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Summary

The protein BST2 is part of the intrinsic immune defense of the human cell. It
is localized at the cell membrane. It restricts the budding of retroviruses from
infected cells. The protein tethers the virus particles to the cell membrane,
thus preventing infection of other cells. BST2 is an important component of
the human immune response against enveloped viruses. The human immu-
nodeficiency virus type-1 (HIV-1) can circumvent this mechanism by using
its Virus protein U (VpU). VpU binds BST2 and down regulates it from the
cell surface.

The aim of this work is the structural characterization of the interacti-
on between BST2 and VpU on a molecular level by using liquid-state NMR
spectroscopy. VpU consists of an N-terminal transmembrane helix and a cyto-
plasmic domain. BST2 contains a short cytoplasmic region, a transmembrane
helix, a helical extracellular domain and a C-terminal GPI-anchor. Full-length
VpU and the N-terminal region of BST2 containing the cytoplasmic and the
transmembrane domain (BST2tmcyt) were used in the interaction study. AnE.
coli-based system for cell-free protein synthesis was established in the course
of this work. This technique allows very efficient production and purification
of the two membrane proteins in the presence of mild detergents. Isotope
labeled amino acid mixtures (U-'°N, U-13C and/or U-?H) were employed in
the protein synthesis as needed. Different labeling patterns were used. Both
membrane proteins were incorporated into dodecylphosphocholine (DPC)

micelles in order to keep them in solution during the NMR measurements.

An almost complete backbone 3C, N and 'H resonance assignment of
BST2tmcyt in DPC micelles was accomplished by using multi-dimensional
NMR experiments. More than 70% of the backbone resonances were assigned
for VpU. Secondary structure and backbone order parameters of both pro-
teins in DPC micelles were derived from the experimental chemical shifts.
Amino acids of both proteins involved with the interaction between VpU and
BST2 were determined by titrating °N-labeled protein with the non-labeled

interaction partner. In contrast to previous studies, discrete interaction sites
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were found not only in the transmembrane helices but also in the cytoplasmic
domains of both proteins.



Zusammenfassung

Das humane BST2 ist ein Protein der intrinsischen Immunabwehr der
Zelle und in der Zellmembran lokalisiert. BST2 verhindert die Freisetzung
von Retroviren aus bereits infizierten Zellen. Neu gebildete Viruspartikel
verbleiben an der Zelloberfliche, konnen keine weiteren Zellen infizieren
und werden schliefllich abgebaut. BST2 ist ein wichtiger Bestandteil der
angeborenen Immunitdt des Menschen gegen behiillte Viren. Das Humane
Immundefizienz-Virus Typ-1 (HIV-1) kann den BST2-basierten Schutzmecha-
nismus umgehen. Verantwortlich dafiir ist das HIV-1 Virus-Protein-U (VpU).
VpU bindet BST2 und reguliert es von der Zelloberfldche herunter.

Das Ziel dieser Arbeit war die strukturbiologische Charakterisierung der
molekularen Wechselwirkung der Membranproteine BST2 und VpU mit
Losungs-NMR-Spektroskopie. VpU besteht aus einer N-terminalen Trans-
membranhelix und einer zytoplasmatischen Doméne. BST2 enthélt einen
kurzen zytoplasmatischen Bereich, eine Transmembranhelix, eine helikale
extrazelluldre Region und einen C-terminalen GPI-Anker. Fiir die Interakti-
onsstudie wurde VpU voller Lénge sowie der N-terminale Bereich des BST2
aus zytoplasmatischer und Transmembrandoméne (BST2tmcyt) rekombinant
hergestellt. Dazu wurde im Zuge dieser Arbeit die E. coli-basierte zellfreie
Proteinsynthese etabliert. Damit lieffen sich die beiden Membranproteine
sehr effizient in Anwesenheit milder Detergentien herstellen und reinigen.
Die Synthese erfolgte bei Bedarf mit isotopenmarkierten (U-'°N, U-*C bzw.
U-H) Aminosduren. Es wurden unterschiedliche Markierungsmuster der
Zielproteine realisiert. Fiir die NMR Untersuchungen wurden die beiden
Membranproteine in membransimulierende Mizellen aus dem zwitterioni-
schen Detergens Dodecylphosphocholin (DPC) eingebracht und so in Losung
gehalten.

Mit Hilfe mehrdimensionaler NMR-Experimente erfolgte eine nahezu
vollstindige Zuordnung der '3C,'>N,und 'H-Resonanzen des Proteinriick-
grats von BST2tmcyt. Im Falle des VpU konnten mehr als 70% der entspre-
chenden Riickgratatome zugeordnet werden. Auf Basis der experimentel-
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len chemischen Verschiebungen wurde die Sekundéarstruktur und Riickgrat-
Ordnungsparameter beider Proteine in DPC-Mizellen ermittelt. Die an der
VpU-BST2 Interaktion beteiligten Aminosduren der beiden Proteine wurden
in zwei Titrationen bestimmt, wobei jeweils ein >N-markiertes Protein mit
dem unmarkierten Interaktionspartner titriert wurde. Diskrete Bindungs-
stellen wurden im Gegensatz zu fritheren Arbeiten nicht nur in den Trans-
membranhelices, sondern auch in den zytoplasmatischen Domé&nen beider
Proteine lokalisiert.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem dient zur Abwehr von dufleren als auch inneren Ein-
fliissen, die im Korper Krankheiten auslosen konnen. Zu diesen Einfliissen
gehoren Mikroorganismen, Viren, Pilze als auch eukaryote Parasiten. Aber
auch Krebszellen zdhlen dazu. Bei der Immunantwort unterscheidet man
zwischen angeborener (adaptiver) Immunantwort und erworbener (spezifi-
scher) Immunantwort. Die spezifische Immunantwort wird durch individu-
ellen Kontakt mit Pathogenen im Laufe des Lebens erworben und kann in ei-
nigen Fillen dauerhaft sein. Das Inmunsystem besteht u.a. aus einer Vielzahl
verschiedener Immunzellen. Diese Immunzellen werden im Knochenmark
aus pluripotenten, hdmatopoetischen Stammzellen gebildet. Aus diesen ent-
wickeln sich zunéchst Vorlduferzellen mit eingeschréanktem Potential. Die fiir
das Immunsytem wichtigen Zellen sind die myeloide Vorlduferzelle und die
allgemeine lymphatische Vorlduferzelle.

Aus den myeloiden Vorlduferzellen gehen die Zellen der adaptiven Im-
munitdt hervor. Hierzu gehoren die Monozyten und die Granulozyten. Die
Monozyten zirkulieren im Blut. Dabei differenzieren sie sich zu Makropha-
gen, welche ins Gewebe einwandern konnen. Dort sind sie in der Lage,

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Mikroorganismen oder auch apoptotische Zellen aufzunehmen und intra-
zelluldr zu verdauen. Dabei unterscheiden sie nicht zwischen ihnen bereits
bekannten und unbekannten Mikroorganismen. Wenn Makrophagen Mikro-
organismen aufnehmen, setzen sie Zytokine frei, die zur Gefdflerweiterung
fithren. Dadurch kénnen andere Immunzellen in das von z.B. Bakterien be-
fallende Gewebe eindringen. Die GefafSerweiterung verursacht aber auch
eine lokale Schwellung und Entziindung. Von den Granulozyten gibt es drei
Arten: Die eosinophilen Zellen spielen bei der Abwehr von Parasiten eine
wichtige Rolle. Die basophilen Zellen dienen zum Schutz der Schleimhéaute.
Die neutrophilen Zellen sind neben den Makrophagen eine weitere phago-
zytotische Zellform. Aus allgemeinen lymphatischen Vorlduferzellen gehen
die Lymphozyten hervor. Die beiden Hauptgruppen der Lymphozyten sind
die B-Lymphozyten und die T-Lymphozyten. B-Lymphozyten nehmen Anti-
gene durch Endozytose auf, die iiber den B-Zell-Rezeptor vermittelt wird. So
aufgenommene Antigene werden tiber den MHC (engl.: major histocompa-
tibility complex)-Klasse-II-Rezeptor auf der Oberfliche des B-Lymphozyten
prasentiert. T-Lymphozyten, die den Rezeptor CD4 (engl.: cluster of dif-
ferentiation 4) tragen, konnen den MHC-Klasse-II-Rezeptor mit Hilfe des
T-Zellrezeptors erkennen. Durch die Ausschiittung von Zytokinen aktiviert
der T-Lymphozyt den B-Lymphozyten. Aktivierte B-Lymphozyten vermeh-
ren sich und bilden entweder B-Gedéchtniszellen oder B-Plasmazellen. B-
Gedachtniszellen sind sehr langlebig und sorgen bei einer erneuten Infektion
des Erregers fiir eine schnelle Inmunantwort. Eine B-Plasmazelle wird Anti-
korper in die Umgebung sezernieren, die das Antigen binden, welches zuvor
prasentiert wurde. Die durch den T-Lymphozyten ausgeschiitteten Zytokine
locken auflerdem zytotoxische T-Lymphozyten an. T-Lymphozyten, die den
Rezeptor CD8 (engl.: cluster of differentiation 8) tragen, dienen als solche zy-
totoxischen Zellen. Diese konnen die von den infizierten Kérperzellen mittels
des MHC-Klasse-I-Rezeptor préasentierten Antigene erkennen und leiten in

diesen Zellen den programmierten Zelltod ein.
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1.1.1 Intrinsische Virusabwehr humaner Zellen

Kommt es bei einer Zelle zu einer Infektion durch ein Virus, so verfiigt sie
tiber Abwehrmechanismen, um dieser Infektion entgegenzuwirken. Diese
konnen entweder die Vermehrung des Virus verhindern und so die Infekti-
on weiterer Zellen vermeiden, oder auch das Virus gianzlich entfernen. Zu
diesen Mechanismen gehort die Autophagie [65]. Dabei wird ein Virion dem
lysosomalen Abbau zugefiihrt, indem es im Zytoplasma von einem Vesikel
umschlossen und zum Lysosom geleitet wird. Allerdings sind einige Viren
dazu fahig, diesen Prozess zu umgehen. Dies gilt u.a. fiir das Herpesvirus
(HSV-1) [94] und fir HIV-1 (Humanes Immundefizienz-Virus Typ-1) [158].
Ein Mechanismus, um einen Virus an der Replikation zu hindern, basiert
auf kleinen RNA-Fragmenten. Diese konnen in den Prozess der Transkripti-
on eingreifen und sind unter der Bezeichnung siRNAs (engl.: small interfe-
ring RNA; kleine eingreifende RNA) bekannt [75]. Dabei wird virale dsSRNA
insbesondere durch die zelleigene RNAse Typ III Dicer zerlegt und bindet
zusammen mit einem Enzymkomplex (RISC; engl.: RNA-induced silencing
complex) an komplementdre virale mRNA. Die mRNA wird durch diesen
zerlegt und kann somit nicht mehr abgelesen werden [35].

Die Proteine der APOBEC3 (engl.: apolipoprotein B mRNA editing enzy-
me catalytic polypeptide 3) Gruppe bilden einen dritten Mechanismus und
setzen innerhalb des Virions direkt am Genom von Retroviren an. Sie werden
bei der Assemblierung des Virus in der Wirtszelle mitin das Virion geschleust.
Dort mutierten sie das virale Genom, wodurch sich das Virus unter Umstin-
den nicht mehr vermehren kann. So dient z.B. das Protein APOBEC3G zur
Abwehr von HIV und SIV [117]. Bei APOBEC3G handelt es sich um eine Cy-
tidindeaminase. Diese mutiert Cytidine des HIV-Genoms zu Uracil [47, 76].
APOBEC3G wird u.a. in Leukozyten und T-Lymphozyten expremiert [117].
Das Protein TRIMb5a (engl.: tripartite motif-containing protein 5 alpha) setzt
hingegen am Kapsid von Retroviren an und verhindert die Freisetzung der
Virusproteine in das Zytoplasma. Dadurch kann die reverse Transkripta-
se das RNA-Genom der Viren nicht in DNA umschreiben, wodurch eine
Replikation dieser Viren unterbunden wird [133]. Das Kapsid wird stattdes-
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sen zerstort und degradiert [134]. Das Protein SAMHDI1 (engl.: sterile alpha
motif- and HD-domain containing protein 1) hat einen indirekten antiviralen
Effekt [51]. Es reduziert die intrazelluldre Nukleotidkonzentration und inhi-
biert so die reverse Transkription des RNA-Genoms der Retroviren [68]. Ein
weiteres Protein der intrinsischen Virusabwehr von humanen Zellen ist das
BST2 (Kapitel 1.1.2).

1.1.2 Das humane BST2

Das BST2 (Tetherin, CD317, HM1.24) ist ein antiviraler Restriktionsfaktor in
humanen Zellen. Es hat eine molare Masse von etwa 19.8 kDa bei 180 Ami-
nosduren. Es besteht aus einem zytoplasmatischen Teil von 21 Aminosauren,
einer Transmembranhelix aus ca. 25 Aminosduren und einem extrazellula-
ren Teil aus 134 Aminosduren, welcher eine Helix ausbildet. Zusitzlich wird
das Protein posttranslational mit einem Glykosylphosphatidylinositol- (GPI)
Anker versehen [90] (Abb.: 1.1). Die Produktion des BST2 wird es tiber In-
terferone (INF) des Typ-1 induziert. [90, 139]. Dieser Vorgang wird z.B. bei
einer HIV-Infektion durch das Binden des Virions an den CD4-Rezeptor und
die anschlieffende Endozytose ausgeltst. Die Virus-RNA bindet an die Toll-
dhnlichen Rezeptoren 7 und 9, was die Produktion von INF-a und INF-j
induziert. Das INF wird von der Zelle ausgeschiittet und 16st in Zellen tiber
den JAK/STAT-Signalweg die Produktion von BST2 aus. Uber den Golgi-
Apparat gelangt BST2 in die Membran der Zelle. Hier ist es dazu in der
Lage, umhiillte Viren, wie Retroviren [38,45,90], Filoviren [56,107] und Her-
pesviren [77], am Knospen von der Zelloberfliche zu hindern [136]. Dies
konnte durch gleichzeitiges Verankern je einer Transmembrandoméne (der
Transmembranhelix bzw. des GIP-Ankers) des BST2 in der Zellmembran
und in der Virusmembran realisiert werden [46]. Es gibt Befunde die zei-
gen, dass BST2 auf diese Weise auch Virionen aneinanderketten kann [46].
Dies impliziert, dass es unwichtig ist, welche der Transmembrandoméanen
(Transmembranhelix oder GPI-Anker) in der Membran des Virus bzw. der
Zellmembran verankert ist. An der Zellmembran festgehaltene Viren konnen
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keine weiteren Zellen infizieren. Sie werden von der Zelle durch Endozytose
internalisiert und lysosomal degradiert [28,53,111]. Homologe des BST2 aus
Primaten [55,83], Médusen und Ratten [39] sind hierzu ebenfalls fahig. Eini-
ge Viren sind dazu in der Lage, diesen Mechanismus zu umgehen. So ist es
dem HIV-1 mittels seines Proteins Virus-Protein-U (VpU) und dem Humanen
Herpesvirus Typ-8 (HHV-8) mittels seines Proteins K5 moglich, den Abbau
des BST2 einzuleiten und dieses so von der Zelloberfliche herunterzuregu-
lieren [77,90,96].

Zytoplasma | Membran | Extrazellular | Membran
1 22 47 58 144 179
NI I [ IC
Transmembranhelix Extrazellulare Helix GPI

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des humanen BST2. Die Aminosduen 1-21 befinden
sich innerhalb der Zelle im Zytoplasma. In griin dargestellt ist die Transmembranhelix bestehend
aus den Aminosduren 22-47. Im extrazelluldren Bereich, Aminosduren 47 bis 179, befindet sich
eine ausgedehnte Helix. In rot dargestellt ist der posttranslational angebrachte GPI-Anker.

1.2 Das Humane Immundefizienz-Virus Typ-1

Das HI-Virus 16st die Krankheit AIDS (engl.: acquired immunodeficiency syn-
drome; erworbenes Immunschwéche-Syndrom) aus. Wobei hierbei zwischen
der Infektion mit HIV und dem Ausbruch von AIDS unterschieden werden
muss. Im Juni des Jahres 1981 berichtete Michael Gottlieb von der University
of California Los Angeles als erster von einem ungewohnlichen Krankheits-
bild bei fiinf jungen, sonst scheinbar gesunden, schwulen Médnnern. Es traten
Pilzinfektionen und Lungenentziindungen auf, die auf einen Zusammen-
bruch des Immunsystems hinwiesen. Nach dieser ersten Beschreibung der
Krankheit wurde diese im Jahr 1983 gleichzeitig von der Arbeitsgruppe Luc
Montagnier vom Pasteur-Institut in Paris und von Robert Gallo, dem Leiter
des Tumor-Labors am NIH (Nationale Institute fiir Gesundheitsforschung
der USA; engl.: National Institutes of Health), als virale Infektion identifi-
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ziert. Da das Virus zuerst aus humanen T-Zellen isoliert, wurde das Virus
HTLV II (engl.: human T-cell leukemia virus; Humanes T-Zell-Leukdmie-
Virus) genannt. Spater deuteten jedoch signifikante Sequenzunterschiede zu
anderen HTLV-Typen darauf hin, dass es sich um eine neue Spezies handel-
te. Dies fiihrte zur Umbenennung in HIV. Im Jahr 1988 wurde in Afrika eine
weitere Variante des HI-Virus entdeckt und HIV-2 genannt. Der Ursprung
des Virus wird in Afrika vermutet. Das dort seit Jahrtausenden in Affen
vorkommende SIV (Simiane Immundefizienz-Virus) gilt als Ursprung des
HIV. Wobei HIV-1 und HIV-2 jeweils von zwei verschiedenen Arten des SIV
abstammen. Als wahrscheinlichste Ubertragungsart gilt der Verzehr von so
genanntem Bushmeat, also dem Fleisch von erjagten Affen, und dem Kon-
takt mit deren Blut. Die auch heute noch unheilbare Krankheit AIDS ist,
trotz grofier Fortschritte im Bereich Vorbeugung und Behandlung, vor allem
in Schwarzafrika und Osteuropa auf dem Vormarsch. Ubertragen wird das
Virus bei dem Kontakt mit Korperfliissigkeiten infizierter Personen. Dazu
zdhlen Blut, Sperma, Vaginalsekret und Muttermilch. Eindringen kann das
HI-Virus durch Schleimhéute wie Bindehaut, Mund-, Nasen-, Vaginal- und
Analschleimhaut [48,108]. Aber auch offene Wunden bieten eine Moglich-
keit der Ubertragung. Der ungeschiitzte Geschlechtsverkehr ist der haufigste
Ubertragungsweg. Daher ist, neben Armut und Unwissenheit der Beviolke-
rung, vor allem die Ablehnung von Kondomen, die den Kontakt mit Sperma
minimieren wiirden, ein Grund fiir die fortschreitende Verbreitung von HIV-
1. Diese Ablehnung von Kondomen beruht zum einen auf religiésen und zum
anderen auf personlichen Griinden. Auch die Angst vor Stigmatisierung und
Ausgrenzung, welche HIV-Infizierte daran hindert sich in Behandlung zu be-

geben, fithrt zu weiteren Ansteckungen.

1.2.1 Aufbau des HIV-1

Das HIV gehort zur Familie der Retroviridae (Retroviren), der Unterfamilie
Orthoretrovirinae und der Gattung Lentiviren. Diese Gattung definiert sich
durch ein (+)ssRNA-Genom und eine Virushiille, welche aus der Zellmem-
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bran der Wirtszelle hervorgegangen ist. Lentiviren sind in der Lage, nicht
teilungsaktive Zellen zu infizieren. Dies unterscheidet sie von anderen Re-
troviren. Sie verfiigen alle {iber die drei Hauptgene gag, pol und env, welche in
der Reihenfolge 3'-gag-pol-env-5" angeordnet sind. Das Genom des HIV-1 ist
in Abbildung 1.3 zu sehen. Auf dem gag ist das Matrixprotein p17, das Protein
P24, aus dem sich das Kapsid aufbaut, und das Protein p7 des Nukleokapsids
kodiert. Auf dem pol ist die Protease p11, die reverse Transkriptase p66/p51
und die Integrase p31 kodiert. env beinhaltet das Oberflachen-Glykoprotein
gp120 und das Transmembran-Glykoprotein gp41. Zusitzlich verfiigt das
HIV-1 noch tiber die akzessorischen Gene tat, rev, vpu, vif, vpr und nef. Das
Gen fat (engl.: trans-aktivator of transcription) kodiert fiir das Protein Tat,
welches die Phosphorylierung verschiedener Proteine der Wirtszelle koordi-
niert und dadurch die Transkription von HIV Genen erhoht [63]. Das durch
das Gen rev (engl.: regulator of expression of virion proteins) kodierte Protein
reichert sich im Zellkern an, und sorgt durch eine Bindung an virale Boten-
RNA (mRNA; engl.: messenger RNA) dafiir, dass diese bevorzugt aus dem
Zellkern geschleust wird. Dies sorgt fiir eine erhthte Produktion von viralen
Proteinen [130]. Das Gen vpu kodiert fiir ein Protein, welches den Eintritt des
Virions in die sowie seinen Austritt aus der Wirtszelle positiv beeinflusst. Auf
die genauen Mechanismen wird in Kapitel 1.2.4 eingegangen. Das vif Gen
(engl.: viral infectivity factor) kodiert fiir das Virusprotein Vif. In der Wirts-
zelle bindet es an die Cullin5 E3 Ubiquitin Ligase [127]. Mit dieser leitet Vif
den Abbau von APOBEC3G ein. [117]. Das Virus-Protein R, das auf dem Gen
upr kodiert ist, hat verschiedene Aufgaben. Das Protein unterstiitzt die re-
verse Transkriptase bei der korrekten Ubersetzung des Virus-RNA-Genoms
in DNA. Es unterstiitzt den Prédintegrationskomplex beim Eindringen in den
Zellkern der Wirtszelle, greift in den Zellzyklus bis hin zur Apoptose ein
und reguliert sowohl die Transaktivierung der LTRs (engl.: long terminal
repeat) als auch verschiedene Wirtsgene [69]. Bei einem LTR handelt es sich
um eine DNA-Wiederholungseinheit, die bestimmte Gene flankiert und sie
dazu befdhigt, aus dem Genom herausgeschnitten und wieder reintegriert zu
werden. Dieser Vorgang wird als Transposition bezeichnet. Das Protein Nef,
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welches durch das Gen nef (engl.: negative factor) kodiert wird, sorgt nach
erfolgter Infektion einer Wirtszelle dafiir, dass CD4 herabreguliert wird, um
eine Superinfektion durch HI-Viren zu verhindern. Eine solche Superinfekti-
on wire fiir das Virus kontraproduktiv, da eine gegebene Zahl von Viren in
diesem Fall potentiell weniger Zellen infizieren wiirden [20].

Oberflachen-Glykoprotein
(gp120, SU)

Vpr, Nef,
Vif und p7

Transmembran-
Glykoprotein
(gp41, TM)

Matrix
(p17, MA)

Protease
(p11, PR)

Virus RNA
Genom

Integrase
(p31, IN)

Reverse Transkriptase

Nukleokapsid (,66/051, RT)
(p7, NC)

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines HIV-1 Virions. Die Hiille besteht aus dem
Oberflachen-Glykoprotein gp120 und dem Transmembran-Glykoprotein gp41 in einer Mem-
bran, welche von der Wirtszelle stammt in der das Virion gebildet wurde. Diese Membranhiille
des Virus wird an der Innenseite von den Matrixproteinen p17 gestiitzt. In doppelter Kopie
liegt das (+)ssRNA-Genom des Virus im Nukleokapsid vor. Zusammen mit Integrase, reverser
Transkriptase, Vpr, Vif, Nef und p7 liegt das Nukleokapsid innerhalb des Kapsids. Zusatzlich
findet sich die virale Protease im Bereich zwischen Kapsid und Matrix. (Verdndert nach Karlsson
Hedestam et al. (2002) [59])

Das freie Virion selbst ist von einer Membranhiille umgeben und hat einen
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Tat

17 p24 p7 pé Vif Nef
PP PR Pol - Tat | Vpu Rev |

Gag
5'LTR p46/p51 gp120 gp41 | ‘3‘LTR‘

Env

Abbildung 1.3: Diese schematische Abbildung stellt das Genom des HIV-1 dar. Es zeigt die
neun offenen Leseraster fiir die Proteine Gag, Env, Pol, Tat, Rev, Vif, Vpr, VpU und Nef. Zudem
sind drei verschiedene, sich tiberlappende Leseraster angedeutet. Auch die fiir Viren typischen
LTRs am 5'- und 3’-Ende sind gezeigt. Diese dienen zur Integration der viralen-DNA in das
Wirtsgenom. Zusétzlich haben sie regulatorische Aufgaben. (Verandert nach Robinson et al.
(2002) [105])

Durchmesser von ca. 120 nm (Abb.: 1.2). Durchbrochen wird diese Membran-
hiille von Proteinstrukturen, die aus gp120 und gp41 bestehen, welche die
dufBeren Charakteristika des HIV-1 Virions bestimmen [59]. Gleich unter die-
ser Membran liegt die Matrix des Partikels. Diese besteht aus dem Protein
pl7. Innerhalb der Matrix liegt das Kapsid, welches seinerseits aus dem Pro-
tein p24 aufgebaut ist. Innerhalb des Kapsids befinden sich die Proteine Vpr,
Vif, Nef, p7, Integrase und die reverse Transkriptase. Zusitzlich befinden
sich zwei Kopien des (+)ssRNA Genom des Virus innerhalb des Kapsids.
Das Genom wird zusétzlich durch das Nukleokapsid umihiillt, das aus dem
Protein p7 besteht.

1.2.2 HIV-1 und dessen Auswirkung auf das Immunsystem

Das HI-Virus infiziert Zellen, die an ihrer Oberfliche den Rezeptor CD4
tragen. Hierzu gehoren vorrangig die T-Lymphozyten, aber auch andere
Zellen des Immunsystem wie Makrophagen. Dabei bindet das Viruspro-
tein gp120 an den CD4-Rezeptor. Das gp120 unterlduft anschliefend eine
Konformationsanderung, wodurch es zu einer weiteren, fiir den Eintritt des
Virus in die Zelle notwendigen, Bindung an einen der beiden Korezepto-
ren CCR5 (CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5) [1] oder CXCR4 (CXC-Motiv-
Chemokin-Rezeptor 4) [33] kommt. Die Bindung des Korezeptors 16st eine
zweite Anderung der Konformation des gp120 aus. Hierdurch wird es dem
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gp4l ermoglicht, die Fusion der Virushiille mit der Zellmembran zu ver-
anlassen [16]. Nach dem Verschmelzen des Virus mit der Zelle wird das
(+)ssRNA-Genom durch die reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben.
Diese DNA wird tiber die enthaltenden LTRs mittels der viralen Integrase in
das humane Genom eingebaut. Ein Teil der infizierten Zellen werden durch
das sich darin vermehrende HIV zerstort. Bei einem weiteren Teil der infi-
zierten Zellen wird der programmierte Zelltod, die Apoptose, ausgelost. Zu-
dem toten CD8-T-Lymphozyten die infizierten CD4-T-Lymphozyten. Sinkt
die Anzahl der CD4-T-Lymphozyten unter einen kritischen Wert, so versagt
die Immunabwehr und es kommt zur Infektion mit opportunistischen Erre-
gern. Ab diesem Zeitpunkt spricht man von AIDS. Diese Krankheitsphase
wird nach durchschnittlich zehn Jahren erreicht. Sie kann heutzutage jedoch
durch medikamentdse Behandlung auf unbestimmte Zeit aufgeschoben wer-
den. Typische Erkrankungen sind dabei die Giirtelrose, ausgelost durch Her-
pes zoster [3], B-Zell-Lymphomen ausgelost durch das Epstein-Barr-Virus
(HHV4) [7] , das Kaposi-Sarkom, welches héufig bei immungeschwéchten
Patienten durch das Humane Herpesvirus 8 (HHVS) ausgelost wird [88] und
Lungenentziindung [3], ausgelost durch Pneumocystis carinii. Auch Tumo-
re, die von einem gesunden Immunsystem durch die CD4-T-Lymphozyten
inhibiert werden konnen, treten bei AIDS Patienten verstiarkt auf. Es kommt
nicht bei jedem Patienten zu den gleichen Erkrankungen. Opportunistische
Infektionen fiihren jedoch in der Regel zum Tod der Infizierten.

1.2.3 Therapieoptionen bei einer Infektion mit HIV

Die Heilung von HIV-Patienten ist derzeit noch nicht moglich. Das HI-Virus
kann bisher nur unter Kontrolle gehalten werden. Die Behandlung besteht
aus einer Kombinationstherapie. Diese Kombinationstherapie soll virale Pro-
zesse storen und die intrinsischen Abwehrmechanismen wieder aktivieren
und unterstiitzen. Zu den eingesetzten Medikamenten gehoren Eintrittsin-
hibitoren, welche den Rezeptor CD4 und die Korezeptoren CCR5 und CX-
CR4 blockieren und so gp120 daran hindern, an die Wirtszelle zu binden.
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Auflerdem kommen NRTI (Nukleosidische bzw. Nukleotidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren) zum Einsatz. Hierbei handelt es sich um Nukleo-
tide bzw. Nukleoside, die den humanen dhneln, jedoch bei Einbau in die
neu synthetisierte virale DNA durch die reverse Transkriptase p66/p51 zum
Abbruch der Transkription fithren. Die Aktivitit der reversen Transkriptase
kann auch direkt durch den Einsatz von NNRTI (nicht-Nukleosidale Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren) gehemmt werden. Zudem lasst sich die Integrase
p31 hemmen, um den Einbau der viralen DNA in das humane Genom zu ver-
hindern. Ebenso kann die Protease pl1 gehemmt werden, um das Schneiden
der Virusproteine zu verhindern, damit sich keine neuen Virionen entwickeln
koénnen.

Trotz aller Fortschritte bei der Behandlung der HIV-Infektion kann das
Virus, wenn es einmal in das Genom eines Menschen eingebaut ist, gegen-
wartig nicht wieder vollstindig aus dem Patienten entfernt werden. Infizierte
Immunzellen die sich im Blut befinden, konnen mit Medikamenten beein-
flusst werden. Ruhende CD4-T-Lymphozyten stellen jedoch ein Reservoire
fiir HIV dar [14], aus dem das Virus immer wieder erneut reaktiviert werden
kann, sobald die Therapie unterbrochen wird.

1.2.4 Das akzessorische Virus-Protein-U

Das HIV-1 VpU ist ein, je nach HIV-1 Isolat, um die 81 Aminoséduren langes
Typ-1 Membranprotein [97]. Es verfiigt tiber eine Transmembranhelix und
je nach Veroffentlichung tiber zwei [78] oder drei [146] kleine a-Helixes in
der zytoplasmatischen Doméne (Abb.: 1.4) . VpU wird als akzessorisch be-
zeichnet, da es in der Zellkultur nicht notwendig fiir die Kultivierung von
HIV-1 ist [138]. Dennoch ist es im Genom des HIV-1 hoch konserviert [12].
Eine Funktion des VpU ist die Herabregulierung von CD4. Die Bindung von
CD4 an das Virusprotein gp120 ist fiir den Eintritt des Virus in die Wirtszelle
entscheidend. Um eine erneute Infektion der Wirtszelle mit HIV-1 zu verhin-
dern, wird die Nachfiihrung von CD4 zur Plasmamembran durch das VpU
verhindert. Eine zusitzliche Funktion des VpU ist die Unterbindung der Bin-
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Zytoplasma | Membran | Extrazellular
1 8 25 30 49 64 70 81
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des HIV-1 VpU. Das VpU hat einen 7 Aminosauren
grofien extrazelluldren Abschnitt. Aminosauren 8-24 bilden eine, hier rot eingefarbte, Transmem-
branhelix. Der zytoplasmatische Bereich des Proteins besteht aus Aminosaure 25-81 [97,98]. Die-
ser Teil beinhaltet in Dodecylphosphocholin (DPC)-Mizellen zwei a-Helixes von Aminosdure
30-48 und von Aminoséure 64-69 [151].

dung des CD4 an das gp160 Protein im Endoplasmatischen Retikulum (ER).
Das Glykoprotein gp160 ist der Vorldufer des gp120 und des gp41. Die pro-
teasomale Degradation des CD4 wird bereits im ER durch die Bindung des
VpU an CD4 initiiert [147]. Dadurch wird der Transport von gp120 an die
Zelloberfldche ermoglicht. Eine weitere wichtige Funktion kommt dem VpU
bei der Freisetzung von Virionen aus der Wirtszelle zu. In Anwesenheit von
VpU wird die Virusproduktion von HIV-1 in der Zelle verstarkt [131,132,137].
Hierbei spielt die Interaktion von VpU mit dem humanen Protein BST2 ei-
ne wichtige Rolle. Das Typ-II Membranprotein BST2 wird von VpU mittels
Helix-Helix Interaktion in der Membran gebunden [5,123] und dem lysoso-
malen Abbau zugefiihrt [2]. Hierdurch kénnen die Virionen die Wirtszelle
ungehindert verlassen. In Abwesenheit von VpU konnte gezeigt werden,
dass BST2 die Virionen an der Zelle festhélt und diese sich daher dort an-
reichern, was zum Tod der Wirtszelle fithren kann. Abschlieflend ist eine

vermutete lJonenkanal-Aktivitdt des VpU zu erwdhnen [29,113].

1.3 Membranproteine

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Proteinen handelt es sich um Membran-
proteine. Membranproteine {ibernehmen verschiedenste Aufgaben. Trans-
portproteine transportieren Stoffe, die die Membran nicht von sich aus passie-
ren kénnen, von einer Seite der Membran auf die andere. Andere Membran-
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proteine verankern Makromolekiile an der Membran. Wieder andere dienen
als Rezeptoren bzw. geben chemische und physikalische Signale aus der ex-
trazelluldaren Umgebung an das Zellinnere weiter. Ebenso konnen Membran-
proteine eine Enzymaktivitit besitzen [71]. Basierend auf genomischen Daten
repréasentieren Membranproteine 25% der im Genom hoherer Tiere kodierten
Proteine [144]. Verschiedene Arten von Membranen haben unterschiedliche
Membranproteinzusammensetzungen. Diese variiert je nach Aufgabe der
Membran in der Zelle. Membranproteine konnen auf unterschiedliche Art
in der Membran verankert sein (Abb.: 1.5). Transmembranproteine durch-
dringen die Membran ein- oder mehrfach. Bei diesen Transmembrandoma-
nen handelt es sich zumeist um eine a-Helix. p-Faltblatt-Strukturen, meist
in Form eines f-Fasses angeordnet, sind jedoch auch méglich. Membran-
proteine besitzen hydrophile als auch hydrophobe Bereiche. Hydrophobe
Bereiche liegen zumeist innerhalb der Membran, hydrophile Bereiche aufier-
halb. Andere Membranproteine durchdringen die Membran nicht. Diese sind
entweder durch eine amphipathische a-Helix oder durch kovalent an das
Membranprotein gebundene Fettsdureketten oder GPI-Anker in der Mem-
bran verankert. Letztgenannte Verankerungen kénnen auch in Kombination
mit einer Transmembrandoméne vorkommen.

1.4 Strukturaufklirung von Proteinen

1.4.1 Methoden der Strukturaufkldarung

Bei der Aufkldrung der dreidimensionalen (3D)-Strukturen von Proteinen
kommen verschiedene Methoden zur Anwendung. Die drei dabei haupt-
sachlich benutzten Methoden sind die Rontgenkristallographie, die kernma-
gnetische Resonanzspektroskopie (NMR, engl.: nuclear magnetic resonance)
und die 3D-Kryo-Elektronenmikroskopie. Bei der Rontgenkristallographie
wird mit Hilfe von Rontgenstrahlung und deren Wechselwirkung mit den
Elektronen im Proteinkristall eine Karte der Verteilung der Elektronendichte

berechnet. Anhand dieser Daten kann die raumliche Struktur des Proteins mit
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Abbildung 1.5: Die Abbildung zeigt die sechs verschiedenen Arten von Transmembranprotei-
nen. Als Typ-I und Typ-II werden Proteine beschrieben, die eine einzelne Transmembranhelix
besitzen. Die beiden Typen unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer Ausrichtung. Bei Typ-I
liegt der N-Terminus extrazelluldr und bei Typ-II der C-Terminus. Typ-III beschreibt ein Trans-
membranprotein mit mehreren Transmembrandoménen. Ein Proteinkomplex, der aus mehreren
kleinen Tranmembranproteinen zusammengesetzt ist, wird als Typ-IV bezeichnet. Der Typ-V
ist mit einem Lipid-Anker (z.B. GPL hier in rot) in der Membran verankert. Proteine die so-
wohl Transmembrandoménen als auch Lipid-Anker besitzen gehtren zum Typ-VI (Verdndert
nach [110]).
1
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atomarer Auflosung rekonstruiert werden [40]. Fiir die Aufnahme von Dif-
fraktogrammen ist es notig, dass die Proteine in einem reguldrem Gitter (Kris-
tall) vorliegen. Die NMR-Spektroskopie beruht auf den quantenmechani-
schen magnetischen Eigenschaften des Atomkerns. Sie eignet sich besonders
fiir 16sliche Proteine (Fliissigphasen-NMR-Spektroskopie) [135]. Aber auch
die Strukturen membranstidndiger Proteine konnen mittels NMR aufgeklart
werden, meist mit Festphasen-NMR-Spektroskopie [25,140]. Neben den bei-
den genannten Methoden wird auch die Réntgenkleinwinkelstreuung (SAXS,
engl.: small angle x-ray scattering) zur Aufklarung von Proteinstrukturen ver-
wendet. Mit SAXS lassen sich Aussagen tiber die mittlere Teilchengrofie und
deren Form machen. Auch Aussagen zur Elektronendichteverteilung in den
gelosten Proteinen sind unter giinstigen Umstdnden moglich [23]. SAXS be-
ruht auf der Beugung von Rontgenstrahlen unter kleinen Winkeln. Die dritte
wichtige Methode ist die 3D-Kryo-Elektronenmikroskopie. Hierbei werden
Proteine oder Proteinkomplexe unter moglichst physiologischen Pufferbe-
dingungen préapariert und dann in fliissigem Ethan (ca. =192 °C) schockgefro-
ren. Von den so fixierten Molekiilen werden mit einem Elektronenmikroskop
mehrere hunderttausend Einzelbilder angefertigt. Diese Bilder entsprechen
einer 2D-Projektion der Elektronendichte der untersuchten Molekiile. Aus
den aufgenommenen 2D-Bildern wird eine 3D-Rekonstruktion der Struktur
des Proteins bzw. des Komplexes berechnet. Diese Methode eignet sich vor
allem fiir die Untersuchung von makromolekularen Komplexen mit zehn
oder mehr Komponenten [30,103], die aufgrund ihrer Gro88e und Flexibilitét
den oben erwédhnten Methoden nicht zuganglich sind.

1.4.2 NMR-Spektroskopie

Die Entdeckung des Kerndrehimpulses durch Pauli [99], wie auch die sich
daraus ergebende Moglichkeit, das magnetische Moment eines Atomkerns
zu messen [102], waren erste Schritte in Richtung der NMR-Spektroskopie.
Im Jahr 1946 gelang den Arbeitsgruppen Purcell, Torrey und Pound [101] so-
wie Bloch, Hansen und Packard [13] erstmals und unabhangig voneinander
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der Nachweis von Kernresonanzsignalen fester und fliissiger Substanzen.
Seither hat sich die NMR-Spektroskopie durch stetigen Wandel und eine Rei-
he bahnbrechender Neuerungen weiterentwickelt. Man unterscheidet heute
zwei Hauptmethoden der NMR-Spektroskopie. Das ist zum einen die NMR-
Spektroskopie unter semiphysiologischen Losungsbedingungen [152] und
zum anderen die Festkorper-NMR-Spektroskopie. Erstere Methode, welche
in dieser Arbeit verwendet wurde, eignet sich besonders fiir 16sliche Protei-
ne. Diese liegen unter nahezu physiologischen Bedingungen in Lésung vor,
oder konnen fiir die Messung in Losung gebracht werden, so dass im Idealfall
die native und biologisch aktive 3D-Struktur dieser Proteine untersucht wer-
den kann. Um Membranproteine mit Fliissig-NMR-Spektroskopie zu studie-
ren, werden diese haufig durch artifizielle Modellmembranen (Kapitel: 1.4.3)
in Losung gehalten. Jedoch ist die Grofie der zu untersuchenden Molekiile
nach oben hin beschrénkt. Diese Grenze liegt bei [U-°N,U-*C] markierten
16slichen Proteinen die mittels J-korrelierter 3D-Spektren gemessenen wer-
den bei bis zu 30 kDa. Durch zusitzliche partielle oder vollstindige Deu-
terierung konnen Proteine von bis zu 60 kDa gemessen werden [62]. Unter
glinstigen Umstdnden konnen Proteine bis zu mehreren 100 kDa mit TROSY
(engl.: transverse relaxation optimized spectroscopy)-Techniken untersucht
werden. Hochaufgeldste Fliissig-NMR-Spektren erhdlt man nur dann, wenn
die anisotropen Wechselwirkungen der Kernspins durch nahezu isotrope
Bewegungen der Proteine weitgehend ausgemittelt werden. Die Eigenbewe-
gung der Proteine wird durch die Rotationskorrelationszeit ¢ beschrieben.
Diese charakterisiert die thermische Bewegung eines Proteins und steigt mit
dem Molekulargewicht des Proteins oder Proteinkomplexes an. Je grofier das
Protein ist, desto langsamer rotiert es in der Probe. Mit zunehmender Rota-
tionskorrelationszeit steigt die Linienbreite der NMR-Signale. Das bedeutet
einen Verlust an spektraler Auflosung bis hin zum génzlichen Verlust der
NMR-Signale. Proteine, die fiir die NMR-Spektroskopie unter semiphysio-
logischen Losungsbedingungen zu grof$ sind oder nicht in Losung gehalten
werden konnen, lassen sich mithilfe der Festkorper-NMR-Spektroskopie un-

tersuchen.
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Die NMR-Spektroskopie gestattet Aussagen zur atomar aufgelosten 3D-
Struktur biologischer Makromolekiile, wie z.B. Proteine, Nukleinsduren und
Lipide. Zudem ist es moglich, Aussagen iiber dynamische Eigenschaften
dieser Molekiile iiber einen weiten Bereich charakteristischer Zeiten, die von
Pikosekunden zu Sekunden reichen, zu treffen. Schliefllich kann die NMR-
Spektroskopie zur Charakterisierung der Wechselwirkung von Proteinen [37,
61,95] und von Proteinen mit Liganden [122], wie auch zum Studium von

Proteinfaltungsprozessen [26,91] verwendet werden.

1.4.2.1 Kerndrehimpuls und magnetisches Moment

Ein Atomkern, bei dem es sich um ein quantenmechanisches Teilchen han-
delt, besitzt neben Masse und Ladung einen Drehimpuls (ﬁ). Dieser wird
auch Kernspin genannt und ist gequantelt. Der Betrag des Kerndrehimpul-
ses (P) wird durch die Kernspinquantenzahl (I) bestimmt. Dabei tritt das
Plancksche Wirkungsquantum (k) bzw. das reduzierte Plancksche Wirkungs-
quantum /i = h/2m als Proportionalitiatsfaktor in Erscheinung. Die Kernspin-
quantenzahl I kann nur halbzahlige oder ganzzahlige, nicht negative Werte
annehmen:

P=+IT+1) A Ief0, 1/2, 1, 3/2, ..} (1.1)

Der Kerndrehimpuls ist mit einer rotierenden elektrischen Ladung assoziiert,
welche ein magnetisches Moment ({i) besitzt. Der Vektor des magnetischen
Momentes ist mit dem Drehimpulsvektor iiber eine isotopenspezifische Pro-

portionalitdtskonstante, das gyromagnetische Verhiltnis (y), verkniipft:

i=y-P (12)

Das gyromagnetische Verhiltnis eines Kerns steht mit dessen Nachweisemp-
findlichkeit bei der NMR-Spektroskopie in Zusammenhang. Je grofler der
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Betrag von y, desto empfindlicher der Atomkern und umgekehrt. Atom-
kerne mit der Kernspinquantenzahl I = 0 verfiigen tiber keinen Drehimpuls.
Daher besitzen sie auch kein magnetisches Moment und kénnen in der NMR-

Spektroskopie nicht nachgewiesen werden.

1.4.2.2 Kerne in einem statischen Magnetfeld

Wirkt ein Magnetfeld (Bo) in z-Richtung des ortsfesten kartesischen Koordi-
natensystems auf einen Kern mit dem Drehimpuls Pund einem magnetischen
Moment I, so ist die Komponente des Drehimpulses in der Feldrichtung (P,)

gequantelt:

P.=m-h, m=-I, -I+1, .., I (1.3)

Fiir die magnetische Quantenzahl (m) ergeben sich 2I + 1 mogliche Werte
und damit ebenso viele Orientierungsmoglichkeiten von Drehimpuls bzw.
magnetischem Moment relativ zu ﬁo. Das bedeutet, fiir ein Proton mit einer
Kernspinquantenzahl von I = 1/2 ergeben sich die magnetischen Quanten-
zahlen m = +1/2 und m = —1/2 und folglich zwei Orientierungsmoglichkei-
teten des magnetisches Dipolmomentes [ mit y; = +3y/. Im Magnetfeld Bo

wirkt auf das magnetische Dipolmoment [i das Drehmoment M mit:

- N -

M=ixB (1.4)

Dieses Drehmoment verursacht eine Priazessionsbewegung des magneti-
schen Momentes [/, um die Magnetfeldrichtung mit der Larmorfrequenz

VL.

v = =— By (1.5)
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Durch die Wechselwirkung des gequantelten magnetisches Dipolmomentes
{> mit dem Magnetfeld By ergeben sich diskrete Energieniveaus des Kern-

spins:

E=—u.-By (1.6)

Somit ergeben sich fiir einen Atomkern mit 2]+1 Orientierungsmoglichkeiten
des Drehimpulses auch 21 +1 Energieniveaus. Folglich erhilt man z.B. fiir ein
Proton mit den magnetischen Quantenzahlen m = +1/2 und m = —1/2 zwei
Energieniveaus. Die z-Komponente des magnetischen Momentes des Protons
steht dabei entweder parallel (Zustand a, energetisch giinstig) oder antipar-
allel (Zustand f, energetisch ungtinstig) zum Magnetfeld By. Im thermody-
namischen Gleichgewichtszustand verteilen sich die Kerne auf die beiden
moglichen Energieniveaus E(a) und E(f). Die Besetzungszahlen der beiden
Energieniveaus (N, und Ng) hdngen von der Temperatur (T) ab und kénnen
durch die Boltzmann-Verteilung beschrieben werden:

Np

_ ~AE/ksT 17
N =¢ (17)

Im Vergleich zu dem Energieunterschied AE=E(S)—E(a) der beiden Zustande
ist die Energie der Warmebewegung der Atome kgT sehr grofs. Dies fiihrt
dazu, dass die Besetzungszahlen der beiden Energieniveaus nahezu identisch
sind. Es gibt lediglich einen geringfiigigen Besetzungsiiberschuss auf dem
energetisch giinstigeren Niveau «, der zu einer messbaren Magnetisierung
(]\Zo) in Feldrichtung fiihrt.

1.4.2.3 In der NMR-Spektroskopie verwendete Isotope

Die am héufigsten in biologischen Molekiilen vorkommenden Elemente sind
Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H), Stickstoff (N), Sauerstoff (O) und Phosphor
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(P). Die dominierenden Isotope von Kohlenstoff (**C, natiirliche Haufigkeit
98,9%) und Sauerstoff (}°O, natiirliche Haufigkeit 99,8%) haben eine Kern-
spinquantenzahl von I = 0 und sind mit NMR-Spektroskopie nicht messbar.
Der leichte Wasserstoff (*H, natiirliche Haufigkeit 99,98%) und 3'P (natiirli-
che Haufigkeit 100%) zeichnen sich durch eine Kernspinquantenzahl I = 1/2
aus und lassen sich mittels NMR-Spektroskopie untersuchen. Das Stickstoff-
isotop (N, natiirliche Haufigkeit 99,6%) hat eine Kernspinquantenzahl von
1. Bei diesem Isotop handelt es sich um einen Quadrupolkern, der eine sehr
schnelle Relaxation aufweist und daher breite Signale liefert. Fiir biologisch
motivierte NMR-Messungen an Kohlenstoff und Stickstoff nutzt man hédu-
fig die selteneren Isotope mit einer Kernspinquantenzahl von I = 1/2. Diese
Isotope weisen eine relativ langsame Relaxation auf und liefern daher star-
ke Signale im NMR-Spektrum. Das betrifft 13C (natiirliche Haufigkeit 1,1%)
und N (natiirliche Haufigkeit 0,37%). Da diese Isotope nur eine geringe
nattirliche Haufigkeit aufweisen, miissen sie in den zu messenden Proteinen
angereichert werden. Dies wird erreicht, indem den Bakterien, welche das
Protein herstellen, 1*C-markierte Glukose und ®N-markiertes Ammonium-
chlorid als einzige Kohlenstoff- bzw. Stickstoffquelle zur Verfligung gestellt
wird. Werden die Proteine synthetisiert und nicht durch Bakterien hergestellt,
so miissen entsprechend mit Isotopen angereicherte Aminosduren verwen-
det werden. Ist das Protein oder der Proteinkomplex zu grofs und liefert im
Spektrum daher zu breite Signale, so kann man einen Teil der Protonen (H)

in den Proteinen durch Deuterium (*H) ersetzen [62].

1.4.2.4 Grundlagen der NMR-Messung

Das magnetische Moment [{ eines Spin ; Kerns prizediert im Magnetfeld Bo
auf einem von zwei erlaubten Kegelménteln (Zustand a bzw. ) um die Ma-
gnetfeldrichtung (z-Achse des ortsfesten Koordinatensystems). Ein willk{ir-
lich herausgegriffener und in NMR-Experimenten beobachteter Spin 1 Kern
existiertin einer typischen NMR-Probe (Konzentration ca. 1 mM, Volumen ca.
200 pl) in ca. 10'7 Kopien. Diese 10 magnetischen Momente prizedieren im
Gleichgewicht unabhéngig voneinander (d.h. ohne Phasenkorrelation) auf



1.4. STRUKTURAUFKLARUNG VON PROTEINEN 21

einem der beiden erlaubten Kegelmintel. Durch den geringfiigigen Beset-
zungsiiberschuss im Zustand « ergibt die Summation tiber die magnetischen
Momente aller 107 gleichartigen Kerne im Gleichgewicht eine Nettomagne-
tisierung Mo entlang der z-Achse. Fiir die anschlielende Beschreibung des
einfachen NMR-Experiments verwendet man hiufig ein um die z-Achse mit
der Larmorfrequnz v;, rotierendes Koordinatensystem (x’, y’, z’).

Durch geeignete Einstrahlung einer elektrischen Leistung in Form einer
elektromagnetischen Welle im Radiofrequenz (RF)-Bereich, deren Frequenz
exakt der Larmorfrequenz des untersuchten Kernspins entspricht, kann man
ein zusétzliches Magnetfeld B; erzeugen, welches im rotierenden Koordina-
tensystem stationér ist und z.B. in Richtung der x’-Achse zeigt. Dieses B;-Feld
bewirkt eine Rotation der anfanglich in z’-Richtung zeigenden Nettomagne-
tisierung M in der y’z’-Ebene um die x’-Achse. Schaltet man das RF-Feld
wieder aus sobald M einen Winkel von 90° (M zeigt dann in -y’-Richtung)
bzw. 180° (M zeigt dann in -z’-Richtung) durchlaufen hat, so spricht man
von einem 90° bzw. 180 ° RE-Puls. Nach einem 90 ° Puls rotiert der M-Vektor
mit der Larmorfrequenz in der xy-Ebene um die z-Achse des stationédren Ko-
ordinatensystems. Der rotierende Vektor M erzeugt in der Empfangerspule
einen Wechselstrom, der als Funktion der Zeit detektiert wird. Durch Wech-
selwirkungen der Spin untereinander dephasiert die Magnetisierung in der
x"y’-Ebene des rotierenden Koordinatensystems (T,- oder transversale Rela-
xation). Durch Wechselwirkung der Kernspins mit der Umgebung wird der
urspriingliche Besetzungsunterschied der Zustande « und g allméhlich wie-
der hergestellt (T1- oder longitunale Realxation). In der Summe fithren beide
Arten von Relaxation zu einer Abnahme der Amplitude des detektierten
Wechselstromsignals tiber die Zeit, man spricht vom , freien Induktionsab-
fall” (engl.: FID, free induction decay).

1.4.2.5 Fourier-Transformation-NMR

RF-Pulse hoher Leistung konnen einen breiten Spektralbereich gleichzeitig
anregen (z.B. des gesamte 'H-Spektrum). Der detektierte FID ist dann eine
Uberlagerung von Schwingungen mit den Larmorfrequenzen aller Kerne,
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deren Magnetisierungsvektoren wéahrend der Detektionsphase in der x,y-
Ebene prazedierten. Um das gewiinschte NMR-Frequenzspektrum zu erhal-
ten, muss das in der Zeitdoméne detektierte Signal (FID) tiber eine Fourier-
Transformation (FT) in die Frequenzdoméne iibertragen werden. Die Einfiih-
rung der FT-NMR hat die NMR-Spektroskopie revolutioniert [4]. Im Vergleich
zur sequenziellen Abtastung des Frequenzspektrums bei der vorher tiblichen
CW-NMR-Spektroskopie wird fiir die Aufnahme eines Spektrums nur noch
ein Bruchteil der vorher tiblichen Zeit benotigt. Durch mehrmalige Wieder-
holung des FI-NMR-Experiments in Verbindung mit Signalakkumulation
kann das Signal-Rausch-Verhiltnis erhoht werden.

1.4.2.6 Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Bei der 1D NMR-Spektroskopie wird das Spinsystem zunéchst in der Pra-
parationsphase mit einer Serie von RF-Pulsen und Wartezeiten in einen de-
finierten Zustand gebracht. Anschlieffend wird in der Detektionsphase ein
FID registriert, der Informationen iiber die Larmorfrequenzen aller Magneti-
sierungsvektoren enthilt, welche in dieser Zeit in der xy-Ebene préazidieren.
Das 1D NMR-Spektrum zeigt die Intensitdten der registrierten NMR-Signale
als Funktion der Larmorfrequenz (in der Regel in der relativen Einheit ppm
dargestellt). Misst man ein 1D 'H-Spektrum eines Proteins, so gruppieren
sich die Signale von Kernen mit dhnlicher chemischer Umgebung in be-
stimmten Bereichen des Frequenzspektrums (Abb.: 1.6). In 1D Spektren gro-
Berer Molekiile kommt es oft zu Signaliiberlagerungen, die eine Interpreta-
tion schwerer oder unmoglich machen. Durch Aufnahme einer Serie von 1D
NMR-Experimenten, deren Pulssequenz sich lediglich durch die Lénge einer
inkrementierten Wartezeit unterscheidet, kann man eine zweite, indirekte
Zeitdomaéne generieren. Nach zwei Fourier-Transformationen erhélt man ein
2D NMR-Spektrum mit zwei Frequenzachsen. In Abhéngigkeit von der Puls-
sequenz kénnen beide Achsen 'H-Resonanzen oder Resonanzen von Hetero-
kernen (3C, 5N) widerspiegeln. Die Art der im 2D Spektrum beobachteten
Korrelationssignale (Kreuzpeaks, definiert durch zwei Resonanzfrequenzen

und die Signalintensitdt) hédngt ebenfalls von der Pulssequenz ab. Da die
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NMR-Signale jetzt nicht mehr nur entlang einer Dimension sondern in ei-
ner Ebene verteilt sind, ist die Signaliiberlagerung stark reduziert und die
Dispersion erhoht. Durch Einfiihrung weiterer inkrementierter Wartezeiten
lassen sich nach dem gleichen Schema 3D bzw. nD NMR-Experimente auf-
bauen. Damit ldsst sich die Signaliiberlagerung weiter reduzieren wodurch
die detaillierte Charakterisierung von Proteinen mittels NMR erst moglich
wurde. Mit der Einfithrung der 2D NMR-Spektroskopie im Jahr 1971 [54] und
dem Konzept der FT-NMR-Spektroskopie [4] wurde es erstmals moglich eine
sequenzspezifische Zuordnung eines Proteins durchzufiihren [143].

Die Herstellung von uniform *C und >N markierten Proteinen durch
die Uberexpression in Bakterien [70,82] erleichtert die Beobachtung von Kor-
relationen zwischen Protonen und den Heterokernen in 3D Experimenten
enorm, was das Spektrum an Pulssequenzen deutlich erweiterte. Bei °C
und PN handelt es sich im Vergleich zu 'H wegen ihres geringeren gy-
romagnetischen Verhiltnis y um relativ unempfindliche Kerne. Die Emp-
findlichkeit dieser Kerne ldsst sich steigern, indem die Magnetisierung vom
empfindlichen 1H Kern auf einen unempfindlichen, meist tiber eine hete-
ronukleare J-Kopplung, tibertragen wird. Eine solche Transfermoglichkeit
wird tiber INEPT (engl.: insensitive nuclei enhanced by polarisation trans-
fer) realisiert. Dieser Transfer beruht auf Korrelation zweier Kerne durch
deren skalare Kopplung. Auch ein Magnetisierungstransfer zwischen Proto-
nen, welche nicht durch J-Kopplung aneinander gekoppelt sind ist moglich.
Der Kern-Overhauser-Effekt (engl.: Nuclear Overhauser Enhancement, NOE)
beruht auf der Kreuzrelaxation raumlich benachbarter Kerne durch dipolare
Kopplungen. Nach der gezielten Sittigung eines ausgewahlten NMR-Signals
kann sich die Intensitit eines anderen Signals infolge des NOEs dndern, was
Riickschliisse auf die raumliche Nihe dieser Kerne zulédsst [79,160]. NMR-
Experimente die auf diesem Effekt aufbauen, sind unabhéngig von der J-
Kopplung zwischen den interagierenden Kernen und sind lediglich von der
rdaumlichen Néhe der beiden Kerne abhingig. Je geringer die raumliche Ent-
fernung zweier Protonen ist, desto starker der NOE. Der Effekt ist jedoch auf
Protonen innerhalb eines Radius von 5 A begrenzt [49]. Ein Experiment um
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Abbildung 1.6: 'H NMR-Spektrum eines kleinen Proteins. Typische Frequenzbereiche unter-
schiedlicher Protonen in Proteinen sind angegeben. (Verdndert nach Stangler et al. (2006) [126])

NOE:s biologischer Makromolekiile mittels NMR zu messen ist das mehr-
dimensionale NOESY-Experiment (engl.: nuclear overhauser enhancement
spectroscopy experiment) [157].

1.4.3 NMR-Untersuchungen mittels Modellmembranen

In dieser Arbeit wurden NMR-Messungen an membranstdndigen Proteinen
durchgefiihrt. Bei einer biologischen Membran handelt es sich um eine Li-
piddoppelschicht aus amphipatischen Lipiden die aus einer hydrophoben
Schwanzgruppe und einer polaren Kopfgruppe bestehen und Membranpro-
teine enthalten konnen. Die Kopfgruppen orientieren sich dabei zum Wasser
hin. Die hydrophoben Schwanzgruppen hingegen von Wasser weg. Dadurch
bildet sich im Inneren der Membran ein hydrophober Bereich aus. Membran-
proteine verfiigen ihrerseits tiber hydrophobe Bereiche, mit denen sie sich in
der Membran verankern, um diese vom Wasser abzuschirmen. Wenn keine

Membran vorhanden ist, fallen diese Proteine in polaren Losungen aufgrund
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Abbildung 1.7: Darstellung der Modellmembranen Mizelle und Nanodisc. Detergenzien bzw.
Lipide haben eine hydrophile Kopfgruppe (runde Kreise) und sind mit ein oder zwei hydro-
phoben Schwinzen (gewellte Linien) ausgestattet. A Mizellen bestehen aus Detergenzien bzw.
Lipiden die eine kugelférmige Struktur bilden, indem sie die hydrophile Képfe zum Wasser ori-
entiert sind und so ihre hydrophoben Schwénze abschirmen. B Die Nanodisc besteht aus einer
Lipid-Doppelmembran (gelb) und 2 amphipathischen Polypeptiden (blau) die den hydrophoben
Membranrand umschliefien und diesen so vom Wasser abschirmen.

ihrer hydrophoben Bereiche aus. Um solche Proteine mittels Fliissig-NMR-
Spektroskopie messen zu kénnen, miissen diese jedoch in Losung gehalten
werden. Membranproteine in der Membran einer biologischen Zelle zeigen
jedoch eine viel zu grofie Rotationskorrelationszeit, als dass sie mit Fliissig-
NMR-Spektroskopie untersucht werden konnten. Stattdessen kann ein weni-
ger polares Losungsmittel wie z.B. Trifluoroethanol (TFE) in Wasser [32,106]
verwendet werden, um Membranproteine in Losung zu halten. Dies kommt
einer Membran jedoch nicht sehr nahe. Alternativ wird auf Modellmembra-
nen zuriickgegriffen, die eine Umgebung mit polaren und weniger polaren
Bereichen und eine Geometrie die der natiirlichen Zellmembran sehr na-
he kommt bieten. Die Modellmembran, die der Zellmembran am nichsten
kommt ist das Liposom. Aufgrund seiner Grofe ist es jedoch fiir die Fliissig-
NMR ungeeignet. Es wird aber in der Festkdrper-NMR verwendet [25, 156].
Mizellen (Abb.: 1.7) hingegen kénnen aufgrund ihrer vergleichsweise ge-
ringeren Grofse in der Fliissig-NMR-Spektroskopie verwendet werden [145].
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Mizellen bestehen aus amphipathischen Detergenzmolekiihlen, konnen aber
auch Lipide enthalten. Mizellen bilden sich, sobald eine kritische Konzen-
tration (cmc, engl.: critical micelle concentration) dieser Stoffe in der Losung
tiberschritten wird. Die Mizelle ist ein flexibles Gebilde in dessen Inneren ein
hydrophober Bereich ausgebildet wird. Hier kénnen hydrophobe Bereiche
der Membranproteine eingelagert werden. Die Geometrie der Mizelle weicht
jedoch von der Geometrie der Zellmembran ab. Zudem befinden sich noch
einzelne Detergenzmolekiihle in der Losung. Bizellen [109] sind eine wei-
tere Modellmembran mit hinreichend kurzen Rotationskorrelationszeiten,
so dass Fliissig-NMR-Untersuchungen an eingebauten Membranproteinen
moglich sind. Bizellen bieten eine Geometrie, die der Geometrie der natfirli-
chen Zellmembran dhnlich ist. Bei der Bizelle bilden Lipide eine Lipiddoppel-
schicht aus. Deren hydrophober Rand wird durch Detergenzien vom polaren
Losungsmittel abgeschirmt. Jedoch ist die Auswahl an geeigneten Lipiden
und Detergenzien begrenzt. Zudem befinden sich auch hierbei noch ein-
zelne Detergenzmolekiihle in der Losung. Falls Detergenzmolekiihle in der
Losung nicht toleriert werden kénnen, stellen Nanodiscs [24,89] (Abb.: 1.7)
eine vorteilhafte Alternative dar. Sie bestehen aus einem Lipiddoppelschicht-
fragment, dessen hydrophober Rand durch ein amphiphatisches Polypeptid
(MSP; engl.: membrane scaffold protein) von der polaren Lésung abgeschirmt
wird. Nanodiscs sind sehr variabel in ihrer Grofe. Je nach verwendeter MSP-
Variante und Zahl der enthaltenden Lipidmolekiile variiert ihre Grofie von
ca. 5 bis 20 nm. Zudem lassen sich in Nanodiscs eine Vielzahl von verschie-
denen Lipiden einbauen. Die Proteine konnen wéhrend der Assemblierung
eingefiigt werden, oder direkt in die Nanodiscs hinein synthetisiert werden.
Diese Proteine konnen dann in der Fliissig-NMR-Spektroskopie untersucht
werden [44].

1.5 Ziele dieser Arbeit

Das humane BST2 ist ein Protein der intrinsischen Virusabwehr der Zellen. Es
besteht aus einer a-helikalen extrazelluliren Domine, die C-terminal durch
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einen GPI-Anker und N-terminal durch eine Transmembrandomaéne in der
Zellmembran verankert ist. Zudem verftigt das Protein tiber eine N-terminale
zytoplasmatische Doméne [90]. Beim Knospen von umbhdillten Viren von einer
infizierten Zelle, ist das BST2 mit seinen zwei Membranankern vermutlich in
der Lage, gleichzeitig in der Zellmembran als auch in der Virusmembran ver-
ankert zu sein. Hierdurch werden Viruspartikel an der Membranoberflache
festgehalten und konnen keine weiteren Wirtszellen infizieren [46].

Das VpU ist ein akzessorisches Protein des HIV-1 [138]. Es besteht aus
einer Transmembrandoméne und einer zytoplasmatischen Doméne. Unter-
suchungen zeigen, dass VpU das BST2 iiber eine Interaktion der Transmem-
brandoménen beider Proteine bindet [5,123]. In der Folge wird das BST2 von
der Oberfldche herabreguliert [2] und das HIV-1 kann ungehindert von der
Zelloberfliache knospen und andere Zellen infizieren.

Der genaue Ablauf dieser Interaktion ist von entscheidender Bedeutung
fiir das Verstandnis einer HIV-Infektion auf struktureller Ebene und fiir die

Entwicklung von neuen therapeutischen Anséatzen.

Das Ziel dieser Arbeit war die strukturelle Charakterisierung der Bin-
dung von BST2 und VpU. Die Charakterisierung erfolgte unter Verwendung
NMR-spektroskopischer Methoden. Da es sich bei BST2 wie auch bei VpU um
membranstiandige Proteine handelt, mussten die Messungen in Anwesenheit
eines Modellmembransystems (DPC-Mizellen) durchgefiihrt werden. Bei der
Charakterisierung der Bindung wurde besonderes Augenmerk auf die Betei-
ligung der zytoplasmatischen Doménen beider Proteine gelegt. Dazu wur-
den Genkonstrukte hergestellt, die die Transmembrandoméne als auch die
zytoplasmatische Domaine des jeweiligen Proteins beinhalteten. Die Herstel-
lung von membranstdndigen Proteinen stellt immer eine Herausforderung
dar. Dies gilt insbesondere bei zytotoxischen Proteinen wie dem BST2. Die
Herstellung ausreichender Proteinmengen fiir eine NMR-Messung erforder-
te ein speziell angepasstes Herstellungs- und Reinigungsprotokoll. Daher
wurde ein auf E. coli basiertes zellfreies Synthesesystem etabliert und ein
Standardreinigungsprotokoll fiir derart hergestellte Proteine entwickelt.

Nach der erfolgreichen Charakterisierung der Sekundarstruktur des BST2
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und des VpU bestand ein weiteres Ziel darin, die Bindestellen fiir das je-
weils andere Protein zu lokalisieren. Dies erfolgte ebenfalls durch NMR-
spektroskopische Methoden.

Schliefilich sollten die Grundlagen fiir das Studium der Bindung von
BST2 und VpU unter Verwendung von Fusionskonstrukten erarbeitet wer-
den. Dazu wurde ein Fusionskonstrukt aus BST2 und VpU entworfen, und
die effiziente Herstellung elektrostatisch geladener Nanodiscs, einem geeig-
neten Modellmembransystem fiir Studien am Fusionskonstrukt, etabliert.

Von besonderem Interesse bei der Charakterisierung der Bindung von
BST2 und VpU war dabei die eventuelle Beteiligung der zytoplasmatischen
Doménen, da diese bei vorangegangenen strukturellen Untersuchungen nicht
in Betracht gezogen worden waren. Fiir ein Gesamtverstandnis der Inter-
aktion ist die eventuelle Beteiligung dieser Domé&nen jedoch von grofiem

Interesse.



Kapitel 2

Material

2.1 Bakterienstimme

Tabelle 2.1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme

Stamm Genotyp Referenz
E. coli A19 Hfr(PO21), rma-19, gdhA2, his-95?, Clark, A.J. (1963)
relAl, spoT1, metB1l [18]

E. coli BL21(DE3)T1R

E. coli BL21(DE3)RIL

E. coli C43(DE3)

E. coli Mach1 T1X

F-, ompT, hsdSB(rB-mB-), gal, dcm,
A(DE3), tonA

F-, ompT, hsdS, (rB- mB-), dem+,
Tetr, gal, 1 (DE3), endA, Hte [argU
ileY leuW Camr]

F-, ompT, hsdSB, (rB-mB-), gal, dcm,
(DE3)

F-, ¢80lacZAM15, AlacX74,
hsdR(rK-, mK+),  ArecA1398,
endAl, tonA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Stratagene, La Jol-
la, CA, USA

Miroux, B. (1996)
(85]

Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA

29
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2.2 Plasmide

KAPITEL 2. MATERIAL

Tabelle 2.2: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Name Resistenz  Eigenschaft Quelle
pAR1219 Ampicillin Expressionsvektor mit Sigma-Aldrich,
T7RNAP Uberexpression St. Louis, MO,
USA
pET22b_deltalLac_ ~ Ampicillin integriertes Gen kodiert diese Arbeit
BST2tmcyt ftir humanes BST2tmcyt
mit N-term. Hiso-Tag
und TEV-Schnittstelle
pET22b_deltalac_ ~ Ampicillin  integriertes Gen kodiert diese Arbeit
BST2tmcyt-VpU- fiir ein Fusionsprotein
Rho aus HIV-1 VpU und hu-
manem BST2tmcyt (ver-
bunden mit einem (GS)s
Linker) und C-term. Rho-
Tag [50,92]
pET22b_deltalac_ Ampicillin  integriertes Gen, kodiert Institut fiir bio-
GFP ftr GFP physikalische
Chemie, Uni-
versitdt Frank-
furt
pET22b_deltaLac_ ~ Ampicillin integriertes Gen kodiert diese Arbeit
VpU-HIS fr HIV-1 VpU und C-
term. His¢-Tag
pET28a_MSP1D1 Kanamycin integrierts Gen kodiert (Addgene plas-
fir MSP1D1 und N-term. mid 20061) [24]
Hisg-Tag
pRK793_TEV Ampicillin  integriertes Gen kodiert (Addgene plas-
fiir die TEV-Protease und mid 8830) [58]

N-term. Hise-Tag

Vektorkarten der in dieser Arbeit hergestellten Plasmide befinden sich im

Anhang.
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2.3 Oligonukleotide

Tabelle 2.3: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide
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Name

Nukleotidsequenz

T7-Promotor
T7-Terminator

GCT AGT TAT TGC TCA GCG G
TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

2.4 Biochemikalien, Chemikalien und Kits

Tabelle 2.4: Die verwendeten Biochemikalien, Chemikalien und Kits

Material Bezugsquelle

1,4-Dithiothtreitol Carl Roth, Karlsruhe
2-Merkaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Acrylamid AppliChem, Darmstadt
Aluminiumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ammoniak VWR, Radnor, PE, USA
Ammoniumpersulfat (APS) AMRESCO, Solon, OH, USA

Adenosin 5'-triphosphat
Antifoam Y-30 Emulsion
Biotin

Borsédure

Brij 35

Brij 58

Bromophenolblau
Calciumchlorid
Ca-Phanthotenat

Chloroform

Coomassie Brilliantblau G250
Cytosin 5’-triphosphat
Cyanocobalamin
Deuteriumoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dodecylphosphocholin
Dodecylphosphocholin (D38, 98%)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Euriso-Top, Saarbriicken
AppliChem, Darmstadt

Cube Biotech, Mohnheim
Euriso-Top, Saarbriicken
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KAPITEL 2. MATERIAL

Tabelle 2.5: Die verwendeten Biochemikalien, Chemikalien und Kits (Fortsetzung I)

Material Bezugsquelle

EDTA AppliChem, Darmstadt
Eisen(II)-sulfat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Essigsdure AppliChem, Darmstadt

Ethanol VWR, Radnor, USA

Folinsdure Calciumsalz Pentahydrat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Formaldehyd Carl Roth, Karlsruhe

Glycerin AppliChem, Darmstadt

Glycin AppliChem, Darmstadt

Guanosin 5'-triphosphat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
HEPES AppliChem, Darmstadt

Imidazol AppliChem, Darmstadt
Isopropanol AppliChem, Darmstadt
Kalium-lithium-acetyl-phosphat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Kaliumacetat AppliChem, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem, Darmstadt
Kaliumhexacyanidoferrat(III) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Kaliumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe
Kupfer(Il)-chlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt
Magnesiumacetat-Tetrahydrat Carl Roth, Karlsruhe

Mangan(II)-sulfat

Methanol

Natriumcholat

Natrumacid

Natriumcarbonat

Natriumclorid

Natriumdodecylsulfat
Natriumthiosulfat

Ni**NTA Agarose

Nicotinsaure

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit
Phosphoenolpyruvat Monokalium Salz
Polyethylenglycol 8000

Protease Inhibitor EDTA-frei
Pyridoxin-HCl

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAGEN Plasmid Midi Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit
Q-Sepharose

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
QIAGEN, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe
Macherey-Nagel, Diiren
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
Carl Roth, Karlsruhe

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

General Electric, Brisbane, CT, USA
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Tabelle 2.6: Die verwendeten Biochemikalien, Chemikalien und Kits (Fortsetzung II)

Material Bezugsquelle

Riboflavin Carl Roth, Karlsruhe

Silbernitrat Carl Roth, Karlsruhe
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
SuperSignal WestPico Kit ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA
TEMED AppliChem, Darmstadt

Thiamin Carl Roth, Karlsruhe

Tromethamin AppliChem, Darmstadt
Triton-X-100 AppliChem, Darmstadt

tRNA from E.coli MRE 600 Roche Diagnostics, Mannheim
Tryptone Carl Roth, Karlsruhe

Tween-20 AppliChem, Darmstadt

Uracil 5’-triphosphate Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Zinksulfat Carl Roth, Karlsruhe

Zyklohexan AppliChem, Darmstadt

2.5 Enzyme, Proteine und Antikorper

Tabelle 2.7: Die verwendeten Enzyme, Proteine und Antikérper

Material

Bezugsquelle

DNAse A

Immunopure Goat anti-Mouse IgG
(H+L), Peroxidase conjungatet
Lysozym

Ndel

Penta-His™ Antibody BSA-free
Mouse monoclonal IgG,
Pyruvatkinase

RiboLock RNase Inhibitor

T4 DNA Ligase

Taq Polymerase

Xhol

AppliChem, Darmstadt
ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA

AppliChem, Darmstadt
ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA
QIAGEN, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA
ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA
ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA
ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA
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2.6 Aminosdauren

KAPITEL 2. MATERIAL

Tabelle 2.8: Die verwendeten Aminosduren und Aminosduremischungen

Aminosdure Bezugsquelle

Algal amino acid mixture (16AA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(U-°N, 98%)

Algal amino acid mixture (16AA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(U-13C, 98%; U-15N, 98%; U-*H, 97%)

,Cell free” amino acid mix (20AA) Cambridge Isotope Laboratories,
(U-3C, 97-99%; U-'5N, 97-99%) Tewksbury, MA, USA

Glycin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Alanin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Asparagin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Asparagin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(U-13C, 98%; U-'°N, 98%; U-2H, 98%)

L-Arginin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Asparaginsaure Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Cystein Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Glutamin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Glutamin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(U-13C, 98%; U-1°N, 99%; U-2H, 98%)

L-Glutaminsdure Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Histidin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Isoleucin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Leucin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Lysin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Methionin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Phenylalanin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Prolin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Serin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Threonin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Tryptophan Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Tryptophan Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(U-13C, 98%; U-1°N, 98%)

L-Tyrosin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Valin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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2.7 Groffenmarker
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Tabelle 2.9: Die verwendeten GrofSenstandards

Material

Bezugsquelle

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Pierce Unstained Protein Molecular
Weight Marker

Precision Plus Protein Dual Color Stan-
dards

ThermoFisherScientific, Waltham,
MA, USA

ThermoFisherScientific, Waltham,
MA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Abbildung 2.1: Die Abbildung zeigt die in dieser Arbeit verwenden Grofienstandards. (A) Ge-
neRuler 1 kb DNA Ladder; (B) Pierce Unstained Protein Molecular Weight Marker; (C) Precision

Plus Protein Dual Color Standard
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2.8 Gerite

KAPITEL 2. MATERIAL

Tabelle 2.10: Die verwendeten Gerite

Gerat Bezugsquelle

AB54 Feinwaage Mettler-Toledo, Columbus, OH, USA
AKTApuriﬁer 900 Chromatografieanla- ~ General Electric, Brisbane, CT, USA
ge

Alpha 1-4 Lyophylle

Alugram SIL G/UV TLC-Platte
Amicon200 Konzentrator
Avanti J-20 XP Zentrifuge
Bruker Avance III
Spektrometer
CECF-Maxi-Reaktor
CECF-Mini-Reaktor
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5804R
ChemieDocC MP Geldokumentations-
system

Direct Detect IR Spectrometer

EPS 1001 Power Supply

HERAsafe KS Abzug

HD NMR-

HPLC Chromatografieanlage
Kaéltethermostat DC10-K10

Lamda 25 UV/VIS Spektrometer
M-110P Microfluidizer

MINI-Rocker MR-1 Kippschiittler
MP220 pH-Meter

MR 3001 Magnetriihrer
NanoPhotometer P-200

PRIM Spektralphotometer

SE260 Mighty Small II Elektrophorese-
kammer

Sonifier 250

Superdex 200 10/300 GL Saule
Techfors 40 1 Fermenter
Thermomixer comfort

Martin Christ Gefriertrocknungsanla-
gen, Osterode am Harz
MACHEREY-NAGEL, Diiren

Merck Millipore, Darmstadt
Beckman Coulter, Brea, CA, USA
Bruker, Karlsruhe

diese Arbeit

diese Arbeit

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Merck Millipore, Darmstadt
General Electric, Brisbane, CT, USA
ThermoFisherScientific, Waltham,
MA, USA

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA

ThermoFisherScientific, Waltham,
MA, USA

PerkinElmer, Waltham, MA, USA
Microfluidics, Westwood, MA, USA
Kisker Biotech, Steinfurt
Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
Heidolph, Schwabach

Implen, Miinchen

SCHOTT Instruments, Mainz
Heofer, Holliston, MA, USA

BRANSON Ultrasonics Corporation,
Danbury, CT, USA

General Electric, Brisbane, CT, USA
Infors, Bottmingen, Schweiz
Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 2.11: Die verwendeten Geréte (Fortsetzung)
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Gerit

Bezugsquelle

Trans-Blot Turbo Western-Blot Kammer
Unitron Inkubationsschiittler

Varian VNMRS 800 MHz NMR-
Spektrometer

Varian VNMRS 900 MHz NMR-
Spektrometer

Vortex-Genie 2 Vortexer

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Infors, Basel, Schweiz

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA

Scientific Industries, Bohemia, NY,
USA

2.9 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.12: Die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Bezugsquelle

Immobilon-P5Q? PVDF-Membran
Omnifix-F Spritze
Slide-A-Lyzer 10K Dialyse-Kassetten

Spectra/Por 4 (MWCO 12-14 kD) Dialy-
seschlauch

Spectra/Por 7 (MWCO 3,5 kD) Dialyse-
schlauch

Sterican Kaniile

Vivaspin 2 (MWCO 3 kD) Konzentrator
Vivaspin 20 (MWCO 3 kD) Konzentra-
tor

Vivaspin 6 (MWCO 30 kD) Konzentra-
tor

Whatmanpapier 3 MM Chr.
Zellkulturplatten (24 well)

Merck Millipore, Darmstadt

B. Braun, Melsungen
ThermoFisherScientific, Waltham,
MA, USA

Spectrum Laboratories, Inc., Rancho
Dominguez, CA, USA

Spectrum Laboratories, Inc., Rancho
Dominguez, CA, USA

B. Braun, Melsungen

General Electric, Brisbane, CT, USA
General Electric, Brisbane, CT, USA

General Electric, Brisbane, CT, USA

General Electric, Brisbane, CT, USA

PAA Laboratories, Pasching, Ostereich
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210 Computerprogramme

Tabelle 2.13: Die verwendeten Computerprogramme

Programm Quelle

Image Lab Version 4.0.1 build 6  Bio-Rad, Hercules, CA, USA

SketchEl Version 1.60 Molecular Materials Informatics, Montréal,
Canada.

GraphPad Prism 5 Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA

CcpNmr Analysis http://www.ccpn.ac.uk/software/analysis
[142]

NMRPipe http://spin.niddk.nih.gov/NMRPipe/ [22]

Microsoft Office 2011 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

TALOS-N http://spin.niddk.nih.gov/bax/software/TALOS-
N/ [119]

TopSpin 3.2 Bruker, Karlsruhe

Vnmzr]J 4.0 Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

Vnmr] 2.3A Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA




Kapitel 3

Methoden

3.1 Plasmidisolierung

Die Isolierung von bis zu 20 ug! Plasmid-DNA wird mittels QIAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN, Hilden) durchgefiihrt. Hierzu werden 5 ml E. coli
Ubernachtkultur verwendet. Die Isolierung erfolgt geméfl Herstellerproto-
koll, basierend auf der alkalischen Lyse [52].

Die Isolierung von bis zu 100 ug! Plasmid-DNA wird mittels QIAGEN
Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Hilden) durchgefiihrt. Hierzu werden 25 - 50 ml
E. coli Ubernachtkultur verwendet. Die Isolierung erfolgt gema® Hersteller-
protokoll.

Die Isolierung von bis zu 500 ug! Plasmid-DNA wird mittels QTAGEN
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, Hilden) durchgefiihrt. Hierzu werden 3 1 E. coli
Ubernachtkultur verwendet. Die Isolierung erfolgt gemaf Herstellerproto-
koll.

3.2 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgt mittels Fluoreszenz-Farbstoff-basierter Sequen-
zierung durch die Firma SEQLAB, Gottingen. Dazu werden 600 - 700 ng!
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Plasmid-DNA mit 20 pmol! Primer (T7-Promotor oder T7-Terminator) ver-
mischt und auf 7 ul! mit ddH,O aufgefiillt. Jeder Reaktionsansatz wird in
einem 200 ul! Reaktionsgefdfs an SEQLAB versendet.

3.3 Bestimmung von DNA-, Detergenz- und Pro-

teinkonzentrationen

3.3.1 UV-Vis-Spektroskopie

Die Bestimmung der Konzentration erfolgt mittels photometrischer Messun-
gen und dem Lambert-Beerschen Gesetz [41]. Hierzu wird die Absorption
bei 260 nm! (DNA) und 280 nm (Proteine) bestimmt.

3.3.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die dsDNA-Konzentration (cpna) in ng/ul entspricht der gemessenen Ab-
sorption bei 260 nm multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor (V) und dem
Multiplikationsfaktor fiir dsDNA von 50. Benutzt wird eine Quarzkiivette
mit 10 mm optischer Weglidnge. Die Kiivette ist fiir Licht der Wellenldnge
260 nm durchlédssig. Vom UV-Spektrum der dsDNA-Losung wird zunédchst
das mit der gleichen Kiivette gemessene UV-Spektrum des Puffers subtra-
hiert, um dann die bei 260 nm gemessene Absorption (Ajsp) der dsDNA
ablesen zu konnen.

n
CDNA[y—ﬂ = Ao -V -50 (3.1)

3.3.1.2 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration (c,t) wird unter Verwendung der gemessenen Ab-
sorption der Proteinlosung bei 280 nm (Ajgp) auf der Basis des Lambert-
Beerschen Gesetzes berechnet. Dabei ist das UV-Spektrum zunéchst durch



3.3. BESTIMMUNG VON DNA-, DETERGENZ- UND PROTEINKONZENTRATIONE

Subtraktion des Pufferspektrums zu korrigieren. Der Extinktionskoeffizent
des Proteins bei 280 nm (e350) wird mit Hilfe des Webtools Pro’cparam1 aus
der Aminoséduresequenz des Proteins abgeleitet. Die optische Wegldnge der
Kiivette wird mit d bezeichnet [41].

Adgy = epg0-C-d (3.2)

Bei 280 nm zeigen lediglich die aromatischen Aminosduren Tryptophan und
Tyrosin eine nennenswerte Absorption. Daher eignet sich Gleichung 3.2 nur
zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen, die mindestens eine dieser
Aminosduren enthalten.

3.3.2 Infrarot-Spektroskopie

Mit Hilfe der Infrarot-Spektroskopie kann die Konzentration von Proteinen
unabhingig von den Seitenketten der Aminosduren bestimmt werden. Im
Direkt Detect IR-Spektrometer der Firma Merck Millipore wird die Absorpti-
on elektromagnetischer Strahlung durch Proteine im Wellenzahlbereich 1600
- 1690 cm™! (Amide I Bande, diese widerspiegelt hauptsichlich die C=0-
(ca. 80%) und die C-N- (ca. 20%) Valenzschwingungen im Proteinriickgrat)
genutzt, um die Proteinmenge auf einem weitgehend IR-transparenten Po-
lymerfilm (Tragermaterial) zu quantifizieren (Abb.: 3.1). Durch sorgfiltiges
Trocknen des Proteinfilmes vor der Messung kann eine Stérung der Protein-
quantifizierung durch die IR-Absorption von Wasser (Deformationsschwin-
gung bei 1596 cm™!) weitgehend vermieden werden. Das Direct Detect IR-
Spektrometer kann ebenfalls zur Bestimmung der Lipid- oder Detergens-
konzentration in der Probe genutzt werden. Dies ist oft unabhdngig von bzw.
zuséatzlich zur Proteinquantifizierung moglich. In Abhédngigkeit vom inter-
essierenden Lipid bzw. Detergens konnen héufig isolierte und spezifische

IR-Banden von Valenzschwingungen aliphatischer Gruppen des Analyten im

http://web.expasy.org/protparam/
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Abbildung 3.1: Beispielspektrum fiir eine Messung mit dem Direct Detect IR-Spektrometer. Zu
sehen ist das komplette Infrarotspektrum und die vergrofierten Bereiche fiir die Lipide- (links)
bzw. Proteinanalyse mit dem Amid I und Amid II Bande (rechts). Die gemessene Probe enthielt
2,8 mg/ml Protein und eine unbekannte Menge Lipid. Verdndert nach Direct Detect Spektrometer
Benutzerhandbuch.

Wellenzahlbereich von 3000 bis 2800 cm ! identifiziert werden, die zur Quan-
tifizierung geeignet sind (Abb.: 3.1). Die zur Konzentrationsbestimmung ge-
nutzten IR-Banden des Proteins, Lipids oder Detergens sind unter idealen
Bedingungen nicht {iberlagert. Nach der Subtraktion des IR-Spektrum der
auf dem gleichen Trdgermaterial nach dem Trocknen verbleibenden Puffer-
bestandteile vom eigentlichen IR-Spektrum des Proteins/Lipids/Detergens
(in Puffer gelost, auf den Trdger aufgebracht und sorgfiltig getrocknet),
wird die Intensitit der interessierenden IR-Banden durch Integration des
IR-Spektrums {iber einen geeigneten Wellenzahlbereich bestimmt. Mit Hilfe
einer im Vorfeld, idealerweise unter Verwendung des Zielmolekiils, erstellten
Standardkurve kann die integrale IR-Absorption der ausgewéhlten IR-Bande
der untersuchten Probe zur Bestimmung der Konzentration des Zielmolekiils
(Protein, Lipid, Detergens) in der Probe genutzt werden.



3.4. DNA-GELELEKTROPHORESE 43

3.3.2.1 Detergens-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Lipid- bzw. Detergenskonzentration wird zundchst mit
Hilfe des Direct Detect IR-Spektrometers eine Standardreihe des zu charakte-
risierenden Molekiils erstellt. Hierbei ist zu beachten, dass diese im gleichen
Puffer angesetzt werden muss wie die zu messende Probe. Auch ist darauf
zu achten, dass die maximale Konzentration so gewahlt wird, dass die Probe
auf dem Probenkértchen vollstandig trocknen kann und keine wachsahnli-
che Schicht zurtickbleibt. Bei Dodecylphosphocholin (DPC) entspricht dies
einer maximalen Konzentration von 50 mM. Die minimale Konzentration
wird so gewihlt, dass sie noch reproduzierbare Messergebnisse ergibt und
die IR-Bande nicht vom Hintergrundrauschen iiberlagert wird. Bei DPC ent-
spricht dies 5 mM. Die zu messende Probe wird vor der Messung so weit
verdiinnt, dass die Lipid- bzw. Detergenskonzentration innerhalb dieses Be-
reiches liegt. Das Messergebnis wird anschliefend mit dem entsprechenden
Verdiinnungsfaktor multipliziert.

3.3.2.2 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung von Proteinmengen mittels Direct Detect IR-Spektrometer
ist abhdngig von Pufferbedingungen, dem Helixgehalt des Proteins und der
Isotopenmarkierung des Proteins. Unter Beachtung dieser Faktoren wird eine
Standardreihe mit einem Protein erstellt, dessen Konzentration mit eomer un-
abhidngigen Methode (UV-Vis-Spektroskopie (Kapitel: 3.3.1)) ermittelt wer-
den kann. Die Standardkurve sollte den Proteinkonzentrationsbereich von
0,25 bis 5 mg/ml umfassen. Die zu messende Probe wird soweit verdiinnt,
dass ihre Konzentration in diesem Bereich liegt. Das Messergebnis wird an-
schlieflend mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert.

3.4 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese dient dazu, DNA-Fragmente nach der Grofse
aufzutrennen. Dabei macht man sich das Prinzip zu nutze, dass geladene
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Teilchen in einem elektrischen Feld driften. Negativ geladene Teilchen drif-
ten zur Anode, positiv geladene Teilchen zur Kathode. Die durch ihr Phos-
phatriickgrat hauptsachlich negativ geladene DNA driftet somit zur Anode.
Die Driftgeschwindigkeit wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Dazu
zahlt insbesondere die Porengrofle des Agarosegels. Diese ldsst sich beein-
flussen, indem die Agarosekonzentration im Gel variiert wird. Die Agarose
bildet im Gel eine Netzstruktur aus. Je mehr Agarose im Gel, desto kleiner
die Poren in dieser Struktur, desto langsamer driften die DNA-Fragmente
durch diese. Hierbei driften kleinere Fragmente schneller durch das Gel als
grofse Fragmente. Durch diesen Effekt wird eine Auftrennung nach der Grofle
moglich. Die Driftgeschwindigkeit und damit die Dauer des Trennungslau-
fes lasst sich durch die Verdnderung der elektrischen Feldstarke regulieren.
Je starker das Feld, desto schneller wandern die DNA-Fragmente im Gel.
Jedoch nimmt mit steigender Driftgeschwindigkeit die Trennschérfe ab. Zu-
dem haben Faktoren wie der pH-Wert und die Temperatur ebenfalls Einfluss
auf die Driftgeschwindigkeit der einzelnen Fragmente im Agarosegel. In die-
ser Arbeit wird die Gelelektrophorese in Horizontalelektrophorese-Geréten
durchgefiihrt. Die verwendeten Gele bestehen aus Agarose und Ethidium-
bromid in TAE-Puffer (Tab.: 3.1). Zur Herstellung wird die Agarose bei 60 °C
im TAE-Puffer im Verhiltnis 1:100 (w/v) geldst und dann in eine Form ge-
gossen. Etwa 1 cm vor dem Ende des Gels wird ein Kamm gesteckt, der nach
Entfernen im ausgehérteten Gel Taschen hinterlésst. In das leicht abgekiihlte,
aber noch nicht feste, Gel werden 0,02% (v/v) Ethidiumbromid gegeben und
gleichmifig verteilt. Die klare Losung hértet zu einem semitransparenten
Gel aus. Vor dem Einbringen der DNA-Probe in die Gel-Taschen wird diese
mit 5-fach Auftragspuffer (Tab.: 3.1) im Verhaltnis 1/5 (v/v) versetzt. Der Lauf
findet in einem TAE-Puffer-Bad bei 80 V und 300 A statt. Er dauert 20 min.
Die Auswertung findet unter UV-Licht mit Hilfe der GelDoc 2000 (Tab.: 2.10)
statt. Hierbei zeigt das, wéahrend des Laufs zwischen die DNA-Basen inter-
kalierte, fluoreszierende Ethidiumbromid durch ein violettes Leuchten die
Position der einzelnen DNA-Banden an.
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Tabelle 3.1: Puffer fiir die DNA-Gelelektrophorese

TAE-Puffer 100 ml Agaroselosung 5-fach Auftragspuffer
40 mM Tris-acetat, pH 8,0 1% (w/v) Agarose 50 mM EDTA
1 mM EDTA 0,1 mg Ethidiumbromid  50% (w/v) Glycerin
100 ml TAE-Puffer 0,15% (w/v)
Bromophenolblau

0,15% (w/v) Xylencyanol

3.5 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus einzelnen DNA-Banden aus einem Agarose-
gel erfolgt unter Verwendung des Nucleospin Gel and PCR Clean-up Kit
(Macherey-Nagel, Diiren). Hierzu werden die DNA-Banden aus dem Agaro-
segel ausgeschnitten. Aus diesen Gelfragmenten wird nach Herstellerproto-
koll die DNA isoliert.

3.6 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) [87] ist eine in-vitro-Technik, welche zur
Vervielfachung eines genau in Lange und Sequenz definierten DNA-Bereichs
dient. Hierbei kann dieser Bereich um einen Faktor von 10° bis zu 10° ver-
vielfacht werden, in Abhéngigkeit von der Anzahl der Reaktionszyklen. Ein
solcher Zyklus besteht aus drei Phasen, welche sich anhand ihrer Temperatur
unterscheiden. Die erste Phase dient der Denaturierung, wobei der dsDNA-
Strang in zwei ssDNA-Striange zerfdllt. Die Temperatur betrdgt hier 95°C.
Die zweite Phase dient der Hybridisierung der Oligonukleotide (Primer).
Hiervon werden zwei verschiedene benétigt, deren Sequenz komplementar
zum Anfang bzw. zum Ende der zu vervielfdltigenden DNA-Sequenz ge-
wihlt wird. Die Temperatur dieser Phase ist von den gewdhlten Primern
abhéangig und liegt zumeist zwischen 50 °C und 65 °C. Die dritte Phase dient
der Elongation. In ihr ergdnzt eine DNA-Polymerase bei 72 °C, vom Primer
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ausgehend, die beiden ssDNA-Strange zu zwei dsDNA-Strangen. In die-
ser Arbeit wird die Tag-Polymerase benutzt, welche vom Termus Aquaticus
stammt, und daher auch bei hohen Temperaturen noch sehr stabil ist. Aller-
dings besitzt diese Polymerase keine Korrekturlesefunktion. Daher ist immer
eine Sequenzierung zur Kontrolle der DNA-Sequenz nétig. Fiir die Elongati-
on wird zusitzlich eine Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP)-Mischung
benotigt, welche dem Reaktionsgemisch in ausreichender Menge beigeftigt
wird.

3.6.1 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine Variante der normalen PCR, bei der E. coli Zellen
direkt eingesetzt werden konnen. So konnen z.B. neu eingebrachte Plasmide
auf die Richtigkeit des auf ihnen liegenden Gens tiberpriift werden, ohne die
Plasmide zuvor zeitaufwéndig zu isolieren. Die Ergebnisse geben die Grofse
des Gens wieder. Sie sagen jedoch nichts tiber die Nukleotidsequenz aus.
Die Grofe ergibt sich durch den Abstand der Primer-Bindestellen auf dem
Plasmid, zwischen die das zu kontrollierende Gen kloniert wurde. Fiir die
Durchfiihrung einer Kolonie-PCR werden einige Zellen einer einzelnen E.
coli Kolonie in ein 200 ul! Reaktionsgefaf’ iberfiihrt, z.B. mit einem sterilem
Zahnstocher oder einer Pipettenspitze, und mit 20 pl Kolonie-PCR Mix (Tab.:
3.2) aufgefiillt. Die PCR-Reaktion erfolgt nach dem in Tabelle 3.3 dargestell-
ten Schema. Das Ergebnis wird mittels DNA-Gelelektrophorese (Kapitel 3.4)
ausgewertet. Weicht die beobachtete Grofse des DNA-Fragmentes von der
erwarteten ab, so hat die Kloniernung des Plasmids nicht funktioniert und
die E. coli-Kolonie wird verworfen. Stimmt die beobachtete GrofSe mit der er-
warteten GrofSe iiberein, so wird das Plasmid aus der E. coli-Kolonie isoliert

und zur Uberpriifung der Gensequenz sequenziert.
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Tabelle 3.2: Kolonie-PCR Mix fiir die Durchfiihrung einer Reaktion

Kolonie-PCR Mix
2 ul 10x Taq Puffer mit KCl1
2 ul 25 mM MgCl,
0,5 ul 10 mM NTP-Mix
0,25 pl 50 pmol/pl T7 Promotor
0,25 pl 50 pmol/ul T7 Terminator
1 pl Taq Polymerase
14 ul H,O

Tabelle 3.3: PCR Schema fiir Kolonie-PCR

Dauer (min!) Temperatur (gC!)
1x 5 95

1 95
25x 1 52

2 72
1x 00 4
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Abbildung 3.2: Das Schneiden eines DNA-Stranges mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xhol
(A). Ligation in ein neues Plasmid (B). Die Abbildung stellt den grundlegenden Ablauf einer
DNA-Klonierung dar.

3.7 Klonierungstechniken

Zur Herstellung rekombinanter Proteine miissen verschiedene proteinkodie-
rende dsDNA Sequenzen aus Plasmiden geschnitten und in andere Plasmide
eingesetzt werden (Abb.: 3.2). Dies ist unter anderem notig, um gekaufte Gen-
konstukte, welche fiir die zellfreie Proteinsynthese bestimmt sind, aus dem
Standardvektor pMA-T der Firma Geneart, in den Vektor pET22b_deltaLac
zu klonieren.

3.71 Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme

Um dsDNA zu linearisieren oder ein Genfragment aus ihr zu entnehmen,
wird die dsDNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen verdaut. Dies geschieht
mittels kduflich erworbener ,FastDigest”(FD) Enzyme der Firma Thermo Fis-
her Scientific, welche nach Herstellerangaben verwendet werden. Dabei ist
zu beachten, dass 1 pl Restriktionsenzym 1 ug dsDNA in 15 min schnei-
den kann. Spaltansidtze werden nach den Angaben in Tabelle hergestellt
3.4. Dabei konnen unter Umstdnden auch mehrere verschiedene Restrikti-

onsenzyme gleichzeitig eingesetzt werden, deren Volumen dann mit dem
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Tabelle 3.4: 20 pl Spaltansatz mit ,FastDigest”(FD) Enzymen.

Spaltansatz
10 ul dsDNA Losung (2 pg dsDNA)
2 ul FD Restriktionsenzym
2 ul 10x FD Puffer

Wasservolumen verrechnet wird. Nach 15-miniitiger Inkubation bei 37 °C ist
die tiberwiegende Mehrheit der dsDNA geschnitten. Diese kann nun mittels
Gelelektrophorese (Kapitel 3.4) separiert und ggf.! zur weiteren Verarbeitung
extrahiert (Kapitel 3.4) werden.

3.7.2 Ligation von DNA

Soll ein DNA-Fragment in ein, zuvor mit Hilfe von Restriktionsenzymen
linjearisiertes, Plasmid eingebracht werden, so kann dies mit Hilfe der Li-
gase des T4-Bakteriophagen geschehen. Hierbei ist zu beachten, dass die
3’-Schnittstelle des Plasmides mit der 5-Schnittstelle des DNA-Fragmentes
und die 5-Schnittstelle des Plasmides mit der 3’-Schnittstelle des DNA-
Fragmentes {ibereinstimmt. Die aus Agarosegelen extrahierten (Kapitel 3.5)
linearisierten Plasmide und DNA-Fragmente konnen ohne weitere Behand-
lung verwendet werden. Der Ligations-Ansatz (Tab.: 3.5) wird fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend kann der Ansatz zur Transforma-
tion von E. coli (Kapitel 3.8.3) verwendet werden.
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Tabelle 3.5: 20 pl Ligationsansatz

Ligationsansatz
10 pl DNA-Fragment Losung
5 pl liniearisiertes Plasmid Losung
2 ul T4-DNA-Ligase
2 ul 10x T4-DNA-Ligase Puffer

3.8 Bakterienkultur

3.8.1 Kultivierung von E. coli-Stimmen

Zur Vervielfaltigung der Genkonstrukte wird der E. coli-Stamm Mach1 T1R
verwendet. Fiir die Genexpression werden die E. coli-Stimme BL21(DE3)T1R,
BL21(DE3)RIL oder C43(DE3) verwendet. Zur Gewinnung von Zellextrakt
fiir die zellfreie Proteinsynthese dient der E. coli-Stamm A19. Die Kultivierung
erfolgt, wenn nicht anders angegeben, bei 37 °C in LB-Medium (Tab.: 3.6)
mit 50 pg/ml des jeweiligen Antibiotikums unter Schiitteln bei 200 rpm im
Inkubationsschiittler Unitron. Zelldichten werden durch die Messung der
optischen Dichte bei 600 nm (ODgq) ermittelt.

3.8.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Mach1 T1R Zellen werden die-
se zundchst auf einer Agarose-Platte ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Eine Kolonie dieser Platte wird in 500 ml LB-Medium {iberfiihrt.
Die Zellen werden darin bis zu einer Zelldichte von ODgyy = 0,5 - 0,7 heran-
gezogen. Anschliefend werden die Zellen durch 10-mintitige Zentrifugation
bei 4°C und 5000 g pelletiert. Das Pellet wird in 125 ml eiskaltem 100 mM
MgCl, aufgenommen und erneut fiir 10 min bei 4 °C und 4000 g zentrifu-
giert. Die Zellen werden nun zunéchst in 25 ml eiskaltem 100 mM CaCl,
resuspendiert und anschliefend mit 100 mM CaCl, auf 250 ml aufgefiillt.
Diese Zellsuspension wird 20 min bei 4 °C inkubiert und anschlieflend bei
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Tabelle 3.6: LB (engl.: Lysogeny broth) -Medium zur Kultivierung von E. coli [11]

11LB-Medium
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 11 HQO

4°C und 4000 g fiir 10 min zentrifugiert. Das resultierende Zellpellet wird in
10 ml 85 mM CaCl, + 15% (v/v) Glycerol aufgenommen. Daraus hergestellte
200 pl Aliquots werden mit fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlieffend
bei —80 °C gelagert.

Bei Verwendung der E. coli-Stimme BL21(DE3)T1%, BL21(DE3)RIL oder
C43(DE3) werden zunichst einzelne Kolonien in 5 ml SOC-Medium (Tab.:
3.7) uiberfiihrt. Die Bakterien werden {iber Nacht angezogen. Am néchsten
Tag werden aus diesen Kulturen neue 100 ml Kulturen mit einer anfang-
lichen optischen Dichte von ODggy = 0,05 angeimpft. Diese werden bis zu
einer ODgpp = 0,5 - 0,7 herangezogen. Um ein Weiterwachsen zu verhindern,
werden die Zellen moglichst schnell auf Eis abgekiihlt und anschliefend bei
4°C und 3000 g fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wird in 20 ml TFB-I Puf-
fer (Tab.: 3.7) resuspendiert und fiir 10 min unter leichtem Schiitteln auf Eis
inkubiert. Nach einem weiterem Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 3000 g
von 15 min wird das Pellet in 4 ml TFB-II Puffer (Tab.: 3.7) aufgenommen. Die
Zellen werden zunéchst in 200 pul Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren
und danach bei —80 °C gelagert.

3.8.3 Transformation von E. coli Zellen

Um ein Plasmid in E. coli einzubringen, wird ein 200 pl Aliquot von chemisch
kompetenten Zellen des gewiinschten Stammes verwendet. Dieses wird auf
Eis aufgetaut und anschliefend mit 200 pg der Plasmid-DNA versetzt. Mit
Hilfe eines 1-miniitigen Hitzeschocks bei 42 °C, gefolgt von einer 2-miniitigen
Inkubation bei 4 °C, wird das Plasmid in die Zelle eingebracht. Durch die Zu-
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Tabelle 3.7: Puffer zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen

SOC-Medium TFB-I Puffer TFB-II Puffer

0,5% (w/v) Hefeextrakt 30 mM Natriumacetat 10 mM MOPS

2% (w/v) Trypton 50 mM MgCl, 75 mM CaCl,

10 mM NaCl 100 mM NaCl 10 mM NaCl

2,5 mM KCl 10 mM CaCl, 15% (v/v) Glycerin
10 mM MgCl, 15% (v/v) Glycerin pH7,0

10 mM MgSO, pH 6,0

20 mM Glukose

gabe von 800 pl LB-Medium (Tab.: 3.6) und eine einstiindige Inkubation bei
37°C sind die Zellen, welche erfolgreich transformiert wurden, in der Lage
Resistenzen gegen das Antibiotikum aufzubauen, fiir das das eingebrachte
Plasmid ein Resistenzgen besitzt. Anschlieffend werden die Zellen abzen-
trifugiert und das Pellet erneut in 200 pyl LB-Medium aufgenommen. Diese
Suspension wird auf einer LB-Agar-Platte ausplattiert. Es wird eine Patte
gewdhlt, welche mit dem Antibiotikum versetzt ist, fiir das das eingebrachte
Plasmid ein Resistenzgen besitzt. Somit sind nur die erfolgreich transformier-
ten Zellen in der Lage, wiahrend der nun folgenden 12-stiindigen Inkubation
bei 37 °C, Kolonien zu bilden.

3.9 SDS-PAGE nach Laemmli

3.9.1 Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt in dieser Arbeit mittels diskonti-
nuierlicher Gelelektrophorese, auch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (SDS-PAGE, engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylami-
de gel electrophoresis) genannt [21]. Sie wird nach Laemmli [67] durchge-
fihrt. Hierzu wird ein Acrylamid-Gel mit zwei Phasen gegossen, die sich in
pH-Wert und Dichte unterscheiden. Die erste Phase, Sammelgel genannt, hat
einen pH-Wert von 6,8 und eine Acrylamidkonzentration von 6%. Die zwei-
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te, darunter liegende Phase, Trenngel genannt, hat einen pH-Wert von 8,8
und eine Acrylamidkonzentration von 10- bis 15%. Im Sammelgel befinden
sich zusitzlich nach oben offene Taschen, die zum Beladen des Gels mit den
zu trennenden Proteinen dienen. Vor dem Befiillen der Taschen mit Prote-
inlosung muss diese im Verhéltnis 1:3 mit 4x Laemmli-Puffer (Tab.: 3.8) [67]
versetzt werden. Anschlieflend werden die darin enthaltenden Proteine fiir
5 min bei 95 °C inkubiert. In diesem Schritt werden die Proteine durch die
Hitze denaturiert, die Disulfidbriicken durch das 2-Mercaptoethanol aufge-
brochen und die SDS-Molekiile an die Proteine angelagert. Hierdurch werden
alle Proteine denaturiert und erhalten eine negative Ladung. Mindestens eine
Tasche des Gels wird mit einem Grofienstandard (Kapitel: 2.7) befiillt. An-
schlieffend erfolgt die Elektrophorese bei max. 500 V und 45 mA fiir 45 min.
Im, als erstes von den Proteinen zu passierenden, Sammelgel driften die
negativ geladenen Chloridionen mit relativ hoher Geschwindigkeit in Rich-
tung des positiven Pols. Diese nennt man Leitionen. Das bei einem pH-Wert
von 6,8 als Zwitterion vorliegende Glycerin driftet entsprechend langsamer
und wird Folgeion genannt. Zwischen Leit- und Folgeion driftet das, durch
das SDS negativ geladene, Protein ebenfalls zum positiven Pol. Durch den
Spannungsgradienten, welcher sich zwischen Leit- und Folgeion ausbildet,
werden langsamer driftende Proteine beschleunigt und schneller driften-
de Proteine abgebremst. Hierdurch werden die Proteine zu einer schmalen
Bande vereinigt und kommen als solche im Trenngel an. Im Trenngel, bei
einem pH-Wert von 8,8, liegt das Glycerin vollstandig dissoziiert vor und
iiberholt die Proteine. Dadurch entfillt der Spannungsgradient. Ab diesem
Punkt erfolgt die Auftrennung aufgrund des Molekulargewichtes der Prote-
ine. Hierbei wirkt das Acrylamidgel wie ein Sieb, in dem kleinere Proteine
einen geringeren Widerstand durch Reibung erfahren und schneller driften
konnen als grofiere Proteine.
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Tabelle 3.8: Rezepte fiir Laemmli- und Laufpuffer

Laemmli-Puffer Laufpuffer

50 mM Tris-HCI, pH 6,8 25 mM Tris-HCI, pH 8,3
2% (w/v) SDS 250 mM Glycin

0,1% (w/v) Bromophenolblau 0,1% (w/v) SDS

10% (v/v) Glycerin

5% (v/v) 2-Mercaptoethanol

3.9.2 Herstellung von SDS-Gelen

Die Herstellung der SDS-Gele erfolgt maximal eine Woche vor Gebrauch. Da-
zu wird zundchst das Trenngel (Tab.: 3.9) zwischen eine Glasscheibe
(10 x 15 cm) und eine Aluminiumplatte selber Grofse gegossen. Dabei wird
der Gehalt an Acrylamid je nach GrofSe des interessierenden Proteins vari-
iert. So wird fiir Proteine tiber 50 kDa das 10%ige und fiir kleinere als 50 kDa
das 15%ige Gel gewihlt. Uber das noch fliissige Gel wird eine diinne Schicht
aus Isopropanol aufgebracht. Dadurch wird eine plane Oberfliche nach dem
Aushirten erreicht. Ist das Gel ausgehirtet wird das Isopropanol sorgfal-
tig entfernt. Anschlieffend wird das Sammelgel (Tab.: 3.9) auf das Trenngel
gegossen. In das noch fliissige Sammelgel wird ein Teflonkamm gesteckt.
Dessen Zidhne verdridngen das Sammelgel, wodurch nach dem Aushirten
und dem Entfernen des Kammes mehrere Taschen zurtickbleiben. Die An-
zahl und Grofie der Taschen kann je nach gewéhltem Kamm variieren. Bis
zur Verwendung wird das Gel in ein feuchtes Tuch gewickelt und in einer

verschlossenen Plastiktiite bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 3.9: Rezepte fiir SDS-Gele

6% Sammelgel 10% Trenngel 15% Trenngel

6% (w/v) Acrylamid 10% (w/v) Acrylamid 15% (w/v) Acrylamid
125 mM Tris-HCL, pH 6,8 375 mM Tris-HCI, pH 8,8 375 mM Tris-HCl, pH 8,8
0,1% (w/v) SDS 0,1% (w/v) SDS 0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS 0,1% (w/v) APS 0,1% (w/v) APS

0,1% (w/v) TEMED 0,1% (w/v) TEMED 0,1% (w/v) TEMED
0,003% (w/v) Coomassie

Blau

3.9.3 Fixierung von SDS-Gelen

Sollen Proteine kleiner als 20 kDa im Gel angefdrbt werden, wird eine Sil-
berfarbung durchgefiihrt. Dazu muss das Gel im Anschluss an die Gelelek-
trophorese fixiert werden. Hierzu wird das Gel fiir mindestens 1 h in Fi-
xierlosung (Tab.: 3.10) inkubiert. Dabei wird dem Gel ein grofier Anteil des
enthaltenden Wassers entzogen. Dies fithrt zu einem Schrumpfen des Gels.

Tabelle 3.10: Rezept der Fixierlosung fiir SDS-Gele.

Fixierlosung
50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure

3.9.4 Coomassie-Firbung von SDS-Gelen

Bei der Coomassie-Farbung wird das SDS-Gel nach der Gelelektrophorese
fiir etwa 30 min bei 60 °C schiittelnd in Coomassie-Farbelosung (Tab.: 3.11)
inkubiert. Im Anschluss wird das nun komplett blau gefarbte Gel in Was-
ser gegeben und in einer Mikrowelle aufgekocht. Hierbei entfirbten sich
proteinfreie Bereiche des Gels. Nur die Proteinbanden bleiben gefarbt. Zum
griindlichen Entfiarben des Hintergrundes wird das Gel {iber Nacht zusam-
men mit Papiertiichern in heiffem Wasser auf einem Schiittler gelagert. Die
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Dokumentation des Gels erfolgt mit dem Geldokumentatiossystem Chemie-
DocC MP (Tab.: 2.10) mit dem Programm Image Lab (Tab.: 2.13).

Tabelle 3.11: Rezept der Coomassie-Farbelosung.

Coomassie-Fiarbelosung
25% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsdure
0,5 g/l Coomassie Blau

3.9.5 Silberfirbung

Die Silberfarbung ist eine Methode, die auch geringe Mengen von 0,1 ng
bis 1 ng Protein zuverldssig farben kann. Sie ist somit sensitiver als die
Coomassie-Farbung, eignet sich jedoch nicht zur quantitativen Abschidtzung
von Proteinmengen. Nach der erfolgten Gelelektrophorese wird dem Gel das
Wasser entzogen, indem es 1 h in Fixierlosung inkubiert wird (Kapitel: 3.9.3).
Durch zweimaliges Waschen fiir 5 min mit SDS-Entferner (Tab.: 3.12) wird
das SDS aus dem Gel entfernt. Im Anschluss werden die Proteine mittels Far-
mer’s Reagenz (Tab.: 3.12) reduziert, welches immer frisch angesetzt wird.
Dieser Schritt dauert maximal 1 min. Um das Farmer’s Reagenz wieder zu
entfernen, wird das Gel im Anschluss 3-mal fiir 30 s! mit ddH,O gewaschen.
Durch eine 20-miniitige Inkubation in 0,012 M AgNOs; werden Silberionen
an die Proteine angelagert. Das AgNO3 wird durch 3-maliges Waschen mit
ddH,O fiir jeweils 30 s entfernt. Sichtbar werden die Proteine durch das
Entwickeln des Geles in Entwicklerlosung (Tab.: 3.12). Die Inkubationsdauer
héngt hierbei von der gewiinschten Intensitit der Proteinbanden ab.

3.9.6 Western Blot

Der Western-Blot ist eine Methode zur indirekten Detektion von Proteinen
mit Hilfe von Antikdrpern. Hierzu wird zunédchst eine Gelelektrophorese

wie beschrieben durchgefiihrt. Die nun aufgetrennten, sich aber noch im Gel
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Tabelle 3.12: Puffer fiir die Silberfarbung

SDS-Entferner Farmer’s Reagenz Entwickler

10% (v/v) Methanol 0,012 M Na,S,03 0,28 M Na,CO;

5% (v/v) Essigsdure 0,005 M K3Fe(CN)g 0,05% (v/v) Formaldehyd
0,005 M Na,CO;

befindlichen, Proteine werden mittels der Semidry-Blot Kammer (Trans-Blot
Turbo) auf eine Polyvinylidene difluoride (PVDF) Membran (Immobilon-
P5Q) iiberfiihrt. Hierzu werden auf die Anode des Gerits zunichst drei
Whatman-Papiere, getrankt in Anodenpuffer 1 (Tab.: 3.13), aufgebracht. Auf
diese werden drei weitere Whatman-Papiere, getrankt in Anodenpuffer 2
(Tab.: 3.13) gelegt. Auf die Whatman-Papiere wird die PVDF-Membran ge-
legt, welche zuvor fiir 30 s in Methanol aktiviert, fiir 5 min in Wasser gewa-
schen und fiir 5 min in Kathodenpuffer 2 inkubiert wird. Danach wird das Gel
oben auf die Membran gelegt. Anschlieflend folgen drei weitere Whatman-
Papiere, getrankt in Kathodenpuffer (Tab.: 3.13). Abschliefiend folgt die Ka-
thode selbst. Dabei ist darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen zwischen
den einzelnen Lagen befinden, um den Lauf der Proteine nicht zu behindern.
Mit dem Anschalten der Blottingkammer wird ein elektrisches Feld angelegt
(10 V!, 0,1 A). Die Proteine driften dadurch zur Anode und werden so vom
Gel auf die Membran {ibertragen. Bei 15%igen Gelen dauert der Vorgang ca.
35 min. Bei hoherprozentigen Gelen wird ca.! 10 min mehr Zeit benotigt. Sind
die Proteine auf die Membran tiberfiihrt, wird diese fiir 1 h in Tris-gepufferte
Salzlosung (TBS, engl.: tris buffert saline) mit 0,2% Tween (TBS-T) (Tab.: 3.13)
und mit 2% (w/v) Magermilchpulver bei Raumtemperatur inkubiert. Dies
dient dazu, alle freien Stellen auf der Membran mit Protein zu sittigen. Diese
und alle weiteren Inkubationen erfolgen auf einem Kippschiittler (MINI-
Rocker MR-1). Anschieflend folgt eine Inkubation mit Penta-His Antikorper
in der Verdiinnung 1:1000 in TBS-T bei 7 °C iiber Nacht. Dieser Antikorper
bindet an das His-Tag der Proteine. Am néichsten Tag wird die Membran
3-mal fiir 5 min mit TBS-T gewaschen und anschliefSend fiir 3 h mit Immu-
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Tabelle 3.13: Puffer fiir den Western Blot

Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2 Kathodenpuffer

300 mM Tris-HCIpH 10,4 25 mM Tris-HCl pH 10,4 25 mM Tris-HCI pH 9,4
10 % (v/v) Methanol 10 % (v/v) Methanol 40 mM Glycin

TBS TBS-T

7,7 mM Tris-HCl pH 7,5 7,7 mM Tris-HCl pH 7,5

150 mM NaCl 150 mM NaCl

0,2 % (v/v) Tween 20

nopure Goat anti-Mouse Antikorper in der Verdiinnung 1:10000 in TBS-T bei
Raumtemperatur inkubiert. Dieser sekunddre Antikorper bindet an an die
nicht variable Doméne des priméren Antikérper und tragt eine Meerrettich-
peroxidase. Anschlieffend wird erneut 3-mal fiir 5 min mit TBS-T gewaschen.
Nach einer abschlieffenden Inkubation in 2 ml des SuperSignal WestPico Kits
konnen die auf der Membran befindlichen Proteine, die ein His-Tag besitzen,
sichtbar gemacht werden. Dabei katalysiert die Meerrettichperoxidase des
sekunddren Antikorper die Umsetzung der im Kit enthaltenden Dioxetane
in ihre oxidierte Form, deren Lumineszenz mit einem Geldukumentations-
system detektiert werden kann.

3.10 Proteinreinigungsverfahren

3.10.1 Affinititschromatografie an Ni**-NTA-Agarose

Die Reinigung von Proteinen mittels Ni**-Nitrilotriessigsdure (NTA; engl.:
nitrilotriacetic acid)-Agarose beruht auf dem Prinzip der Affinitdtschroma-
tographie mit immobilisierten Metallionen (IMAC; engl.: immobilized-metal
affinity chromatography) [100]. Eine mit Metallionen beladene, chelatbilden-
de Matrix, in diesem Fall eine Ni?*-beladene NiZ*-NTA, bindet dabei das
His-Tag eines Proteins. Uber einen Imidazolgradienten kénnen gebundene

Proteine von der Matrix eluiert werden.
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3.10.2 Groflenausschlusschromatographie

Bei der Grofienausschlusschromatographie erfolgt die Trennung der Proteine
in Abhédngigkeit des hydrodynamischen Radius. Dabei sind die Trennsédulen
mit einem Polymer gefiillt, welches iiber eine porose Struktur verfiigt. In
diese Poren konnen Pufferbestandteile und Proteine mit kleinerem hydro-
dynamischen Radius mit hoherer Wahrscheinlichkeit eindringen als grofiere
Proteine. Diese grofleren Proteine miissen somit den kiirzeren Weg um das
Polymer herum nehmen. Somit ist die Verweildauer eines Proteins auf der
Saule bzw. sein Elutionsvolumen umgekehrt proportional zum hydrodyna-
mischen Radius des Proteine. Der Grofsentrennungsbereich der Sdule hdangt

somit mafigeblich von der Porengrofie ab.

3.10.3 Anionenaustauschchromatografie

Die Anionenaustauschchromatographie ist eine Methode zur Trennung von
anionischen Molekiilen, wie Proteinen, Peptiden und Aminosduren. Dabei
findet eine Bindung dieser Molekiile an eine positiv geladene Matrix durch
den Austausch von Anionen statt. In dieser Arbeit wurde als Matrix Q-
Sepharose gewdhlt. Hier sind quaterndre Ammoniumverbindungen kovalent
an die Sepharose gebunden, an denen der Austausch der Anionen stattfindet.
Uber einen Ionenstirkegradienten, z.B. einen NaCl-Gradienten, kénnen un-
terschiedlich stark geladene Molekiile zu unterschiedlichen Zeiten von der

Matrix eluiert werden.

3.11 Diinnschichtchromatografie

Die Driftgeschwindigkeit eines Lipidmolekiils hdngt bei der Diinnschicht-
chromatographie (TLC, engl.: thin layer chromatography) u.a. von seiner
Polaritdt und Ladung, der gewdhlten stationdren Phase und der Zusam-
mensetzung des Laufpuffers ab [17]. In der hier verwendeten und unten

beschriebenen Konstellation driftet negativ geladenes POPG schneller als
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Tabelle 3.14: Rezept des Laufpuffers und der Farbelosung fiir die Diinnschichtchromatografie.

TLC-Laufpuffer Farbelosung
13 Teile Chloroform 0,02% (w/v) Kaliumhydroxid
4 Teile Methanol 0,02% (w/v) Bromophenolblau

1 Teil 25%ige Ammoniaklosung

zwitterionisches POPC. Die TLC dient in der vorliegenden Arbeit zur Analy-
se von Lipidmischungen aus POPC und POPG. Hierzu wird eine nach oben
offene Kammer (20 cm hoch, 21 cm breit, 10 cm tief) von innen zu allen Seiten
mit Whatmanpapier ausgekleidet. In diese Kammer wird anschliefSend bis
zu einer Hohe von ca. 1 cm TLC-Laufpuffer (Tab.: 3.14) gefiillt. Die Kam-
mer wird mit einer Glasplatte abgedeckt. Binnen einer Stunde saugt sich
die Verkleidung aus Whatmanpapier mit dem Puffer voll, wodurch in der
Kammer eine gesittigte Atmosphdre entsteht. In der Zwischenzeit wird eine
mit Kieselgel beschichtete Aluminiumplatte (Alugram SIL G/UV) bei 80°C
ftr 30 min aktiviert. Auf die aktivierte Platte werden die Proben mit einer
Glaskapillare aufgetragen und an der Luft getrocknet. Diese Proben bestehen
aus in Chloroform geltsten Lipiden. Die Platte wird in die Kammer gestellt
und diese anschlieffend verschlossen. Der Laufpuffer dient nun als mobile
Phase und wird durch Kapillarkraft die, als stationdre Phase dienende, Kie-
selgelschicht hinauf gesogen. Dabei werden die aufgetragenen Lipide mitge-
nommen. Verschiedene Lipide driften unterschiedlich schnell, wodurch die
Probe aufgetrennt wird. Wenn die Lauffront des Laufpuffers das obere Ende
der Platte erreicht, wird die Platte aus der Kammer entnommen. Nach einer
1-stiindigen Trocknung bei 80 °C wird die Kieselgelschicht gleichméfSig mit
Farbelosung (Tab.: 3.14) bespriiht. Die Lipide heben sich danach farblich von
der Platte ab.
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Tabelle 3.15: Phosphat-gepufferte Salzlosung

PBS
137 mM NaCl
2,7 mM KCl
10 mM Na,HPO,
2 mM KH2PO4

3.12 Expression von rekombinanten Proteinen

In dieser Arbeit werden verschiedene Proteine durch Uberexpression in E.
coli hergestellt. Hierzu werden E. coli Zellen mit den jeweiligen Plasmiden
transformiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgt in einem mit Schikanen
versehenen Erlenmeyerkolben unter Schiitteln bei 200 rpm im Schiittelinku-
bator (Unitron). Dies geschieht immer in einem LB-Medium (Tab.: 3.6) mit
Antibiotika. Zundchst wird eine Vorkultur, deren Volumen 1/40 der spéte-
ren Expressionskultur entspricht, {iber Nacht (16-18 h) herangezogen. Diese
wird genutzt, um die Expressionskultur auf eine ODgyy von 0,1 anzuimp-
fen. Sobald die Expressionskultur eine ODggp von 0,5 bis 0,7 erreicht hat,
wird die Expression der rekombinanten Proteine durch Zugabe von 1 mM!
Isopropyl-g-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. 3 bis 4 h nach der In-
duktion werden die Zellen mittels Pelletieren (5000 g, 20 min, 11°C) in der
Avanti J-20 XP Zentrifuge geerntet. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet
wird in Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS; engl.: phasphate buffered sa-
line) (Tab.: 3.15) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der neue Uberstand
wird ebenfalls verworfen und das Pellet bei —20 °C gelagert oder direkt wei-
terverarbeitet. Um den Erfolg der Uberexpression zu kontrollieren, werden
Aliquots, welche vor der Induktion und vor dem Ernten entnommen werden,
mittels SDS-PAGE analysiert.
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3.13 Zellfreie Synthese rekombinanter Proteine

Bei vielen der Proteine, die in dieser Arbeit verwendet werden, handelt es
sich um Membranproteine. Diese Proteine sind stark hydrophob und nur
sehr schwer oder gar nicht in E. coli herzustellen bzw. aus dem Zellpellet zu
reinigen. Einige der verwendeten Proteine wirken zelltoxisch. Diese Proble-
me konnen durch Verwendung eines zellfreien Synthesesystems vermieden
werden [93,121,153]. Zudem ermoglicht ein solches Synthesesystem die ein-
fache Herstellung von selektiv markierten Proteinen, speziell fiir funktionelle
und strukturbiologische Experimente [57,129,141]. Daher wird im Rahmen
dieser Arbeit ein auf E. coli basierendes und urspriinglich an der Goethe Un-
versitat Frankfurt entwickeltes [104, 114] zellfreies Synthesesystem (CECEF;

engl.: continuos-exchange cell-free synthesis), in unserem Labor etabliert.

3.13.1 E. coli basierte zellfreie Proteinsynthese

Das E. coli basierte zellfreie Synthesesystem beruht darauf, dass die fiir die
Proteinsynthese erforderlichen Bestandteile dem E. coli Bakterium entnom-
men und anschliefend in einer in vitro Reaktion eingesetzt werden. Auf diese
Weise wird die Produktion von rekombinanten Proteinen von der lebenden
Zelle unabhingig. Dadurch fillt eine etwaige Zelltoxitdt des Zielproteins
nicht mehr ins Gewicht. Zu den erforderlichen Zellbestandteilen gehort vor
allem das Ribosom und die T7-RNA-Polymerase. Bietet man diesen mole-
kularen Maschinen alle fiir die Proteinsynthese wichtigen Komponenten wie
u.a. die DNA, tRNA, Aminosduren und Energietrdger an, so sind diese unter
optimalen Bedingungen auch ohne die lebende Zelle in der Lage, tiber einen
begrenzten Zeitraum hinweg Proteine herzustellen. Diese Synthese findet im
Reaktionsmedium (Tab.: 3.16) statt, welches alle fiir die Synthese erforderli-
chen Komponenten in der richtigen Konzentration enthélt. Da die Aminosédu-
ren schneller aufgebraucht wiirden, als die Funktionalitdt der Ribosomen an-
dauert, werden der Synthese kontinuierlich zusatzliche Aminosduren zuge-
fiihrt. Dazu dient das Fiitterungsmedium (Tab.: 3.16). Das Reaktionsmedium
ist durch eine Membran mit einem MWCO von 10000 Da vom Fiitterungsme-
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dium getrennt. Dies erlaubt eine Zufuhr von Aminosauren, verhindert aber
gleichzeitig eine Verdiinnung des Reaktionsmediums, wodurch die Synthese
zum Stillstand kommen wiirde. Das Volumenverhiltnis von Reaktionsmedi-
um zu Fiitterungsmedium ist 1:17. In dieser Arbeit handelt es sich bei den
zu synthetisierenden Proteinen um Membranproteine, die nicht wasserlos-
lich sind und somit bereits wéhrend der Synthese ausfallen wiirden. Um
dies zu verhindern, konnen dem System zusétzlich Detergenzien wie Brij35,
Brij58 oder 1,2-diheptanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DHPC) bzw. Nan-
odiscs hinzugefiigt werden. Die Synthese erfolgt immer bei 30 °C auf einem
Schiittler mit ca. 200 rpm fiir 18 h. Die detaillierte Beschreibung der Synthe-
seprotokolle fiir die Herstellung der Zielproteine mittels CECF ist in Kapitel
4 zu finden.

3.13.2 Aufbau der Reaktionskammern

Die Herstellung der Reaktionskammern erfolgte nach Reckel et al. (2010)
[104]. Es wurden eine Maxi-Reaktionskammer mit 3 ml Reaktionsvolumen
und 10 Mini-Reaktionskammern mit jeweils 60 ul Reaktionsvolumen in der
hauseigenen mechanischen Werkstatt angefertigt (Abb.: 3.3). Sie bestehen aus
Polymethylmethacrylat. Die Maxi-Reaktionskammer dient zur praparativen,
die Mini-Reaktionskammern fiir die analytische Proteinsynthese. Die Maxi-
Reaktionskammer ist so gestaltet, dass in sie eine 3 ml Dialysekammer (Slide-
A-Lyzer 10K Dialysekassette) eingebracht werden kann. Auf diese Weise wird
das Reaktionsmedium, im Inneren der Dialysekammer, vom Fiitterungsme-
dium getrennt. Bei den Mini-Reaktionskammern ldsst sich die untere Off-
nung mit Hilfe eines Teflonringes und einer Dialysemembran verschliefien.
Fiir die Synthese wird die Kammer in einer 24-Well Zellkulturplatte platziert.
Im Inneren der Reaktionskammer befindet sich das Reaktionsmedium und
in der Zellkulturplatte das Fiitterungsmedium, voneinander getrennt durch
die Dialysemembran mit einem MWCO von 12 - 14 kDa.
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Tabelle 3.16: Medien fiir die zellfreie Proteinsynthese

Aminosduremix

RCWMDE-Mix

NTP-Mix

4 mM Alanin

4 mM Arginin

4 mM Asparagin

4 mM Asparaginsdure
4 mM Cystein

4 mM Glycin

4 mM Glutaminsiure
4 mM Glutamin

4 mM Histidin

4 mM Isoleucin

4 mM Leucin

4 mM Lysin

4 mM Methionin

4 mM Phenylalanin
4 mM Prolin

4 mM Serin

4 mM Threonin

4 mM Tryptophan

4 mM Tyrosin

4 mM Valin

16,7 mM Arginin
16,7 mM Asparaginsdure 60 mM CTP
16,7 mM Cystein

16,7 mM Glutaminsdure
16,7 mM Methionin

16,7 mM Tryptophan

90 mM ATP

60 mM GTP
60 mM UTP

Reaktionsmedium

Futterungsmedium

0,15x RCWMDE-Mix

0,15x Aminosauremix, pH 7,4
20 mM AcP, pH7,0

30 mM PEP, pH 7,0

1x NTP-Mix, pH 7,0

2mM DTT

0,1 mg/ml Fols&dure

1x Proteaseinhibitor

100 mM HEPES pH 8,0

ca. 12,5 mM Magnesiumacetat
ca. 73,73 mM Kaliumacetat

2% PEGS8000

0,05% NaN3

0,04 mg/ml Pyruvatkinase

0,5 mg/ml tRNA

0,04 mg/ml T7-RNA-Polymerase
0,3 U/pl Ribolock RN Ase-Inhibitor
0,015 mg/ml Plasmid

0,35x S30 Zellextrakt

0,15x RCWMDE-Mix

0,15x Aminosduremix, pH 7,4
20 mM AcP, pH 7,0

30 mM PEP, pH 7,0

1x NTP-Mix, pH 7,0

2mM DTT

0,1 mg/ml Folsaure

1x Proteaseinhibitor

100 mM HEPES, pH 8,0

ca. 12,5 mM Magnesiumacetat
ca. 73,73 mM Kaliumacetat
2% PEG8000

0,05% NaNj3

0,35x S30-C Puffer, pH 8,2
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Abbildung 3.3: Dargestellt sind die fiir die zellfreie Proteinsynthese verwendeten Reaktions-
kammern. (A) Maxi-Reaktionskammer fiir ein Reaktionsvolumen von 0,5 bis 3 ml. (B) Mini-
Reaktionskammern fiir analytische Reaktionen mit Reaktionsvolumina von jeweils 60 pil.

3.13.3 Herstellung von S30-Zellextrakt

Die Herstellung des S30-Zellextraktes erfolgt verandert nach Schwarz et al.
(2007) [114]. Die Veranderung bezieht sich insbesondere auf die Kultivierung
der Zellen. Diese findet in dieser Arbeit im 1 1 Kolben statt und nicht wie
bei Schwarz et al. beschrieben im Fermenter. Am Tag 1 wird eine 200 ml
Ubernachtkultur angesetzt. Diese besteht aus 200 ml Terrific Broth Medi-
um (TB-Medium) (Tab.: 3.17), E. coli A19 Zellen und Antifoam. Sie wird tiber
Nachtbei 37 °C in einem, mit Schikanen versehenen, Erlenmeyerkolben unter
Schiitteln bei 200 rpm im Inkubationsschiittler (Unitron) inkubiert. Am Tag
2 wird aus der Ubernachtkultur eine 200 ml Vorkultur auf eine ODggo von 0,1
angeimpft. Diese besteht aus 200 ml TB-Medium, ca. 2 ml Ubernachtkultur
und Antifoam. Sie wird fiir weitere 3 h bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Der
Einschub dieser Vorkultur zwischen Ubernacht- und Hauptkultur resultiert
in einer hoheren Anzahl an aktiven Ribosomen. Aus dieser Vorkultur wird
anschlieffend 12-mal 500 ml Hauptkultur auf eine ODgp von 0,1 angeimpft.
Eine Hauptkultur besteht aus 500 ml TB-Medium, ca. 15 ml Vorkultur und
Antifoam. Die Kulturen werden daraufhin bei 37 °C und 200 rpm so lange
inkubiert, bis die ODggp zwischen 3,0 und 4,0 liegt. Diese optische Dichte
entspricht der Mitte der, zuvor fiir diese Kulturbedingungen ermittelten, lo-
garithmischen Wachstumsphase der E. coli A19 Zellen. Zu diesem Zeitpunkt
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sind die Ribosomen der Zellen am vitalsten und somit maximal aktiv. Je vi-
taler und aktiver die Ribosomen, desto hoher die spatere Proteinausbeute
wihrend der zellfreien Synthese. Die Kulturen werden innerhalb von 15 min
auf unter 15°C abgekiihlt. Dies geschieht, unter kontinuierlichem Riihren,
in einem 10 1! Becherglas in einer Wanne mit einer Kaltemischung aus Eis
und NaCl (ca. 1 kg NaCl auf 20 kg Eis). Dadurch wird das Wachstum der
Zellen unterbrochen und somit die Uberschreitung der mittleren logarith-
mischen Wachstumsphase verhindert. Anschlielend werden die Zellen bei
5000 g und 4°C 15 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen.
Ab diesem Schritt werden alle weiteren Schritte bei 4 °C durchgefiihrt. Die
Pellets werden in insgesamt 300 ml S30-A Puffer (Tab.: 3.17) resuspendiert
und vereint. Nach einem erneutem Zentrifugationsschritt bei 5000 g und
4°C fiir 15 min wird der Uberstand erneut verworfen. Das Pellet wird noch
2-mal in 300 ml S30-A Puffer resuspendiert und nach jedem Mal zentrifu-
giert. Die letzte Zentrifugation wird auf 30 min verldngert. AnschliefSend
wird das Pellet in 110% (v/w) S30-B Puffer (Tab.: 3.17) resuspendiert. Mit
dem M-110P Microfluidizer werden die Zellen aufgeschlossen. Das daraus
resultierende Lysat wird bei 30000 g und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Die
klaren oberen 3/4 des Uberstandes werden in ein neues Zentrifugenrohrchen
iiberfiihrt und erneut zentrifugiert. Erneut werden die klaren oberen 3/4 des
Uberstandes in ein 15 ml Falkon iiberfiihrt. Die NaCl Konzentration wird
auf 400 mM eingestellt. Hierzu dient eine 5 M NaCl Stammlosung, um die
im Lysat enthaltenden Ribosomen nicht unnétig stark zu verdiinnen. Durch
einen 45-mintitigen Hitzeschock bei 42 °C werden mRNA Fragmente aus den
Ribosomen entfernt und viele der fiir die Synthese unnétigen, im Lysat ent-
haltenden Proteine gefillt. Das nun triibe Lysat wird in einem Dialyseschlach
mit einem MWCO von 12-14 kDa gegen 4 1 S30-C Puffer (Tab.: 3.17) fiir 3 h
bei 7 °C dialysiert. Anschliefiend wird erneut gegen 4 1 frischen S30-C Puffer
fiir 10 h dialysiert. Am Tag 3 wird das Lysat bei 30000 g und 4 °C fiir 30 Minu-
ten zentrifugiert. Die oberen klaren 4/5 des Uberstandes werden vorsichtig
abgenommen, zu 300 pl bzw. 1100 ul aliquotiert, in fliissigem Stickstoff ein-
gefroren und anschliefiend bei —80 °C gelagert. Typischer Weise erhilt man
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Tabelle 3.17: Puffer und Medium fiir die Herstellung des Zellextraktes

11TB-Medium S30-A Puffer

12 g Tryptone 10 mM Tris-Acetat, pH 8,2
24 g Hefeextrakt 14 mM Magnesiumacetat
4 ml Glycerin 60 mM KC1

17 mM KH,PO, 6 mM B-Mercaptoethanol
72 mM K, HPO,

S30-B Puffer S30-C Puffer

10 mM Tris-Acetat, pH 8,2 10 mM Tris-Acetat, pH 8,2
14 mM Magnesiumacetat 14 mM Magnesiumacetat
60 mM KCl 60 mM KCl

1 mM DTT 1 mM DTT

1 mM PMSF

30 ml Zellextrakt aus 10 1 Kulturmedium.

3.13.4 Herstellung von T7-RNA-Polymerase

Die Herstellung der T7-RNA-Polymerase erfolgt verdndert nach Schwarz et
al. (2007) [114]. Die T7-RNA-Polymerase wird in E. coli BL21(DE3)T1 pAR1219
expremiert. Dies erfolgt in 1000 ml LB-Kulturen mit 50 pg/ml Ampicillin bei
37 °C. Nach Erreichen einer ODgyy = 2 werden die Zellen durch eine Zentri-
fugation bei 5000g und 4 °C fiir 20 min geerntet. Das Zellpellet wird nach
dem Ernten in 30 ml T7-Puffer (Tab.: 3.18) pro 1 1 Expressionskultur resus-
pendiert und ggf. fiir maximal 4 Wochen bei —80 °C gelagert. Zur Reinigung
der T7-RNA-Polymerase werden die Zellen mit dem Branson Sonifier 250
aufgeschlossen. Das so entstandene Lysat wird bei 20000 g und 4°C fiir
30 min zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und in ein
neues Behiltnis tiberfiihrt. Aus einer 10% (w/v) Stammlosung wird tropfen-
weise Streptomycinsulfat zum Uberstand hinzugegeben. Dies erfolgt unter
stindigem Riihren und bis zu einer finalen Konzentration von 2% Strep-
tomycinsulfat. Die hierdurch gefallte DNA wird anschlieffend durch eine
Zentrifugation bei 30000 g und 4°C fiir 30 min pelletiert. Die Reinigung
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Tabelle 3.18: Der T7-Puffer und T7-Lagerungspuffer fiir die Herstellung von T7-RNA-
Polymerase.

T7-Puffer T7-Lagerungspuffer

30 mM Tris-HCL, pH 8,0 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA 1 mM EDTA

50 mM NaCl 10 mM NaCl

10 mM p-Mercaptoethanol 1 mM DTT

5 % (v/v) Glycerin 10 % (v/v) Glycerin

der T7-RNA-Polymerase erfolgt mit Anionenaustauschchromatographie am
Saulenchromatographen (AKTApurifier 900). Der Uberstand der DNA Fal-
lungsreaktion wird mit einer Flussrate von 5 ml/min auf eine, mit T7-Puffer
equilibrierte, Q-Sepharose Sdule (HL 16/10) geladen. Die Sdule wird zuné&chst
mit 2 Sdulenvolumen (CV, engl.: column volume) 50 mM NaCl gewaschen.
Anschlieflend wird die Sdule mit einem NaCl-Gradienten von 50 bis 500 mM
iiber 15 CV von der Séule eluiert und in 4 ml Aliquots aufgefangen. Die
T7-RNA-Polymerase wird bei einer NaCl Konzentration von 130 bis 260 mM
von der Sdule gewaschen (Abb.: 3.5). Die Reinheit betrédgt in etwa 50%. Dies
ist ausreichend fiir die zellfreie Synthese, da die tibrigen 50% aus E. co-
li Proteinen bestehen, die ebenfalls im Zellextrakt enthalten sind und die
Proteinausbeute bei der zellfreien Synthese nicht verringern. Die T7-RNA-
Polymerase enthaltenden Fraktionen werden vereint und fiir 18 h bei 4°C
gegen 4 1T7-Lagerungspuffer (Tab.: 3.18) in einem Dialyseschlauch mit einem
MWCO von 24 kDa dialysiert. Anschlieflend wird die Proteinlésung mit ei-
nem Proteinkonzentrator (Vivaspin6) mit einem MWCO von 30 kDa bei 6000
g und 4°C auf eine Proteinkonzentration von ca. 8 mg/ml eingestellt. Die
Glycerinkonzentration wird auf 50% eingestellt. Die Lagerung erfolgt in 70
pl und 240 pl Aliquots bei 4 °C.
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Abbildung 3.4: Chromatogramm der Reinigung der T7-RNA-Polymerase iiber Anionenaus-
tausch an Q-Sepharose. Die rote Kurve zeigt die NaCl Konzentration im Puffer an. Die blaue
Kurve reflektiert die von der Siule eluierte Proteinmenge. Die ersten 50 ml dienen dazu, alle
nicht an der Sdule gebundenen Proteine zu entfernen. Anschieffend werden, mit ansteigender
NaCl Konzentration, die gebundenen Proteine eluiert. Ein separater Peak von der T7-RNA-
Polymerase kann nicht identifiziert werden. Dies ist der ca. 50%igen Reinheit geschuldet. Daher
wird eine SDS-PAGE mit den einzelnen Fraktionen durchgefiihrt (Abb.: 3.5), um die T7-RNA-
Polymerase zu lokalisieren.
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Abbildung 3.5: 15% SDS-PAGE der FPLC Fraktionen mit NaCl Konzentrationen von (links)
120 bis 200 mM NaCl und (rechts) 210 bis 290 mM NaCl (Abb.: 3.4). Die bei 110 kDa laufende
T7-RNA-Polymerase findet sich in den Fraktionen mit 130 bis 260 mM NaCl. Wie erwartet zeigte
das Protein eine Reinheit von ca. 50%.
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3.13.5 Besonderheiten der Synthese von deuterierten Protei-
nen

Die Herstellung von deuterierten Proteinen erfolgt verdndert nach Etezadi-
Esfarjani et al. (2007) [27]. Dazu miissen die meisten Losungen fiir die zellfreie
Proteinsynthese auf Basis von D,O anstatt von H,O hergestellt werden. Die
Chemikalien Phosphoenolpyruvat Monokalium Salz, Folsdure, Proteasein-
hibitor, DTT, Kalium-lithium-acetyl-phosphat, Natriumacid, Magnesiuma-
cetat, Kaliumacetat und PEG8000 werden in D,O gelost. Die Puffer HEPES
und S30-C werden in D,0 hergestellt. Biochemikalien wie tRNA und NTPs
werden ebenfalls mit D,O angesetzt. Der Aminosduremix wird mit [U-*H,U-
13C,U-°N] gelabelten Algen-Aminosdure-Mix in D,O angesetzt der jedoch
die Aminosdauren Glutamin, Asparagin, Tryptophan und Cystein nicht ent-
hilt. Daher werden dem Aminosduremix zusatzlich 100 mM [U-2H,U-13C,U-
1>N] Glutamin und 100 mM [U-*H,U-3C,U-°N] Asparagin als auch 100 mM
[U-B3C,U-N] Tryptophan hinzugefiigt. Cystein kommt in der Aminosdure-
sequenz der in dieser Arbeit synthetisierten Proteine nicht vor, und wurde
daher weggelassen. Die Plasmid-DNA wird nach der Reinigung anstatt in
H,0 in D,O aufgenommen. Der S30-Zellextrakt wird, bevor dieser am Ende
der Praparation zur Lagerung eingefroren wird, durch mehrmaliges Ein-
konzentrieren und Wiederauffiillen mit D,O-S30C Puffer, in einer 250 ml
Amicon-Kammer, umgepuffert. Mit dieser Vorgehensweise wird eine Deu-
teriumkonzentration von 85% (v/v) im Puffer des Zellextrakts erreicht, ohne
dessen Aktivitit zu beeintrachtigen. Die T7-RNA-Polymerase Losung wird
auf H,O Basis verwendet, da die hier verwendeten Mengen den Aufwand
einer Umpufferung in D,O nicht rechtfertigten. Chemikalien, die bereits als
wassrige Losung geliefert wurden, werden in dieser belassen. Dies sind Ribo-
lock RN Ase-Inhibitor und Pyruvatkinase. Dies ergibt rechnerisch eine D,O
Konzentration von 99% (v/v) in der Synthesereaktion. Die Rechnung bein-
haltet jedoch nicht das Hydratwasser, welches an die Chemikalien gebunden

war.
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3.14 Kernmagnetische Resonanzspektroskopie

3.14.1 Praparation der NMR-Proben

Alle in dieser Arbeit fiir die NMR-Messungen verwendeten Proteine werden
durch zellfreie Proteinsynthese hergestellt. Je nach dabei verwendeten Ami-
noséduren sind die Proteine unterschiedlich mit Isotopen markiert. Zum einen
wird ein nahezu vollstindig >N-markierter Algenextrakt benutzt, welcher
nur 16 verschiedene Aminoséduren beinhaltet. Die darin fehlenden Amino-
sduren Asparagin, Tryptophan, Cystein und Glutamin werden in unmarkier-
ter Form ergéanzt (([U-’N;NA-NWCQ]).Zweitens kommt ein Aminosduremix
zum Einsatz, in dem alle 20 Aminosiuren sowohl >N- als auch 3C-markiert
sind ([U-13C,U-°N]). Drittens wird eine kommerzielle Mischung aus 16 drei-
fach [U-*H,U-13C,U->N] markierten Aminosauren (es fehlen Asparagin, Cy-
stein, Glutamin und Tryptophan) verwendet. Dreifach markiertes Asparagin
und Glutamin sowie doppelt [U-1*C,U-°N] markiertes Tryptophan werden
zugesetzt. Cystein kommt in der Sequenz des damit synthetisierten Zielpro-
teins nicht vor. Das synthetisierte Protein wird in zwei Schritten {iber eine
Affinitdtschromatographie und eine Grofienausschlusschromatographie ge-
reinigt. Die konzentrierten Proteinlosungen werden fiir die Messung in 5 mm
Rundroéhrchen der Firma Shigemi gegeben. Der jeweilige Probenpuffer ent-
hélt immer etwa 10% D,O, 20 mM NaPi (pH 7,0), 100 mM NaCl, 3 mM EDTA
und 3 mM DTT. Wenn nichts anderes angegeben ist, enthélt der Puffer zu-
satzlich 500 mM DPC. Die Proben werden immer bei 4 °C gelagert und vor
jeder Messung durch ein 2D ['H->N]-TROSY-Spektrum auf Proteinintegritdt
tiberpriift.

3.14.2 Aufnahme und Prozessierung der NMR-Spektren

Die Probentemperatur wird durch Referenzierung mit Methanol-d4 [34] auf
40,0°C eingestellt. Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgt an verschie-
denen Spektrometern. Die 2D ['H-°N]-TROSY-Spektren, das 2D ['H-°NJ-
HSQC-Spektrum, das 3D HNCA-Spektrum, die 3D TROSY-HNCA-Spektren,
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das 3D TROSY-HNCACB-Spektrum und das 3D ['H-°N]-NOESY-TROSY-
Spektrum werden am Varian VNMRS 900 MHz (21,1 T) aufgenommen. Dieses
Gerit ist mit einem HCN-Tripelresonanz ColdProbe Probenkopf ausgestat-
tet und lauft mit der Software Vnmr] 4.0. Die 2D ['H-'>N]-TROSY-Spektren
fiir die Titration von VpU-HIS gegen DPC werden am Varian VNMRS 800
MHz (18,8 T) gemessen. Dieses Gerat ist mit einem HCN-Tripelresonanz
ColdProbe Probenkopf ausgestattet und lduft mit der VnmrJ 2.3A Softwa-
re. Das 3D TROSY-HN(CA)CO-Spektrum, das 3D TROSY-HN(CO)CACB-
Spektrum, das 3D-TROSY-HN(CO)CA-Spektrum, das 3D-TROSY-HNCO-
Spektrum, das 3D HNCO-Spektrum, das 3D CBCA(CO)NH-Spektrum und
das 3D HBHA(CO)NH-Spektrum werden wegen der giinstigeren Relaxati-
onseigenschaften von 3CO bei niedrigen Feldstirken am Bruker Avance III
HD 600 MHz (14,1 T) gemessen. Dieses ist mit einem TCI CryoProbe Pro-
benkopf ausgestattet und lduft unter der TopSpin 3.2 Software. Die Unter-
driickung der 'H,O-Resonanz erfolgt durch Kohdrenzselektion mit gepuls-
ten Feldgradienten [60,112] und mit Water Flip-Back [43], zur Quadratur-
detektion dient dementsprechend die Echo/Antiecho-Technik [60,112] in der
indirekten Dimension bzw. die States-TPPI-Methode [80,128] in der anderen
indirekten Dimension. Zur >N-Entkopplung wihrend der Aufnahme wird
die WALTZ-16-Sequenz [115] eingesetzt.

Die NMR-Spektren werden mit dem Softwarepaket NMRPipe [22] pro-
zessiert. Zur Verbesserung der Auflosung wird der FID in der >N-Dimen-
sion und teilweise auch in der *C-Dimension durch Linear Prediction [6]
auf maximal die doppelte Linge extrapoliert. Nach Apodisierung durch
Multiplikation mit einer um 60° bis 90° verschobenen Sinusquadratfunk-
tion wird der FID in allen Dimensionen durch einfaches bis doppeltes Zero-
Filling [15] verlangert, fouriertransformiert und phasenkorrigiert. Schliefs-
lich wird die Basislinie in der direkten Dimension mit dem modellfreien
Median-Algorithmus [36] korrigiert. Die chemischen Verschiebungen der
H-Kerne sind iiber die 'H,O-Resonanz von 4,630 ppm bei 40,0°C relativ
zu 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat (DSS) in D, O als externem Standard
referenziert, die der anderen Kerne indirekt tiber die relativen Nullpunkts-



Tabelle 3.19: Aufnahme- und Prozessierungsparameter der verwendeten NMR-Experimente fiir VpU-HIS (obere Tabelle) und HIS-
BST2tmcyt (untere Tabelle). swy bis sw3: aufgenommene spektrale Weite in der jeweiligen Dimension, t; bis t3: aufgenommene komplexe
Punkte in der jeweiligen Dimension, nt: Anzahl der Wiederholung der Experimente, d1: Delayzeit zwischen zwei Experimenten, mix:
Mischzeit in NOESY-Experimenten, I5N/13C: Tragerfrequenz fiir den jeweiligen Kern, wq bis w3: Anzahl der komplexen Datenpunkte nach

Prozessierung in der jeweiligen Dimension.

Experimente swi swy, t swy  t3 nt dl mix PN B3C w1 Wy 3
VpU-HIS [ppm] [Pki] [ppm] [Pki] [ppm] [Pki] [s] [ms] [ppm] [ppm] [Pki] [Pkt] [Pki]
2D ["TH-®N]-TROSY 29,0 128 (PN) 160 1536 ('H) - - 32 20 - 1180 - 512 4096 -
2D ['H-'N]-TROSY 29,0 128 (N) 16,0 1536 (‘H) - - 64 125 - 1165 - 512 4096 -
3D TROSY-HNCA 250 72 (13C) 26,0 32 (*N) 16,0 1024 (‘H) 8 22 - 1196 56,5 256 128 2048
3D TROSY-HNCACB 540 64 (8C) 26,0 32 (®*N) 160 1024 (‘H) 16 20 - 1195 430 256 128 2048
3D TROSY-HNCO 120 32 (13C) 26,0 32 (®N) 16,0 1024 ('H) 8 20 - 1192 176,00 128 128 2048
3D TROSY-HN(CO)CA 26,0 42 (13C) 26,0 32 (®N) 16,0 1024 (*H) 16 20 - 1192 56,8 256 128 2048
3D TROSY-HN(CO)CACB 520 64 (13C) 26,0 32 (®N) 16,0 1024 ('H) 16 20 - 1193 42,2 256 128 2048
3D TROSY-HN(CA)CO 120 32 (13C) 26,0 32 (®N) 16,0 1024 ('H) 24 20 - 1193 176,0 128 128 2048
Experimente SW1 t1 SW»p t SW3 t3 nt dl mix BN BC [ Wy w3
HIS-BST2tmeyt [ppm] [Pkt] [ppm] [Pkt] [ppm] [Pki] [s] [ms] [ppm] [ppm] [Pkt] [Pkt [Pki]
2D ['TH-°N]-HSQC 290 128 (°N) 16,0 1024 (H) - - 64 1,25 - 1179 - 512 409 -
2D ['H-'SN]-TROSY 290 128 (®N) 16,0 1536 (‘H) - - 64 1,25 - 1174 - 512 4096 -
3D ['H-®N]-NOESY-TROSY 12,0 128 ('H) 250 32 (N) 160 1536 ('H) 16 1,05 120 1165 - 256 128 4096
3D CBCA(CO)NH 59,0 48 (BC) 250 32 (®N) 16,0 1024 ('H) 32 10 - 1165 46,5 128 128 2048
3D HBHA(CO)NH 6,0 60 (‘*H) 250 32 (®N) 16,0 1024 ('H) 32 10 - 1165 - 128 128 2048
3D HNCA 240 64 (BC) 250 32 (®N) 16,0 1024 ('H) 24 10 - 1165 56,0 128 128 2048
3D BEST-TROSY-HNCACB 58,0 60 (BC) 250 32 (**N) 16,0 1536 (‘H) 48 04 - 116,0 46,0 128 128 4096
3D HNCO 150 40 (BC) 250 32  (N) 160 1024 (‘H) 16 1,0 - 1165 1760 128 128 2048
3D TROSY-HNCA 240 64 (13C) 250 32 (®N) 16,0 1024 (‘H) 24 10 - 116,5 58,0 128 128 2048
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frequenzen 0,251449530 fiir *C-Kerne bzw. 0,101329118 fiir 1°N-Kerne
[81]. Die Aufnahme- und Prozessierungsparameter der verwendeten NMR-
Experimente sind der Tabelle 3.19 zu entnehmen.

3.14.3 Resonanzzuordnung

Fiir die Bestimmung der rdumlichen Strukturen und dynamischen Eigen-
schaften des gemessenen Proteins muss eine Zuordnung der einzelnen Reso-
nanzen unter Verwendung der NMR-Spektren zu den dazugehorigen Ato-
men erfolgen. 3D Experimente erlauben es, die HY und N Resonanzfre-
quenzen eines HYN-Korrelationspeaks einer Riickgratamidgruppe den Re-
sonanzen weiterer Kerne der gleichen oder einer sequenziell benachbarten
Aminosédure in wohldefinierter Weise zuzuordnen. So erhdlt man durch die
Kombination geeigneter 3D Experimente Resonanzssatze fiir einzelne Ami-
nosduren sowie Informationen zur sequenziellen Verkniipfung mit benach-
barten Aminosduren. Zunéchst wird ein 2D ['H-">N]-HSQC-Spektrum [157]
bzw. ein 2D ['H-">N]-TROSY-Spektrum [19] aufgenommen. Diese Spektren
zeigen die HYN-Korrelationspeaks der Aminosduren im Protein. Unter Ver-
wendung dieser Korrelationspeaks konnen die Aminoséduren iiber verschie-
dene 3D NMR-Experimente zugeordnet werden. Mit dem 3D HNCA- [42]
bzw. 3D TROSY-HNCA-Spektrum [155] kénnen die Amidresonanzen HN
und N mit den Resonanzen des C* Atoms der betrachteten Aminosdure
(Hf\’/Ni < C?) als auch der vorhergehenden Aminosédure (Hf\’/Ni  CL)
korreliert werden. Hierbei ist zu beachten, dass die Kopplung zur vor-
hergehenden Aminosdure schwécher ist und somit in der Regel zu einem
Korrelationspeak von geringerer Intensitdt fiihrt im Vergleich zum Signal
des C* der betrachteten Aminosidure. Im 3D TROSY-HNCACB- [155] bzw.
3D BEST-TROSY-HNCACB-Spektrum [31,125] werden die Amidresonanzen
HN und N mit den C% und CP-Resonanzen der betrachteten Aminosiure
(va /N; & C?/Cf ) als auch der vorherigen Aminosdure (Hf\’ /N; & Cf‘_l/Cl.ﬁ_l)
korreliert. Die C*-Korrelationssignale unterscheiden sich hierbei von den

CP-Korrelationssignalen durch das entgegengesetzte Vorzeichen. Auch hier
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unterschieden sich die Korrelationssignale der vorhergehenden Aminosaure
in der Regel durch ihre geringere Intensitit von denen der betrachteten Ami-
nosédure. Das 3D CBCA(CO)NH-Spektrum [43, 86] zeigt die C¢;, und Cf_l
Korrelationssignale zur vorhergehenden Aminosédure (va /N; & C;"_l/Cf_l)
an. Das 3D TROSY-HN(CO)CA-Spektrum [155] zeigt die C ;| Korrelations-
signale zur vorhergehenden Aminosédure (Hf\’ /Ni & C ). Das 3D TROSY-
HN(CO)CACB-Spektrum [155] wird dominiert durch die Cf_l Korrelations-
signale zur vorhergehenden Aminosdure (HN/N; & Cf_l). Die Zuordnung
der Carbonylkohlenstoff-Resonanzen CO;_; der vorhergehenden Aminosau-
re (Hf’ /N; & COj_) erfolgt unter Verwendung eines 3D HNCO- [42] bzw. 3D
TROSY-HNCO-Spektrum [154]. Die CO;-Resonanzen der betrachteten Ami-
nosaure (Hf\’ /N; & CO;) werden durch ein 3D TROSY-HN(CA)CO-Spektrum
[155] zugeordnet. Zusétzlich zeigt dieses Spektrum auch intensitatsschwa-
che CO;_; Korrelationen (Hf’ /N; < COj_;). Uber ein 3D HBHA(CO)CA-
Spektrum [43,86] werden die H | und Hf_l Resonanzen der vorhergehen-
den Aminoséure zugeordnet (HY/N; & Hﬁl/H‘il)' Das 3D ['H,'®N]-NOESY-
TROSY-Spektrum [19,157] verkniipft die HYN-Korrelationspeaks der Riick-
gratamidgruppe mit allen Wasserstoffen in ihrer Nihe, deren Abstand vom
HN ca. 5 A nicht iiberschreitet. Die Intensitit der NOESY-Kreuzpeaks ist pro-
portional zu ¢, wobei r der Abstand der beiden Protonen ist, welche Anlass

fiir den Kreuzpeak geben.

3.14.4 Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen

Die Interaktion von Proteinen miteinander kann mittels NMR-Spektroskopie
untersucht werden. Es ist moglich, die Bindestellen zu identifizieren, an de-
nen die Proteine miteinander interagieren [159]. Zudem ldsst sich eine Aussa-
ge dartiber treffen, ob es sich bei der Bindung um einen langsamen, schnellen
oder intermedidren Austausch beziiglich der jeweiligen NMR-Zeitskala han-
delt. Fiir die Messung wird zunichst ein 2D ['H-'>N]-TROSY-Spektrum des
mindestens 'H-""N-markierten Zielproteins aufgenommen. Anschliefend

wird schrittweise ein, im identischen Puffer wie das Zielprotein befindli-
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ches, nicht markiertes Ligand-Protein hinzutitriert. Nach jedem Schritt wird
erneut ein 2D ['H-">N]-TROSY-Spektrum aufgenommen. Durch die Bindung
des Liganden dndert sich die chemische Umgebung und damit die chemi-
sche Verschiebung von Kernen der Aminosduren des Zielproteins, die an
der Bindung beteiligt sind. Handelt es sich bei der Interaktion der beiden
Proteine um einen langsamen Austausch, so kommt es im Zuge der Titration
zu einer Abnahme der Intensitdt der Korrelationspeaks jener Aminoséduren
der freien, ungebundenen Variante des markierten Proteins, die sich in der
Néhe der Bindestelle des Liganden befinden. Gleichzeitig erscheinen neue
Kreuzsignale fiir die gleichen Aminosduren, die jedoch der gebundenen Va-
riante zuzuordnen sind. Je hoher die Ligandkonzentration, desto schwécher
wird die Intensitdt der Signale der freien Variante und desto starker werden
die Signale der gebundenen Variante. Bei Sattigung der Bindung ist das Si-
gnal der freien Variante dann génzlich verschwunden. Handelt es sich bei
der Interaktion des Proteins und des Ligands um einen schnellen Austausch,
so dndert sich die chemische Verschiebung der Resonanzsignale von Kernen
die sich in rdumlicher Ndhe der Bindestelle befinden mit jeden Titrations-
schritt bis die Sittigung der Bindung erreicht ist. Die Austauschrate k der
beobachteten Protein-Ligand Wechselwirkung ist beim schnellen Austausch
viel grofler und beim langsamen Austausch viel kleiner als die Differenz (in
Hz) der Resonanzfrequenzen der an der Bindung beteiligten Kerne im ge-
bundenen im Vergleich zum freien Zustand. Beim intermedidren Austausch
beobachtet man im Zuge der Titration fiir die an der Bindung beteiligten Ker-
ne eine Mischung aus Resonanzfrequenzinderung und Signalverbreiterung,
eventuell auch das Verschwinden der Signale. In diesem Fall liegt die Aus-
tauschrate k in der Néhe der Differenzen (in Hz) der Resonanzfrequenzen der
an der Bindung beteiligten Kerne im freien bzw. gebundenen Zustand. Die
Anderung der chemischen Verschiebung (CSP, engl.: chemical shift pertur-
bation) der "HN- und "N-Kerne von Proteinriickgratamidgruppen infolge
einer Ligandenbindung wird hédufig durch folgende empirische Formel [124]
ausgedriickt:
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CSP = \/ (Ao THN)* + % (Ao 5N)? (3.3)

In die Berechnung gehen die Differenzen Ao der chemischen Verschiebungen
der '"HN- und ®N-Kerne der gleichen Aminoséure des Zielproteins im freien
und im Ligand-gebundenen Zustand ein. Die Aminosduren des Zielproteins
mit den grofiten CSP-Werten befinden sich mit hoher Wahrscheinlichkeit in
rdumlicher Nédhe der Ligandenbindestelle. Allerdings konnen Konformati-
onsanderungen des Proteins infolge der Ligandenbindung auch zu signifi-
kanten CSP-Werten abseits der Bindestelle fiihren.

3.14.5 Ableitung der Sekundarstruktur mit TALOS-N

In dieser Arbeit wird die Sekundérstruktur der untersuchten Proteine unter
Berticksichtigung der isotropen chemischen Verschiebung ihrer *C*, 13CO,
13CP, THN, PN und 'H® Kerne abgeleitet. Hierbei wird genutzt, dass *CF
Resonanzfrequenzen in a-helikalen Bereichen, im Vergleich zu unstruktu-
rierten Bereichen, tendenziell hochfeldverschoben (niedrigere ppm), in 8-
Faltblatt Strukturen hingegen tendenziell tieffeldverschoben (hohere ppm)
sind. Bei *C* und *CO Resonanzfrequenzen findet man entgegengesetzte
Tendenzen [149]. Fiir die Auswertung wird das Programm TALOS-N [118]
verwendet. Dieses Programm sagt die Riickgrattorsionswinkel ¢ und 1 des
untersuchten Proteins mit Hilfe der gemessenen chemischen Verschiebungen
und eines neuronalen Netzwerkes, welches unter Verwendung von NMR-
und Strukturdaten von 580 Proteinen trainiert wurde, vorher. Dabei wird
zunéchst fiir alle betrachteten Kerne einer gegebenen Aminosdure die Dif-
ferenz (A6 = 0 — 6,.) der gemessenen chemischen Verschiebung (6) und der
entsprechenden archivierten Verschiebung (0,), die typisch fiir unstruktu-
rierte Bereiche ist, berechnet [148]. Die Differenz wird dann benutzt, um
durch das neuronale Netzwerk auf Basis von Datenbanken, die insgesamt

ca. 10000 Proteine umfassen, die Torsionswinkel ¢ und ¢ abzuleiten. Un-
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ter Beriicksichtigung der Art und der gemessenen chemischen Verschiebun-
gen der benachbarten Aminosduren wird schliefllich die Wahrscheinlichkeit
fiir das Vorliegen einer a-Helix bzw. eines -Faltblattes auf einer Skala von
-1 bis 1 fiir jede Aminosédure angegeben [118]. Werte im Bereich von 0,5 bis
1 definieren Aminoséduren in a-Helices, Werte von -0,5 bis -1 solche in 8-
Faltbldttern. Aminosduren mit Werten zwischen -0,5 und 0,5 werden als un-
strukturiert angesehen. Fiir diese unstrukturierten Bereiche wird die Wahr-
scheinlichkeit fiir das Vorliegen einer a-Helix bzw. eines p-Faltblattes manuell
auf den Wert 0 gesetzt. Bei Vorliegen experimenteller chemischer Verschie-
bungen sagt TALOS-N fiir mehr als 90% aller analysierten Aminosduren
Torsionswinkel ¢ und ¢ vorher, und zwar mit einer Fehlerquote von weni-
ger als 3,5% [118]. TALOS-N kann unter Umstédnden auch fiir Proteinbereiche
ohne experimentelle chemische Verschiebungen eine Sekundéarstrukturvor-
hersage treffen. Dies geschieht {iber ein weiteres implementiertes neuronales
Netzwerk, welches auf eine Datenbank mit experimentell bestimmten Tor-
sionswinkeln fiir Oligopeptide zugreift. In diesem Fall liegt die statistische
Zuverlassigkeit der getroffenen Sekundérstrukturvorhersagen bei 81% [118].

Gleichzeitig gibt das Programm TALOS-N einen Riickgrat-Ordnungs-
parameter aus, der angibt wie flexibel die einzelnen Aminosduren sind. Hier-
zu wird zunédchst der RCI (engl.: random coil index) berechnet [9].

-1
RCI = (A|A6Ca| + BIAScol + CIAScsl + DIASN| + E[AS | + FlA(SHal) (3.4)

Hierbei handelt es sich um die inverse gewichtete Summe der Differenzen der
beobachteten chemischen Verschiebungen der *Ca, 1*CO, ¥Cg, 'HN, >N und
'Ha Kerne, im Vergleich zu den statistischen Durchschnittswerten der che-
mischen Verschiebungen des jeweiligen Aminosauretyps in unstrukturierten
Proteinbereichen. Die Gewichtungsfaktoren A, B, C, D, E und F variieren je
nach verwendeten chemischen Verschiebungen und kénnen der RCI Online
Hilfe? entnommen werden. Aus diesem Wert wird der Ordnungsparameter

Zhttp://randomcoilindex.com/rci/talbel.html
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RCI-S? errechnet [9].

RCI-S* = 1-0,5 In(1 + 10,0 RCI) (3.5)

Die ausgegebenen Werte liegen im Bereich zwischen 0 und 1. Die Aminosédu-
ren fiir die ein RCI-S? unter 0,85 berechnet wird, werden als flexibel angese-
hen [10].
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Kapitel 4
Experimente und Ergebnisse

Das folgende Kapitel , Experimente und Ergebnisse” beschreibt die Herstel-
lung und Reinigung der Transmembran- und zytoplasmatischen Doméne des
humanen BST2 (HIS-BST2tmcyt, Kap.: 4.1) und des Vollldngen-Proteins HIV-
1VpU (VpU-HIS, Kap.: 4.2). Zudem werden die strukturellen Studien, welche
in dieser Arbeit durchgefithrt worden sind, vorgestellt. Dartiber hinaus zeigt
es die Ergebnisse der, auf NMR-spektroskopischen Messungen beruhenden,
Bindungsstudien dieser beiden Proteine (Kap.: 4.3). Abschlieffend wird die
Herstellung von elektrostatisch geladenen Nanodiscs beschrieben (Kap.: 4.4).

Fiir die Herstellung von HIS-BST2tmcyt und VpU-HIS wurde im Zuge
dieser Arbeit die E. coli-basierte zellfreie Proteinsynthese in unserem La-
bor etabliert. Dies war notig, da es sich bei beiden Proteinen um in E. coli
schwer zu expremierende Proteine handelt. Die zellfrei hergestellten Protei-
ne wurden in stindiger Anwesenheit von DPC-Mizellen tiber Affinitdtschro-
matographie und Grofienausschlusschromatographie gereinigt. Die sténdige
Anwesenheit von Mizellen stellte sicher, dass die Proteine naturnah gefaltet
vorliegen und verhinderte, dass die Proteine prézipitieren. Die gereinigten
Proteine wurden unter Verwendung von NMR-spektroskopischen Unter-
suchungen strukturell charakterisiert. Auch die Wechselwirkung zwischen
HIS-BST2tmcyt und VpU-HIS wurde mit NMR-Spektroskopie charakteri-

81
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siert. Zudem wird gezeigt, dass die Sekundarstruktur der zytoplasmatischen
Doméne des VpU-HIS abhédngig von der Mizellenkonzentration im Puffer
ist. AbschliefSend wird die Etablierung der Herstellung von elektrostatischen
geladenen Nanodiscs beschrieben, welche bei weiterfithrenden Experimen-
ten die in dieser Arbeit verwendete Mizelle als Membranmodell ersetzen

konnten.

4.1 Das humane BST2tmcyt

4.1.1 Synthese und Reinigung des rekombinanten Proteins
HIS-BST2tmcyt

4.1.1.1 Zellfreie Synthese des HIS-BST2tmcyt

Fiir die Synthese des HIS-BST2tmcyt Proteins mit Hilfe der E. coli-basierten
zellfreien Proteinsynthese wurde ein Konstrukt aus Transmembran- und zy-
toplasmatischer Doméne des BST2 konzipiert. Die in der Orginalaminosau-
resequenz enthaltenen zwei Cysteine (C9 und C20) wurden durch Serine
ersetzt. N-terminal enthélt das Konstrukt eine Schnittstelle fiir die Protease
des Tobacco Etch Virus (TEV-Protease) und einen His-Tag fiir die spétere
Reinigung iiber eine Affinitdtschromatographie. Das so erhaltene Protein
wird im Folgenden HIS-BST2tmcyt genannt (Abb.: 4.1). Uber die Restrikti-
onsschnittstellen Ndel und HindIIl wurde die fiir das Konstrukt kodierende
DNA-Sequenz in den pET22b_deltaLac Vektor kloniert.

Um die Prazipitation dieses Membranproteins zu verhindern, war die Ge-
genwart von Detergenzien wihrend der zellfreien Synthese erforderlich. Zur
Ermittlung des Detergens mit der optimalen Proteinausbeute in Relation zu
den anfallenden Kosten wurden 60 ul Reaktionsansitze verwendet. Getestet
wurden 0,1% Brij35, 1,5% Brij-58, 1% DPC und 1% DHPC. Das Ergebnis der
Synthese wurde mittels Western-Blot ausgewertet (Abb.: 4.2). Dabei stellte
sich 1,5% Brij58 als optimal heraus. Die Proteinausbeute war hier zwar vier-
fach geringer als beim DHPC, jedoch ist Brij58 in der Anschaffung ca. 575-mal
glinstiger (1 g Brij58 = 0,06 €, 1 g DHPC = 345 €). Die Mehrkosten durch das
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Abbildung 4.1: Aminosduresequenz des HIS-BST2tmcyt Proteins im Einbuchstaben-
Aminosédure-Kode, welches auf dem Plasmid pET22b_deltaLac_BST2tmcyt kodiert ist. Es ent-
hilt einen Hisqg-Tag (AS: 3-12, blau) und eine TEV-Schnittstelle (AS: 20-26, rot). Die Sequenz
der zytoplasmatischen und der Tramsmembran-Doméne des BST2 (AS: 27-77) ist fettgedruckt
dargestellt. Dieser Proteinabschnitt wird im folgenden BST2tmcyt genannt. Die fettgedruckten
Zahlen oberhalb der Sequenz geben die Position der Aminosduren im Protein BST2 an.

Brij35 Brij58 DPC DHPC

Abbildung 4.2: Western-Blot des Detergens-Vergleichs fiir die Synthese von HIS-BST2tmcyt.
Von den Brij-Varianten war Brij-58 die mit der htheren Proteinausbeute. DPC verhinderte die
Synthese. DHPC hatte die hochste Proteinausbeute.

DHPC hitten sich durch die Ersparnisse durch die vergleichsweise hohere
Ausbeute an Protein nicht amortisiert. Die Herstellung des Proteins fand im
3 ml Reaktionsansatz bei 30 °C fiir 18 h statt.

4.1.1.2 Reinigung des HIS-BST2tmcyt

Die Reinigung des HIS-BST2tmcyt wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Der
erste Schritt bestand aus einer Affinititschromatografie iiber eine Ni**NTA-
Saule. Der zweite Schritt war eine Grofienausschlusschromatografie tiber
eine SD200 10/300 GL Séule. Bei diesen Schritten wurde das Brij58, das da-
zu diente, das Protein wihrend der Synthese in Losung zu halten, durch
intensive Waschschritte mit DPC-haltigem Puffer entfernt und gegen DPC
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ausgetauscht. Durch die mechanische Belastung der inneren Reaktionskam-
mer wihrend der Synthese, wurde diese in ca. 10% der Reaktionen undicht.
Dadurch gelangte Protein aus dem inneren Reaktionsmedium (RM) ins du-
Bere Fiitterungsmedium (FM). Um dieses Protein nicht zu verlieren, wurde
als erstes das Fiitterungsmedium auf eine 2 ml Ni** NTA-S4ule gegeben. Der
Durchfluss (FMD) wurde aufgefangen. Nach einem anschlieflenden Wasch-
schritt (FMW) mit 20 ml Puffer I (Tab.: 4.1) wurde das eventuell vorhandene
Protein mit 10 ml Puffer I + 500 mM Imidazol vom Sdulenmaterial eluiert
(FME). Das Saulenmaterial wurde anschliefend durch Waschen mit 20 ml
Puffer I regeneriert. War dies geschehen, konnte das Reaktionsmedium auf
die Sdule gegeben werden. Der Durchfluss (RMD) wurde aufgefangen. Nach
einem intensiven Waschschritt (RMW) mit 20 ml Puffer I wurde das auf
der Sdule verbliebene Protein mit 10 ml Puffer I + 500 mM Imidazol eluiert
(RME). Zur Kontrolle der Affinitditschromatografie wurde eine SDS-PAGE
mit anschlieSender Silberfirbung durchgefiihrt (Abb.: 4.3). Verwendet wur-
den 10 ul Aliquots vom FM, FMD, FMW, FME, RM, RMD, RMW und RME.
Dabei wurden RM und RMD in einer Verdiinnung von 1:100 und RMW in ei-
ner Vertinnung von 1:10 verwendet. Bei funktionierender Reinigung befand
sich das Protein im RME. War Protein bei der Synthese in das FM gelangt,
so befand sich ebenfalls Protein im FME. Fiir den zweiten Reinigungsschritt,
die Grofienausschlusschromatografie, wurden die proteinhaltigen Fraktio-
nen, RME und ggf. FME, vereint und unter Verwendung eines Vivaspin20
Konzentrators mit einem MWCO von 3 kDa auf 1 ml reduziert. Diese konzen-
trierte Proteinlosung wurde auf eine zuvor mit Puffer II (Tab.: 4.1) equilibrier-
te SD200 10/300 GL Séule gegeben. Die Trennung der verschiedenen Proteine
erfolgte unter einer konstanten Flussgeschwindigkeit von 500 ml/min. Der
Durchfluss wurde in 1 ml Fraktionen aufgefangen. Da das HIS-BST2tmcyt
keine Tryptophane beinhaltet, zeigte es kaum Absorption bei 280 nm und
somit nur einen vergleichsweise kleinen Peak im Chromatogramm (Abb.:
4.4). Darum musste eine SDS-PAGE mit anschlieSender Silberfirbung von
den einzelnen Fraktionen der Grofienausschlusschromatografie durchfiihrt
werden. Benutzt wurden 10 ul Aligouts der proteinhaltigen 1 ml Fraktio-
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nen von 11,5 ml bis 18,5 ml. HIS-BST2tmcyt war in den Fraktionen 14,5 ml
und 15,5 ml vorhanden. Diese Fraktionen wurden vereint und mittels ei-
nes Vivaspin2 Konzentrators mit einem MWCO von 3 kDa von 2 ml auf
200 pl eingeengt. Zur Bestimmung des DPC- und Proteingehaltes wurden
2 ul einer 1:5 Verdiinnung im Direct Detect IR Spektrometer gemessen. Die
DPC-Konzentration lag hierbei meist zwischen 80 und 100 mM. Um die fiir
die NMR-Messung optimale DPC-Konzentration von 500 mM zu erreichen,
wurde deuteriertes DPC aus einer 1 M Stammldsung in NMR-Puffer mit 30%
(v/v) D,O hinzugegeben. Die so entstandene Probe konnte ohne weitere Be-
handlung fiir Messungen am NMR-Spektrometer verwendet werden. Fiir die
NMR-Experimente wurde doppelmarkiertes [U-°N;U-*C] HIS-BST2tmcyt
verwendet, einzige Ausnahme war die Titration des markierten VpU-HIS
mit unmarkiertem HIS-BST2tmcyt (Kap.: 4.3.2).

Tabelle 4.1: Puffer zur Reinigung von synthetisierten Proteinen

Puffer I Puffer I
20 mM NaPi, pH7 20 mM NaPi, pH7
100 mM NaCl 100 mM NaCl
3 mM DPC 3 mM DPC
3 mM EDTA

Abbildung 4.3: Ein durch
Silberfarbung gefarbtes Gel
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Abbildung 4.4: A: Chromatogramm der Grof8enausschluss-Chromatografie des HIS-BST2tmcyt.
Bei 20 ml befindet sich der Peak des tiberschiissigen DPC, bei 25 ml der des Imidazols. Das HIS-
BST2tmcyt hatte, aufgrund des Nichtvorhandenseins eines Tryptophans, bei einer Wellenlinge
von 280 nm kaum Signal. B: Silberfarbung der proteinhaltigen Fraktionen. Die Fraktionen 14,5 ml
und 15,5 ml enthielten das HIS-BST2tmcyt, welches auf der Abbildung mit einem Pfeil markiert
wurde.
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4.1.2 NMR-Spektroskopie an HIS-BST2tmcytin DPC-Mizellen
41.2.1 2D NMR-Spektroskopie an HIS-BST2tmcyt

Als erstes wurde zur Charakterisierung des BST2tmcyt ein 2D ['H-°NJ-
HSQC-Spektrum aufgenommen (Abb.: 4.5). Ausgehend von den 77 Amino-
sduren in der Proteinsequenz (Abb.: 4.1) sind 63 ['H-!°N]-Korrelationssignale
der Riickgratamidgruppen im HSQC-Spektrum zu erwarten (77 Aminosau-
ren abziiglich der drei Proline, die kein Amidproton besitzen, den 10 Histidi-
nen des His-Tags, die bei pH 7,0 nicht zu sehen sind, und der N-terminalen
Aminosédure, die aufgrund von chemischem Austausch nicht sichtbar ist).
Zu erkennen sind 65 Riickgratkorrelationssignale, was auf ein zusatzliches

Konformer hinweist.

4.1.2.2 Sequenzielle Resonanzzuordnung

Anhand der NMR-Messungen wurden die chemischen Verschiebungen der
HN, N, CO, C%, Cf, H* und HP Resonanzen der einzelnen Aminosiuren des
HIS-BST2tmcyt bestimmt. (Kap.: 3.14.3). Dies geschah unter Verwendung
des Programmes CcpNmr. Zunéchst erfolgte eine Zuordnung der im 2D ['H-
5N]-HSQC-Spektrum zu sehenden HVN-Korrelationspeaks der Riickgrata-
midgruppen zu den Aminosiduren des HIS-BST2tmcyt. Dies gelang unter Ver-
wendung eines 3D HNCA-, eines 3D HNCACB-, eines 3D CBCA(CO)NH-
und eines 3D BEST-TROSY-HNCACB-Spektrums (Abb.: 4.6). Von den 65
vorhandenen Korrelationspeaks der Riickgratamidgruppen im 2D HSQC-
Spektrum konnten 50 Signale der Aminosduresequenz des BST2tmcyt zu-
geordnet werden. Dabei liegen das N49 und S50 doppelt vor. Auler den
naturgemédfs fehlenden Signalen der Proline P12 und P40 lieff sich auch
das Arginin R19 im HSQC nicht zuordnen. Somit wurden 48 (94,1%) der
51 Aminosduren des BST2tmcyt im 2D ['H-'"N]-HSQC-Spektrum identifi-
ziert (Abb.: 4.7). Die restlichen 15 Signale im 2D ['H->N]-HSQC-Spektrum
konnten dem N-terminalen Uberhang (Abb.: 4.1) zugeordnet werden. Diese
Aminosduren werden bei den weiteren Angaben nicht berticksichtigt. Die
folgenden Werte beziehen sich ausschliefilich auf den zytoplasmatischen Teil
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Abbildung 4.5: 2D ['H-°NJ-HSQC-Spektrum des [U-N;U-1*C]-HIS-BST2tmcyt in DPC-
Mizellen. Gemessen bei 40 °C und 21,1 T. Puffer: 20 mM NaPi (pH=7,0), 100 mM NaCl, 3 mM
EDTA, 3 mM DTT und 500 mM DPC.
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Abbildung 4.6: Sequenzspezifische Zuordnung des Proteinriickgrats des BST2tmcyt mit den
Spektren 3D HNCACB (orange und magenta) und 3D CBCA(CO)NH (griin). Es ist der Ab-
schnitt vom Leucin 66 bis zum Alanin 73 dargestellt. Die orangen C*- und die magenta CF-
Korrelationssignale unterscheiden sich durch das Vorzeichen. Die griinen Korrelationssignale
zeigen die C ;- und Cfﬂ_l—AtomeA Die Konnektivititen sind durch eine rote gestrichelte Linie
verbunden. Die typische Tieffeldverschiebung des Threonin 70 und die Hochfeldverschiebung
des Alanin 73, beziiglich derer C#-Korrelationssignale, sind zu erkennen.

und die Transmembrandoméne des BST2 (BST2tmcyt). Es konnten 48 von
49 erwarteten (98,0%) HN-Resonanzen und 48 von 51 (94,1%) N-Resonanzen
zugeordnet werden. Des Weiteren konnten 50 (98,0%) von 51 C*- und 45
(95,7%) von 47 CP-Resonanzen den jeweiligen Aminoséuren zugeordnet wer-
den. Unter Verwendung eines 3D HNCO-Spektrums konnten 47 (92,2%) der
51 CO-Resonanzen zugeordnet werden. Mittels eines NOESY- und eines 3D
HBHA(CO)NH-Spektrums konnten 45 (84,9%) von 53 der H*- und 43 (58,1%)
von 74 HP-Resonanzen den Aminosiuren zugeordnet werden.

4.1.2.3 Sekundirstrukturanalyse mittels chemischer Verschiebungen

Unter Verwendung des Programmes TALOS-N wurde die Sekundérstruktur
des BST2tmcyt abgeleitet (Kap.: 3.14.5). Diese Ableitung beruhte auf den che-
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Abbildung 4.7: 2D [1H-15N]-HSQC-Spektrum des [U-15N;U-13C]-HIS-BST2tmcyt in DPC-
Mizellen. Gemessen bei 40 °C und 21,1 T. Die HVN-Korrelationssignale der Riickgratamidgrup-
pen des BST2tmcyt wurden zugeordnet und im Einbuchstaben-Aminosaure-Kode beschriftet.
Korrelationssignale der Amidogruppen in Seitenketten wurden mit einer durchgezogenen Li-
nie verbunden. HVN-Korrelationssignale, die zum N-terminalen Uberhang (Abb.: 4.1) gehoren,
wurden mit einem Stern (x) gekennzeichnet. Jene die zu den alternativen Aminosduren des
C-Terminus N49” und S50” gehoren wurden mit einem (7) gekennzeichnet.
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Abbildung 4.8: Mit TALOS-N abgeleitete Sekundéarstruktur und Dynamik des BST2tmcyt, unter
Verwendung der gemessenen chemischen Verschiebungen. Graph A zeigt den Ordnungspara-
meter RCI-S?. Aminos&uren mit einem RCI-S? grofer als 0,85 (rote gepunktete Linie) werden als
unflexibel angesehen. Graph B zeigt die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass eine betrachtete Amino-
sdure in einem a-helikalen Bereich liegt. Alle Werte unter 0,5 werden durch das Programm auf
0 herabgesetzt.

mischen Verschiebungen, die durch die NMR-spektroskopischen Messungen
ermittelt werden konnten (Kap.: 4.1.2.2). Die durch das Programm berech-
neten Werte sind in Abbildung 4.8 zu sehen. Wie in Graph A zu erkennen,
wurden die Aminosduren im Bereich vom R19 bis zum G38 als auch im Be-
reich vom L41 bis zum K47 als unflexibel berechnet. Die Wahrscheinlichkeit
dafiir, dass eine Aminosdure Teil einer aHelix ist, ist in Graph B zu sehen. Es
werden zwei Bereiche mit Aminoséduren in a-helikaler Strukturanordnung
vorhergesagt. Der erste, 19 Aminosduren lange Bereich reicht vom R19 bis
zum L37. Der zweite, acht Aminosduren lange Bereich reicht vom P40 bis
zum K47. Alle iibrigen Aminosduren wurden als unstrukturiert eingestuft.

Es wurden keine $-Faltblitter identifiziert.
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Abbildung 4.9: Die Abbildung zeigt die Proton-Proton NOE-Korrelationen des BST2tmcyt. Bei
dnn(dns,dsn), dan(das) und dgn(dgs) spiegelt die Starke der Balken die Intensitét der beobach-
teten NOE-Kreuzpeaks wieder. Bei dyn (i, i +2), dan (i, i +3) und dan (i, i +4) verbinden die Balken
die jeweils an den NOE-Korrelationen beteiligten Aminosauren.

4.1.24 Sekundarstrukturanalyse mittels NOE

Durch die Auswertung von sekunddrstrukturtypischen NOE-Korrelationen
lasst sich auf die Sekundérstruktur des Proteins schliefSen. So lassen starke
Korrelationen = zwischen sequenziell benachbarten Amidprotonen
(dyn(dns,dsn)) auf einen a-helikalen Bereich schliefSen. Korrelationen zwi-
schen H* (dan(das)) und HP (dgn(dps)) einer Aminosédure mit dem Amidpro-
ton der darauffolgenden Aminosdure werden unabhingig von der Sekun-
dédrstruktur sehr hdufig beobachtet. Dagegen sind Korrelationen zwischen
dem H%-Atom einer Aminosaure und den HV-Atomen der weiteren drei fol-
genden Aminosduren (dun(i, 7 + 2), dan(i, © + 3) und dun(i,  + 4)) typisch
fiir helikale Bereiche. Abbildung 4.9 zeigt die ermittelten NOE-Korrelationen
fiir das BST2tmcyt. Diese wurden unter Verwendung des Programms Ccp-
Nmr ermittelt. Hierzu wurde ein 3D (*H-'H-'>N)-TROSY-NOESY und ein 3D
HBHA(CO)NH-Spektrum verwendet. Korrelationen zwischen benachbarten
Amidprotonen (dyn(dns,dsn)) konnten von Aminosadure K21 bis G38 und von
Aminosdure 141 bis K47 ermittelt werden. Dies weist auf eine a-Helix in die-
sem Bereich hin. Zusétzlich treten eine Reihe Helix typischer NOEs zwischen
dem H¢ der betrachteten Aminosaure und dem HY der Aminosiure zwei
Positionen weiter (d,n(i, i + 2)), drei Positionen weiter (d,n(i, i + 3)) und vier
Positionen weiter (d,n(i, i + 4)) im Bereich von Aminos&ure S20 bis G38 auf.
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4.2 Das HIV-1 VpU

4.2.1 Synthese und Reinigung des rekombinanten Proteins
VpU-HIS

4.21.1 Zellfreie Synthese des VpU-HIS

Zur Herstellung des HIV-1 VpU unter Verwendung der zellfreien Proteinsyn-
these wurde ein Plasmid verwendet, welches fiir das Volllangen-Protein VpU
(Isolat SF162) und einen C-terminalen His-Tag kodiert (Abb.: 4.10). Ein ent-
sprechendes Oligonukleotid wurde tiber die Restriktionsschnittstellen Ndel
und Xhol in den pET22b_deltaLac-Vektor hineinkloniert.

10 20 30 40
MOPLQILAIV ALVVAAIIAI VVWTIVYIEY RKILRQRKID
50 60 70 80
RLIDRITERA EDSGNESEGD OQEELSALVER GHLAPWDVDD
81 89
LLEHHHHHH

Abbildung 4.10: Aminosduresequenz des VpU-HIS Proteins, welches auf dem
pET22b_deltaLac_VpU-HIS Plasmid kodiert ist. Es besteht aus der Sequenz des VpU
Proteins (AS: 1-81, fett) und einem C-terminalen Uberhang, welcher ein His-Tag (AS: 84-89,
blau) enthalt.

Da es sich bei dem VpU-HIS Protein um ein Membranprotein handelt,
war die Présenz eines Detergens nétig, um es wahrend der Synthese nicht
ausfallen zu lassen. Um ein geeignetes Detergens zu finden, wurde eine Ver-
suchsreihe mit verschiedenen Detergenzien durchgefiihrt. Getestet wurden
0,1% Brij35, 1,5% Brij-58, 1% DPC und 1% DHPC. Genutzt wurde hier ein
Syntheseansatz mit einem Reaktionsvolumen von 60 ul. Die Ansédtze wurden
anschlieflend mittels Western-Blot analysiert (Abb.: 4.11). Die Verwendung
von DHPC ergab die grofite Proteinausbeute. Von den Brij Varianten eignete
sich Brij35, da in dessen Gegenwart 5-mal mehr Protein synthetisiert wurde
als in Gegenwart von Brij58. DPC eignete sich nicht fiir die Synthese des VpU-
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HIS, da hier kein Protein synthetisiert wurde. Anhand dieses Ergebnisses
wurde Brij35 ausgewdhlt, da es eine vergleichsweise grofie Proteinausbeute
lieferte und im Vergleich zu DHPC in der Anschaffung ca. 900-mal giinstiger
ist (1 g Brij35=0,04 €, 1 g DHPC = 345€). Fiir die préparative Synthese wurde
ein Syntheseansatz mit 3 ml Reaktionsvolumen gewihlt. Sie fand bei 30 °C
statt und dauerte 18 Stunden.

Brij35 Brij58 DPC DHPC

Abbildung 4.11: Western-Blot des Detergenz-Vergleichs fiir die Synthese von VpU-HIS. Von den
Brij-Varianten war Brij-35 die mit der hochsten Proteinausbeute. DPC verhinderte die Synthese.
DHPC ergab die vergleichsweise grofite Menge an VpU-HIS.

4.2.1.2 Reinigung des VpU-HIS

Auf eine in Puffer I (Tab.: 4.1) equilibierte 1,5 ml Ni>*-NTA Siule wurden
zunédchst die 50 ml Fiitterungsmedium (FM) der Proteinsynthese gegeben.
Der Durchfluss (FMD) wurde aufgefangen. Die Sdule wurde anschlieffend
mit 20 ml Puffer I gewaschen. Dieser intensive Waschschritt diente sowohl
zur Entfernung von nicht gebundenen Proteinen, als auch zum Austausch
des Brij-35 gegen DPC. Die Waschfraktion wurde aufgefangen (FMW). Das
gebundene Protein wurde anschlieffend mit 10 ml Puffer I + 500 mM Imida-
zol eluiert und aufgefangen (FME). Bevor das Reaktionsmedium (RM) auf
die Sdule gegeben wurde, musste das Imidazol von dieser entfernt werden.
Dazu wurde erneut mit 20 ml Puffer I regeneriert. War dies passiert, wurde
das Reaktionsmedium (RM) auf die Saule gegeben. Der Durchfluss wurde
aufgefangen (RMD). Erneut wurden nicht gebundene Proteine entfernt und
das Brij-35 gegen DPC ausgetauscht, indem mit 20 ml Puffer I gewaschen
wurde (RMWI). Ein weiterer Waschschritt mit Puffer I + 10 mM Imidazol
(RMWII) diente dazu, an die Sdule gebundene Proteinverunreinigungen zu
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entfernen. Im letzten Schritt wurde das VpU-HIS mit 10 ml Puffer I + 500 mM
Imidazol von der Saule eluiert (RME). Zur Kontrolle diente eine SDS-PAGE
(Kapitel: 3.9.1) der proteinhaltigen Fraktionen und die im Gel enthaltenen
Proteine wurden durch eine Silberfirbung (Kapitel: 3.9.5) sichtbar gemacht
(Abb.: 4.12). Um letzte Verunreinigungen zu entfernen, wurde ein weiterer

Abbildung 4.12: Ein durch
Silberfarbung gefarbtes Gel
der Ni?*NTA-Fraktionen. In
diesem Fall enthielt das Fiit-
terungsmedium (FM) keine
Proteine. Daher waren im
Durchfluss (FMD), in der
Wasch- (FMW) und Eluti-
onsfraktionen (FME) eben-
falls keine Proteine enthal-
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VpU-HIS (RM) enthielt alle Protei-
&
E» ne. Nach der Reinigung be-
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WII) und in der Elutions-
fraktion (RME).
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Reinigungsschritt durchgefiihrt. Dieser war eine Grofienausschlusschroma-
tographie iiber eine Superdex 200 10/300 GL Saule an der AKTApurifier 900
Chromatografieanlage. Hierzu wurden die VpU-HIS enthaltenden Fraktio-
nen aus der Ni?"-NTA Reinigung um den Faktor 10 konzentriert. Benutzt
wurden Vivaspin20 Konzentratoren mit einem MWCO von 3 kDa. Das Kon-
zentrat wurde in Volumina von maximal 1 ml auf die in Puffer II (Tab.: 4.1)
equilibrierte Sdule gegeben. Unter einem konstanten Fluss von 500 ml/min
wurde diese anschliefSlend mit 35 ml Puffer II gewaschen. Hierdurch wurde
das VpU-HIS von Proteinverunreinigungen, tiberschiissigem DPC sowie Imi-
dazol getrennt. Der Durchfluss wurde in 1 ml Fraktionen aufgefangen. Zur
Kontrolle diente eine SDS-PAGE (Kapitel: 3.9.1) der proteinhaltigen Fraktio-
nen mit anschlieender Silberfarbung (Kapitel: 3.9.5) (Abb.: 4.13).
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Abbildung 4.13: A: Chromatogramm der Gréenausschlusschromatographie von VpU-HIS. Bei
12-13 ml befindet sich der Peak des VpU-HIS, bei 20 ml das iiberschiissige DPC. Bei 26 ml ist das
Signal des Imidazols zu sehen. B: Silberfarbung der proteinhaltigen Fraktionen. Die Fraktionen

11,5 ml und 12,5 ml enthielten die grofite Menge des VpU-HIS, welches auf der Abbildung mit
einem Pfeil markiert ist.
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4.2.2 NMR-Spektroskopie VpU-HIS in DPC-Mizellen
4.2.2.1 Vergleich von deuteriertem mit protoniertem VpU-HIS

Als erstes wurde ein 2D ['H-"’N]-TROSY-Spektrum aufgenommen, um die
Qualitdt der NMR-Probe und die Pufferbedingungen zu kontrollieren. Hierzu
wurde [U-PN;NA-NWCQ]-VpU-HIS verwendet, welches mit 1>N-markier-
tem Algen-Aminosdure-Mix hergestellt wurde. Da dieser Mix die Aminosédu-
ren Asparagin, Tryptophan, Glutamin und Cystein nicht beinhaltete, wur-
den diese in nicht markierter Form hinzugegeben. Die HVN-Korrelationen
dieser Aminosduren sind daher im 2D ['H-’N]-TROSY-Spektrum (Abb.:
4.14a) nicht detektierbar. Aufgenommen wurde das Spektrum bei 40 °C und
das Protein lag in Puffer II (Tab.: 4.1) mit 500 mM DPC vor. Ausgehend
von der Aminosiduresequenz des VpU-HIS (Abb.: 4.10) waren 73 HVN-
Korrelationspeaks der Riickgratamidgruppen zu erwarten. Diese Anzahl er-
gibt sich aus den 89 Aminosduren des VpU-HIS abziiglich der zwei Pro-
line, welche kein Amidproton besitzen und daher nicht detektiert werden
konnen, der vier Glutamine, der zwei Tryptophane, des einen Asparagins
und der sechs C-terminalen Histidine, welche bei pH 7,0 nicht detektierbar
sind, als auch des N-terminalen Methionins, welches aufgrund schnellen
chemischen Austausches nicht beobachtbar ist. Im Spektrum waren 64 HVN-
Korrelationssignale der Riickgratamidgruppen zu erkennen. Das sind neun
weniger als erwartet. Dies lag vor allem an der ausgepragten Signaliiberla-
gerung aufgrund breiter Signale im Zentrum des 2D Spektrums. Hierdurch
konnten einige Kreuzpeaks nicht als separate Signale wahrgenommen wer-
den. Um die Signaldispersion zu erhthen, wurde deuteriertes VpU-HIS ein-
gesetzt (Kap.: 3.13.5). Dieses Protein war [U-?H,U-!°N,U-13C] markiert, mit
Ausnahme des Tryptophans, das nur [U-°N,U-*C] markiert war. Dreifach
markiertes Tryptophan stand nicht zur Verftigung. Die Pufferbedingungen
waren die gleichen wie bei der Messung mit protoniertem Protein. Es wurde
ein 2D ['H-*N]-TROSY-Spektrum bei 40 °C aufgenommen. Ausgehend von
der Aminoséuresequenz waren 80 HVN-Korrelationssignale der Riickgrata-

midgruppen zu erwarten. Diese Anzahl ergibt sich aus den 89 Aminosduren
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des VpU-HIS, abziiglich der zwei Proline, der sechs C-terminalen Histidi-
ne und des N-terminalen Methionins. Zusétzlich sind im TROSY-Spektrum
HNN-Korrelationen der Amide aus den Seitenketten der Glutamine und
des Asparagins zu erkennen, als auch die zusitzlichen Seitenkettensigna-
le der Tryptophane. Im Spektrum liefen sich 91 HVN-Korrelationssignale
von Riickgratamidgruppen erkennen. Das waren elf mehr als erwartet. Es ist
anzunehmen, dass das Protein in mehr als einer Konformation vorlag. Die
Signaldispersion konnte durch den Einsatz von deuteriertem Protein stark
erhoht werden. Daher wurden alle NMR-spektroskopischen Experimente
fiir die Resonanzzuordnung des VpU-HIS mit derart markiertem VpU-HIS
durchgefiihrt.

4.2.2.2 Sequenzielle Resonanzzuordnung

Im Zuge der sequenzspezifischen Zuordnung (Kap.: 3.14.3) des VpU-HIS er-
folgte eine Verkniipfung der Riickgrat-HYN;-Korrelationensignale aus dem
2D TROSY-Spektrum mit den Cf‘—, Cf -Resonanzen, CO;-Resonanzen als auch
den CO;_;-Resonanzen. Dies geschah unter Verwendung mehrerer 3D-NMR-
Experimente. Zunédchst wurden die C{-Resonanzen {iiber ein 3D TROSY~
HNCA-Spektrum, die Cf -Resonanzen tiber ein 3D TROSY-HNCACB-Spek-
trum und die CO;- und einige CO;_;-Resonanzen {iiber ein 3D TROSY-
HN(CA)CO-Spektrum mit den Hf‘] N;-Korrelationssignalen des 2D TROSY-
Spektrums verkniipft. Die HYN-Korrelationssignale der Riickgradamidgrup-
pen wurden unter Verwendung eines 3D TROSY-HN(CO)CA-
Spektrums (korreliert Hf\[ N; mit C!,), eines 3D TROSY-HN(CO)CACB-
Spektrums (korreliert Hf\] N; mit Cf_l) und eines 3D TROSY-HNCO-Spektrums
(korreliert HVN; mit CO;_1) sequenziell verkniipft. Mit Hilfe dieser drei Spek-
tren konnten die C;’i 17 die C’fﬁl- und die CO;_;-Resonanzen der vorherge-
henden Aminosdure (i — 1) eindeutig identifiziert werden. Die so erhalte-
nen Folgen sequenziell verkniipfter Spinsysteme wurden anschliefend der
Aminosduresequenz des VpU-HIS zugeordnet (Abb.: 4.16). Auf diese Weise
konnten 71 der 91 (78,0%) im 2D ['H-°N]-TROSY-Spektrum beobachteten
HNN-Korrelationssignale der Riickgratamidgruppen einer Aminosaure des
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Abbildung 4.14: Vergleich der 2D NMR-Spektren von deuteriertem und protoniertem VpU-
HIS. Beide wurden in 500 mM DPC und bei 40 °C und 21,1 T gemessen. A: ['H->N]-TROSY des
protonierten [U-SN;NA-NWCQ]-VpU-HIS. Die Aminosauren Asp, Trp, Glu und Cys sind nicht
isotopenmarkiert. B: ['H->N]-TROSY des deuterierten [U-15N,U-13C,U-ZH]-VpU-HIS.
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VpU-HIS zugeordnet werden. Fiir drei Sequenzabschnitte des VpU war ei-
ne ununterbrochene sequenzielle Resonanzzuordnung moglich. Diese drei
Fragmente waren P3 bis A16, 118 bis E29 und 143 bis L81. Neun Amino-
sduren (L67, V68, R70, G71, L73, A74, W76, D77 und V78) wurden je zwei
HVN-Korrelationssignale zugeordnet, wobei jeweils eins davon eine deutlich
geringere Linienbreite aufwies. Dieser Befund deutet auf mindestens zwei
unterschiedliche Konformationen hin. Die nachfolgenden Werte beziehen
sich auf die deutlich intensiveren NMR-Signale, die mit hoher Wahrschein-
lichkeit die dominante Konformation widerspiegeln. Von den 78 erwarteten
HNN-Korrelationen der Riickgratamidgruppen des VpU (81 Aminosduren
abziiglich der zwei Proline und des N-terminalen Methionins) wurden 60
(76,9%) im 3D TROSY-Spektrum zugeordnet. Unter Verwendung der 3D
NMR-Spektren konnten 64 von 81 erwarteten C*-Resonanzen (79,1%) und
60 von 78 erwarteten CP-Resonanzen (76,9%) den Aminosiuren des VpU zu-
geordnet werden. Weiterhin konnten 65 der 81 erwarteten CO-Resonanzen
(80,3%) den Aminosauren zugeordnet werden. Die chemischen Verschiebun-
gen aller zugeordneten Resonanzen kénnen dem Anhang 6.2 dieser Arbeit

enthommen werden.

4.2.2.3 Sekundirstrukturanalyse mittels chemischer Verschiebungen

Die Sekundarstruktur des VpU wurde unter Verwendung des Programmes
TALOS-N abgeleitet (Kap.: 3.14.5). Die Vorhersage beruhte auf den experi-
mentellen chemischen Verschiebungen HY, N, Ca, C und CO (Kap.: 4.2.2.2)
als auch auf der Aminosiuresequenz des VpU. Fiir Aminosduren ohne zu-
geordnete chemische Verschiebungen leitete TALOS-N die Sekundarstruk-
tur anhand gespeicherter Torsionswinkel in einer Proteindatenbank unter
Berticksichtigung der flankierenden Aminosduren ab. Die durch das Pro-
gramm berechneten Wahrscheinlichkeiten fiir das Vorliegen bestimmter Se-
kundarstrukturtypen sind in Abbildung 4.17 dargestellt. Es wurden keine
B-Faltblitter identifiziert. Die 21 Aminosduren von P3 bis W23 wurden als
a-helikal eingestuft. Eine weitere a-Helix von 19 Aminoséduren erstreckt sich
vermutlich von 128 bis 146, da auch diese Aminosduren als a-helikal einge-
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Abbildung 4.15: Sequenzielle Zuordnung der Korrelationssignale am Beispiel einer acht Ami-
nosduren langen Sequenz (L7 bis V14) des VpU. Verwendete Spektren: 3D TROSY-HN(CO)CA-
Spektrum (dunkelgriin; Cfil ), 3D TROSY-HNCA-Spektrum (rot; C?), 3D TROSY-HN(CO)CACB-
Spektrum (lila; Cfﬁl), 3D TROSY-HNCACB-Spektrum (schwarz; Cf ), 3D TROSY-HN(CA)CO-
Spektrum (blau; CO;_;+CO;), 3D TROSY-HNCO-Spektrum (rosa; CO_;). Die sequenziellen Ver-
kniipfungen der Signale in den Streifen benachbarter Aminosauren sind durch eine rote gestri-

chelte Linie angegeben.
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Abbildung 4.16: 2D [1H—15N]—TROSY—Spektrum des [U—15N,U—13C,U—2H]—VpU—HIS in DPC-
Mizellen. Gemessen bei 40°C und 21,1 T. Die Tryptophan-Seitenkettenamidresonanzen sind
in einem extra Ausschnitt rechts unten dargestellt. Nicht zugeordnete HVN-Korrelationssignale
sind mit einem Stern (+) gekennzeichnet. Wurden fiir eine gegebene Aminosédure des VpU meh-

rere Riickgrat-HNN-Korrelationssignale gefunden, so ist der Peak mit geringerer Linienbreite
mit einem Apostroph (/) gekennzeichnet. Diese Signale reflektieren wahrscheinlich alternative

Proteinkonformationen.
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Abbildung 4.17: Mit TALOS-N abgeleitete Sekundérstruktur des VpU, unter Verwendung der
gemessenen chemischen Verschiebungen (blau) oder der Aminosduresequenz allein (offen). Die
Hohe der Balken gibt die Wahrscheinlichkeit dafiir an, dass die jeweilige Aminosaure in einem a-
helikalen Bereich liegt. Alle Werte unter 0,5 wurden auf 0 herabgesetzt. Der schwarze horizontale
Balken unter dem Diagramm zeigt die Position der als a-helikal eingestuften Bereiche.

stuft wurden. Ebenso verhilt es sich mit den drei Aminosduren S65 bis L67
und den drei Aminosduren von D79 bis L81. Alle verbliebenen Aminosduren
wurden unstrukturierten Bereichen zugeordnet. Die durch TALOS-N iden-
tifizierten a-helikalen Bereiche reflektieren wahrscheinlich eine Transmem-
branhelix (P3-W23) und mindestens eine zytoplasmatische Helix (128-146).
Der berechnete Ordnungsparameter RCI-S* (Abb.: 4.18) zeigt einen Bereich
von L4 bis Y27 (mit der Ausnahme von I17) mit unflexiblen Aminos&uren an.
Dieser deckt sich nahezu mit dem Bereich der wahrscheinlichen Transmem-
branhelix. Die restlichen Aminosiduren des Proteins wurden auf der Basis des

RCI-S? Ordnungsparameters als flexibel eingestuft.

4.2.2.4 Abhingigkeit der chemischen Verschiebungen von der
DPC-Konzentration

Um die Abhédngigkeit der chemischen Verschiebungen des HIS-VpU von der
DPC-Konzentration zu untersuchen, wurde [U->N;NA-NWCQ]-VpU-HIS
(300 uM) gegen schrittweise steigende DPC-Konzentrationen (60 mM, 100
mM, 200 mM, 400 mM, 600 mM und 700 mM) titriert. Nach jedem Schritt
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Abbildung 4.18: Mit TALOS-N berechneter Ordnungsparameter RCI-S%>. Aminosiuren mit ei-
nem RCI-S? Wert iiber 0,85 (rote gepunktete Linie) werden als unflexibel angesehen. Fiir Amino-
sduren, bei denen aufgrund der unvollstindigen Resonanzzuordnung keine Aussage getroffen
werden konnte, ist kein Balken dargestellt. Die als a-helikal eingestuften Bereiche sind mit
schwarzen Balken unter der Sequenz dargestellt.

wurde ein 2D ['H-">N]-TROSY-Spektrum aufgenommen. Die Spektren wur-
den iibereinandergelegt und die HVN-Korrelationssignale der Riickgrata-
midgruppen, die die grofiten Verdnderungen in der chemischen Verschie-
bung zeigten und eindeutig identifiziert werden konnten, beschriftet (Abb.:
4.19). Aufgrund der Verwendung von protoniertem Protein war die Signal-
dispersion gering und es konnte nur ein Teil der Korrelationssignale zuge-
ordnet werden. Die stiarksten Veranderungen der chemischen Verschiebung
erfuhren die HVN-Korrelationssignale der Riickgratamidgruppen der Ami-
nosduren T47, A50, E51, L61, S65, E69, G71, A74 und A74’.

4.3 Interaktion von VpU-HIS mit HIS-BST2tmcyt

Die Interaktion von BST2 und VpU wurde anhand von NMR-Messungen
untersucht (Kap.: 3.14.4). Dazu wurden die Proteine HIS-BST2tmcyt und
VpU-HIS durch zellfreie Proteinsynthese hergestellt und anschlieffend ge-
geneinander titriert und im NMR-Spektrometer gemessen.
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Abbildung 4.19: Die Abbildung zeigt 2D ['H-"°N]-TROSY Spektren der Titration des [U-
I5N;NA-NWCQ]-VpU-HIS mit DPC. Gemessen bei 40 °C und 21,1 T. blau: 60 mM DPC; cyan:
100 mM DPC; griin: 200 mM DPC; gelb: 400 mM DPC; orange: 600 mM DPC; rot: 700 mM
DPC. Start- und Endpunkt der ausgeprégtesten Verschiebungen wurden markiert. Name und
Sequenzposition der jeweiligen Aminoséaure des VpU sind angegeben.
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4.3.1 Lokalisierung der Bindestelle auf HIS-BST2tmcyt

Fiir die Lokalisierung der Bindestelle fiir das HIV-1 VpU auf dem humanen
BST2 wurde [U-1°N,U-*C]-HIS-BST2tmcyt und unmarkiertes VpU-HIS her-
gestellt. Zunichst wurde ein 2D ['H-P’N]-TROSY-Spektrum vom
HIS-BST2tmcyt in 500 mM DPC aufgenommen. Die Konzentration des HIS-
BST2tmcyt betrug hierbei 500 M. Anschlieflend wurde schrittweise unmar-
kiertes VpU, aus einer 1550 pM Stammldsung mit 500 mM DPC, in die Probe
gegeben. Nach jedem Schritt wurde erneut ein 2D ['H->N]-TROSY-Spektrum
aufgenommen. Die einzelnen Titrationsschritte sind der Tabelle 4.2 zu ent-
nehmen. Die so entstandenen Spektren wurden iibereinander gelegt (Abb.:
4.20). Die chemische Verschiebung der einzelnen HVN-Korrelationssignale
der Riickgratamidgruppen wurde in jedem Spektrum bestimmt. Anschlie-
end wurde die Verdanderung der chemischen Verschiebungen in Bezug zum
Ausgangsspektrum ohne VpU-HIS berechnet. Die maximale Verdnderung
wurde in einem Balkendiagramm (Abb.: 4.21) aufgetragen. Diese war be-
reits nach dem ersten Titrationsschritt erreicht. Die HVN-Korrelationssignale
der Aminosduren S9, R10, V11, M13, E14, D15 und L24 des BST2tmcyt zeig-
ten die starksten Veranderungen in ihren chemischen Verschiebungen. Dabei
sind die HYN-Korrelationspeaks génzlich von ihrer urspriinglichen Position
verschwunden und verfiigen an ihrer neuen Position iiber die selbe Intensitét
wie zuvor. Die Intensitédt dndert sich auch in den darauf folgenden Titrati-
onsschritten nicht. Anhand dieses Befundes lasst sich keine Aussage tiber die
Art der Interaktion von HIS-BST2tmcyt und VpU-HIS treffen. Es konnte sich
sowohl um schnellen als auch um langsamen Austausch handeln. Um hier
eine genauere Aussage treffen zu konnen, wéren weitere Titrationen vonno-
ten, wobei die Titrationsschritte zwischen Schritt 0 und Schritt 1 des bereits
durchgefiihrten Versuches (Tab.: 4.2) angesiedelt sein miissten.

4.3.2 Lokalisierung der Bindestelle auf VpU-HIS

Fiir die Lokalisierung der Bindestelle auf dem HIV-1 VpU fiir das huma-
ne BST2 wurde [U-*H,U-°N,U-13C]-VpU und unmarkiertes HIS-BST2tmcyt
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Abbildung 4.20: 2D ['H-°N]-TROSY-Spektren des [U-'"N,U-!*C]-HIS-BST2tmcyt in DPC-
Mizellen. Gemessen bei 40°C und 21,1 T. Griin: 0 uM VpU; Rot: 198,7 uM VpU. Die acht
HNN-Korrelationssignale mit den stirksten @ndernden chemischen Verschiebungen wurden
beschriftet. Die HYN-Korrelationssignale der Aminoséuren S9, E14 und D15 wurden vergrofert

dargestellt.
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Tabelle 4.2: Titrationsschritte fiir die Lokalisierung der Bindestelle am HIS-BST2tmcyt

Schritt  c(HIS-BST2tmcyt) c(VpU-HIS)
[(uM] [uM]
0 500 0
1 458 199
2 406 352
3 365 529
4 331 633
0.15
£0.10
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Abbildung 4.21: Maximale Verschiebung der HVN-Korrelationssignale des BST2tmcyt nach Ti-
tration mit VpU. Bei den mit einem Stern gekennzeichneten Aminosduren konnte, aufgrund von
Uberlagerungen im Spektrum, die Verschiebung der HN N-Korrelationssignale nicht bestimmt

werden. Der schwarze Balken unter der Sequenz stellt die zuvor ermittelten a-helikalen Bereiche
dar.
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Tabelle 4.3: Titrationsschritte fiir die Lokalisierung der Bindestelle am VpU-HIS

Schritt  c(VpU-HIS)  c(HIS-BST2tmcyt)

(M] [1M]
0 500 0
1 438 115
2 389 204
3 350 276
4 311 378
5 290 414

hergestellt. Zundchst wurde ein 2D ['H-""N]-TROSY-Spektrum einer Probe
mit 500 uM VpU-HIS in 500 mM DPC aufgenommen. Anschliefend wur-
de in sechs Schritten HIS-BST2tmcyt aus einer 920 uM Stammldsung mit
500 mM DPC hinzugegeben (Tab.: 4.3). Nach jedem Schritt wurde erneut ein
2D ['H-"°N]-TROSY-Spektrum aufgenommen. In jedem Spektrum wurden
die chemischen Verschiebungen der Korrelationssignale der Riickgratamid-
gruppen bestimmt. Die Abweichungen der chemischen Verschiebung zum
Ausgangsspektrum ohne HIS-BST2tmcyt wurden berechnet. Die Verdnde-
rungen der chemischen Verschiebungen im Spektrum mit der hochsten HIS-
BST2tmcyt Konzentration im Vergleich zum Spektrum des VpU-HIS ohne
HIS-BST2tmcyt wurden in einem Balkendiagramm aufgetragen (Abb.: 4.24).
Die chemischen Verschiebungen der Aminosauren V14, 120, T24, E29, V6§,
V68 und E69 zeigen die dominantesten Verdnderungen relativ zum Aus-
gangsspektrum. Bei der Interaktion von VpU-HIS und HIS-BST2tmcyt liegt
wahrscheinlich ein schneller Austausch vor. Zu erkennen ist dies an der Ver-
dnderung der chemischen Verschiebung der Korrelationspeaks wihrend der
Titration (Abb.: 4.23). Die HVN-Korrelationspeaks der Aminoséuren, wel-
che Veranderungen in ihrer chemischen Verschiebung zeigten, d&nderten ihre
Position sukzessive bei aufeinanderfolgenden Titrationsschritten, und zwar
ohne merkliche Anderung ihrer Intensitit. Dabei sind die Positionsénderun-

gen zu Beginn der Titration starker ausgepragt.
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Abbildung 4.22: 2D ['H-'>N]-TROSY-Spektren des VpU in DPC-Mizellen in Gegenwart an-
steigender HIS-BST2tmcyt Konzentrationen. Gemessen bei 40 °C und 21,1 T. Griin: 0 uM HIS-
BST2tmcyt; Rot: 290 uM HIS-BST2tmcyt. Die Tryptophan-Seitenkettenamidkorrelationssignale
sind in einem extra Ausschnitt dargestellt. Die HYN-Korrelationssignale der Riickgratamid-
gruppen der Aminoséuren mit den groten Anderungen der chemischen Verschiebung wurden

markiert.
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Abbildung 4.23: Detailansicht der chemischen Verschiebungen der HVN-Korrelationssignale
der Riickgratamidgruppen der Aminosduren V14, 120, T24, E29, V68’ und E69. Die einzelnen
Titrationsschritte sind farblich kodiert. Von Schritt 0 bis 5 (siehe Tab.: 4.3): rot (0 pM HIS-
BST2tmcyt), orange (115 uM HIS-BST2tmcyt), gelb (204 uM HIS-BST2tmcyt), griin (276 uM
HIS-BST2tmcyt), cyan (378 uM HIS-BST2tmcyt), blau (414 pM HIS-BST2tmcyt). Die Richtung
der Verdnderung der chemischen Verschiebung wurde mit einem Pfeil markiert.

4.3.3 Fusionsprotein BST2tmcyt-VpU-Rho

Um die Interaktion von BST2 und VpU genauer charakterisieren zu kénnen,
wurde ein Fusionsprotein entworfen. Hierzu wurde ein Plasmid konzipiert,
welches die Gensequenz der zytoplasmatischen und der Transmembrando-
miéne des BST2 sowie die Gensequenz des VpU Proteins enthilt. Das Plas-
mid kodiert fiir ein Fusionsprotein in dem die genannten BST2 und VpU
Aminosduresequenzen durch eine zehn Aminosiure lange flexible (GS)s-
Sequenz verbunden sind. Zusitzlich enthélt das Fusionsprotein einen C-
terminalen Rho-Tag, welcher {iber eine PreScission-Schnittstelle abgespalten
werden kann (Abb.: 4.25). Ein entsprechendes Gen wurde tiiber die Restrik-
tionsschnittstellen Ndel und Xhol in den pET22b_deltalac-Vektor hineinklo-
niert. Der Name des resultierenden Vektors ist pET22b_deltaLac_BST2tmcyt-
VpU-Rho. Erste Versuche zur Herstellung und Reinigung des Fusionsprote-
ins erfolgten durch die Firma Cube Biotech aus Monheim am Rhein. Die
Herstellung erfolgte durch E. coli basierte zellfreie Proteinsynthese. Das Ziel-
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Abbildung 4.24: Chemische Verschiebung der HNVN-Korrelationssignale der Riickgrata-
midgruppen des VpU-HIS mit gebundenen HIS-BST2tmcyt im Vergleich zu den HNN-
Korrelationssignalen der Riickgratamidgruppen des VpU-HIS ohne gebundenes HIS-
BST2tmcyt. Oberes Balkendiagramm zeigt Aminosauren 1 bis 45. Das untere die Aminosduren
46 bis 81 inklusive der Aminoséduren der alternativen Proteinkonformation. Die grofiten chemi-
schen Verschiebungen zeigten sich bei den HVN-Korrelationssignalen der Aminosauren V14,
120, T24, E29, V68’, V68 und E69. HN N-Korrelationssignale die mit einem Stern gekennzeichnet
sind, wurden entweder bei der zuvor durchgefiihrten Resonanzzuordnung (Kap.: 4.2.2.2) nicht
zugeordnet oder waren im Spektrum tiberlagert und konnten deshalb nicht exakt bestimmt
werden. Die zuvor ermittelten a-helikalen Bereiche sind mit einem schwarzen Balken unter der
Sequenz gekennzeichnet.
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Abbildung 4.25: Aminosduresequenz des BST2tmcyt-VpU-Rho Fusionsproteins, welches auf
dem pET22b_deltaLac_deltaLac_BST2tmcyt-VpU-Rho Plasmid kodiert ist. Das Zielprotein be-
steht aus der Sequenz der zytoplasmatischen und der Transmembrandoméne des BST2 (AS:
1-51, ), einem (GS)s-Linker (AS: 52-61, blau) und dem vollstindigem VpU Protein (AS:
62-142, rot). Aufierdem verfiigt es iiber eine PreScission-Schnittstelle (AS: 143-150), so dass der
rho-1D4 Tag (AS: 155-163) entfernt werden kann.

protein konnte in analytischen Mafistab hergestellt und mittel Affinitéts-
chromatografie gegen das Rho-Tag gereinigt werden. Eine Herstellung des
Fusionsproteins im praparativen Mafistab (3 ml Reaktion) war zwar moglich,
leider gelang es aber nicht, das synthetisierte Protein bei der anschieflenden
Reinigung vom Sdulenmaterial zu eluieren. Es wurde versucht das Protein
durch den Einsatz von doppelter Menge Detergenz im Elutionspuffer vom
Sdulenmaterial zu 16sen. Dies gelang ebenso wenig wie die Elution bei 45 °C.

4.4 Nanodiscs mit geladenen Lipiden

Fiir weiterfithrende Versuche empfahl es sich, anstatt der DPC-Mizellen auf
Nanodiscs als Modellmembran zuriickzugreifen. Nanodiscs sind eine Mo-
dellmembran welche der nattirlichen Zellmembran in Hinsicht auf ihre Struk-
tur ndher kommt als eine Mizelle. Zudem ist bei gleichzeitiger Einbringung
von BST2 und VpU in die Nanodiscs eine Interaktion dieser beiden Proteine
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Abbildung 4.26: Valenzstrichformeln der Lipide POPG (A) und POPC (B).

durch ihre Transmembrandomaéne erleichtert. Da fiir NMR-Experimente eine
hohe Konzentration des Zielproteins in der zu messenden Probe von Vorteil
ist, miissten dazu die Nanodics in hoher Konzentration eingesetzt werden.
Nanodiscs neigen jedoch dazu, bei hoher Konzentration zu aggregieren, wo-
durch sie in einem Fliissigkeits-NMR-Experiment nicht mehr zu messen wi-
ren. Um dies zu verhindern, wurden im Zuge dieser Arbeit elektrostatisch
geladene Nanodiscs herstellt. Diese sollten auch bei hoher Konzentration
nicht aggregieren, da sie sich aufgrund ihrer Ladung abstofsen. Die positi-
ve Ladung wurde in die Nanodiscs eingebracht, indem eine Lipidmischung,
bestehend aus kationischem 1-palmitoyl-2-oleoyl)-sn-glycero-3-phospho-(1'-
rac-glycerol) (POPG) und zwitterionischem 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (POPC), verwendet wurde (Abb.: 4.26). Als Geriistprotein
fiir die Nanodiscs wurde die MSP1-Variante MSP1D1 [24] verwendet.

4.4.1 Herstellung des Geriistproteins MSP1D1

Die Herstellung von MSP1D1 konnte wahlweise im 1 1 Kolben oder im 40 1
Fermenter stattfinden. Die effiziente Herstellung im FermentermafSstab wur-
de im Rahmen dieser Arbeit am Forschungszentrum Jiilich etabliert. Das Pro-
tein enthélt einen N-terminalen His-Tag, welcher tiiber eine TEV-Schnittstelle

entfernt werden kann.
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4.4.1.1 Expression im 11 Kolben

Fiir die Herstellung im 1 1 Kolben wurde der E-coli Stamm BL21(DE3)RIL
mit dem pET28a_MSP1D1 Plasmid transformiert. Dieser wurde dann in LB-
Medium, welches 50 pg/ml Kanamycin enthielt, bis zu einer ODgpy = 0,6
herangezogen. An diesem Punkt wurde die Expression mit 1 mM IPTG in-
duziert. Die Expression dauerte 3 h. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C. Vor
Induktion mit IPTG und 3 h danach wurden Proben fiir eine SDS-PAGE ent-
nommen, um so den Erfolg der Expression zu kontrollieren (Abb.: 4.27) Das
Zellpellet aus 1 1 Expressionskultur hatte ein Gewicht von 3 g.

116,0
66,2
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35,0 MSP1D1

e

25,0

18,4
14,4

Abbildung 4.27: Coomassie gefarbtes SDS-
Gel. Es zeigt die Produktion von MSP1D1
im 11Kolben. (M) Gréfienstandard, (vor) E.
coli Zellen unmittelbar vor der Induktion,

(nach) E. coli Zellen nach 3 h Expression.
kDa M vor nach Das MSP1D1 ist mit einem Pfeil markiert.
Induktion

4.4.1.2 Expression im 40 1 Fermenter

Die Herstellung von MSP1D1 im Fermenter fand in Kooperation mit dem
Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie (IMET) im Forschungszentrum
Julich statt. Durch die Verwendung eines Fermenters sollte der Zeitaufwand
und die Kosten fiir die Produktion von MSP1D1 verringert werden. Die Fer-
mentation fand in einem Fermentor mit einem Standardkammervolumen
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Tabelle 4.4: Medien fiir die Expression von MSP1D1 im Fermenter. Alle Medien wurden auf die

angegebene Menge mit H,O aufgefiillt.

1,51 HZD-Batch

11 Vitamin-Losung

11Spurenelemente

3 g NH,CI

195 g KH,PO,
90 g NaH2PO4
45 g Hefeextrakt

0,05 g Riboflavin

5 g Thiamin-HCl

0,25 g Nicotinsdure

0,25 g Pyridoxin-HCl
0,25 g Ca-Phanthotenat
0,0005 g Biotin

0,001 g Folsdure

0,005 g Cyanocobalamin

10 g CaCl,

0,5 g ZnSO,
0,25 g CuCl,
2,5 g MI’ISO4
0,125 g H3BO;
2,5 g AlCl;

0,5 g Na,MoO,
10 g FeSO,

0,51HZD-Feed

9,9 1 Batch-Medium

51Feed-Losung

500 ml HZD-Batch
75 g Hefeextrakt

11 HZD-Batch

3 ml Antifoam

50 ml 2,2 M Glukose-Losung
50 ml 1,7 M MgSO,-Losung
50 ml Vitamin-Losung

40 ml Spurenelemente

5ml 0,6 M Thiamin-Losung

0,51 HZD-Feed

2 ml Antifoam

4,1812,2 M Glukose-Losung
250 ml 1,7 M MgSO,-Losung
25 ml Vitamin-Losung

20 ml Spurenelemente

25ml 0,6 M Thiamin-Losung

von 40 | statt, der mit einem dreistufigen 6-Blatt Scheibenriihrer ausgestattet
war. Es wurde eine Hochzelldichte-Fermentation unter Glukose-limitierten
Bedingungen unter Anwendung eines Fed-Batch Verfahrens durchgefiihrt.
Zunachst wurde eine 100 ml E. coli BL21(DE3)RIL pET28a_MSP1D1 LB-
Vorkultur mit 50 pg/ml Kanamycin fiir 18 h bei 37 °C herangezogen. Diese
100 ml wurden zusammen mit 9,9 1 Batch-Medium (Tab.: 4.4) in den Fermen-
tor gegeben. Diese Kultur wurde fiir 28 h bei 30 °C und mit 1,5 mM Kanamy-
cin kultiviert. Der pH-Wert als auch der Sauerstoffpartialdruck (pO2) wurden
elektronisch iiberwacht. Uber eine automatische Zugabe von 25%iger Am-
moniaklésung wurde der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. Uber die Regelung der
Sauerstoffzufithrung wurde der pO2 auf 30% eingestellt. Um die Versorgung
der Bakterienzellen mit Ndhrstoffen sicherzustellen, wurde die Feed-Losung
(Tab.: 4.4) automatisch und kontinuierlich tiber den gesamten Fermentations-
prozess nach Korz et al. [64] hinzugegeben. Nach 28 h wurde die MSP1D1
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Expression durch die Zugabe von 2 mM IPTG induziert und die Temperatur
auf 37 °C hochgeregelt. Nach weiteren 13,5 h wurden die Zellen durch Zen-
trifugation bei 5000 g und 4 °C fiir 20 min geerntet (2,15 kg Zellpellet) und bei
—80 °C eingefroren. Vor Induktion und bei der Ernte wurden Proben von den
Zellen genommen. Mit diesen Proben wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt,
um den Erfolg der Expression zu kontrollieren (Abb.: 4.28). Fiir das Gel wur-
de die gleiche Menge an Zellpellet fiir den Auftrag verwendet wie fiir das
Gel der Expressionskontrolle im 1 1 Kolben (Abb.: 4.27). Die Ausbeute des
MSP1D1 pro Gramm Zellgewicht ist, nach den beiden Gelen zu urteilen, bei
beiden Methoden in der gleichen Grofienordnung. Der Zeitaufwand fiir die
Produktion im Fermenter betragt ca. 3 Tage. Dies ist in etwa 1 Tag mehr als
bei der Expression im 1 1 Kolben. Die MSP1D1-Ausbeute liegt im Fermenter
jedoch ca. 700-mal hoher.
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Abbildung 4.28: Coomassie gefarbtes SDS-
Gel. Es zeigt die Produktion von MSP1D1
im Fermenter. (M) Grof3enstandard, (vor) E.
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coli Zellen unmittelbar vor der Induktion,

(nach) E. coli Zellen nach 13,5 h Expression.

kDa M w Das MSP1D1 ist mit einem Pfeil markiert.
Induktion

4.4.1.3 Reinigung des MSP1D1

Die Reinigung von MSP1D1 wurde mittels Affinitdtschromatographie an
Ni**-NTA durchgefiihrt. Hierzu wurden 10 g Zellpellet in 50 ml MSP-Lyse-
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puffer (Tab.: 4.5) resuspendiert. Anschlieffend wurden die Zellen mit Hilfe des
Stabbeschallers Branson Sonifier 250 aufgeschlossen. Nach einer Zentrifuga-
tion bei 45000 g und 4 °C fiir 30 min wurde der klare Uberstand (U) auf eine
15 ml Ni?*-NTA Saule gegeben, welche zuvor mit 3 CV MSP-Waschpuffer I
(Tab.: 4.5) equilibriert worden war. Der Durchfluss wurde aufgefangen (D).
Anschliefiend wurde die Sdule mit 3 CV MSP-Waschpuffer I gewaschen (WI).
Es folgte ein Waschschritt mit 3 CV MSP-Waschpuffer II (Tab.: 4.5) (WII) und
einer mit 3 CV MSP-Waschpuffer III (Tab.: 4.5) (WIII). Zusatzlich wurde er-
neut mit 3 CV MSP-Waschpuffer II (WIV) und mit 3 CV MSP-Waschpulffer
IV (Tab.: 4.5) gewaschen (WV). Um das auf der Sdule verbliebene MSP1D1
zu eluieren, wurde mit 3 CV MSP-Elutionspuffer I (Tab.: 4.5) gewaschen (EI).
Um letzte Verunreinigungen von der Sdule zu eluieren, wurde mit 3 CV
MSP-Elutionspuffer II (Tab.: 4.5) gewaschen (EII). Zur Kontrolle der Prote-
inreinigung wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt (Abb.: 4.29). Die MSP1D1-

Abbildung 4.29: Coomas-
sie gefdrbtes SDS-Gel zur
Kontrolle der Reinigung des

MSP1D1 MSP1D1. (M) Groflenstan-

dard, (0) Uberstand nach

Zentrifugation des Lysats,

e (D) Durchfluss des Lysats
= an der Ni2*-NTA Siule, (WI

- WV) Waschschritte, (EI +

kbDa M U D WI WI WIIWIV WV EI Ell EID) Elutionsschritte.

enthaltende Fraktion EI wurde in einem Dialyseschlach mit einem MWCO
von 3,5 kDa 2-mal fiir 1 h gegen 11und danach fiir 18 h gegen 3 1 Nanodiscs-
Assemblierungspuffer (Tab.: 4.8) dialysiert. In einer Amicon200 Kammer mit
einem MWCO von 3 kDa wurde das MSP1D1 auf eine Konzentration von
2 mg/ml einkonzentriert und anschlieffend in 2 ml Aliquots in fliissigem Stick-

stoff eingefroren. Diese wurden dann an der Lyophylle gefriergetrocknet und
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Tabelle 4.5: Puffer fiir MSP-Reinigung

MSP-Lysepuffer MSP-Waschpulffer I MSP-Waschpuffer II

20 mM NaPi, pH 7,4 40 mM Tris-HCL, pH 8 40 mM Tris-HCl pH 7,4
1 Tab. Protease Inhibitor =~ 300 mM NaCl 300 mM NaCl

1% (v/v) Triton-X-100 1% (v/v) Triton-X-100

Lysozym

MSP-Waschpuffer III MSP-Waschpuffer IV MSP-Elutionspuffer I
40 mM Tris-HCl, pH 8 40 mM Tris-HCI, pH 8 40 mM Tris-HCl, pH 8
300 mM NaCl 300 mM NaCl 300 mM NaCl

50 mM Natrium-Cholat 10 mM Imidazol 300 mM Imidazol

MSP-Elutionspulffer I
40 mM Tris-HCl pH 8
300 mM NacCl

750 mM Imidazol

bei —80°C gelagert. Die Proteinausbeute lag sowohl bei der Expression im
Kolben als auch bei der Expression im Fermenter bei ca. 5 mg Protein pro
Gramm Zellgewicht bei identischer Reinheit.

4.4.2 Herstellung der HIS-TEV-Protease
4.4.2.1 Expression der TEV-Protease in E. coli

Die TEV-Protease wurde in E. coli BL21(DE3)RIL pRK793_TEV expremiert.
Dies erfogte in 500 ml LB Kulturen mit 50 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml
Chloramphenicol. Die Anzucht bis zur Induktion der Expression erfolgte
bei 37°C. Danach wurde die Temperatur auf 30°C heruntergeregelt. Die
Induktion erfolgte mit 1 mM IPTG. Die Expression dauerte 3 h. Aus einer 11
Expressionskultur konnten 3 g Zellpellet gewonnen werden.
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4.4.2.2 Reinigung der TEV-Protease

Fiir die Reinigung von TEV-Protease wurde eine Affinitdtschromatografie an
Ni?*-NTA durchgefiihrt. Dazu wurden 10 g Zellpellet in 30 mL 4 °C kaltem
TEV-Lysepulffer (Tab.: 4.6) resuspendiert. Die Zellen wurden mit Hilfe des
Stabbeschallers Branson Sonifier 250 aufgeschlossen. Nach der Zugabe von
0,1% (v/v) Polyethylenemin wurden die aufgeschlossenen Zellen bei 50000 g
und 11 °C fiir 30 min zentrifugiert. Der klare Uberstand (U) wurde abgenom-
men und auf eine, zuvor mit TEV-Lysepulffer equilibrierte, 10 ml Ni**-NTA
Saule gegeben. Der Durchfluss (D) wurde aufgefangen. Dann wurde die Sau-
le mit 15 CV TEV-Lysepuffer gewaschen. Der hierbei entstehende Durchfluss
(DI) wurde ebenfalls aufgefangen. Anschlieffend wurden Proteine mit gerin-
ger Affinitdt zum Saulenmaterial, mit 1 CV TEV-Elutionspuffer (Tab.: 4.6) +
100 mM Imidazol, von der Sdule eluiert (EI). In fiinf Elutionsschritten mit je-
weils 1 CV TEV-Elutionspuffer + 300 mM Imidazol wurde die TEV-Protease
von der Saule eluiert (EII - EVI). In jede dieser aufgefangenen Fraktionen
wurde 1 mM EDTA und 1 mM DTT gegeben. Noch auf der Sdule verbliebene
Proteine wurden mit 5 CV TEV-Elutionspuffer + 750 mM Imidazol von dem
Sdulenmaterial eluiert (EVII). Zur Kontrolle der Reinigung wurde eine SDS-
PAGE durchgefiihrt (Abb.: 4.30). Die TEV-Protease enthaltenden Fraktionen
des Eluats (EII-EVI) wurden vereinigt. Anschlieffend wurde der Puffer durch
Dialyse bei 7°C gegen TEV-Lagerungspuffer (Tab.: 4.6) ausgetauscht. Mit
einer Amicon200 Kammer wurde die Protease bis zu einer UV-Absorption
von 3 (bei 280 nm und einer Schichtdicke von 10 mm) einkonzentriert. Das
Konzentrat wurde in 2 ml Aliquots mittels fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei —80 °C gelagert.

4.4.2.3 Abspalten des His-Tags des MSP1D1

Um den His-Tag vom MSP1D1 abzuspalten, wurde das Protein mit TEV-
Protease geschnitten. Dazu wurde das MSP1D1 mittels Dialyse in TEV-
Spaltpuffer (Tab.: 4.7) bei 4 °C iiberfiihrt. Nach Zugabe von 4 ml TEV-Protease
wurde erneut fiir 18 h gegen 4 1 TEV-Spaltpuffer dialysiert. Zur Kontrolle der
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Abbildung 4.30: Coomassie gefarbte SDS-Gele. (M) Grofienstandard, (U) Uberstand des Zell-
lysats, (D) Durchfluss des Lysats an der Ni2*-NTA Siule, (DI) zweiter Durchfluss, (EI - EVII)
Elutionsschritte (Die Bande der TEV-Protease wurde mit einem Pfeil markiert).

Tabelle 4.6: Puffer fiir TEV-Protease Reinigung

TEV-Lysepuffer TEV-Elutionspuffer TEV-Lagerungspuffer
20 mM Tris-HCI, pH 8 20 mM Tris-HCl, pH 8 50 mM Tris-HCl, pH 8
500 mM NaCl 500 mM NaCl 25 mM NaCl
10 mM Imidazol 10 % (v/v) Glycerin 0,5 mM EDTA

2 mM DTT

10 % (v/v) Glycerin
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Tabelle 4.7: Puffer fiir die Abspaltung des His-Tags vom MSP1D1

TEV-Spaltpuffer MSP-Batch-Puffer

50 mM Tris-HCI, pH 8,0 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,5 mM EDTA 150 mM NaCl

1 mM DTT 50 mM Natriumcholat

Spaltung wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt (Abb.: 4.31). Nach Zugabe von
50 mM Natriumcholat und 20 ml Ni?*-NTA, die in MSP-Batch-Puffer (Tab.:
4.7) equilibriert worden war, wurde das Ganze bei Raumtemperatur fiir 2 h
auf einem Rollschiittler inkubiert. Dabei banden das abgespaltene His-Tag
des MSP1D1 und die TEV-Protease an die Ni**-NTA. An einer Sdule konn-
te der MSP1D1-haltige Puffer ablaufen (cID). Um verbliebendes MSP1D1
von der Sdule zu waschen, wurde noch 2-mal mit 2 CV MSP-Batch-Puffer
gewaschen (cIWI und cIWII). Um auch das His-Tag und die TEV-Protease
vom Sdulenmaterial zu eluieren wurde 3-mal mit 2 CV MSP-Batch-Puffer
+ 750 mM Imidazol gewaschen (clEI-clEII). Zur Kontrolle der Affinitats-
chromatographie wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt (Abb.: 4.31 rechts).
Die MSP1D1-enthaltenden Fraktionen cID und cIWI wurden vereint und
der Puffer mittels Dialyse gegen Nanodiscs-Assemblierungspuffer (Tab.: 4.8)
ausgetauscht. In einer Amicon200 Kammer wurde das MSP1D1 auf eine Kon-
zentration von 2 mg/ml konzentriert und anschlieffend in 2 ml Aliquots mit
fliissigem Stickstoff eingefroren. An der Lyophylle wurden diese Aliquots
gefriergetrocknet und anschlieffend bei —80 °C gelagert.

4.4.3 Herstellung von Nanodiscs

Fiir die Herstellung von Nanodiscs konnte MSP1D1 mit und ohne His-Tag
verwendet werden. Die Lipide POPC und POPG lagen gel6st in Chloroform
vor. Um das Chloroform von den Lipiden bzw. Lipidmischungen zu entfer-
nen, wurde die Losung in einem Reagenzglas mit Hilfe eines feinen Strahles

Stickstoffgas getrocknet. Das trockene Lipid wurde in 1 ml Zyklohexan auf-



4.4. NANODISCS MIT GELADENEN LIPIDEN 123

116,0
66,2
45,0
35,0
TEV .
25,0 2 MSP1D1
’ 25, -
18,4 i
18,4 |
14,4
HIS-Tag 14,4
Rt
kDa1 2 3 M kDa M cID cIWI clWil clEl clEll

Abbildung 4.31: Coomassie gefdarbte SDS-Gele. Links: Abspaltung des His-Tag tiber die TEV-
Schnittstelle vom MSP1D1. (1) MSP1D1 mit His-Tag vor der Spaltung, (2 und 3) Spaltansatz
nach Spaltung (MSP1D1 ohne His-Tag, TEV-Protease und abgespalteter His-Tag sind mit einem
Pfeil markiert), (M) Grofienstandard. Rechts: (M) Groflenstandard, (c1D) Durchfluss nach Spal-
tung an der Saule, (cIWI/cIWII) Waschschritte, (c1Ei/clEII) Elutionsschritte (TEV-Protease und
geschnittenes MSP1D1 wurden mit Pfeilen markiert. Das schwache Signal des abgespaltenen
His-Tags ist nicht sichtbar).
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Tabelle 4.8: Puffer fiir die Assemblierung von Nanodiscs

Lipidpuffer SEC-Puffer Nanodisc-
Assemblierungspuffer
20 mM Tris-HCl, pH 7,4 10 mM NaPi, pH 7,4 20 mM Tris-HCl pH 7,4
100 mM Natrium Cholat 100 mM NaCl 100 mM NaCl
0,5 mM EDTA

genommen und anschlieffend mit fliissigem Stickstoff eingefroren. Mit Hilfe
einer Lyophylle wurde das Zyklohexan entfernt und das Lipid gefriergetrock-
net. Das Lipid lag nun in Pulverform vor. Dieses wurde bei 37 °C in Lipidpuf-
fer (Tab.: 4.8) aufgenommen, so dass eine Losung mit 50 mM Lipid und 100
mM Natriumcholat entstand. Ein Aliquot davon wurde dann im Volumen-
verhiltnis 1 : 35 zu Assemblierungspuffer (Tab.: 4.5) mit gelostem MSP1D1 (1
mg/ml) gegeben, so dass ein molares Verhéltnis MSP1D1 : Lipid : Natrium-
cholat von 1: 35: 70 im Assemblierungsansatz vorlag. Im Anschluss erfolgte
eine Inkubation, abwechselnd 3-mal auf Eis und 3-mal bei 4 °C. Durch eine
18-stiindige Dialyse gegen das 1000-fache Volumen Assemblierungspuffer
wurde das Natriumcholat entfernt. Hier wurde ein Dialyseschlauch mit ei-
nem MWCO von 3,5 kDa verwendet. Durch die Entfernung von Natriumcho-
lat bildeten sich bei korrektem anfanglichen molaren Verhiltnis des MSP1D1
: Lipid : Natriumcholat von ca. 1:35:70 spontan Nanodiscs. Mit einem 0,45 pm
PVDF Filter wurden die Nanodiscs von groberen Verunreinigungen befreit,
bevor diese mittels Grofienausschlusschromatographie von iiberschiissigem
MSP1D1, tiberschiissigen Lipiden und anderen Pufferkomponenten gerei-
nigt wurden (Abb.: 4.32). Fiir die Grofienausschlusschromatographie wurde
SEC-Puffer (Tab.: 4.8) verwendet. Fiir die analytische Praparation wurde eine
Superdex 200 10/300 GL Séaule und fiir praparative Praparation die Superdex
200 XK 26/70 Sdule benutzt. Hierdurch konnte eine Qualitdtskontrolle der
Nanodiscs durchgefiihrt werden. Ein schmaler Peak im Chromatogramm der
analytischen Sdule bei ca. 12 ml zeigt eine Nanodiscspopulation homogener
Grofle an.
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Abbildung 4.32: Die Abbildung zeigt die Separation von POPC/POPG MSP1D1 Nanodiscs
mittels Grofsenausschlusschromatographie an der Superdex 200 10/300 GL Saule. Die Apsorbtion
wurde bei 280 nm (blau) und 214 nm (rot) gemessen. Das schmale Signal von 11 ml bis 13 ml
reprasentiert Nanodiscs homogener Grofie. Bei den Signalen von 7 ml bis 11 ml handelt es sich
um {berschiissiges Lipid und aggregierte oder fehlgestaltete Nanodiscs. Bei den Signalen um
20 ml handelt es sich um Pufferkomponenten.
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schitteln
Puffer

Puffer + Nanodiscs

—— MSP1D1

Chloroform Chloroform + Lipide

Abbildung 4.33: Die Darstellung zeigt das Prinzip der Isolierung der Lipide aus Nanodiscs fiir
die Diinnschichtchromatografie. Dargestellt ist das Reaktionsgeféf}, vor und nach dem Aufbre-
chen der Nanodiscs, in dem sich die verschiedenen Phasen befinden.

4.4.4 Untersuchung der Lipidzusammensetzung der gelade-

nen Nanodiscs
4.4.4.1 Lipidisolierung aus Nanodiscs

Um den erfolgreichen und gleichberechtigten Einbau der beiden Lipide
POPG und POPC in die Nanodiscs zu verifizieren, musste die Lipidzusam-
mensetzung in den Nanodiscs untersucht werden. In dieser Arbeit wurde
dazu eine Diinnschichtchromatografie durchgefiihrt, in der die Lipide auf-
getrennt und anschliefSend sichtbar gemacht werden kénnen. Hierzu muss-
ten die Lipide zunéchst aus den Nanodiscs isoliert werden. Dazu wurden
100 ul einer 2 mg/ml Nanodisc-Probe in SEC-Puffer (Tab.: 4.8) in ein 1,5 ml
Reaktionsgefafd tiberfiihrt. Hierzu wurden 100 pl Chloroform gegeben. Es
bildeten sich zwei Phasen aus. Das schwerere Chloroform bildete die unte-
re Phase (Abb.: 4.33). Durch 2-mintitiges intensives Mischen der Probe auf
einem Vortexer wurden die Nanodiscs durch das Chloroform und die me-
chanischen Scherkrifte aufgebrochen. Die hydrophoben Lipide 16sten sich
im Chloroform. Die MSP1D1 Proteine fielen in der wassrigen Losung aus.
Nach Beenden des Schiittelns bildeten sich zwei fliissige Phasen aus, die von
einer Schicht MSP1D1 Protein getrennt waren. Die untere Phase bestand aus
Chloroform und den darin gelsten Lipiden, die obere aus dem SEC-Puffer
(Tab.: 4.8).
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Abbildung 4.34: Die Abbildung zeigt die TLC-Analyse der Lipidzusammensetzung geladener
Nanodiscs. Auf den ersten beiden Bahnen von links befinden sich die Kontrollen. POPC hat
eine dunkelblaue intensive Farbung. POPG hat eine, im Vergleich zum POPC, helle und we-
niger intensive blaue Farbung. Die vier rechten Bahnen wurden mit Lipiden beladen, die aus
Nanodiscs isoliert wurden. Das nominale molare POPG:POPC-Verhiltnis in den Nanodiscs ist
unter der jeweiligen Spur angegeben. Am unteren Rand der Platte ist der Auftragungspunkt der
Proben zu sehen. Die leichte Abweichung in der Lauffront bei 2:8 wurde wahrscheinlich beim
Einbringen der Platte in die Inkubationskammer verursacht. Der Pfeil deutet die Laufrichtung
an.

4.44.2 Verifizierung der Lipidkomposition mittels Diinnschichtchroma-
tographie

Die Kontrolle der Lipidzusammensetzung wurde mittels TLC (Kapitel: 3.11)
durchgefiihrt. Es wurden jeweils 10 pl der in Chloroform geltsten Lipide
auf die TLC-Platte aufgebracht. Verwendet wurden Proben der Nanodiscs
mit nominalen molaren POPG/POPC Verhiltnissen von 1:9, 2:8, 3:7 und 4:6.
Als Kontrolle dienten 10 il einer 20 mM 1:9 POPG/POPC-Lésung und einer
20 mM POPG-Losung in Chloroform. Auf der nach dem Lauf gefarbten Platte
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(Abb.: 4.34) war zu erkennen, dass beide Lipide in die Nanodiscs eingebaut
wurden. Das Signal des POPG ist im Verhiltnis schwécher und heller als
das des POPC. Daher ist ein quantitativer Vergleich der Lipide mit dieser
Methode nicht moglich. Qualitativ wird das Signal des POPGs intensiver,
je mehr POPG in der anfianglichen Lipidlésung enthalten war. In der 1:9
POPG/POPC Probe ist das Signal des POPG sehr schwach. Die Intensitt
steigt in etwa proportional zur anfanglichen Konzentration des POPG in
den Lipidmischungen an. Die Intensitdt des POPC-Signals nimmt hingegen
etwas ab. Dies deutet darauf hin, dass der POPG Anteil in den Nanodiscs mit
zunehmenden POPG Anteil in der Assemblierungs-Lipidmischung steigt.
Eine Quantifizierung der Lipidmischung der Nanodiscs war jedoch nicht

moglich.



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Das humane BST2tmcyt

Der Versuch der Herstellung von Proteinkonstrukten in E. coli scheiterte,
wenn diese die Transmembrandoméne des BST2 beinhalteten. Hierbei ly-
sierten die E.coli Zellen umgehend nach Induktion der Expression. Daher
wurden diese Konstrukte mittels auf E. coli basierender zellfreier Protein-
synthese hergestellt. Die Synthese erfolgte, je nach spéterer Verwendung des
Proteins, entweder unter Einsatz unmarkierter, [U-"?N;NA-NWCQ] markier-
ter oder [U-13C, U-N] markierter Aminoséduren. Das HIS-BST2tmcyt wurde
unter Verwendung von Affinitdts- und Grofienausschlusschromatografie ge-
reinigt. Wahrend des gesamten Synthese- und Reinigungsprozesses lag das
Membranprotein stets in detergenzhaltigem Puffer milder Detergenzien vor,
so dass wahrscheinlich keine Denaturierung des Membranproteins erfolg-
te. Die Ausbeute an gereinigtem Protein lag bei durchschnittlich 0,8 mg pro
3 ml Reaktionsansatz und zeigte keine Abhingigkeit von der gewéhlten Iso-
topenmarkierung des Zielproteins. Fiir die Herstellung einer durchschnittli-
chen NMR-Probe des HIS-BST2tmcyt waren in dieser Arbeit ca. 2 mg Protein
erforderlich.

129
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5.1.1 NMR-spektroskopische Experimente ermdéglichten na-
hezu vollstindige Zuordnung der Proteinriickgratreso-

nanzen

Durch die Verwendung von dreidimensionalen NMR-Experimenten konnte
eine nahezu vollstindige Resonanzzuordnung des BST2tmcyt in Phosphat-
puffer (pH 7) mit 500 mM DPC erreicht werden. Die Zuordnungsexperimen-
te erfolgten in 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) bei 40 °C. Die NMR-Proben
enthielten dabei 500 uM HIS-BST2tmcyt. Die folgenden Zuordnungsquoten
beziehen sich auf die 51 Aminosauren des BST2tmcyt. Fiir die Riickgratamid-
gruppen konnten 98,0% der HY-Resonanzen und 94,1% der N-Resonanzen
zugeordnet werden. Die Zuordnung der C*-Resonanzen war zu 98,1% und
die der CF-Resonanzen zu 95,7% vollstandig. Die Resonanzen der Carbonyl-
kohlenstoffe wurden zu 92,2% und die H* Atome zu 84,9% zugeordnet. Zu-
sitzlich wurden 58,1% der HP Atome zugeordnet. Weitere NMR-Experimente
sind erforderlich, um zuséatzliche Seitenkettenatome zuzuordnen. Den C-
terminalen Aminosduren N49 und S50 konnten je zwei komplette Resonanz-
sdtze zugeordnet werden. Es ist anzunehmen, dass es sich hierbei um zwei
verschiedene Konformationen handelt. Diese entstehen wahrscheinlich auf-
grund der hoheren Flexibilitdt am C-terminalen Ende des HIS-BST2tmcyt.
Das C-terminale Ende des BST2tmcyt ist jedoch ohnehin artifiziell, da das
nattirlich vorkommende Volllangen-Protein BST2 hier fortgesetzt werden
wiirde.

5.1.2 Die Transmembrandomine von BST2 konnte lokali-

siert werden

Unter Verwendung der gemessenen NMR-Daten konnte die wahrscheinliche
Ausdehnung der Transmembrandoméne von BST2tmcyt ermittelt werden.
Durch Berechnungen des Programmes TALOS-N konnte eine relativ unfle-
xible, 29 Aminosduren lange Proteinregion mit a-helikaler Signatur ermittelt
werden. Diese erstreckt sich vom R19 bis zum K47. Auch die intensiven NOE-
Korrelationen sequenziell benachbarter Amidprotonen (dyn(dws, dsn)), so-
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wie die Helix-typischen NOE-Kreuzpeaks zwischen H%-Atomen und den
in charakteristischem Sequenzabstand folgenden HN-Protonen (dun(i, i + 2),
dun(i, i + 3) und dun(i, i + 4)), die nur an dieser Stelle beobachtet wurden,
deuten auf eine a-Helix hin. Unterbrochen wird diese helikale Region von
einem zwei Aminosduren langen Bereich. Diese zwei Aminosduren G38 und
V39 zeigen RCI-S2-Werte, die auf eine etwas erhohte Flexibilitit hindeuten
und weisen gleichzeitig keine a-Helix-typischen chemischen Verschiebun-
gen auf. Dies konnte darauf hindeuten, dass die a-Helix in diesem Bereich
unterbrochen ist bzw. einen Knick hat. Gesttiitzt wird diese Hypothese davon,
dass eine dieser Aminosduren ein Glycin ist und diesen beiden Aminos&u-
ren mit P40 ein Prolin folgt. Sowohl Glycine als auch Proline sind aufgrund
ihrer Struktur, als typische Helixbrecher bekannt [8]. Auch die ebenfalls an
dieser Stelle fehlenden NOE-Korrelationen (dyn(dws, dsn)) der sequenziell
benachbarten Amidprotonen stiitzt diese Vermutung. Auffallend ist zudem
das Fehlen der d,n(i, i + 2), dan(i, i +3) und dan (i, i + 4) im Bereich C-terminal
der Unterbrechung der Helix. Eventuell ist dies ein Hinweis darauf, dass
dieser Bereich der Helix bereits auSerhalb der Mizelle liegt und daher etwas
flexibler ist als der Bereich innerhalb der Mizelle.

Bereits Kupzig et al. (2003) [66] gingen davon aus, dass es sich bei BST2
um ein Typ-II Transmembranprotein handelt. Durch die Untersuchung der
sequenzspezifischen Hydrophobizitdt des Proteins postulierten sie eine 22
Aminosduren lange Transmembrandoméne vom L22 bis zum [43. Bei Skas-
ko et al. (2012) [123] wird eine 24 Aminosduren lange Transmembranhelix
vom L22 bis zum T45 angenommen. Die in den beiden zitierten Arbeiten an-
genommene Lage der Transmembranhelix in der BST2-Sequenz stimmt mit
der Position der in dieser Arbeit experimentell bestimmten a-Helix von R19
bis K47 recht gut tiberein. Beziiglich der Lange der Transmembranhelix gibt
es jedoch Differenzen. Es ist denkbar, dass die in der vorliegenden Arbeit
ermittelte Ausdehnung der Transmembranhelix durch die hier verwendete
Modellmembran (DPC-Mizelle) beeinflusst wird und eventuell geringfiigig
von der Lange dieser Helix in einer Lipidmembran abweicht. Um diese Frage
zu kldren, wéren komplementare experimentelle Studien an BST2 in Modell-
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membranen erforderlich, welche die Struktur, Zusammensetzung und Dyna-
mik BST2-haltiger Zellmembranen genauer widerspiegeln als DPC-Mizellen
(z.B. Nanodiscs, Liposomen). Dennoch bleibt zu konstatierten, dass die hier
gefundene Ausdehnung der a-Helix von R19 bis zum K47 auf experimentel-
len Daten basiert, wahrend die in der Literatur postulierten, etwas kiirzeren
Helices das Ergebnis von Strukturvorhersagen sind. Eine detaillierte Charak-
terisierung der wahrscheinlich bei G38 und V39 unterbrochenen Transmem-

branhelix des BST2 bedarf weiterer experimenteller Untersuchungen.

5.2 Das HIV-1 VpU-HIS

5.2.1 Zellfreie Synthese von VpU-HIS lieferte ausreichende
Proteinmengen fiir NMR-Messungen

Das HIV-1 VpU-HIS wurde durch E. coli basierte zellfreie Proteinsynthese
hergestellt. Dies geschah zum einen, um denaturierende Bedingungen wih-
rend der Synthese und Reinigung des Proteins zu vermeiden. Das alternativ
im Institut verwendete Protokoll zur Reinigung von VpU aus E. coli Zellen,
modifiziert nach Wittlich [150], beinhaltet eine Denaturierung. Zum anderen
wurde VpU-HIS genutzt, um die Eignung des in dieser Arbeit etablierten
zellfreien Synthesesystems fiir die Produktion von Transmembranproteinen
zu validieren. Das Protein wurde entweder unter Verwendung unmarkier-
ter Aminosiduren oder mit [U->N;NA-NWCQ)], [U-3C, U-°N] bzw. [U-?H,
U-13C, U->N] isotopenmarkierten Aminosiuren hergestellt. Das Reinigungs-
protokoll gewéhrleistete, dass das Membranprotein VpU-HIS mit Hilfe mil-
der Detergenzien ununterbrochen in Losung gehalten und somit htchstwahr-
scheinlich nicht denaturiert wurde. Die Ausbeute lag bei durchschnittlich 0,8
mg gereinigtes VpU-HIS pro 3 ml Reaktionsmedium und zeigte keine Ab-
héngigkeit von der Art der gewihlten Isotopenmarkierung des VpU-HIS.
Fiir eine Proteinprobe wurden im Durchschnitt 2 mg VpU-HIS benétigt.
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5.2.2 Mehr als 70% der Proteinriickgratresonanzen des VpU-
HIS wurden zugeordnet

Basierend auf den NMR-Experimenten an dreifach isotopenmarkiertem VpU-
HIS [U-°N,U-13C,U-*H] konnte eine teilweise sequenzielle Resonanzzuord-
nung des Volllangen-VpU erreicht werden (Anhang: 6.2). Die dazu verwen-
deten NMR-Proben enthielten 522 uM VpU-HIS in 20 mM Phosphatpuffer
(pH 7,0) unter Zusatz von 500 mM DPC und wurden bei 40 °C untersucht.
Eine ununterbrochene sequenzielle Resonanzzuordnung war fiir drei Frag-
mente des 81 Aminosduren umfassenden Proteins VpU moglich, das sind die
Bereiche P3 bis A16, 118 bis E29 und 143 bis L81. Die in diesen drei Fragmenten
durch sequenzielle Verkniipfung und Abgleich mit der Aminosduresequenz
des VpU zugeordneten Resonanzfrequenzen widerspiegeln die Hauptkon-
formation des VpU.

Fiir den C-terminalen Bereich des VpU konnte einigen Aminosduren
(L67, V68, R70, G71, H72, L73, A74, W76 und V78) ein zweiter Satz von
Resonanzfrequenzen zugeordnet werden. Im Gegensatz zu den Korrelati-
onssignalen der durchgehend zugeordneten, dominierenden Konformation
(Hauptkonformation) des C-terminalen VpU-Fragmentes weisen diese zu-
sétzlichen Korrelationssignale deutlich geringere Intensitdten und kleinere
Linienbreiten auf. Einige der zusitzlichen Resonanzsitze geringer Intensi-
tit zeigen sequenzielle Verkniipfungen zu Resonanzfrequenzen von Ami-
nosduren, welche bereits der Hauptkonformation zugeordnet waren. Erst
dadurch wurde eine sequenzielle Zuordnung der schwachen Resonanzsétze
tiberhaupt moglich. Das beobachtete Verhalten deutet auf eine ausgeprégte
Flexibilitdt der VpU Konformation im Bereich von L67 bis V78 hin. Die Ko-
existenz verschiedener Konformationen konnte mit der méglichen cis/trans
Isomerisierung des Prolins P75 zusammenhiangen. Es ist auch moglich, dass
der C-terminal befindliche, artifizielle His-Tag oder Wechselwirkungen mit
dem verwendeten Detergenz hier eine Rolle spielen. Dariiber hinaus weisen
die beiden Enden von Proteinen haufig flexible Konformationen auf.

Neben den sequenziell zugeordneten Resonanzen sind in den 2D und 3D
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NMR-Spektren des VpU-HIS eine Reihe weiterer Korrelationssignale enthal-
ten, die sich mit den vorhandenen NMR-Spektren noch nicht in eindeutiger
Weise bestimmten Aminosduren des VpU zuordnen liefSen. So konnten 20
der im 2D ['H,'>N]-TROSY-Spektrum beobachteten Riickgrat HVN Korrela-
tionen noch nicht eindeutig zugeordnet werden. Diese Zahl deckt sich na-
hezu mit den 18 Aminosduren des VpU, fiir die zwar Riickgrat HVN Amid-
Korrelationspeaks im 2D ['H,>N]-TROSY-Spektrum erwartet werden, fiir
die eine eindeutige Resonanzzuordnung aber noch aussteht.

Unter alleiniger Berticksichtigung der zur Hauptkonformation gehérigen
und eindeutig zugeordneten Resonanzen in den drei sequenziell zugeordne-
ten Fragmenten des VpU ergeben sich bei Bezug auf die Gesamtzahl der fiir
VpU erwarteten NMR Signale folgende Grade der bisher erreichten Signal-
zuordnung: 74,7% fur HN, 72,8% fiir N, 79,1% fiir C%, 76.9% fiir C# und 80,3%
fir CO. Zur Vervollstindigung der Resonanzzuordnung wéren zusatzliche
und komplementdre 3D NMR-Spektren erforderlich.

5.2.3 Die NMR-Daten sind mit einer postulierten Transmem-
branhelix sowie einem strukturierten zytoplasmatischen
Bereich des VpU im Einklang

In dieser Arbeit wurde fiir die strukturelle Charakterisierung des HIV-1
VpU das Vollldngen-Protein verwendet und kein Teilkonstrukt. Im Folgen-
den wird zur Benennung der einzelnen Sekundéarstrukturelemente die bei
Wittlich et al. (2009) [151] eingefiihrte Nomenklatur verwendet. Bei dieser
wird die Transmembranhelix als Helix I bezeichnet und die zytoplasmati-
schen Helices fortlaufend durchnummeriert. Anhand von Teilkonstrukten
wurde die Sekundarstruktur von HIV-1 VpU bereits in verschiedenen Ar-
beiten untersucht. Dabei wurden die Aminosduresequenzen von VpU aus
verschiedenen HIV-1 Isolaten zugrunde gelegt, welche geringfiigig vonein-
ander abweichen. Bei Sharpe et al. (2006) [116] wurde ein VpU-Konstrukt
verwendet, welches die Aminosduren 1 bis 40 des VpU des HIV-1 Isolat
BH10 umfasste. Dort wurde eine 24 Aminosauren lange Transmembranhelix
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(Helix I) gefunden, die sich von Aminosdure 3 bis 27 erstreckt. Bei dieser
Festkorper-NMR-Studie wurde VpU(1-40) in Lipidmembranen untersucht.
In Arbeiten von Park et al. [97,98] wurde ein Peptid verwendet, dass die Ami-
nosduren 2 bis 30 des VpU (Isolat BH10) beinhaltete. Dabei wurde eine Helix
von Aminosédure 8 bis 25 gefunden. Dieses Ergebnis wurde sowohl mittels
Fliissigkeits-NMR-Untersuchungen am VpU-Peptid in DHPC-Mizellen [97]
als auch mit Festkorper-NMR-Untersuchungen an VpU in DHPC/DMPC Bi-
zellen [98] gewonnen. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Transmem-
branhelix erstreckt sich vom P3 bis zum W23 des VpU (Isolat SF162) (Kap.:
4.2.2.3). Obwohl ein anderes HIV-1 Isolat verwendet wurde, entspricht der
Beginn der Transmembranhelix dem bei Sharpe et al. [116] gefundenen. Die
Abweichung des C-terminalen Endes der Transmembranhelix um eine bis
drei Aminosduren von den zuvor publizierten Daten kann verschiedene Ur-
sachen haben. Hier sind unter anderem die abweichende VpU-Sequenz der
verwendeten HIV-1 Isolate und die unterschiedlichen Modellmembranen zu

nennen.

Betrachtet man die Arbeiten, welche bisher fiir den zytoplasmatischen
Bereich des VpU publiziert wurden, so ergeben sich in diesem Bereich zwei
oder drei helikale Abschnitte. Bei Wittlich et al. (2009) [151] wurde dieser
Bereich anhand eines Konstrukts untersucht, welches die Aminosauren 139
bis L81 des VpU (Isolat SF162) umfasste. Anhand des Vergleichs von NMR-
Spektren mit und ohne DPC-Mizellen wurde festgestellt, dass sich die a-
helikale Sekundérstruktur der zytoplasmatischen Doméne des VpU nur in
Anwesenheit von DPC-Mizellen ausbildet. So wurden in 100 mM DPC zwei
Helices von 139 bis E48 (Helix II) und von L64 bis R70 (Helix III) gefunden.
Auch in der Arbeit von Ma et al. (2002) [74] wurden zwei a-Helices im zyto-
plasmatischem Bereich des VpU (Isolat HTLVIIIp) gefunden. In Gegenwart
von Mizellen (200 mM DHPC) umfassen diese die Aminos&uren 30 - 49 (He-
lix IT) und 58 - 70 (Helix III). Federau et al. (1996) [32] identifizierten zwei
Helices von Aminosdure 37 - 51 (Helix II) und 57 - 72 (Helix III) des VpU
(Isolat HTLVIIIg). Diese Ergebnisse wurden mit Fliissigkeits-NMR in 50%
TFE erzielt. Drei Helices im zytoplasmatischen Bereich des VpU wurden in
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der Arbeit von Willbold et al. (1997) [146] gefunden. Diese erstrecken sich
von Aminosdure 40 - 51 (Helix IT), 62 - 68 (Helix III) und 75 - 79 (Helix IV) des
VpU (Isolat SF162). Diese Ergebnisse wurden ebenfalls mittels Fliissigkeits-
NMR ermittelt, jedoch unter Hochsalzbedingungen mit 500 mM Na,SO;.
Dies konnte das Vorhandensein der Helix IV erkldren. In den letztgenannten
beiden Arbeiten wurden die Messungen bei einer niedrigeren Temperatur
von 25 °C durchgefiihrt. Zudem lag in beiden Studien das VpU nicht in einer
Modellmembran vor, sondern wurde anderweitig in Losung gehalten. In der
vorliegenden Arbeit wurden eine zytoplasmatische Helix und zwei Bereiche
mit jeweils drei aufeinanderfolgenden Aminosauren, die helikalen Charakter
zeigen, aus den chemischen Verschiebungen bzw. der Aminosduresequenz
des VpU (Isolat SF162) abgeleitet (Kap.: 4.2.2.3). Eine a-Helix wird durch Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen Amidprotonen (z.B. der Aminoséaure i)
und Carboxylsauerstoffatomen (z.B. der Aminosaure i-4) in der Sequenz des
Proteins stabilisiert. Somit muss eine a-Helix mindestens fiinf aufeinanderfol-
gende Aminosduren umfassen, praktisch ist eine energetische Stabilisierung
durch mehrere Wasserstoffbriickenbindungen erforderlich. Daher kann bei
drei aufeinanderfolgenden Aminosduren mit a-Helix-typischen chemischen
Verschiebungen nicht auf das Vorliegen einer a-Helix geschlossen werden.
Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Helix erstreckt sich von Amino-
sdure 128 bis 146 und entspricht der Helix II fritherer Arbeiten. Der erste
Bereich mit drei aufeinanderfolgenden Aminosduren mit helikalem Charak-
ter erstreckt sich von S65 bis L67 und liegt somit im Bereich der Helix III
vorheriger Arbeiten. Der zweite Bereich dieser Art erstreckt sich von D79
bis L81. Der helikale Charakter dieses Bereiches ist moglicherweise durch
das artifizielle His-Tag verursacht und findet sich in keiner der vorherigen
Arbeiten.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Sekundarstrukturelemente der
zytoplasmatischen Doméne des VpU lassen sich am besten mit der Ergeb-
nissen von Wittlich et. al vergleichen [151] (VpU-Sequenz des gleichen HIV-1
Isolats, Untersuchung in DPC Mizellen). Allerdings enthilt das dort verwen-
dete Protein lediglich die Aminosduren 139 bis L81 des VpU. Die von Wittlich
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et al. experimentell gefundene Helix II endet mit E48, Helix III erstreckt sich
von L64 bis R70. Die in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des Programmes
TALOS-N identifizierten helikalen Bereiche sind etwas kiirzer, Helix IT endet
bei I46 und im Bereich von Helix III zeigen nur S65-L67 helikalen Charakter.
Wittlich et al. schidtzen aufgrund der gemessenen chemischen Verschiebun-
gen des VpU die Population der helikalen Konformation in der NMR Probe
fiir beide Helices ab. Demnach steigt die Flexibilitdt der VpU Konformation
zum C-terminus hin an. Helix II liegt in ca. 80% und Helix III in ca. 40% der
dynamischen Konformere vor [151]. Die entsprechend geringer ausgeprégten
Anderungen der chemischen Verschiebungen im Bereich der beiden Helices
sind vermutlich die Ursache dafiir, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit
eine geringere Ausdehnung der helikalen Bereiche ableitet wurde. Die hohe-
re Konformationsdynamik in der C-terminalen Halfte des VpU spiegelt sich
auch im relativ niedrigen und damit fiir eine reguldre a-Helix untypischen
RCI-S2 Ordnungsparameter wider (Kap.: 4.2.2.3).

In der vorliegenden Arbeit beginnt Helix II mit 128. Dies deckt sich na-
hezu mit dem Beginn der Helix II (W30 bis E49) im Peptid aus den VpU
Aminosduren 28 bis 81 (Isolat HTLVIIIp) in der Gegenwart von DHPC Mizel-
len [74]. Auch wenn die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelte Helix
IT des VpU in grofien Teilen lediglich aus der Aminosduresequenz des VpU
vorhergesagt wurde, so beruhen Anfang und Ende der postulierten Helix I
auf experimentellen NMR-Daten.

Eine weitere Ursache der unterschiedlichen Ausdehnung helikaler Berei-
che in den publizierten VpU Studien kénnte in den unterschiedlichen Arten
und Konzentrationen der verwendeten Detergensmizellen liegen. Die Titra-
tion des VpU gegen DPC im Rahmen der vorliegenden Arbeit (Kap.: 4.2.2.4)
hat gezeigt, dass die chemischen Verschiebungen der Aminosduren an den
Rindern der a-helikalen Bereiche des VpU und daher vermutlich auch die
Ausdehnung der Helices sensitiv auf eine Verdnderung der DPC Konzentra-

tion reagieren.
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5.3 Interaktion von HIS-BST2tmcyt und VpU-HIS

Unter Verwendung der zytoplasmatischen und der Transmembrandoméne
des BST2 sowie des kompletten VpU wurde in der vorliegenden Arbeit die
Wechselwirkung dieser beiden Proteine auf Strukturebene untersucht. Da es
sich bei dem BST2 um ein Typ-II Transmembranprotein [66] und bei dem
VpU um ein Typ-I Transmembranprotein [97] handelt, war eine antiparallele
Orientierung der beiden Transmembrandoménen zu erwarten. Eine solche
wurde auch in zuvor publizierten Arbeiten nachgewiesen [5,123]. Anhand
von Untersuchungen eines Peptides, welches die Aminosduren K18 bis K47
des BST2 enthielt, und eines weiteren Peptides, das die Aminosduren Q2
bis R30 des VpU (Isolat BH10) umfasste, wurde in der Arbeit von Skasko et
al. (2012) [123] die Interaktion der beiden Transmembranhelixes untersucht.
Es wurde gezeigt, dass die Aminosauren V30, 134 und L37 des BST2 und
die Aminosduren 14, 16, A10, I15, W22, 523, 126 und 127 des VpU an der
Bindung beteiligt sind. Das hoch konservierte ?AXXXAXXXA!® Motiv in
der Transmembranhelix des VpU wurde als essenziell fiir die Bindung des
VpU an BST2 eingestuft. Ebenso ist die Anwesenheit der Isoleucine 116, 117
und 18 des VpU (Isolat BH10) wichtig fiir die Stabilisierung der Bindung [72].
Obwohlin der vorliegenden Arbeit ein anderes VpU (Isolat SF162) verwendet
wurde, dessen Aminosduresequenz sich von der des VpU aus Isolat BH10
leicht unterscheidet, ist das AXXXAXXXA Motiv auch hier vorhanden. Eine
Gegeniiberstellung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten VpU und
BST2 Konstrukte mit denen, welche in der Arbeit von Skasko et al. benutzt

wurden, ist in Abbildung 5.1 zu sehen.

5.3.1 Zytoplasmatische Domidnen von VpU und BST2 sind
an der Interaktion der beiden Proteine beteiligt

Die Aminosduren S9, R10, V11, M13, E14 und D15 aus dem zytoplasmati-
schen Teil und L24 aus der Transmembranhelix des BST2tmcyt zeigen bei
der Titration mit VpU-HIS signifikante Anderungen der chemischen Ver-
schiebungen ihrer HYN-Amidresonanzen (Abb.: 4.21). Dies deutet auf die
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raumliche Ndhe dieser Aminosduren zur Bindestelle hin. Dies gilt sinnge-
méfs ebenso fiir die Aminosduren V14 und 120 aus der Transmembranhelix
und T24, E29, V68 und E69 aus der zytoplasmatischen Doméne des VpU,
deren chemische Verschiebungen sich bei der Titration mit HIS-BST2tmcyt
signifikant &ndern (Abb.: 4.24). Interessanterweise befinden sich alle auf die-
se Weise detektierten potentiellen Bindungsstellen in den zytoplasmatischen
Bereichen der beiden Proteine oder in der Halfte der jeweiligen Transmem-
branhelix, die sich an die zytoplasmatische Doméne anschliefit (Abb.: 5.1).
Dies deutet auf eine direkte Interaktion der beiden Proteine in der Nahe
der polaren Lipid-Wasser Grenzschicht auf der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran hin und steht im Einklang mit der vermuteten antiparallelen
Orientierung der Transmembranhelices der beiden Interaktionspartner. Die
wabhrscheinlich an der Bindung des BST2tmcyt beteiligten V14 und 120 in der
Transmembranhelix des VpU sind unmittelbare Nachbarn zweier Alanine im
HAXXXAXXXA Motiv des VpU. Eine Bindung der volumindsen Seitenket-
te des L24 des BST2 an das ' AXXXAXXXA!" Motiv des VpU stiinde mit dem
von Skasko et al. [123] postulierten Kontakt der stark hydrophoben Seiten
der beiden Transmembranhelices in Einklang. Allerdings unterscheiden sich
die Sequenzpositionen der meisten von Skasko et al. identifizierten poten-
tiellen Bindestellen auf beiden Proteinen stark von den in der vorliegenden
Arbeit identifizierten Kandidaten. Fiir diese signifikanten Unterschiede kom-
men mehrere Ursachen in Frage. Erstens unterscheiden sich die Aminosau-
resequenzen der in beiden Arbeiten verwendeten VpU Varianten. Zweitens
umfassen nur die in der vorliegenden Arbeit verwendeten VpU und BST2
Proteine sowohl die Transmembranhelices als auch die zytoplasmatischen
Bereiche beider Proteine und damit alle potentiellen Kontaktstellen, wah-
rend bei Skasko et al. wesentlich kiirzere Peptide untersucht wurden (Abb.:
5.1). Drittens wurden die Untersuchungen in unterschiedlichen Detergenz-
mizellen durchgefiihrt. Zum besseren Verstdndnis der VpU-BST2 Interaktion
sind weitere Studien unter Einbeziehung der zytoplasmatischen Doménen
beider Proteine in besser geeigneten Modellmembranen (z.B. Nanodisks)
erforderlich. Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Transmembranhe-
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lices des VpU (P3 bis W23; 21 Aminosduren) und des BST2 (R19 bis K47; 29
Aminosduren) unterscheiden sich deutlich in ihrer Lange. Dies konnte auf
einen starken Tilt der BST2-Helix relativ zur Membrannormalen hindeuten.
Andererseits ist die BST2-Helix bei G38/V39 unterbrochen und konnte an
dieser Stelle einen starken Knick aufweisen. Diese Frage konnte auf der Basis
der Messung geeigneter dipolarer Kopplungen des BST2 genauer untersucht
werden. Auch diese Messungen sollten idealerweise an BST2 in Nanodisks

erfolgen

5.3.2 Fusionsprotein aus BST2tmcyt und VpU wurde entwor-
fen und konnte synthetisiert werden.

Um die Interaktion zwischen BST2 und VpU im Detail zu charakterisieren,
wurde in dieser Arbeit ein Fusionsprotein aus beiden Proteinen entworfen.
VpU besitzt nur einen sehr kurzen extrazelluldren Bereich. Daher ist an-
zunehmen, dass sich die Interaktion von VpU und BST2 auf die Transmem-
brandomaéne und die zytoplasmatischen Bereiche beider Proteine beschrankt.
Der N-Terminus des BST2 ist im Zytoplasma lokalisiert. Der N-Terminus des
VpU liegt hingegen auf der anderen Seite der Zellmembran im extrazelluld-
ren Bereich. Durch diese Orientierungen ist es moglich, ein Fusionsprotein
aus den vollstandigen zytoplasmatischen und Transmembrandomaénen bei-
der Proteine herzustellen, welches die erwartete antiparallele Bindung der
Transmembranhelices der Proteine zulédsst. Bei der Wahl der Linge des ex-
trazelluldren Teils des BST2 und des Linkers zwischen beiden Proteinen exis-
tieren Freiheitsgrade, die zur Optimierung des Fusionsproteins genutzt wer-
den konnen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein 51 Aminosduren langes
BST2-Konstrukt charakterisiert. Dieses enthielt C-terminal der experimentell
gefundenen Transmembranhelix (R19 - K47) noch vier weitere Aminosauren.
Diese 51 Aminosduren wurde auch fiir den BST2-Abschnitt des Fusionsprote-
ins gewdhlt. Als Linker wurde eine zehn Aminosduren lange (GS)s-Sequenz
gewdhlt. Beide Variablen konnten in weiterfiihrenden Experimenten empi-

risch variiert werden, um die Herstellung als auch die Interaktion des BST2-
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A:
10 20 30
VpU (1-81) MOPLQITATIV ALVVAATITAT VVWTIVYIEY
40 50 60
RKILRQRKID RLIDRITERA EDSGNESEGD
70 80
QEELSALVER GHLAPWDVDD L
10 20 30
BST2(1-51) MASTSYDYSR VPMEDGDKRS KLLLGIGILV
40 50
LLIIVILGVRE LIIFTIKANS E
B:
10 20 30
VpU (2-30) -QPTQIAIVA LVVAITIAIV VHSIVITEYR
10 20 30
BST2(18-47) KRS KLLLGIGILV
40 47
LLITVILGVP LIIFTIK

141

Abbildung 5.1: NMR-basierte Studien zur Wechselwirkung von VpU und BST2. A: Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit. Die zytoplasmatischen und Transmembrandoménen beider Proteine
wurden in DPC Mizellen untersucht. VpU Sequenz stammt aus HIV-1 Isolat SF162. B: Litera-
turdaten aus Skasko et al. (2012) [123]. Die Transmembrandoméanen mit wenigen flankierenden
Aminosduren wurden in DHPC Mizellen studiert. VpU Sequenz stammt aus HIV-1 Isolat BH10.
Helikale Bereiche wurden mittels Analyse der chemischen Verschiebungen bzw. der Aminosau-
resequenz ermittelt. Transmembranhelices sind doppelt, zytoplasmatische Bereiche mit helika-
lem Charakter sind einfach unterstrichen. Aminosduren, deren chemische Verschiebungen sich
bei Zugabe des Interaktionspartners am stirksten dnderten sind rot hervorgehoben. Farbig mar-
kiert sind das stark konservierte AXXXAXXXA Motiv (blau) und das darauf folgende invariante
Tryptophan (griin) in der Transmembranregion des VpU.
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und des VpU-Bereichs zu optimieren. Nach erfolgreichem Einbau des Fu-
sionsproteins in eine membrandhnliche Umgebung (z.B. Mizelle oder Nan-
odisc) sollte die raumliche Ndhe der beiden Interaktionspartner den hetero-
dimeren Komplex stabilisieren und so die Untersuchung der Interaktion mit
NMR-Spektroskopie vereinfachen. Bei Verwendung separater Proteine ist
die Wahrscheinlichkeit grof3, dass beide Interaktionspartner in unterschiedli-
chen Mizellen vorliegen und so eine Energiebarriere fiir die Komplexbildung
iiberwunden werden muss. Durch erhohte Temperatur sollte es moglich sein,
eine solche Barriere zu iiberwinden. Aus diesem Grund wurden in der vor-
liegenden Arbeit die NMR-Messungen an beiden Proteinen (HIS-BST2tmcyt
und VpU-HIS) bei 40 °C durchgefiihrt. Dartiber hinaus haben experimentelle
NMR-Studien zur Dimerisierung des Transmembranproteins Glycophorin A
in DPC-Mizellen und DHPC-Bizellen gezeigt, dass sich in diesen Systemen
Homodimere des Glycophorin A spontan bilden [84]. Der Vorteil eines Fu-
sionsproteins aus beiden Interaktionspartnern besteht darin, dass sich beide
Partner stets in rdumlicher Néhe zueinander befinden und folglich in dersel-
ben Mizelle lokalisiert sein sollten. Die genannte Energiebarriere sollte daher
gar nicht existieren. Obwohl die Herstellung des Fusionsproteins durch die
Firma CubeBiotech gelang, scheiterte die Elution des Fusionsproteins von
der Affinitatssdule im préparativen Mafistab. Um dieses Problem zu umge-
hen, konnte alternativ auf ein His-Tag zurtickgegriffen werden. Auch der
Einsatz anderer Detergenzien (z.B. DHPC) bzw. die Verdnderung der Deter-
genzkonzentration bei der Expression bzw. Reinigung sollte fiir zukiinftige
Experimente erwogen werden. Es ist denkbar, dass die im Fusionsprotein
enthaltenen Interaktionspartner direkt nach der Proteinsynthese einen sta-
bilen Komplex (Heterodimer) bilden, sofern der flexible Linker dies zuldsst.
Dadurch sollte die Anfélligkeit des Fusionsproteins fiir unspezifische Wech-
selwirkungen drastisch sinken. Um diese Hypothese zu testen sollte der
Linker in Lange und Art variiert werden.
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5.4 Elektrostatisch geladene Nanodiscs

5.4.1 Erfolgreiche Herstellung elektrostatisch geladener Nan-
odiscs

In dieser Arbeit wurde die effiziente Herstellung von stabileren und elektro-
statisch geladenen Nanodiscs getestet. Mit diesen positiv geladenen Nan-
odiscs soll in weiterfithrenden Versuchen eine hohere Konzentration des
Proteins in den zu messenden NMR-Proben erreicht werden, als es mit den
bisherigen ungeladenen Nanodiscs moglich war. Zur weiteren Stabilisierung
der Nanodiscs wurde im Rahmen dieser Arbeit die MSP Variante MSP1D1
in unserem Labor eingefiihrt. Bei dieser Variante fehlt im Vergleich zum ur-
spriinglichen MSP1 die N-terminale Halfte der Helix I. Mit Hilfe von MSP1D1
produzierte Nanodiscs zeichnen sich durch eine erhohte Stabilitédt aus [24].
Die MSP1D1-Herstellung wurde erfolgreich in unserem Labor etabliert.
Das MSP1D1 wurde im Fermenter hergestellt und mit einem etablierten Pro-
tokoll gereinigt. Die Proteinreinheit als auch Proteinausbeute pro Gramm
Zellpellet war hierbei identisch mit der der Proteinreinheit und Proteinaus-
beute der Herstellung im 1 I Kolben. Unter Verwendung dieses Gertistpro-
teins wurden erfolgreich Nanodiscs hergestellt die unterschiedliche Mengen
POPG enthielten. Der Einbau dieses negativ geladenen Lipids in die Nan-

odiscs konnte mittels TLC bestdtigt werden.

5.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte ein System fiir die zellfreie Synthese von
humanem BST2 und HIV-1 VpU etabliert werden. Dieses System liefert Pro-
teinmengen in ausreichendem Mafie fiir NMR-Studien. Zudem ist es mog-
lich, damit Modifikationen wie isotopenmarkierte Aminosduren und andere
Markierungen gezielt in die Proteine einzubauen. Mit Hilfe der auf E. coli
basierenden zellfreien Proteinsynthese wird es moglich sein, weiterfiihren-

de Studien zu dieser Thematik durchzufiihren. Ebenso bietet sie die Mog-
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lichkeit, auch andere Proteine schnell und reproduzierbar zu synthetisieren,
deren Expression in E. coli schwierig oder unmoglich ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die Sekundérstruktur des VpU abhan-
gig von der verwendeten Modellmembran und insbesondere von Art und
Konzentration des Detergenz ist. Fiir eine genauere Charakterisierung der
Sekundarstruktur ist die Verwendung von geeigneteren Modellmembranen
anzuraten, die der nattirlichen Zellmembran eher entsprechen. Dies konnten
zum einen Liposomen sein, in denen die Proteine mittels Festkorper-NMR-
Spektroskopie untersucht werden konnen. Zum anderen eignen sich Nan-
odiscs hier sehr gut. Diese bieten Bedingungen, die der natiirlichen Zellmem-
bran sehr nahe kommen. Mit Blick auf zukiinftige NMR-Untersuchungen
sollten kleine Nanodiscs verwendet werden. Diese konnen unter Einsatz ver-
kiirzter MSP-Varianten hergestellt werden und haben sich bereits bei NMR-
Studien bewihrt [44]. Des Weiteren konnten in der vorliegenden Arbeit nicht
alle chemischen Verschiebungen des VpU ermittelt werden. Hier sind wei-
tere komplementdre NMR-Experimente erforderlich. Dabei konnte sich das
selektive Markieren einzelner Aminosauretypen als praktisch erweisen. Dies
wire mit der in der vorliegenden Arbeit etablierten zellfreien Proteinsynthese
recht einfach zu realisieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Interaktion der zytoplasmatischen
als auch der Transmembrandomé&nen der Proteine BST2 und VpU nach-
gewiesen werden. Die Interaktion ist jedoch in den durchgefiithrten NMR-
Experimenten nur schwach zu sehen. Dies liegt vor allem daran, dass die
Interaktionspartner bei der Verwendung von Mizellen als Modellmembran
zumeist in verschiedenen Mizellen vorliegen, und so nicht alle Proteinmole-
kiile in der Probe eine Interaktion eingehen. Dieses Problem kann durch die
Verwendung von Nanodiscs und einem Fusionsprotein aus VpU und BST2 in
Zukunft umgangen werden. Das in der vorliegenden Arbeit entworfene Fusi-
onsprotein aus BST2tmcyt und VpU stellt sicher, dass die Interaktionspartner
in rdumlicher Ndhe und in korrekter Orientierung zueinander vorliegen. Die
Inkorporation des Proteins in Nanodiscs konnte mit dem zellfreien Synthe-
sesystem parallel zur Synthese (kotranslational) erfolgen [73,120].
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Beziiglich der in der Literatur diskutierten Frage der Oligomerisierung
von VpU bieten die in der vorliegenden Arbeit geschaffenen Grundlagen
die Moglichkeit, diese mittels NMR-Spektroskopie genauer zu untersuchen.
Fiir diese Untersuchungen ist es erforderlich, VpU auch in sehr geringen
Konzentrationen mittels NMR-Spektroskopie zu detektieren. Mit Hilfe des
[U-*H]-markierten VpU ist es moglich, NMR-Spektren mit hoher Auflosung
tiber einen weiten Konzentrationsbereich zu generieren.
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Abkiirzungsverzeichnis

A
AIDS

APOBEC3

ATP
BST2
BST2tmcyt

CD4
CD8
CECF
CSP

CTP
Ccv
D,O
Da
DHPC
DMPC
DNA
dNTP
DPC
E. coli
M
FMD

FMW

Absorption

erworbenes Immundefizienzsyndrom; engl.: acquired
immunodeficiency syndrome

engl.: apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic
polypeptide 3

Adenosintriphosphat

engl.: bone marrow stromal cell antigen 2
Transmembrandoméne und zytoplasmatische Doméne
des BST2

engl.: cluster of differenciation 4

engl.: cluster of differenciation 8

engl.: continuous-exchange cell-free Synthese
Anderung der chemischen Verschiebung; engl.: chemical
shift perturbation

Cytidintriphosphat

Sdulenvolumen; engl.: column volume

Deuteriumoxid

Dalton

1,2-diheptanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dodecylphosphocholin

Escherichia Coli

Fitterungsmedium

Durchlauf des Fiitterungsmediums bei der
Affinitdtschromatographie

Waschfraktion des Fiitterungsmediums bei der
Affinitdtschromatographie
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FME

Y

g
GFP

GPI
GTP

h

h
HIV-1
HSQC
Hz

I

Ig
IMAC
IPTG
k
LB-Medium
M

m
MHC

mRNA
MSP1
MSP1D1
MSP1E1D1
MSP2N2
MWCO
NMR

NTA
NOESY
i

OD

P

PBS

PCR
pO2
POPC

Elutionsfraktion des Fiitterungsmediums bei der
Affinitdtschromatographie

gyromagnetisches Verhdltnis
Erdbeschleunigung

grin fluoreszierendes Protein
Glycosylphosphatidylinositol
Guanosintriphosphat

Plancksches Wirkungsquantum
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Liste der chemischen
Verschiebungen

Die nachfolgenden Tabellen listeten die chemischen Verschiebungen der zy-
toplasmatischen und transmembran Region des humanen BST2 (Kap.: 6.1)
und die des HIV-1 VpU (Kap.: 6.2) auf. Die Messungen erfolgten in 20 mM
NaPi (pH7), 100 mM NaCl, 3 mM DTT, 3 mM EDTA und 500 mM DPC
bei 40 °C. Bei Kernen, fiir die kein Wert ermittelt werden konnte, blieb das

entsprechende Tabellenfeld frei.
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6.1 BST2tmcyt
AA # HY N C Ca CB Ha HB
M 1 8,06 119,17 176,13 56,43 33,23 4,37 2,05
A 2 8,20 12280 177,70 19,43 52,95 4,34 1,41
S 3 812 11389 17481 5905 6392
T 4 797 11461 17445 62,23 69,85
S 5 8,17 117,15 173,97 58,90 63,96 4,40 3,79
Y 6 8,03 121,61 17479 58,12 38,94 4,45 2,88
D 7 7,96 121,18 176,09 53,84 41,13 4,57 2,53/2,65
Y 8 7,96 121,31 17581 58,75 38,54 4,44 3,04
S 9 817 11550 17446 5965 6384 443
R 10 7,89 121,04 17598 56,12 30,82
\Y% 11 7,87 120,99 60,67 32,52
P 12 - 176,38 63,37 31,64 4,47 1,99/2,24
M 13 8,25 120,14 176,21 55,73 33,72 4,47 2,04
E 14 8,49 121,54 176,29 56,95 30,76 4,31 1,98/2,08
D 15 8,32 121,17 177,00 54,74 41,55 4,59 2,69
G 16 8,41 10950 174,50 46,31 - 3,96 -
D 17 8,27 12085 175,67 55,35 33,85
K 18 8,26 121,82 4,78 2,90/2,72
R 19 17743 58,84 30,29
S 20 8,20 11466 17591 61,61 63,29
K 21 7,99 121,72 177,73 59,77 32,60 4,02
L 22 7,96 118,86 178,10 58,50 42,04 4,07 1,75
L 23 8,05 117,37 178,40 58,48 41,81 4,00 1,55/1,40
L 24 7,88 117,88 178,26 58,40 41,93 4,05 1,77
G 25 8,30 10492 17435 48,00 - 3,63 -
I 26 8,46 120,12 176,85 65,20 37,40 3,68
G 27 848 10706 17449 4803 - 360 -
I 28 8,34 11986 177,38 65,20 37,40 3,65 2,04
L 29 7,96 119,82 178,07 58,78 42,01 3,97 1,79
\Y% 30 8,47 117,12 177,20 67,48 31,14 3,45 2,22
L 31 8,06 119,04 178,00 58,71 41,57 3,93 1,75
L 32 8,43 117,27 178,38 58,50 41,89 3,91 1,94
I 33 818 11817 17730 6571 3,53
I 34 8,23 118,83 177,36 66,03 37,43 3,51
\Y% 35 8,16 11793 176,32 67,37 31,67 3,59 2,18
I 36 836 11646 17485 6504 3747 368 187
L 37 7,82 112,12 178,63 56,00 42,87 4,42
G 38 8,33 106,29 17540 47,62 - 3,75/3,86 -
vV 39 830 11892 58,88 2895
P 40 - 177,56 66,51 31,12 4,12
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AA # HY N C Ca CB Ha Hp
L 41 7,32 11580 179,74 58,70 42,03 4,15 1,97/1,80
I 42 8,58 121,30 177,65 65,53 37,92 3,72 2,15
I 43 8,32 119,28 177,56 65,72 37,79 3,59 1,89
F 44 8,64 117,22 17719 61,33 39,22 7,26 3,31/3,18
T 45 8,01 114,12 176,22 66,57 69,07 4,34 3,98
I 46 8,17 120,73 17793 64,32 38,25 3,92 2,00
K 47 8,15 11988 177,42 57,79 32,48 4,16 1,86
A 48 8,02 121,78 176,45 53,45 19,06 4,28 1,36
N 49 7,88 116,15 17493 53,59 39,73 4,78 2,90
N 49 7,85 12256 175,69 55,09 41,21 2,72
S 50 791 11571 17743 58,73 30,29 4,10 1,93
s 50 8,23 121,25 173,40 58,60 64,51
E 51 7,92 127,33 58,39 31,52
6.2 VpU

AA # HY N C Ca CB

M 1

Q 2

P 3 - 177,67 65,93 31,44

L 4 8,77 11598 178,61 57,35 40,65

Q 5 7,36 115,81 17748 58,43 27,87

1 6 7,54 117,53 177,58 64,32 36,62

L 7 8,15 118,64 177,58 57,54 40,58

A 8 7,83 119,36 178,27 54,86 17,53

I 9 7,58 11598 17743 64,55 36,76

\Y% 10 8,21 118,77 177,11 66,61 30,48

A 11 8,46 120,06 178,36 54,94 17,11

L 12 7,86 117,10 178,08 57,53 40,92

\Y% 13 8,11 118,44 177,57 66,46 30,27

\% 14 8,40 118,63 177,39 66,70 30,12

A 15 847 120,86 178,42 54,95 16,82

A 16 8,28 118,83 178,90 54,76 16,86

I 17

1 18 177,38 65,09 36,06

A 19 8,53 120,87 178,87 55,23 17,20

I 20 831 116,98 179,35 64,83 37,05
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AA # HY N C Ca CB
V. 21 856 12346 17758 67,08 3038
V. 22 878 11926 17742 66,97 30,39
W 23 88l 11951 177,68 60,97

T 24 829 113,76 176,00 54,36
I 25 17800 5649 39,83
vV o2 781 11847 17850 57,29 29,34
Y 27 786 121,39 17833 5736 40,85
I 28 808 11789 17854 6377 3659
E 29 808 121,63 56,51 29,84
Y 30

R 31

K 32

1 33

L 34

R 35

Q 36

R 37

K 38

I 39

D 40

R 41

L 4

I 43 17497 56,62

D 44 807 121,70 177,78 5644 40,04
R 45 773 11796 17821 5714 2931
I 46 788 11652 17630 62,75 3754
T 47 780 110,75 17496 6224 6940
E 48 788 12228 17657 56,60 29,06
R 49 810 121,76 17628 5544 29,81
A 50 825 12506 177,80 51,98 1856
E 51 826 12001 176,34 5611 29,63
D 5 820 121,60 17640 53,77 40,78
S 53 820 11695 17532 5820 63,16
G 54 842 11093 17410 4501 -

N 55 819 11897 17543 5332 33,74
E 56 844 12180 176,65 5637 29,29
S 57 823 116,64 17591 57,75 63,33
E 58 83l 12312 177,03 5631 2942
G 59 823 109,73 17393 4470 -

D 60 814 12083 17649 5395 40,79
Q 61 828 12051 17626 5546 28,64
E 62 834 122,29 176,79 5643 2944
E 63 835 122,06 177,15 5639 2947
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AA # HY N C Ca CB

L 64 833 12306 17807 5573 41,06
S 6 821 11514 17509 59,08 62,67
A 66 794 12490 17836 52,66 1824
L 67 791 11967 177,70 5583 41,29
L' 67 79 11971 177,56 5596 41,38
V. 68 765 11769 17642 62,33 3165
V.68 7,60 11701 176,18 62,22 3165
E 69 810 122,77 17694 56,44 2945
R 70 812 120,64 177,06 56,13 29,66
R 70 830 10834 17415 5625 29,69
G 71 823 10844 17392 4511 -

G 71 829 10825 17415 4514 -

H 7 175,77 5576 29,95
H 72 807 11833 17505 5640 30,11
L 73 807 121,44 17607 5443 41,73
L' 73 820 11945 17556 5409 41,49
A 74 802 12349 17579 4979 17,56
A 74 747 122,17 17523 5048 17,68
P 75 - 17591 62,90 30,53
W 76 723 11695 17505 56,15 29,68
W 76 850 12507 17506 5691 29,53
D 77 823 121,50 176,58 53,28 4127
vV 78 821 120,18 17643 63,09 3141
V.78 830 12039 177,54 6322 3136
D 79 828 12148 17755 5593 40,14
D 80 803 11946 17751 5530 40,63
L 8 783 12023 177,80 56,26 41,38
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Abbildung 6.1: Vektorkarte des pET22b_deltaLac_VpU-HIS . Das vpu-Gen wurde iiber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol in den pET22b_deltaLac Vektor hineinkloniert, wodurch
das Protein einen C-terminalen Hisg-Tag erhielt.
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Abbildung 6.2: Vektorkarte des pET22b_deltaLac_BST2tmcyt . Das his-bst2tmcyt-Gen wurde
tiber die Restriktionsschnittstellen Ndel und HindIII in den pET22b_deltaLac Vektor hineinklo-
niert. Ein Stoppcodon verhindert das Ablesen des Vektor-eigenen Hisg-Tags.
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Abbildung 6.3: Vektorkarte des pET22b_deltaLac_BST2tmcyt-VpU-Rho . Das bst2tmcyt-vpu-
rho-Gen wurde tiber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol in den pET22b_deltaLac Vektor
hineinkloniert. Ein Stoppcodon verhindert das Ablesen des Vektor-eigenen Hise-Tags.
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