert. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur wurden Antibiotika

zugesetzt, wenn diese zur Selektion benotigt wurden.

Tabelle 4: Niahrmedien fiir E. coli

Medium Zusammensetzung (pro l)

Iysogeny broth (LB) 10 g Pepton aus Casein

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
900 ml H,0

mit HCI/NaOH auf pH 7,0 einstellen, H,O ad 11

LB-Agarplatten LB-Medium

15 g Agar (vor Einstellen des pH-Wertes zugeben)
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Medium

Zusammensetzung (pro l)

TYM-Medium

20 g Pepton aus Casein

5 g Hefeextrakt
100 mM NaCl

10 mM MgCl,
900 ml H,0

mit HCI/NaOH auf pH 7,0 einstellen H,O ad 11

SeMet-Medium

100 ml 10x MMA (s.u.)

2 ml MgSO, (1M)
4 ml CaCl, (100mg/ml)
4 ml FeSO,4 (100 mg/ml)
10 ml Aminosdure-Mix I (4 mg/ml) (s.u.)
10 ml Aminoséure-Mix II (4 mg/ml) (s.u.)
1 ml Vitamin-Mix (1 mg/ml) (s.u.)
1 ml Basen- Mix (1 mg/ml) (s.u.)
20 ml Glucose 20 %
1 ml Ampicillin 100 mg/ml
8 ml L-Selenomethionin-Losung ( 5 mg/ml)
900 ml H,O

mit HCI/NaOH auf pH 7,0 einstellen, H,O ad 11

10x MMA

105 g K,HPO,4+7H,O
45 g KH,PO,

10 g NaCitrat

5 g (NH4),S0,

900 ml H,0

mit HCI/NaOH auf pH 7,4 einstellen, H,O ad 11
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Medium

Zusammensetzung (pro l)

Aminosdure-Mix I

(je 4 mg/ml)

Glycin
Glutamin
Glutaminsdure
Asparaginsiure
Asparagin
Alanin
Isoleucin
Leucin

Valin

Cystein

Serin
Threonin
Arginin

Lysin

Prolin

Histidin

Aminosdure-Mix 11
(je 4mg/ml)

Tyrosin
Phenylalanin

Tryptophan

Vitamin-Mix

Riboflavin (Vitamin. B2)
Niacinamid (Vitamin B3)

(je Img/ml) Pyridoxinmonohydrochlorid (Vitamin B6)
Thiamin (Vitamin B1)
Adenin
Basen- Mix Guanin
) Thymin
(je 1mg/ml)
Uracil

Aminosdure-Mix I und II, Vitamin-Mix, Basen-Mix, MgSQO,, CaCl, und

FeSO4 sowie Antibiotika und IPTG wurden als konzentrierte Stammlésungen
angesetzt und sterilfiltriert. 10x MMA, LB-Medium, LB-Agar, TYM-Medium und
H,O fiir SeMet-Medium wurden autoklaviert.
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Tabelle 5: Antibiotika und Expressionszusiitze

Zusatz Konzentration der Endkonzentr
Stammlosungen ation
Ampicillin-Natriumsalz ~ (in 100 mg/ml 100 pg/ml
dH,0)
Chloramphenicol (in EtOH) 32 mg/ml 32 pg/ml
IPTG (in dH,0) 1M 1 mM
3.1.8 Losungen und Puffer

Im Rahmen dieser Dissertation kamen verschiedenste Losungen und Puffer zum
Einsatz. Diese Losungen und Puffer wurden je nach Masse mit der Feinwaage Type
404/13 (Sauter) oder der Waage Typ 572/45 (Kern) einwogen und mit Reinstwasser
aus der Entsalzungsanlage Purelab Plus (USF Elga) aufgefiillt. Zum Lésen wurden
Magnetrithrer (IKA RH basic 2) von IKA benutzt. Die Einstellung des pH-Wertes
erfolgte mit dem pH-Meter Five EASY ™™ von Mettler Toledo. Alle fiir die FPLC
verwendeten Puffer wurden sterilfiltriert, um Verunreinigungen und Partikel zu
entfernen (Porengréfe 0,2 um, Schleicher und Schuell, Dassel). Die Lagerung
erfolgte je nach Stabilitdt bei Raumtemperatur, 4 °C oder -20 °C. Zum Sterilisieren
wurde ein Autoklav T-Line (Fedegari Autoclavi Spa) benutzt. Losungen wurden in
Zentrifugenréhrchen (Falcon ®) 15/50ml der Firma Greiner oder Sarstedt

aufbewahrt, bei groBeren Volumina in Glasflaschen der Firma Schott.

Sédmtliche Einwaagen von Chemikalien fiir verwendete Losungen und Puffer

wurden in destilliertem Wasser geldst, soweit nicht anders angegeben.

Tabelle 6: Verwendete Losungen und Puffer bei der Aufreinigung und in Assays

Losungen Zusammensetzung

BisTris-Puffer 20 mM BisTris

einstellen mit NaOH auf pH 6,0

BisTris-Puffer+S 20 mM BisTris, 1M NaCl

einstellen mit NaOH auf pH 6,0

Guanidinchlorid-Losung 6 M Guanidinium-HCl




Lisungen Zusammensetzung
EDTA-Puffer Ni-Séule 10 mM EDTA
Natriumhydroxid-Losung 0,5 M NaOH

oder 1,0 M NaOH

Ni+-Puffer

190 mM NaCl
10 mM Na,HPO,
2,8 mM KCl
1,7 mM KH,PO,
500 mM Imidazol

einstellen mit NaOH auf pH 7,5

Maltose-Puffer

190 mM NaCl
10 mM Na,HPO,
2,8 mM KCl
1,7 mM KH,PO,
100 mM Maltose

einstellen mit NaOH auf pH 7,3

PBS-Puffer

140 mM NaCl
10 mM Na,HPO,
1,7 mM KH,PO,

einstellen mit NaOH auf pH 7,3

PBS-Puffer+S

(Spal5 und IpgC)

500mM (IpgC) oder 300 mM

(Spal5) NaCl
10 mM Na,HPO,
2,8 mM KCl
1,7 mM KH,PO,

einstellen mit NaOH auf pH 7,3

PBS-Puffer+S*

(OspD1-Varianten)

190 mM NaCl
10 mM Na,HPO,
2,8 mM KCl
1,7 mM KH,PO,

einstellen mit NaOH auf pH 7,3

35
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Losungen

Zusammensetzung

QSeph-Puffer

20 mM Tris

einstellen mit HC1 auf pH 7,0

QSeph+S-Puffer

20 mM Tris
300 mM NacCl

einstellen mit HCI auf pH 7,0

Tris-Puffer pH 7,0

50 mM Tris-HCl
100 mM NaCl

einstellen mit HCI auf pH 7,0

HEPES-Puffer

10 mM HEPES
500 mM NaCl
3mM DTT

einstellen mit NaOH auf pH 7,5

Ttbl-Losung

2,9 % (w/v) Essigsdure
50 mM MnCl,
100 mM KCl
75 mM CaCl,
15 % (v/v) Glycerin

einstellen mit NaOH auf pH 5,8

T1bII-Losung

10 mM NaMOPS
10 mM KCl

75 mM CaCl,

15 % (v/v) Glycerin

einstellen mit NaOH auf pH 5,8

SEC 6.0

(Spal5)

10 mM MES
150 mM NaCl
3mMDTT

einstellen mit NaOH auf pH 6,0
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Lisungen Zusammensetzung
SEC 7.5 10 mM HEPES
(IpgC) 150 mM NaCl

3mM DTT

einstellen mit NaOH auf pH 7,5

SEC 8.0 20 mM Tris

(OspD1-Varianten) 300 mM NacCl

einstellen mit NaOH auf pH 8,0

Thermophorese 50 mM HEPES
Labeling-Puffer 150 mM NaCl

cinstellen mit NaOH auf pH 8,0

Thermophorese 50 mM HEPES
Messpuffer 150 mM NaCl

0.01 % Triton X 100
2.5 % DMSO

einstellen mit NaOH auf pH 8,0

3.1.9 Molekulargewichtstandards, Restriktionsenzyme und Probenpuffer

Die in dieser Arbeit verwendeten Molekulargewichtstandards (Marker) fiir Agarose-
Gele und SDS-PAGE sind in Tabelle 7 aufgelistet. Die Pufferlosungen fiir die SDS-
PAGE sind Tabelle 8 zu entnehmen. Sdmtliche Einwaagen von Chemikalien fiir
verwendete Losungen und Puffer wurden in destilliertem Wasser gelost, soweit nicht

anders angegeben.

Tabelle 7: Puffer und Marker fiir die Gelelektrophorese (Bilder aus
https://www.lifetechnologies.com, Stand 03.03.2015)

Puffer Zusammensetzung
50x TAE-Puffer 2 M Tris
50 mM EDTA

mit Essigsdure auf pH 7,8
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Puffer

Zusammensetzung

6x MassRuler™ DNA Loading

Dye (Thermo Scientific)

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
0,03 % Bromphenolblau
60 % Glycerol

60 mM EDTA

Restriktionsendonukleasen von
Thermo Scientific
Konzentration soweit

nicht anders angegeben 10 U/pl

BamHI
Dpnl
Ndel
Notl
HindIIL
EcoRI

Xhol

Thermo Scientific Ligase

DNA-T4-Ligase

DNA Polymerase BioCat Phusion Hot Start High-Fidelity
2 U /ul
Enzymreaktionspuffer 0,5 mM Tris-HCI pH 7,5

Thermo Scientific

10xO —Puffer

0,1 mM MgCl,
1 M NaCl

1 g/ml BSA

10x T4 Ligase-Puffer

0,4 M Tris-HCl pH 7,8
0,1 M MagCl,
0,1 M DTT

5 mM ATP

10x R-Puffer

0,1 mM Tris-HCI pH 8,5
0,1 mM MgCl,
1 MKCl

1 g/ml BSA

25 mM ATP, GTP, TTP, CTP
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Puffer

Zusammensetzung

ANTP-Mix eingestellt mit NaOH auf pH 7,0
5x HiFi-Puffer 10 mM Mg **
Marker Zusammensetzung

FastRuler™ Middle Range DNA
Ladder (Thermo Scientific)

FastRuler™ Middle Range DNA Ladder,
ready-to-use
bp ng/20 pl ng/ 5pl ng/10 pl ng/S pl ne/3 pl

— 5000 B0 G0 41 20 12
— 2000 B0 G0 41 20 12
— 850 0 G0 a0 0 12
— 400 e G0 40 n 12
— 100 a0 G0 4 12

1% TopVision™ LE &G0 Agarose (#R0491)
20 pllane, 1XTAE, 7 Vizm, 14 min

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)

10 mM EDTA
0,005 % Bromphenolblau

10 % Glycerol

FastRuler™ High Range DNA
Ladder (Thermo Scientific)

FastRuler™ High Range DNA Ladder,
ready-to-use
bp na/20 pl ng/15 pl ng/10 4 nof'S pl ng'3 pl

— 10000 &) 60 40 20 12
— 4000 B0 B0 40 a2
— 2000 B0 60 40 LU
— 1000 &0 60 40 20 12
— 300 il 60 40 20 12

1% TopVision™ LE GO Agamose (#R0491)
20 plane, TXTAE, 7Viem, 14 min

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)

10 mM EDTA
0,005 % Bromphenolblau

10 % Glycerol

FastRuler™ Low Range DNA
Ladder (Thermo Scientific)

FastRuler™ Low Range DNA Ladder,
ready-to-use
bp ng/20 pl ng 15 pl ng/10 pl ngd'S pl ngr3 p

- 1500 &0 G0 4 20 12
— 850 a0 G0 41 w12
— 400 &0 G0 40 0 12
— 200 a0 G0 41 w12
— 50 a0 G 41 20 12

2%, TopVisian™ LE G Agarass (4R0441)
20 plflane, X TEE, 7 Wem, 14 min

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)

10 mM EDTA

0,005 % Bromphenolblau
10 % Glycerol
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Tabelle 8: Losungen (https://www.lifetechnologies.com) fiir SDS-PAGE

Puffer

Zusammensetzung

4x SDS-Probenpuffer

250 mM 0,5 M Tris-Cl, pH 6,8
8 % (w/v) SDS

40 % (v/v) Glycerin

0,04 % (w/v) Bromphenolblau
200 mM DTT

einstellen mit HCI auf pH 6,8

SDS-Laufpuffer aus Rotiphorese 10x SDS-
PAGE Puffer (Firma Carl Roth)

0,25 M Tris, 1,92 M Glycin und 1 % (g/v) SDS

in destilliertem, deionisiertem Wasser

APS-Losung

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat

ad 10 ml bidest. H,O

Coomassie Brillant Blue G 250-

Farbelosung (pro Liter)

40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure

0,05 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G 250

Entfirbelosung (pro Liter)

40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsédure

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

(Thermo Scientific)

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder
Da |
..... 170 |
=130 -
- - ~100 -
- - ~70 -| -
w— - ~55 |
w40 | —
- 35 -

- ~25 -
e L

- ~10 -

lot

S| | B
4

-20% Tris-glycine SDS-PAGE

0,1-0,2 mg/ml pro Protein
62,5 mM Tris-H;PO,, pH 7,5
1 mM EDTA

2% SDS

1 mM NaN;

10 mM DTT

33 % Glycerin
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3.1.10 Verwendete Geriite
Die im Laufe dieser Doktorarbeit verwendeten Geridte sind in der nachfolgenden

Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Geriite

Geriite Typ Hersteller
Zentrifugen Avanti J-25 Beckman Coulter
Biofuge pico Heraeus
Multifuge 3 Heraeus
Tischzentrifuge Carl Roth
PCR-Maschine PCR Mini Cycler MJ Research
Real-Time PCR 1Q5 Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

Detection System

Microscale Monolith NT.115 Nanotemper Technologies

Thermophoresis

UV-Leuchttisch Fluoreszenzplatte Safe Imager | Invitrogen

Cell disrupter-Gerite Emulisi Flex C3 Avestin (Mannheim, Deutschland)
Ultraschall Branson Sonifier Heinemann (Schwiébisch Gmiind,
250 Deutschland)

Agarose-Gelkammer OWL Easycast Bl A Thermo Fisher Scientific

(Braunschweig, Deutschland)

SDS-Page-Apparatur Mini-Protean 111 Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Schiittelinkubatoren Innova 4200 New Brunswick Scientific

Innova 4300 New Brunswick Scientific
Pipetten 5ml, 1 ml, 200 pl, 20 pl, 10 pl, | Eppendorf (Hamburg,

2 pul Research / Research plus Deutschland)

pH-Meter Five easy Mettler Toledo

Saulen FLPC HiLoad 26/60 Superdex 200 alle Séulen von GE Healthcare

prep grade
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Geriite Typ Hersteller
Saulen FLPC HiLoad 26/60 Superdex 75 | alle Sdulen von GE Healthcare
(Fortsetzung) prep grade
Superdex 200 10/300GL
HisTrap FF 5 ml
XK16/20 Glutathion-Sepharose
Fast Flow 15 ml
XK 16/20 Nickel-Sepharose
Fast Flow 15 ml
LKB Pump P-1 Pharmacia Biotech
Mikrowelle 22023/01 Siemens
Vortexer VEF2 Jouan Nordic
REAX-1 Heidolph

Spektral-Photometer

Sterilbank
Riihrer

Waagen

Dynamic Light

Scattering

FPLC

Rontgengerite

UV-Vis-Spektrometer Smart
Spec 3000

Nanodrop 2000¢

8511
Variomag Monotherm

Waage Typ 572/45

Spectro Size 300

AKTAbasic
AKTAprime

X8 PROSPECTOR mit IuS™
Mikrofokusrohre APEX 1II
CCD Detektor

MAR345 Image Plate Detektor

mit In™ Mikrofokusréhre

Free Mounting System

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

ThermoFisher Scientific

(Braunschweig, Deutschland)
Koéttermann
H+P Labortechnik GmbH

Kern

Xtal Concepts (Hamburg,
Deutschland)

GE Healthcare Europe (Miinchen,
Deutschland)

Bruker (Karlsruhe, Deutschland)

MAR-Incoatec (Geesthacht,
Deutschland)

Proteros Biostructures

(Martinsried, Deutschland)
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Geriite Typ Hersteller

Synchrotronquelle Beamline MX_14.1; MX14.2 BESSY II (Helmholz Zentrum

Berlin, Deutschland)

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Sterilisation

Medien und hitzeunempfindliche Losungen wurden 20 min. und bei 121 °C bei
einem Uberdruck von 1bar autoklaviert. Die Sterilisation hitzeempfindlicher
Losungen wie Antibiotika erfolgte mittels Sterilfiltration durch Spritzen (50 ml
Braun) und einem Sterilfilter, 0,22 um Porendurchmesser, (Carl Roth) und wurde

den abgekiihlten Medien hinzugeben.

322 Wachstumsbedingungen und Kultivierung der Bakterien

Die Kulturen wurden aerob bei 37 °C inkubiert. Die Inkubation der Kulturen erfolgte
abhidngig vom Volumen im Reagenzglas auf einem Roller (bis 10 ml) oder in
Erlenmeyerkolben (gréfere Volumina) schiittelnd bei 220 rpm im Inkubator Innova
4200 von New Brunswick Scientific, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu
gewihrleisten. Die heterologe Produktion erfolgte in 51 Erlenmeyerkolben zur
besseren Durchliiftung mit Schikanen. Die 1,61 Kulturen wurden mit 220 rpm
geschiittelt. Nach Induktion wurde die Temperatur auf 15°C gesenkt und fiir

mindestens 12 weitere Stunden inkubiert.

Die Senkung der Expressionstemperatur ist ein Weg, die Ablagerung von
rekombinant produzierten Proteinen in Einschlusskérpern zu verhindern. Die
hydrophobe Interaktion von Proteinen sinkt mit fallender Temperatur, und die
Proteine haben mehr Zeit, in ihre native Konformation iiberzugehen. Der Absenkung
der Temperatur ist eine natiirliche Grenze gesetzt, denn das Wirtsbakterium kann ab
einer gewissen Temperatur nicht mehr oder nur noch sehr langsam wachsen

(Wilkinson und Harrison 1991).

Fiir die Stammbhaltung wurden die Bakterien auf Festmedien kultiviert, wobei
das Animpfen der Agarplatten nach der 3-Strich-Technik oder durch Ausplattieren
mit Hilfe von sterilen Glaskiigelchen erfolgte. Die Lagerung der Bakterienstimme

erfolgte maximal vier Wochen bei 4°C auf Festmedien. Fiir die weitere
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Aufbewahrung wurden sie als Glycerin-Stocks (1 ml Bakterienkultur mit steriler

80 % Glycerin-Losung; Endkonzentration 10 % Glycerin) bei -80 °C weggefroren.

3.2.3 Ermittlung der Zelldichte
Die Ermittlung der Zelldichte von Bakteriensuspensionen erfolgte photometrisch bei
einer Wellenléinge von 578 nm am Nanodrop'". Es wird angenommen, dass eine

OD;,von 1 einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml Kultur entspricht (Miller 1992).
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3.3 Molekularbiologische und genetische Methoden

3.3.1 Ubernachtkultur
10 ml LB-Medium wurden unter einer Sterilbank mit einem der E. coli-Stimme
angeimpft. Zur Selektion wurden die entsprechenden Antibiotika hinzugegeben. Die

Kultur wurde bei 37 °C fiir 16 h im Schiittelinkubator herangezogen.

3.3.2 Priparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA, die zur Transformation eingesetzt werden sollte, wurde {iber
HiBind®-Séulen prapariert (PEQlab, E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit II Classic-
Line). Die Herstellerangaben wurden folgendermallen modifiziert: Beim
Zentrifugieren der Ubernachtkultur (XL2-blue-Stamm) wurde 10 min. mit 7.000 rpm
zentrifugiert. Es wurde nach Auftragen der DNA auf die Sdule dreimal gewaschen,
einmal mit dem Puffer HB und zweimal mit dem Puffer W (beide aus dem E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep Kit II Classic-Line). Eluiert wurde mit 30 pul demineralisiertem,
sterilfiltriertem Wasser. Alle weiteren Schritte wurden wie im Handbuch fiir den

Miniprep (PEQIlab, Erlangen) beschrieben durchgefiihrt.

3.33 DNA-Konzentrationsbestimmung
Mittels UV-Vis-Spektrometer (Nanodrop™) wurde bei 260 nm die spezifische
Absorption von DNA gemessen, wodurch mit Hilfe der Auswertungssoftware des

Gerites die Konzentration nach der Formel (1) bestimmt wurde.
Konzentration = 50 ng/ml Absorption * Verdiinnungsfaktor (1)

Dazu wurde vorher ein Nullabgleich fiir das Losungsmittel durchgefiihrt. Es wurden

immer 2 pl der zu messenden Probe auf die Messapparatur aufgetragen.

334 DNA-Restriktion

Zum Verdau der Plasmid-DNA zur Kontrolle der Insertion wurden Ansétze von
12 ul verwendet. Die eingesetzten Enzymmengen sowie die dazugehorigen Puffer
und Inkubationszeiten entsprachen den Angaben des Herstellers (Thermo Scientific).
Dabei wurde(n) Restriktionenzym(e) zusammen mit dem zugehorigen Puffer,
10 % BSA-Losung und Wasser in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 gegeben. Dieses

wurde verschlossen und meist 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Deaktivierung der
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Enzyme wurde die Probe hitzeinaktiviert.
Ein Verdau nach einer Plasmid-Miniprep war folgendermaflen zusammengesetzt:
5,0 ul Plasmid-Probe
1,0 ul Enzym-Puffer
1,0 ul 10x BSA-Losung
0,5 pl Restriktionsenzym 1
0,5 pl Restriktionsenzym 2
4,0 pl H,O

Bei Restriktionen fiir Klonierungen wurden Ansitze mit einem
Gesamtvolumen von 30 pl, davon meist 20 pul Plasmid-Probe, hergestellt. Hierbei

wurde iiber Nacht geschnitten.

335 PCR (Polymerase Chain Reaktion)

Mittels PCR konnen ganze Plasmide oder Teile daraus amplifiziert werden. Dies
geschieht durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Die dazu bendétigten DNA-
Primer wurden fiir Klonierungszwecke mit Restriktionsschnittstellen versehen, um

diese leichter in einen Vektor zu klonieren. Die benutzten Primer sind in Tabelle 10

aufgefiihrt.

Tabelle 10: Oligonukleotide mit Namen, Sequenzen und Annealing-Temperaturen

Name Sequenz 5'zu 3” Richtung Temp- Lage, Bemerkung

ratur

D1-15f GGGATTTCATATGTATCCGCG 55°C kodierender Strang; fiir

CGGCATGCACCTAATAATAGG OspD1-A1-15/A222-
CAGC (406) 225

DI1-32f GGGATTTCATATGTATCCGGC 55°C kodierender Strang; fiir
GGCAATAATATCATTAACGTG OspD1-A1-32/A222-
ACAAAT (48) 225

D1-80f | GGGATTTCATATGTATCCGCG 55°C | kodierender Strang fiir
CGGCAACCGCCATAATTTGTTT OspD1-A1-80/A222-
TCATTG (49) 225
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Name Sequenz 5'zu 3° Richtung Temp- Lage, Bemerkung
ratur
D14b CCGCTCGAGGCCGCGCGGATA 55°C nichtkodierender Strang
TATTTTGTCAGAAATAATATTA fiir alle verkiirzten
AACATGT (50) OspD1-Varianten

SpalS_f ggngatCCATGAGTAACATTAAT 55°C kodierender Strang fiir

TTAGTTCAATTAGTTAGAGAT Spal5
AG 47)
Spal5 b ggcgcggccgc TTATAAGACCCCAT 55°C nichtkodierender Strang
TTAAGATTTCCATCC (40)
fiir Spals
IpgC_f ggcggatccATGTCTTTAAATATCA 55°C kodierender Strang fiir
CCGAAAATGAAAGC (39) IpgC
IpgC-4 b ggcgeggccgc TTACTCCTTGATAT 55°C nichtkodierender Strang
CCTGAATTGCG (36) fiir verkiirzte IpgC-
Variante

pHW3_f ggcgaattCATAGCATGGCCTTTGC 55°C kodierender Strang fiir
AG (27) SHW3

pHW3 b ccgtaaagctt ACCTAGTATAGGGG 55°C nichtkodierender Strang
ACATGA (31) fiir pHW3

Die Abkiirzung f steht fiir vorwirts (forward) und b fiir riickwirts (reverse). In Grofbuchstaben sind
Sequenzen der Pathogenititsfaktoren und in Kleinbuchstaben die Restriktionsendonuklease-Schnitt-

stellen dargestellt. Hinter der Basensequenz ist in Klammern die jeweilige Anzahl der Basen angeben.

Die Herstellung synthetischer Oligonukleotide erfolgte durch die Firma
MWG-Biotech  (Martinsried, = Deutschland). Die  Protokolle  fiir  die
Amplifikationsreaktion sind Tabelle 11 zu entnehmen, der verwendete Thermocycler

stammte von der Firma MJ Research.
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Tabelle 11 : Protokoll der PCR-Reaktion

Schritt Temperatur Zeitdauer
1x 1. Initiale Denaturierung 95 °C 30 Sekunden
2. Denaturierung 95 °C 30 Sekunden
25x 3. Primer-Anlagerung 60 °C 15 Sekunden
4. Extention 72 °C 45 Sekunden

Ix 5. Aufbewahrung 4°C beliebig

Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 50 ul in einem 100 pl
Reaktionsgefill (Easy Start100 Molecular Bio Products). Folgender Ansatz kam zur

Anwendung:
10,0 pl 5x HF-Puffer
0,5 pl Phusion Polymerase
1,0 ul DNA (10 ng/pl)
1,0 ul Primer 1 (25 nM)
1,0 pl Primer 11 (25 nM)
1,0 pl ANTP-Mix (je 25 mM)

35,5 ul steriles H,O

3.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grofle wurden 1%ige Agarose-
Gele (bestehend aus 0,5 g Agarose und 49,5 ml 1-fach TAE-Puffer) in 1-fach TAE-
Puffer verwendet (Sambrook et al. 1989). Dazu wurde 0,5 pl einer 10.000-fach
konzentrierten SYBR Green Farbstoff-Losung (SG; Invitrogen) zugegeben. SG ist
ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff, der in der Molekularbiologie zum Nachweis
von doppelstrangiger DNA benutzt wird (Zipper et al. 2004). Er dient als Ersatz fiir
das giftige Ethidiumbromid. Der daraus resultierende DNA-Fluoreszenzfarbstoft-
Komplex absorbiert blaues Licht bei einer Wellenlédnge Ay, = 494 nm und emittiert
griines Licht bei Ayax = 521 nm. Die Auftrennung der DNA-Fragmente der kleinen
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Gele (50ml) erfolgte bei 100V und 500 mA zwischen 30 und 60 min. Als
GroBenstandard diente Low, Middle oder High FastRage Marker von Thermo
Scientific (siehe Tabelle 7).

3.3.7 Isolation und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Nach préparativer, elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmenten mit Hilfe
eines 1,0%igen Agarose-Gels wurden die DNA-Banden durch Blaulichtbestrahlung
sichtbar gemacht und die gewiinschte DNA-Bande aus dem Gel herausgeschnitten.
Die DNA wurde mit Hilfe des Qiaquick-Gel-Extraktionskits (Qiagen, Hilden) aus
dem Gel extrahiert und mit Silikagelmembran-Siulen (QIAquick spin columns,
QIAGEN, Hilden) gereinigt. Dabei wurde nach Hersteller-Angaben (Qiaquick
Handbuch, QIAGEN, Hilden) vorgegangen. Die Elution der DNA erfolgte mit 30 ul

sterilem Wasser. Der Erfolg wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift.

3.3.8 Reinigung der verdauten Vektoren

Die Aufreinigung verdauter Vektoren erfolgte mit dem Qiagen PCR Purification Kit
nach dem Qiaquick PCR Purification Kit Protocol aus dem zugehorigen Handbuch
(QIAGEN, Hilden).

3.3.9 Ligation

Zur Konstruktion der Vektoren (siehe Tabelle 3) wurde folgendes Protokoll zur
Ligation von komplementdren Restriktionsenden verwendet: In einem Gesamt-
volumen von 20 pul wurden 1 pul DNA-T4-Ligase (Thermo Scientific), 1 ul des
dazugehorigen Puffers, 5-8 pug (1 pul) der restriktionsverdauten Vektoren und 500 ng
(3 pul) der aufgereinigten PCR-Produkte eingesetzt und das fehlende Volumen mit
destilliertem Wasser aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei 22 °C oder
tiber Nacht bei 16 °C.

3.3.10 Herstellung kompetenter E. coli -Zellen

Viele Bakterien, wie E. coli, konnen im begrenzten Malle exogene DNA aufnehmen.
Um die Aufnahme zu verbessern, miissen die Bakterien physikalisch oder chemisch
behandelt werden, wobei die verwendeten Stidmme ihre Kompetenz durch
Behandlung mit CaCl, erhielten. Dazu wurde eine Kolonie von einer Agarplatte
aufgenommen und in 5 ml TYM-Medium bei 37 °C fiir 2 h bei 220 rpm (Inkubator

Innova 4300, New Brunswick Scientfic) geschiittelt. Diese Kultur wurde dann in
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100 ml LB-Medium iberfithrt und bis zu einer ODs;3 von 0.5 bei 37 °C
weitergeschiittelt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 2500 rpm (Avanti J-25,
Rotor: JA-10, Beckman Coulter) und 4 °C fiir 5 min. abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 20 ml TfbI-Puffer resuspendiert und fiir 1 h auf
Eis inkubiert. Danach erfolgte die Trennung vom Uberstand durch Zentrifugieren
(5 min.; 4 °C; 2500 rpm JA-10). AnschlieBend wurde das Pellet in 4 ml TfbII-Puffer
resuspendiert. Diese Suspension wurde in 50 pl Aliquots aufgeteilt und erst bei 20 °C

und dann bei -80 °C eingefroren.

3.3.11 Transformation von E. coli iiber Hitzeschock

5 pl eines Ligationsansatzes wurden in 50 pl eines Aliquots mit kompetenten Zellen
iiberfiihrt und fiir 30 min. auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock
fiir 20-25 s bei 42 °C in einem Thermomixer (Eppendorf), worauthin das Aliquot
wieder fiir 10 min. auf Eis gelegt wurde. Die Kultur wurde mit LB-Medium auf 1 ml
aufgefiillt und fiir 45 min. bei 37 °C im Thermomixer (Eppendorf) inkubiert, damit
sich die Antibiotikaresistenz ausbilden konnte. Es wurden 900 pl LB-Medium
abgenommen, nachdem die Probe bei 13.000 rpm (Biofuge pico Heraus) fiir 1 min.
zentrifugiert worden war. Das Pellet wurde im verbleibenden LB-Medium
resuspendiert und auf LB-Agar-Platten mit den entsprechenden Antibiotika zur
Selektion ausplattiert. Die Agar-Platten wurden fiir mindestens 16 h bei 37 °C
inkubiert. Kolonien wurden im LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikazusatz {iber Nacht angeziichtet. Mittels Plasmid-Minipriparation wurde
das Plasmid gewonnen. Der Erfolg der Klonierung wurde durch Restriktionsverdau

(siehe 3.3.4) und anschlieBende Gelelektrophorese (siehe 3.3.6) liberpriift.

3.3.12 Sequenzierung der DNA

Sequenzierungen wurden nach dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens nach
Sanger durch die Firma MWG Biotech (Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu
wurden jeweils 1 pg Plasmid in 30 ul dH,O zur Verfiigung gestellt. Die dazu
verwendeten Primer wurden von MWG zur Verfligung gestellt und trugen die

Bezeichungen pGEX-f und pGEX-r.
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34 Biochemische Methoden

3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur
Bestimmung der molekularen Masse und der Uberpriifung der Reinheit der isolierten
Proteine eingesetzt (Laemmli 1970). Der Gellauf wurde in Elektrophorese-Kammern
von BioRad durchgefiihrt. 15 %ige Mini-Gele (8,0 x 6,0 x 0,75 cm’ ) setzten sich wie
in Tabelle 7 beschrieben zusammen. Die Proteinproben wurden mit SDS-
Probenpuffer (250 mM Tris-HCI pH 6,8; 8 % (w/v) SDS; 200 mM DTT, 40 % (v/v)
Glycerin und 0,04 % (w/v) Bromphenolblau) auf eine Konzentration von ca.

2,5 mg/ml eingestellt.

Tabelle 12: SDS-PAGE nach Laemmli

Komponenten Volumen
Trenngel (15 %)

1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 1,0 ml
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (38:0,8) 1,5 ml
SDS 10 % 30 pl
H,0 0,47 ml
TEMED 3,0 ul
10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS) 30 ul
Sammelgel

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,6 ml
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (38:0,8) 0,5 ml
SDS 10 % 30 ul
H,O 1,87 ml
TEMED (100%ig) 3,0 ul
10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS) 30 pl

Die Denaturierung erfolgte fiir 5-10 min. bei 95 °C bei 350 rpm schiittelnd im
Heizblock (Eppendorf). Danach wurden die Proben bei Raumtemperatur abgekiihlt,
bevor pro Spur 20 pl Probe aufgetragen wurden. Als Elektrodenpuffer diente 1x Tris-
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HCI Puffer (25 mM Tris-HCI pH 8,8; 192 mM Glycin und 0,1 % (w/v) SDS). Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 140-180 V fiir ca.
ein bis zwei Stunden. Als Standard zur Bestimmung der Molekulargewichte der
getrennten Proteine wurde der Marker Page Ruler™ Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific) verwendet.

Die Gele wurden anschliefend in einer aus 1 g Coomassie™ Brilliant Blue
G250 (Merck, Darmstadt), 40 % (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Essigsdure ad
1000 ml H,O bestehenden Losung gefirbt. Dazu wurde das Gel fiir 30 min.
schiittelnd in der Farbelosung belassen. Die Entfarbung erfolgte iiber Nacht auf dem
Schiittler. Der Entfarber setzte sich wie folgt zusammen: 40 % (w/v) Methanol, 10 %
Essigsdure, 50 % destilliertes Wasser. Bei dieser Methode bleiben Proteinbanden
angefirbt, aufgrund einer Wechselwirkung zwischen basischen Aminosduren und
dem Farbstoff. Die SDS-Gele wurden anschliefend in einem Behélter, gefiillt mit
destilliertem Wasser, aufbewahrt. Die Bandenmuster wurden dann mit einem
Scanner (Canon CanoScan LIDE 100) oder einer Digitalkamera (Panasonic DMC-
G2) dokumentiert.

34.2 Bestimmung des Proteingehalts

34.2.1.  durch Absorptionsmessung
Die Konzentration von Proteinldsungen wurde auch iiber deren Extinktion im UV-
Bereich bestimmt. Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei A = 280 nm.
Bei dieser Wellenldnge hingt der Extinktionskoeffizient in erster Ndherung nur von
der Proteinkonzentration und damit der Anzahl der Tryptophane und Tyrosine ab.
Die Konzentration aufgereinigter Proteine wurde mittels UV-Vis-Spektrometer
Nanodrop ™ iiber die Absorption bei 280 nm bestimmt. Dazu wurde ein Nullabgleich
fiir das Losungsmittel am Spektrometer durchgefiihrt. 2 pl der Probe wurden auf die
Messapparatur aufgetragen und nach Messung mit einem fusselfreien Zellstofftuch
wieder abgewischt und mit H,O gespiilt. Mit Hilfe der Auswertungssoftware wurde
die Konzentration bestimmt. Dazu war es notwendig, den Extinktionskoeffizienten
des Proteins einzugeben.

Der Extinktionskoeffizient des Proteins wurde vorher theoretisch mit einem
Programm namens ProtParam (http://www.expasy.org/tools/protparam.html, Stand

03.03.2015) anhand der Aminosiuresequenz bestimmt.
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3.4.2.2.  nach Bradford

Konzentrationsbestimmungen mit dem Bradford-Assay dienten vor allem zur
Uberpriifung der durch die Absorptionsmessung (sieche 3.4.2.1) erhaltenen
Proteinkonzentration. Die Anderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes
Coomasie Blau G250 von 465 nm zu 595 nm im sauren Milieu bei Interaktion mit
einem Protein wird bei dieser Methode detektiert. Die Interaktion beruht auf den
Wechselwirkungen mit den basischen und aromatischen Aminosduren im Protein
(Bradford 1976).

Zur Bestimmung einer unbekannten Proteinkonzentration musste eine
Kalibriergerade mit verschiedenen BSA-Konzentrationen aufgenommen werden, die
aus BSA und Wasser hergestellt wurden. Dazu wurde 1-fach Bradfordlosung fiir die
Bestimmung benutzt, die aus einer 5-fachen Bradfordlésung durch Verdiinnung mit
Wasser und anschlieBendem Filtrieren hergestellt wurde. Zur Bestimmung der
Kalibiergeraden wurden 950 pl 1-fach Bradfordlésung mit 50 pl der verschiedenen
BSA-Konzentrationen versetzt, invertiert und fiir 5 min. inkubiert. Von diesem
Ansatz wurden mindestens 50 pul in UV-Kiivetten (Eppendorf) am NanodropTM bei
595 nm vermessen. Der Nullabgleich erfolgte mit einer Losung aus 950 pl 1-fach
Bradfordlosung und 50 pl Wasser, welche auch invertiert und fiir 5 min. inkubiert
wurde. Durch Auftragen der verschiedenen Endkonzentrationen in Abhingigkeit
threr Absorption bei 595 nm ergab sich eine Kalibriergerade. Anhand der

Kalibiergraden konnte die Konzentration der Probe ermittelt werden.

343 Heterologe Produktion von rekombinanten Proteinen in E.coli

Zur heterologen Produktion wurden zwei oder vier 51 Erlenmeyerkolben mit
Schikanen mit je 1,61 LB-Medium, 1,6 ml Chloramphenicolstammldsung (End-
konzentration 32 pg/ml) und 1,6 ml der Ampicillinstammlésung (Endkonzentration
100 pg/ml) befiillt. Die Kulturkolben wurden mit je 20 ml einer zuvor gezogenen
Ubernachtkultur angeimpft.

Die Gene der Pathogenititsfaktoren liegen auf dem entsprechend
modifizierten pGEX-4T mod.-Vektor. Die Produktion der einzelnen Proteine erfolgt
tiber die negative Regulierung des Repressors des lac-Operons. Negative Kontrolle
bedeutet, dass das /ac-Operon nur dann transkribiert wird, wenn der lac-Repressor

vom Operator dissoziiert. Im reprimierten Zustand ver-hindert der lac-Repressor,
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dass die RNA-Polymerase an die DNA binden und die Transkription initiieren kann.
Durch Zugabe von IPTG dissoziiert der Repressor vom Operon ab, so dass
Transkripton und  Translation moglich sind. Bei den verwendeten
Expressionsstimmen wird nach der Zugabe von IPTG die chromosomal kodierte T7-
RNA-Polymerase produziert, die wiederum das Gen auf dem eingefiigten Plasmid
transkribiert. Die Translation der mRNA fiihrt schlieBlich zum gewliinschten
Proteinprodukt.

Die Kultur wurde jeweils bis zu einer ODs73 von 0,6 bis 1,0 gezogen und
durch Zugabe von 1,6 ml IPTG-Losung (Endkonzentration: 1 mM) die Produktion
der Proteine gestartet. Sie wurde anschliefend bei 15 °C tiber Nacht inkubiert. Am
néchsten Morgen wurde die Zellkultur durch 15 min. Zentrifugation mit der Avanti
J-25 (Beckman Coulter) bei 6000 rpm (Rotor JA-10), 4 °C abgeerntet. Das

gewonnene Zellpellet wurde anschlieBend wie in 3.4.4 beschrieben aufgereinigt.

Vor der Induktion und kurz vor dem Abernten der Zellen wurde 1 ml Kultur,
bei einer ODs73 von 0,5 entnommen und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde fiir
spitere Auftrennung mittels SDS Gelelektrophorese in 40 pl SDS-Probenpuffer

resuspendiert.

3.4.4 Zelllyse und Zellaufschluss

Das abzentrifugierte Zellpellet aus 1,6 1 Bakterienkultur (siche 3.4.3) wurde in je
30 ml PBS-Aufschlusspuffer (siche Tabelle 6) resuspendiert. Fiir Spal5 und IpgC
wurde hierbei 1x PBS-Puffer mit 3 mM DTT benutzt. Fiir OspD1 wurde dieser
Puffer zusétzlich mit 350 mM NacCl versetzt.

Der Zellaufschluss zur Herstellung zellfreier Lysate ist der einleitende Schritt
im Anreicherungsprozess von Proteinen. Der Aufbruch der Zellen erfolgte
mechanisch via Ultraschall am Sonifier 250 (Branson) oder durch Druckluft mit dem
Emulsiflex C3 (Avestin). Dazu wurde beim Sonifier die Suspension 1 min. lang bei
einer Starke von 3/10 bei 70 % Ausgabe (Output) behandelt. Der Vorgang des
Aufschlusses am Sonifier wurde so lange wiederholt, bis eine deutliche Klarung der
Zellsuspension und Abnahme der Viskositit zu erkennen war. Dies wurde meist nach

drei- bis fiinfmaliger Durchfiihrung erreicht.

Beim Emulsiflex wurde die Suspension zweimal durch den Kreislauf des
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Geriétes gepumpt. Dies sollte laut Hersteller 99,9 % der Zellen mechanisch zerstoren.
AnschlieBend wurden die Zelltrimmer und Membranbestandteile fiir 1h bei
20.000 rpm (Avanti J-25 Beckman Coulter, Rotor JA 25.50) bei 4 °C abzentrifugiert

und mit dem Lysat weitergearbeitet.

345 Affinititschromatographie mit Protein-zags

Zur Isolierung von Proteinen wurden Fusionsproteine mit den in 3.4.5.1 und 3.4.5.2
vorgestellten Tags hergestellt. Dabei sind der eigentlichen Proteinsequenz einige
Nukleotide hinzugefiigt worden, die dem Protein entsprechend zusitzliche
Aminosduren anfiigen. Uber diese zusitzlichen Aminosiuren lisst sich das Protein

mit Hilfe der Affinitatschromatographie isolieren.

3.4.5.1. GST-tag bei Spal5 und IpgC

Durch die Expression eines Gens im pGEX-4Tmod.-Vektor entsteht ein Fusions-
protein aus der Glutathion-S-Transferase (GST) am N-Terminus des Zielproteins
(Spal5 oder IpgC). Dieses Fusionsprotein kann sehr selektiv an das Sdulenmaterial
Glutathion-Sepharose binden. So war eine Aufreinigung und Trennung von den
tibrigen Proteinen moglich. Das GST-tag wurde anschlieend durch Spaltung mit

Thrombin vom Zielprotein abgetrennt.

3.4.5.2.  Double-tag-Kombination von MBP-fag und His-fag bei OspD1-
Varianten

Fiir die Varianten von OspD1 konnte im Rahmen der Masterarbeit der Verfasserin
(Jungel 2010) festgestellt werden, dass die Ausbeute an 16slichem Fusionsprotein der
OspD1-Varianten nur unzureichend war. Deswegen wurde statt des GST-tags ein N-
terminaler Maltose-Bindeprotein-(MBP)-tag, von dem bekannt ist, dass er die
Loslichkeit des Fusionsproteins positiv beeinflusst, eingefiihrt. Dies wurde durch
Umklonierung in den Vektor pHW3 erreicht. Das erlangte MBP-Fusionsprotein kann
an eine Amylose-Matrix binden und mit der affineren Maltose eluiert werden. Das
etwa 40 kDa grofle MBP-tag kann, wie auch das GST-tag, mit Hilfe von Thrombin

vom Zielprotein getrennt werden.

Der Vektor pHW3 enthilt einen Genabschnitt fiir ein zweites Tag. So ist das
MBP-OspD1-Fusionsprotein zusétzlich am C-Terminus mit einem His-fag ausge-

stattet. Dieses besteht aus acht Histidinen, die mit Thrombin durch eine Thrombin-
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schnittstelle vom Protein abgetrennt werden konnen. Das His-fag bindet spezifisch
an ein Siaulenmaterial mit zweiwertigen Nickel-Tonen. Das Ni*'-Ion liegt in einem
oktaedrischen Komplex mit dem Tragermaterial und Wasser-Molekiilen vor. Letztere
konnen durch Histidin verdrangt werden, wodurch ein sehr stabiler Chelat-Komplex
entsteht. Ni*" ist auf diesen Sdulen durch Nitrilotriessigséurereste gebunden und kann
mit zwei Histidin-Resten des Proteins im Austausch gegen Wasser interagieren.
Diese Spezifitit gewdéhrleistet, dass fast ausschlieBlich das Fusionsprotein an das

Siulenmaterial bindet.

3.4.6 Spaltung der Fusionsproteine mit Thrombin

Die entstanden Fusionsproteine wurden mit 200 U Thrombin (humanes Thrombin,
CSL Behring oder Sigma Aldrich) bei 4 °C fur 20 h im Elutions-Puffer oder 500 U
Thrombin auf der Séule gespalten. Hierbei wurden anschlieend 15 pl des verdauten
Ansatzes als Probe mit 15 ul SDS-Probenpuffer versetzt, um durch SDS-Page den

Erfolg des Verdaus zu priifen.

34.7 Aufreinigung von SpalS mittels Fast Performance Liquid
Chromatography (FPLC)

Das Affinitatsmedium Glutathione Sepharose™ befindet sich dicht gepackt in einer
Siule, die einen Zu- und Abfluss besitzt. Uber einen zufithrenden Schlauch wird das

Zelllysat mittels einer Pumpe automatisch durch die Sdule gepumpt.

Das Lysat wurde in eine 250 ml Schott-Glasflasche iiberfithrt und auf eine
mit PBS-Aufschlusspuffer dquilibrierte GSH-Séule (30 ml Siulenvolumen) mit
Durchflussvolumen von 1,5 ml/min. aufgetragen. Dabei wurde das Lysat durch Eis
gekiihlt. Nach dem Auftrag wurde die beladene Saule mit 400 ml 1x PBS-Puffer ge-
waschen, um nicht gebundenes Protein von der Sdule zu entfernen. 500 U Thrombin
(Beriplast, CSL Behring, Marburg) wurden in 20 ml 1x PBS-Puffer gelost und mit
einer Spritze auf die Saule gegeben. Diese wurde bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.

Zur Elution wird das Gerdt Akta FPLC (Amershan Biosciences) oder das
Gerit Akta prime (GE Healthcare) eingesetzt. Die Anlage wird durch einen
Computer mittels der zugehorigen Unicorn-Software gesteuert. Der Sdulendurchfluss
passiert eine UV-Lampe, deren Signale an die Steuereinheit weitergegeben und auf
einem Bildschirm als UV-Kurve ausgegeben werden. Durch Kontrolle der OD lésst

sich der Aufreinigungsprozess verfolgen und z.B. feststellen, wann der Wasch-
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durchfluss keine Verunreinigungen mehr enthélt oder nach welchem Elutions-
volumen das Protein vollstdndig eluiert wurde. Mittels des zum System gehoérenden
Fraktionssammlers kann das eluierte Protein in beliebig groBen Fraktionen

automatisch gesammelt werden.

Die GSH-Séule wurde mit einem Durchflussvolumen von 1 ml/min. mit dem
Elutionspuffer 1x PBS eluiert. Vom Eluat des Elutionspeaks wurden 20 ul in 20 pl
SDS-Probenpuffer gegeben und fiir die SDS-PAGE aufbewahrt. Die GSH-Séule
wurde mit 50 ml 6 M Guanidin und anschlieBendem Auftragen von 50 ml 1x PBS-
Puffer + 2 % Triton X 100 regeneriert. AnschlieBend wurde sie fiir den nichsten
Gebrauch mit 1x PBS-Puffer oder fiir eine ldngere Zwischenlagerung auf 20 %
unvergilltem Ethanol gespiilt. Das Eluat, welches das Zielprotein Spal5 enthielt,

wurde mit einer PD-10-Saule umgepuffert.

PD-10-Sédulen sind mit dem Makromolekiilmaterial Sephadex gefiillt,
welches einen Molekularsiebeffekt besitzt. Die Entsalzung erfolgt dadurch, dass
groflere Molekiile wie Proteine im Volumen des Sdulenmaterials eluieren, wéhrend
die kleineren Molekiile oder Salzionen in den Poren des Gelfiltrationsmaterials

zurlickgehalten werden und folglich verzogert eluieren.

Eine PD-10-Sdule wurde vor dem Umpfuffern mit 50 ml Bis-Tris-Puffer
dquilibiert. Danach wurde das Eluat der GSH-Séule mittels einer Spritze iiber einen
10 ml Loop, welcher, je nach Eluatvolumen, drei- bis viermal beladen wurde, auf die
Sdule gegeben. Mit dem Bis-Tris-Puffer wurde das aufgetragene Eluat erneut eluiert.
Auch hier wurden 20 pl des PD-10-Eluats mit 20 pl SDS-Probenpuffer vermischt.
Das restliche PD-10-Eluat (etwa 30 ml) konnte dann auf den Anionenaustauscher

aufgetragen werden.

Die Tonenaustausch-Chromatographie beruht auf der kompetitiven Wechsel-
wirkung geladener Molekiile. Eine Ionenaustauscher-Matrix besitzt geladene Grup-
pen, auf die Probenmolekiile mit Ladungen und Ionen binden kénnen. Erst binden
die Molekiile (Proteine) an den fixierten Ladungen der stationdren Phase, dann
erfolgt deren Verdringung und Elution durch eine steigende Salzkonzentration des

Eluenten.

Um das rekombinant produzierte Spal5 von Verunreinigungen abzutrennen,

wurde ein Anionenaustauscher verwendet. Spal5 hat einen theoretischen, iso-
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elektrischen Punkt von 4,38 (http://expasy.org/cgi-bin/pi_tool, Stand 03.03.2015)
und weist daher deprotonierte Aminosdurenreste im Bis-Tris-Puffer auf, dessen pH

bei einem Wert von 6,0 eingestellt wurde.

Infolgedessen verhalten sich die Proteine wie Anionen und kénnen an negativ
geladene Gruppen der stationdren Phase binden. Das Material der festen stationdren
Phase besteht aus einer makromolekularen unloslichen Matrix (DEAE, GE
Healthcare, Saulenvolumen 10 ml, bestechend aus 2 mal 5ml), die mit
Diethylaminogruppen besetzt ist. Die Pumpen der Akta ermdglichen einen

kontinuierlichen Zufluss der Proben und der Elutionslésung.

Nach Aquilibrierung der Siule mit 50 ml Bis-Tris-Puffer-Durchlauf, konnte
die Proteinprobe mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min. auf die S&ule
aufgetragen werden. Danach wurde die S#dule mit ca. 50 ml Bis-Tris-Puffer
gewaschen. Die Elution erfolgte graduell mit einer Mischung von Bis-Tris-Puffer
und BisTris-Puffer+S. Der Gradient wurde zunichst auf eine Salzkonzentration von
400 mM NaCl, dann auf 800 mM NaCl und zum Schluss auf 1 M NaCl gestellt. Das
Eluat wurde in 3 ml-Proben fraktioniert. Die gesammelten Fraktionen des ent-
sprechenden Peaks wurden vereint und es wurde eine 20 pul Probe genommen und
mit 20 ul SDS-Probenpuffer versetzt. Die vereinten Fraktionen wurden mittels 5 kD
Vivaspin Zentrikon (Sartorius stedim biotech GmbH, Géttingen) auf 5 ml

aufkonzentriert.

In der Gelpermeations-Chromatographie (GPC) werden die Proteine ihrer
MolekulargréBe nach aufgetrennt, weshalb sie auch als GréBenausschluss-Chromato-
graphie (Size Exclusion Chromatography, SEC) bekannt ist. Eine HiLoad™-26/60-
Superdex 75 Chromatographie-Saule wurde zu der anschlieBenden Proteinreinigung
verwendet. Die Trennung der Proteine findet hier aufgrund unterschiedlicher Grof3e
(genauer: des hydrodynamischen Volumen) in Losung statt. Die Trennleistung der
verwendeten GPC-Siule erstreckte sich iiber einem Bereich von 3-75 kDa. Eine
SEC 75-Sdule wurde mit 400 ml 6.0 SEC-Puffer dquilibriert. Danach wurden die
aufkonzentrierten 5 ml des Anionentauscher-Eluats auf die Séule gegeben und mit
4 ml/min. eluiert. Dabei wurden mittels des Fraktionssammlers der AKTA 5 ml
Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen des Elutionspeaks von Spal5 wurden mittels
SDS-Gel (20 pl der Fraktion + 20 ul Probenpuffer) auf das Verhandenseins von

Spal5 tberpriift und anschlieBend vereint. Das vereinte Eluat wurde erneut mittels
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Vivaspin Zentrikons aufkonzentriert und mit SEC-Puffer auf 10 mg/ml eingestellt.
Zum Schluss wurde die Anlage noch mit Aqua dest. gewaschen, um das Salz aus den

Leitungen der FPLC zu waschen (basierend auf Hasewinkel 2012a).

3.4.8 Aufreinigung von IpgCA152-155 mittels Fast Performance Liquid
Chromatography (FPLC)

Das Lysat wurde in eine 250 ml Schott-Glasflasche tiberfiihrt und auf eine mit PBS-
Aufschlusspuffer dquilibrierte XK16/20 Glutathion Sepharose-Saule (30 ml Saulen-
volumen) mit einer Flussgeschwindigkeit von 1,5 ml/min. aufgetragen. Dabei wurde
das Lysat mit Eis gekiihlt. Nach dem Auftragen wurde die beladene Sdule mit 400 ml
1x PBS gewaschen, um nicht gebundenes Protein von der Séule zu entfernen. 500 U
Thrombin (Beriplast, CSL Behring, Marburg) wurden in 20 ml 1x PBS gelost und

mit einer Spritze auf die Saule gegeben. Diese wurde bei 4 °C {iber Nacht inkubiert.

Zur Elution wurde das Gerit Akta FPLC (Amershan Biosciences) oder das
Gerit Akta prime (GE Healthcare) eingesetzt. Als Elutionspuffer wurde 1x PBS
eingesetzt und das Thrombin/IpgC-Gemisch mit einer Flussgeschwindigkeit von
I ml/min von der GSH-S&ule (mit gekoppelter Hi Trap Benzamidin FF 1 ml, um das
Thrombin abzufangen) eluiert. Von dem Eluat des Elutionspeaks wurden 20 pl in
20 pul SDS-Probenpuffer gegeben und fur die SDS-PAGE aufbewahrt. Die GSH-
Sdule wurde mit 50 ml 6 M Guanidin und anschlieBendem Auftragen von 50 ml
1x PBS-Puffer + 2 % Triton X 100 regeneriert. AnschlieBend wurde sie fiir den
ndchsten Gebrauch mit 1x PBS-Puffer oder fiir eine ldngere Zwischenlagerung auf

20 % unvergélltem Ethanol gespiilt.

Das Eluat, welches das Zielprotein IpgC enthielt, wurde mit einer PD-10
Saule umgepuffert. Da das Elutionsvolumen sehr grol war, wurde es mit den
Konzentratoren von Vivaspin 20 MWCO 10 kDa an der Zentrifuge (Multifuge 3,
Hereaus) auf 10 ml ankonzentriert. Die PD-10-Séule wurde vor dem Umpfuffern mit
50 ml QSeph-Puffer dquilibiert. Danach wurde das Eluat der GSH-Sdule mittels
einer Spritze liber einen 10 ml Loop auf die Séule gegeben. Mit dem QSeph-Puffer
wurde das aufgetragene Eluat erneut eluiert. Auch hier wurden 20 ul des PD-10-

Eluats mit 20 ul SDS-Probenpuffer vermischt.

Das restliche PD-10-Eluat (etwa 30 ml) konnte dann auf den starkbindenden

Anionenaustauscher HiTrap'™ Q Sepharose FF (Siulenvolumen 5 ml) aufgetragen
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werden. Nach Aquilibrierung der Siule mit 50 ml QSeph-Puffer, konnte die
Proteinprobe mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min. auf die Saule aufgetragen
werden. Danach wurde die Sdule mit ca. 50 ml QSeph-Puffer gewaschen. Die
Elution erfolgte graduell mit einer Mischung von QSeph-Puffer und QSeph+S-
Puffer. Der Stufengradient wurde zundchst auf eine Salzkonzentration von 50 mM
NaCl, dann auf 200 mM NaCl und zum Schluss auf 300 mM NacCl gestellt. Das Eluat
wurde in 3 ml Proben fraktioniert. Die gesammelten Fraktionen des entsprechenden
Peaks wurden vereint. Es wurde eine 20 pl Probe genommen und mit 20 pul SDS-
Probenpuffer versetzt. Die vereinten Fraktionen wurden mittels 5 kD Vivaspin

Zentrikon (Sartorius stedim biotech GmbH, Géttingen) auf 5 ml aufkonzentriert.

Eine HiLoad™-26/60-Superdex 75 Chromatographie-Sdule wurde zu dem
anschlieBenden Reinigungsschritt verwendet. Die SEC 75-Séule wurde mit 400 ml
SEC 7.5-Puffer &aquilibriert. Danach wurden die aufkonzentrierten 5 ml des
Anionentauscher-Eluats auf die Sdule gegeben und mit einer Flussgeschwindigkeit
von 4 ml/min. eluiert. Dabei wurden mittels des Fraktionssammlers der AKTA 5 ml
Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen des Elutionspeaks von IpgC wurden mittels
SDS-Gel (20 pl der Fraktion + 20 ul Probenpuffer) auf das Vorhandensein von IpgC
tiberpriift und anschlieBend vereint. Das vereinte Eluat wurde erneut mittels Vivaspin
Zentrikons aufkonzentriert und mit SEC-Puffer auf 10 mg/ml eingestellt. Zum
Schluss wurde die Anlage noch mit Aqua dest. gewaschen, um das Salz aus den

Leitungen der FPLC zu waschen (basierend auf Hasewinkel 2012a).

3.4.9 Aufreinigung der verkiirzten Varianten von OspD1 mittels Fast
Performance Liquid Chromatography (FPLC)

Das Zellaufschluss-Lysat wurde in eine 100 ml Schott-Glasflasche iiberfiihrt und auf
eine mit 1x PBS +S*-Puffer dquilibrierte Dextrin-Saule (25 ml Saulenvolumen) mit
1,5 ml/min. aufgetragen. Nach dem Auftrag wurde die beladene Sdule mit 200 ml
Ix PBS +S*-Puffer gewaschen, um nicht gebundenes Protein von der Sdule zu
entfernen. Das gebundene MBP-Hisg-OspD1 wurde direkt im Anschluss mit
1x PBS +S* +100 mM Maltose-Puffer von der Dextrin-Siule an der AKTA mit
Flussgeschwindigkeit 2 ml/min. eluiert. Von dem Eluat des Elutionspeaks wurden
20 pl in 20 pl SDS-Probenpuffer gegeben und fiir die SDS-PAGE aufbewahrt. Die
Dextrinsdule wurde mit 100 ml dH,O und anschlieBendem Auftragen von 0,5 M

NaOH und erneutem Waschen mit 100 ml dH,O regeneriert.
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Das erhaltene Eluat wurde im Anschluss mittels Peristaltikpumpe auf die eine
mit 1x PBS +S*-Puffer equilibierten Ni**-Chelat-Sepharosesiule (15 ml Siulen-
volumen) mit 1,5 ml/min. aufgetragen. Danach wurde die Sdule mit 1x PBS +S*
+150 mM Imidazol gespiilt, um noch vorhandene Abbruchfragmente des
Fusionsproteins zu entfernen. Der Spiilvorgang wurde fortgesetzt, bis am Detektor
eine Basislinie zu sehen war. Das vollstandige Fusionsprotein wurde mit 1x PBS +S*
+400 mM Imidazol eluiert und in einem 50 ml Falcon aufgefangen. Zur
Qualitatskontrolle wurden auch hier 20 pl des PD-10-Eluats mit 20 ul SDS-
Probenpuffer vermischt. Die Ni**-Chelat-Sepharosesiule wurde zunzchst mit 50 ml
1x PBS +S* + 10mM EDTA (Flussrate Peristaltikpumpe 3 ml/min.) von Ni*"
befreit, dann mit 50 ml dH,O (3 ml/min.) gewaschen, mit 25 ml 100 mM NiSO4
(1 ml/min.) wieder beladen und abschlieBend erneut mit 50 ml 1x PBS +S*
(3 ml/min.) gespiilt. Da Imidazol Thrombin an der Abspaltung der 7ags hindert,
musste das Imidazol entfernt werden. Dazu wurde mit einer PD10-Séule
umgepuffert. Die PD-10-Sdule wurde vor dem Umpuffern mit 1x PBS +S*
dquilibiert. Danach wurde das Eluat mittels einer Spritze {iber einen 10 ml Loop,
welcher je nach Eluatvolumen zwei- bis dreimal beladen wurde, auf die S&ule
gegeben. Mit dem 1x PBS +S*-Puffer wurde die aufgetragene Probe erneut eluiert.
Auch in diesem Fall wurden 20 pl des PD-10-Eluats mit 20 pul SDS -Probenpuffer
vermischt. Als nédchster Schritt wurden 200 U Thrombin (Sigma Aldrich, humanes
Thrombin) in PBS +S*-Puffer gelost und zum PD-10-Eluat gegeben. Das Gemisch
wurde bei 4 °C mindestens {iber Nacht inkubiert.

Erneut wurde das Gemisch iiber die Dextrinsdule gegeben, an die direkt eine
Ni**-Chelat-Sepharose-Siule angeschlossen war, um MBP-fag und His-fag vom Rest
des Gemisches abzutrennen. Genutzt wurde bei diesem Vorgang 1x PBS+S*. Der
Durchfluss sowie weitere 20 ml des anschlieBenden Spiilvorgangs wurden
gesammelt und mittels 10 kD Vivaspin Zentrikon (Sartorius stedim biotech GmbH,
Gottingen) auf S5 ml aufkonzentriert. Eine HiLoad™-26/60-Superdex 200
Chromatographie-Sdule wurde fiir die anschlieBende GréBenausschlusschromato-
graphie verwendet. Die SEC 200-Sdule wurde mit 400 ml SEC 8.0-Puffer
dquilibriert. Danach wurden die aufkonzentrierten 5 ml des Eluats auf die Siule
gegeben und mit 4 ml/min. eluiert. Mittels des Fraktionssammlers der AKTA wurden

5 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen des Elutionspeaks des OspD1 wurden
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mittels SDS-Gel (20 pl der Fraktion + 20 pl Probenpuffer) auf das Vorhandensein
von OspD1 iiberpriift und anschlieBend vereint. Das vereinte Eluat wurde erneut
mittels Vivaspin Zentrikons aufkonzentriert und mit SEC-Puffer auf 10 mg/ml

eingestellt.

3.4.10 Aufreinigung der verkiirzten SeMet-Varianten von OspD1 mittels
Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC)

Die Aufreinigung der SeMet-Variante erfolgte analog zum oben beschriebenen
Protokoll (siche 3.4.9), wobei SeMet-Medium (siehe Tabelle 4) zur Kultivierung
eingesetzt wurde. Aufgrund der bestehenden Oxidationsgefahr des Selens wurde in
jedem Puffer 3 mM DTBA als Reduktionsmittel hinzugesetzt (Perkel 2012). Vor der
Induktion mit IPTG bei einer ODs7g von 0,5 wurden pro Liter Kultur 1 ml einer

L-Selenomethionin-Stamml6sung (5 mg/ml) zugegeben.

34.11 Analytische Molekularsiebchromatographie

Die analytische Molekularsiebchromatographie (Barth et al. 1994; Hefti 1982) wurde
mittels AKTA und der Sdule Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare)
durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der Masse aus dem Elutionsvolumen wurde eine
Kalibriergerade erstellt, da bei globuldren Proteinen eine Korrelation zwischen dem
Logarithmus der Masse und dem Elutionsvolumen besteht (Kit for Molecular
Weights 12-200 kD for GFC, Sigma Aldrich).

Tabelle 13: Proteine des Kalibrierungskits von Sigma

Protein Masse
Dextran Blue 2000 kDa
Amylase 200 kDa
Alkoholdehydrogenase 150 kDa
Albumin 66 kDa
Carbonic Anhydrase 29 kDa
Cytochrome C 12,4 kDa

Zur Kalibrierung wurden iiber einen 300 pl Loop an der AKTA 300 pl eines

Gemisches der Kalibrierproteine mit je 1 mg/ml aufgetragen und mit 0,5 ml/min mit
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dem SEC 7.5-Puffer eluiert. Die molaren Massen der fiir die Kalibrierung
verwendeten Proteine sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Fiir die Erstellung der
Kalibriergeraden muss das Dextran Blue nicht mit einbezogen werden, da in diesem
Bereich die Linearitdt nicht mehr gegeben ist. Es dient lediglich der Bestimmung des

Ausschlussvolumens, welches das minimale Elutionsvolumen darstellt.

3.4.12 Mikroskalierte Thermophorese (Microscale Thermophoresis (MST))
Die MST-Technologie ist eine Methode zur Messung von Interaktionen von
biologischen Makromolekiilen mit anderen Biomolekiilen oder Kleinmolekiil-
liganden. Sie beruht auf dem Grundprinzip der Thermophorese, also der gerichteten
Bewegung von Teilchen entlang eines Temperaturgefilles.

Der Infrarot-Laser erzeugt einen mikroskopischen Temperaturgradienten,
wihrend die Anderung der Molekiilkonzentration in dem erwirmten Bereich mit
Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie verfolgt und gemessen werden kann. Binden
Molekiile aneinander, verdndert das ihre thermophoretische Bewegung, so dass iiber
die Messung auch die Stdrke der Bindung ermittelt werden kann. Die Thermophorese
reagiert empfindlich auf verschiedene Eigenschaften von Biomolekiilen, etwa
Oberflichenparameter wie die Ladung oder auch Anderungen der umgebenden
Wasserhiille, wie sie bei allen Bindungsreaktionen auftreten.

Anders als bei herkdmmlichen Methoden wie zum Beispiel Radioaktiv-
Bindeassays kénnen so auch interagierende Molekiile mit sehr groen Massen- oder
GroBenunterschieden analysiert werden, ob nun bei einer lonenbindung oder einer

Interaktion von Kleinmolekiilen mit Proteinen (Wienken et al. 2010).

Mithilfe des Gerdts Monolith NT.115T von Nanotemper wurden mit dieser
Methode Affinititen zwischen OspD1 und Spal5 gemessen. Da sich durch die
Bindung von Spal5 an das Zielmolekiil OspD1 typischerweise zumindest Grof3e,
Ladung oder Solvationsentropic der Molekiile dndert, unterscheidet sich die
Thermophorese der einzelnen, ungebundenen Proteinmolekiile deutlich von der
Thermophorese des Spal5-OspD1-Komplexes. AuBerdem wurden mittels
Microscale Thermophoresis OspD1-Peptide mit Spal5 und MxiE-Peptide mit

OspD1 vermessen.
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Abb. 11: Verfahren der Microscale Thermophoresis. Oben ist der experimentielle Aufbau gezeigt.
Rechts ist die Kurve der normalisierten Fluoreszenz gegen die Zeit in Sckunden wihrend des
Messprozesses aufgetragen. Uber bestimmten Werten ist die Abbildung des Molekularprinzips gezeigt

(verdndert nach www.nanotemper.de, Stand 03.03.2015).

Fiir die Messung wurde OspD1 (bei den OspD1-Peptiden analog Spal5) mit
dem Farbstoff RED fluorescent dye NT-647 markiert. Dazu wurde das Monolith
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NT™ Protein Labeling Kit RED verwendet. Dieses Kit wurde vor allem fiir die
Verwendung von Proteinen mit einer Molekiilmasse von iiber 20 kDa optimiert. Alle
Schritte wurden nach dem dazugehorigen Handbuch von Nanotemper durchgefiihrt.
Markiert wurden die verkiirzten Varianten von OspD1 (Endkonzentration 30 nM)
oder im Falle der Messung von OspD1-Peptiden Spal5. Von Spal5 wurde eine 1:1
Verdiinnungsreihe mit einer Endkonzentration von 128 uM in 16 Schritten
angefertigt. Ein 30 pl Ansatz wurde aus der Losung des markierten OspD1 (15 pl)

und den verschiedenen Spal5-Konzentrationen (15 pl) zusammenpipettiert.

Um die Interaktion von fluoreszenzmarkiertem OspD1 mit synthetisch
hergestellten MxiE-Peptiden (Hasewinkel 2012b) und die Interaktion von
fluoreszenzmarkiertem Spal5 mit synthetisch hergestellten OspD1-Peptiden (diese
Arbeit) zu untersuchen, wurden die Peptide mit der Feinwaage (CP2P, Sartorius)
eingewogen, in reinem DMSO angelost und als 12 uM Stammlosung autbewahrt.
Zur Messung wurde die Stammlosung so mit Thermophorese-Labeling-Puffer
verdiinnt, dass eine 2,5 % DMSO-L6sung erhalten wurde. In einer Verdiinnungsreihe
wurden 16 1:1 Verdiinnungen je 15 pl angesetzt. Dazu wurden 15 pl fluoreszenz-

markiertes OspD1 oder Spal5 (Endkonzentration 30 nM) zugeben und vermischt.

Nach einer Inkubationszeit von 15 min. wurden die Proben 10 min. bei
13.000 rpm  abzentrifugiert. Danach wurde je eine Standard-Glaskapillare
(Nanotemper) mit ca. 5 pl Probe beladen. Dabei wurde darauf geachtet, die Kapillare
beim Befiillen nicht an den Boden des Eppendorf Cups zu driicken, damit keine
groBBeren Partikel die Messung storten. Die Kapillare wurde in das Gerét auf den
Adapter gelegt und anschlieBend die enthaltene Losung dreimal bei 20 % LED
Power und verschiedener MST-Power (20 %, 40 % und 80 %) gemessen. Die
Auswertung aller Daten erfolgte mit der Analysesoftware Nanotemper Analysis der
Firma Nanotemper Technologies, wobei als Relation fiir das Thermophoresesignal

die Option ,,Thermophoresis + Jump* gewdhlt wurde.

3.4.13 Thermal Shift Assay (TSA, Thermofluoro-Messung)
Es gibt viele Faktoren wie pH-Wert, Salzkonzentration und Interaktionen mit
Liganden, die einen Effekt auf die Stabilitit der Proteine haben. Viele

Kombinationen der Faktoren sind denkbar. Man kann diese Faktoren testen, um
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optimale Umgebungsbedingungen fiir eine maximale Proteinstabilitdt zu schaffen.
Eine einfache und schnelle Methode ist der Thermal Shift Assay. Hierzu benétigt
man einen leicht messbaren Fluoreszenzfarbstoff wie Sypro Orange (Invitrogen,
Karlsruhe). Proteine sind meistens so aufgebaut, dass ihre im nativen Zustand dem
Wasser zugewandten Oberfldchen hydrophil sind. Daher kann der Farbstoff nicht
binden. Bei der Entfaltung des Proteins wird der hydrophobe Kernbereich
zuginglich. Dadurch kann der Farbstoff in hydrophoben Taschen gebunden werden.
Dies fiihrt zu einer massiven, messbaren Zunahme der Fluoreszenz. Tragt man die
Temperatur gegen die Fluoreszenz auf, ist das Ergebnis eine ndherungsweise
sigmoidale Kurve, aus der die Schmelztemperatur (T,,) errechnet werden kann. In
der Praxis ist die Kurve nie exakt sigmoidal, weil durch Prézipitation Protein aus der
Losung entfernt wird, und die Fluoreszenz des Fluorophors bis zu einem bestimmten
Grad von der Temperatur abhéngig ist. Dies fiihrt dazu, dass nach Erreichen eines
Fluoreszenzmaximums die Fluoreszenz mit weiter ansteigender Temperatur wieder
langsam abnimmt (siche Abb. 12). 7S4-Messungen konnen zum Screening von
Liganden und optimierten Pufferbedingungen fiir Proteine verwendet werden. Beides
wurde im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt. Erste Thermal Shifi-Messungen
wurden von Dr. Stephane Boivin am EMBL in Hamburg fiir die Proteine OspD1 und
IpgC durchgefiihrt. Um die Ergebnisse von Dr. Boivin am hauseignen Gerét (i1Q5
RTPCR QPCR, Biorad) zu reproduzieren, wurde die Methode basierend auf einem
Protokoll von Pantoliano und Kollegen (Pantoliano et al. 2001) verwendet.

Um die Stabilitdit der untersuchten Proteine unter variierenden
Pufferbedingungen und verschiedenen Natriumchloridkonzentrationen zu testen,
wurden zu 37 pl der Proteinldsung (20 umol/ml) mit 1 pl einer 5000-fachen Losung
von Sypro Orange (Invitrogen, Karlsruhe) in dH,O gemischt. Das jeweilige
Ansatzvolumen betrug 40 pl bestehend aus 38 ul Mastermix (Protein, H,O und
Sypro Orange) und 2 pl der verschiedenen Puffer-Losungen. Ein Negativansatz
(Nullwert), welcher das Verhalten des Proteins in H,O beschreiben sollte, bestand
aus 38 ul Mastermix und 2 ul H,O.
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Abb. 12: Thermal Shift Assay: Proteine zeigen bei Erhohung der Temperatur einen Verlust
ihrer nativen Tertidrstruktur. Wéhrend des Assays wird das Fluorenzsignal des Farbstoffs Sypro
orange detektiert. Dieser lagert sich bei Entfaltung des Proteins an dessen exponierte,
hydrophobe Regionen an. Die Schmelztemperatur (T,) erhoht sich in Anwesenheit der
Liganden, welche stirker an den nativen Zustand des Proteins binden als an das ungefaltete
Protein. Dadurch kann auf die Bindungsstérke des Liganden geschlossen werden (entnommen
aus http://www.bio.anl.gov/molecular_and_systems_biology/Sensor/sensor2.html, Stand 05.03.
2015).

Fiir ein Screening der hauseignen Fragmentbibliothek wurden 20 uM des zu
untersuchenden Proteins mit 1 pl einer 5000-fachen Lésung von Sypro Orange in
Thermophoresepuffer gelost. Das Ansatzvolumen betrug 40 pul und bestand aus
39 ul /38 ul Mastermix und 1pul/2pul  der jeweiligen Stammldsungen

100 mM / 50 mM in DMSO (Koster et al. 2011). Als Negativansatz diente reines
DMSO.

Die Ansitze wurden in einer 96-well Platte mit einem speziellen Plastikfilm
der Firma BioRad versiegelt. AnschlieBend wurden sie in 0,5 °C-Schritten von 20 °C
auf 80 °C erhitzt. Dabei wurde das Fluoreszenzsignal von Sypro Orange nach jeder

Temperaturerh6hung gemessen.
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Tabelle 14: Zusammensetzung des Mastermixes beim Thermal Shift Assay

Zusatz Menge (1000 ul)

Protein 20 uM
5000x Sypro Orange Farbstoff 1 ul

dH,O oder

Thermophoresepuffer ad 1000 pl

3.4.14 Dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering)

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine etablierte Technik im Bereich der
Proteinkristallographie. Mit der DLS konnen wichtige Kriterien fiir die
Kristallisierbarkeit von Proteinen wie hydrodynamische Radien, Verteilungsbreiten
(Polydispersititen) und Aggregationseffekte von Proteinproben bestimmt werden.
Liegt eine Probe monomodal (einheitlich) vor, so ist die Wahrscheinlichkeit, sie
kristallisieren zu konnen, wesentlich hoher als bei polydispersen Systemen (viele
unterschiedlich groBe Einheiten) (D'Arcy 1994).

Ein modernes DLS-Instrument ist mit einem kompakten Diodenlaser und
einer hochwertigen Faseroptik ausgestattet. Diese Instrumente messen in sehr kurzen
Zeitabstanden die Streulichtintensitit einer Probe und korrelieren die Messwerte
miteinander. Durch die unterschiedlich schnellen Bewegungen von groflen und
kleinen Makromolekiilen entsteht eine definierte Korrelationsfunktion, aus der iiber
einen mathematischen Fit der Diffusionskoeffizient D der gelosten Makromolekiile
bestimmt werden kann. Aus diesem wiederum kann der hydrodynamische Radius R

der geldsten Probe ermittelt werden:

- kT

6711R
Dabei ist k die Boltzmann-Konstante, T stellt die Temperatur und 1 die Viskositét

des Losungsmittels dar (Meyer et al. 2015).

Die ersten Messungen wurden am Gerdt Spectro Size 300 (Nano Biochem
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Technology NaBiTec) in der Arbeitsgruppe von Prof. Betzel am Institut fiir
Biochemie und Molekularbiologie der Universitit Hamburg durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden analog auf dem hauseignen Gerét Spectro Size 300 (Molecular
Dimensions, Hamburg) reproduziert.

Die zu vermessenden Proteinproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut
und auf Eis gelagert. Zunédchst wurden die Proteinproben bei 4 °C fiir 5 min. und in
einem zweiten Durchlauf 60 min. bei 13.000 rpm (16.000 g; Heraeus Biofuge pico)
zentrifugiert. Danach wurden 10 pl der Probe in eine Kiivette luftblasenfrei pipettiert.
Die Kiivette wurde in der Messkammer des Gerits positioniert, und die Messung am
verbundenen PC gestartet. Dabei wurde jede Messung mit 30 s eingestellt und 25-
mal hintereinander wiederholt. PartikelgréBe und PartikelgréBenverteilung wurden in

der Histogramm- und carpet-Darstellung visualisiert.
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3.5 Kristallographische Methoden

Die rontgenkristallographische Untersuchung eines Proteins erfordert zuallererst
Protein, welches in hoher Reinheit und Homogenitét vorliegt. Die Kristallisation von
Proteinen ist ein multidimensionales Optimierungsproblem mit vielen variierbaren

Parametern.

3.5.1 Kristallisationsscreening

Bis heute ist es nicht moglich, Kristallisationsbedingungen fiir Proteine verlédsslich
vorherzusagen. Kristallisationsbedingungen, unter denen streuende Kristalle des
verwendeten Proteins wachsen, werden daher durch Testen vieler Bedingungen
gefunden (Rhodes 2006). Beim Versuch, ein Protein zu kristallisieren, steht deshalb
zu Beginn meist ein statistischer Ansatz mit verschiedenen Prézipitations-
bedingungen nach dem Prinzip des sparse matrix screens (Carter 1979; Jancarik et

al. 1991)

Klebefilm Tropfen mit Deckglas
Proteinlésung
Plateau
Reservoir-
l6sung

Abb. 13 Der Tropfen der proteinhaltigen Losung kann entweder in einer Vertiefung tiberhoht iiber der
Reservoirlosung sitzen (Sitting Drop) oder hiingend iiber dem Reservoir platziert werden (Hanging

Drop) (modifiziert nach http://molecularsciences.org/files/images/drop-web.gif ).

Durch die Kristallisation sollen Einkristalle erhalten werden, die aber anders
als bei kleinen Molekiilen oder Salzen bis zu 60 % Wasser enthalten konnen. Bei der
Kristallisation von Proteinen wird in der Regel die Methode der Dampfdiffusion
(McPherson 1982) angewendet, wobei man zwischen dem Verfahren des Hanging
Drop und des Sitting Drop unterscheidet (siche Abb. 13).

Dort erfolgt die Kristallisation durch langsame Konzentrationsdnderungen der

Prazipitanz-, Salz- oder Proteinldsungen bei konstantem pH-Wert und konstanter
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Temperatur. Es wird tiber ein Reservoir mit definierter Pufferkonzentration ein
proteinhaltiger Tropfen mit geringerer Pufferkonzentration positioniert.

Durch Mischen der Reservoirlosung mit der Proteinlosung entsteht eine
geringer konzentrierte Salzlosung im Vergleich zum Reservoir, welche durch
Einstellen des Wasserdampfgleichgewichtes im geschlossenen System den
Konzentrationsausgleich anstrebt. Durch Wasserabgabe nimmt das Volumen des
Proteintropfens ab und die Konzentration von Protein und Préizipitat zu, was im

giinstigsten Fall zur Kristallisationen des Proteins fiihrt.

Niederschlag

metastabiler
Bereich

Keimbildung,

sehr schnelles

CProtein

Kristallwachstum

Uberséttigung,

keine Keimbildung,

Kristallwachstum

Lésung

CFéIIungsmittEl

Abb. 14: Schematisches Phasendiagramm der Proteinkristallisation. Bei der Kristallisation
unterscheidet man prinzipiell zwei Schritte: 1. die Keimbildung (Nukleation) und 2. das
Kristallwachstum. Beide Schritte erfolgen bei richtig gewéhlten Bedingungen in einem Bereich des
Phasendiagramms, der als {iberséttigte Losung bezeichnet wird. Allerdings benétigt man ein
hoheres MaB an Ubersittigung fiir die Keimbildung als fiir das Kristallwachstum. Der
Keimbildungsbereich wird auch als labile Zone bezeichnet, der Wachstumsbereich als metastabile
Zone. Zur Keimbildung muss man also die labile Zone erreichen (entnommen aus JBS

Proteinkristallisation Starter Kit Manual, Jena Bioscience 04/15).

Bei der Keimbildung, der ersten Phase der Kristallisation, bilden sich so
bereits erste geordnete Proteinaggregate, an die sich in der Phase des Wachstums
weitere Molekiile anlagern konnen. Die Keimbildung ist generell energetisch
aufwindig, wahrend das weitere Wachstum des Kristalls ein exergonischer Prozess
ist. Um ein geeignetes Mileu fiir die Kristallisation des Proteins zu schaffen, werden

verschiedene Arten von Additiven zugegeben, sowie der pH-Wert und die
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Temperatur variiert.

Tabelle 15: Additve bei der Dampffusions-Proteinkristallographie

Faktoren Eigenschaft Anmerkungen
Prézipitanzien Loslichkeit des Proteins Ethanol, Isopropanol, 2-Methyl-2,4-
wird erniedrigt pentandiol (MPD), Polyethylenglycole

(PEG) oder verschiedene Salze

pH-Wert Loslichkeit aller Proteine Am isoelektrischen Punkt hat das
héngt vom pH-Wert ab Protein seine niedrigste Oberflachen-

Nettoladung sowie seine niedrigste

Loslichkeit
Temperatur Bestimmt den Konzentrationsausgleich wird dariiber
Dampfdruck mitbestimmt
Detergenzien Loslichkeit des Proteins Aufgrund bestimmter Wechselwir-
wird erhoht kungen kann ein Molekiil mit hohen

hydrophoben Anteilen zu einem

geordneten Kristallwachstum kommen

Salzzugabe Tonenstirke der Losung Loslichkeit der Proteine kann ab- oder
kann erh6ht werden zunchmen
Crosslinker Sind vernetzende Koénnen unter bestimmten Bedingungen
Reagenzien das Kristallwachstum positiv
beeinflussen
3.5.2 Durchfiihrung der Kristallisationsexperimente

Zur Kiristallisation wurde in der vorliegenden Arbeit die Dampfdiffusions-Methode
sowohl nach dem Hanging Drop-Verfahren als auch nach dem Sitting Drop-
Verfahren angewandt (siehe Abb. 13).

Zur Kristallbildung der Proteine wurden geeignete Pufferlosungen mit dem
hauseigenen Satz an Kristallisierpuffern (in-house screens) als auch mit Screens des
Kristallisationsroboters ~ Digilab ~ Honeybee ~ 963™  im  MARXTAL-
Kristallisationslabor (https://www.uni-marburg.de/fb15/ag-essen/marxtal) ermittelt.
Die Screens zur Kristallisation konnen systematisch die Konzentration eines
Pufferbestandteiles oder den pH-Wert é4ndern oder beinhalten eine
Zusammenstellung von Puffern, bei der bereits einmal eine Kristallisation von

Protein stattfand. Die Proteinlésung hatte eine Ausgangskonzentration von etwa
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10 mg/ml und wurde zuerst bei 4 °C fiir 30-60 min. bei 13.000 rpm in der
Kiihlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus) von eventuell vorhandenem Prézipitat
befreit.

Beim Screening mit in-house screens (siche Tabelle 16) wurde die Sitting
Drop-Methode benutzt, wobei Kristallisationsplatten mit je 24 voneinander ab-
getrennten Kammern zum Einsatz kamen. Die Proteinkonzentration wurde durch
Verdiinnung der Ausgangskonzentration zu Beginn auf 10 mg/ml variiert. In das
Reservoir wurde manuell ein Anfangsvolumen von 1000 pl Pufferlésung eingefiillt.
In das VorratsgefdB fiir die Proteinlosung wurde manuell ein fiir das Screening
ausreichendes Volumen an Proteinldsung pipettiert. Das Zusammenpipettieren aus
1-2 ul Proteinlésung und dem gleichen Volumen an Reservoirlosung erfolgte
ebenfalls manuell. Die Kristallisationsplatte wurde mit Crystal Clear Sealing Tape
luftdicht verschlossen und bei 4 °C oder 20 °C gelagert.

Tabelle 16: Kristallisationsscreens In-House mit Eigenschaften und Hersteller

Name Eigenschaft Anzahl Hersteller

Wizard I & 1T Erfolgsscreen 96 Emerald Biosciences
Cryol & 11 Erfolgsscreen 96 Emerald Biosciences
Crystal Erfolgsscreen 48 Hampton

PEG 6000 Systematisch 24 Hampton
Ammoniumsulfat Systematisch 24 Hampton

MIDAS™ Erfolgsscreen 96 Molecular Dimensions
ProPlex™ Erfolgsscreen 96 Molecular Dimensions

Das Screening mit den Kristallisations-Screens der Firma Qiagen wurde mit Hilfe
des Pipettierrobotor Digilab Honeybee 963™ durchgefiihrt. Dabei betrug das
Reservoirvolumen 80 ul und das Volumen der Kristallisationstropfen 0,30 ul
(zusammengesetzt aus 0,15 ul  konzentrierter Proteinlosung und 0,15 pl
Kristallisationspuffer). Die verwendeten Kristallisationsplatten waren 96-well NeXtal
Evolution uplate-Platten der Firma Qiagen. Fiir diese Platten wurde das Sitting Drop
-Verfahren verwendet. Auf den zwei Plateaus wurden zwei verschiedene

Proteinkonzentrationen (meist 10 mg/ml und 5 mg/ml) gleichzeitig angesetzt. Die
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Kristallisationsplatten wurden unverziiglich nach dem Pipettieren mit VIEWseal ver-

schlossen. Mit den zwei Formulatrix Rock Imager " -Dokumentationssystemen

wurde die Inkubation bei 4 °C und bei 20 °C durchgefiihrt. Um den zeitlichen Ablauf

des Experimentes zu beobachten, wurden in regelméfBigen Abstinden Fotos mit Hilfe

des Dokumentationssystems unter einem Mikroskop aufgenommen.

Tabelle 17: Kristallisationsscreens mit Kristallisationsroboter Digilab Honeybee 96

Eigenschaften und Hersteller

Name Eigenschaft Anzahl Hersteller
Cryos Erfolgsscreen 96 Qiagen
Classics Erfolgsscreen 96 Qiagen
Classics light Erfolgsscreen 96 Qiagen
PACT Suite Erfolgsscreen 96 Qiagen
JSCG Core I-IV Erfolgsscreen 384 Qiagen
JSCG+ Erfolgsscreen 96 Qiagen
MBCI & 11 Erfolgsscreen 192 Qiagen
AmSO4 Erfolgsscreen 96 Qiagen
Anions Erfolgsscreen 96 Qiagen

3TM

Nach einigen Tagen wurden die Proteintropfen visuell auf Kristalle

untersucht, wobei die Kristallisation mit erfolgreichen Bedingungen in gréferem

MafBstab reproduziert wurde, um grofere Kristalle zu erhalten. Alle beobachteten

Kristalle wurden zundchst mit dem /Izit crystal dye (Hampton Research) angefirbt,

um Salzkristalle von Proteinkristallen unterscheiden zu konnen. Bei erfolgreicher

Reproduktion wurden die Kristalle an einem in-house-Rontgendiffraktometer auf ihr

Streuvermdogen getestet.

mit
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3.53 Optimierung erfolgreicher Kristallisationsbedingungen

Die erhaltene initiale Kristallisationsbedingung wurde mit Hilfe weiterer
Feinabstimmung durch systematische Variation der pH- und Prézipitanz-
Bedingungen und schlieBlich der Tropfenverhéltnisse (1,5:1, 2:1, 3:2 und 4:2 pl

Protein- zu Prézipitanzldsung) optimiert.

353.1. Seeding

Da die Nukleation von Proteinkristallen ein vom Kristallwachstum nahezu
unabhingiger Prozess ist und einen hohen Grad an Ubersittigung der Proteinldsung
erfordert, wihrend das Wachstum von wohlgeordneten Proteinkristallen durch eine
geringe Ubersittigung begiinstigt wird, kann es sinnvoll sein, beide Prozesse zu
entkoppeln und in Kristallisationstropfen einzelne  Kristallisationskeime
einzubringen. Beim  sogenannten  Seeding  werden  Impfkristalle aus
Ausgangskristallen fiir die Ziichtung von grofleren Kristallen verwendet (Bergfors
2003). Das primdre Ziel von Seeding in der Proteinkristallographie ist, Kristalle
besserer Qualitdt und meist auch grofere Kristalle zu erhalten. So findet es haufig
Anwendung, wenn Kristallisationen nur kleine und schlecht streuende Kristalle
hervorbringen.

Proteinkristalle, vor allem kleinere Exemplare, wurden mittels Macroseeding
in neue Tropfen mit derselben Konstellation umgesetzt. Dazu wurden die Kristalle
mit Hilfe eines Loops gefischt und in einem Tropfen der entsprechenden
Kristallisationsbedingung gewaschen. AnschlieBend wurden die Kristalle erneut in
entweder einen frisch angesetzten Tropfen oder auch in einen Tropfen, der noch klar
war (wenn vorhanden), tiberfiihrt.

Beim sogenannten Microseeding wurden groflere Kristalle vorsichtig
zerstoBen. Als gingigste Form des Microseedings wurde das Streakseeding
eingesetzt. Dabei wurden die Kristallsplitter beim Durchziehen eines Tropfens, in
dem Kristalle zerstoBen waren, mit Hilfe eines Pferdeschweifhaares aufgenommen.
AnschlieBend wurden durch Durchzichen des Haares in klare Tropfen die
anhidngenden Kristallsplitter in den Tropfen abgegeben. Hierbei wurde das Haar nach
jedem Tropfen ausgewaschen und neu benetzt. In einem weiteren Versuch wurde das
Haar nacheinander durch verschiedene Tropfen gezogen, wenn sich viele

Kristallsplitter am Haar befanden. Neben dem Streakseeding kam auch ein Kit von
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Hampton mit Sead Beads™ zum Einsatz, welches als Form des Microseedings

eingesetzt wurde. Hier wurden einige Kristalle mit Hilfe einer Kugel in einem

Eppendorfreaktionsgefdl im Ultraschallbad oder Vortexer mechanisch zerkleinert.

AnschlieBend wurde eine serielle Verdiinnungsreihe geméfl dem Handbuch angesetzt

und diese dann im Sitting Drop-Verfahren ausplattiert (Bergfors 2003).

3.53.2.

Zugabe von Additiven

Additive werden eingesetzt, um die Loslichkeit und die Kristallisation der

biologischen Makromolekiile, also sowohl von l6slichen Proteinen als auch von

Membranproteinen zu beeinflussen.

[ ]

Zugabe von Ectoin: Harjes et al. (2004) berichteten, dass bei Zugabe von
100 mM (S)-2-Methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-4-carbonsaure (Ectoin) zu
einer erfolgreichen Kristallisationsbedingung die Kristalle gleichmafBiger und
bis zu ihrer fiinffachen Gré8e wuchsen. Deswegen wurde zu erfolgreichen
Kristallisationsbedingungen je 1pul aus 1M Ectoinstammldsung zum
Kristallisationstropfen (Volumen des Tropfens 3 ul) gegeben (Harjes et al.
2004).

Zugabe von Kronenether: Lee et al (2014). berichteten, dass es bei Zugabe
von 16 Krone-8-ether in einer Konzentration von 25-50 mM zu einer
Verbesserung der Kristallqualitdt sowie Vergroflerung der Kristalle in fast der
Halfte der getesteten Fille kam. Deswegen wurde zu den Tropfen 16 Krone-
8-ether im Verhiltnis 1 % zur Proteinkonzentration geben (Volumen des
Tropfens 3 ul) (Lee et al. 2014).

Zugabe von Zinksulfat: Zur Kristallisationsbedingung wurde ein Zusatz von
100 mM Zinksulfat-Heptahydrat gegeben (Cha et al. 2012).

Additivscreen von Hampton: Die Additive dieser Reagenzien-Bibliothek
konnen die Proben-Losungsmittel-Wechselwirkungen manipulieren, aber
auch die Wasserstruktur verandern und verbessern. Auflerdem sind sie in der
Lage, durch spezifische Interaktion mit den Makromolekiilen Kristallisations-
prozesse zu stabilisieren und so zu einer Verbesserung der Kristallqualitit zu
fuhren. Hierbei wurde nach dem dazugehorigen Manual gearbeitet. Das
eingesetzte Resevoirvolumen betrug 1000 pl. Auf dem Platacu wurde im

Sitting Drop-Verfahren zundchst 2 ul Proteinlosung mit 0,5 ul eines
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nichtfliichtigen Additivs vermischt und anschlieBend mit weiteren 2 pl der
Kristallisationsbedingung. War das Additiv fliichtig, wurden davon 100 pl zu
900 pl Kristallisationsbedingung als Reservoirlosung eingesetzt und ein
Tropfenverhiltnis von 2 pl Protein : 2,5 pl Reservoirlosung gewéhlt (Cudney
et al. 1994).

o Silica-Hydrogel Kit™ von Hampton: Je nach Makromolekiil und
ausgewdihlter Bedingung kann das Gel Kristallwachstum verlangsamen und
bietet zusitzliche Stabilitit, so dass es Kristallen erméglicht, gréBer zu
wachsen. Das Silica-Hydrogel wurde eingesetzt wie im Manual beschrieben

(Robert et al. 1992).

3.5.3.3. Co-KTristallisation

Bei mehreren der oben genannten Screens (vergleiche Tabelle 16 und Tabelle 17)
wurde zusitzlich die Co-Kristallisation angewandt. Hierbei wurden zum eigentlichen
Protein entweder ein weiteres Protein (z.B. bei OspD1 Spal5) oder Peptid

hinzugegeben und 30 min. inkubiert, bevor die Losung zentrifugiert wurde.

3.53.4.  Free Mounting System

Um die Qualitdt der Kristalle weiter zu verbessern, wurden die Kristalle der Methode
des Free Mounting Systems (FMS) unterzogen. In diesem System umgibt ein
Luftstrom mit regelbarer Feuchte den Kristall, wodurch der Wassergehalt im Kristall
gezielt verdndert werden kann. Die relative Feuchte des Luftstroms kann auf
0-100 % eingestellt werden.

Der Kiristall wurde in den Rontgenstrahl eines Drehanodengenerators
gebracht und die Qualitdt des Kristalls und das Streuvermdgen iiber mehrere
Diffraktionsbilder hinweg beobachtet. Kontrollierte Reduktion der Humiditdt des
Gasstroms und dementsprechend auch der Kristalle hat oft zu einer Steigerung der
Streuqualitdt gefiihrt (Kiefersauer et al. 2000). Um geeignete Bedingungen fiir
Kristalle zu finden, wurden zunichst Kristalle des Modellproteins Lysozym in einen
speziellen Loop der FMS-Apparatur eingespannt. AnschlieBend wurde die Start-
Humiditit des Gasstroms durch visuelle Uberpriifung des konstanten
Tropfenvolumens bestimmt (Uberwachung und Auswertung mit dem zugehorigen
Videosystem). Die Kristalle wurden von der restlichen Mutterlésung mit einem

Wattefilter vorsichtig entfernt. Danach begann die Reduktion der Humiditédt und es
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wurden Testbilder bei jeder Absenkung aufgenommen, um den Punkt zu ermitteln,
an dem die Streuung des Kristalls zu einem Maximum beziiglich der Auflosung

gebracht werden konnte.

3.54 Montieren von Proteinkristallen

Um wihrend der Datenaufnahme die molekularen Eigenbewegungen und
Strahlungsschéden in den Kristallen moglichst gering zu halten, werden Messungen
meist bei 100 K im Stickstoffstrom durchgefiihrt. Zur Datensammlung werden die
Kristalle in Nylon-Schleifen, die der Grofe des Kristalls angepasst sind, montiert.
Dies verhindert das vorzeitige Schidigen der Kristalle durch die ionisierende
Rontgenstrahlung (Kiefersauer et al. 2000).

Um zu verhindern, dass beim dazu nétigen Einfrieren der Kristalle im
flissigen Stickstoff Eiskristalle entstehen, die die geordnete Struktur im Inneren der
Kristalle zerstoren wiirden, muss ein geeignetes Cryoprotektans gefunden werden.
Dieses sorgt dafiir, dass das Wasser der Mutterlauge zu einem glasartigen Aggregat-
zustand gefriert. Weiterhin sollte dieses Cryoprotektans keinen Effekt auf die
Kristalle haben.

Fiir die hier verwendeten OspD1-Kristalle hat sich ein Zusatz von 30 % PEG
400 als eftektivster Cryopuffer erwiesen. Bei IpgC war es 30 % Glycerol. Wurden
Additive oder Peptide zur Kristallisationsbedingung gegeben, waren diese auch der

Cryobedingung in entsprechender Konzentration zugefiigt.

3.5.5 Datensammlung

Um Strukturen von Proteinen sichtbar machen zu konnen, muss Licht eines
Wellenlidngenbereiches verwendet werden, der in der GrofBenordnung von Atom
Abstinden liegt. Dazu werden weiche Rontgenstrahlen verwendet, welche in dem
benétigten Wellenlingen Bereich von 0,1 bis 0,15 nm (1-1,5 A) liegen.

Zum Testen wurden die Kristalle an der hauseigenen Drehanode (Bruker X8
PRSPECTOR mit InS™ Mikrofokusréhre und APEX II CCD Detektor) montiert.
Der Abstand zwischen dem Kristall und dem Detektor wurde so gewihlt, dass zum
einen alle gebeugten Reflexe gemessen werden konnen, zum anderen diese aber
nicht zu stark tiberlappen. Streuten diese ausreichend wurden sie in Transport Dewars
zur Photonenquelle am Helmholz Zentrum Berlin (BESSY II, Berlin) gebracht und dort mit

der intensiven und hoch kohérenten Synchrotron-Strahlung an der Beamline 14.1 Streubilder

aufgenommen. Alle Kristalle wurden zunédchst am Synchrotron beziiglich ihrer
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Beugungskraft mit zwei Aufnahmen bei 0° und 90° charakterisiert und die Raumgruppe der
Kristalle bestimmt (Lesliec 1992).

Von Kristallen mit guten Beugungseigenschaften wurden anschliefend Datensétze
nach Anpassung der vorgeschlagenen Strategie gesammelt. Alle Messungen wurden unter
standiger Kiithlung des Kristalls durch Stickstoff bei einer Temperatur von 100 K
durchgefiihrt

3.5.6 Phasenproblem
Wihrend der Datenauthahme werden nur die Intensitéiten Iy der Reflexe gemessen.
Um die Elektronendichte berechnen zu kénnen, werden jedoch die Strukturfaktoren

Fhia benotigt. Fiir diese gilt:

Fri=IFnul exp(iQn) [1]

wobel

Ifyal = VIFual [2]

Die Phaseninformation ¢nq geht jedoch wihrend des Messvorganges komplett
verloren. Um diese Phaseninformation ¢y zu erhalten, werden beispielsweise

Schwermetallionen in die Einheitszelle eingebaut, woraus sich ergibt:

Frderiv.= Fpgmnat+ fi [3]

Hierbei reprisentiert Fyygderiv. die Strukturfaktoren des mit Schwer-
metallionen dotierten Kristalls, Fpgnat die Strukturfaktoren des nativen Kristalls und
fig die Strukturfaktoren des Schwermetalls. Die Strukturfaktoren des Schwermetalls
fha lassen sich anhand der Strukturgleichung aus der Atomzahl des verwendeten
Schwermetalls und seinen Positionen in der Einheitszelle errechnen. Da Fyy schon
aus den Datensdtzen bekannt ist, erfahrt Gleichung [1] eine Losung. Um die
Position(en) des Schwermetalls in der Einheitszelle zu bestimmen, bedient man sich

der Patterson-Methode.
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3.5.7 Selenomethionin & Schwermetallderivatisierung

Um das Phasenproblem zu 16sen, kann man aucch durch die Insertion von Selen ein
MAD -(multi wavelength anomalous diffraction)-Experiment durchfithren. Hierbei
wird Selenmethionin mit Hilfe der rekombinanten Proteinbiosynthese in einen
methionin-auxotrophen E.coli-Stamm eingebaut. Gelingt es, das Selenomethionin-
Protein zu kristallisieren, nimmt man wihrend des MAD-Experiments Datensétze bei
drei verschiedenen Wellenldngen (peak, inflection und remote) im Bereich der
Absorptionskante des anomal streuenden Atoms auf. Fiir eine Phasierung muss im
Protein auf 100 Aminosduren mindestens ein Methionin vorkommen (Smith und
Thompson 1998).

Da in einigen Fillen die Expression von selenomethioninmarkiertem Protein
zu Loslichkeitsproblemen oder die Derivatisierung SeMet zu keinem
aussagekriftigen Ergebnis fithrten, wurde versucht, Kristalle mit Schwermetallen zu
dotieren, um MAD-Experimente durchfiihren zu kénnen.

Dazu wurden Kiristalle in eine Losung bestehend aus Muttertropfen und
diversen Schwermetalllosungen (v.a. Hg, Pt, Ir) in einer Konzentration von
0,1-10 mM fiir 20 min. oder lédnger inkubiert. AnschlieBend wurde der Kristall mit
einem Loop gefischt und schnell durch das Cryoprotektans gezogen, bevor er zur
Datenaufnahme montiert wurde. Da bei Verwendung von Cu-Ko-Strahlung kein
anomales Signal detektiert werden kann, muss zur Beurteilung der Qualitdt eines
potentiellen Derivates der Kristalle mit der entsprechenden Wellenldnge am
Synchrotron gemessen werden. Die Absorptionskante kann sich dabei in den
Proteinkristallen im Vergleich zu der theoretischen ermittelnden etwas verschieben.
Man beschreibt das anomale Streuverhalten mit den Streufaktoren {f* und f*

(Hendrickson und Ogata 1997).

3.5.8 Datenprozessierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Programme zur Indizierung der
Reflexe und zur Prozessierung genutzt. Zum einen wurde XDS bzw. das
Folgeprogramm XDSAPP (Krug et al. 2012) verwendet und zum anderen als
Alternative MOSFLM (Leslie 1992). Bei den IpgC Kristallen wurde zusétzlich HKL
2000 und das CCP4-Paket benutzt (Otwinowski und Minor 1997; Winn et al. 2011).
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3.5.9 Bestimmung des Wassergehalts (Matthews-Koeffizient)

Die Anzahl der Molekiile pro asymmetrische Einheit wurde iiber den Matthews-
Koeffizienten abgeschitzt (http://www.ruppweb.org/mattprob/default.html, Stand
27.07.2015). Bei dieser Methode wird zugrundegelegt, dass alle Proteine eine
vergleichbare Dichte aufweisen. Das Verhiltnis zwischen Volumen der Einheitszelle
und Molekulargewicht des Proteins sollte zwischen 1,7 und 3,5 A 3/Da liegen
(Matthews 1968). Uber die Anzahl der Molekiile in der Einheitszelle kann man dann

den Losungsmittel-Gehalt eines Kristalles berechnen.

3.5.10 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die native PAGE wird tiblicherweise unter Bedingungen durchgefiihrt, unter denen

das Protein seine natiirliche Konformation behélt.

Tabelle 18: Losungen und Zusammensetzung der nativen PAGE

Puffer Zusammensetzung

5x Tris-Glycin-Puffer 125 mM Tris und 960 mM Glycin in
deionisiertem Wasser ad pH 8,3

Nativ Gel-Laufpuffer Verdiinnung von 5x Tris-Glycin-Puffer auf
1x Tris-Glycin-Puffer, Kiihlung bei 4 °C

5x Probenpuffer 1,55 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8
0,25 ml 1% Brom
0,7 ml deionisiertes Wasser

2,5 ml Glycerol

APS-Losung 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat
ad 10 ml bidest. H,O

Coomassie Brillant Blue G 250- 40 % (v/v) Methanol
Firbelosung (pro Liter) 10 % (v/v) Essigsdure

0,05 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G 250

Entfarbelosung (pro Liter) 40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsédure

Zusammensetzung des nativen 2,5 ml 5x Tris-Glycin-Puffer
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Gels (5% Gele) 2,1 ml 30% Acrylamid (80:1)
7,9 ml deionisiertes Wasser

87,5 ul 10% APS

12,5 ul TEMED

Im Gegensatz zur SDS-PAGE (siche 3.4.1), bei der Proteine nur anhand ihrer
GrofBe aufgetrennt werden, erfolgt bei der nativen Gelelektrophorese eine Trennung
nach ihrem isoelektrischen Punkt und dem hydrodynamischen Volumen des Proteins.
Die native PAGE wird besonders dann eingesetzt, wenn multimere Proteine bzw.
Proteinkomplexe im Gel detektiert werden oder wenn nach der Elektrophorese
Aktivititsassays mit dem Protein durchgefithrt werden sollen (Rehm und Letzel
2009).

Boggon and Shapiro (Boggon und Shapiro 2000) benutzten die native PAGE
als Methode, um damit Schwermetallderivate zu sichten, die potentiell an
Aminosduren innerhalb des zu untersuchenden Proteins binden. Sie konnten
beobachten, dass sich die molekularen Verdnderungen, die durch Interaktion mit
einem Schwermetallderivat entstanden sind, auch im nativen Gel detektieren lieSen.
AuBerdem ist leicht zu sehen, ob ein Protein denaturiert, da es dann nicht mehr
innerhalb des Gels wandert. Die native PAGE mit Schwermetallderivaten bietet so
eine Moglichkeit, viele Schwermetalle in kurzer Zeit zu untersuchen.

Als Puffer fiir das Protein und zum L&sen der Schwermetallesalze wurde
20 mM Tris + 300 mM NaCl bei einem pH von 8,0 eingesetzt. In eine Tasche des
Gels wurde ein Gemisch aus 5pul Proteinlosung (2 mg/ml), 5 pl
Schwermetallsalzlosung (10 mM) plus 2 ul des 5x Probenpuffers pipettiert. Als
Referenz wurde das native Protein ohne Schwermetallsalzzusatz verwendet. Die
Kammer der Apparatur wurde in eine mit Eis gefiillte Box gestellt, um den
Laufpuffer (1x Tris-Glycin) wéhrend des Laufs iiber 80-90 min. bei 90 V zu kiihlen.

Als Farbemethode wurde die Coomassiefdarbung eingesetzt (siche 3.4.1).
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3.6 Material und Methoden bei der organischen Synthese

Die Festphasenpeptidsynthese (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS) basiert auf
einer schrittweisen Anbindung von Aminosduren an einen unldslichen polymeren
Tréger - das sogenannte Harz. Da die Anbindung tiber die Sauregruppe erfolgt, muss
die Aminogruppe der Aminoséuren durch eine Schutzgruppe geschiitzt werden. Nach
der Entschiitzung der ersten polymergebundenen Aminosdure wird die néchste N-
geschiitzte Aminosdure zugegeben. Die Kopplung der Aminoséure erfolgt durch ein
Kopplungsreagenz unter Zugabe einer Base. Durch wiederholte Durchfiihrung des

Zyklus kann das Peptid bis zur gewiinschten Lénge aufgebaut werden.

3.6.1 Chemikalien der organischen Synthese

In Tabelle 19 sind die Chemikalien fiir Synthese und Aufreinigung aufgelistet.

Tabelle 19: Chemikalien der organischen Peptidsynthese in alphabetischer Reihenfolge

Name

Hersteller

Acetonitril

Dimethylformamid (DMF)
Essigsdure 99 %

Trifluoressigsdure (TFA)
Diisopropylehtylamin (DIPEA)
Phenol

1,2 Ethandithiol

Thioanisol

N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP)
Piperidin

2-(1H Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl
uroniumhexafluorophosphat (HBTU)
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT)
Triisoproylsilan (TIS)

Diethylether

Rin-Amid-Harz : 0,68 mmol (bis 10AS) und
0,41 mmol (ab 10 AS)

Triton X-100
TEMED

Sigma-Aldrich
ACROS Organics
Roth

Solvay Chemicals
Iris Biotech
Riedel-deHaén
Fluka

Fluka

Iris Biotech

Iris Biotech

Iris Biotech

Orpe Gen Pharma
Alfa Aesar
Sigma-Aldrich

Varian

Freka
Roth
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In Tabelle 20 sind die Aminosduren mit Schutzgruppen fiir die Synthese der
Peptide aufgelistet. Dabei steht vor der Aminosiure die Schutzgruppe, die an die a-
Aminogruppe gekoppelt ist, wobei hier immer die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-
Schutzgruppe (Fmoc) vorliegt.

In Klammern nach der Aminosdure steht die Schutzgruppe der Seitenkette,
falls diese geschiitzt sein muss, und nachfolgend die Schutzgruppe der
Sdurefunktion, wobei hier immer die freie Carboxylfunktion ohne Schutzgruppe

vorliegt, die durch ,,OH* gekennzeichnet wird.

Tabelle 20: Verwendete Aminosiuren mit ihren Schutzgruppen:
Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Gruppe, tBu = tert-Butylester-Gruppe, BOC = tert-
Butyloxycarbonyl-Gruppe

Name Hersteller
Fmoc-Alanin-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Aspartat-(O7Bu)-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Glycin-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Glutamat-(OsBu)-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Isoleucin-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Lysin-(BOC)-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Methionin-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Norleucin-OH PolyPeptide Group
Fmoc-Serin-(sBu)-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Threonin-(zBu)-OH Orpe GenPharma
Fmoc-Valin-OH Orpe GenPharma
3.6.2 Geriite der organischen Synthese

In Tabelle 21 sind die fiir die Peptidsynthese und -aufreinigung verwendeten Gerite

aufgelistet.
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Tabelle 21: Geriite der organischen Peptidsynthese in alphabetischer Reihenfolge

Name Hersteller
Analytische HPLC CTO-10 A, LC-10AT, SPD-M11A Shimadzu
Analytische Saule Nucleodur C18, 5 pm, 100 A, 4,6¢250 mm Machery-Nagel
Eppendorfpipetten Eppendorf
Falconréhrchen 50 ml Greiner
Feinwaage BP211D Sartorius
Fraktionskollektor Varian Modell 701 Varian

Inlay VWR
Jodzahlkolben Schott
Lyophilisationsanalage Alpha 2-4 LDplus Christ
Messzylinder Schott
Péparative HPLC Varian PrepStar Modell 218 Varian
Pasteurpipetten VWR
Pipettenspitzen VWR
Polypropylenspritzen 2 ml mit Teflonfritte Intavis
Préparative Saule VP 250/32 Nucleodur 100-5 C18ec Machery-Nagel
QTrap 2000 ESI Massenspektrometer Applid Biosystems
Reaktionsgefdfle 1,5 ml VWR

Reinstwasseranalage ARITUM631
Rotationsverdampfer Rotapour RE111
Syntheserobotor SYRO 2000
Szintillations-Gefafle

Ultraschallbad Bandelin

Vial
Vortexer REAX2000
Waage SI-234
Waage SI-603

Zentrifuge Galaxy 14D

Nowapure Select
Biichi
MultiSynTech
VWR

Sonorex

VWR

Heidolph

Denver Instrument
Denver Instrument

VWR

3.6.3 Losungen

Die Losungen wurden mittels Messzylinder (Schott) und der Waage SI1-234 (Denver

Instrument) oder der Waage SI-603 (Denver Instrument) hergestellt und in Greiner-
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Rohrchen (Greiner) oder Jodzahlkolben (Schott) gelagert. Zum besseren Losen
wurde das Ultraschallbad Bandelin (Sonorex) und der Vortexer REAX 2000
(Heidolph) benutzt. In Tabelle 22 sind die verwendeten Losungen fiir die Synthese
und Aufreinigung aufgelistet.

Tabelle 22: Verwendte Losungen der Peptidsynthese und ihre Zusammensetzung

Name Zusammensetzung
DIPEA-LGsung 1,5 M DIPEA in NMP
HBTU-L&sung 0,5 M HBTU in DMF
HOBT-Losung 0,5 M HOBT in DMF
Piperidin/NMP/DMF-L6sung Piperidin/NMP/DMF (1:1) 1 % Triton X-100
Fmoc-Aminosédure-Losung 0,5 M Fmoc-Aminosdure in HOBT-Losung
Acetylierungslosung 0,5 M Esigsdure in HOBT-L&sung
Abspaltlosung TFA/TIS/Wasser (95 : 2,5 : 2,5)

3.6.4 Festphasenpeptidsynthese mittels Syntheseroboter

Mit Hilfe des Syntheserobotors SYRO 2000 von MultiSynTech wurde mittels
Festphase das Standard-Fmoc-Protokoll durchgefiihrt, um die entsprechenden
Peptide zu synthetisieren (siche schematische Darstellung Abb. 15). Fiir jedes Peptid
wurden 80 mg des Fmoc-Rink-Amid-Harzes mit der Feinwaage BP211D in eine
2ml Polypropylenspritze mit Teflonfritte eingewogen, welche dann in den
Syntheseroboter SYRO 2000 eingespannt wurden. Der Roboter wurde mit der
HBTU-L6sung, Piperidin/NMP/DMF-L6sung, NMP, DIPEA-Losung und DMF
bestiickt. Die genannten Fliissigkeiten wurden zum Spiilen zwischen den Losungen,
zum Quellen und Waschen des Harzes benutzt. Der Roboter pipettierte nacheinander
die verschiedenen Gemische in die Spritzen, und nach einer gewissen Inkubationzeit
wurde die Losung automatisch abgesaugt. Das Peptid wurde also beginnend vom C-

Terminus zum N-Terminus aufgebaut.
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Im ersten Synthesezyklus wurde mit DMF das Harz zum Quellen gebracht,

um dieses zugédnglich fiir die weiteren Reaktionen zu machen. Anschlielend begann

die zyklische Abfolge mit der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit der

Piperidin/NMP/DMF-Losung, gefolgt von zwei Waschschritten, erst mit DMF dann

mit NMP. AnschlieBend wurde die entsprechende mit HOBT voraktivierte Fmoc-

Aminosdure, die HBTU-Losung und die DIPEA-Losung fiir die Kopplung

hinzugegeben und inkubiert. Danach folgte ein Waschschritt mit DMF, und der

Zyklus begann erneut.

Der letzte Zyklus war die Acetylierung mit der Acetylierungslosung, welche

analog zu den Fmoc-Aminosdure-Losungen eingesetzt wurde, weshalb sich zum
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Beispiel fiir 20 zu koppelnde Aminosduren 21 Zyklen ergaben (Protokoll nach
(Hasewinkel 2012b). In der Tabelle 23 befinden sich die Reaktionszeit, Anzahl und

die Volumina der einzelnen Losungen fiir die jeweiligen Schritte im Zyklus.

Tabelle 23: Reaktionszeiten, Anzahl und Volumina der Reaktionsschritte. Im ersten Zyklus

wurde fiir den Abspaltschritt *= 30 min. verwendet, ab dem zweiten Zyklus 20 min.

Schritt Lisung Volumen Anzahl Zeit
Quellen DMF 1200 ul 2 10 min.
Abspalten Piperidin/ NMP /DMF 1200 pl 2 20/30 min.*
Waschen DMF 1200 pl 2 1 min.
Koppeln Fmoc-AS + HBTU 400 pl+400 ul | 2 95 min.
+ DIPEA +270 ul
Waschen DMF 1200 pl 2 1 min.
3.6.5 Peptidabspaltung von der Festphase

Die gewonnenen Peptide konnten mit der Abspaltldsung vom Harz abgespalten und
von ihren Schutzgruppen in der Seitenkette befreit werden. Dazu wurde das Harz in
eine 2 ml Spritze mit 2 ml Abspaltlosung in ein 50 ml Falcon (Greiner) iiberfiihrt.
Die Spritze wurde noch zweimal mit 2 ml Abspaltlosung nachgespiilt, mit den ersten
2 ml vereint und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lésung wurde dann
mittels der 2 ml Spritze vom Harz befreit, wobei das Filtrat in 45 ml gekiihltem
Diethylether in ein Falcon (Greiner) getropft wurde und als weiller Niederschlag
ausfiel. AnschlieBend wurde zweimal mit 2 ml Abspaltlosung das Harz gewaschen,
und das Filtrat wurde gleichfalls in den Diethylether getropft. Der Niederschlag
wurde mit der Zentrifuge Universal 16R (Hettich) bei 5000 rpm fiir 15 min.
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der unlosliche Riickstand wurde
noch zweimal mit je 50 ml Diethylether gewaschen, wobei der Uberstand jedes Mal
entfernt wurde. Der Riickstand wurde bei Raumtemperatur getrocknet und

anschlieBend mit der analytischen HPLC (Shimadzu) untersucht.

3.6.6 Analytische HPLC nach Abspaltung
Mit der analytischen HPLC (Shimadzu) und der analytischen Séule Nucleodur C18
(Machery-Nagel) wurden die Rohpeptide untersucht, indem vorgefertigte Methoden

benutzt wurden. Diese Methoden definieren einen linearen Gradienten aus
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Acetonitril/TFA 999:1 und Wasser/TFA 999:1, wobei die Methode das
Anfangsverhéltnis und das Endverhiltnis in einer bestimmten Zeit umsetzte. Die
Geschwindigkeit betrug 1 ml/min. Nach dem Gradienten erfolgte ein
Reinigungsschritt bei 90 % Acetonitril/TFA 999:1 und anschlieBend wurde die Siule
wieder auf das Anfangsverhiltnis eingestellt.

Die Probe wurde mit je 150 pl Acetonitril/TFA 999:1 und Wasser/TFA 999:1
gelost und mit der Zentrifuge Galaxy 14D (VWR) zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 200 pl in ein Inlay (VWR) iberfithrt und in einem Vial (VWR) in den
Proben-Sampler der analytischen HPLC gestellt, wobei 50 pl fiir die Untersuchung
verwendet wurden. Mit Hilfe des Chromatogramms konnte nun die Qualitit des
Rohpeptids festgestellt und die Aufreinigung iiber die praparative HPLC (Varian)
durchgefiihrt werden.

3.6.7 Priiparative HPLC
Mit der praparativen HPLC Prepstar (Varian) und der priparativen Séule Nucleodur
100-5 C18 (Machery-Nagel) wurde das Rohpeptid von Verunreinigungen befreit.
Hierbei wurden vorgefertigte Methoden benutzt, die einen linearen Gradienten aus
Acetonitril/TFA 999:1 und Wasser/TFA 999:1 definieren, wobei die Methode das
Anfangsverhéltnis und das Endverhiltnis in einer bestimmten Zeit umsetzt. Der
Gradient wurde dabei um 0,5 % pro Minute gesteigert, wobei eine Geschwindigkeit
von 20 ml/min. einzustellen war. Zuvor wurde die Sdule mit 90 % Acetonitril/TFA
999:1 fiir 15 min. bei 20 ml/min. gespiilt, dann wurde die Saule fiir 15 min. bei
20 ml/min. auf das Anfangsverhiltnis gesetzt, welches sich aus dem Chroma-
togramm der analytischen HPLC des Rohpeptides ergab. Als Anfangsverhéltnis
wurde 10 % Acetonitril gewéhlt.

Das Rohpeptid wurde in 8 ml Acetonitril/TFA 999:1 und Wasser/TFA 999:1
im Verhiltnis des Elutionsverhéltnis auf der analytischen HPLC mit dem Vortexer
REAX2000 (Heidolph) gelost. Zusitzlich konnte das Ultraschallbad Bandelin
(Sonorex) zum Losen benutzt werden. Nach dem Auftragen des Rohpeptids wurde
das Eluat in 20 ml Fraktionen aufgefangen, wobei die Fraktionen, die die Zielpeptide

enthalten sollten, mittels analytischer HPLC untersucht wurden.

3.6.8 Analytische HPLC der Fraktionen



90

Die Analyse der Fraktionen erfolgte analog zur Analyse des Rohpeptids, nur dass
direkt 200 pl der einzelnen Fraktion in ein /nlay (VWR) oder in einem Vial (VWR)
in den Proben-Sampler der analytischen HPLC gestellt wurden, wobei 20 ul fiir die
Untersuchung verwendet wurden. Mit Hilfe des Chromatogramms konnte nun die
Qualitdt der Fraktionen untersucht werden. AnschlieBend wurden alle Fraktionen, die

eine Reinheit von > 99 % aufwiesen, in einem 250 ml Rundkolben (Schott) vereinigt.

3.6.9 Lyophilisieren

Um die Peptide gut abwiegen zu konnen, wurde die Methode des Lyophilisierens
eingesetzt. Dazu wurden die vereinigten Fraktionen im 250 ml Rundkolben (Schott)
mittels Rotationsverdampfer Rotapour RE111 (Biichi) auf ein Volumen von 15 ml
eingeengt. Dieses Volumen wurde vollstindig mit einer Pasteurpipette (VWR) in ein
Szintillationsgefd3 (VWR) tiberfiihrt, mit fliissigem Stickstoff eingefroren und an der
Lyophilisationsanlage Alpha 2-4 LD plus (Christ) getrocknet. Die getrockneten
Peptide wurden mit der analytischen HPLC und zusétzlich mittels ESI-Massen-

spektrometrie analysiert.

3.6.10 Analytische HPLC der vollstindig aufgereinigten Peptide
Die Analyse der vollstindig aufgereinigten Peptide erfolgte analog zur Analyse der

Rohpeptide, wobei die Reinheit > 99 % sein sollte.

3.6.11 ESI-Massenspektrometrie der vollstiindig aufgereinigten Peptide

Mit Hilfe der Elektronen Spray lonisation (ESI)-Massenspektrometrie sollte die
Identitdt der Peptide verifiziert werden. Dazu wird die monoisotopische Masse eines
Peptids bendtigt, die aus den einzelnen Massen der Bestandteile in Tabelle 24, wie
Acetyl-Teil, Aminosduren und Amid-Teil, aufaddiert wurde.

Die durchschnittliche Masse wurde fiir die Berechnung der Molekiilmasse fiir
die Einwaage des Thermophorese-Assays benutzt, wobei fiir jede basische
Aminosdure, Lysin, Arginin und Histidin, die Masse einer Trifluoressigsidure als
Gegenion zum Gesamtgewicht hinzuaddiert werden musste, da die Peptide als Salze

der Trifluoressigsdure vorlagen.
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Tabelle 24: Name, monoisotopische und durchschnittliche Masse der cinzelnen Bestandteile

eines Peptids

Name Monoisotopische Masse* Durchschnittliche Masse
Alanin 71,03711 71,0788
Asparaginsdure 115,02694 115,0886
Glycin 57,02146 57,0519
Glutaminséure 129,04259 129,1155
Isoleucin 113,08406 113,1594
Lysin 128,09496 128,1741
Methionin 131,04049 131,1926
Norleucin 131,09408 131,1732
Serin 87,03203 87,0782
Threonin 101,04768 101,1051
Valin 99,06841 99,1326
H,0 18,01056 18,01524
Acetyl 42,01060 42,0373
Amid -0,984 -0,9847
Trifluoressigsdure - 114,0200

Zur Analyse wurde eine kleine Menge des fertig aufgereinigten Peptids in ein 1,5 ml

Reaktionsgefdl (VWR) tiiberfiihrt und an die hauseigene massenspektroskopische

Abteilung ibergeben, welche

die Messung an einem QTrap 2000 ESI-

Massenspekrometer (Applied Biosystems) durchfiihrte und auswertete.

4 Ergebnisse und Diskussion
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4.1 Verbesserung der Produktion und Aufreinigung
verkiirzter OspD1-Varianten

Die Zielsetzung dieser Arbeit erforderte die heterologe Uberproduktion des OspD1
in E. coli, sowie dessen Aufreinigung mit einer akzeptablen Ausbeute. Mit dem
gereinigten Protein sollten Untersuchungen zur Wechselwirkung mit dem Chaperon
Spal5 und Kristallisationsversuche durchgefiihrt werden. Im Vorfeld waren in der
Masterarbeit der Verfasserin (Jiingel 2010) aufbauend auf den Erkenntnissen der
Diplomarbeit von Christian Hasewinkel (Hasewinkel 2006) Versuche in diesem
Bereich getitigt worden. In diesen war es gelungen, OspD1 durch Herabsetzen der
Expressionstemperatur auf 15°C in loslicher Form zu erhalten, wihrend die
Expression bei 37 °C zur Produktion des Proteins in Form von Einschlusskérpern
gefiihrt hatte. Bei der Aufreinigung des Vollldngenproteins von OspD1 zeigten sich
im SDS-Gel Verunreinigungen, welche kleiner waren als OspD1 (vermutlich
handelte es sich dabei um Abbruchfragmente des Proteins). Um dieses Problem zu
beheben, wurde zusidtzlich zum bereits vorhandenen N-terminalen GST-tag C-
terminal ein His-fag eingefiigt, mit dem ein weiterer Aufreinigungsschritt {iber eine
Nickelsdule moglich war. Desweiteren wurden verkiirzte Varianten hergestellt. Bei
allen Varianten wurden C-terminal vier Aminosduren entfernt, da fiir diese als
Struktur mit Hilfe einer Sekundarstrukturvorhersage des Programms NetSurfP
(http://www.cbs.dtu.dk/ services/NetSurfP/; Stand 27.03.2015) eine Loop-Region
vorausgesagt wurde. Zusédtzlich zum C-Terminus wurde der N-Terminus verkiirzt.
Dabei entstanden innerhalb der Masterarbeit der Verfasserin (Jiingel 2010) folgende

Varianten:

OspD1A1-15/A222-225: Die ersten 15 Aminoséduren dienen bekanntermalien
als Signal fiir den Export aus dem Zytoplasma durch das Typ-IlI-Translokon
sezernierter Proteine und wurden im Interesse einer besseren Aufreinigung und

Kiristallisation ebenfalls entfernt.

OspD1A1-32/A222-225: Die Entfernung der ersten 32 Aminosduren diente
dabei vor allem der Untersuchung, in welchem Abschnitt eine Interaktion mit Spal5

stattfindet.

OspD1A1-80/A222-225: Ein Nebeneffekt, der von dieser Variante erhofft
wurde, war eine verbesserte Loslichkeit des Proteins, sowie die bessere Fahigkeit zur

Kristallisation des Proteins (persénliche Mitteilung, Professor Parsot, Paris).
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Da die Ausbeute nach dem letzten Aufreinigungsschritt der OspD1-Varianten
unter einem mg bei zehn Litern Bakterienkultur lag und somit nicht ausreichend
Protein fiir Kristallisationsversuche zur Verfiigung stand, sollten die Expression und

Aufreingung der Varianten weiter optimiert werden (Jiingel 2010).

Im Zuge dessen wurden in dieser Arbeit Plasmide (siche 3.1.1) mit GST- und
His-tag der verschiedenen Varianten zundchst in den E.coli-Expressionsstamm
SoluBL21™ von Genlantis (siehe 3.1.4) transformiert. Dieser Expressionsstamm ist
darauf ausgelegt, in Fillen, in denen dies vorher nicht moglich war, teilweise oder
ganz losliches Protein zu erhalten. Eine Expression der OspD1-Varianten in diesen

Zellen konnte die Ausbeute jedoch nicht erhdhen.

4.1.1 Expressionsplasmid pHW3 mit MBP-tag

Der nédchste Ansatz, der verfolgt wurde, war das Austauschen des GST-fags gegen
ein Maltose-Bindeprotein-tag (MBP-tag) (siche 3.4.5.2). Das MBP sollte zur
Erh6hung der Loslichkeit des Fusionspartners beitragen. Der His-tag sollte
zusitzlich erhalten bleiben. Als Ausgangsvektor wurde zunichst der pIlVEX-MBP
von Roche benutzt, durch den nach der Expression N-terminal ein MBP-tag im
Fusionprotein vorlag. Allerdings stimmte innerhalb der MCS des Vektors pIVEX-
MBP die Orientierung der vorher verwendeten Restriktionsendonukleasen-
Schnittstellen nicht. Auch verfiigte der Vektor nicht iiber das lacl-Gen. Durch die
Abwesenheit von lacl kénnte es zur frithzeitigen Expression kommen. Auflerdem
konnte die Transformation dieses Vektors Probleme bereiten. In Zusammenarbeit mit
Christian Hasewinkel wurde das Konstrukt pHW3 tiber eine zweistufige Klonierung
entworfen. Im ersten Schritt wurde das GST-fag aus dem Vektor pHW1 entfernt.
AnschlieBend wurde der MBP-fag, der aus dem pIVEX-MBP Vektor durch PCR
amplifiziert worden war, in die entstandene “Liicke™ eingefiigt (siche Hasewinkel

2012b).



94

NdeI-—BamHI-XhoI—NotI-——--8xHis-tag
.AACTCGCATATGGGATCCCTCGAGGCGGCCGCCCATCATCATCATCATCATCATCATTGA .
- AsnSerHisMetGlySerLeuGluAlaAlaAlaHisHisHisHisHisHisHisHisEND..

MCS - 1319
8xHis-tag - 1347

Abb. 16: pHW3 Vektor MCS mit den dazugehdrigen Schnittstellen und Vektorkarte des finalen
pHW3

Aus dem Vektor pGEX-4Tmod.-OspD1 (siehe 3.1.1) wurden die Sequenzen
fiir OspDI1-Varianten, die am 5’ Ende um die Codons der ersten 15, 32 und 80
Aminosiduren, sowie am 3’ Ende die Codons der letzten vier Aminosduren verkiirzt

waren, herausamplifiziert. Diese wurden in den Vektor pHW3 kloniert.

Ndel Thrombin ospDIAL-154222-225 Thrombin Xhol
1) 5¢ MEP CA TATG TATCCGCGCGGC CACCTAATAA...CAAAATACAA TATCCGCGCGGC CT CGAG 3¢
3¢ GTAT AC ATAGGCGCGCCG GTGGATTATT...GTTTTATGTT ATAGGCGCGCCG GAGC TC 5¢
AS ...PPNS HM YPRG HLIIG...ISDKI YPRG LE 8xH
Ndel Thrombin ospDIAI-324222-225 Thrombin Xhol
2) 5¢ CA TATG TATCCGCGCGGC AATATCATTA...CAAAATACAA TATCCGCGCGGC CT CGAG 3¢
MBP
3¢ GTAT AC ATAGGCGCGCCG CCACAGTAAT...GTTTTATGTT ATAGGCGCGCCG GAGC TC 5¢
AS ...PPNS HM YPRG NNIIN...ISDKI YPRG LE 8xH
Ndel Thrombin ospDIAI-804222-225 Thrombin Xhol
3) 5¢ CA TATG TATCCGCGCGGC CGCCATAATT...CAAAATACAA TATCCGCGCGGC CT CGAG 3¢
MBP
3¢ GTAT AC ATAGGCGCGCCG GCGGTATTAA.. GTTTTATGTT ATAGGCGCGCCG GAGC TC 5¢
AS ...PPNS HM YPRG NRHNL...ISDKI YPRG LE 8xH

Abb. 17: Sequenzausschnitte der Varianten von OspD1 des Vektors pHW3 mit MBP-tag,
Thrombinschnittstelle, Schnittstelle Ndel, dem trunkierten Gen ospD1, Schnittstelle X0l und His-tag, sowie
entsprechende Ausschnitte der Aminosauresequenzen. 1) ospDI1A41-15/4222-225 2) ospDI1A1-32/4222-225
3) ospD1A41-80/4222-225
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4.1.2 Expression und Aufreinigung von OspD1A1-15/A222-225

Die im Klonierungsstamm XL-2 blue produzierten Plasmide pHW3-OspD1-
A1-15/A222-225 wurden in den Expressionsstamm BL 21 Codon plus transformiert.
AnschlieBend wurden Expression und Aufreinigung der OspD1A1-15/A222-225-
Variante durchgefiihrt. Um den Fortgang der Aufreinigung zu verfolgen, wurden
wihrend der Priparation Proben entnommen und mittels SDS-PAGE analysiert
(siche Abb. 18). Der Pfeil A in der Abbildung zeigt die Lauthéhe des
Fusionsproteins an und Pfeil B zeigt die Laufhohe des von den Tags befreiten
OspD1A1-15/A222-225 an (Abb. 18, Bahn 2 und Bahn 3). Das Protein lag nach
Ernte und Aufschluss der Zellen 16slich im Zelllysat vor (Abb. 18, Bahn 4).

molekulare
Masse
~10 vl 1 - &= 1
~55kDa -
~40 kDa -
~35kDa - —— b B
A -—ane
~25kDa - -
-
~15kDa - .
~10kDa - —
Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 18: 15% SDS Gel OspD1A1-15/A222-225: 1) Thermo Fisher Scientific Prestained Protein
Marker. 2) Gesamtzellextrakt vor der Induktion. 3) Gesamtzellextrakt nach der Induktion. 4) Zellysat
nach Aufschluss und Zentrifugation. 5) Elution der Dextrinsdule. 6) Elution der Nickelsdule bei einer
Konzentration von 400 mM Imidazol. 7) Elution der PD10. 8) Nach Inkubation mit Thrombin. 9)

Probe der vereinigten Fraktionen der SEC 200-Séule nach Aufkonzentration mit Vivaspin.

Pfeil A: Laufhéhe des vollstindigen Fusionsproteins MBP-OspD1A1-15/A222-225-His. Pfeil B:
Laufhohe des durch Thombin-Behandlung von den Tags befreiten OspD1A1-15/A222-225.

So wurde nach Zentrifugation des Lysats der Uberstand fiir einen ersten

affinititschromatographischen Reinigungsschritt auf eine Dextrinsdule aufgetragen
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und mit einem PBS Puffer, der Maltose in einer Konzentration von 150 mM enthielt,
gewaschen. Das Eluat, in dem das Fusionsprotein stark angereichert vorlag, wurde
im Anschluss fiir einen zweiten affinitdtschromatografischen Reinigungsschritt auf
eine Ni2-Chelatsiule aufgetragen. Nachdem durch einen Waschschritt mittels eines
Puffers, der Imidazol in einer Konzentration von 150 mM enthielt, unspezifisch an
die Saule gebundenes Protein entfernt worden war, wurde das Fusionsprotein mit

einem Puffer, der 400 mM Imidazol enthielt, eluiert (siche Abb. 19).

O S uv Cond | Curves |

24004 400 mM \
T| E Imidazol |
2200-] P

2000
] \ |

1800 | ' \

1600-] LIS

1400

|
.‘ ( T |.
1200 \ \ |

Imidazol

1000 150 mM B b
800-

\ |
600 \ | \ \\
400 i' \H / '

200
3 =S 4 .
0 -—H_-T B A T i . e T L B T O, L L . || T T T ml
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Abb. 19: Chromatogramm der OspD1A1-15/A222-225. Aufreinigung tiber eine 15 ml Nickel-
Chelatsdule: die blaue Linie zeigt die UV-Absorption (UV) bei 280nm. Bei -einer
Imidazolkonzentration von 150 mM des Puffers B sicht man Verunreinigungen, bei 400 mM Imidazol
zeigt der Peak verkiirztes OspD1 an. Der gestufte Anstieg der Absorption ist der Erhohung der
Imidazolkonzentration zuzuschreiben, da Imidazol selbst auch absorbiert. Die braune Linie zeigt

Leitfihigkeit (Cond) in s/m und die griine Linie zeigt die Konzentration des Puffers B (Conc) in % an.

Nach Entfernen des Imdidazols aus dem Eluat durch eine PDI10-Siule
wurden sowohl das MBP- als auch das Hisg-tag mit Thrombin proteolytisch vom
Zielprotein  abgespalten.  Ermoglicht  wurde dies duch die zwei
Thrombinschnittstellen, von denen sich jeweils eine zwischen jedem Tag und dem
Zielprotein  befand. SchlieBlich ~ wurden  die  abgespaltenen  Tags
affinititschromatographisch mittels der o.g. Dextrin-und Ni*“Sdule aus der

Zielproteinhaltigen Losung entfernt.
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Abb. 20 oben: Chromatogramm der OspD1A1-15/A222-225: Aufreinigung iiber eine SEC 200-
Séule. Die blaue Linie zeigt die UV-Absorption bei 280 nm. Die Elution des Proteins erfolgte im

Volumenbereich von 220-270 ml. Die braune Linie zeigt Leitfdhigkeit (Cond) in s/m und die griine
Linie zeigt die Konzentration des Puffers B (Conc) in % an.

unten: SDS-Gel der Proben aus den einzelnen Fraktionen der SEC 200-Séule 1) Thermo Fisher
Scientific Prestained Protein Marker. 2) Fraktion 9. 3) Fraktion 10. 4) Fraktion 11. 5) Fraktion 12. 6)

Fraktion 13. 7) Fraktion 14. 8) Fraktion 15. 9) Fraktion 16. Der Pfeil marktiert das reine
OspD1 A1-15/A222-225.

Durch eine abschlieBende préparative GroBenauschlusschromatographie
gelang es schlieBlich, OspD1A1-15/A222-225 zu mehr als 95 % rein darzustellen

(Abb. 20). (Die technischen Details der Aufreinigung sind in Absatz 3.4.9 des
Material und Methoden-Teils zu entnehmen).
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Im letzten Schritt wurden die Fraktionen, in denen sich
OspD1A1-15/A222-225 befand, mittels eines Vivaspin 10 kDa-Roéhrchens
aufkonzentriert. Zur Lagerung wurden 50 pul Aliquots (SEC 8.0 Puffer) mit einer
Konzentration von 10 mg/ml hergestellt. Die Ausbeute lag bei etwa acht mg Protein

pro Liter Bakterienkultur.

Damit war es erstmals gelungen, das Expressions- und Aufreinigungs-
protokoll so zu verdndern, dass OspD1 I6slich und in einer ausreichenden Menge
hergestellt werden konnte. An dieser Stelle konnten weiterfithrende Experimente wie

die Kristallisation in Angriff genommen werden.

4.13 Expression und Aufreinigung von OspD1A1-32/A222-225

Die Expression und Aufreinigung von OspD1A1-32/A222-225 erfolgte analog zu der
von OspD1A1-15/A222-225. Zunéchst wurde ein Fusionsprotein mit MBP- und His-
tag exprimiert, welches tiiber Dextrin- und Nickelsdule aufgereinigt wurde.
Anschlieend wurden die 7ags durch Zugabe von Thrombin abgetrennt. Die
verkleinerte Variante des OspD1 wurde im letzten Aufreinigungsschritt noch einer
GroBenausschlusschromatographie unterzogen. Der Erfolg der Aufreinigungsschritte
wurde durch gelelektrophoretische Analyse untersucht. In Abb. 21 ist in Bahn 5 eine
Probe der Elution der Dextrinsdule aufgetragen. Das Fusionsprotein aus MBP- und
His-Tag und OspD1 A1-32/A222-225 weist ein Molekulargewicht von 64,4 kDa auf
(Pfeil). Nach dem Auftragen auf eine Nickelsdule ist eine Probe des Ergebnisses der
Elution der Nickelsdule in Abb. 21 Bahn 6 gezeigt. Als nichster Schritt erfolgte die
Umpufferung mit einer PD-10-S4ule (Bahn 7).

Nach Schneiden des Fusionsproteins mit Thrombin (Bahn 8) wurde die
Losung erneut auf eine Dextrinsdule mit gekoppelter Nickelsdule aufgetragen, um
beide Tags zu entfernen. Im Chromatogramm dieses Reinigungsschrittes (nicht
gezeigt) wurden zwei Peaks sichtbar. Beim ersten Peak, Bahn 2, ist eine breitere
Bande fiir OspD1 zu sehen, im zweiten Peak eine wesentlich schwichere (Bahn 3).
Es wurden beide Peaks vereint und aufkonzentriert. Das OspD1A1-32/A222-225 hat
eine Grofie von 20,8 kDa.

Neben dem Zielprotein sind noch kleinere und gréB3ere Verunreinigungen auf

dem Gel zu erkennen. Bei der grofleren Bande konnte es sich um Thrombin (37 kDa)
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Abb. 21: 15% SDS Gel OspD1A1-32/A222-225 Aufreinigung: 1) Thermo Fisher Scientific
Prestained Protein Marker. 2) Gesamtzellextrakt vor der Induktion. 3) Gesamtzellextrakt 12h nach der
Induktion. 4) I6sliche Fraktion des Zelllysats. 5) Elution der Dextrinsdule. 6) Elution der
Nickelchelatsdule. 7) Elution nachdem Umpuffern mit PD10-Séule. Die Laufhéhe von MBP-
OspD1A1-32/A222-225 ist durch den Pfeil gekennzeichnet.

Um die restlichen Verunreinigungen zu entfernen, wurde auch
OspD1A1-32/A222-225 tiber eine SEC 200-Séule aufgereinigt. Die Fraktionen (siehe
Abb. 22, Bahn 4 bis 7) wurden vereint und zum Schluss mit einem Vivaspin 10 kDa-

Rohrchen aufkonzentriert (siche Abb. 22, Reihe 8).

Es konnten etwa acht mg Protein aus einem Liter Kultur gewonnen werden.
Auch die verkiirzte Variante OspD1A1-32/A222-225 konnte in hoher Reinheit

aufgereinigt werden.
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Abb. 22 oben: Chromatogramm der OspD1A1-32/A222-225: Aufreinigung iiber eine SEC 200. Die
blaue Linie zeigt die UV-Absorption bei 280 nm. Die Elution des Proteins erfolgte im Volumen-
bereich von 220-270 ml. Die braune Linie zeigt Leitfihigkeit (Cond) in s/m und die griine Linie zeigt

die Konzentration des Puffers B (Conc) in % an.

unten: 15 % SDS Gel OspD1A1-32/A222-225: 1) Thermo Fisher Scientific Prestained Protein
Marker. 2) Elution der gekoppelten Dextrin- und Nickelsdule 1. Peak. 3) Elution der gekoppelten
Dextrin- und Nickelsdule 2. Peak. 4) Fraktionen F11 und F12. 5) Fraktion F13. 6) Fraktionen F14 und
F15. 7) Fraktion F16. 8) Probe der vereinigten Fraktionen der SEC 200 nach Aufkonzentrieren. Der
Pfeil zeigt die Laufhohe fiir das aufgereinigte OspD1A1-32/A222-225.
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4.14 Expression und Aufreinigung von OspD1A1-80/A222-225

Nach demselben Prinzip wie die Expression und Aufreinigung der beiden oben
genannten OspD1-Varianten, wurde auch OspD1A1-80/A222-225 iiberexprimiert
und aufgereinigt. Zundchst wurde ein Fusionsprotein mit MBP- und His-tag
exprimiert und tiber Dextrin- und Nickelsdule aufgereinigt. AnschlieBend wurden die
Tags durch Zugabe von Thrombin abgetrennt. Die verkiirzte Variante des OspD1
wurde im letzten Aufreinigungsschritt einer Grofenausschlusschromatographie

unterzogen.

molekulare
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~70kDa - ..

~55kDa - - -
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~25 kDa -

W

~15 kDa -
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Abb. 23: 15% SDS Gel Osp D1A1-80/A222-225-Aufreinigung: 1) Thermo Fisher Scientific
Prestained Protein Marker. 2) Gesamtzellextrakt vor der Induktion. 3) Gesamtzellextrakt 12 h
nach der Induktion. 4) 16sliche Fraktion des Zelllysats. 5) Elution der Dextrinsiule. 6) Elution der
Nickelsédule. 7) Elution nachdem Umpuffern mit PD10-Sdule. MBP-OspD1A1-80/A222-225 ist

auf der mit einem griinen Pfeil gekennzeichenden Lauthdhe zu sehen.

Nach Elution der Dextrinsdule (Abb. 23 Bahn 5) sieht man bei 55 kDa die Bande des
Fusionsproteins (59,2 kDa) aus MBP- und His-tag sowie OspD1A1-80/A222-225.
Das Bandenmuster bleibt nach Elution der Nickelsdule und dem Umpuffern iiber
eine PD10-S4ule (Bahn 7) erhalten.

Nach dem Abschneiden von MBP- und His-tag durch Thrombin erfolgte die
Aufreinigung iiber eine Dextrinsdule, an die eine Nickelsdule angeschlossen war.

Dieser Schritt erfolgte zur Differenzierung von Tags und restlichem Protein. Danach
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wurde das Eluat {iber eine SEC 200-Saule aufgereinigt (Abb.24).
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Abb.24 oben: Chromatogramm der OspD1A1-80/A222-225-Aufreinigung iiber eine SEC 200-

Séule: die blaue Linie zeigt die UV-Absorption bei 280 nm. Die Elution des Proteins erfolgte im

Volumenbereich von 220-270 ml. Die braune Linie zeigt Leitfahigkeit (Cond) in s/m und die griine

Linie zeigt die Konzentration des Puffers B (Conc) in % an.

unten: 15 % SDS Gel OspD1A1-80/A222-225: 1) Thermo Fisher Scientific Prestained Protein
Marker. 2) Fraktion F7. 3) Fraktion F8. 4) Fraktion F9. 5) Fraktion F10. 6) Fraktion F11. Der Pfeil

zeigt die Laufhohe fiir das aufgereinigte OspD1A1-80/A222-225.
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Die Fraktionen 7 bis 11 wurden ebenfalls mittels SDS-PAGE analysiert. Auf
dem Coomassie-blau gefirbten Gel wurde OspDI1A1-80/A222-225 als Bande bei
25 kDa detektiert.

Die Fraktionen, die OspD1A1-80/A222-225 in reiner Form enthielten, wurden
mittels Vivaspin 10 kDa Rohrchen aufkonzentriert. Es wurden sieben mg des stark

verkiirzten OspD1-Variante aus einem Liter Bakterienkultur gewonnen.

4.1.5 Expression und Aufreinigung der verkiirzten OspD1-Varianten als
SeMet-Derivate

Nachdem es gelungen war, OspDI1A1-15/A222-225 zu kristallisieren und einen
vollstdndigen Diffraktionsdatensatz von einem Kristall aufzunehmen (siehe 4.9.1.1),
sollte zur Losung des Phasenproblems durch ein MAD-Experiments ein SeMet-
Derivat des Proteins erzeugt werden.

Die im  Klonierungsstamm  XL-2 blue  produzierten = Plasmide
pHW3-OspD1A1-15/A222-225, pHW3-OspD1A1-32/A222-225 sowie
pHW3-OspD1A1-80/A222-225 wurden dafiir in den methioninauxotrophen
Expressionstamm E. coli B§34 (DE3) transformiert. Die Expression des Zielproteins
erfolgte dann in einem definierten Medium, das kein S-Met, sondern ausschlieBlich
SeMet enthielt (siche Absatz 3.4.10).

AnschlieBend wurde die Aufreinigung der trunkierten OspD1-Varianten
durchgefiihrt. Um den Erfolg der Aufreinigung zu verfolgen, wurden wéhrend der
Préaparation Proben entnommen und mittels SDS-PAGE analysiert (siche Abb. 25).
Nach Ernte und Zellaufschluss lag das Fusionprotein sowohl im Pellet wie auch im
Zelllysat vor (Abb. 25, Bahn 3 und 4), was ein Anzeichen dafiir war, dass das Protein
durch den Austausch von Schwefel-Methionin durch SeMet eine deutlich reduzierte
Loslichkeit aufwies. Die Aufreinigung mittels FPLC bestand zu Beginn aus einem
affinitétschromatographischen Schritt iiber eine Dextrinséule (Chromatogramm Abb.
25).

Neben dem sehr schwach erkennbaren Fusionsprotein (insgesamt 66,6 kDa)
sind auf dem Gel noch einige Abbruchfragmente und Verunreinigungen zu sehen. In
Bahn 7 und 8 von Abb. 25 ist im Eluat der Nickelsdule das Protein nur noch schwach
konzentriert, so dass man keine Bande mehr wahrnehmen kann. Gleiches gilt fiir den

weiteren Umpufferungsschritt iiber die PD10-Séule.
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Abb. 25 oben: Chromatogramm der SeMet-OspD1A1-15/A222-225-Aufreinigung iiber eine
Dextrinsdule: die blaue Linie zeigt die UV-Absorption bei 280 nm. Die braune Linie zeigt

Leitfahigkeit (Cond) in s/m und die griine Linie zeigt die Konzentration des Puffers B (Conc) in % an.

unten: 15 % SDS Gel SeMet-OspD1A1-15/A222-225: 1) Gesamtzellextrakt vor der Induktion. 2)
Gesamtzellextrakt 12h nach der Induktion. 3) unldsliche Fraktion nach Zentrifugation (Pellet). 4)
16sliche Fraktion des Zelllysats. 5) Thermo Fisher Scientific Prestained Protein Marker. 6) Elution
der Dextrinsdule. 7) Elution der Nickelsdule bei 150 mM Imidazol. 8) Elution der Nickelsdule bei
400 mM Imidazol. 9) Eluat PD10 0-35 ml. 10) Eluat PD10 36-55 ml. Der Pfeil zeigt die Lauthohe fiir
das Fusionprotein SeMet-MBP-OspD1A1-15/ A222-225-8xHis.

Im Gel ist in Bahn 3 erkennbar, dass das SeMet-Fusionsprotein nach der

Expression zum grofiten Teil ungeldst vorlag. Nur ein kleiner Teil wurde geldst
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(Bahn 4). In weiteren Aufreinigungsschritten ging immer mehr Fusionsprotein
verloren. Die Varianten OspDI1A1-32/A222-225 und OspD1A1-80/A222-225
verhielten sich analog, auch hier war keine weitere Aufreinigung moglich. Eine
Senkung der Expressionstemperatur auf 12 °C brachte keinerlei Verbesserung der
Loslichkeit (nicht gezeigt). Es war zwar gelungen, die trunkierten OspD1-Varianten
mit Markierung durch SeMet zu exprimieren, allerdings konnte nur der erste
Aufreinigungsschritt erfolgreich durchgefiihrt werden. Fiir Kristallisationsversuche

war die Reinheit des Proteins nach diesem Aufreinigungsschritt nicht ausreichend.

4.2 Reinigung von Spal$5

Das von Christian Hasewinkel etablierte Protokoll zur Expression und Aufreinigung
(Hasewinkel 2012a) wurde durch einen Anionenaustausch-Chromatographie-Schritt
erweitert. Nur durch diesen Schritt konnte man die fiir Kristallisationsversuche
erforderliche Reinheit erzielen. Zur Uberpriifung der Expression und der

Aufreinigungsschritte wurden Proben zur Analyse mittels SDS-Page entnommen.
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Abb. 26: 15% SDS-Gel Spa 15 Aufreinigung: 1) Thermo Fisher Scientific Prestained Protein
Marker. 2) Gesamtzellextrakt vor der Induktion. 3) Gesamtzellextrakt 12 h nach der Induktion. 4)
16sliche Fraktion des Zelllysats. 5) Elution der GSH-Séule nach Behandlung mit Thrombin. 6) Elution
nach Umpuffern mit PD10-Séule. 7) Durchfluss der DEAE. 8) Elution der DEAE bei 400 mM NaCl.
9) Elution der DEAE bei 800 mM NaCl. 10) Nach Aufreinigung iiber SEC 75-Sidule und
Aufkonzentration iiber Vivaspin Zentrikon auf eine Konzentration von 10 mg/ml. Der Pfeil A zeigt
die Laufhohe des Fusionsprotein GST-Spal5, wihrend bei Pfeil B die Lauthéhe des Zielproteins
Spal5 ohne den GST-fag angezeigt ist.
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Spal5 wurde als Fusionprotein mit GST-tag exprimiert (siche Abb. 26). Bahn
3 zeigt das GST-Spal5 (42 kDa) bei 40 kDa. Nach Behandlung mit Thrombin und
Abtrennung des GST-fags ist das Zielprotein bei unter 15 kDa auf Hohe von Pfeil B
zu sehen (Bahn 95).

Ergidnzend zum etablierten Protokoll wurde zur Entfernung des NaCl mit
einer PD10-Sdule auf Bis-Tris-Puffer umgepuftert (Eluat Bahn 6) und das Eluat auf
die DEAE-Séule aufgetragen. Im Durchfluss der DEAE-Saule konnte kein Spal5
mehr detektiert werden (Bahn 7). Verunreinigungen konnten durch Elution des Bis-
Tris-Puffers mit 400 mM NaCl (Bahn 8) vom reinen Protein bei Elution mit 800 mM
NaCl (Bahn 9) getrennt werden.

Zur abschlieBenden Reinigung des Proteins wurde eine Molekular-
siebchromatographie mit einer HiLoad 26/60 Superdex 75-Sdule als letzten
Aufreinigungsschritt gemifl dem urspriinglichen Protokoll durchgefiihrt. Das
Elutionsprofil dieser Chromatographie (Abb.27) zeigt einen einzelnen Peak, welcher
in Fraktionen aufgefangen wurde. Proben der einzelnen Fraktionen wurden im SDS-
Gel aufgetrennt (nicht gezeigt) und die Fraktionen, welche Spal5 enthielten, vereint.
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Abb.27: Chromatogramm der Spa 15 Aufreinigung iiber SEC 75-Séule: die blaue Linie zeigt die
UV-Absorption bei 280 nm. Die braune Linie zeigt Leitfihigkeit (Cond) in s/m und die griine Linie

zeigt die Konzentration des Puffers B (Conc) in % an.
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In Abb. 26 ist in Bahn 10 das finale Spal5 nach Aufkonzentration {iber ein
5 kDa Vivaspin Zentrikon aufgetragen. Die Ausbeute lag bei fiinfzehn mg Spal5 pro
Liter Bakterienkultur. Spal5 konnte erfolgreich aufgereinigt werden und stand in
ausreichender Menge fiir die Interaktionsassays und Kristallisationsversuche mit

OspD1 zur Verfiigung.

4.3 Reinigung von IpgCA152-155

Lunelli et al. (Lunelli et al. 2009) berichteten, dass die Deletion der C-
terminalen vier Aminosduren von IpgC zum Erhalt gut streuender Kristalle
Voraussetzung ist. Christian Hasewinkel fand im Rahmen seiner Promotion heraus,
dass die Kristallisierung der Volllangenprodukte unter verschiedensten Bedingungen
nicht zu erreichen war. Deswegen erzeugte er eine Variante, bei der C-terminal vier
Aminosduren fehlten (Hasewinkel 2012a). Fiir die Expression und Aufreinigung
wurde das von ihm beschriebene Protokoll als Grundlage benutzt und durch einen
Anionenaustausch-Chromatographie-Schritt erweitert.

Das verkiirzte ipgC-Gen wurde in die MCS des Plasmids pHW1 eingefiigt
und enthielt zusétzlich ein C-terminales Stopp-Codon, was die Translation des
8xHis-tags verhindert. Es entstand also Fusionsprotein aus dem verkiirzten IpgC und
dem N-terminalen GST (siche Abb. 28 Bahn 3).

Nach Elution der GSH-Séule wurde das IpgCA152-155 von der Séule gespiilt
(Abb. 28 Bahn 4). Das Zielprotein (17,3 kDa) ist im SDS-Gel unterhalb der 15 kDa
zu erkennen.

Nach einem neu etablierten Umpufferungsschritt mit einer PD10-S4ule (Bahn
5) wurde IpgC zunidchst einer lonenaustausch-Chromatographie unterzogen und
eluierte bei 300 mM NaCl (Bahn 6). Dieser Schritt wurde eingefiihrt, um
IpgCA152-155 in der fiir Kristallversuche erforderlichen Reinheit erhalten zu

konnen.
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Abb. 28: 15% SDS-Gel IpgCA152-155 Aufreinigung: 1) Thermo Fisher Scientific Prestained
Protein Marker. 2) Gesamtzellextrakt vor der Induktion. 3) Gesamtzellextrakt 12h nach der Induktion.
4) Elution der GSH-S4ule nach Behandlung mit Thrombin. 5) Elution nach Umpuffern mit PD10-
Séule. 6) Elution der Q-Sepharose bei 300 mM NaCl. Pfeil A zeigt die Laufh6he des Fusionsproteins
GST-IpgCA152-155, wihrend Pfeil B die Lauthohe des Zielproteins IpgCA152-155 zeigt.

Zur abschlieenden Reinigung gemill dem bestehenden Protokoll wurde die
Proteinlosung einer Molekularsiebchromatographie mit einer HilLoad 26/60

Superdex 75-Sdule unterzogen.
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molekulare
Masse

~70kDa - .
~55kDa - ...
~40 kDa -

~35 kDa -
~25 kDa -

~15kDa - — -

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 29 oben: Chromatogramm der IpgCA152-155-Aufreinigung iiber SEC 75: die blaue Linie
zeigt die UV-Absorption bei 280 nm.

unten: 15 % SDS Gel IpgCA152-155: 1) Thermo Fisher Scientific Prestained Protein Marker. 2)
Fraktion 9. 3) Fraktion 10. 4) Fraktion 11. 5) Fraktion 12. 6) Fraktion 13. 7) Fraktion 14. 8) Fraktion 15.
Der Pfeil zeigt die Lauthohe des aufgereinigten IpgCA152-155.

Das Elutionsprofil dieser Chromatographie (Abb. 29 oben) zeigte einen
einzelnen Peak, welcher in mehreren Fraktionen aufgefangen wurde. Proben der
einzelnen Fraktionen wurden im SDS-Gel aufgetrennt (Abb. 29 unten) und die
Fraktionen, welche IpgC enthielten vereint und iiber ein 5 kDa Vivaspin Zentrikon
aufkonzentriert. Das Protein wurde auf 10 mg/ml eingestellt, in Reaktionsgefille a
50 pl aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Die Ausbeute lag bei sechzehn mg pro Liter Bakterienkultur. IpgC konnte
erfolgreich aufgereinigt werden und stand in ausreichender Menge fiir die

Kristallisationsversuche zu Verfiigung.
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4.4 Analytische Molekularsiebchromatographie
Das Elutionsprofil verschiedener Kalibrierungsproteine an der

Superdex 200 10/300 GL-S4ule wurde benutzt, um die Molekiilmasse der Proteine

abzuschéitzen.
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Abb.30: Molekiilmassenbestimmung iiber analytische Superdex SEC 200 10/300 GL

oben: Chromatogramm nach Auftragen der Proteine aus dem Kit for Molecular Weights 12-200 kD
for GFC (Sigma Aldrich) ohne Dextran Blue. Die blaue Linie zeigt die UV-Absorption bei 280 nm.

unten: Auftragung des Elutionsvolumen gegen den Logarithmus der Masse und die daraus

resultierende Ausgleichsgerade (Kalibiergrade); 1 = pB-Amylase, 2 = Alkoholdehydrogenase, 3 =
Albumin, 4 = Carbonische Anhydrase, 5 = Cytochrom C.

Dazu wurde ein Gemisch aus Proteinen verschiedener Molekiilmassen auf die

Sdule appliziert und unter identischen Bedingungen mit dem SEC 7.5-Puffer eluiert.
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Aus der Kalibiergeraden ergibt sich folgende Gleichung:
log (Masse) = -0,200 * Elutionsvolumen + 8,067 [1]
Durch Exponentieren erhilt man:

Masse — 10 -0,2+Elutionsvolumen+ 8,067 [2]

Mit Hilfe dieser Gleichung [2] kann aus dem Elutionsvolumen die molare Masse

ermittelt werden, wenn das Protein globulér vorliegt.

Tabelle 25: Proteine des Kalibrierungskits von Sigma Aldrich mit Masse und Elutionsvolumen

Protein Masse log(Masse) Elutionsvolumen [ml]
B-Amylase 200 kDa 5,3010 13,71 £ 0,04
Alkoholdehydrogenase 150 kDa 5,1761 14,65 £ 0,05
Albumin 66 kDa 4,8195 16,03 = 0,04
Carbonic Anhydrase 29 kDa 4,4624 18,38 £ 0,04
Cytochrome C 12,4 kDa 4,0934 19,63 + 0,03

mAU w
80-

OspD1 A1-15/A222-225

'ﬁﬁ'lﬂ_f_le_l_FIW_l_rlﬂ_WITﬁ_r"ﬁ_rlT_f_rlT_l_le_r_rlj_r_r 1_|_|'I".ﬂ_|"1ﬁ_r -r—'—rl'l—r—r = on i ml

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Abb. 31: Chromatogramm der analytischen Superdex SEC 200 10/300 GL nach Auftragen von
OspD1A1-15/A222-225. Die Elution des Proteins erfolgte bei 16,83 + 0,04 ml. Die blaue Linie zeigt
die UV-Absorption bei 280 nm.
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Bei der analytischen GroBenausschlusschromatographie mit der kalibierten
Sdule eluierte OspD1A1-15/A222-225 bei 16,83 + 0,04 ml. Mit Hilfe der Gleichung
[3] ldsst sich daraus ein Molekulargewicht von 50,3 + 0,5 kDa ermitteln (siche Abb.
31) was darauf hindeutet, dass OspD1A1-15/A222-225 eventuell als ein Homodimer
vorliegt (45,2 kDa).

Spal5 eluierte mit einem Volumen von 17,31 £ 0,03 ml. Durch Gleichung [3]
konnte ein Molekulargewicht von 33,3 + 0,4 kDa (siehe Abb. 32) ermittelt werden.
Damit weicht der experimentell ermittelte Wert nur geringfiigig vom Literaturwert

(30,2 kDa) des Spal5-Homodimers ab (van Eerde et al. 2004).

y t C | spais
3

NI A8 SR | |

T T T T T T T T T T T T T e e e e ml

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Abb. 32: Chromatogramm der analytischen Superdex SEC 200 10/300 GL nach Auftragen von
Spal5. Die Elution des Proteins erfolgte bei 17,31 + 0,03 ml. Die blaue Linie zeigt die UV-
Absorption bei 280 nm.

Nach Inkubation eines Gemisches aus OspD1A1-15/A222-225 und Spal5 im
Verhiltnis 1:1 (Puffer SEC 7.5) und Auftragen des Gemisches auf die analytische
SEC-Séule zeigt die Elution des Komplexes ein Elutionsvolumen von 17,16 £+ 0,05
ml. Setzt man dieses in die Gleichung [3] ein, errechnet sich ein Molekulargewicht
von 43,2+0,03kDa. Aus der Addition der Molekulargewichte von
OspD1A1-15/A222-225 (22,6 kDa) und Spal5 (15,1 kDa) errechnet sich ein Wert
von 37,7 kDa (siehe Abb. 33). Somit liegt die Vermutung nahe, dass es sich um ein
Hetero-Dimer aus einem OspDI1A1-15/A222-225 und einem Spal5 handelt. Geht
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man von einem Komplex aus einem OspD1A1-15/A222-225 (22,6 kDa) und einem
Spal5-Dimer (30,2 kDa) aus, wire das zu erreichende Molekulargewicht bei
52,8 kDa. Dafiir ist der experimentell ermittelte Wert allerdings zu niedrig. Eine
Erklarung fiir dieses Resultat wire, dass der ermittelte Wert als globuldre Form des
Komplexes von dem theoretischen Molekulargewicht abweicht (Hong et al. 2012).
Vergleichend spricht das Ergebnis aus dem MS7-Stochiometrie-Experiment
(vergleiche dazu 4.7.1.1.) fiir einen Komplex aus einem OspD1A1-15/A222-225 und

einem Spal5-Dimer.

| Curves |
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Abb. 33: Chromatogramm der analytischen Superdex SEC 200 10/300 GL nach Auftragen von
OspD1A1-15/A222-225 mit SpalS. Die Elution des Proteinkomplexes erfolgte bei 17,16 + 0,05 ml.
Die blaue Linie zeigt die UV-Absorption bei 280 nm.

4.5 Mit OspD1A1-15/A222-225 und IpgCA152-155
durchgefiihrter Thermal Shift Assay (TSA)
Der 754 ist eine biochemische Methode zur Messung der Thermostabilititsdnderung
bei Faltung eines Proteins nach Zugabe eines Bindungspartners (Niesen et al. 2007).
Die Stabilisierung dufert sich unter anderem durch eine erhohte Hitzebestindigkeit
des Proteins, so dass die biologische Aktivitdt des Proteins auch bei vergleichsweise
hoheren Temperaturen erhalten bleibt. Erfahrungsgeméf korrelieren Homogenitét,
Stabilitdit und Loslichkeit einer Proteinprdparation signifikant mit der
Wabhrscheinlichkeit fiir eine erfolgreiche Kristallisation des Proteins (Ericsson et al.

2006). Um die stabilsten Bedingungen fiir die Proteine OspD1A1-15/A222-225 und
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IpgCA152-155 zu finden, wurde der 7SA mit verschiedenen Puffersystemen und
Additiven durchgefiihrt. In vorhergehenden Studien konnten bereits pH-Bereiche
ermittelt werden, in denen die Proteine OspDIA1-15/A222-225 und Spal5 stabil
vorlagen. OspD1A1-15/A222-225 zeigte sich stabil im Bereich von pH 6,0 bis 8§,5.
Fiir Spal5 erwies sich der pH-Bereich zwischen 7,5 und 8,5 am giinstigen. Bei der
Untersuchung von verschiedenen Natriumchloridkonzentrationen in 1 M HEPES pH
8,0 konnte fiir beide Proteine festgestellt werden, dass die Stabilitdt der Proteine
praktisch nicht von der Natriumchloridkonzentration bzw. der lonenstirke abhédngig

ist (Jiingel 2010).

4.5.1 Additivscreening
Am EMBL Hamburg wurde in Kooperation mit Stephane Boivin ein groBflichiges

Screening mit 96 verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt.

IpgCA152-155 zeigte beim Erhitzen keine normalen sigmoidalen Schmelz-
kurven, sondern Schmelzkurven mit einen vorgelagerten Peak. Das deutet darauf hin,
dass sich zuerst das Dimer destabilisiert und dann jedes Monomer fiir sich
denaturiert. Insgesamt weist IpgCA152-155 aber eine gute Thermostabilitit auf
(siche Tabelle 26) und die Schmelztemperaturen (T,,) der getesteten Bedingungen
liegen zwischen 45 °C und 52 °C. Die besten zehn Bedingungen des Screens liegen
im pH-Bereich zwischen pH 6,5 und pH 9,0. Thnen ist gemein, dass alle eine

Konzentration von 250 mM NaCl aufweisen.

Tabelle 26: Zusammenfassung der Ergebnisse des Additivscreens am EMBL Hamburg fiir
OspD1A1-15/A222-225 und IpgCA152-155

Protein OspDIA1-15/4222-225 IpgCA152-155

hohe Thermostabilitét,

Tm45-52 °C,

keine sigmoidalen Schmelzkurven,
vermutlich 2 strukturelle Doménen

hohe Thermostabilitit,
T,, = 46,6-54,1 °C,
entfaltet sich ab 40 °C

Thermostabilitit
insgesamt

Bei 250 mM NacCl verringert Bei 250 mM NacCl verringert sich

- 250mM NaCl | o4 die Thermostabilitit die Thermostabilitat
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Protein

OspDIA1-15/4222-225

IpgCA152-155

Succinylsiure /
Orthophosphor-
sidure / Glycin

Bei pH 6,8 bis pH 7,8 verringert
sich die Thermostabilitit

Unter pH 6,5 verringert sich die
Thermostabilitét, ist am stabilsten
bei pH 7,2- 7,8

Citronensiure /
CHES / HEPES

stabil bei pH 5,1 bis pH 9,0

Unter pH 6,0 verringert sich die
Thermostabilitét, ist am stabilsten

bei pH 7,2 bis 8,2
1\:)1?;}2 gﬁt . . _ | Bei Anwesenheit von NaCl
HEPES pH 7,5 Bei 50 mM Na_C} verringert sich | verringert 51ph die
. . > die Thermostabilitét Thermostabilitit, ab 500 mM
sowie bei 50 mM d o . .
. estabilsiert sich Dimer
Tris pH 8,0
Puffer-. Pufferkonzentration hat wenig
Konzentrations- . e
Effekt auf die Thermostabilitit, . .
effekt bilsten sind Pufferkonzentration hat keinen
HEPES pH 7,5 am stabristen sin Effekt auf die Thermostabilitéit
Na,HPO. pH 7.5 50 mM HEPES,
2R PRS0 mM und 50 mM Na,HPO,
Puffer- hohen Pufferkonzentrationen (ab
Konzentrations- | 100 mM) wirken sich Pufferkonzentration hat keinen
effekt destabilisierend aus, am Effekt auf die Thermostabilitéit
Tris pH 8.0 stabilsten ist 50 mM Tris
1 Bis-Tris pH 6,5
2 Natriumacetat pH 4,5 alles mit 250 mM NaCl :
3 MOPS pH 3,0 1 Bis-Tris pH 6,5
4 NaCacopH 6,5 2 MOPS pH 7.0,
5 Tris-HCl pH 7,5 3 Ammonuimacetat pH 7,3
Top 10 6  Citronensdure pH 6,0 4 Tris-HCI pH 7,5
der getesteten 250 mM NaCl 5  Tris-HCl pH 8,0
Bedingungen 7 10 mM HEPES pH 7,0 6  Tris-HCI pH 8,5
8  Kaliumphosphat pH 6,0 7  Tricin pH 8,0
250 mM NaCl 8  BicinpH 8,0
9  50mM HEPES pH 7,5 9  BicinpH 8,5
10 Citronensdure pH 6,0 10 BicinpH 9,0

OspD1 A1-15/A222-225 hat ebenfalls eine gute
Schmelztemperatur zwischen 46,6 °C bis 54,1 °C.

Thermostabilitit mit einer

Die Top 10-Bedingungen

befinden sich im pH-Wert-Bereich zwischen 4,5 und 7,5. Nur zwei der Bedingungen
enthalten 250 mM NacCl (siehe Tabelle 26).
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Fokus auf dem pH-Effekt zwischen pH 4-10

pH 4.0

— pH4.8
— pH5.2
pH56

— pHB.0
— pHE.2
pHB.5

— pHB.8
pHT7.2
pH7.8

— pH9.0
— pH10.0

Fraktion entfaltet (%)
g

5 1o 15 20 25 30 35 40 45 80 55 80 &5 70 75 80 85 80 5
Temperatur (°C)
Fokus auf dem NaCl-Effekt mit 50 mM HEPES pH 7,5
109 Strukturelle Domiine

bei hoher NaCl-

— 0 mNaCiM
— 50mM NaCl
125mM NaCl
~ 250mM NaCl
500mM NaCl
750mM NaCl
1000mM NaCl

e
T

b -
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Abb. 34: Thermal Shift Assay mit IpgCA152-155 oben: Messung mit Citronensdure-, CHES-,
HEPES-Puffer im einem Bereich zwischen pH 4 bis 10.

unten: Messung mit 50 mM HEPES in einem NaCl-Bereich von 0-1000 mM.

Der Effekt des pH-Wertes bei IpgCA152-155 (Abb. 34, oben) ist beim
Auftragen der Temperatur (°C) gegen die entfaltete Fraktion (%) zu sehen.
IpgCA152-155 ist bei pH 6,5 unstabil. Die stabilsten Werte mit einer T,,, von 48,6 °C
wurden bei pH-Werten zwischen 7,2 und 7,8 gemessen. Wird das Protein in 50 mM

HEPES pH 7,5 mit NaCl gelost, scheint dieses Gemisch das Protein zu stabilisieren
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(Abb. 34, unten). Bei Salzkonzentrationen ab 250 mM NaCl stabilisiert sich das
Dimer. Fiir diese Konzentrationen konnte neben den ersten Schmelzpunkten ein
weiterer Schmelzpunkt bei 27,4 °C gemessen werden. Dieser Effekt tritt auBerdem
auf, wenn das Protein in 50 mM Tris-HCI pH 8,0 vorliegt (Daten nicht gezeigt).

Mit OspD1A1-15/A222-225 zeigte sich, dass das Protein stabiler wird, je
niedriger der pH-Wert ist. Bei einem pH von 5,1 konnte eine T, von 53,7 °C
detektiert werden, wihrend bei einem pH von 10 die Ty, etwa 36 °C betrug. Uber den
kompletten pH-Bereich blieb das Protein allerdings stabil (siche Abb. 35, oben).

NaCl zeigte bei den durchgefiihrten Experimenten mit
OspD1A1-15/A222-225 einen destablisierenden Effekt: je hoher die Konzentration,
desto niedriger Ty,. Allerdings bleibt auch hier das Protein iiber den kompletten
Messbereich der NaCl-Konzentration stabil (sieche Abb. 35, unten). Um die
Ergebnisse am EMBL Hamburg zu iiberpriifen, wurden sowohl fiir [pgCA152-155
als auch fiir OspD1A1-15/A222-225 Einzelmessungen am Real Time PCR Cycler
1Q5 von Biorad in-house wiederholt. Zu verschiedenen pH-Werten wurden

Messungen, angefangen bei pH 4,0 in 0,5-Schritten bis 9,5, durchgefiihrt.

Fokus auf dem pH-Effekt zwischen pH 4-10
pH 5.1
— pH5.6
— pHE.5
pH7.3
— pH7.8
— pH8.2
pH 8.8
— pH9.0
— pH10.0

1.09

Fraktion entfaltet (%)
g

Temperatur (°C)
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Fokus auf dem NaCl-Effekt mit 50 mM HEPES pH 7,5

A
109, A
\ /W — OmNaCM

uBBe \\ . — 50mM NaCl

= \ | 125mM NaCl
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Abb. 35: Thermal Shift Assay mit OspD1A1-15/A222-225 oben: Messung mit Citronenséure-,
cne .
CHES-, HEPES-Puffer im einem Bereich von pH 4 bis 10. Aufgrund der Ubersichtlichkeit sind die

n Kurven der unstabilen Messungen bei pH 5,1 nicht gezeigt.
Na unten: Messung mit 50 mM HEPES in einem NaCl-Bereich von 0-1000 mM
Cl

Konzentrationen von 0 bis 1000 mM (0 mM, 50 mM, 125 mM, 250 mM, 500 mM
und 1000 mM) in 50 mM HEPES-Puffer pH 7,5 gemessen. Die ermittelten
Ergebnisse entsprachen den Messungen am EMBL Hamburg (Daten nicht gezeigt).

452 Fragmentscreening

Der floureszenzbasierte 7.S4 kann als allgemeines Verfahren fuir die Identifizierung
von Inhibitoren aus Fragmentbibliotheken fiir verschiedene Zielproteine eingesetzt
werden (Lo et al. 2004). Fiir ein Screening wurde fiir das Protein IpgCA152-155
sowie die Fragmentbibliothek der Arbeitsgruppe Klebe (Koster et al. 2011)
eingesetzt. Liganden, die die thermische Denaturierung stabilisieren, so dass sich die
Schmelztemperatur des Komplexes erhoht, gelten typischerweise als sogenannte Hits
(Treffer). Alle Ioslichen Verbindungen der 364 Fragmente wurden fiir das
Screeningexperiment in DMSO gel6st und mittels 7S4 vermessen. Fiir das Protein
IpgCA152-155 konnte festgestellt werden, dass kein Fragment in der Lage war, mit
dem Protein so zu interagieren, dass seine Ty, maBgeblich stieg. Als mafgeblich
wurde hier die 3-fache Standardabweichung der Negativkontrolle in DMSO

angesehen (Kuhnert et al. 2015). 41 der gemessenen Fragmente senkten die T,
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mafgeblich ab und destabilisierten IpgCA152-155. Obwohl T7SA4 oft zum
Fragmentscreening eingesetzt wird, da es giinstig ist und schnell durchgefiihrt
werden kann, ist es als Methode zur Identifizierung von bindenden Liganden
umstritten, so dass man zur Bestitigung der Hits zu einer weiteren Methode wie zum
Beispiel der mikroskalierten Thermophorese oder der isothermen Titrations-

kalorimetrie greifen sollte (Davis und Erlanson 2013).

4.6 Peptidsynthese der OspD1-Peptide

Costa und seine Kollegen untersuchten die N-terminalen 70 Aminosdurenreste von
dreizehn Shigella- und Samonella-Eftektoren wie OspDI1, welche mit Spal5
und/oder dem Samonella-ortholog InvB interagierten.

Dabei identifizierten sie ein konserviertes Chaperonbindemotiv mit dem
Muster (LMIF); XXX(IV)sXX(IV)$X(N)j9. Durch zielgerichte Mutagenese konnten
die Aminosduren an Position eins, fiinf, acht und zehn, welche essentiell fiir die
Bindung waren, ermittelt werden. Fiir OspD1 war das die Sequenz von Aminosiure
31-41 MKNNIINVTN (Costa et al. 2012). In der Masterarbeit der Verfasserin
(Jingel 2010) konnte in Ubereinstimmung damit gezeigt werden, dass die
Aminosduren 16-31 von OspD1 fiir eine Interaktion mit Spal5 notwendig sind. Um
die Ergebnisse von Costa und Kollegen zum einen mittels Thermophorese zu
tiberpriifen und zum anderen OspD1 mit der entsprechenden Sequenz zu
kristallisieren, wurde die von Costa ermittelte Aminosidurensequenz als Peptid
dargestellt. Dariiber hinaus wurde bei der Thermophoresemessung die Peptidsequenz
N- und C-terminal um 2 AS und um 5 AS verldngert. Da Methionin fiir schnelle
Oxidation anfillig ist, die sich negativ auf die Spaltung von Schutzgruppen und die
Peptidreinigung sowie die Kristallisation auswirken kann, wurde jeweils ein weiteres
Peptid hergestellt, bei dem Methionin durch Norleucin ersetzt wurde. Dieses ist fast
isosterisch, obwohl es keinen Schwefel enthilt.

Mittels der Fmoc-basierten Festphasenpeptidsynthese wurden die Peptide JK-
01-122.1 bis JK-01-122.6 ausgehend von einem Fmoc-geschiitzten beladenen Rink-
Amid-Harz dargestellt. Mit dem Aktivierungsreagenz DMF wurde das Harz zunéchst
vorgequollen. Danach erfolgte die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen und durch
Zugabe der voraktivierten Fmoc-Aminosdure und der Kopplungsreagenzien fand die

Kopplung statt. Der Zyklus wurde so oft wiederholt, wie Aminosduren gekoppelt
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werden sollten. Den Abschluss bildete die Acetylierung.

Nach der préparativen HPLC-Aufreinigung und der analytischen HPLC
wurden die jeweiligen vollaufgereinigten Peptide mittels ESI-Massenspektrometrie
untersucht. Abb. 36 zeigt exemplarisch die ESI-MS-Analytik eines gereinigten
Peptids und belegt durch die lonenmasse seine Identitdt. Haufig waren mehr als ein
Pseudomolekularion pro Verbindung zu beobachten. Mit der Grofle der Molekiile
steigt die Chance, dass sich doppelt (mehrfach) geladene Ionen bilden, z.B.
[M+2H]*". Diese konnten durch den Abstand der Isotopenpeaks erkannt werden
(1 Da Abstand fiir einfach geladene lonen, 2 Da fiir doppelt geladene und 1/3 Da fiir
dreifach geladene Molekiile, etc.).
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Abb. 36: ESI-MS-Spektrum von JK-01-122.1 (Mcaie= 1201,40) nach HPLC-Reinigung

Die ESI-MS-Spektren aller Peptide aus dieser Arbeit sind im Anhang zu
finden (Abb.56 bis Abb. 61). Die erhaltenen Mcy, m/z-Werte sind zusammen mit den

errechneten Massen in Tabelle 27 wiedergegeben.
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Tabelle 27: OspD1-Peptide mit Sequenz, errechneter Masse und den ermitteltenden Me,, m/z

Peptid Sequenz Mberechnet Mexp m/z
[g/mol]
2+
JK-01-122.1 Ac-MKNNIINVTN-NH, 1201,40 | 612,70 [M+H'+Na'] —
2+
JK-01-122.2 Ac-KGMKNNIINVTNTA-NH, 1558,80 | 780,48 [M+2H] —

2
JK-01-122.3 Ac-NENKGMKNNIINVTNTAISH- | 2252,13 | 1127,70 [M+2H] 7+

NH,
2
JK-01-122.4 Ac-Nle-KNNIINVTN-NH, 1182,67 | 592,69 [M+2H] 7+
2
JK-01-122.5 Ac-KG-Nle-KNNIINVTNTA-NH, 1540,76 | 771,44 [M+2H] 7+

2+
JK-01-122.6 | Ac-NENKG-NIe-KNNIINVTNTA- | 2234,18 | 1119,00 [M+2H] —
NH,

Insgesamt sind die ermitteltenden lonenmassen Indiz dafiir, dass es sich bei
den festphasensynthesierten Peptiden um die gewiinschten Produkte handelt. Die
entstandenen Peptide wurden bei der MST und der Co-Kristallisation mit Spal5

eingesetzt.

4.7 Microscale Thermophoresis (MST) mit OspD1 und Spa 15

Um die Affinitdt von Proteininteraktion bei Protein/Peptidinteraktionen zu erfassen,

wurde die Microscale Thermophoresis eingesetzt.

4.7.1 OspD1A1-15/A222-225 mit Spal5

In der Masterarbeit der Verfasserin wurde mit dieser Methode mit dem Gerit
Monolith NT.015 ein Kp-Wert von 14,9 uM fiir die Interaktion zwischen
OspD1A1-15/A222-225 mit Spal5 bestimmt (Jiingel 2010). Da dieser Prototyp gegen
ein Serienmodell (NT.115) ausgetauscht wurde und dieses noch sensitiver sein sollte,
wurde der Kp-Wert der Interaktion erneut bestimmt. Dazu wurde das
fluoreszenzmarkierte OspD1A1-15/A222-225 in konstanter Menge vorgelegt und
Spal5 wurde in verschiedenen Konzentrationen hinzugefiigt. Als Messsignal wurden
die Veranderungen der Fluoreszenzverteilung mit einem Epifluoreszenzmikroskrop

aufgenommen. Die Datenanalyse erfolgte mit der Software von NanoTemper.

Die gemessenen Daten wurden in Abb. 37 als halblogarithmische Auftragung
der Spal5-Konzentrationen gegen die Thermophorese gezeigt. Als Mal3 fiir die
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Starke der Interaktion konnte aus den ermittelten Messwerten {iber eine
Ausgleichsfunktion ein Kp-Wert von 40,6 = 1.51 nM ermittelt werden. Der mit dem
neuen Gerdt gemessene Wert lag deutlich unter dem zuvor ermittelten Wert. Der
Kp-Wert zeigte eine messbar stirkere Bindung zwischen OspD1A1-15/A222-225 und

Spal$, als zuvor angenommen.

Thermophorese

Lol v vvvroed el 1 el
1 10 100 1000 10000 1e5

Kaonzentration Spa 15 [in nM]
Abb. 37: Microscale Thermophoresis von 30 nM OspDI1A1-15/A222-225 bei verschiedenen
Konzentrationen von Spal5: Aufgetragen ist die Konzentration von Spal5 in logarithmischer
Skalierung gegen die Thermophorese. Die geplotteten Durchschnittswerte und Fehlerbalken resultieren

jeweils aus zehn Einzelmessungen.

Ebenfalls erneut gemessen wurden OspDI1A1-32/A222-225  und
OspD1A1-80/A222-225 jeweils analog mit Spal5. Bei diesem Experimentteil konnte
in beiden Fillen keine Anderung des thermophoretischen Verhaltens gemessen
werden (Daten nicht gezeigt). So bestdtigen sich die Ergebnisse der Masterarbeit der
Verfasserin. Bei den beiden ldngeren trunkierten Varianten findet keine
Stabilisierung durch  Spal5 wund somit auch keine Interaktion von

OspD1A1-80/A222-225 und OspD1A1-32/A222-225 mit SpalS5 statt.
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4.7.1.1. Stochiometrieexperiment

MST erlaubt nicht nur eine genaue Bestimmung der Bindeaffinitéten, es ist
aulerdem mdglich, Informationen iiber den molekularen Mechanismus der
Wechselwirkung abzuleiten. So ist es mdglich, die Stochiometrie der Interaktion zu
bestimmen, wenn der Kp-Wert bekannt ist. Die Software verfiigt tiber ein Tool, mit
dem es moglich ist, Bindekurven bei entsprechender Konzentration zu simulieren. In
Stochiometrieexperimenten sollte die Konzentration des fluoreszenten Molekiils
mindestens 20-fach hoher sein als der ermittelte Kp-Wert der Interaktion
(personliche  Mitteilung Dr. Nina Schlick, Nanotemper Miinchen). Als
Néherungswert wurde ein Kp-Wert von 40nM fiir die Interaktion zwischen
OspD1A1-15/A222-225 und Spal5 verwendet.

Fiir das markierte OspD1A1-15/A222-225 konnte eine Konzentration von
1 uM als Séttigungspunkt ermittelt werden.

Sittigungskurve OspD1 A1-15/A222-225und Spal$
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Abb. 38: Sittigungskurve Stochiometrieexperiment von OspD1A1-15/A222-225 bei verschiedenen
Konzentrationen von Spal5: Aufgetragen ist mit Hilfe des Konzentrationsfindetools der Nanotemper
Software die Konzentration von OspDIA1-15/A222-225 gegen die prozentuale Reihung der
gebundenen Fraktion. Die Sittigungskurve zeigt bei einer Konzentration von 1000 nM einen

charakteristischen ,,Knick® (roter Pfeil), nachdem der Bindepartner gesittigt ist.
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Im ersten Teil des Stochiometrieexperiments (Abb. 39) wurde der genaue
Konzentrationsbereich des Fluorophors festgelegt, indem eine Standardtitration mit
1 uM markiertem OspD1A1-15/A222-225 gegen Spal5 von 0,156 bis 512 uM durch
Gebrauch einer 1: 1 Verdiinnungsreihe gemessen wurde. Dieser erste Versuch gab
bereits einen ersten Hinweis auf die potentielle Stéchiometrie, da der Sattigungs-

knick ab einer Ligandkonzentration von 2 uM auftrat.
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Abb. 39: Experimentell ermittelte Sittigungskurve des Stéchiometrieexperiments von
OspD1A1-15/A222-225 bei verschiedenen Konzentrationen von Spal5: Aufgetragen ist die
Konzentration von Spal5 in logarithmischer Skalierung gegen die Thermophorese.

Da aber eine 1:1 Verdiinnungsreihe verwendet wurde, war es notwendig in
einem zweiten Experiment (Abb. 40) den genauen Konzentrationsbereich des
Liganden einzugrenzen, um geniigend Datenpunkte fiir eine genaue Bestimmung der
Wechselwirkung zu erhalten. Daher wurde in einem zweiten Experiment die gleiche
Konzentration an Spal5 im Bereich um den Séattigungspunkt aus dem ersten
Experimentteil titriert. Eingesetzt wurden 200 bis 3200 nM. Eine 1:1 Verdiinnungs-
reihe wurde in diesem Fall nicht mehr verwendet, da unterschiedliche Ligand-
konzentrationen separat pipettiert wurden. Idealerweise lagen weniger Datenpunkte

im gesittigten Bereich der Kurve (m) und die meisten Datenpunkte im ungesittigten

Teil der Kurve (¢).
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Abb. 40: Eingrenzung des Konzentrationsbereichs im zweiten Teil des Stochiometrieexperiment
von OspD1A1-15/A222-225 bei verschiedenen Konzentrationen von Spal5: Aufgetragen ist die

Konzentration von Spal5 gegen die Thermophorese.

Die linerare Regression der Datenpunkte zeigte eine Sittigung von
OspD1A1-15/A222-225 bei einer Konzentration von 1,98 uM Spal5. Daraus liel
sich eine Bindungsstochiometrie von einem OspD1A1-15/A222-225 zu zwei Spal5
ableiten. Spal5 zeigt sich auch in der Kristallstruktur als funktionelles Dimer und
anhand dieser Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass es auch fiir diese

Interaktion als Dimer vorliegt.

4.7.2 OspD1 mit MxiE-Peptiden

In der Arbeit von Christian Hasewinkel wurden sechzehn vollsynthetische MxiE-
Peptide hergestellt, um die Wechselwirkung von MxiE mit IpgC zu untersuchen
(Hasewinkel 2012b). Die vorliegenden MxiE-Peptide (sieche Tabelle 28) wurden in
dieser Arbeit eingesetzt, um die Interaktion von MxiE mit OspD1 mittels MST zu
untersuchen. Dazu wurde fluoreszenzmakiertes OspD1 mit verschiedenen
Konzentrationen der unmarkierten MxiE-Peptide vermessen. Die erhaltenen Signale
der Thermophorese wurden gegen die Konzentration der MxiE-Peptide in
logarithmischer Skalierung aufgetragen (nicht gezeigt). Die Datenanalyse erfolgte

mit der Software von NanoTemper.
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Tabelle 28: Ermittelte Affinititen mit MST von OspD1 (Endkonzentration 30nM) zu MxiE-

Peptiden (verschiedene Konzentrationen).

Peptid AS-Position Sequenz Kp/nM]
20.1 44-63 KGFFFVRNQNIKFSDNVNYH -
20.2 54-73 IKFSDNVNYHYRFNINSCAK -
20.3 64-83 YRFNINSCAKFLAFWDYFSG -
20.4 70-89 CAKFLAFWDYFSGALVEHSH -
20.5 80-99 FSGALVEHSHAEKCIHFYHE -
20.6 90-109 AEKCIHFYHENDLRDSCNTE -
P1 119-129 RIFSSDQNVSN -
P2 130-139 ALAMIRMTES -
P3 149-160 TIEKEKEVRIKS -
P4 163-171 EHYGVSEAY 103,2 +20,8
P5 178-186 KALGAKVKE 7390,3 £ 840,0
P6 199-208 DVFLHNQTIT -
P7 213-221 NNGYASTSH 474,6 + 66,9
P8 228-236 TRLGFSARE -
P9 245-251 KKINEKI -

Affinitdten konnten nur fiir die MxiE-Peptide P4, P5 sowie P7 mit jeweils
zehn Aminosduren bestimmt werden, welche im Bereich von AS 163 bis 221 lagen.
Den niedrigsten Kp-Wert lieferte die Messung von OspD1 mit dem MxiE-Peptid P4.
Die Ergebnisse der durchgefiihrten Thermophorese-Untersuchungen lassen eine erste
Aussage treffen, ndmlich dass sich die Erkennungssequenz von MxiE fiir OspD1
moglicherweise in diesem Bereich befindet. Weitere Erkenntnisse konnte die
Untersuchung mit z.B. neu synthetisierten, AS-iiberlappenden Peptiden aus diesem
Bereich bringen, die im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden nicht mehr méglich
war. Um die Wechselwirkung von OspD1 und MxiE auf atomarer Ebene zu
untersuchen, sind aber Kristallstrukturen des Komplexes von OspD1 sowie den

MxiE-Peptiden unumgénglich.
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4.7.3 Spal5 mit OspD1-Peptiden

In der vorliegenden Arbeit wurden drei vollsynthetische OspD1-Peptide hergestellt,
um die Wechselwirkung von Spal5 mit OspD1 zu untersuchen. Die von Costa und
Kollegen ermittelte konservierte Aminosdurensequenz 31-41 von OspD1 wurde
sowohl als 10 AS langes Peptid einmal mit Methionin an erster Stelle und einmal mit
Norleucin in erster Position hergestellt, sowie N- und C-terminal um jeweils 2 bzw.
5 AS verlédngert (siche Tabelle 28) (Costa et al. 2012). Diese Peptide wurden im
ersten Schritt dazu eingesetzt, die Interaktion von Spal5 mit OspD1 mittels MST zu
untersuchen. Dazu wurde fluoreszenzmarkiertes Spal5 mit verschiedenen
Konzentrationen der unmarkierten OspD1-Peptide vermessen. Die erhaltenen
Signale der Thermophorese wurden gegen die Konzentration der OspD1-Peptide in
logarithmischer Skalierung aufgetragen (nicht gezeigt). Die Datenanalyse erfolgte
mit der Software von NanoTemper.

Tabelle 29: Ermittelte Affinititen mit MST von SpalS (Endkonzentration 30nM) zu OspD1-

Peptiden (verschiedene Konzentrationen).

Peptid Sequenz Kp/nM]
JK-01-122.1 Ac-MKNNIINVTN-NH, 422.,0 £26,1
JK-01-122.2 Ac-KGMKNNIINVTNTA-NH, 437,2+28.4
JK-01-122.3 Ac-NENKGMKNNIINVTNTAISH-NH, 413,4 + 30,2
JK-01-122.4 Ac-Nle-KNNIINVTN-NH, 6272 +54,2
JK-01-122.5 Ac-KG-NIe-KNNIINVTNTA-NH, 756,5 + 64,8
JK-01-122.6 Ac-NENKG-NIe-KNNIINVTNTA-NH, 699,7 + 49,7

Bei der Vermessung von gelabeltem OspD1 mit Spal5 ergab sich ein Kp-
Wert von 40,6 £ 1.51 nM (siehe 4.7.1). Die ermittelte OspD1-Sequenz von Costa
und Kollegen zeigte in der Vermessung mit gelabeltem Spal5 im Thermophorese-
Experiment eine Affinitét, die um den Faktor zehn reduziert war. Dabei machte es
keinen signifikanten Unterschied, ob die vermessenen Peptide zehn AS oder mehr
umfassten (Tabelle 29). Ersetzte man Methionin durch Norleucin, nahm die
Bindestdrke geringfligig ab. Die verbleibende Affinitdt sollte aber fiir Co-

Kristallisationsversuche vollkommen ausreichen.
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4.8 Dynamic Light Scattering mit OspD1A1-15/A222-225,
Spal5 und IpgCA152-155

Die dynamische Lichtstreuung ist eine leistungsstarke Technik im Bereich der
Proteinkristallographie. Mit ihrer Hilfe konnen zuverlissig hydrodynamische Radien,
Polydispersititen und Aggregationen von Proteinmolekiilen bestimmt werden, wobei
sich Proteinkristallographen weniger fiir den absoluten hydrodynamischen Radius
ihrer Probe interessieren, sondern vielmehr fiir die Polydispersitit und das Vor-
handensein von Proteinaggregaten, die den Kristallisationsprozess stéren konnten. So
wurden die verschiedenen Proteinlésungen auf ihre Dispersitidt untersucht. Dabei
wurde eine homogene und monodisperse Losung angestrebt, die keine groferen
Aggregate enthalten sollte.

Die Proteine waren zuvor in SEC-Puffer bei -80° C gelagert. Nach dem
Auftauen wurden sie zunidchst fiir 5 min. bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert, um
unspezifische, groBere Aggregate zu entfernen. Mit dem Uberstand wurden dann die

DLS-Messungen durchgefiihrt (siche 3.4.14).

4.8.1 IpgCA152-155

Die Ergebnisse der DLS-Messung von IpgC in einer Konzentration von 10 mg/ml

sind in Abb. 41 zu sehen.
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Abb. 41: Dynamische Lichtstreuung von IpgCA152-155 - Teil I: A) Carpet-Darstellung direkt
nach dem Auftauen mit 5 min. Zentrifugation. B) Histogramm-Darstellung direkt nach dem Auftauen
nach 5 min. Zentrifugation.

A und B zeigen das Verhalten der Losung nach 5 min. Zentrifugation. Hier ist
deutlich zu sehen, dass die Losung sich polydispers verhédlt. Neben dem
ungebundenen IpgC (etwas unter 10 nm) liegen groBere Proteinaggregate vor (alles
tiber 10 nm).

Zentrifugiert man das Protein fiir 60 min., zeigt sich (Abb. 42) sowohl in der
Carpet (C)- als auch in der Histogramm-Darstellung (D) ein monodisperses
Verhalten, so dass neben dem ungebundenen Protein (unter 10 nm) keine gréBeren
Aggregate vorliegen. So ist es bei der IpgC-Losung unbedingt notwendig, dass die
aufgetaute Losung wenigstens 60 min. bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert wird, um

zu vermeiden, dass die Kristallisation durch groBBere Aggregate gestort wird.
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Abb. 42: Dynamische Lichtstreuung von IpgCA152-155 - Teil II: C) Carpet-Darstellung nach

Zentrifugation tiber 60 min. D) Histogramm-Darstellung nach Zentrifugation iiber 60 min.
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4.8.2 OspD1A1-15/A222-225
Die Ergebnisse der DLS-Messung von OspDI1A1-15/A222-225 in einer

Konzentration von 10 mg/ml ist in Abb. 43 zu sehen.
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Abb. 43: Dynamische Lichtstreuung von OspD1A1-15/A222-225: A) Carpet-Darstellung direkt
nach dem Auftauen mit 5 min. Zentrifugation. B) Histogramm-Darstellung direkt nach dem Auftauen

nach 5 min. Zentrifugation.
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A und B zeigen das Verhalten der Losung nach 5 min. Zentrifugation in der
Carpet und der Histogramm-Darstellung. Hier ist deutlich zu sehen, dass die Losung
sich polydispers verhilt. Die Losung zeigt neben einem diinnen Streifen bzw. hohen
Peak bei unter 10 nm fast keine weiteren groBeren Aggregate und ist somit bereits

nach 5 min. Zentrifugation fiir Kristallisationsansitze ausreichend monodispers.

483 Spal$

Eine 10 mg/ml Spal5-Losung verhielt sich analog zu der OspD1-Losung und zeigt
ebenfalls nach 5 min. Zentrifugation ein monodisperses Verhalten. In der Carpet-
Darstellung (A) sowie in der Histogramm-Darstellung (B) in Abb. 44 ist ein diinner
Steifen bzw. ein hoherer Peak bei unter 10 nm zu sehen. Grofere Aggregate (iiber
100 nm) sind nicht verhanden, so dass auch dieses Protein nach 5 min. Zentrifugation

ausreichend homogen und monodispers fiir Kristallisationsansétze ist.
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Abb. 44: Dynamische Lichtstreuung von Spal5: A) Carpet-Darstellung direkt nach dem Auftauen

mit 5 min. Zentrifugation. B) Histogramm-Darstellung direkt nach dem Auftauen nach 5 min.

Zentrifugation.
4.9 Kristallisationsergebnisse
4.9.1 OspD1

49.1.1.  Kiristallisation von OspD1 und Optimierung der Kristalle

Erste Kristallisationen der trunkierten OspD1-Varianten wurden mit den in-house-
Kristallisationsscreens (Tabelle 16) per Pipettieren mit der Hand, sowie am MarXtal
mit Kristallisationsscreens (Tabelle 17) mit eingesetztem Kristallisationsroboter
Honeybee durchgefiihrt. Die Priparation der Platten wurde bei einer Konzentration
von 10 mg/ml der verwendeten Proteinlosungen durchgefiihrt. Die Proteine lagen in
SEC 8.0-Puffer bei pH 8 vor. Die Inkubation der fertig gestellten Platten erfolgte bei
4°C und 18 °C (MarXtal) bzw. 20 °C (in-house). Die trunkierten Versionen von
OspD1 liefen sich nur bei bei 4 °C erfolgreich kristallisieren, wobei es viele
Bedingungen gab, in denen sich nur kleine, sehr briichige Kristalle bildeten oder die
Reproduktion in den selbst angesetzten Bedingungen nicht funktionierte (Tabelle

30).
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Tabelle 30: Erfolgreiche Kristallisationsbedingungen von OspD1A1-15/A222-225

, , e Izit crystal | Reproduk-
Bedingung Bild der Kristallisation dye Test | tion Bemerkung
Wiz 141
0.1 M CHES pH . L Kleine
9,5; ja méglich ;
Kristalle
30 % (w/v) PEG
3000
Cryol6
0,1 M Tris pH
8.5; nicht winzige
30 %ig(%? PEG Ja moglich Kristalle
0,2 M MgCl,
PEG 24
10 mM TAPS
pH 9,0; " nicht sehr diinne
30 % (v/w) PEG ] moglich | Kristallplatten
6000
Core I1 Al sehr winzige
0,1 M CAPS pH . Kristalle,
8.0: ) nicht 16 oh
U5 ja dsen sic
PEG 8000 20 % moglich nach vier
(viw); Tagen wieder
0,2 M Na(Cl auf
Core 11 Bl
0,1 M Tris pH
8,5; Kleinere,
PEG 8000 20% ja moglich | gut definierte
(wW/v); Kristalle
0,2 M MgCl,
Core IV C3
0,1M Tris pH 8.5;
25,5 % PEG 4000; cht spitzere,
0,17M ja mr,‘,lcli , | mittelgroBe
CH;COONa; OgHe Kristalle

12 % w/v Glycerol




, . s Izit crystal | Reproduk-
Bedingung Bild der Kristallisation dye Test | tion Bemerkung
Core IV C8
0,1 M HEPES pH
7.5; kleinere
PEG 10000 20 % . 5olich tichi ’
WiV ja moglic bmc ige
Ethylenglykol 8 % Kristalle
w/v
Cryos H6
3,6 M winzige,
) ) ja moglich briichige
Natriumformiat Kristalle
Glycerol 10 % w/v
MBCI1G4
0,05 M Tris pH . kleinere,
8.5; ia nicht briichige
V) . .
PEG 4000 22 % moglich Kristalle
w/v;
0,5 M NaCl

Erste Messungen am Synchrotron Berlin (BESSY 11, Berlin) erzielten fiir die
Bedingungen WizI 41 mit 30 % Glycerol als Cryoprotektans eine nominale
Auflésung von 8 A, fiir Core III B1 und 20 % PEG 400 als Cryoprotektans 4 A und
fiir Core IV C3 und 20 % PEG 400 6 A. Bei allen anderen Bedingungen konnten
keine streufdhigen Kristalle gewonnen werden. Fiir eine atomare Bestimmung der
Struktur werden Kristalle, die zu einer nominalen Auflésung von wenigstens 3 A
streuen, vorausgesetzt.

Um die Kristalle grof3er und streuféhiger zu bekommen, wurden verschiedene
und Core I Bl konnten

Methoden eingesetzt. Die Bedingungen Wiz 141

reproduziert werden und wurden somit optimiert.

e pH-Bereich-Optimierung
Es wurde ein pH-Screen zwischen pH 7-10 durchgefiihrt. Im unteren pH-Bereich (bis
etwa 8,8) wurde Tris eingesetzt, ab einem pH von 9,0 CHES. Bei der Bedingung Wiz
I 41 wuchsen Kristalle im pH-Wert Bereich von 9,0-9,5. Morphologisch

unterschieden sich die Kristalle kaum. In der Bedingung Core II B1 kam es nur beim
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pH-Wert von 8,5 zu Kristallwachstum, so dass mit dieser Bedingung keine weitere

Optimierung des pH stattfinden konnte.

e PEG-Konzentration-Optimierung

Es wurden PEG-Konzentrationen von 15-35 % (w/v) getestet. In Bedingung Wiz |
wuchsen Kristalle nur im Bereich von 28-35 % PEG 3000. Die morphologisch
schonsten Kristalle bildeten sich hier bei 30 % und 32 % PEG 3000, so dass die
urspriingliche PEG Konzentration fiir diese Bedingung beibehalten wurde. Fiir die
Core II-Bedingung wuchsen Kristalle im Bereich von 18-23 % PEG 8000. Die
morphologisch besten Kristalle bildeten sich bei 18 % PEG 8000, so dass die

Konzentration von PEG bei dieser Bedingung angepasst wurde.

e Tropfenverhiltnis Reservoirlosung zu Proteinlésung

Das Verhiltnis von Reservoirlosung zur Proteinlosung wurde verdndert. Als bestes
Verhiltnis stellte sich in beiden Bedingungen 1,5 pl Proteinlésung (10 mg/ml) zu
1,0 ul Reservoirlosung heraus. Gute Erfahrungen wurden auch mit doppelt so grof3en
Tropfen im selben Verhéltnis gemacht, vor allem in Fallen, in denen das Hanging

Drop Verfahren eingesetzt wurde (siche Abb. 13).

e  Macroseeding

Vor allem sehr kleine Kristalle wurden mittels Macroseeding in neue Tropfen mit
derselben Konstellation umgesetzt. Eine weitere Variante war, die Kristalle in einen
Tropfen zu setzen, in dem die Proteinkonzentration verdandert war (5 mg/ml, 8 mg/ml
statt 10 mg/ml). Marcoseeding kam auch bei Tropfen, die klar blieben, zum Einsatz
und in denen nach einer Woche nichts gewachsen war. Ebenfalls wurde ein ,,Seeding
mit Zeitverzug®“ durchgefithrt. Dazu wurde eine Platte angesetzt und 18 h
geschlossen bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden die
Folie (Sitting Drop) oder die Deckelgliaser (Hanging Drop) entfernt und dann
Kristallisationskeime zugefiigt. Nach dem Seeding wurde die Platte weiter bei 4 °C
inkubiert.

Bei allen Seedingmethoden konnte weder morphologisch noch im

Streuvermdgen eine signifikante Verbesserung der Kristalle beobachtet werden.
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e Microseeding

Etwas groBere Kristalle wurden zum Seeden vorsichtig zerstolen und diese
Kristallsplitter als Keime eingesetzt. Die Anwendung des Microseeding erfolgte
analog zum Marcoseeding. Auch hier konnten keine morphologische Verbesserung
oder ein besseres Streuvermodgen festgestellt werden. Lediglich in einigen klaren
Bedingungen konnten die Kristallsplitter als Nukleationskeime dienen und so
bewirken, dass sich noch Kristalle ausbildeten.

AuBlerdem wurde das Seed Bead Kit von Hampton als Form des
Microseedings eingesetzt. Hier wurden einige Kristalle mit Hilfe einer Kugel in
einem Eppendorfcup im Ultraschallbad oder Vortexer mechanisch zerkleinert.
AnschlieBend wurde eine Verdiinnungsreihe angesetzt und diese dann im Sitting
Drop-Verfahren ausplattiert. Mit dieser Methode konnte kein Kristallwachstum

festgestellt werden.

e Zugabe von Ectoin, Kronenether oder Zinksulfat

In einem Versuch wurde 1 pl aus einer 1 M Ectoinstammlésung zu jedem
Kristallisationstropfen gegeben. Bei einer anderen Kristallisationsplatte wurde 1 %
16-8-Kronenether zu den Tropfen gegeben. Weiterhin wurde in einem weiteren
Versuch zu den Kristallisationsbedingungen ein Zusatz von 100 mM Zinksulfat-
Heptahydrat gegeben. Der Zusatz der Additive bewirkte keinerlei Kristallwachstum.
Auch durch Seeding konnte kein Wachstum von Kristallen initiiert werden. In den

Negativkontrollen ohne die Zusétze wuchsen die Kristalle hingegen wie gewohnt.

e Kiristallisation mit MBP-tag

Mit OspD1 als Fusionsprotein mit MBP- und His-tfag  wurden erneut die
vorhandenen Screens (siche Tabelle 16 und Tabelle 17) durchgefiihrt. Das Fusions-

protein konnte nicht kristallisiert werden.

o Free Mounting System

Am Free Mounting System wurden bei Raumtemperatur und unter Einstellen der
Feuchtigkeit die OspD1-Kristalle vermessen. Allerdings l6sten sich diese recht

schnell bei Raumtemperatur ohne Kiihlung auf. Das Gerit lie3 sich nicht weiter als
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bis 10 °C kiihlen. Der Schaden an den Kristallen war dabei so grof3, dass diese gar

nicht mehr streuten.

e Optimierung des Cryoprotektans mit PEG 400

Beim Testen der Kristalle wurden héufiger Eisringe festgestellt. Um Eisringe zu
vermeiden und die Kristalle schonender mit dem Cyroprotektans zu vermischen,
wurde ein gradueller Prozess angewandt, bei dem die Konzentration von PEG 400
schrittweise erhoht wurde (2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %).
Dieses Vorgehen fiihrte dazu, dass die Kristalle durchschnittlich um etwa 0,5 A
besser streuten, als wenn sie unmittelbar mit der hochsten Konzentration des

Crypprotectans konfrontiert wurden.

e Silicia Hydrogel Kif von Hampton

Um das Kiristallwachstum zu verlangsamen und eventuell grofere Kristalle zu
erhalten, wurde das Silica Hydrogel Kit eingesetzt wie im Handbuch der Firma

Hampton beschrieben. Mit dem Zusatz fand allerdings kein Kristallwachstum statt.

e Additivscreen von Hampton

Ein Additivscreen (Additive Screen HT) von Hampton wurde durchgefiihrt, in dem
96 Additive getestet wurden. Hierbei konnten mehrere Erfolge bei Bedingung
Wiz141 verbucht werden. Mit dem Additiv Nr.31 3% (w/v) 1,5-
Diaminopentandihydrochlorid (Cadaverin) konnten die morphologisch besten

Kristalle gewonnen werden.

Abb. 45: Kristalle bei der Bedingung Wiz I 41 mit Additiv Nr. 31
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Mit diesen konnte ein Datensatz am BESSY bei einer Aufldsung besser als
3 A aufgenommen werden. Dabei war es erstmals méglich, die Raumgruppe sowie
andere Parameter des Kristalles zu bestimmen (siche Tabelle 31).

Kristalle, die in Bedingung Core II Bl wuchsen, streuten um die 4 A.
Allerdings lieB sich diese Bedingung mit den oben genannten Methoden nicht weiter
verbessern.

Tabelle 31: Kristallographische Tabelle des ersten Datensatzes von OspD1A1-15/A222-225

aufgenommen als Datensatz OspD_2a am 02.11.2013 am BESSY II in Berlin (Die Werte in

Klammern bezichen sich auf die h6chste Auflésungschale).

Parameter OspD_2a (02.11.2013)
Beamline BL 14.1

L (A) 0,91841
Raumgruppe 20 (C222))
a, b, c(A) 90,5A, 156,44, 194,24
a=B=7(° 90°, 90°,90°
Vollstandigkeit (%) 99,7 (98,8)
I/o(I) 21,8 (2,9)
Auflésung (A) 50-2,90 (3,08-2,90)
Roerge (%) 7,0 (71,6)
Anzahl der Bilder 2000
Wassergehalt (%) 51,4
Redundanz 6,5 (6.4)
Mosaizitdt (°) 1,1

Die Mosaizitiat der vermessenen Daten ist mit 1,1 zu hoch. Dies konnte an
einer nicht optimalen Cryobedingung liegen oder auch an zu schnellem
Kristallwachstum, wobei letzteres eher auszuschlieB3en ist, da die Kristalle bei 4 °C
zwei Wochen Wachstumszeit bendtigten. Der Ryerge ist ebenfalls deutlich zu hoch,
sowohl iiber den kompletten Datensatz gesehen, als auch in der hdochsten
Auflosungsschale. Die Vollstandigkeit der Reflexe in kompletter Auflsung liegt bei
99,7 %, damit erreicht dieser Wert die fiir die Losung des Datensatz notwendigen
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95 %. Der Wassergehalt des Kristalls wurde tiiber den Matthew Koeffizent
(http://www.ruppweb.org/mattprob/default.html, Stand 25.07.15) bestimmt, es
befinden sich demnach sechs Molekiile in der asymmetrischen Einheit. Insgesamt
wurde dieser erste Datensatz allerdings als Schritt in die richtige Richtung gesehen,
weshalb fortan immer 3 % Cadaverin zu der Kristallisationsbedingung Wiz 1 41

gegeben wurde.

Abb. 46: Kristalle bei der Bedingung Wiz I 41 mit Additiv Nr. 31 und Additiv Nr. 59

Eine nochmalige Verbesserung brachte schieflich ein weiterer Additivscreen
auf die neu optimierte Bedingung mit Cadaverin. Mit dem Zusatz von AS 59 3 %
(w/v) D-Trehalose konnten morpholisch noch gréBere Kristalle gewonnen werden.
Die Kristalle sahen aus wie plattenartige ,,Benzolringe* oder etwas kleinere, dickere
Kristalle. Die zuletzt angewandte Bedingung (Abb. 46) bestand aus

0,1 M CHES pH 9,5

30 % PEG 3000

3 % Cadaverin (0,29 M)

3 % D-Trehalose (0,079 M)

Nach Zusatz der Additive lag der End-pH bei 9,0.

Die erhaltenen Kristalle wurden am BESSY getestet und erreichten eine
Auflésung von unter 2,5 A. Der Datensatz ist vollstindig, die Parameter Rinerge und
die Mosaizitit haben sich deutlich verbessert. Der Wassergehalt hat sich nur
geringfligig verdndert, es befindet sich immer noch sechs Molekiile in der

asymetrischen Einheit.
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Tabelle 32: Kristallographische Tabelle des zweiten Datensatzes von OspD1A1-15/A222-225
aufgenommen als Datensatz OspD1_Treh_2 am 12.12.2013 am BESSY II in Berlin. (Die Werte

in Klammern beziehen sich auf die hochste Auflosungsschale).

Parameter OspD1_Treh_2

(12.12.2013)

Beamline BL 14.1

(A 0,91841

Raumgruppe 20 (C222y)

a, b, c(A) 914, 156 A, 193A

a=B=7(° 90°, 90°,90°

Vollstandigkeit (%) 99,9 (99,7)

Us(I) 23,5(2,9)

Auflésung (A) 50-2,45 (2,6-2,45)

Rierge(%0) 5,2 (59,4)

Anzahl der Bilder 1400

Wassergehalt % 51,3

Redundanz 5,2 (5,1)

Mosaizitit (°) 0,2

Damit war das Ziel, ausreichend streuende OspD1-Kristalle zu erhalten und

einen kompletten Datensatz fiir die Strukturlésung aufzunehmen, erfiillt.

49.1.2.  Phasierung mit Schwermetallderivaten

Nach der Aufnahme eines verwendbaren Datensatzes muss fiir die Berechnung der

Elektronendichte das Phasenproblem geldst werden. Dazu stehen molekularer Ersatz

(MR - molecular replacement), multipler isomorpher Ersatz (MIR — multiple

isomorph replacement) und anomale Dispersion (MAD — multiple anomalous

dispersion) sowie eine Kombination aus MIR und MAD, dem multiplen isomorphen

Ersatz mit anomaler Dispersion (M(S)IRAS — multiple/single isomorphous

replacement with anomalous scattering) zur Verfiigung.

Da es keine Proteinstruktur eines Proteins mit hoher Sequenzidentitit (notig
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sind 40 %) zu OspDI1 gab, wurde MAD als Methode gewdhlt. Fiir die Messung
wurde ein Schwermetallatomderivat des Proteins benétigt. Die Bereitstellung eines
SeMet-Proteins ist nicht gelungen (siche 4.1.5.). So musste ein Schwermetall
gefunden werden, welches sich durch Binden an das Protein in definierten Positionen
der Einheitszelle einlagert.

Schwermetallverbindungen werden gewohnlich als Klasse A oder Klasse B
eingestuft. Klasse A-Verbindungen, wie Alkalimetalle und Erdalkalimetalle binden
an ihre Zielproteine ohne kovalente Modifizierung. Klasse A-Schwermetalle sind bei
hoherem pH-Wert (pH > 7,5) schwer anzuwenden, da sich oft unlosliche Hydroxide
bilden. Klasse B-Verbindungen wie Platin, Gold und Quecksilber-Ionen sind
polarisierbar, im Gegensatz zu den Klasse A-Verbindungen kénnen sie kovalent an
Sulthydryl-, Imidazol- und Thiolgruppen binden. Sie sind die am hiufigsten
verwendeten Schwermetalle in der Proteinkristallographie. Thallium und Blei
unterscheiden sich von den anderen B-Metallen, da sie Liganden wie Carboxylat
favorisieren, statt Imidazol- und Schwefelgruppen. Diese Derivate lassen sich nicht
gut bei niedrigem pH-Wert benutzen, da die moglichen Liganden, Cystein und
Histidin, protoniert und weniger reaktiv vorliegen.

Die Aminosdurensequenz von OspD1 wurde auf vorhandene Bindestellen fiir
Schwermetalle untersucht (siche Abb. 47). Fir die Bindung mit Klasse A-
Schwermetallen kdmen 23 Asparagine, 16 Glutamate, sieben Aspartate, flinf
Tyrosine und vier Glutamine in Frage. Klasse B-Schwermetalle kénnten an sieben

Histidine, vier Methionine und ein Cystein binden.

MHLIIGSNTANENKGMKNNIINVTNTAISHAINEEKSGGGYSGVS
FRKLAKIQNISIPTKNNKEYNRHNLFSLIWHGNADAARKYSESLL
AAEIPKEEKLEVLAARNNAGESALFIALQEGHSAAIQAY GDFIKT
FDLSPKETIKLLDVRDNEGLPGLFLAAGKGNIEAMMAYINICHHS
GIKLTEIADRLNNNEQDMFNIISDKI

Abb. 47: Sequenz von OspD1A1-15/A222-225 mit Markierungen fiir mogliche
Schwermetallbindestellen, griin = Klasse A-Schwermetallbindeméglichkeiten, gelb = Klasse B-

Schwermetallbindeméglichkeiten.

Die Kondition, in der die OspD1-Kristalle wachsen, hat einen End-pH-Wert

von 9,0 und eine Temperatur von 4 °C. Unter diesen Bedingungen sollten die
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eingesetzten Schwermetalle noch reaktiv sein. Unter verschiedenen Schwermetall-

datenbanken (http://www.shapirolab.org/lab-links/had.html, Stand 15.05.2015) und

mit Hilfe des Heavy Atom Screen Kit von Hampton wurden zundchst 14

Schwermetalle (siche Tabelle 33) gefunden, die getestet wurden.

Zuerst wurde die Methode der nativen PAGE angewandt. Wird durch die

Inkorporation des Schweratomions der Ladungszustand des Proteins verdndert,

dndert sich auch das Laufverhalten der Probe in der nativen PAGE. Eine

Derivatisierung, die nicht zu einer Verdnderung der Ladungsverhéltnisse des Proteins

fiihrt, kann mit dieser Mcthode nicht detektiert werden.

Tabelle 33:

Ausgewiihlte

OspD1A1-15/A222-225-Kristalle

Schwermetalle fir

das  Schwermetallsoaking  der

# Schwermetall Formel
1 Kaliumtetrachloroplatinat(II) K,PtCly
2 Quecksilber(IT)chlorid HgCl,
3 Kaliumtetraiodomercurat(1I) K,Hgl,
4 Natriumhexachloroiridat(IIT)hydrat Na;IrClgeH,0
5 Ethylquecksilberphosphat C,HsHgOH,PO;
6 Diamminplatin(ID)nitrit Pt(NH3),(NO;),
7 Kaliumtetranitroplatinat K,Pt(NO,)4
8 Ammoniumtetrachloroplatinat (NH,),PtCl,
9 Gold(IT)chloride AuCly
10 Kaliumdicyanidoaurat(I) KAu(CN),
11 Hexaphenyldiplumbat [(C¢Hs);Pb],
12 Bleiacetat Pb(CH;COO0),
13 Kaliumiodid KI
14 5-Amino-2,4,6-triiodisophthalsdure CslsNH;,-1,3-(COOH),
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Abb. 48: 5% Natives Gel mit ausgewihlten Schwermetallen (Endkonzentration 4,2 mM)
N = Natives Protein; 1 = Kaliumtetrachloroplatinat(Il); 2= Quecksilber(Il)chlorid; 3 =
Kaliumtetraiodomercurat(Il) ; 4 = Natriumhexachloroiridium(IIT)hydrat; 5 = Ethylquecksilber-
phosphat; 6 =  Diaminplatin(Il)nitrit; 7 =  Kaliumtetranitroplatinat, 8 = Ammoniumtetra-
chloroplatinat; 9 = Gold(IIT)chlorid, 10 = Kaliumdicyanidoaurat(I), 11 = Hexaphenyldiplumbat; 12
= Bleiacetat, 13 = Kaliumiodid, 14 = 5-Amino-2,4,6-triiodisopthalsdure. Der griine Pfeil zeigt die
Laufhohe des nativen Proteins an.

Eine leichte Verschiebung der Laufhohe konnte nur bei Schwermetall 7
(Kaliumtetranitroplatinat) und Schwermetall 9 (Gold(IlI)chlorid) festgestellt werden.
Das Schwermetall 4 (Natriumhexachloroiridium(III)hydrat) wurde ebenfalls in eine
engere Auswahl genommen, da es in der Publikation von Boggon & Shapiro in der
nativen PAGE keine Verschiebung verursachte, allerdings trotzdem im Kristall an
das Protein kooperierte (Boggon und Shapiro 2000).

Trotz des Vorabscreens mit der nativen PAGE wurden alle 14
Schwermetallesalze in verschiedenen Konzentrationen (1,5 wund 10 mM
Endkonzentation) eingewogen (Sun et al. 2002; Garman und Murray 2003). Bei den
Soaking-Zeiten der Schwermetallsalzlosungen wurden 10 min., 4 h, 10 h, und wenn
die Kristalle bis zu diesem Punkt noch nicht zerstort waren, eine Inkubation iiber
Nacht gewdhlt. In der nachfolgenden Tabelle sind die Konzentrationen und

Inkubationszeiten der Schweratomverbindungen zusammengestellt.
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Tabelle 34: Ergebnisse beim Soaking von Schwermetallen bei verschiedenen Zeiten und

Konzentrationen. + = Kristall ist intakt, - = Kristall hat sich aufgeldst oder ist zerfallen

# Schwermetall 10 min 4h 10h N
Konzentration (mM) 1 5 10 |1 5 10 |1 5 10 |1 5 10
1 | KPtCly - - |- - - - - - - S -
2 | HgCl, + |- |- + |- - - - - - - -
3 K,Hgl, + |+ |+ + |+ - + + |- + |+ -
4 | NazIrClg + |+ |+ + |+ |+ + |+ |+ + |+ +
5 | C;HsHgOH,PO; + |+ |+ + |+ |+ + |- - + |- -
6 | Pt(NH;),(NO,), + o+ |+ |- - |- . N
7 | KoPt(NOy),4 + |+ |+ + |+ |- + - - - - -
8 | (NHy),PtCl, + |+ |+ + |+ |+ - - - - - -
9 | AuCly + |+ |+ + |+ |+ + |+ |+ + |+ |+
10 | KAu(CN), + |+ |+ + |+ |+ + |+ |+ + |+ |+
11 | [(C4Hs)sPb], o+ [+ |- |- |- A S
12 | Pb(CH;CO0), + |+ |+ + |+ |+ + - - - - -
13 KI + + + + + + + + + + + +
14 | C4¢l3NH,-1,3- + |+ |+ + |+ |+ + |+ |+ + |+ +
(COOH),

*bei Schwermetall 14 wurden als Soaking-Konzentrationen 25, 125 und 250 mM eingesetzt laut

JBS Magic Triangle Phasing Kit von Jena Bioscience

Die Kristalle, die keine sichtbaren Schiden aufwiesen, wurden wieder in
Stabilisierungspuffer tiberfiihrt und fiir eine halbe Stunde inkubiert. Dies diente vor
allem der Entfernung iiberfliissiger Schwermetallionen (sogenanntes backsoaking).
AnschlieBend wurden die Kristalle nochmals in die Cryobedingung mit graduellen
PEG-Konzentrationen eingelegt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
eingefrorenen Kristalle wurden an der in-house Drehanode getestet. Viele der
Kristalle hatten eine deutliche Einbufle in ihrem Streuvermégen erlitten. Die
Kristalle, die noch am besten streuten, wurden am BESSY in Berlin vermessen.

Zuerst wurde fiir die Messung der Kristalle ein Fluoreszenz-Scan (Beispiel siche
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Abb. 49) durchgefiihrt, damit die Wellenldngen fiir die Datensétze festgelegt werden

konnten.

“energy  ff*
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R 11.2107 -20.53 10.99
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Abb. 49: Floureszenzscan an der Beamline 14.1 fiir den theoretischen Wert von Ir. Das obere
Diagramm zeigt die Intensitdtzdhlung gegen die Energie (eV). Das untere Diagramm zeigt die

Aufzeichung von f* und f** der Absorptionskante um den theoretischen Wert von Ir.

Fiir die Schwermetalle Gold(III)chlorid und Kaliumtetranitroplatinat konnte
je ein MAD-Datensatz an den Punkten der inflection, peak und high energy remote
Energie aufgenommen werden. Fiir diese Schwermetalle konnten auBerdem zwei
weitere SAD-Datensétze bei der peak-Wellenldnge aufgenommen werden. Auflerdem
konnten SAD-Datensdtze aufgenommen werden fiir Natriumhexachloro-
iridium(IIT)hydrat und 5-Amino-2,4,6-triiodisopthalsédure.

Trotz Fluoreszenzscans hatte beim Auswerten der Datensdtze mit den
Programmen SHLEX C, D und E keiner ein ausreichend anomales Signal. Fir Ir,
welches in Form von Natriumhexachloroiridium(Ill)hydrat eindiffundiert wurde,
waren die Kristalle zum Teil voller Risse, deswegen sollte dort bei einem zweiten
Versuch mit einer niedrigeren Konzentration gearbeitet werden, dies gegebenfalls
auch tiber eine lingeren Zeitraum. Fiir Au in Form von Gold(III)chlorid und fiir Pt in

Form von Kaliumtetranitroplatinat war das anomale Signal nicht stark genug. Bei
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diesen Schwermetallen sollte iiber einen langeren Zeitraum das Soaking durchgefiihrt
werden.

Bei einem zweiten Versuch wurden Kristalle mit einer Konzentration von
0,5 mM und 1 mM der oben genannten Schwermetallsalze mit Ir, Au und Pt {iber
36 h exponiert. In den aufgenommenen Datensitzen, in denen vorher per
Floureszenzscan das entsprechende Schwermetall gefunden werden konnte, konnte
allerdings kein ausreichendes anomales Signal detektiert werden.

Um eine groBere Auswahl an Schwermetallen nutzen zu kénnen, wurden die
Kristalle langsam in einen pH von 7,0 tiberfithrt. Dazu wurden alle 2 h die Kristalle
in eine um 0,2 pH Einheiten niedrigere Losung gesetzt. Die Kristalle wurden in-
house getestet und es wurde festgestellt, dass sie schon durch die pH-Verschiebung
einen erheblichen Schaden genommen hatten und das Streuvermdgen rapide gesenkt
worden war (um 5 A).

Weitere Schwermetalle wurden fiir Tests ausgewéhlt. In der nativen PAGE
wurden alle Schweratome bis auf das gasféormige Xenongas, wie in 3.5.8
beschrieben, getestet. Keines der Schweratome zeigte eine Verschiebung in der
Lauthéhe (Daten nicht gezeigt). Trotzdem wurden Kristalle mit den weiteren
ausgewihlten Schwermetallsalzen (sieche Tabelle 35) getrankt. Schwermetall
Nummer 15-19 und 22-25 wurden bei einer Konzentration von 1, 5 und 10 mM {iber
einen Zeitraum von 2 h, 4h und 24 h eingesetzt. Schwermetall 21 wurde iiber
denselben Zeitrahmen mit einer hheren Konzentration von 100 mM exponiert. Bei
Schwermetall 26 und 27 wurden Quicksoak iiber 90 s bei den Konzentrationen 10,
100, 300 und 1000 mM ausprobiert (Bieger und Essen 2001a, 2001b, 2001b; Bieger
et al. 2003). Enthielten die Schwer-metallsalze Pb, Hg oder Pt wurde im
Stabilisierungs- und auch im Cryopuffer auf Cadaverin verzichtet, da dieses mit den
genannten Metallen interagiert und diese so nicht mehr fiir die
Schwermetallderivatisierung des Proteins zu Verfiigung stehen wiirden.

Im Falle von Atom 20, dem Xenongas, wurden Kristalle bei 3000 psi fiir
3-5 min. mit einer Xenondruckapparatur begast (Sauer et al. 1997). Auf das Testen
in-house wurde verzichtet, um nicht zu riskieren, dass die Kristalle antauen und das
moglicherweise eindiffundierte Xenon wieder verlieren. Am BESSY streuten diese

Kristalle nicht.
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Tabelle 35: Weitere Schwermetalle fiir das Schwermetallsoaking der OspD1 A1-15/A222-225
Kristalle

Schwermetall bzw. Edelgas Formel

15 Natriumtetrachloroaurat(I1l)-dihydrat | NaAuCl,s 2H,0

16 Ytterbium(IIT)chlorid YbCls* HO

17 Blei(II)nitrat Pb(NO3),

18 Kaliumperrhenat KReO,

19 Hexanatriummetawolframat 3NagWO49WO;3°H,0

20 Xenon Gas Xe

21 Cobalt(II)chlorid CoCl,

22 Kaliumpentafluorooxyuranat(VI) K;UO,F;

23 Quecksilber(I1)-(2-methoxy-3- CIHgCH,C(OCH;3)HCH,NHCONH,

ureidopropyl)-chlorid

24 Chloro(2-oxoethyl)quecksilber CIHgCH,CHO
25 Dibromodiamminplatinum(II) Pt(NH;),Br,
26 Rubidiumchlorid RbC1

27 Gadoliniumchlorid GdCly

Viele der weiteren getesteten Schwermetallsalze fiihrten beim Soaking zum
Auflosen der Kristalle oder zu schlechter Diffraktion. Aufgenommen wurden nach
dem Floureszenzscan am BESSY Datensitze von OspD1 Kristallen, die mit 1 mM
Natriumhexa-chloroiridium(Ill)hydrat, 1 mM  Gold(Ill)chlorid oder 1mM
Kaliumtetranitroplatinat tiber 36 h getrinkt wurde. Nach Auswertung der Daten mit
SHELX C, D und E konnte erneut kein ausreichendes anomales Signal gefunden
werden.

Der sehr hohe pH-Wert der Kristallisationsbedingung stellte beim Phasieren
mit Schwermetallen ein groes Problem da. Viele Verbindungen konnten nicht zum
Einsatz kommen, da sie in diesem pH-Wert als Hydroxide ausgefallen wiren, wie

zum Beispiel die Quecksilberverbindungen.
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Xenon konnte vermutlich nicht binden, da OspD1 ein kleines Protein ist und

sich fiir Xenon keine ausreichend grof3e Bindetasche bilden konnten.

492 Ko-Kristallisation

Um Informationen iiber die Bindemodi von Protein-Proteinbindungen auf atomarer
Ebene zu bekommen, ist es notwendig, beide Proteine zusammen zu Ko-
kristallisieren. Auferdem ist es moglich, Proteine mit einzelnen Peptiden anderer
Proteine zu untersuchen. Beide Moglichkeiten kamen in dieser Arbeit zur

Anwendung.

49.2.1. IpgCA152-155 mit Peptiden

Christian Hasewinkel konnte in seiner Dissertation (Hasewinkel 2012b) die
Bindestelle fiir das Chaperon IpgC mit Peptiden der Interaktionspartner IpaC und
MxiE ndher charakterisieren. Die Peptide wurden mittels Thermophorese untersucht.
Die folgenden Peptide (Tabelle 36) wurden jeweils aufgrund der stiarksten Affinitét
zu IpgC und das kiirzere noch bindungsféhige Peptid ausgewéhlt und mit IpgCA152-
155 ko-kristallisiert. Fiir die Ko-Kristallisation der MxiE-Peptide wurde jeweils die
Serinvariante statt der Cysteinvariante eingesetzt, um Disulfidbriicken wihrend der
Kristallisation zu vermeiden.

Tabelle 36: Affinititen ausgewiihlter Peptide zu IpgC, S = Serin statt Cystein (Hasewinkel
2012b)

Protein Peptid | Sequenz Kd [uM]

IpaC IpaC3 LLKLSEQVQHDSEIIARLTD 29,8 +4,8
IpaC cl10.5 LLKLSEQVQH 107,0 = 15,7

MxiE 20.5S FSGALVEGSHAEKSIHFYHE | 16,5+ 3.3

MxiE | 108 AEKSIHFYHE 86,8 + 25,4

Zur Kiristallisation wurde 10 mg/ml IpgC in einem Verhéltnis 1,5 pl
Protein : 1 ul Reservoirlosung als Sitting Drop-Verfahren eingesetzt. Die
lyophylisierten Peptide wurden in einem molaren Verhidltnis von 2:1 direkt zur
Proteinlosung eingewogen und gut vermischt. Beim Screening nach Kristallisations-
bedingungen kamen die in-house-Screens Wizard I, Wizard II, Crystal Screen, PEG-

Screen sowie der Ammoniumsulfat-Screen zum Einsatz. Ebenfalls getestet wurde die
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publizierte Kristallisationsbedingung von Lunelli et. al. fiir die Kristallisation von
IpgC mit dem IpaB-Peptid PELKAP (AS 65-70) 0,1 M HEPES pH 7.4; 20 % w/v
PEG 8000; 8 % Ethylenglykol (Lunelli et al. 2009).

Kristalle entstanden mit den Peptiden 20.5S, 10S und c10.5 in der Bedingung
Wiz I 37 (0,1 M Tris pH 7,0; 1 M Natrium-Kalium-Tatrat; 0,2 M LiSO,4). Weitere
Kristalle wuchsen bei 10S und 20.5S in Bedingung Wiz I 48 (0,1 M MES pH 6,0;
1 M Natrium-Kalium-Tatrat). Beide Bedingungen stimmen mit den Ergebnissen von
Christian Hasewinkel fiir die Ko-Kristallisation von IpgC mit 20.6
(AEKCIHFYHENDLRDSCNTE) {iberein. Mit den erhaltenen Kristallisations-
bedingungen fand eine Optimierung des pH Wertes (MES pH 5,5-6,5; Tris pH
6,5-7,5) und der Natrium-Kalium-Tatrat-Konzentration (0,5-1,4 M) statt.

Tabelle 37: Erfolgreiche Kristallisationsbedingungen von IpgCA152-155 mit Peptiden

Bedingung Bild der Kristallisation Peptid ggz roduk- Bemerkung
0,1 M MES pH
6,7; 1 gut definierte
1,2 M Na/K el0S | méglich | = ialte
Tatrat
0,1 M MES pH Kristalle mit
6,5; 1 vielen Rissen
0.9 M Na/K C10.5 moglich und
Tatrat Hohlrdumen
0,1 M Tris pH
6.5; icht hr klei
0,9 M Na/K 20.58 niet sehr kiene
moglich Kristalle
Tatrat;
0,2 M LiSOq4
0,1 M MES pH .
6,5; nicht klemer'e,
0,9 M Na/K 20.58 moglich gut df:ﬁmerte
Kristalle
Tatrat
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Die Kristalle wurden gefischt und mit 40 % Glycerol als Cryoprotektans in
der entsprechenden Bedingung mit Zusatz von Peptid getestet. Ein niedrigerer
Glycerolanteil fiihrte zu Eisringen in den Diffraktionsmustern. Beim Testen streuten
die verschiedenen Kristalle mit Peptid 20.5S nicht. Kristalle mit Peptid c10.5
streuten bis zu 6 A und mit Peptid bis zu 4 A.

Um die Kristalle zu verbessern, wurde ein Additivscreen durchgefiihrt und
auch Seeding eingesetzt. Mit der Methode des Streakseeding wurden Kristalle in die
Bedingung 0,1 M Tris pH 6,5 oder 0,1 M MES pH 6,5 mit 0,9 M Natrium-Kalium-
Tatrat und dem entsprechenden Peptid im Sitting Drop-Verfahren angesetzt.

Wiéhrend fiir IpgCA152-155 mit cl10.5 keine Verbesserung des
Streuvermogens festgestellt werden konnte, streuten die Kristalle von IpgCA152-155
mit e10S bis 3,0 A auf der in-house Anlage. Beim Messungen am BESSY auf
BL 14.2 streute der Kristall bis 2,6 A.

Abb. 50: Kristalle IpgCA152-155 mit el10S nach Streakseeding in 0,1 M Tris pH 6,5; 0,9 M
Natrium-Kalium Tatrat

Beim Betrachten der Diffraktionsbilder fiel auf, dass sich der Kristall
anisotrop verhielt. Dieses Verhalten wurde beim Prozessieren der Daten mit
HKL2000 beriicksichtigt. Die ermittelte Raumgruppe war P32;. Nach dem
molekularen Ersatz mit dem Programm Phaser aus dem CCP4 Paket und dem Bilden
des Modells mit Arp Warp (ebenfalls aus dem CCP4 Paket) konnte die Struktur
verfeinert werden. Nach 16 Verfeinerungszyklen zeigte sich, dass keine
Elektronendichte fiir das Peptid zu erkennen war. Somit muss davon ausgegangen
werden, dass kein Peptid gebunden hatte. Die Struktur wurde deswegen nicht weiter
bearbeitet. Weitere Versuche zeigten ebenfalls keine Elektronendichte fiir einen
gebundenen Liganden, so dass es innerhalb der Arbeit der Verfasserin nicht méglich

war, eine weitere Struktur von IpgC mit einem Peptid zu erhalten.
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49.2.2. OspD1 mit Spal5s

Ebenfalls wurde OspD1 mit Spal5 in 20 mM Tris +300 mM NaCl ko-kristallisiert.
Sollte es moglich sein, beide Proteine zu ko-kristallisieren, konnte man das
Phasenproblem iiber die Prisenz der gefalteten Struktur von Spal5 (van Eerde et al.
2004) 16sen. AuBBerdem wire es moglich, die exakte Protein-Protein-Interaktion auf
atomarer Ebene zu erkennen. Fiir das Experiment wurden verschiedene Verhéltnisse,
zunédchst OspD1 20 mg/ml (10 mg/ml) zu Spal5 10 mg/ml (5 mg/ml), sowie OspD1
10 mg/ml zu Spal5 10 mg/ml und OspD1 5 mg/ml zu Spal5 10 mg/ml eingesetzt.
Dabei wurden die erwihnten Screens benutzt (siche Tabelle 16 und Tabelle 17).

Kristallwachstum konnte auch in diesem Fall nicht beobachtet werden.

4.9.23.  SpalS mit OspD1-Peptiden

Aufgereinigtes 3 mg/ml bzw. 5 mg/ml Spal5 in 20 mM Tris und 100 mM NaCl
wurde mit den hergestellten Peptiden JK-01-122.1-122.6 ko-kristallisiert. Die
lyophylisierten Peptide wurden in einem Verhéltnis von 2:1 direkt zur Proteinlésung
eingewogen und gut vermischt (Endkonzentration 200 pM), dann mit den oben

erwidhnten Screens angesetzt (sieche Tabelle 16 und Tabelle 17).

Tabelle 38: Erste erfolgreiche Kristallisationsbedingungen von SpalS mit OspD1-Peptiden

Bedingung Bild der Kristallisation Peptid gjﬁ roduk- Bemerkung
0,]. M Tris pH Winzige
8,0; Nadeln,
20 % (w/v) PEG 122.3 | Maoglich weitere
6000; Optimierung
0,2 M NaCl notig
0,1M Tris pH kleinere
8,0; Nadeln,
20 % (w/v) PEG 122.2 moglich weitere
6000; Optimierung
0,2 M NaCl notig




0,2 M NaNOs;
20 % (w/v) PEG
3350
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0,1 M HEPES
pH 7,5;
0,6 M MgSQOy;
4% (w/v) PEG
400

122.2

nicht
moglich

sehr kleine
Kristalle

122.2

moglich

Kristalle nicht
richtig
abgrenzt,
Optimierung
notig

Screens wurden bei 4 °C und 18 °C angesetzt. Kristallwachstum war nur bei

18 °C, bei den Komplexen aus Spal5 mit OspDI1-Peptid 122.2 und 122.3 zu

beobachten (Tabelle 38). Die entstandenen Kristalle wurden mit dem Izit crystal dye

(Farbstoff, der sich blau firbt bei Aufnahme in Proteinkristalle, siche Hampton

Research Manual) positiv getestet. Die Kristallisationsbedingung 0,1 M Tris pH 8,0;
20 % (w/v) PEG 6000; 0,2 M Na(l fiihrte in beiden Fallen zu kleinen Kristallnadeln,

deren Entstehen reproduzierbar waren. Bei den Bedingungen, die reproduzierbar

waren, konnte die Optimierung der Bedingungen aus Zeitgriinden nicht mehr

innerhalb dieser Doktorarbeit stattfinden.
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5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit gelang die Erzeugung reiner, trunkierter OspD1-
Varianten in ausreichenden Mengen, um damit durch Kristallisationsversuche
reproduzierbare Kristalle zu erzeugen sowie einen nativen Datensatz. Leider konnte
dieser nicht durch Molecular Replacement gelost werden und auch alle anderen
angewandten Methoden wie die Produktion eines SeMet-Proteins, der Versuch
Schwermetalle und Xenogas einzubringen und die Ko-Kristallisation mit Spal5
brachten innerhalb es Zeitrahmens dieser Dissseration keine Strukturlésung.
Allerdings war es gelungen Spal5, reproduzierbar mit OspDI1-Peptiden zu
kristallisieren, jedoch konnte die Optimierung dieser Kristalle innerhalb dieser Arbeit

nicht mehr stattfinden.

Eine Moglichkeit, Schwermetallderviate zu generieren, wire OspDI1-
Mutanten herzustellen, die mehr Bindestellen (z.B. Cysteine) aufweisen, an denen

die Schwermetalle besser koordinieren konnen.

Die Interaktion von OspD1 mit Spal5 hinsichtlich der Bindungsstirke wurde
erneut vermessen, ebenso wurden die Bildungsstirken von OspDI1-Peptiden mit
Spal5 wund Peptide des Transkriptionsregulators MxiE mit OspDI1 in
Interaktionsstudien bestimmt. Um weitere Einblicke in die Stochiometrie der
Interaktion zwischen OspD1 und Spal5 und auch ggf. MxiE zu bekommen, kann ein
natives ESI-MS-Experiment (Elektrospray-lIonisation gekoppelt mit
Massenspekrometrie) helfen, um die Quartirstruktur beider Proteine (vor allem fiir
OspD1) sowie die Quartdrstruktur des Komplexes Spal5-OspD1 zu bestimmen. Fiir
Spal5 ist bekannt, dass es in der Kristallstruktur als Homodimer vorliegt. Eine

Kristallstruktur der Bindestelle ist essentiell.



155

6 Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei Prof. Dr. Klaus Reuter fiir die
Uberlassung des interessanten Themas, sowie fiir die Betreuung und die
Begutachtung dieser Arbeit bedanken. Prof. Dr. Gerhard Klebe méchte ich ebenso
herzlich danken, fiir die Aufnahme in seine Arbeitsgruppe, die Ubernahme des
Zweitgutachtens und die Moglichkeit, meine Dissertation am Institut fiir

pharmazeutische Chemie zu absolvieren.

Prof. Torsten Steinmetzer und Jenny Kouretova gilt der Dank fiir die Hilfe
und Unterstiitzung bei der Peptidsynthese. Prof. Culmsee und Prof. Kockskdmper
danke ich fiir die bereitwillige Ubernahme des Priifungsvorsitzes und der

Nebenfachpriifungen.

Ich danke auch Lydia Hartleben fiir die Unterstiitzung, Geduld bei allen
administrativen Angelegenheiten und so manches offene Ohr. Vielen Dank an Prof.
Andreas Heine fiir Hilfe und Unterstiizung in kristallografischen Belangen sowie

Christian Sohn fiir die Wartung und Hilfe am Rontgengerit.

Vielen Dank auch an meine Vorgéinger, vor allem an Christian Hasewinkel
fiir seine Hilfe, Ratschlige und Vorarbeit auf diesem Thema. Auch bei meinen
Praktikanten (3mal Katharina, Henry, Sven, Janick, Simon, Tim, Meltem, Hafize)
mochte ich mich bedanken und hoffe, dass ich ithnen Neues auf ithrem beruflichen
Weg mitgeben konnte. Danke an alle Kollegen der AG Klebe sowie dem Team der
Praktikumsbetreuung des 2. Fachsemesters. Ich mochte mich auch bei den
Computer-Administratoren der AG Klebe insbesondere bei Felix Gut, Michael Betz,
Timo Krotzky, Felix Terwesten und Phong Nguyen bedanken.

Fiir weitergehende fachliche Diskussionen, Eure Hilfe und Unterstiitzung in
allen Lebenslagen wihrend meiner Promotionszeit und nicht zuletzt fiir so manche
erholsame Zeit auch auBlerhalb der Uni mochte ich mich insbesondere bei Maren
Kuhnert, Steffi Dorr, Helena Rimmer, Frithjof Scheer, Nina Klee, Christina Behrens,
Janis Miiller, Christof Siefker, Ricarda und Manuel Kanitz bedanken.

Ich danke den Wissenschaftlern der Beamline BESSY II (Berlin) fiir die
Betreuung der Beamline und dem Helmholtz-Zentrum fiir Materialien und Energie

(Berlin) fiir die freundliche Ubernahme der Reisekosten.



156

Auch ein herzliches Dankeschon an alle, deren Abbildungen sich in dieser
Arbeit wieder finden. Danke auch an alle Korrekturleser/innen (Martin, Maren, Anja,

Markus und Armin) dieser Arbeit fiir Tipps und Kritik, sowie Lob.

Weiterhin mochte ich mich bei meinen phantastischen Freunden Julie,
Leander, Dixi, Marc, Michael, Wiebke, FloW, Silke, FloN, Johanna, Christian,
Anika, Jakub, Heike, Katrin, Kathrin, Markus, René sowie Thomas G. bedanken fiir
schone Abende, Wochenenden und Urlaube. Speziellen Dank an die beste

Mitbewohnerin der Welt — Stina.

Ein grofles Dankeschén an meine Rollenspielrunden fiir die Entfiihrung in
andere Welten, Geschichten und Zeiten: Maxx, Pit, Wiebke I, Wicbke II, Felix,
Ananda, Rune, Jowiss, Niels, Philipp, Jassy, Pierre, Dennis, Heike, Michael, FloN,
Julie, Lena, Olga, Anja, Armin, Benni, Deniz und alle L.1.‘ler. Weiterhin danke auch

an Lysmine und Linnea fiir die schone Zeit, die ich mit Thnen verbracht habe.

AuBerdem mochte ich mich bei meiner Familie bedanken fiir ihre
Unterstiitzung in der Zeit des Studiums, insbesondere in arbeitsintensiven Zeiten. Im

Speziellen meinen Eltern, ohne die diese Promotion nie moglich gewesen wire.



157

7  Curriculum Vitae



158

8

Anhang

DNA-Sequenz ospD1 mit GST-tag :

1

ATGTCCCCTA

TACTAGGTTA

TTGGAAAATT

AAGGGCCTTG

TGCAACCCAC

51

TCGACTTCTT

TTGGAATATC

TTGAAGAAAA

ATATGAAGAG

CATTTGTATG

101

AGCGCGATGA

AGGTGATAAA

TGGCGAAACA

AAAAGTTTGA

ATTGGGTTTG

151

GAGTTTCCCA

ATCTTCCTTA

TTATATTGAT

GGTGATGTTA

AATTAACACA

201

GTCTATGGCC

ATCATACGTT

ATATAGCTGA

CAAGCACAAC

ATGTTGGGTG

251

GTTGTCCAAA

AGAGCGTGCA

GAGATTTCAA

TGCTTGAAGG

AGCGGTTTTG

301

GATATTAGAT

ACGGTGTTTC

GAGAATTGCA

TATAGTAAAG

ACTTTGAAAC

351

TCTCAAAGTT

GATTTTCTTA

GCAAGCTACC

TGAAATGCTG

AAAATGTTCG

401

AAGATCGTTT

ATGTCATAAA

ACATATTTAA

ATGGTGATCA

TGTAACCCAT

451

CCTGACTTCA

TGTTGTATGA

CGCTCTTGAT

GTTGTTTTAT

ACATGGACCC

501

AATGTGCCTG

GATGCGTTCC

CAAAATTAGT

TTGTTTTAAA

AAACGTATTG

551

AAGCTATCCC

ACAAATTGAT

AAGTACTTGA

AATCCAGCAA

GTATATAGCA

601

TGGCCTTTGC

AGGGCTGGCA

AGCCACGTTT

GGTGGTGGCG

ACCATCCTCC

651

AAAATCGGAT

CTGGAAGTTC

TGTTCCAGGG

GCCCCATATG

701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

ACTATGGATT
AGCAATACTG
GACAAATACC
GATATAGTGG
ATTCCGACAA
GATTTGGCAT
TGGCAGCCGA
AATAATGCTG
CGCTGCGATT
CAAAAGAAAC
GGATTATTTC
TATAAATATA
GACTTAACAA
CAAGAGTTGT

ACATCCAGCA
CTAATGAAAA
GCTATATCCC
TGTTTCTTTC
AGAATAATAA
GGAAATGCCG
AATACCCAAA
GGGAATCTGC
CAAGCTTATG
GATTAAACTA
TGGCCGCAGG
TGCCATCATA
TAATGAACAA
TTTAA

AACAACAAAA
TAAAGGAATG
ACGCCATCAA
AGAAAATTGG
GGAGTATAAC
ATGCAGCGCG

GAGGAAAAAC
TTTGTTCATA
GAGATTTTAT
TTGGATGTAA
GAAAGGGAAT
GTGGGATAAA
GACATGTTTA

ATATGCACCT
AAAAATAATA
TGAAGAAAAA
CCAAAATACA
CGCCATAATT
TAAATACAGT
TAGAAGTTCT
GCTCTTCAAG
TAAAACTTTT
GAGATAATGA
ATCGAGGCTA
ACTTACAGAA
ATATTATTTC

TCAATAAATA
AATAATAGGC
TCATTAACGT
TCAGGGGGGG
GAACATATCC
TGTTTTCATT
GAATCGCTGT
TGCAGCACGA
AAGGTCATTC
GATTTATCAC
GGGGTTACCA
TGATGGCATA
ATAGCAGACA
TGACAAAATA

Aminosiuresequenz OspD1A1-15/A222-225 mit MBP-und His-tag :

1
51
101
151

MSPILGKLMH KIEEGKLVIW INGDKGYNGL AEVGKKFEKD TGIKVTVEHP

DKLEEKFPQV AATGDGPDITI FWAHDREFGGY AQSGLLAEIT PDKAFQDKLY

PFTWDAVRYN GKLIAYPTAV EALSLIYNKD LLPNPPKTWE EIPALDKELK

AKGKSALMEN LQEPYFTWPL TAADGGYAFK YENGKYDIKD VGVDNAGAKA




201
251
301
351
401
451
501
551
601

GLTFLVDLIK

NKHMNADTDY

STAEAAFNKG

ETAMTINGPW

AWSNIDTSKV

NYGVTVLPTF

KGQPSKPEVG

VLSAGINAAS

PNKELAKEFL

ENYLLTDEGL

EAVNKDKPLG

AVALKSYEEE

LVKDPRIAAT

MENAQKGEIM

PNIPOMSAFW

YAVRTAVINA

ASGRQTVDEA

LKDAQTEFIA

WPLOGWQATEF

GGGDHPPNSH

MYPRGMHLII
FRKLAKIQONI
KEEKLEVLAA
LLDVRDNEGL
ODMFNIISDK

GSNTANENKG
SIPTKNNKEY
RNNAGESALF
PGLFLAAGKG
IYPRGLEAAA

Aminosiurenanzahl: 628
Molekulargewicht: 69241, 5 Da
Extinktionskoeffizent: 93280 M cm™, bei 280 nm (1 g/l => 1,347)

MKNNIINVTN
NRHNLESLIW
IALQEGHSAA
NIEAMMAYIN
HHHHHHHH

TAISHAINEE
HGNADAARKY
IQAYGDFIKT
ICHHSGIKLT

KSGGGYSGVS
SESLLAAETP
FDLSPKETIK
EIADRLNNNE
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Abb. 51: Gensequenz des ospD1A1-15/A222-225 mit MBP-und His-tag (MBP- und His-tag

unterstrichen) und Aminosiuresequenz

DNA-Sequenz ospD141-15/4222-225:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

CACCTAATAA
TAATATCATT
AAAAATCAGG
ATACAGAACA
TAATTTGTTT
ACAGTGAATC
GTTCTTGCAG
TCAAGAAGGT
CTTTTGATTT
AATGAGGGGT
GGCTATGATG
CAGAAATAGC
ATTTCTGACA

TAGGCAGCAA
AACGTGACAA
GGGGGGATAT
TATCCATTCC
TCATTGATTT
GCTGTTGGCA
CACGAAATAA
CATTCCGCTG
ATCACCAAAA
TACCAGGATT
GCATATATAA
AGACAGACTT
AAATACAA

TACTGCTAAT
ATACCGCTAT
AGTGGTGTTT
GACAAAGAAT
GGCATGGAAA
GCCGAAATAC
TGCTGGGGAA
CGATTCAAGC
GAAACGATTA
ATTTCTGGCC
ATATATGCCA
AACAATAATG

Aminosiurensequenz OspD1A1-15/A222-225:
1 MHLIIGSNTA NENKGMKNNI INVTNTAISH

51 KIQNISIPTK NNKEYNRHNL FSLIWHGNAD

GAAAATAAAG
ATCCCACGCC
CTTTCAGAAA
AATAAGGAGT
TGCCGATGCA
CCAAAGAGGA
TCTGCTTTGT
TTATGGAGAT
AACTATTGGA
GCAGGGAAAG
TCATAGTGGG
AACAAGACAT

ATINEEKSGGG
AARKYSESLL

GAATGAAAAA
ATCAATGAAG
ATTGGCCAAA
ATAACCGCCA
GCGCGTAAAT
AAAACTAGAA
TCATAGCTCT
TTTATTAAAA
TGTAAGAGAT
GGAATATCGA
ATAAAACTTA
GTTTAATATT

YSGVSFRKLA
AAETPKEEKL
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101 EVLAARNNAG ESALFTIALQE GHSAAIQAYG DFIKTEFDLSP KETIKLLDVR

151 DNEGLPGLFL AAGKGNIEAM MAYINICHHS GIKLTEIADR LNNNEQDMFEN

201

ITISDKI

Aminosiurenanzahl: 206
Molekulargewicht: 22651,6 Da
Extinktionskoeffizent: 12950M-1 cm-1, bei 280 nm (1 g/l => 0,572)

Abb. 52: Gensequenz und Aminosiuresequenz des ospDI1A1-15/4222-225

DNA-Sequenz ospD141-32/4222-225:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

AATATCATTA
AAAATCAGGG
TACAGAACAT
AATTTGTTTT
CAGTGAATCG
TTCTTGCAGC
CAAGAAGGTC
TTTTGATTTA
ATGAGGGGTT
GCTATGATGG
AGAAATAGCA
TTTCTGACAA

ACGTGACAAA
GGGGGATATA
ATCCATTCCG
CATTGATTTG
CTGTTGGCAG
ACGAAATAAT
ATTCCGCTGC
TCACCAAAAG
ACCAGGATTA
CATATATAAA
GACAGACTTA
AATACAA

TACCGCTATA
GTGGTGTTTC
ACAAAGAATA
GCATGGAAAT
CCGAAATACC
GCTGGGGAAT
GATTCAAGCT
AAACGATTAA
TTTCTGGCCG
TATATGCCAT
ACAATAATGA

Aminosiurensequenz OspD1A1-32/A222-225:

1
51
101
151

NNIINVTNTA ISHAINEEKS GGGYSGVSEFR

HNLFSLTIWHG NADAARKYSE SLLAAEIPKE

LOEGHSAATIQ AYGDFIKTFEFD LSPKETIKLL

EAMMAYINIC HHSGIKLTEI ADRLNNNEQD

Aminosdurenanzahl: 189
Molekulargewicht: 20811, 5 Da
Extinktionskoeffizent: 12950M™"' cm™, bei 280 nm (1 g/l => 0,622)

Abb.53: Gensequenz und Aminosiuresequenz des ospD1 A1-32/4222-225

TCCCACGCCA
TTTCAGAAAA
ATAAGGAGTA
GCCGATGCAG
CAAAGAGGAA
CTGCTTTGTT
TATGGAGATT
ACTATTGGAT
CAGGGAAAGG
CATAGTGGGA
ACAAGACATG

KLAKIQNISI
EKLEVLAARN
DVRDNEGLPG
MENIISDKI

TCAATGAAGA
TTGGCCAAAA
TAACCGCCAT
CGCGTAAATA
AANCTAGAAG
CATAGCTCTT
TTATTAAAAC
GTAAGAGATA
GAATATCGAG
TAAAACTTAC
TTTAATATTA

PTKNNKEYNR
NAGESALFIA
LFLAAGKGNI



DNA-Sequenz ospD141-80/4222-225:

1
51
301
351
401
451
501
551

GGAGTATAAC
ATGCAGCGCG
GAGGAAAAAC
TTTGTTCATA
GAGATTTTAT
TTGGATGTAA
GAAAGGGAAT
GTGGGATAAA

CGCCATAATT
TAAATACAGT
TAGAAGTTCT
GCTCTTCAAG
TAAAACTTTT
GAGATAATGA
ATCGAGGCTA
ACTTACAGAA

TGTTTTCATT
GAATCGCTGT
TGCAGCACGA
AAGGTCATTC
GATTTATCAC
GGGGTTACCA
TGATGGCATA
ATAGCAGACA

Aminosiurensequenz OspD1A1-80/A222-225:
1 NRHNLFSLIW HGNADAARKY SESLLAAEIP

51 TALQEGHSAA IQAYGDFIKT FDLSPKETIK

101 NIEAMMAYIN ICHHSGIKLT EIADRLNNNE

Aminosiurenanzahl: 141
Molekulargewicht: 15594,7Da
Extinktionskoeffizent: 9970M™' cm-', bei 280 nm (1 g/l => 0,639)

GATTTGGCAT
TGGCAGCCGA
AATAATGCTG
CGCTGCGATT
CAAAAGAAAC
GGATTATTTC
TATAAATATA
GACTTAACAA

KEEKLEVLAA
LLDVRDNEGL
ODMEFNIISDK

Abb. 54: Gensequenz und Aminosiuresequenz des ospDI1A1-80/4222-225

DNA-Sequenz spals:

1
51
101
151
201
251
301
351
401

ATGAGTAACA
TGGTTGTCCT
CCATTTCTTT
CAGGTTATGT
GTCATCTGCT
GCATTAATGA
AGAGTTGTTA
GATTCTGCAT
AA

TTAATTTAGT
CCATCAATTA
GGATAGTATG
TATGGGCTAA
TATAACATAT
GCTGGTAGAG
TTAAAGATGA
GAGTTTTATC

TCAATTAGTT
TTACAGATTT
CCTGCTATTA
TTTTGATGCA
TAAATTTAAT
CTTCATCGTT
CTACGTTCAC
AGAGGATGGA

AGAGATAGTC
AGACAGCCAT
ATATAGCTCT
CCAAGTGATG
GTTAATGAAC
CTGATGAGTA
GATGGGATTG
AATCTTAAAT

GGAAATGCCG
AATACCCAAA
GGGAATCTGC
CAAGCTTATG
GATTAAACTA
TGGCCGCAGG
TGCCATCATA
TAATGAACAA

RNNAGESALF
PGLFLAAGKG
I

TTTTCACGAT
TCAGCGATTA
TGTCAATGAG
TAAAACTTCA
TTTAGTTATA
CTTACAGTTA
TTTTTGCAGA
GGGGTCTTAT
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Aminosiuresequenz Spal5:
1 MSNINLVQLV RDSLFTIGCP PSIITDLDSH SAITISLDSM PAINIALVNE
51 QVMLWANFDA PSDVKLQSSA YNILNLMLMN FSYSINELVE LHRSDEYLQL
101 RVVIKDDYVH DGIVFAEILH EFYQRMEILN GVL
Aminosiurenanzahl: 133
Molekulargewicht: 15116,4 Da
Extinktionskoeffizent: 12950 M-cm, bei 280 nm (1 g/l => 0,857)

Abb. 55 : Gensequenz und Aminoséuresequenz des spal5
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