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Abstract

Abstract

The binding of immunoglobulins to Fc-receptors ikey event in the regulation of the
immune system. They interact with immunoglobulinBray as a bridge between the cellular
and the humoral immune response. They are impoftanthe regulation of the immune
system, but, in case of autoimmunity, they contebio pathogenicity. Thus, Fc receptors
are prominent targets in the development of new umotherapies against autoimmune
diseases or allergies. Fc-receptors are membramedharoteins localized on immune cells,
especially on effector cells of the innate immugstam. Evidence suggests an important
role of the neonatal Fc-receptor in the autoimmiisease epidermolysis bullosa acquisita, a
skin blistering disease. The receptor and its ss@ilble subunipMg are widely spread in
the body. Interestingly3Mg is a substrate of transglutaminases, which it polymerizes
BMg. Since transglutaminases are ubiquitous protéirey are also localized in the skin. The
modulation of the FcRn function by transglutamisas@an be of great interest in the
treatment of autoimmune diseases. Interestingljnaguse models blocking of the \Rlill
homolog FgRIV-receptor prevents the onset of the autoimmuiseade epidermolysis
bullosa acquisita Based on that, the present stddsls with characterization of
modifications offf,-microglobulin by transglutaminases and examinatiohmodulations of

Fc-receptors.

It is noteworthy that previously published protacfdr the purification of such proteins were
based on their isolation from inclusion bodies. fSutethodology involves a renaturation
step, plummeting the final protein yield. Therefotiee first goal of this project was the
development of straightforward protocols to obttie neonatal Fc-receptor (FcRn) and the

FcyRIll-receptor as a soluble protein, as well the [smgbunitp,-microglobulin Mg).

In the present work, lysine 6 froffMg has been identified as the one involved in the
transglutaminase reaction, whereas the involvethgline residue remains to be identified.
The analysis of the crystal structure [@¥1g in complex with FcRn showed that the
dimerization offMg in complex with FcRn by transglutaminases isther unlikely event.
Similar observations were made for other majorosmpatibility complex class I-like
molecules Such improvable dimerization would inhibit the FeRi® binding, whereas the

binding of the albumin would remain unaffected.

The present data shows that investigation of th®FeIgG complex by NMR spectroscopy
is not possible. However, FcyRIll alone is a sudadystem for affinity studies by Saturation
Transfer Difference (STD) NMR spectroscopy. In faatlibrary of small fragments was

screened, identifying some targets as potentidgbiitains for the antibody-FcyRIll binding.

X



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Fc-Rezeptoren haben eine herausragende Bedeutundas$iilmmunsystem, da sie eine
Brucke zwischen dessen humoralen und zellularengéomnten bilden. Sie vermitteln als
transmembrandse Rezeptoren Signale an das Ze#innem Effektorzellen des
Immunsystems, nachdem Sie Antikérper an ihrem Feihrgebunden haben. Da Fc-
Rezeptoren auch Vermittler von Immunfehlregulatiosein kdnnen, sind diese als Ziel fur
Immuntherapien bei Autoimmunerkrankungen oder Allem von Interesse. Im Falle der
experimentellen  Epidermolysis  bullosa acquisita, neei antikorpervermittelten,
blasenbildende Autoimmunerkrankung der Haut, wugdeeigt, dass Mause mit einem
Defekt des neonatalen Fc-Rezeptor weniger krankleverDer Rezeptor und seine kleine
Untereinhei3Mg sind im Kdrper weitverbreiteBMg ist interessanterweise ein Substrat der
Transglutaminasen und wird durch diese dimerisidziehungsweise polymerisiert.
Dadurch koénnte eine Modulation der FcRn-FunktiorrcHuTransglutaminasen bei der
Behandlung von Autoimmunerkrankungen von Interess#, denn dieses ubiquitar
vorkommen Enzym ist auch in der Haut lokalisientetessanterweise konnte der Ausbruch
der Autoimmunkrankheit Epidermolysis bullosa aciaism Mausmodell auch durch
Blockierung des zum F&Ill homologen FgRIV-Rezeptors verhindert werden. In dieser
Arbeit liegen daher die Schwerpunkte auf der Chargterung von Modifikationen vop-
Mikroglobulin durch Transglutaminasen und Untersurgien zur Modulation von Fc-

Rezeptoren.

Die bisher veroffentlichten Praparationsprotokalér in dieser Arbeit verwendeten Proteine
ermdglichen eine Reinigung der Proteine eatusion bodiesIm Fokus dieser Arbeit war
aufgrund dessen zunéchst die Etablierung von Pa@ipasprotokollen, die es ermdglichen

[6sliche Proteine zu erhalten.

Mittels Magnetresonanzspektroskopie wurde Lysinesiesp2-Mikroglobulins als der an
der Transglutaminasereaktion beteiligte Lysinrdentifiziert. Der an der Multimerisierung
beteiligte Glutaminrest konnte nicht bestimmt werdBurch die Lokalisation des K6 des
BMg in der Kiristallstruktur des FcRn kann eine Dimigrung despMgs durch
Transglutaminasen und somit auch in Klasse | Hasikompatibilitits (MHCI)-
Komplexen als eher fraglich angesehen werden. Eswéche unwahrscheinliche
Dimerisierung wirde die Bindung des FcRn-Ligandg@ Mermutlich unméglich machen,

wahrend die Bindung des Liganden Albumin nicht bibesst werden wirde.

Bei Analysen an dem FKRIII-Rezeptor konnte gezeigt werden, dass deyRAtIgG-

Komplexe nicht durch NMR-Spektroskopie untersuckerden kann. Des Weiteren wurde

Xl



Zusammenfassung

gezeigt, des der KRIIl fur STD-NMR-Spektroskopie geeignet ist. Es kten kleine
Molekiile einer Fragmentbibliothek als Liganden iiferiert werden, die als potentielle
Inhibitoren der Antikérper-RdRIll-Bindung in Betracht kommen.

Xl



Einleitung

1 Einleitung

Pathogene, die in den Organismus eingedrungen wsiedden durch Antikorper erkannt.
Eine Bindung dieser Antikorper durch Fc-Rezeptoféhrt zu einer Eliminierung des
Pathogens und der Kérper wird so vor schweren titie&n geschitzt. Es kann jedoch auch
zu Fehlregulierungen des Immunsystems kommen, soflaskorper gegen korpereigene
Strukturen gebildet werden, sogenannte Autoanti®rpies fuhrt teils zu schwerwiegenden
Erkrankungen. Bei der Epidermolysis bullosa actmisandelt es sich um ein Beispiel einer
Autoimmunerkrankung. Hier ist Kollagen VII das Aatdigen, welches die Basallamina der
Haut mit dem darunterliegenden Gewebe verbindetemmeisten Fallen handelt es sich bei
den Autoantikérpern um lg&? Die Bindung der Autoantikérper an Kollagen VII und
anschlieBende komplexe Mechanismen fihren zum Abléger verschiedenen
Hautschichtert® Die Behandlung solcher Autoimmunerkrankungen dimtfavendse Gabe
von Immunoglobulinen fihrt zu einer Linderung dgmftome. Diese Immunoglobuline
werden aus Blutplasma gewonnen und muissen in réa@éaen Abstdnden immer wieder
injiziert werden. Es besteht grundsatzlich die Getier Ubertragung von Krankheiten. Dies
macht die Behandlungsmethode sehr kosten- undhtegitiv. Daher werden alternative
Behandlungsmethoden von Autoimmunerkrankungen ées®o ist die Modulation der
Rezeptor/Antikérper-Bindung durch kleiner Molekiglder Enzyme von vielversprechender

Bedeutung.

1.1 Immunglobuline und ihre Rolle bei Autoimmunerkrankungen

Das Immunsystem dient der Erhaltung der kérperidBesundheit eines jeden Lebewesens
durch Eliminierung von infektiocsem Material. Immuoiguline sind Proteine, die der
Erkennung von Antigenen dienen. Im Menschen gilftieEIsotypen von Immunglobulinen

— 1gG, IgA, IgE, IgD und IgM — die in verschiedengellen des Korpers vorkommen. 1gG
ist der am haufigsten vorkommende Isotyp und dientEliminierung von Pathogenen. IgA
hingegen kommt in &uReren Sekreten wie Speich@helr und Schleim von Bronchien und
Darm vor und ist dort der wichtigste Antikérper.m&chutz vor Parasiten dient IgE. Dieser
Antikérper ist jedoch auch fir Allergien verantwimt. IgM taucht nach Kontakt mit einem

Antigen als erster im Serum. Die Funktionen des dgial bisher noch nicht bekannt.
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Immunglobuline bestehen aus zwei antigenbindendgrienten (Fab), welche durch eine
Hingeregion mit dem kristallisierbaren Fragment)(Ferbunden sind (Abbildung 1). Die

Aufgabe der Fab-Fragmente ist es Antigene zu ed@nd zu binden (opsonieren). Dieser
Teil des IgG variiert abh&ngig von dem zu erkeneen@intigen. Das Fc-Fragment hingegen
ist hoch konserviert und stellt einen Ligandenéiine Vielzahl anderer Proteine dar. Es wird
zum Beispiel durch Effektormolekile der Immunzellgebunden und koppelt so die

Erkennung der Antigene mit der Immunanwort.

Pathogene oder Antigene, die in den Korper eingega sind, werden durch
Immunoglobuline erkannt und gebunden. Dadurch elmést Immunkomplexe. Diese werden
wiederum durch Rezeptoren auf Immunzellen gebundged eine Immunantwort wird
ausgelost. Hierbei erkennen und binden die memetangienen Rezeptoren den Fc-Teil
der Immunoglobuline, weshalb sie Fc-Rezeptoren YFEgRannt werden. FcR spielen eine
wichtige Rolle in der Immunregulation, da sie diaimorale mit der zellularen
Immunantwort verbindeh.Die humoralen Immunantwort basiert auf Plasmajtetewie
Antikérper und Interleukine. Die zellulare Immunantt erfolgt durch spezialisierte

Immunzellen, wie Granulozyten, natirliche Killedeal und T-Zellen.

~ Fab

- Fc

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Immunoglulin G (IgG). IgG besteht aus zwei
identischen leichten Ketten (lila) und zwei ideotien schweren Ketten (blau). Diese sind innerhalb
der Hingeregion (rot) durch Disulfidbriicken mitemadr verbunden. 1gG-Molekile kénnen in das
Fab- und Fc-Fragment unterteilt werden, wobei dagfagment aus konservierten Doméanen (C) der
schweren Kette besteht. Die Fab-Fragmente bestbhegegen jeweils aus einer konservierten
Domane und einer variablen Doméne (V; schraffielty leichten und der schweren Kette. Die
variablen Domanen bilden die Antigenerkennungsstell
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Die Entdeckung, dass einige pathogene Bakterien \§rss-Fc-Fragment bindeff,
vermutlich um sich vor einer Immunantwort zu vedssr, unterstreicht die Bedeutung des

Fc-Fragments fir das Immunsystem.

Eine Immunantwort resultiert aus dem ausbalanciedigsammenspiel von positiven und
negativen Signalen, welche die Starke der resetiggn Immunantwort bestimmen und
welche einen Einfluss auf das angeborene und daptige Immunsystem habérDie
Immunantwort muss stark und lang genug sein umdgatie zu eliminieren, gleichzeitig
muss sie aber spezifisch genug sein, um nichtinfzioder gesunde Gewebe zu verschonen.
Wenn positive Signale Uberwiegen, folgen Zellaktiving und pro-entzindliche Prozesse,
die zu einer Eliminierung der Pathogene bzw. Amedihren. In Abwesenheit solcher
positiver Signale ist die Zellaktivierung blockiarhd anti-entziindliche Prozesse kénnen

stattfinden.

Eine Stérung dieses sensiblen Systems kann zu atermntworten fihren. Dies kann zu
einer Immunantwort gegen nicht Pathogene - einderdie — flhren, oder das
Immunsystem richtet Antikorper spezifisch gegen pkieigene Stoffe, sogenannte
Autoantigene, und es kommt zu einer Autoimmunerdknag. In diesem Fall spricht man
von Autoantikdrpern. Es gibt viele Mdoglichkeitenjeweine ausbalancierte Signalgebung
durch aktivierende und inhibierende FcR gestort deer kann: von anormaler
Rezeptorexpression bis zu allelischen VariantenRiEeptoren, die dann unterschiedliche

Affinitaten fir bestimmte Antikérperisotypen aufisen:®?

1.2 Die Funktion der Fc-Rezeptoren

Fc-Rezeptoren (FcR) sind Proteine, die auf den f@loben verschiedener Zellen des
Immunsystems zu finden sind, wie Makrophagen, Ngiiten und nattrliche Killerzellen.
Sie binden die Fc-Region von Antikdrpern und vedieim so die zellulare mit der humoralen
Immunantwort. Wurde ein Antigen oder Pathogen dumihen Antikdrper erkannt
(Opsonisierung) so werden die opsonisierten Angigedurch membranstandige Fc-
Rezeptoren gebunden, was zu einer Ansammlung digser*'* Durch diesen Prozess wird
eine Verlagerung in Cholesterin-reiche Mikrodomamkm Zellmembran induziert. Diese
Mikrodoméanen sind im Cytoplasma mit Signalmolekiilie die SRC-Tyrosinkinasen
angereichert. Tyrosinreste im cytoplasmatischen dei Rezeptoren werden durch diese
Kinasen phosphoryliert, was zur Bildung einer SH#iane fihrt. Diese Doméne stellt eine

Bindungsstelle fir weitere Kinasen dar und einen8ligaskade wird ausgeldst. Dadurch
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kommt es zu einer Aktivierung oder Inhibierung dermunantwort>™ Die Art der

beteiligten SRC-Kinase, des induzierten Signals udd& daraus resultierende
Effektorantwort ist abhangig von dem beteiligterl-Zend Rezeptortyp und der Antikdrper-
Unterklasse. Die durch die Signalkaskade ausgel@fektorfunktionen der FcR sind unter
anderem die Endozytose von Immunkomplexen, die Régn der Antikbrperproduktion,
Verbesserung der Antigenprésentation, antikorpeuadplye zellvermittelte Zytotoxizitat
(ADCC) oder die Freigabe von inflammatorischen Méalien, die andere

immunkompetente Zellen aktivierén.

Obwohl die humane Familie der FcR durch Genduptkein und Divergenz zahlreich {4t
sind die Familien in verschiedenen Spezies gutdwart!’ Fc-Rezeptoren werden anhand
der Antikorper, die sie erkennen, klassifiziertlf&€te 1). Alle Fc-Rezeptoren gehéren zu der
immunoglobulinghnlichen Superfamilie, mit Ausnahmes Glykosylphosphatidylinositol
(GPI) verankerten R®RIIIB und des neonatalen Fc-Rezeptors (FcRn) welzhalen Klasse

| Haupthistokompatibilitdts-Komplex ahnlichen Retzgpn gehort.

In dieser Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf dig-Rezeptoren gelegt, die im

Folgenden naher betrachtet werden sollen.

Tabelle 1: Ubersicht der haufigsten Fc-Rezeptor Tygn mit Angabe der zubindenden
Antikorper

Antikérpel Rezeptor Mitglieder

IgA FcoR  FouRI (CD89)
IgD FGR
IgE FceR FceRI

FceRII (CD23)
IgG FoyR  FoyRI (CD64)

FcyRIIA (CD32)
FcyRIIB1 (CD32)
FcyRIIB2 (CD32)
FcyRINIA (CD16a)
FcyRIIB (CD16b)
FcRn (neonatal)

IgM FcuR
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1.3 Die Fcy-Rezeptoren

Die Familie der Fc-Rezeptoren fur 1gG, dieyfRezeptoren (RdQRs), umfasst mehrere
Mitglieder, welche sich auf Grund ihrer unterschidten molekularen Struktur, ihrer
Antikérperbindungsaffinitat und ihrer IgG-Unterki@nispezifitat unterscheidén'’® Die Foy-
Rezeptoren umfassen die aktivierenden und einghiegmbnden Rezeptor(en). Aktivierende
Rezeptoren sind charakterisiert durch die Anwedéntenes cytoplasmatischen
Immunorezeptor Tyrosin-basiertes Aktivierungsmotifi TAM), das entweder im
cytoplasmatischen Teil des Rezeptors liegt, oder ats Untereinheit assoziiert ist. Vom
Zelltyp abhangig variieren die assoziierten Sigdajaormolekile, wobei dig-Kette, das
am haufigsten vorkommende Adaptormolekil ist. Bai dheisten aktivierenden FcR reicht
die Affinitat fir monomere Immunoglobuline nichtrfieine stabile Bindung und der
Induktion des Signalweges aus, sodass eine unigobafAktivierung der Signalkaskaden
verhindert wird. Zur Auslésung von Aktivierungssaden ist daher die Coaggregation der

Rezeptoren durch Bindung von Immunkomplexen notigend

Der inhibierende Rezeptor ist ein Einkettenmolekiild besitzt ein cytoplasmatisches
Immunorezeptor Tyrosin-basiertes InhibierungsmdtiviM).*"*** Durch Coaggregation
mit dem ITAM im Cytoplasma wird das ITIM phosphagrt und die aktivierende
Signalkaskade inhibieft. Diese zwei Arten der Rezeptoren agieren zusammenagrden

in der Regel auf der Zelloberflache coexprimierd weisen eine vergleichbare Affinitat und
Spezifitat auf’ Dies ist fiur ein ausgeglichenes Immunsystem wgghtum die
Effektorzellantwort durch simultan ausgeloste aktende und inhibierende Signalwege zu
regulieren. Die relative Affinitdt der Antikdrpeotypen zu den spezifischen FcR und das
Expressionslevel der aktivierenden und inhibierend®R sind Faktoren, die bei der
Coaktivierung bestimmen, ob eine Immunantwort imeeiZellaktivierung oder -inhibierung

resultiert!

Unterteilung humaner FeRezeptoren

Humane Fg-Rezeptoren kdnnen in 3 Typen —yRt, FeyRIl und FgRIIl — unterteilt
werden (Abbildung 2). Der FRI weist, im Vergleich zu den anderenyRs, die héchste
Affinitat (K p=10® M) fiir IgG auf. Dies ist vermutlich auf seine 3t&#toméanen (je 10 kDa)
zuriickzufiihre? Er wird konstitutiv auf Monozyten und Makrophagetprimiert und kann
auf Neutrophilen und Eosinophilen induziert werdés.gibt vier verschiedene Isoformen —
FcyRIA, FeyRIB1, FyRIB2 und FgRIC.
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FcyRI FcyRIIA FcyRIC = FcyRIIIA FcyRINB FcyRIIB
a a a a a-GPI A K
v  ITAM V2 'TIM

Abbildung 2: Schematische Darstellung der humanen gG Fc-Rezeptor Familie. Die Fc-
Rezeptoren kdnnen anhand ihrer induzierten Sigmpwenterschieden werden. Die aktivierenden
Rezeptoren Rd&RlI und FgRIIIA bestehen aus einer ligandenbindenderKette und ein
signalweiterleitendeny-Kette, welche das cytoplasmatische Immunorezepkgrosin-basiertes
Aktivierungsmotiv (ITAM; blau) tragt. Die R&RIIA und FeyRIIC Rezeptoren tragen dieses ITAM in
ihrer cytoplasmatischen Domane, der ligandenbineenrdKette. Der inhibierenden Rezeptor, der
FcyRIIB, besitzt ein Immunorezeptor Tyrosin-basieriehibierungsmotiv (ITIM; rot) innerhalb
seiner cytoplasmatischen Doméne. Aul3erdem gibt iesn eGlykosylphosphatidylinositol (GPI)
verankerten Rezeptor, den yRilIB. Dieser Rezeptor besitzt kein ITAM und kanreitke
Signalkaskade selber auslésen.

FcyRIl Rezeptoren werden auf unterschiedlichen immump@tenten Zellen exprimiert.
Dort ist ihre Hauptfunktion die Endozytose von Imrkamplexen. Es gibt mindestens sechs
Isoformen — FgRIIAL, FcyRIIA2, FeyRIIB1, FeyRIIB2, FeyRIIB3 und FgRIIC. Die FgRII
Rezeptoren besitzen nur zwei Ektodoméanen, wobdrF& und Fe/RIIB hier eine 93%ige
Ubereinstimmung ihrer Aminoséauren aufweisen. Dehnowterscheiden sie sich in ihren
Bindungscharakteristiken fiir humane und murine g@erklassetf und ihrer Affinitat fir
humanes IgG® Ein weiterer wichtiger Unterschied dieser zwei rRen ist im
cytoplasmatischen Teil lokalisiert. DeryR1IA enthdlt hier ein ITAM, wobei der FRIIB

ein ITIM enthalt**

Der FgRIII lasst sich in zwei Formen unterteilen, densmembrane FRIIIA Rezeptor ist
assoziiert mit der ITAM enthalteneny-Kette. Hingegen ist der KRIIB durch
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Membraerankert. Dieser Rezeptor kann eine
Signalkaskade nicht selber hervorrufen, da ihmdiiekte Verbindung zum Cytoplasma
fehlt. Er braucht vermutlich assoziierte Proteima 8ignale in die Zelle weiterzugeben.
Weiterhin unterscheiden sich die beiden Formerhiam Vorkommen. Der R&IIA wird
auf T-Zellen und naturlichen Killerzellen exprintierder FgRIIIB hingegen auf
Neutrophilen.
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FcyRIl und FgRIIl Rezeptoren binden IgG mit geringer Affinitd4=10°10" M), im
Vergleich zum FgRI.** Die geringere Affinitat wird durch das Vorhandenseon nur zwei

Ektodomanen erklart, im Vergleich zu den drei Ekiodnen des R&I.*

Bemerkenswerterweise kommen alle dreiyRETypen im Serum und anderen
Korperflissigkeiten auch als lésliche Formen (#) vor® Sie werden durch Proteoly&e,
alternatives Splicing der Pra-RK2oder Expression unterschiedlicher GEmeneriert. Sie
Ubernehmen vermutlich eine physiologische Rolle dar Immunregulation, da die

Antikérperproduktion in Zellkulturen durch sie urdgickt wird.

FcR als Ziel von Immuntherapien

FcR konnen auch Vermittler von Immunfehlregulationesein und spielen eine
entscheidende Rolle im Immunsystem, dies macht zie interessanten Zielen flr
Immuntherapien und potentiellen Inhibitoren bei diotmunerkrankungen, bei der
Tumortherapie und Allergien. Abhangig von der Fimktder FCR wird entweder eine
Steigerung oder Herabsetzung der Affinitat der FoRfunoglobulin-Interaktion angestrebt.
So wurde in den letzten Jahren unter Verwendungschexdener Techniken, wie
Peptidlibrary-Screening, kombinatorischer Chéfieund die Verwendung der
sFo/RIII/hFc1-Komplexstruktud® zur Extraktion von Peptidefi, die Entwicklung neuer
Inhibitoren der FcR/IgG-Interaktion angestrebt.\ergleich zu 1gG weisen jedoch all diese

Inhibitoren eine sehr viel geringere Affinitat zd®ezeptor auf.

Es konnte gezeigt werden, dass defRHdB und der neonatale Rezeptor Schliisselmolekile
bei Autoantikérper vermittelter Erkrankungen siideshalb auf diese im Folgenden naher

eingegangen werden soll.

1.3.1 Strukturelle Aspekte des FgqRIIIB

Humane FgRIIl Rezeptoren haben ein apparentes Molekularggwion 50-80 kDa und
sind umfangreich glykolysierte Proteine.yRtll Rezeptoren binden IgG in Form von
Immunkomplexen mit einer Spezifitat fur IgG1 un@Ry " *** Trotz ihrer unterschiedlichen
Membranverankerung kodierenyRdlIA und F¢yRIIIB in ihren Ektodoméanen strukturell
fast identische Proteine, deren Aminosauresequesizénedoch unterscheiden. So ist das

Vorhandensein eines Serins an Position 185 beyRIA8 verantwortlich fur das Signal zur
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Anlagerung eines Glykosylphosphatidylinositol (GRHkers!’*® Weitere Unterschiede in
den Aminosauresequenzen sind flr unterschiedlidsérpnslationale Modifikation wibl-
Glykolysierungen und die Lokalisierung in der Membwerantwortlich? FeyRIIB besitzt
keine transmembran- und cytoplasmatische RegiomitS@ann eine Immunantwort nicht
direkt durch den Rezeptor hervorgerufen werdens&sis jetzt noch nicht verstanden, wie
FcyRIIIB das Signal in die Zelle ubertragt. VerschiedeProteine stehen im Verdacht, zur
Signaltransduktion mit dem FRIIIB zu assoziieren, so zum Beispiel der Typ 3-&tear®

der Formylpeptide-Rezept8ioder FgRIIA.

Bindungsstochiometrie und Struktur desHitiB

Das Fc-Fragment der Immunoglobuline ist ein HomatinDessen Kristallstruktur zeigt
eine Symmetrieachse zwischen den Monom&teeshalb wére eine 2:1 Stéchiometrie bei
der Bindung von FR an ein IgG wahrscheinlicher als eine 1:1 Stdchkimi®. Tatsachlich
ist bei allen bislang kristallisierten Proteinenffragment-Komplexen eine 2:1
Stéchiometrie nachgewiesen wordéri®>°Es liegt also nahe, dassyRs Fc-Fragmente
ebenso in einer 2:1 Stdchiometrie binden. Jedocheist eine Bindung eines
Immunoglobulins durch zwei FcR auf der Membrandés Immunsystem weniger sinnvoll,
da zur Initialisierung der Signalkaskade eine Aggtn der FCR von Noten ist. Die
Bindung mit einer 2:1 Stochiometrie kénnte bereiiseiner Auslosung der Signalkaskade
fuhren, ohne dass die FcR aggregiert sind. Der wuch zum Verstandnis der {R-
Bindung zum Fc-Fragments vom 1gG gelang durch @istiBimung der Kiristallstruktur des
sFeRIIIB-Komplexes mit dem Fc-Fragment des Ig&1° Die Kristallstruktur zeigt eine 1:1
Stochiometrie fur die IgG1-KFR Interaktion.

In der Struktur des FKRIIl sind die zwei extrazellularen immunoglobulimdichen
Doméanen um 50-55° abgewinkelt und zeigen eine &teniatische herzférmige
Doméanenanordnung, wie sie bereits fir andere Fcg&choeben wurd®**? In der
Komplexstruktur ist der Rezeptor zwischen zwej,-Domanen des Fc-Fragmentes
gebunden, wobei ausschlie3lich zwei Reste des tsnked die C-terminale Doméne 2 des
FcyRIll an die beiden N-terminalen Spitzen dep-©omanen und der Hingeregion des Fc-

Fragmentes binden (Abbildung %).

Die 1:1 Stochiometrie kann damit erklart werdenssdder FCR nahe der Symmetrieachse
des Fc-Fragments bindet. Dort interagiert der Rezapit einem oder mehreren Resten des
Fc-Fragments, welche in beiden schweren Kettemgeefu werden. So ist die Bindung eines
zweiten FcR blockiert. Zweitens induziert die Bindudes FgR eine Offnung des

hufeisenférmigen Fc-Molekils. Die Orientierung degrs-Doméanen bleibt zwar nahezu



Einleitung

unverandert, aber dies&gDomanen werden verlagert und die Distanz zwisa@mnbeiden
Prolin 329-Resten an den Spitzen dgg-Bomanen vergrofert sich um 7 A, wobei dig
Doméne eine deutlichere lokale Veranderung erfaddg die Gpa-Doméne. Diese
allosterische Veréanderung innerhalb des Fc-Fragnemelches die Symmetrie des Fc-
Fragments zerstort, filhrt ebenfalls dazu, dassw@iter FCR nicht mehr binden kafitf?
Beide Prozesse sichern eine 1:1 Stochiometrie despkexes. Durch die Bindung des
Rezeptors an das Fc-Fragment erfahrt aber aucReafmptor eine strukturelle Veranderung

und 6ffnet sich ebenfalls.

Der sFgRIIl bindet das Fc-Fragment mit der Schleifen seldderminalen zweiten Doméane
(B/C: W 110 — A 114; F/G: V 155 — K 158), dem Cetg (H 116 — T 119) und den C'-
Strang (D 126 — H 132). Auch sind AminosaureresteHingeregion zwischen den beiden
Doméanen an der Bindung beteiligt. Diese Regiongaragieren mit Schleifen derys-
Doméne (B/C: D 265 — E 269; C'/E: N 297 — T 299 umit der F/G-Schleife (A 327 — |
332) der G2a-Doméne des 1gG, sowie einigen AminosaureresterHiegeregion (L 234 —
S 239) beider schwerer Ketten.

Abbildung 3: Kristallstruktur des sFcyRIIl/Fc-Komplexes. In grau dargestellt sind die I6slichen
Domaéanen des RRIll (sFcyRIIl), die im Komplex mit dem Fc-Fragment (blau)rnviumanem 1gG
sind. Die Seitenketten der Aminosaurereste, didearBindung beider Partner beteiligt sind, sind zur
Verdeutlichung der Binderegion im Stabchenmodeigdstellt. Das ,Prolinsandwich*, bestehend aus
Pro 329 der (a-Doméne und den Trp 87 und Trp 110 desyRH¢, ist zur besseren Ubersicht
vergréRert dargestellt. Zur besseren Orientierimdomplex wurden die verschiedenen N- und C-
Termini markiert. Die Struktur wurde mittels des BBintrages: 1E4K und dem Programm PyMOL
dargestellt.
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Die Interaktionsflache zwischen demyRdll und dem Fc-Fragment ist, wie auch fir andere
FeyR/IgG-Komplexe vorausgesagt, mit 895 A sehr dfolledoch konnten innerhalb der
einzelnen Reste keine starken Wechselwirkungen ndefu werden. Als primare
Bindungsstelle wurde ein ,Prolinsandwich” identié#. Hier liegt der Prolinrest 329 der
Ci2a-Domane des Fc-Fragments zwischen zwei Tryptopksgemwe- Trp 87 und Trp 110 —
(Abbildung 3). Dieses Motiv wird in allen murinemd humanen Rd&s und auch im

Homologen sFeRIA und deren jeweiligen Immunoglobulin-Liganderedergefundef®*®

Rekombinante Herstellung von Fc-Rezeptoren

Eine Herausforderung bei Untersuchungen von FciRemn stellt deren rekombinante
Herstellung in eukaryotischen Expressionssysteman da die Rezeptoren ohne ihre
Transmembranregionen nur unléslich exprimiert werd@nnen. Alternativ wurde die
Expression inEscherichia coliin inclusion bodiesund anschlielender Renaturierung des
Proteins durchgefiihff. Trotz der fehlenden Glykolysierungen gelang esvakRezeptoren

herzustellen, die IgG binden konnten.

Durch die fehlenden Glykolysierungen des prokasgti exprimierten sk&IIl, zur

Verwendung fiur die Kiristallstruktur, ist der molédwe Mechanismus der
Komplexformation jedoch weiterhin nicht vollstindigerstanden. So liegt nahe der
Binderegion am Asparagin 159 eine potentieNeGlykosylierungsstelle und grof3e
Kohlehydratmotive konnten die Affinitat fir IgG be#lussen. Jedoch liegt die Affinitat des
kristallisierten, nicht glykolysierten st#RIll fir das Fc-Fragment im Rahmen fir

glykolysierte sFgRIII.?3%°

Modulation der Fc-Rezeptor-Antikdrper-Bindung

Die Blockierung der Wechselwirkung des Rezeptors én Antikérpern ist fir
Immuntherapien von groRem Interesse. Hierbei siadti®e, die spezifisch an die Fc-
Binderegion binden und so die Wechselwirkung mimd®&ezeptor verhindern, von
besonderer Bedeutung. So wurde eine zyklischesdPeptdeckt, dass spezifisch anyRt
bindet® Ebenfalls ist ein Tripeptid bekannt, dass durchndBng an FeRIII
inflammatorische Eigenschaften hervordift® Der Ausbruch der Autoimmunkrankheit
Epidermolysis bullosa acquisita konnte im Mausmiodeich Blockierung des zum fRlIII
homologen FgRIV-Rezeptors verhindert werdéh.Dies macht den R&Ill zu einem
interessanten Ziel bei der Behandlung von Autoimeniaankungen. Durch die Losung der
lgG/FeyRIlI-Kristallstruktur  ergeben sich neue Mdglichleit spezifische Ziele der

Immuntherapien zu identifizieren.
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Entgegen des FRIIl kann der FcRn keine Immunantwort auslosen,ndeh ist dieser Fc-

Rezeptor von groRem Interesse, da er fir den Toaingpn IgG Uber die Zellmembranen an
die gegenuberliegende Zelloberflache entscheidendAulRerdem ist er fur das Recycling
seiner Liganden IgG und Albumin verantwortlich umégt so, im Vergleich zu anderen
Serumproteinen, zu einer langeren Halbwertszegedibei. Da der Schutz vor Degradation
bei Autoantikdrpern unerwiinscht ist, ist der FcRm Entwicklung von Therapien bei

Autoimmunerkrankungen in den Fokus gerickt. Digdezeptor soll deshalb im Folgenden

naher betrachtet werden.

1.3.2 Strukturellen Aspekte des neonatalen Fc-Rezeptorsnal seine Aufgaben

Der Brambell-Rezeptor, besser bekannt als der nalen&c-Rezeptor (FcRn), ist beim
Transport von miitterlichem IgG zu ihrem Fétus dudib Plazent?® oder iber die
Muttermilch zu ihrem Kind involvieR?>*Er wird auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert,
wie APCs (Antigen presenting celf§)vaskulare Endothelzellefi,und einer Reihe von
epidermalen Zellen wie Keratinozytgh,Melanozyten, Histiozyten und Dendritische
Zellen® sowie in Darm, Niere und Lunge. Dieser Rezeptndéi genau wie die FBs 1gG
und schitzt diese sowie das Serumprotein Albumin dem Katabolismus. Ebenfalls
vermittelt der FcRn die bidirektionale Transzytogm 1gG durch Epithelzellen und 1gG-
Recycling an die Membraii®® Diese Verschiebung findet méglicherweise im Danwejee
statt, wo IgG ins Darmlumen transzytosiert wirdrtdantigene bindet und der entstandene
Immunkomplex durch reverse Transzytose Uber di¢b&elere zu Dendritischen Zellen
transportiert wird* So findet der durch den FcRn vermittelte Transpimtt ausschlieRlich
fir monomere Liganden, sondern auch fur Immunkorlstatt. Dies ermoglicht eine
effiziente Initiation der Immunantwort. Auch eind3g&ren der Blut-Hirn-Schranke ist auf

diesem Wege fiir Plaque gebundene Antikérper madlich

Der FcRn, ist strukturell @hnlich dem Klasse | Haigiokompatibilitdts-Komplex (MHC)
und ist assoziiert mip,-Mikroglobulin (BMg).****? Ahnlich zu MHC Klasse | besitzt der
FcRn drei extrazellulare alpha)(Domanen, einesinglepasslransmembrandoméne und
einen kurzen cytoplasmatischen Teil, bestehend 44s Aminoséuren. Alle drei
extrazellularen Doménen sind Uber nicht kovalentechgelwirkungen migMg assoziiert,
wobei dieal- unda2-Doméanen auf dew3-Doméane und deriMg sitzen (Abbildung 4§°
Im Unterschied zu klassischen MHC-I Molekulen ist der FcRn-Struktur die

Peptidbindungsfurche  kollabiert, so dass eine durden FcRn vermittelte

11
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Antigenpréasentation unwahrscheinlich *stDie Assoziierung mit denfMg findet im
endoplasmatischen Retikulum statt und ist esseéfiiiedlie Faltung, den Weitertransport und
die Funktion des Rezeptdts>® Fehlt diese Assoziation so kommt es zu Disulfidkein-
gebundener FcRn-Oligomere, die im endoplasmatiscRatikulum verbleiben und

vermutlich degeneriert werdéh®

Bindung des IgG

Im Gegensatz zu den konventionellerylRs findet die IgG Bindung an den FcRn in pH-
Abhangigkeit statt. Der Fc-Part des IgG bindet moher Affinitat bei einem sauren pH von
6,0-6,5 an den FcRn, aber nicht bei einem neutradism hoheren p®:®® Die Bindung an
das Fc-Fragment erfolgt entfernt der Bindesteliekiiessischen R&R* an einer Region, an
die auch andere Proteine wie Proteih uhd Protein & sowie ein rheumatischer Faktor
(Autoantikérper des Isotyp Ig€) binden. Der FcRn erfahrt im Gegensatz zu den
klassischen R®Rs keine groRen Konformationsdnderung durch died@ig von IgG?
Stattdessen beruht die starke pH-Abhangigkeit d&nFH-c-Bindung auf der Titration von
Histidinresten der -Cys-Hingeregion des 1gG und deren Interaktion mit ealResten des
FcRn. Bei saurem pH formen die protonierten Histieste H310 und H435 des IgG
Salzbriicken mit Resten des FcRn. Hierbei sind éstdrE115, E130, W131, E133 und 1135
des humanen FcRn Teil dieser Bindung. Aber auchltadespMg interagiert mit dem
hydrophoben Rest 309 des IgG (Abbildund).

Bei physiologischem pH werden die Histidinrestegeigen deprotoniert und so wird die
Dissoziation des Liganden vom Rezeptor ermoglidMobei die exakte Anzahl der
titrierbaren Reste im 1gG und der an der Bindurtgibgten Reste des FcRn von der Spezies
und dem Antikérper-Isotypen abhangigis8o agiert das hydrophobe 1253 des IgG mit dem
W133 des FcRn in Rattéhyobei dieser Rest in humanem FcRn fehlt.

Die FcRn Interaktionen mit IgG beruhen somit aufifmphoben Wechselwirkungen, die pH-
abhéngig durch Salzbricken stabilisiert werden. Ppit-abhdngige Bindung des IgGs

ermdglicht den Transport entgegen eines IgG-Komagansgradienten.

12
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Abbildung 4: Kristallstruktur der extrazelluldaren Doméanen des humanen neonatalen F-
Rezeptors (FcRn).In grau dargestellt sind die drextrazellularen Doméanen des FcRn, die mit «
Bo-Mikroglobulin (BMg, lila) assoziiert sind. Die Seitenketten der Apiaurereste, die an d
Bindung dedmmunoglobulir beteiligt sind, sind zur Verdeutlichung der Bindgom vergrof3ert, in
Stabchenmodell uhvon einem anderen Blickwinkel aus dargestells BDéeiteren wurden die- und
C-Termini der verschiedenen Ketten markiert. Die 8truwurde mittels des PL-Eintrages: 1EXU
und dem Programm PyMOL dargest

IgG- und Albumin-lomoostas

Eine wichtige Rlle des FcRn liegt in der I¢- und AlbuminHomdoostase. Diese beid
Proteine machen 80% der Proteinmasse im Plasmanausaben die langste Halbwerts:
aller Serumproteine. Da diese Proteine in gro3engdie im Korper bendtigt werden, ist
sinnvoll dese vor dem Abbau zu schitzen. So recycelt denFti& Menge Albumin ar
Tag, die produziert wir. Hingegen ist die Menge des durch den FcRn recycéti&s
viermal so hoch wie die taglich produzierte Me’”® Nach der Aufnahme des IgGs oder

Albumins in die Zelle durch Pinozytose kann der éfgar im sauren Endosom seir
Liganden binden. Hierdurch kénnen IgG und Albumin von derdexen Komponente
abgesondert werden. Der FcRn transportiert sie dann dieselbe oder an ¢
gegenuberliegende Zelloberflache und setzt sieasisbhen Milieu des Blutes wieder f
(Abbildung 5. So schiitzt der FcRn seine Liganden vor dem lggemAbbauDies ist eine
Erklarung fir die hohere Halbwertszeit von 1gG imutB verglichen mit andere
SerumproteinerDer genaue Mechanismus dieses Transports ist jedeitérhin unbekanr
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4;/ ¥, % Serumprotein Dissoziation des
FcRn-lgG-Komplexes
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Abbildung 5: FcRn vermittelter bidirektionaler Tran sport und Membranrecycling von 1gG in
Epithelzellen. IgGs (blau) sowie andere Serumproteine (rot) weitggirphysiologischem pH passiv
durch Pinozytose aus dem extrazellularen Raumenzdile aufgenommen. Durch die Ansduerung
des Endosoms entstehen Konditionen, die die Bindi@sg-cRn (assoziiert nfiMg; grau/lila) an das
Fc-Fragment des IgG ermdglichen, wobei zwei FcRielidle ein IgG binden. AnschlieRend wird
das IgG entweder an die gleiche Zellmembran retyoeér es wird an die gegenuberliegende
Zellmembran transzytosiert. Bei physiologischemaHder Zellmembran dissoziiert IgG vom FcRn.
Serumproteine, die nicht durch einen Rezeptor a&nZdillmembran recycelt werden, werden im
Lysosomen degradiert. (in Anlehnung an Roopenid@vYp0

i 2
‘ Dissoziation des
FcRn-lgG-Komplexes

Autoimmunerkrankungen und der FcRn

Eine Blockierung der Antikdrper-Rezeptor-Interakti@sultiert in einer erhdhten Abbaurate
und folglich einer geringeren Halbwertszeit der $g&in klinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass die Behandlungen von Autoimmunkratdanenit hohen intravenésen Dosen
von IgG zu einer Linderung der Symptome fiffirEine eindeutige Erklarung fiir diese
Wirkungsweise gibt es bisher nicht. Es werden vielmunologische Effekte erwagt, die je
nach Erkrankung variieren kénnéhSo wird vermutet, dass eine Hemmung der B-
Zellenaktivitat und eine daraus resultierende vedeite Produktion von Autoantikérpern
sowie die Aktivierung von regulatorischen T-Zelldurch die hohe intravendsen Dosen von
IgG eine Erklarung fir die Linderung sein kdnnteime weiter bedeutende Begriindung fur
die Wirkungsweise ware, dass der Uberschuss an ig&licherweise zu einer
Ubersattigung des FcRn fiihrt, sodass die Autoargé@nicht mehr mit dem Rezeptor

interagieren und schneller abgebaut werden kdnnen.

14



Einleitung

Ein a@hnlicher Erfolg konnte durch das dimere PefttdN1436 erreicht werden. Das Peptid
bindet &hnlich zum Fc-Fragment und blockiert so j&-Bindestelld”™® Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass FcRn-defiziente Mausr der Autoimmunerkrankung
Epidermolysis bullosa acquisita geschiitzt Sihdder FcRn ist deshalb fiir generelle
Therapieanséatze fur Antikdrper vermittelte Krankéseiin den Fokus geruckt.

Kristallstruktur des humanen FcRn

Erst kirzlich gelang es der Gruppe um Dall'Acquig, Kristallstruktur des humanen FcRn
aufzulésen, wahrend er mit humanen Serumalbumin aindm Fc-YTE in Bindung ist
(Abbildung 6)® Bei dem Fc-YTE handelt es sich um ein humanes fadem Mutationen
M252Y/S254T/T256E fiir eine verbesserte Bindung aen dFcRrf*™®® In dieser
Kristallstruktur ist zu erkennen, dass, wie bereigsmutet, der FCRn IgG in einer 2:1
(Rezeptor:Ligand) Stochiometrie bindet, wobei jedésRkRn-Molekil an das G-Cys-
Interface einer schweren Kette des IgG birtd&}® Die Bindestelle des Albumin an den
FcRn liegt weit entfernt von der IgG-Bindestelledass die Bindungen der beiden Liganden
an den Rezeptor sich nicht gegenseitig beeinfludsere FcRn/Albumin-Bindung findet in
einer 1:1 Stéchiometrie stétt® ist ebenfalls stark pH-abhangig und wird durchTdteation

von Histidinresten im Rezeptor und Liganden veretitt

Abbildung 6: Kristallstruktur des FcRn-Albumin-Fc-Y TE-Komplexes. In grau dargestellt ist die
a-Kette des FcRn, die mfi,-Mikroglobulin (Mg, lila) assoziiert ist. Der Ligand Albumin ist not

und das Fc-YTE in blau dargestellt. Die farblictéfilg gezeigte Struktur wurde mittels des PDB-
Eintrages: 4NOU und dem Programm PyMOL dargestallt. Verdeutlichung des homodimeren Fc-
Fragmentes und der damit verbundenen Bindungsstieitiie wurde die Kristallstruktur gespiegelt
und deutlich schwacher angefarbt. Es wird deuttiahauf hingewiesen, dass es sich hier nur um ein
grobes Modell handelt und keinesfalls um eine dtfje Kristallstruktur.
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Durch das fir die Faltung und Funktion des FcRermssle pMg®*® kénnten sich weitere
mogliche Modulierungsansatze der FcRn-Funktionl@gelm Folgenden soll daher naher

auf dagiMg eingegangen werden.

1.4 B,-Mikroglobulin als Substrat der Transglutaminasen

Bo-Mikroglobulin - (BMg) existiert auf der Zelloberflache als leichte ti€e des
Haupthistokompatibilitats-Komplex (MHC) Klasse |s Bbesteht aus einer Kette von 99
Aminosauren, die in siebefi-Strangen in zweip-Faltblattern organisiert sind. Die
Cysteinreste 25 und 80 sind durch eine Disulfidkeleerbunden. Hierbei formt dédig
eine typische Immunoglobulinfalt@Mg ist nicht glykosyliert, hat eine molekulare Mass
von 11,8 kD&%®° und liegt normalerweise I6slich vor. Jedoch kasnze pathogenen
Fibrillen aggregieren und so Amyloidablagerungelddsi®® Die pMg-Amyloidose ist eine
bekannte und weitverbreitete Komplikation bei lahgjgen Dialysepatienten, welche zu
einem Kapaltunnelsyndrom und schmerzenden Geleriltkren kann. Der molekulare

Mechanismus der Amyloidfibrillenformation ist jedobisweilen unbekanrit:**

Das Mg besteht aus drei Glutaminresten und acht Lystereund ist ein Substrat der
Transglutaminase (Tgas€)ein Enzym, das mit der Amyloidformationen in Verthing
gebracht  wird>*  Transglutaminasen  (Protein-GlutamiGlutamyltransferasen)
katalysieren einen calciumabhangigen Acyltranstelcher zwischen eingrCarboxyamin-
Gruppe (Acyldonor) eines peptidgebundenen Glutaesiess und einem primdren Amin
stattfindet’”® Handelt es sich bei dem Amin um einen proteingdboen Lysinrest, so

kommt es zu einer inter- oder intramolekularen é&ang (Abbildung 7).

Die meisten Transglutaminase haben gut definiantgkfftonen, wie die Blutgerinnung oder
Kreatinformation. Die epidermale Transglutaminas@dsbei der Vernetzung von
epidermalen Proteinen, bei der Hornhautbildung,isdvei der Stabilisierung der dermo-
epidermalen Verbindung wahrend der Wundheilungiligité®®’ Tgasen sind jedoch auch in
vielen pathologischen Prozessen involviert, wie @détiakie, Autoimmunerkrankungen,

Entziindungen und neurodegenerative Erkrankungeniigluntigtonkrankheit®*
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O=C CII=O O=CII CIZ=O
IIIH NH ll\lH IIIH
O=C C=0 0=C C=0
[ Hy H, NH; Hy Hy Hy Hy | + Tgase | Hy Hp H Hy Hy Hy Hy |
CIH—C—C—C\\ + HZN*C*C*C*C-ClH ﬁ» CIH—C—C—(III—N*C*C*C*C ClH
NH 0 HN NH 0 HN

| | NH;
HC—CH HyC—CH HE—CH HoC—CH
o=¢ c=0 o=¢ =0
Protein 1 Protein 2 Protein 1 Protein 2

Abbildung 7: Vernetzung von zwei Proteinen durch aie Transglutaminase (Tgase).
Transglutaminasen katalysieren einen Acyltrandfdrneben dem Glutaminrest eines Proteins (rot)
ein Lysinrest eines weiteren Proteins (blau) anRkaktion beteiligt, so kommt es unter Freigabe von
Ammoniak zu einer intermolekularen Vernetzung beRi®teine.

Sowohl der FcRn, dg8Vig als auch Tgasen sind im Korper weitverbreitet spielen eine
grol3e Rolle in der Immunregulation, als auch Fejllaion. Es ware daher interessant zu
untersuchen, ob eine Modifikation des FcRn, in @&thg als kleine Untereinheit fungiert,

durch Transglutaminasen mdglich ist und wie diésesBunktion beeinflusst.

1.5 Zielsetzung

Die Wechselwirkung von Immunoglobulinen und Fc-R¥aeen ist von herausragender
Bedeutung fur das Immunsystem, da sie die humaraleder zelluldren Immunantwort
verbindet. Bei Fehlregulationen dieses Systems kasm zur Ausbildung von
Autoimmunerkrankungen kommen. Eine vielverspreckeBehandlungsmdglichkeit ist die

Modulation der Rezeptor/Antikdrper-Bindung.

Der neonatale Fc-Rezeptor (FcRn) spielt eine g@ée bei der Immunregulation, da er
Immunglobuline vor der Degradation im sauren Endosewahrt und so zu ihrer langen
Halbwertszeit beitragt. Der FCRn, aber auch dgRHRt, spielt eine entscheidende Rolle bei
der Autoimmunerkrankung Epidermolysis bullosa asig@ einer blasenbildenden
Hauterkrankung. Interessanterweise konnte der Awsbrder Epidermolysis bullosa
acquisita im Mausmodell durch Blockierung des zuwyRFIl homologen FgRIV-Rezeptors

verhindert werden. Auch FcRn-defiziente Méause siod dieser Erkrankung geschutzt.

Diese Rezeptoren sind daher bei der Entwicklunglmonuntherapien in den Fokus gerickt.
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Ziel dieser Arbeit war zunachst die Interaktion sgie beiden Fc-Rezeptoren mit IgG

Autoantikérpern zu inhibieren.

In den bisher verdffentlichen Préparationsprotaolverden die Proteine ausclusion

bodies gereinigt, deshalb sollen in dieser Arbeit zuntidhisiparationsprotokolle etabliert
werden, die es ermoglichen l6sliche Proteine zwalegh. Hierzu wurden verschiedene
Expressionsbedingungen verwendet und die Reiniguatgskolle fur die Versuche dieser

Arbeit angepasst.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es nicht gelungen actsead FcRn fir weiterfliihrende
Untersuchungen zu reinigen, sodass eine neue Nhwgiic zur Modulation des FcRn
diskutiert wurde. So ist der FcCRn wie auch seirginkl Untereinheit, dg$-Microglobulin
(BMg), im Organismus weitverbreitet. In der Haut siadch die ubiquitéar vorkommen
Transglutaminasen lokalisiert. Interessanterweist das pMg ein Substrat der
Transglutaminasen und kann durch diese polymetigierden. Eine Modulation der FcRn-
Funktion durch eine Dimerisierung déMg durch Transglutaminasen kénnte daher ein
interessanter Ansatz zur Behandlung von Autoimnmiraekungen sein. Ziel dieses
Projektes war daher Modifikationen vdh-Mikroglobulin durch Transglutaminasen zu

charakterisieren und daraus folgende ModulatioresnFRn zu untersuchen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Idenigrung der Aminosaurereste dgélg,

die an der Transglutaminasereaktion beteiligt sMitels publizierter Kristallstruktur des
FcRn soll dann untersucht werden, ob plslg, als kleine Untereinheit des Rezeptors, durch
Transglutaminase modifiziert werden kann und olseli®lodifikation die Bindung des 1gG

durch den FcRn beeinflusst.

AulRerdem soll geprift werden, ob NMR-spektroskdpesc Untersuchungen des
FecyRIN/IgG-Komplexes mdoglich sind. Ebenfalls solleurdh  STD-NMR-Spektroskopie
kleine Molekiile einer Fragmentbibliothek identiéidi werden, die als potentielle Inhibitoren
der Antikdrper-FgRIII-Bindung in Betracht kommen und so moglicherseei eine

Modulation der Immunantwort ermdglichen.
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2 Material
2.1 Gerate
Tabelle 2: Verwendete Geréate
Gerat Hersteller
Akta purifier 10: GE Healthcare

CU-905, Frac-950, Mixer M-925, Monitor
UV-900, Monitor pH/C-900, Pump P-903,
Valve INV-907, Valve PV-908

Autoklav 3850 ELV Tuttnauer Systec
Autoklav Laboklav MSV 55 SHP Steriltechnik AG
French Press Cell Disrupter: Thermo IEC
French-Pressure Cell Press, French Pressure
Cell 40K
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD plus Christ
Gefriertrocknungsanlage BETA A Christ
New Brunswick Innova 4330 Incubator Shaker New Bwigk Scientific
NMR-Spektrometer Bruker Avance DRX- Bruker
500/AVI111-500 mit TCI-Kryoprobenkopf
Mikrowaage MC 210 S Sartorius
pH-Meter pH 330 WTW
Reinstwassersystem RS90-4/UF Ultra Clear SG Wassstbng und
GmbH
Saulen XK 16/20 + Adapter Pharmacia Biotech
SDS-PAGE-Zubehér Mini-Prote&r8 Bio-Rad
Spannungsquelle Power Pac 300 Bio-Rad
Spektralphotometer NanoDrop ND-1000 peqglab
Spektralphotometer V550 UV/VIS Jasco
Thermomixer 5436; comfort; Thermostat 5320 Eppehdor
TFX 20. M UV-Belichter Fluolink Vilber Lourmat
Waage Adventurél Ohaus
Waage KERN GJ 610-2M Kern
Zentrifuge 5415 D Eppendorf
Zentrifuge Heraeus Pico 17 Thermo Scientific
Zentrifuge Sorvall RC 5B Plus, Rotor GS3; Rotdbu Pont
SA 600
Zentrifuge Hettich Universal 320R Hettich

2.2 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Regenerierstation

Substanz Hersteller

Ammoniumsulfat ((NH),SO,) Merck

Ammoniumsulfat °NH,),SO;); 99% N Cambridge Isotope Laboratories
Ammoniumpersulfat Sigma

Ampicillin Natriumsalz Gerbu

B - Mercaptoethanol Sigma

Borsaure (HBO,) Merck
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Bromcyan

Bromphenolblau

Calciumchlorid Dihydrat (CaGx 2H,0)
Cobalt(ll)-chlorid Hexahydrat (Cogk 6 H,0)
Deoxycholsaure

Deuteriumoxid (RO); 99,9%

D - (+) Glucose

D - Glucose {C); 99% uniformC
di-Natriumhydrogenphosphat (M&POy)
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Eisen(lll)-chlorid

Ethanol, vergallt

Glycerin

Glycin

Guanidin Hydrochlorid

Harnstoff

Imidazol

IPTG

Isopropylalkohol
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Kanamycinsulfat

LB-Medium

L-Lysin

o - N - L — Lysin; 95-99%°N
Methylamin Hydrochlorid
Natriumchlorid (NacCl)

Natriumdihydrogenphosphat - Dihydrat (N#&D, X

2H,0)
Natriumhydroxid (NaOH)
PIPES

Rotiphores@ Gel 30 (Acrylamid:Bis-Acrylamid 37,5:1)

Salzsaure (HCI) 37%ig
SDS

Stickstoff, flissig
TEMED
Thiamin-Hydrochlorid
Tris

TriS'Dll

Triton - X100

2.3 Antibiotika

Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
euriso-top
Roth
euriso-top
Merck
Roth
Fluka
Bifa Chemikalien
Roth
biomol
Roth
Gerbu
Fluka
Roth
Merck, Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Cambridge Isotope Laboratories
Sigma
Roth
Merck

Merck
Sigma
Roth
Roth
Serva
Air Liquide
Sigma
Sigma
Roth
euriso-top
Gerbu

In der vorliegenden Arbeit wurden resisteritecherichia coliStamme mit Hilfe der

Antibiotika Ampicillin (Ap) oder Kanamycin (Kn) iiner Endkonzentration von 100 pg/ml

selektiert. Alle Antibiotikalésungen wurden in entisiertem Wasser angesetzt und

anschliel3end sterilfiltriert.
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2.4 Enzyme

Fiur die vorliegende Arbeit wurden zum Spalten voNADdie folgenden Restriktions-
endonukleasen verwendet: Ncol, Notl, EcoRI, PsHplXSmal, Ndel, BamHI und EcoRV

von NEB als auch von Thermo Scientific Fermentas.

Des Weiteren wurde T4 DNA Ligase von NEB zum Verkiein von DNA-Strangen

verwendet.
Zum Aufschluss von Bakterienzellen diente Lysozyon Wierck.

Fur Protein-Glutamin-Glutamyltransferase-Reaktionen wurden diglouse tissue
Transglutaminase (mTgase; T040) und die und gli;mea pig liver Transglutaminase

(gpTgase; TO06) von Zedira verwendet.

2.5 Fluoreszenzmarkierte Substanzen

Zur |dentifizierung modifizierter Proteine im SDSGvurden verschiedene fluoreszierende
Substanzen verwendet. Zur Modifizierung von Lysstea wurde das Peptid FITC-Ahx-

TVQQEL verwendet. Bei der Aminosduresequenz hande#f sich um einen

Glutamindonor® Die Aminosduresequenz  wurde durch einen N-termainal

Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-Fluoreszenztag erganDurch diesen Tag kann

modifiziertes Protein in einem SDS-Gel unter UViBRiung identifiziert werden. Das

FITC-Ahx-TVQQEL wurde durch peptides&elephants $wtisiert.

Zur Modifizierung eines Glutaminrestes wurde dagrstramethylrhodaminyl)cadaverin/N-
(TAMRA)cadaveriné®* (R001; Abbildung 8) von Zedira verwendet. Es héingieh hierbei

um ein fluoreszierendes Amindonorsubstrat fir Tganaminasen

\N/

o)
N NH,*HCI
/ H

Abbildung 8: N-(Tetramethylrhodaminyl)cadaverin/N-(TAMRA)cadaverine. Gezeigt ist die
Struktur des fluoreszierenden AmindonorsubstraBlRQr Transglutaminasen von Zedira.
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2.6 Standards zur Bestimmung von DNA-Fragmentgrof3en ode
Proteinmolekilmassen

In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung von durch digarosegel aufgetrennte DNA
FragmentgroRen, sowohl der GréRenstandard BioRatdad™ Molecular Rulers 100 bp

als auch der GroRenstandard BioRad EZ [adolecular Rulers 1 Kb eingesetzt.

Zur Bestimmung der Proteinmasse in SDS-Polyacrylgeien wurde der BioRad Prestained
SDS-PAGE Standard, Broad Range, als auch der PhgelRestained Protein Ladder von

Thermo Scientific verwendet.

2.7 Oligonukleotide

Synthetisch hergestellte Oligonukleotide (Tabelle wurden mit Hilfe des Programms
Primer3 Output (http://frodo.wi.mit.edu/) entworfemd von der Firma Eurofins MWG

Operon synthetisiert.

Tabelle 4: Uberblick der hier verwendeten Oligonukéotide

Name Sequenz (553) Lange Ty GC
bp] [°)C]  [%]

BMg-revl CGGATGACGGCTATACACCT 20 59,98 55

hFcRn-revl ATACGCAGATCGGTGGTTTC 20 59,96 50

FcgRIll_5* GGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCALITG  >75 63,4
ACATATGG

FcgRIll_3* GATCCCATATGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGHEGC >75 58,5
TCGAGTGC

2.8 Plasmide

Um Versuchsorganismen genetisch zu verandern, wuweleschiedene Vektoren verwendet,
beziehungsweise hergestellt (Tabelle 5). SchenmatisKarten der in dieser Arbeit
verwendeten Vektoren pTWINL, plVEX2.3d und pET28a(wit den hier verwendeten

Restriktionsschnittstellen wurden mit Hilfe des gteamms GENTtle erstellt und sind in
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Abbildung 9 aufgezeigt. Die Sequenzen der klonrerff@agmente sind im Anhang Al
dargestellt.

2.9 Mikroorganismen

Zur Klonierung von Plasmiden und zur ProteinexpagssvurdenE. coli Bakterienstamme
verwendet (Tabelle 6), welche von dem Sicherheitsst K12 oder B-Stdmmen stammen.

Xhol 158

Terminator /
Promotor

-
Promotor
RBS
Linker + Histag
pIVEX2.3d )
3560 bp Terminator—

pET-28a(+)
5369 bp

BamHI 813

— Promotor pTWIN1

7375 bp

Abbildung 9: Schematische Darstellung der PlasmidpET28a(+), pIVEX2.3d und pTWIN1 mit
den hier verwendeten Restriktionsschnittstellen.Gene sind in blau dargestellt. Der Vektor
pPET28a(+) enthadlt eine Kanamycin-(KnR) und die e&h pIVEX2.3d und pTWIN eine
Ampicillinresistenz (ApR)Lacd kodiert fir das Transkriptionsrepressorproteircil.avelches durch
IPTG gebunden werden kann. So die Wechselwirkumgjeillem Lac-Operator inhibiert. Der Vektor
pTWIN enthalt auRerdem zwei Chitin-Bindedoménen PEBnd die Tags Ssp DnaB Intein und Mxe
GyrA Intein. Das Replikations-repressorprotein Repd durch rop kodiert. Des Weiteren sind
Replikationsurspriinge und fur diese Arbeit entsdbile Restriktionsschnittstellen angegeben.
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Tabelle 5: Ubersicht, der in dieser Arbeit verwendegen Plasmide mit Angaben (iber
Eigenschaften und Insertgrofen.

Plasmid Eigenschaften Referenz
pTWIN1 Ap"; M13 origin; pMBL1 origin;rop; lacl; T7 NEB
Promotor; CBD;SspDnaB intein;Mxe GyrA
Intein
pET28a(+) KR; T7 Promotor; His-Tag; T7-Tag; T7Merck
Terminator; pBR322 origin; f1 origitacl
pIVEX2.3d Arf; T7-Promotor; T7-terminator, Ori Roche
Diagnostic
BMg
pMA-BMg Ap"; Col E1 Origin:3Mg-Insert life
(434 bp) technologies
pETHMg KnR: pET28a(+) mit Fragment aus pMMg Diese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und Xhol (424bp)
pIVEX-BMg Ap®; pIVEX2.3d mit Fragment aus pMBMg Diese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und Xhol (424bp)
FcRn
pMA-mFcRn Ap*; Col E1 Origin; mFcRn-Insert life
(938 bp) technologies
pMA-hFcRn AP, Col E1 Origin; hFcRn-Insert life
(938 bp) technologies

pMA-hFcRn ohne HAT

AP: Fragment (96 bp) mit Ndel aus hFcRrDiese Arbeit
Insert herausgeschnitten

PET-hFcRnN KA, pET28a(+) mit Fragment aus pMA-hFcRDiese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und Xhol (928bp)

PET-mFcRn KA, pET28a(+) mit Fragment aus pMA-mFcRDiese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und Xhol (928bp)

pIVEX-hFcRn AP pIVEX2.3d mit Fragment aus pMA-hFcRiese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und Xhol (928bp)

pIVEX-mFcRn AP pIVEX2.3d mit Fragment aus pMA-mFcRmiese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und Xhol (928bp)

FcyRIll

pMA-FcyRIII Ap"; Col E1 Origin; FgRIll-Insert Mr. Gene
(569 bp)

pPEX-A- Ap®: F®80 lacZAM15A (lacZYA-argF) U169 eurofins

FcyRIIl_domaine2/(pEX-
FcyRIl-Bindedoméane
(BD))

pTWINL1-FcyRII
pET28a(+)-F¢RIII

pIVEX2.3d-FaRIll

PET28a(+)-FgRIII-BD

pIVEX-FcyRIIl-His

deoR rec A1 endAl hsdR178 (¢ my) pho A
supE44thi-1 gyr A96rel AL\

Ap"; pTWIN1 mit Fragment aus pMA-FRIIl Diese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und EcoRlI (547bp)

KnR: pET28a(+) mit Fragment aus pMA4RIll Diese Arbeit
herausgeschnitten mit Ncol und Notl (534bp)

Ap"; pIVEX2.3d mit Fragment aus pMA-Diese Arbeit
FcyRIll herausgeschnitten mit Ncol und Notl

(534bp); zur Verwendung bei der Klonierung

des pIVEX-FgRIlI-His

KnR: pET28a(+) mit Fragment aus pEX-ADiese Arbeit
FcyRIll_domaine2 herausgeschnitten mit Ncol

und Notl (276bp)

Ap®; pIVEX2.3d-FgRIIl geschnitten mit Notl Diese Arbeit
und BamHI anschlieBend ligiert mit den
hybridisierten Oligonukleotiden FcgRIIl_5" und

FcgRIII_3'; Histag
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Tabelle 6: Beschreibung der verwendeten Bakterien&tnme.

Bakterienstamm Eigenschaften Referenz

Escherichia coli

DH5a F—®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169recAl Life
endAl hsdR17 (rK—, mK+)phoA suE44)—thi- Technologies
1gyrA96relAl

BL21(DES3) F omprl gal dcm lon hs8s(rg" mg) AM(DE3 [lacl Novagen
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

ER2566 F- A- fhuA2 [lon] ompT lacZ:T7 gene 1 galNEB

sulAll A(mcrC-mrr)114::1S10 R(mcr-
73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-210::Tn10)(TetS)
endAl [dcm]

Origami2 (DE3) pLysS A4(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvilli phoR Novagen
araD139 ahpC galE galK rpsE[lac’ lacl® pro]
(DE3) gor522:Tn10 trxB pLysS (Carf, Stf,
Tef)

SoluBL21 F-ompl gal dcmhsdSs(rs” mg?) (DE3) Genlantis
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3 Methoden

3.1 Modifikationen von DNA
3.1.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die zu analysierende DNA wird in Reaktionsanséatzeit Restriktionsendonukleasen
eingesetzt. Diese erkennen und trennen sequenfisgezdoppelstrangige DNA, wobei
verschiede Uberhange entstehen konnen. Die erbaltBhNA-Fragmente kénnen dann zur
Ligation mit anderen DNA-Fragmenten (3.1.2) oderr zénalyse durch eine

Agarosegelelektrophorese (3.2) genutzt werden.

Durchfiihrung

Es wurden 1 - qul Plasmid-DNA, je nach der zu erwarteten Plasmidyeemhne vorherige
Konzentrationsbestimmung in einem ReaktionsansatzZ3@ - 50ul eingesetzt. Die Restrik-
tionsreaktionen wurden mit den empfohlenen Puffierden vorgegebenen Konzentrationen
durchgefuhrt und enthielt mindestens 1 U der uBtdraufgefihrten Endonukleasen. Das
Reaktionsvolumen wurde durch Auffullen mit entiomitem Wasser erreicht. Die
Restriktionsreaktionen wurden bei der empfohlenemferatur fur ein bis drei Stunden

inkubiert.

3.1.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Das Verknupfen von DNA-Fragmenten mit glatten Encdwler zueinander passenden
Uberhangen wird Ligation genannt. Hierzu wird di¢ DNA Ligase verwendet, die unter
ATP Verbrauch das 3'-Hydroxylende des einen mit dgrPhosphatende eines anderen

Stranges unter Ausbildung einer Phosphordiesteubipderknipft.

Durchfiihrung

Die jeweilige DNA wurde mittels Restriktionsendotedsen gespalten (3.1.1) und
anschlieBend die entstandenen Fragmente mittelsodegelelektrophorese (3.2) getrennt.

Die Fragmente von Interesse wurden mit Hilfe @é&quick Gel Extraction Kitgson Qiagen
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aus dem Gel extrahiert (3.3.1) und zur Ligationwesrdet. Das Gesamtvolumen des
Ligationsansatzes betrug 2@, die aus 1ul T4 DNA Ligase (1 Udl), 2 u 10 x
Ligationspuffer, sowie Vektor und Insert in den Menverhéltnissen 1:3 oder 1:5
bestanden. Das Reaktionsvolumen wurde gegebergenfait entionisiertem Wasser
aufgefillt. Die Inkubation des Reaktionsansatzdslgie bei RT fur 10 min bis zu 3 h.
AnschlieRend folgte eine Lagerung bei - 20 °C.

3.1.3 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Bei Oligonukleotiden handelt es sich um einzelgig@m DNA, die durch Hybridisierung,
das heildt Anlagerung von komplementaren DNA-Fragemerzu doppelstrdngigen DNA-

Fragmenten zusammengefiigt werden kénnen.

Durchfiihrung

Die Oligonukleotide wurden in Hybridisierungspuffdiabelle 7) aufgenommen, sodass eine
finale Konzentration von 100 pmol/ul erreicht wuri#®n diesen Losungen wurden jeweils
100 pl gemischt, fur 5 min auf 95 °C erhitzt undamsgeschalteten Heizblock tber Nacht
abgekihlt. Nach der Abkiuhlung wurden die hybridisie Oligonukleotide bis zur

Weiterverwendung bei - 20 °C gelagert.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Hybridisierungspuffdiir Oligonukleotide

Zusammensetzung
Hybridisierungspuffer 10 mM Tris HCI pH 7,5-8,0
50 mM NaCl
1mM EDTA

3.2 Analyse durch Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine schnelle bbthzur groRenabhangigen Trennung
von linearen doppelstrangigen DNA-Fragmenten inktékchen Feld. Um die DNA nach
der Trennung sichtbar zu machen, wird das Gel mihidimbromid versetzt.

Ethidiumbromid interkaliert in die DNA, welche daonter UV-Bestrahlung sichtbar ist.
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Durchfiihrung

Die Gelmatrices hatten eine Agarosekonzentration in 1 x TAE beziehungsweise 1 x
TPE mit einer finalen Ethidiumbromidkonzentratiomnv 1,25 x 13 %. Nach der
gelelektrophoretischen Trennung in 1 x TAE oder TIBE erfolgte zur Visualisierung der
DNA eine Belichtung mit Hilfe des TFX 20. M UV-Belter Fluolink und eine
Dokumentation durch eine Digitalkamera. In diesebbeit sind alle dokumentierten Bilder

als Negativ abgebildet.

Tabelle 8:Zusammensetzung der Puffer flir Agarosegel

Zusammensetzung
1xTPE 90 mM Tris HCI pH 7,5-8,0
28 mM HPO,
2 mM EDTA
pH mit PO, eingestellt auf 8,2

IXx TAE 40 mM Tris HCI pH 7,5-8,0
2mM EDTA
pH mit Essigsaure eingestellt auf 8,2

3.3 Isolation von DNA

3.3.1 DNA-Extraktion aus dem Agarosegel mittels QIAquick® Gel Extraction
Kits

Fir eine Weiterverarbeitung von DNA-Fragmenten nasher Trennung durch eine
Agarosegelelektrophorese wurden diese mit Hilfe @esquick® Gel Extraction Kitsvon

Qiagen aus dem Gel extrahiert. Zunachst wird daardsgstick in Puffer mit hoher
Salzkonzentration gel6st und auf eine Matrix gegeBeirch eine Zentrifugation erfolgt die
Trennung von Agarosematrix und DNA Uber eine DNAdIng an einer Silica Matrix. Die
DNA wird schlief3lich unter Konditionen niedrigernenstarke mit schwach alkalischem

Puffer eluiert.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.
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3.3.2 Plasmidisolation mittels QIAprep® Spin Miniprep Kit 50

In dieser Arbeit wird die Plasmidisolation mit Hiltles QIApreP Spin Miniprep Kit 50 von
Qiagen durchgefiihrt. Die Isolation basiert auf ditalischen Lyse der bakteriellen Zelle
gefolgt von einer Adsorption der Plasmid DNA anegibilica Matrix in Gegenwart von

hoher Salzkonzentration und Elution bei geringdzk®azentration.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

3.4 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

Mikroorganismen, die in der Lage sind DNA in ihrellén aufzunehmen, werden als
kompetent bezeichnet. Bei Bakterien, die nicht miatierweise kompetent sind, kann durch

Behandlung mit Calciumchlorid eine Kompetenz erteveyden.

Durchfiihrung

Eine 10 ml LB-Kultur wurde Gber Nacht bei 37 °C @ttaInd inkubiert. 4 ml dieser Kultur
wurden zum Inokulieren von 500 ml LB-Medium verwendind ebenfalls bei 37 °C,
schittelnd inkubiert, bis die Kultur eine @p von 0,34 bis 0,39 erreicht hatte. Nach
Lagerung auf Eis fir 10 min erfolgte eine zehnmggitZentrifugation bei 1600 x g und
4 °C. Das Zellpellet wurde zweimal in 80 ml eiskalCaCj}-Losung (60 mM CaGj 15%
Glycerin; 10 mM PIPES; pH 7,0 eingestellt mit NaOtdsuspendiert, fur 30 min auf Eis
inkubiert und anschliel3end pelletiert. Nach Resusipa in 16 ml eiskalter Caglosung
wurden jeweils 230 pL in vorgekihlte Reaktionsgef@Bquotiert und sofort in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte-B86 °C.

3.5 Transformation von Escherichia coli

Mit Transformation wird die Aufnahme von extrachmsomaler DNA durch kompetente
Mikroorganismen bezeichnet. In dieser Arbeit wudike Aufnahme der DNA in chemisch

kompetente E. coli Zellen mit Hilfe eines Hitzeschocks durchgefiihrteleter die
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Zellmembran fur DNA permeabel macht. Durch Inkubatibei 37 °C kdnnen die
Transformanten ihre Antibiotikaresistenz aufbauem dann auf einem geeigneten

Nahrboden mit entsprechenden Antibiotika selekiertverden.

Durchfiihrung

100 pl chemisch kompetenter Zellen wurden auf Bfgetaut und dann mit 10 — 100 ng zu
transformierender Plasmid-Losung oder maximal 10eipks Ligationsansatzes versetzt.
AnschlieBend folgte eine Inkubation fir 10 min alfs und gefolgt von einem
zweiminlitigem Hitzeschock bei 42 °C und einer Irdtidn auf Eis. Nach Zugabe von 1 ml
LB-Medium wurde das Ganze einer einstindigen Inkababei 37 °C auf einem
Rundschuttler unterzogen. Die Zellen wurden ansfelnd auf LB-Agarplatten mit
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Es folgjtge Inkubation Gber Nacht bei 37 °C.

SchlieB3lich wurden die Kolonien zur weiteren Verdeng genutzt oder bei 4 °C gelagert.

3.6 Lagerung und Erhaltung transformierter Stamme

Um transformierte Stamme langfristig zu konsennevaurden diese mit Glycerin versetzt

gelagert.

Durchfiihrung

Eine 5 ml LB-Kultur wurde tber Nacht bei 37 °C anggen, anschlieend zentrifugiert, mit
100 pl 15%igem Glycerin (v/v) (steril, ohne Antiblwm) versetzt und in flissigem

Stickstoff schockgefroren, um anschlieBend bei *@@elagert zu werden.

3.7 Proteinsynthese

Die Herstellung von Proteinen mit detac-Operon Genregulationssystem bietet die
Mdglichkeit, Proteine in groRBen Mengen iB. coli synthetisieren zu lassen. Eine
Uberexpression der proteinkodierenden Gene soltguliert werden, da eine hohe

Proteinsyntheserate mit dem Wachstum der Mikroasgaen negativ korreliert. Zur
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Kontrolle der Expression der proteinkodierenden é&séient daher der stark regulietée-
Promotor, der durch delac-Repressor blockiert werden kann. Die Expression Giene
wird durch Zugabe von IsopropgHtD-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. IPTG batd
an den Lac-Repressor, sodass dieser nicht meldemitLac-Operator wechselwirken kann.
Dadurch wird der T7-Promotor frei, die Expressi@n gweiligen proteinkodierenden Gene

wird induziert und das Protein kann nachfolgendisstisiert werden.

3.7.1 Rekombinante Synthese von unmarkiertem Protein

Durchfiihrung

Mit einer Uber Nacht Kultur wurden jeweils 500 nBdMedium, mit dem entsprechenden
Antibiotikum, auf eine Zelldichte von Qi) 0,1 inokuliert. Nach Erreichen einer @pvon
0,5 wurde durch Zugabe von IPTG (0,5 mM final) im@ut. Die Induktion erfolgte fir 3 h
bei 37 °C oder uber Nacht bei 20 °C. Zur Ubiigng der Induktion wurde vor der
Zugabe von ITPG und nach der Induktion ein 1 mg@éit entnommen und mittels SDS-
PAGE analysiert. Nach einer Zentrifugation bei 1&0g fir 15 min und 4 °C wurde das
Zellpellet bei -20 °C gelagert.

3.7.2 Rekombinante Synthese von isotopenmarkiertem Protei

Zur Synthese von isotopenmarkiertem Protein wurde Brotokoll von Marleyet al'®
adaptiert. Hier werden zunéchst die Zellen im Velthum angezogen, um eine ausreichende
Zellmasse zu erhalten und hinterher in einer Ssilzl gewaschen, um alle Stickstoff- und
Kohlenstoffquellen zu entfernen. AnschlieRend werdiée Zellen in isotopenmarkierten
Minimalmedium Uberfihrt und zum Abbau noch unmatkie Metabolite inkubiert, bevor

mit IPTG die Proteinsynthese induziert wird.

Durchfihrung

Mit einer Vorkultur wurden jeweils 500 ml LB-Mediummit dem entsprechenden
Antibiotikum, auf eine Zelldichte von Qi 0,3 inokuliert. Nach einem Wachstum auf eine

ODggo von 1 wurden die Zellen durch Zentrifugation b&08 x g und 4 °C fir 15 min
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pelletiert, das Pellet mit M9-Salz (6 g/l M#PO,; 3 g/l KH,PO,; 0,5 g/l NaCl) aufgenommen
und erneut zentrifugiert. Die pelletierte Zellmasserde zur Inokulierung von 500 ml
Minimalmedium verwendet, welches als einzige Stiafguelle ®N-Ammoniumsulfat oder

die selektiv®N-markierte Aminosauren enthielt (Tabelle 9). Nasinem einstiindigen

Wachstum wurde die Genexpression durch Zugabe Ro65 1(0,5 mM final) induziert und

bei 25 °C fur 18-24 h inkubiert. Nach einer Zemfgation (30 min, 5000 x g, 4 °C) wurde
das Pellet bei - 20 °C gelagert.

Tabelle 9: Verwendete M9-Minimalmedien. Angegebenst die Zusammensetzung der in dieser
Arbeit verwendeten Minimalmedien fiir die unterschiallichen Markierungsmuster. Ein M9-
Medium besteht immer aus der generellen Zusammenseing und der Zugabe markierter
Substanzen. Die Angaben dienen zur Herstellung vds00 ml M9-Medium.

Generelle Zusammensetzung

Na,HPO, 39
KH2PO4 0,75 g
NacCl 0,125¢g
H;BO, 50 Hg
CoCLx 6H,0 50 ug
FeCk 4,15 mg
EDTA 4,15 mg
CaCyl, 2,775 mg
Thiamin 2,5 mg
Markierungsmuster
Individuelle Zugabe BN u-EN/AC sel.*N u-"N/sel. &N
(*NH.,),SO, 0,25¢ 0,25¢ = 0,25¢
(NH4)2804 - - 0,25 g -
Glucose 19 - 1g 1g
*C-Glucose - 1g s s
L-Lysin - - - 250 mg
o-*N-L-Lysin - - 250 mg -

3.7.3 Zellfreie Proteinsynthese mit Rapid Translation Sytem (RTS)
In dieser Arbeit wird die zellfreie Proteinsynthewd Hilfe des Rapid Translation Systems

(RTS) von Roche durchgefihrt.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.
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3.8 Diskontinuierliche Sodium Dodecyl Sulphate Polyacriamide
Gel Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemifilist eine Technik zur Separation von
Proteinen, basierend auf deren spezifischer elgktn@tischer Beweglichkeit. Insgesamt
erfolgt die Trennung nach der Molekilmasse. Dientagfix besteht aus einem engporigen
Trenngel, welches durch ein weitmaschiges Sammelgeérlagert ist. Die im
Polyacrylamidgel getrennten Proteine kénnen mit dearbstoff Coomassie-Brilliant-Blau
angefarbt werden. Coomassie-Brilliant-Blau lageithsan die Seitenketten basischer

Aminosauren und farbt so die Proteine unspezifisth

Durchfihrung

Es wurden 6 %ige Sammel- und 12 %ige bzw. 15%igmnfigele verwendet (Tabelle 10).

Die Proteinproben wurden mit 2 x Probenpuffer fiotBine (Tabelle 11) versetzt und zur
Denaturierung 10 min bei 95 °C erhitzt. AnschlieBemnurde dieses Gemisch in die

Geltaschen pipettiert. Als Massenstandard dientePdgeRuler Prestained Protein Ladder
von Pierce (Thermo Scientific) oder der SDS-PAGElédolar Weight Standards, Broad

Range (BioRad). Als Elektrodenpuffer diente 6gisT28,8 g/l Glycin; 1g/l SDS.

An die Gele wurde eine konstante Spannung von 10®is/ 200 V angelegt. Die
anschlieBende Anfarbung der Gele mit GelCode Btag &Reagent von Pierce erfolgte nach

Herstellerangaben.

Tabelle 10: SDS-Polyacrylamid-Gele. Zusammensetzurig pl zur Herstellung von 2 SDS-Gelen.
Trenngel (12%) Trenngel (15%) Sammelgel (6%)

Rotiphorese Gel 30 4000 5000 1000
1,5 M Tris; pH 6,8 - - 1250
1,5 M Tris; pH 8,8 2500 -
H,O 3200 2200 2580
10% SDS (m/v) 100 50
87% Glycerin (v/v) 200 100
20% Ammoniumpersulfat (m/v) 50 25
TEMED 10 10
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Tabelle 11: 2x Probenpuffer fir SDS-Gele. Zusammee$zung zur Herstellung von 2x
Probenpuffer fir SDS-Gele

reduzierend

1,2 ml Glycerin

1,2 ml 1,5M Tris, pH 6,8

3 mi 10% SDS (m/v)

0,5 ml B-Mercaptoethanol *

10 mg Bromphenolblau

ad 10 ml H,O
*zur Herstellung von nicht reduzierenden Probenpufigrde auf die Zugabe v@iMercaptoethanol
verzichtet

3.9 Zellaufschluss vonE.coli

Zur Zelllyse koénnen verschiedenen Methoden verweweeden. In dieser Arbeit wurde zur
Analyse von Testexpressionen eine Zelllyse durctrasthall angewendet. Sollten die
Proteine zur Reinigung verwendet werden, so dieikeMethode der French Press zur

Zelllyse. Auf die Zugabe von Proteaseinhibitorerrdeubei beiden Methoden verzichtet.

3.9.1 Zelllyse durch Ultraschall

Ein Zellaufschluss ohne den Einsatz von Detergenkenn durch Ultraschall erfolgen.
Bakterienzellen lysieren unter schnellen Druckvdeinngen auf, die in dieser Arbeit durch

einen im Ultraschallbereich schwingenden Metallstatvorgerufen wurden.

Durchfihrung

Das Bakterienpellet wurde in 1 ml Extraktionspuffe® mM Natriumhydrogenphosphat; 5
mM EDTA) je 150 mg Feuchtgewicht aufgenommen ungéhnZugabe von 1 mg/ml
Lysozym unter standiger Kihlung (Eis) 2 min mit 56&& Ultraschallpulsen lysiert. Die
Suspension wurde dann mit 16000 x g bei 4 °C fumbb zentrifugiert. Die Fraktionen
wurden bei - 20 °C gelagert.
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3.9.2 Zelllyse durch French Press

Bei der French Press Methode wird die Zellsuspangan einer unter sehr hohem Druck
stehenden Kammer durch eine schmale Offnung in Karemer mit sehr viel niedrigerem
Druck Uberfuhrt. Der hohe Druckunterschied und\déengung des Durchmessers filhren

zu einer Lyse der Bakterienzelle.

Durchfihrung

Das Zellpellet wurde in der proteinspezifischenddgeénz (siehe 3.11) aufgenommen. Die
Zellen wurden 3x mittels French Press bei einemcbnon 1200 psi aufgeschlossen und
anschlielBend die Zelltrimmer bei 10000 x g und 4fd€ 20 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das entstandenet RelleReinigung demnclusion bodies

weiter verwendet.

3.10Chromatographische Proteinreinigung

Unter Chromatographie versteht man Trennmethodendénen Substanzgemische durch
eine Verteilung in verschiedenen Phasen in ihre pammanten getrennt werden. Bei allen
chromatographischen Trennmethoden ist das zu wistegade Substanzgemisch in einer
flussigen oder gasférmigen mobilen Phase gelost.niibile Phase wandert dann durch die
stationdre Phase, wobei es hier zu Wechselwirkurdggngeldsten Substanzen mit der
stationdren Phase kommt. Aufgrund von unterscluledii Affinitaten wandert jede einzelne
Komponente des Substanzgemisches unterschiedliztelbaind die Komponenten werden

getrennt.

Die Reinigung der Proteine erfolgte unter Verwerglueines AKTAPurifiers mit
Fraktionssammler und wurde mit Hilfe der SoftwafdlOORN uberwacht. Die Reinigung
fand bei konstanten 4 °C und unter Detektion deétffdt@gkeit statt. Puffer, zur Verwendung
wahrend der Reinigung, wurden vor Gebrauch filtriéd,45 pm) und entgast. Die
proteinhaltigen Fraktionen konnten durch Absorgimessung bei 280 nm anhand des

Chromatogramms identifiziert werden.
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3.10.1 Affinitdtschromatographie mittels einer Ni-Sepharo®-Saule

Das Prinzip der Affinitatschromatographie beruhtf apezifischen Wechselwirkungen
zwischen zwei zueinander gehdrigen Partnern, wim Beispiel zwischen Protein und
Ligand. Die Saulenmatrix enthalt einen kovalentuyelenen Liganden, der die zu reinigen

Proteine spezifisch bindet und von dem das Pragzifisch eluiert werden kann.

Zur Chromatographie wurde eine XK16-Saule mit eisifinitatsmatrix aus Ni-Sepharose 6
Fast-Flow-Beads (Ni-NTA) verwendet. Dies ermdgliclie Reinigung von Proteinen, die
mit einem poly-Histidin-Tag fusioniert sind. DieSEsg besitzt eine Affinitat zu Substanzen,
die Metallionen gebunden haben (hier Ni-NTA), sed&ne spezifische Bindung des
gewunschten Proteins an die S&ule erfolgt. AlleriBehder Affinitatschromatographie
erfolgten bei 4 °C und einer Flussrate von 1 ml/mi&hrend der Reinigung wurde von

allen Schritten Proben genommen und anschliel3ettelsrsDS-Gel analysiert.

Durchfiihrung

Das mit Bindepuffer fir Ni-NTA-S&ulen (Tabelle 12¢rdiinnte Proteinkonzentrat wurde
unter Verwendung eines Superloops auf die mit Binffer aquilibrierte Ni-NTA-S&ule
gegeben. Das Saulenvolumen betrug 15 ml. Der Diusshfvurde aufgefangen und es folgte
das Waschen der Saule mit 2 Saulenvolumen (CV) eRinffer. Die Elution erfolgte
proteinspezifisch (3.11), wobei das Volumen dergidigen Eluatfraktionen 3 ml betrug. Die
Lagerung der Saule erfolgte in 20% Ethanol (vii)4o¥C.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Puffer zur Verwendchg bei der Ni-Sepharose-Affinitats-
chromatographie

Puffer Zusammensetzung
Bindepuffer fur Ni-NTA-S&ulen 20 mM  Dinatriumhydyenphosphat
500 mM NacCl

20 mM  Imidazol
pH 7,3 bei RT eingestellt mit HCI

Elutionspuffer fir Ni-NTA-Séaulen 20 mM  Dinatriumhydrogenphosphat
500 mM NacCl
500 mM Imidazol
pH 7,3 bei RT eingestellt mit HCI
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3.10.2 Grolienausschlulichromatographie mittels Superdex 2010/300 GL
Saule

Bei der GroRRenausschluBchromatographie, auch Eaifin genannt, handelt es sich um
eine Flussigchromatographie. Die Trennung finddgrammnd der GréfRe der Molekile in

LAsung statt und grofRe Molekile eluieren zuersglgevon immer kleineren.

In dieser Arbeit wurde zur Gelfiltration eine Sugex 200 10/300 GL S&ule von GE
Healthcare verwendet, die eine Matrix aus einem i€amvernetzter Agarose und Dextran
enthélt. Das S&ulenvolumen betrdgt 24 ml mit einen@nnungsbereich von globularen
Proteinen mit einem relativen Molekulargewicht i@@000 bis 600000 Da. Alle Schritte der

Gelfiltration erfolgten bei 4 °C und einer Flussrabn 0,5 ml/min.

Durchfihrung

Die proteinhaltige Probe mit einem Volumen von Z0@ pl wurde unter Verwendung der 1
mL Probenschleife mit einer Flussrate von 0,5 mi/ini eine mit Superdex-Puffer (50 mM
Tris; 50 mM NacCl; pH 8,0 bei RT eingestellt mit HGquilibrierte Gelfiltrationssaule
eingesetzt. Der Durchfluss wurde verworfen und ekyté eine Elution mit 2 CV
Superdexpuffer, wobei das Volumen der jeweiligemaBtaktionen 2 ml betrug. Die

Lagerung der Saule erfolgte in 20% Ethanol (v/\i)40&C.

3.10.3 Grofllenausschlulichromatographie mittels Sephacryl lgh Resolution
Mediums

Sephacryl High Resolution Media ermdglichen sclneReinigung von Proteinen,
Polysacchariden und anderen Makromolektlen durdfilt&eion (Fraktionierungsrahmen:
5000 — 25000a). Die Matrix des Sephacryl High Resolution Med#u besteht aus
vernetzen Kopolymeren von Allyldextran ub] N-Methylenbisacrylamid. Die hydrophile
Eigenschaft des Mediums minimiert unspezifische ofpisonen und maximiert die

Ausbeute.
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Durchfiihrung

Die proteinhaltige Probe (max. 13 ml) wurde nachuifigrierung der HiPrep 26/60
Sephacryl S 200 HR Saule (CV: 318,5 ml) mit Sepyieeuffer (8 M Harnstoff, 25 mM
Tris-HCI, pH 8,0 bei RT) und einer Flussrate vomiImin auf die S&ule aufgetragen. Es

folgte die Elution mit 2 CV Sephacryl-Puffer.

3.11 Renaturierung und Reinigung von Proteinen
3.11.1 Préaparation von Mg

Die Reinigung despMgs erfolgt nach dem Protokoll von Espositd al,’** wobei
Abweichungen bei der Zelllyse und Chromatograplamacht wurden. DagMg befindet
sich nach der UberexpressionEncoli in inclusion bodiesNach der Zelllyse durch French
Press missen dignclusion bodies zunachst gereinigt und unter denaturierenden
Bedingungen gelost werden. Durch eine Affinitatechatographie erfolgt dann die
Reinigung desMg. AnschlieBend wird der Affinitdtstag durch eiBeomcyanspaltung
entfernt. Bromcyan spaltet Proteine spezifisch nectem Methionin. Bei der Spaltung

entsteht am C-Terminus aus dem Methionin ein Honmmse

Durchfiihrung

Das Zellpellet wurde in 20 ml 10 mM Tris HCI pH 8100 pg/ml Lysozym pro 1 L Kultur
aufgenommen und mittels French Press (3.9.2) acifitessen und zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde anschliel3end in 20 ml 10 Tnigl HCI pH 8,0 resuspendiert, mittels
Dounce-Glashomogenisator homogenisiert und erneentrifugiert. Nach einer
Resuspension in 10 ml 100 mM Tris HCI pH 8,0; 6 Ma@idin Hydrochlorid (GdnHCI)
erfolgte eine weitere Homogenisierung. Nach eiramté@fugation wurde der Uberstand mit
den PorengréRen 5 um, 1,2 um, 0,8 um und 0,45 ltrierfiund mit Ni-NTA-Bindepuffer
(Tabelle 12) aufgefillt. Das Filtrat wurde ansclRéead fir eine Affinitatschromatographie
anhand einer Ni-Sepharose-Saule (3.10.1) verwemndebei die Elution mittels 5 CV
Elutionspuffer (100%; Stufengradient) fir Ni-NTA48én erfolgte. Die proteinhaltigen
Fraktionen wurden gegen @ filtriert und zur Entfernung des HAT-Tags in eine
Bromcyanspaltung eingesetzt in dem konzentriertézs&are bis zu einer finalen
Konzentration von 0,1 M hinzugegeben wurde. NadereZugabe von einigen Milligramm

Bromcyan (ca. 100 facher molarer Uberschuss; aothder Toxizitat nicht abgewogen!)
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wurde das Gefall mit Aluminiumfolie eingewickelt ubdi RT tber Nacht unter einem
Abzug inkubiert. Durch Zugabe eines 10 fachen Va@uoiiberschusses von Wasser wurde
die Reaktion gestoppt und zweimal lyophylisiert.séhnlieRend erfolgte eine Resuspension
in 100 mM Tris HCI pH 8,0; 6 M GdnHCI und zur Rem@trung gegen 10 mM Tris HCI pH
8,0 dialysiert (4 °C uber Nacht).

3.11.2 Préaparation von FcRn

Die Reinigung des FcRn erfolgt nach dem Protokoti YAnderseret al'® Der FcRn liegt
nach der Uberexpression i coliin inclusion bodiessor, deshalb missen diese nach der
Zelllyse zunachst gereinigt und gelést werden. Baheerdurch zu einer Denaturierung
kommt, erfolgte nach mehreren chromatographischerinigungsschritten unter
denaturierenden Bedingungen eine Renaturierung [ezeptors und eine erneute

chromatographische Reinigung.

Durchfiihrung

Das Zellpellet aus 1 L Kultur wurde in 20 ml 10 mivis HCI pH8,0; 100 pug/ml Lysozym
aufgenommen und mittels French Press (3.9.2) tysterschlieRend wurden diaclusion
bodieszur Reinigung in IB1-Puffer (Tabelle 13) gelésdumei 17000 x g, 4 °C fur 10 min
zentrifugiert, um anschlieRend in IB2-Puffer aufgemnen und erneut zentrifugiert zu
werden. Zum Lésen deénclusion bodiesvurden diese in 20 mM Tris HCI pH 8,0; 8 M
Harnstoff (200 ml/100g Feuchtgewicht) aufgenommed anschlieRend bei 17000 x g, 4 °C
fur 15 min zentrifugiert. Nach Filtration des Uktarsds mit den PorengréRen 5 um, 1,2 um,
0,8 um und 0,45 um wurde das Filtrat auf eine n¥t Blarnstoff, 25 mM Tris-HCI, 0,2 M
NaCl (pH 8,0) aquilibrierte Ni-NTA-S&ule aufgetrag€s.10.1), welche anschliel3end mit 2
Saulenvolumen (CV) gewaschen wurde. Zur Elutiondsuein Gradient von 0 — 25%
Elutionspuffer FcRn verwendet. Die proteinhaltigenaktionen wurden vereinigt und durch
eine GroRRenausschluf3chromatographie (3.10.3) getr@er gereinigte Rezeptor wurde mit
Renaturierungspuffer-FcRn, der einen 4-fach molétearschuss apMg enthielt, auf eine
Endkonzentration von 30pg/ml verdinnt und anscihel¥ur eine Stunde rihrend bei RT
inkubiert, gefolgt von 72 h bei 4 °C. Nun wurde da@emisch mittels Ultrafiltration
konzentriert, um dann mittels einer Superdex-Gedfilbn (3.10.2) getrennt zu werden, um

mogliche Multimere zu entfernen.
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Tabelle 13: Zusammensetzung der Puffer zur Reinigumvon FcRn

Puffer Zusammensetzung
Inclusion bodyWaschpuffer 1 (IB1) PBS
0,5% Triton-X100 (v/v)
0,1% Deoxycholsaure (w/v)

Inclusion bodyWaschpuffer 2 (IB2) 50 mM  Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA
100 MM NaCl

Renaturierungspuffer FcRn 50 mM  Tris-Glycin (pH)8,5
4-fach M Uberschuss Mg

FcRn - Elutionspuffer Ni-NTA 8M Harnstoff
50 mM  Tris-HCI
02M NacCl

0,25M Imidazol
pH eingestellt auf 8,0

3.11.3 Praparation von FcyRIII

|40

Die Reinigung des RFRIIl erfolgt nach dem Protokoll von Zhareg al™ Der Rezeptor
FcyRIll befindet sich nach Zelllyse imclusion bodiesDie inclusion bodiesverden unter
denaturierenden Bedingungen gelost und das Genugakt in einer Renaturierung
eingesetzt.  AnschlieBend erfolgt eine  Reinigung cllur Affinitats- und

GroRRenausschluRchromatographie.

Fur die Reinigung von R®Ill ist hier lediglich ein genereller Ablauf beswben, da
zunachst das Volumen und die Inkubationszeit desmfReierungspuffers optimiert werden

muss.

Durchfihrung

Zur Lyse durch French Press (3.9.2) wurde das &édp zunachst in 2 M Harnstoff
aufgenommen. Nach dem Zellaufschluss wurderindieision bodiesn 1 ml 8 M Harnstoff
resuspendiert und unter standigem Riuhren Uber ~1& kiner Flussrate von 1ul/min bei
4 °C in 400 ml RenaturierungspufferyRill (Tabelle 14) getropft. Das Gemisch wurde Uber
4 Tage bei 4 °C gerUhrt. Nun erfolgte eine KonZzening durch Ultrafiltration (MWCO 3
kDa), gefolgt von einer Dialyse (MWCO 3,5 kDa) gedeL entionisiertes Wasser fir 24 h

bei 4 °C mit einem einmaligen Wechsel des Was$¢ash einer Zentrifugation (15 min,
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8000 x g, 4 °C) wurde die Proteinprobe mit Bindé@ufur Ni-NTA-S&ulen (Tabelle 12)
aufgefullt (40 ml Puffer auf 10 ml Probe) und airfeeNi-NTA-Séaule (3.10.1) aufgetragen.
Die Elution erfolgte mittels 5 CV Elutionspufferq@%; Stufengradient). Die proteinhaltigen
Fraktionen wurden gegen Superdex-Puffer (50 mM; T3 mM NacCl; pH 8,0 bei RT
eingestellt mit HCI) Uber Nacht bei 4 °C dialysieMach einer Zentrifugation und
Konzentrierung auf ein Volumen von ungefahr 150jtteis Amicon Ultra 10 K wurde das

Proteingemisch in einer Gelfiltration (3.10.2) edsgtzt.

Tabelle 14:Zusammensetzung der Puffer zur Reinigungon FcyRIII

Puffer Zusammensetzung
Renaturierungspuffer FRIII 0,5 M Arginin

5 mM CaC}

5mM Cysteamine

5mM Cystamin

50mM  Tris

pH 8,0 bei RT eingestellt mit HCI

3.12 Protein-Glutamin- y-Glutamyltransferase-Reaktion

Protein-Glutaming-Glutamyltransferasen (Transglutaminasen, Tgasdalyseren einen
Acyltransfer von einem peptidgebundenen Glutamintesd einem primaren Amin. Ist
zusatzlich zu dem Glutaminrest ein Lysinrest an Reaktion beteiligt, kommt es zur

Ausbildung intra- oder intermolekularer Verknipfuran Proteinen.

Durchfiihrung

DaspMg wurde umgepuffert in Tgasepuffer (Tabelle 15}t 2,5 pg Tgase (0,1 U TOO6;
9,4 U T040) versetzt und fur 1 h bei 37 °C inkubig¥enn die Modifizierung des Proteins
durch verschiedenen Substanzen untersucht werdiégensevurden diese dem Tgasepuffer

zugesetzt und der pH-Wert gegebenenfalls korrigiert
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Tabelle 15: Zusammensetzung des Tgasepuffer§& Bei NMR-Messungen wurde Tris P
verwendet.)

Puffer Zusammensetzung
Tgasepuffef 30 mM Tris*

100 mM NaCl

10 mM CaC)

pH 7,5 bei RT eingestellt mit HCI

Optionale Zugabe
30 mM Methylamir’
Uberschuss Amindonor:N-(Tetramethylrhodaminyl)-cadaverine/
N-(TAMRA)cadaverinevon Zedira
Uberschuss Glutamindonor: FITC-Ahx-TVQQEL

3.13NMR-Spektroskopie

Die Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie findet &mdung bei Untersuchungen von
Proteinwechselwirkungen mit Ligand&hals auch Proteinefi! sowie Molekiildynamiken.

Sie dient ebenso zur Strukturaufklarung von Molekiduf atomarer Ebene.

In dieser Arbeit wurde die NMR-Spektroskopie unéederem zur ldentifizierung durch
Transglutaminasen modifizierten Aminosauren einesteihs verwendet. Des Weiteren

sollten Protein-Liganden Wechselwirkungen untersuarden.

Alle Experimente wurden an einem Bruker Avance A\BDOMHz Spektrometer mit TCl-
Kryoprobenkopf mit Z-Gradienten durchgefiihrt. Die usivertung der
Tripleresonanzspektren erfolgte mit Sparky, beirahnderen Spektren mit TopSpin 3.1.

3.13.1 *H-NMR-Spektroskopie

Bei eindimensionalenH-NMR-Experimenten erhalt man ein Spektrum, das aus
Signalen einer Kernsorte besteht, in diesem Fatl Rootonen. Mit Hilfe dieser Art von
Spektrum lassen sich erste Angaben Uber Reinhenzéntration und Qualitat der Probe

machen.
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'H-NMR-Experimente

Alle Experimente wurden mit dem Pulsprogramm zgesgdprchgefihrt Die
Aufnahmeparameter waren: DatenpunKid) (32768; Spektrale Breite in pprH) 16. Die
Anzahl der Scans variierte zwischen 32 und 128.Adabe wurden mit final 10%0D (v/v)
gemessen, wobei sich die genaue Probenzusammengetamperatur und NMR-R6hrchen

nach dem jeweiligen Versuchsaufbau der nachfolgehdR-Messungen richtete.

3.13.2 2D Heteronuclear Single-Quantum Correlation (HSQCEXxperimente

Die Verwendung eines 1D-Spektrums fir komplexe Mille, wie Proteine, ist aufgrund der
vielen Uberlagerung der Signale im Spektrum nictigiich. Die Nutzung einer zusétzlichen
spektralen Dimension fihrt zu einer weiteren Aulfspey der Signale. Ein Beispiel fir ein
zweidimensionales NMR-Spektrum ist das Heteronucl8agle-Quantum Correlation
(HSQC) Experiment®® Hier wird die Magnetisierung von Protonen, dieatueine Bindung
mit einem Heterokern gekoppelt sind, auf den Hé&mo und wieder zuriick transferieren.
Zur Untersuchung an Proteinen wird haufig, wie ainctieser Arbeit, dadH, *°N HSQC-
Experiment gewahlt. Jedes im Spektrum auftreterigeabreprasentiert ein Proton, das an
ein ®N-Atom gebunden ist. Bei einem Protein bedeutet dass im Spektrum die NH-
Gruppen des Proteinrtickgrats (Abbildung 10) und Aeminosduren Tryptophan und
Histidin, sowie die NHGruppen der Seitenketten der Aminosduren Asparagid
Glutamin als Signale dargestellt werden. Die Aminme Prolin stellt hier eine Ausnahme

dar, da sie durch ihre cyclische Struktur kein Nl imd daher kein Signal zeigt.

v \
A
Lo L,
I

| Resti-1 | Resti

Abbildung 10: Darstellung des Magnetisierungstrangrs innerhalb des Proteinrtickgrates in
einem *H, *®N HSQC-Experiment. Die Kerne der Aminosaurereste i und i-1 eines dtmst deren
Frequenzen detektiert werden konnen, sind rot Mhgelmben und der Weg des
Magnetisierungstransfers ist durch einen Pfeil elsieglt.
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Die natiirliche Haufigkeit voi°N liegt bei 0,4 %, daher miissen Proteine, die filie &,
>N HSQC-Messung verwendet werden sollen, zuvor nigsain Isotop angereichert
(markiert) werden (3.7.2). Je nach Fragestellungnkd hierbei einzelne Aminoséuren

selektiv oder das Protein wird uniform markiert.

'H, N HSQC-Experimente zur ldentifizierung des an deasEreaktion beteiligten

Lysinrestes deSMg.

Zur Identifizierung des, an der Tgasereaktion ligteh, Lysinrestes de@Mg wurden'H,
>N HSQC-Spektren aufgenommen. Hier wurden 0,15 nf\8u->N-, u-*N/*3C- als auch
selektiv ®N Lys-markiertepMg-Proben verwendet, Um die beteiligten Aminoséests
identifizieren zu kénnen, wurde dem Tgasepufferfla-Ahx-TVQQEL und entweder die
murine oder die guinea pig Tgase hinzugefligt. Unifonarkierte Proteinproben wurden in
3 mm NMR-R6hrchen mit 32 Scans und selektiv mat&i€roteinproben in 3 mm Shigemi-
Roéhrchen mit 16 Scans gemessAtie Experimente enthielten die Datenpunktex*°N)
2048x128, die Spektrale Breite in ppfif®N) 16/40 und wurden bei 298 K durchgefiihrt.
Die Probe wurde in den aufgezeigten ExperimentenTgasepuffer versetzt mit final
10% D,O (v/v) gemessen.

'H, N HSQC-Experimente zur ldentifizierung des an deasEreaktion beteiligten
Glutaminrestes defMg.

Um den an der Tgasereaktion beteiligten GlutamidestfMg identifizieren zu kdnnen,
wurde dem Tgasepuffer Methylamin bzw. der Amindomb{Tetramethylrhodaminyl)-
cadaverinevon Zedira und entweder die murine oder die gupigal gase hinzugefiigt. Alle
Experimente enthielten die Datenpunktelx*°N) 2048x128, die Spektrale Breite in ppm
(*H/*™N) 16/40, 32 Scans und wurden bei 298 K in einerm® NMR-R&hrchen
durchgefiihrt. Die 0,3 — 0,6 mM AN bzw. u?*N/**C markierten Proteinproben wurde in

den aufgezeigten Experimenten in Tgasepuffer varesgt final 10% DO (v/v) gemessen.

'H, "N HSQC-Experimente zur Untersuchung derffit-lgG-Komplexbildung .

Um Aminosauren identifizieren zu kénnen, die an Bardung des FRIII mit dem IgG
stehen K, = 5 * 10° %), wurden 'H, N HSQC-Experimente mit und ohne IgG

durchgefiihrt Alle Experimente wurden mit einer G0@M u-°N markierten FgRIII-
Proteinprobe in einem 3mm Shigemi-Rohrchen gemed3ienAufnahmeparameter waren:
Datenpunkte 'Hx™°N) 2048x512; Spektrale Breite in ppriH(*°N) 16/36. Die Probe wurde

44



Methoden

in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 mit final 10860 (v/v) gemessen. Die Probe
ohne 1gG wurde bei 298 K und 60 Scans gemessem Rlagabe von 0,95 mg IgG erfolgte
die Messung mit 64 Scans und bei 310 K.

3.13.3 Tripleresonanzexperimente

Zur ldentifizierung von an Bindungen beteiligten ssauren eines Proteins missen die
Signale einesH, N HSQC-Spektrums den einzelnen Aminoséauren zugebrderden.
Hierzu werden Tripelresonanzexperimente verwermgtdenen die KerntH, N, und**C
miteinander korrelieretf? In dieser Arbeit wurden die TripelresonanzexperitaeHNCO,
HNCA und HN(CO)CA durchgefiihrt. Hier zeigt der Narder Experimente, wie der
Transfer der Magnetisierung verlauft, wobei in Kiaern stehende Kerne zwar am Transfer

der Magnetisierung beteiligt sind, jedoch nichedtéert werden.

Die Magnetisierung beim HNCO-Experiment geht vomidpnoton des Restes i Uber den
dazugehorigen Stickstoffkern zum CO des Aminosé&stes i-1. Beim HNCA geht die
Magnetisierung auf die £Kerne der Reste i und i-1 und bei einem HN(CO)Co&riment
korreliert das Amidproton und der Stickstoffkernr deminosaure i nur mit dem Cder
Aminosaure i-1 (Abbildung 11).

Durch die Kombination dieser drei Experimente lassih die Signale in einentd, N

HSQC-Spektrum den Aminosauren des Proteinriickgratesinen.

Eine bereits publizierte Zuordnung (BMRB EintradL63"'9) der pMg-Peaks einedH, **N
HSQC-Spektrums dienten der eindeutigen Identifizigr der, durch Verwendung andere
Puffer- und Messbedingungen, abweichenfisty-Signale desH, N HSQC-Spektrum
dieser Arbeit.

HNCO HN(CO)CA
v H H O H H O v H o
| |l | | I x|
----- N—-C c—C----- --=--N -----N C c—C-----
| .7 . SECNE
CH, CH, C|: THZ |CH2
iHZ C!:HZ CHy CH, CH, CHy
ERest i-1 E Resti iRes,t i-1 | Resti :Rest i-1 : Resti

Abbildung 11. Darstellung des Magnetisierungstrangrs innerhalb des Proteinriickgrates in
Tripelresonanzexperimenten. Die Kerne der Aminosdurereste i und i-1 eines ddnst deren
Frequenzen detektiert werden konnen, sind rot Mhgelmben und der Weg des
Magnetisierungstransfers ist durch einen Pfeil elsieglt.
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Zuordnungsexperimente

Eine 0,6 mM u®N/"C markiertepMg-Probe (in Tgasepuffer) wurde in den Zuordnungs-
experimenten in Tgasepuffer versetzt mit final 1% (v/v) unter Verwendung eines
3 mm NMR-Rohrchens bei 298 K gemessen. Die Aufnglamsneter der verschiedenen

Experimente sind in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Aufgenommene Zuordnungsexperimente.

HSQC HNCO HNCA HN(CO)CA
Scans 2 16 8 8
DatenpunkteHx**Nx**C) 2048x256 2048x36x96 2048x56x128 2048x40x128
Spektrale Breite in ppm

e i 16/40 16/34/22 16/34/32 16/34/32
(*H/*N/*C)

3.13.4 Sattigungstransfer Differenz (STD)-NMR-Spektroskope

Sattigungstransfer Differenz (STD)-NMR-Spektrosleoperlaubt es, Wechselwirkungen
zwischen makromolekulare Molekile (Proteine) undirién Molekilen (Liganden) zu

messen.

Die Methode beruht auf der Méglichkeit, selektivofinen von Proteinen zu sattigen. Dies
ist moglich durch die Anregung eines spektralenei®is des Makromolekiils, der frei von
jeglichen Signalen des Liganden ist. Durch Spindiffn breitet sich die Sattigung tUber den
gesamten Rezeptor aus. Wenn das kleinere Molekgaid) an den Rezeptor bindet, wird
die Sattigung auch auf den Liganden Ubertragenuighdwird die Intensitéat des Signals des
Liganden reduziert. Durch Subtraktion des resdtiden Spektrums von dem
Referenzspektrum (ohne Sattigung) ergibt das ST&kBpm, welches nur Signale von
bindenden Liganden aufzeiff''! Um viele Substanzen gleichzeitig auf Interaktioit m

einem Protein zu untersuchen werden FragmentUielien verwendet.

Maybridge library

Die Fragmentbibliothek wurde erworben bei Thermae@dic (Maybridge Ro5 fragment
library welche der Vorganger dé€to3 libraryist). Sie wurde speziell fir Untersuchungen
durch NMR-Spektroskopie entwickelt. Sie enthalt 50Bubstanzen mit einem

Molekulargewicht unter 500 Da und einer Wassert&kit von mindestens 2 mM je
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Substanz. Die Substanzen wurden so in Gruppenr{aogeer BINs) aufgeteilt, dass jede
Substanz wenigstens einen charakteristischen, ithaillen Peak im Referenzspektrum

aufweisen kanfh'?

Die hier verwendeten Komponenten wurden den Stasumiien von Rademach€r

entnommen.

Durchfiihrung

Fur STD-Experimente wurde der FcRn in 10 mM Natphosphatpuffer, pH 7,4
umgepuffert. Die Endkonzentration des Proteinsugetmgefahr 12 uM, versetzt mit dem
jeweiligen BIN mit einer Konzentration von 64 uM komponente. Zusatzlich wurde die
Probe mit 0,05 mM TSPzdund DO (final 10% v/v) versetzt. Die NMR-Messungen
erfolgten mit 2048 Scans, 24576 Datenpunkteh (nd einer spektralen BreitéH) von 14
ppm bei 298 K in einem 3 mm Shigemi-Rdhrchen. ZwsdMing des Referenzspektrums des
BIN 25 wurden die Parameter blieben die Parameateen@ndert, lediglich die Anzahl der

Scans wurde auf 64 herabgesetzt.

3.14 Matrix-unterstitzte Laserdesorptions/lonisations-
Massenspektrometrie (MALDI-MS)

Mit Massenspektrometrie werden Molekilmassen vorlekden und Atomen bestimmt.
Die Substanz, die untersucht werden soll, wirdimn@asphase Uberfiihrt und ionisiert. Eine
lonisierung wird durch die Aufnahme oder AbgabeesirElektrons erreicht. In einem
elektrischen Feld werden die lonen beschleunigtgeldngen zum Massenanalysator. Dort
werden die erzeugten lonen entsprechend ihres Nashags-Quotienten (m/z) getrennt

und in einem Detektor detektiert.

Ist bei der Analyse eines Proteins die Aminosaupesez bekannt, konnen aus der Differenz

der theoretischen und tatsachlichen Masse Modifikah des Proteins abgeleitet werden.
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3.14.1 Probenvorbereitung fur massenspektrometrische Expemente

Proteinproben, die auf Modifikationen durch Masgefsrometrie untersucht werden sollen,
wurden wie in Tabelle 17 beschrieben hergesteltt,kki 37 °C inkubiert und anschlielend
viermal mit Wasser gewaschen um stdrende Salzelewd/ersuchsansatzen zu entfernen.

Die Ansatze wurden anschlieRen bei -20 °C gelagert.

Tabelle 17: Probenzusammenstellung fiir massenspekimetrische Experimente. Mit
unmarkiertenpMg wurden verschiedene Probe hergestellt.

FITC-Ahx- Methylamin
Proben | Mg (mM)  TVQQEL (final (U-Il-)AeIr\gSrﬁJ ss) (1ng5aieg)
(Uberschuss) 30 mM) '

Referenz 0,9 - - - -

1 0,9 + - - murin

2 0,9 + - - guinea pig

3 0,2 - + - murin

4 0,2 - + - guinea pig

5 0,9 - - + murin

6 0,9 - - + guinea pig

3.14.2 Durchfihrung der massenspektrometrische Experimente

Die Durchfihrung der Experimente erfolgte durchAibeitsgruppe von Herrn Dr. Dominik

Schwudke; Bioanalytische Chemie; ForschungszenBarstel.

Durchfihrung

Jeweils 5 pl Probe wurden mit 40 pl Ammoniumhydragebonat (50 mM) und 1 pl
Dithiothreitol (45 mM) versetz, bei 50 °C inkubiganschlielRend abgekihlt, um dann mit 1
pul 100 mM 2-Jodacetamid versetz und im Dunklenlbeinin bei Raumtemperatur inkubiert
zu werde. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Zrypsin (Promega Gold; Stammlésung
5ug/pl in 0,001 n HCI 1:10 mit 50 mm Ammoniumcarabrverdinnt). Nach einer
Inkubation Gber Nacht wurden der Probe 5 pl 10 #ubressigséure hinzugesetzt und zur
Trockne eingedampft. Um dann in 3 pl 0,1% Triflssigsaure aufgenommen und mait

Cyano-4-hydroxyzimtsaure, Sinapinsaure, 2,5-Dihygbenzolsaure prapariert zu werden.
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4 Ergebnisse

Im Ergebnisteil werden zunachst die Resultate ptim@erung der Proteinpraparationen des
BMg und der Rezeptoren FcRn undyRdl dargestellt. Anschlielend wird gezeigt welche
Ergebnisse bei der Identifikation der an der Tgzadion beteiligten Aminosduren déelg
erzielt werden konnten. Dies ermdglicht Ruckscldieasf Auswirkungen der Tgase Mg

im Komplex mit FcRn, und somit auch Klasse | Haigittkompatibilitdts-Komplexen und
welchen Effekt dies auf das Immunsystem hat. Zulesgmyten Untersuchungen, ob NMR-
spektroskopische Strukturuntersuchungen an demRIFdgG-Komplex durchgefihrt
werden konnen und das deryR¢ll fir Untersuchungen durch STD-NMR-Spektroskopie

geeignet ist.

4.1 Etablierung von Expressionssystemen zur Praparationder
Proteine Mg, hFcRn und mFcRn

104 \wird das Protein aus

In den bisher veréffentlichten Praparationsprotigholdes Mg
inclusion bodiegyereinigt. In dieser Arbeit sollte zundchst veldugerden Bedingungen zu
finden, die es ermdglichen ldsliches Protein zuaken. Des Weiteren sollten die
Expressionsbedingungen des FcRn optimiert werdéngdem Aspekt die héchst mogliche
Proteinausbeute zu erzielen. Hierzu wurden verdehie Klonierungsvektorerk. colr
Expressionsstamme  sowie  unterschiedliche  Indukbedisgungen  untersucht.
AnschlieRend sollen die Reinigungsprotokolle flie diersuche dieser Arbeit angepasst

werden.

4.1.1 Klonierung unter Verwendung verschiedener Vektoren

Zur Etablierung von neuen Expressionssystemen férim dieser Arbeit verwendeten
Proteine wurden unterschiedliche Vektoren zur Kdamng verwendet. Der pIVEX2.3d-
Vektor dient zur zellfreien Proteinexpression umoh@glicht so eine selektive Markierung
der Proteine fur die NMR-Spektroskopie. AuRerdemdsuder Vektor pTWIN1 verwendet,

dieser ermdglicht eine Reinigung Uber einen Infea; welcher durch eine Autokatalyse
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abgespalten werden kann. AuRerdem wurde, wie in Beblikationer!’'%*% der
pET28a(+)-Vektor verwendet.

Entwicklung eines Genkonstruktes

Zur Klonierung der proteinkodierenden DNA-SequeinzdaspMg als auch fur den FcRn,
wurde zunéchst ein generelles Genkonstrukt (Abbddle) entwickelt.

Zur Reinigung der Proteine mittels Affinitatschrdographie wurde eine HAT-Tag
kodierende Sequenz im Genkonstrukt verwendet. Hiehmndelt es sich um einen
Polyhistidin-Affinitatstag, wobei sich verschiedeAminosauren zwischen den Histidinen
befinden. Dies ermdglicht, im Vergleich zu einenmkentionellen His-Tag, eine Elution des
Proteins mit niedrigeren ImidazolkonzentrationeresDist schonender fur das Protein. Um
den Tag nach der Reinigung des FcRn entfernen ekt wurde C-terminal vom Tag eine
TEV-Protease-Erkennungssequenz kodiert. B@ivig sollte hierzu die Bromcyanspaltung
verwendet werden, weshalb darauf geachtet wurdss dar der Proteinsequenz diddgs
ein  Methionin kodiert wird. AuRBerdem enthdlt das nKtukt verschiedene
Restriktionsschnittstellen, die es ermdglicht Tagien zu kénnen, die bereits durch einen
Vektor bereitgestellt sind. Die proteinkodierend®NA-Sequenzen fir das humafiMg,
den murinen FcRn (mFcRn) und den humanen FcRn (mFeRrden als Plasmide pMA-
hFcRn, pMA-mFcRn und pMA-Mg geliefert.

\\ N v\OY\\Q
T E S
N

’3%,/} /%L proteinkodierende Sequenz

>
(%

Abbildung 12: Generelles Schema der GenkonstrukteN-terminal zur proteinkodierenden Sequenz
befinden sich Sequenzen, die den HAT-Tag und egtmiBstelle der TEV-Protease kodieren. Die
Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen ermstigh eine Klonierung in verschiedene
Expressionsvektoren, sowie das Entfernen einzefragmente. Das fir die Bromcyanspaltung
wichtige Methionin ist durch ein M dargestellt.

Klonierung vorpMg und FcRn

Nach dem verdffentlichten Préaparationsprotokoliearterwendung des pET28a(+)-Vektors
liegt daspMg in inclusion bodies vol’* Zunachst sollte deshalb versucht werden ein
Expressionssystem zu etablieren, mit dem es mdéggichdas Protein I6slich und rein in

grol3er Menge herzustellen. Bei der Etablierungselepressionssystems fir den humanen
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FcRn (hFcRn) als auch den murinen FcRn (mFcRn}esdie Proteinausbeute optimiert

werden.

Die Plasmide pMA3Mg, pMA-hFcRn und pMA-mFcRn wurden zur Klonierung die
Vektoren pET28a(+) und pIVEX2.3d zunachst mit desstRktionsendonukleasen Ncol und
Xhol gespalten, entstandene Fragmente durch eireo&ggelelektrophorese getrennt und
die Banden von Interesse aus dem Gel extrahiemh kannten diese in eine Ligation
eingesetzt werden. Nach einer Hitzeschocktransfitoman E. coli DH50 wurden die
Plasmide isoliert und zur Uberprifung einer Resbilsanalyse mit anschlieBender
Agarosegelelektrophorese unterzogen (erwartetenteatgroflen siehe Tabelle 18). Bei der
Analyse der Agarosegele zeigte es sich als unnfoglie Banden der Inserts zu erkennen.
Anhand der GroéR3enunterschiede der linearisiertedioven und der Vektoren aus denen das
Insert heraus gespalten wurde, konnten alle Tramsfoten als positiv analysiert werden
(Abbildung 13). Das Ergebnis konnte anschlieRendciduSequenzierungen der Firma
Eurofins MWG Operon bestatigt werden. Im Folgendenden die Plasmide als pIVEX-
mFcRn, pIVEX-hFcRn, pIVEX$Mg, pET-mFcRn, pET-hFcRn und pBMg bezeichnet.

Eine Klonierung in den pTWIN1-Vektor konnte an dieStelle nicht erzielt werden.

Da pIVEX-Konstrukte ausschlieRlich zur zellfreienxpession dienen, wurden im
Folgenden die pET-Konstrukte fur Testexpressioneh wvarschiedeneE.coli Stamme
verwendet um Bedingungen zu finden, die es ermidgticdie Proteinexpression zu

optimieren.

Tabelle 18: Erwartete FragmentgroRen einer Restrikbnsanalyse mit verschiedenen
Endonukleasen

Plasmidname Restriktionsenzym(effrwartete Fragmente [bp]

pIVEX-mFcRn Ncol/Xhol 3532; 932
Smal 4464
pIVEX-hFcRn Ncol/Xhol 3532; 932
Ndel 4368; 96
pIVEX-BMg Ncol/Xhol 3532; 428
Smal 3960
PET-mFcRn Ncol/Xhol 5231; 932
EcoRV 6163
PET-hFcRn Ncol/Xhol 5231; 932
EcoRV 6163
pETMg Ncol/Xhol 5231; 428
EcoRV 4175; 1484
pET28a(+) EcoRV 5369
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Abbildung 13: Analyse der mit verschiedenen Restrikonsendonukleasen gespaltenen Plasmide
pIVEX-mFcRn (A), pIVEX-hFcRn (A), pIVEX- BMg (B), pET-gMg (C), pET-mFcRn (D) und
PET-hFcRn (D) zur Uberprifung der Konstrukte durch gelelektrophoretische Trennung.Die
Restriktionsanséatze wurden auf ein mit Ethidiumbcbigefarbtes 1%iges Agarosegel aufgetragen.
Die Inserts der gespaltenen Vektoren konnten nigktalisiert werden. So das ein Erfolg der
Restriktionsanalysen ausschlie3lich anhand der @nifterschiede der Vektoren festgestellt wurden.
Als Standard diente der BioRad EZ L&¥dMolecular Rulers 1 kb und der BioRad EZ L8Ad
Molecular Rulers 100 bp.
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4.1.2 Testexpressionen unter Verwendung verschiedené&r. coli Stamme

Das BMg ist essentiell fir die Renaturierung des FcRnit Ben hier hergestellten
Vektorkonstrukten ist es nicht mdoglich l6slichenzBgtor in E. coli zu exprimieren.
Verschiedend coli. Stamme sollten nun auf ihre Proteinausbeute iiliiényerden um die
Proteinexpression optimieren zu kénnen. Des Weitsod ein Expressionssytem gefunden

werde, das es ermdglicht 16slictfiddg zu erhalten.

E.coli BL21 (DE3)

Hierzu wurden zunéchst die Vektoren pET-mFcRn, pETRn und pETPBMg durch
Hitzeschock in denE.coli BL21 (DE3) transformiert, welcher in den publizesr
Préaparationsprotokollen verwendet wurde. Mit deansformanten wurden LB-Kulturen
inokuliert, bei 37 °C angezogen und bei einer¢QD,2 eine Probe enthommen. Die
Induktion der Proteinbiosynthese der verbleibendelturen erfolgte mittels IPTG-Zugabe.
Nach einer tber Nacht Inkubation bei 26 °C wurdeeet eine Probe abgenommen. Eine
Analyse der genommenen Proben erfolgt mittels SB&lI€ktrophorese (Abbildung 14).
Hier zeigte sich, dass die Proteinsynthese fliPdateinepMg und hFcRn induzierbar war.
Jedoch ist es aus nicht bekannten Griinden auchweitdgren Versuchen nicht gelungen die

Proteinsynthese flr den murinen neonatalen Fc Razep induzieren.

é pET-hFcRn PET-B Mg pET-mFcRn
Induktion ™M - + -+ -+
- )
70 8 (5 |
bt i3
35 M e eNhFcRn
25 W =)
.- -
15 4,
10

Abbildung 14: Nachweis der induzierten Proteinsyntiese der ProteingfMg, hFcRn und mFcRn
exprimiert vom Vektor pET28a(+) in E. coli BL21 (DE3) bei einer Induktionstemperatur von

26 °C. Gezeigt sind 15%ige SDS-Polyacrylamidgele (Coomaggfarbt) bei denen jeweils
Fraktionen induzierter (+) und nicht induziertey [(B-Kulturen aufgetragen waren. Beim mFcRn
konnte keine Induktion der Proteinsynthese festdjesverden. M: PageRuler Prestained Protein
Ladder von Thermo Scientific.
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E. coli Origami2 (DE3) pLysS

E. coli Origami2 (DE3) pLysS wurde ebenfalls mit den Koumsten pET-mFcRn, pET-
hFcRn und pEPBMg transformiert. Wie bereits fur dda. coli BL21 (DE3) beschrieben,
wurden transformiert&. coli Origami2 (DE3) pLysS einer Testexpression in LBeulen
unterzogen. Nach der Entnahme der induzierten Rroheden die verbleibenden Kulturen
einem Zellaufschluss durch Ultraschall unterzogem,durch Zentrifugation die l6sliche von
der nicht I6slichen Fraktion trennen zu kdnnen. Bielyse de<. coli Origami 2 (DE3)
pLysS durch SDS-Gelelektrophorese zeigte entgegarEdwvartungen fir das Plasmid pET-
mFcRn eine Proteinbande in der induzierten Probedba zu erwartenden 33,6 kDa
(Abbildung 15). Dies ist erstaunlich, da zuvorHrcoli BL21 (DE3) keine Induktion der
Proteinsynthese mdglich war. Es ist ebenfalls aduttine Bande in der nicht l8slichen
Fraktion nach Zellaufschluss mittels Ultraschakesmbar. Dies bedeutet, dass auch in
diesem Bakterienstamm der murine FcRiiniclusion bodiesvorliegt. BeiE.coli Origami2
(DE3) pLysS pET-hFcRn ist keine eindeutige Induksivpande zu erkennen, jedoch scheint
der Rezeptor in der nicht I8slichen Fraktion voiegin (Abbildung 15). Bei dei. coli, der
das Plasmid pEPMg tragt, kann vermutet werden, dass die Proteihgge induziert
worden ist, da eine sehr schwache Proteinbanderinnduzierten Probe zu erkennen ist.
AulRerdem scheint eine ebenfalls sehr schwache ifsatele bei den zu erwarteten 15,6
kDa in der loslichen Fraktion detektierbar (Abbitdu15). Diese schwache Bande lasst
vermuten, dass dg¥Vg in geringen Mengen l6slich synthetisiert wireddch scheint die
Menge nicht ausreichend zu sein um das Proteinigesinund fir weitere Versuche

verwenden zu kénnen.

__ _pET-BMg M pET-hFcRn pET-mFcRn
QMnl i. %Mnli.LnLnli.LnL

97,4

66,2 N =
66,2 W
450‘
31,0
FcRn
21,5
BM9310

Abbildung 15: Nachweis der induzierten Proteinsyntlese und Lokalisation des Proteins in
Fraktionen desE. coli Origami 2 (DE3) pLysS, die die Plasmide pET-hFCRnpET-mFcRn oder
PET-BMg trugen, bei einer Induktionstemperatur von 37 °C Gezeigt sind 12%ige SDS-
Polyacrylamidgele (Coomassie gefarbt) bei deneneilswFraktionen induzierter (i.) und nicht
induzierter (n.i.) Kulturen aufgetragen waren. Hb#s wurden auf dem Gel die, nach einem
Zellaufschluss erhaltenen, I6slichen (L.) und nigéistichen (n.L.) Fraktionen analysiert. M: BioRad
Prestained SDS-PAGE Standard, Broad Range.

—
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E. coli soluBL21

Ein weitererE. coli Stamm, der auf die Proteinausbeute untersucht wesolée, war dekE.
coli soluBL21. Dieser E. coli Stamm ist optimiert flie dExpression von nicht-l6slichen
Proteinen in l8slicher Form. Dieser sollte ebesfatit den Konstrukten pET-mFcRn, pET-
hFcRn und pETBMg transformiert werden. Jedoch gestaltet sichTaansformation inE.
coli soluBL21 als schwierig und war ausschlie3lich fims dKonstrukt pET-hFcRn
erfolgreich. Nach Herstellerangaben war empfohiencoli soluBL21 in M9-Medium
anzuziehen, deshalb wurde in diesem Medium, sawleBiMedium, wie beschrieben eine
Testexpression durchgefuhrt. Es war zu beobachessE. coli soluBL21 in M9-Medium
deutlich langsamer anwachst als in LB-Medium. Deglladifschluss erfolgte durch
Ultraschall und die l6sliche Fraktion wurde von dhécht I8slichen durch Zentrifugation

getrennt.

Die Analyse der Testexpression descoli soluBL21, der das Plasmid pET-hFcRn trug,
durch SDS-Gelelektrophorese zeigte in M9-Minimalined als auch im LB-Medium, keine
Proteinbanden bei den zu erwartenden 33,6 kDaaufieine induzierte Uberexpression des
hFcRn schlielRen lasst (Abbildung 16).

LB M9
_i. ni. L. n.L.

n.i. L. n.L.
| i

A d

Abbildung 16: Nachweis der induzierten Proteinsyntlese und Lokalisation des Proteins in
Fraktionen des E. coli Stamms soluBL21 pET-hFcRn bei einer Induktionstempratur von

21 °C. Gezeigt sind 12%ige SDS-Polyacrylamidgele (Cooreaggefarbt) bei denen jeweils
Fraktionen induzierter (i.) und nicht induzierter.i) Kulturen aufgetragen waren, die einem M9-
Minimalmedium oder LB-Medium entstammten. Ebenfallarden auf dem Gel die, nach einem
Zellaufschluss erhaltenen, I6slichen (L.) und niédlichen (n.L.) Fraktionen analysiert. Es konnte
keine Induktion der Proteinsynthese festgesteltlder. M: BioRad Prestained SDS-PAGE Standard,
Broad Range.

21,5
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Es ist in dieser Arbeit nicht gelungen Expressigsiesne zu finden, die es erlauben
I6sliches BMg herzustellen oder die Proteinausbeute der nalmmatFc-Rezeptoren zu
optimieren. Im Folgenden wird mit dem Expressiomssh E.coli BL21 (DE3) und den

Plasmiden  pET-hFcRn und pHBMg  weitergearbeitet. Dies sind die

Expressionsbedingungen, die bereits publiziert enittf'°

4.2 Etablierung eines EXxpressionssystem zur Préaparationdes
FcyRIII

Der FcRn wird in den verdffentlichten Praparatianspkoller®*° aus inclusion bodies
gereinigt. Um es zu ermdglichen l6sliches Protain ezhalten, sollen in dieser Arbeit

zunéachst verschiedene Expressionsbedingungen uché¢rserden.

4.2.1 Klonierung der extrazellularen Domanen des FgRIII unter
Verwendung verschiedener Vektoren

Um die NMR-spektroskopische Untersuchungen an deyRIR Rezeptor vornehmen zu
kdnnen, wurde das dafir kodierende Gen durch MneGanthetisch hergestellt (Sequenz
siehe Anhang Al) und als Plasmid pMAyRill geliefert. Das genkodierende Fragment des
Plasmids wurde in die Vektoren pTWIN1, pET28a(+)3d ylVEX2.3d kloniert, um ein
Expressionssystem zu etablieren mit dem es mégickden Rezeptor in grol3er Menge rein
herzustellen. Hierzu wurden zunéchst die Plasmid&2ga(+), pIVEX2.3d und pMA-
FcyRIIl mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und INotd die Plasmide pTWIN1 und
pMA-FcyRIIl mit den Restriktionsenzymen Ncol und EcoRI gagen. Eine Trennung der
entstandenen Fragmente erfolgte durch eine Agaetedeftrophorese. Die Banden von
Interesse wurden aus dem Gel extrahiert und in kigation eingesetzt. Die Plasmide
werden im Nachfolgenden als pIVEX4RIIl, pTWIN-FcyRIll und pET-FgRIII
bezeichnet. Nach einer Hitzeschocktransformatioft.ircoli DH5a. wurden die Plasmide
isoliert und einer Restriktionsanalyse mit einesdniiel3enden Agarosegelelektrophorese
unterzogen, wobei alle untersuchten Transformanddsh positiv analysiert wurden.
AnschlieBend konnten die Ergebnisse durch Sequemzjen der Firma Eurofins MWG
Operon bestétigt werden. Das Konstrukt pIVEXHRHEI besall jedoch keinen His-Tag,

sondern anstelle der Histidine befanden sich daming. Hier wurde mit Hilfe von
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Oligonukleotiden nachtraglich ein Histag in den WekplVEX-FcyRIll kloniert. Dieser
Vektor, hier pIVEX-FgRIII-His genannt, kann zur zellfreien Proteinexgiea verwendet

werden.

Der Expressionsstamni.coli ER2566 wurde mittels Hitzeschocks mit dem Plasmid
pTWIN-FcyRIIl und der Expressionsstami. coli (DE3) BL21 mit dem Plasmid pET-

FeyRIIIl transformiert. AnschlielRend wurde eine Testeggion durchgefihrt.

4.2.2 Untersuchung der Expressionstammé. coli ER2566 undE. coli BL21
(DE3) unter Verwendung verschiedener Bedingungen fiden FcyRIII

Die Proteinsynthese desyRill sollte in den Expressionstammén coli ER2566 uncE.
coli BL21 (DE3) Uberpruft werden. Hierzu dienten diagphide pTWIN-FgRIIl und pET-
FcyRINl. Es sollte analysiert werden, ob sich das élrohach Zelllyse in der l6slichen oder
nicht l6slichen Fraktion befindet und ob eine Velgmng der Induktionstemperatur zu einer
Optimierung der Proteinsynthese flhrt. Hierzu wueilee Proteinexpression sowohl bei
20 °C (Uber Nacht als auch bei 37 °C fir drei Standeirchgefiihrt. Nach einem
Zellaufschluss durch Ultraschall erfolgte die Treng der l6slichen von der nicht Iéslichen
Fraktion durch Zentrifugation. Eine kleine Menger diéslichen Fraktionen wurden zur
Inkubation mit Ni-Sepharose- bzw. Chitinkligelchemwendet, anschliel3end pelletiert, um
dann mittels SDS-PAGE analysiert zu werden (Ablntgiul7). Bei beiden Induktions-
bedingungen liegt das Pellet in der nicht l8sliclreaktion und somit innclusion bodies

Vor.

Mit den Vektoren pET-R&RIIl und pTWIN-FgRIlIl wurden ebenfalls erfolgreich die
Bakterienstammé. coli soluBL21 und Origami 2 (DE3) pLysS transformiéviit diesen
Klonen wurde eine Testexpression in LB-Medium b@i°8 Uber Nacht durchgefihrt. Die
Analyse deskE. coli Origami 2 (DE3) pLysS pET-R&IIl durch SDS-Gelelektrophorese
zeigt, dass die Induktion der Proteinsynthese gréath war. Jedoch liegt hier der Rezeptor
ebenfalls in der nicht I6slichen Fraktion vor. BeImE. coli Origami 2 (DE3) pLysS mit
dem Plasmid pTWIN-R&III und E. colisoluBL21 mit den Plasmiden pTWIN-fRIII oder
PET-Fa/RIIl konnte keine Induktion der Proteinsynthesddestellt werden (nicht gezeigt).
Auch mittels zellfreier Expression des Vektors pREcyRIII mit Hilfe des RTS

ProteoMaster von Roche war es nicht mdglich I6skcRrotein zu erhalten.
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Es war in dieser Arbeit nicht moglich I6slichenyRell zu exprimiert. Eine weitere
Mdoglichkeit I6sliches Protein zu erhalten solltet iilfe der fir die Bindung des IgGs
verantwortlichen extrazellularen Doméane unterswarden.

E. coli BL21 (DE3) pET-FcyRIII

induziert bei 20°C induziert bei 37°C
nL. L. i. n.i

ni. i. L nL Swm

E. coli ER2566 pTWIN-FcyRIlI

induziert bei 20°C induziert bei 37°C
P . . .
v M ni. i. L nL g nL. L. I n.i.
209 - -
B
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Abbildung 17: Nachweis des Uberexprimierten Protein FgRIIl in  E. coli bei einer
Induktionstemperatur von 37 C beziehungsweise 20 °@Gezeigt sind 12%ige SDS-Polyacrylamid-
gele (Coomassie gefa)btbei denen jeweils Fraktionen induzierter (i.) umidht induzierter (n.i.)
Kulturen aufgetragen waren. Ebenfalls waren didhreanem Zellaufschluss erhalten I8sliche (L.) und
nicht 16sliche (n.L.) Fraktionen aufgetragen, sow#s durch Ni-Sepharose- bzw. Chitinkiigelchen
gereinigte (g.) Protein. M: BioRad Prestained SD¥sE Standard, Broad Range.

4.2.3 Klonierung der Bindedoméane des FgRIll in den pET28a(+)-Vektor

Die zweite extrazellulare Doméne mit der Hingeragidim Folgenden HRdlll-
Bindedoméne, kurz RFRIII-BD, genannt) ist fur die Bindung des Fc-Padss IgG
verantwortlich. So sollte diese Doméane degRFtt kloniert und untersucht werden, ob diese
I6slich exprimiert werden kann. AuRerdem kénntenda@i anschlielenden STD-Messungen
unterschieden werden, ob Substanzen an die erstezegbite extrazellulare Doméne des

Rezeptors binden.
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Hierzu wurde ein Genkonstrukt (Sequenz siehe Anbhgentwickelt, das es ermdglicht
das Gen in verschiedenen Vektoren zu klonierencibirerwendung unterschiedlicher
Restriktionsendonukleasen kénnen unterschiedlichgs Tverwendet werden, die durch
Vektoren bereitgestellt sind. Das Insert kann aherh so verdndert werden, dass das zu
synthetisierende Protein zur Proteinligation geeigrst. Die moglichen Klonierungs-
strategien mit den zu verwendenden Vektoren sindAlbildung 18 dargestellt. Das

Genkonstrukt wurde durch Eurofins synthetisiert alglpEX-A-FgRIIl_domaine2 Vektor

geliefert.
pIVEX2.3d
pET28a(+)
FcyRII-BD pTWIN1 (N-terminales Intein)

pTWIN1 (C-terminales Intein)

pTWIN1 (C-terminales Intein; Proteinligation)

Abbildung 18: Klonierungsstrategien der FgRIll-Bindedoméane in die Vektoren pET28a(+),
pIVEX2.3d und pTWIN1. Gezeigt sind die Restriktionsenzyme, die zur jégen Klonierung des
Konstrukts nétig sind. Bei den Konstrukten des pNWIist aufgezeigt, welches Intein verwendet
wird und ob das Konstrukt zur Proteinligation vendet werden kann.

In dieser Arbeit wurde das Insert zunachst in deém38a(+)-Vektor kloniert. Hierzu wurde
das Plasmid pEX-A-R®RIll_domaine2 wund der Vektor pET28a(+) mit den
Restriktionsendonukleasen Ncol und Notl gespalt®re Trennung der entstandenen
Fragmente erfolgte mittels AgarosegelelektrophorBs&e Banden von Interesse wurden aus
dem Gel extrahiert und in eine Ligation eingesef2as erhaltene Plasmid wird im
Nachfolgenden als pET-FRIII-BD bezeichnet.

Nach einer Hitzeschocktransformation En coli DH50 wurden die Plasmide isoliert und
einer Restriktionsanalyse mit einer anschlieRentlgarosegelelektrophorese unterzogen,
wobei alle analysierten Transformanten positiv waf&bbildung 19). Eine anschlielRende

Sequenzierung bestatigte, dass die TransformamateRldsmid pET-R&RIII-BD enthielten.

Mit dem klonierten Konstrukt pET-RRIII-BD sollten nun Expressionsbedingungen

gefunden werden, die es ermdglichten loslicheseRran groRer Menge rein herzustellen.
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2000 =

Abbildung 19: Analyse des mit verschiedenen Restrilonsendonukleasen gespaltenen Plasmids
PET-FcyRIN-BD zur Uberprifung des Konstrukts durch gelelektrophoretische Trennung. Es
wurden die jeweiligen Restriktionsansatze auf einEthidiumbromid gefarbtes 1%iges Agarosegel
aufgetragen. Zur Kontrolle wurde das Plasmid ungeitien auf das Gel aufgetragen. Mit Pfeilen sind
die sehr schwachen DNA-Banden hervorgehoben. A#sddrd diente der BioRad EZ LJ&d
Molecular Rulers 1 kb.

4.2.4 Untersuchung des Expressionstammis. coli BL21 (DE3) unter
Verwendung verschiedener Bedingungen fur die R&RlIlI-BD

Um l6sliches Protein exprimieren zu kdnnen, wureeBakterienstamr&. coliBL21 (DE3)
durch Hitzeschock mit dem Vektor pET+R11l-BD transformiert. Mit diesen Klonen wurde
eine Testexpression in 50 ml LB-Medium bei 37 °€ &ih und bei 30 °C uber Nacht
durchgefuhrt. Nach einem Zellaufschluss durch Gtall erfolgte die Trennung der
l6slichen von der nicht I6slichen Fraktion mitteBentrifugation. Die Analyse der
induzierten, l6slichen und nicht léslichen Frakdon durch SDS-Gelelektrophorese
(Abbildung 20) zeigte fur die 30 °C und die 37 °Qlr eine Proteinbande in der
induzierten Probe bei den zu erwartenden 11,8 kDaen Idslichen Fraktionen sind geringe
Mengen der F@RIII-BD erkennbar. Jedoch ist deutlich mehr Protigirder nicht I6slichen
Fraktion vorhanden, was bedeutet, dass di&kRFEBD ebenfalls Gberwiegend imclusion

bodiesvorliegt.
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Abbildung 20: Nachweis der induzierten Proteinsyntlese und Lokalisation des Proteins
FcyRIII-BD in verschiedenen Fraktionen vonE. coli BL21 (DE3) pET-FcyRIII-BD. Gezeigt ist
ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel (Coomassie gefdrbt dem jeweils Fraktionen induzierter (i.)
Kulturen aufgetragen waren, nach einer Induktioin38e°C tiber Nacht (UN) oder bei 37 °C fiir 3 h.
Ebenfalls waren die nach einem Zellaufschluss thah I6slichen (L.) und nicht I8slichen (n.L.)
Fraktionen aufgetragen. M: BioRad Prestained SD&P Standard, Broad Range.

4.3 NMR-Spektroskopische Untersuchungen ai,-Mikroglobulin

4.3.1 Herstellung und Reinigung vonMg

Eine Voraussetzung fur Untersuchungenfafg als auch an FcRn ist es, dg¥dg in
ausreichender Menge unmarkiert oder isotopenmarkislich vorliegt. Zuvor ist es nicht
gelungen Expressionsbedingungen zu finden, dierlasben I6sliche$Mg herzustellen
(4.1). In dieser Arbeit wird daher das Protein uiterwendung des Expressionsstammes
E.coli BL21 (DE3) und des zuvor klonierten Plasmids giflg nach Espositet al*

hergestellt und augaclusion bodiegereinigt.

Das Zellpellet einer Uber Nacht Proteinexpressiomde zur Zelllyse mittels French Press
verwendet. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlavurden die pelletierteimclusion
bodiesaufgeschlossen. Die Reinigung diddg erfolgte anschlieRend durch eine Ni-NTA-
Affinitatschromatographie mit Hilfe eines AKTA-pigr Systems (Abbildung 21). Die
anschlieBende Analyse der verschiedenen Fraktioméels SDS-PAGE zeigt, dass die
Reinigung erfolgreich war. Der Proteinverlust imrEhfluss und in der Waschfraktion
konnte auch durch Erhéhung des Saulenvolumens aieer erneute Ni-NTA-
Affinitatschromatographie nicht verhindert werd®ermutlich handelt es sich hier Usmg,
bei dem die Aminosauresequenz des HAT-Tags naclpaMosig einzelner Aminoséuren
durch Proteasen unvollstandig vorliegt und deslkalime Bindung an die Affinitatssaule

61



Ergebnisse

stattfindet. Bei der anschlieRenden Renaturierueg dereinigten Proteins konnte ein
Niederschlag beobachtet werden, bei dem es sidhAaalyse auf einem SDS-Gel yiMg
handelt (nicht gezeigt).

Der N-terminale HAT-Tag wurde nach der erfolgreithdreinigung durch eine
Bromcyanspaltung von dem Protein abgespalten. SBI&A@lysen zeigen, dass der HAT-
Tag unvollstandig abgespalten wurde, sodass ar8emd das nativigMg und pMg+HAT-
Tag im Gemisch vorlagen (Abbildung 21).

Die Proteinausbeute nach einer Bromcyanspaltungiektar unabhéngig von einer

Markierung stark zwischen 0,3 mg/g Feuchtpellet 452 mg/g Feuchtpellet.

Mit den so gewonnenen Proteinproben sollte zunadosth NMR-Spektroskopie die
Faltung des Proteins Uberprift werden. Anschlielgeadden Tripleresonanzspektren und
bereits publizierte Peaklistéfials Hilfe bei der Zuordnung der einzelnen Pealssde™N

HSQC-Spektrums verwendet.
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Abbildung 21: Reinigung von Mg mittels Affinitatschromatographie mit einer Ni-NTA-Saule
und anschlielender Bromcyanspaltung(A) Gezeigt ist ein Chromatogramm, das den Verbeif
Reinigung von unmarkierteriMg zeigt. (B) Proben verschiedener Fraktionen wardef einem
15%igen SDS-Polyacrylamidgel (Coomassie gefarb@lyaiert. (C) Analyse der Effizienz der
Bromcyanspaltung auf einem Gradienten-Polyacrylgelid (Coomassie geféarbt). M: BioRad
Prestained SDS-PAGE Standard, Broad Range. Dield\biy des Chromatogramms wurde mit dem
Programm UNICORN erstellt.
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4.3.2 Protein-NMR-Spektroskopie zur Uberpriifung der Faltung von Mg und

Aufnahme von Tripleresonanzexperimenten zur Resonazuordnung

Mittels NMR-Spektroskopie kdnnen Proteine in Losuagf atomarer Ebene strukturell
untersucht werden. Hier sollte zunachst Uberpriéftden, ob dafMg nach der Reinigung

und Renaturierung gefaltet vorliegt.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung erfolgte uditN/**C-markiertenpMg mit einer
Konzentration von 0,6 mM. Zur Uberpriifung der kétem Proteinfaltung diente eti, *°N
HSQC-Spektrum. Ein Vergleich deé$i, >N HSQC-Spektrums mit bereits publizierten

91 114

Zuordnungen depMgs zeigt, das$Mg nach der Reinigung und Renaturierung richtig
gefaltet vorlag. Durch andere Puffer- und Messkhgangen kommt es jedoch zu
geringfiigigen Peakverschiebungen. Um die SignaléHn®N HSQC-Spektrum eindeutig
einer Aminoséaure zuordnen zu kdnnen, wurden Tislemanzspektren aufgenommen und
durch die Software Sparky ausgewertet. Eine bepeitdizierte Zuordnung von Eichnet
al.llO

(BMRB 17166) wurde zusatzlich zu den Tripleres@spektren zur Identifizierung der
Signale verwendet (Abbildung 22).
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Abbildung 22: 500 MHz *H, N HSQC-Spektrum von u*C/**N Mg in Tgasepuffer mit den
zugeordneten Resonanzen der AmidprotonerDie Messung der 0,6 mM tN/**C markierte3Mg-
Probe erfolgte in Tgasepuffer (30 mM Tris; 100 mM@, 10 mM CaGl pH 7,5)mit final 10% DO
(v/v) unter Verwendung eines 3 mm NMR-Réhrchens 2@8 K. Durch unterschiedlichgMg-
Spezies kann es fur eine Aminosdure mehrere Peshengdiese sind dann mit (A), (B) oder (C)
gekennzeichnet. Ist fur eine Aminosaure kein Sigwahanden, so wurde sich an die Zuordnung von
Eichneret al’° (BMRB 17166) gehalten.
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4.3.3 Identifizierung des an der Tgasereaktion beteiligte Lysinrestes

Das BMg ist ein Substrat der Tgase, daher sollen im éradgn die Aminosaurereste des
BMgs identifiziert werden, die an der Reaktion Hagesind. Hierzu werden die beteiligten
Aminosaurereste modifiziert. Durch die Modifikatisarschwinden oder entstehen Peaks in
einemH, >N HSQC-Spektrum. Hierdurch kann die an der Reakbeteiligte Aminoséure

identifiziert werden.

Um den Lysinrest defMgs zu identifizieren, der an der Tgasereaktioreibgt ist, wurde
BMg mit einem Peptid versetzt, welches als Glutamimat dient:® Dieser wird in einer
Tgasereaktion an den beteiligten Lysinrest angelaged fuhrt so zur Modifikation. Die
Aminosauresequenz TVQQEL des Glutamindonors wuddgtiert, indem N-terminal ein
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Fluoreszenztag #igiewurde. Dieser erméglicht es
modifiziertespMg in einem SDS-Gel unter UV-Belichtung zu ideridiren. Im Folgenden
wird der Glutamindonor als FITC-Ahx-TVQQEL bezeigtn

Durch Tgase modifiziertesMg wurde mittels einer Superdex 200 10/300 GL
GroRRenausschluRchromatographie untersucht. Damittkodie Modifikation de$§Mg am
Lysinrest nachgewiesen werden. Als Referenz diemtien Chromatogramme von nicht
modifiziertem pMg sowie von dem Peptid FITC-Ahx-TVQQEL. Ein Verigle der
Chromatogramme (Abbildung 23) zeigt, daBslg nach Inkubation mit FITC-Ahx-
TVQQEL und mouse tissue(mTgase) oder aberguinea pig liver (gpTgase)
Transglutaminase deutlich spater eluiert. Diesiisterster Hinweis, dag¥vig modifiziert

vorliegt.

Entgegen den Erwartungen eluipMg friher als durch FITC-Ahx-TVQQEL modifiziertes
BMg. Nach der Modifikation weist das Protein eine W@ kDa hohere Masse auf. Daher
sollte dies vor nicht modifiziertepMg eluieren und der Elutionspeak sich somit naok li
verschieben. Dass es zu einer Verzégerung deoBldes modifiziertefMgs kommt, kann
damit erklart werden, dass es zu Wechselwirkungen dar Saulenmatrix nach der
Modifikation kommt. Durch den Uberschuss des FITERxAVQQEL in der Tgasereaktion
wurde nicht gebundener Glutamindonor in den Frakiinl2 und 13 eluiert. Die Farbungen
der Elutionsfraktionen resultierten aus dem Flumeagtag und lassen dadurch auf die

Existenz von modifizierteriMg schlie3en.

Eine Analyse der Elutionsfraktionen durch SDS-PAGEigt unter UV-Belichtung
fluoreszierende Banden bei ~ 13 kDa und ~17 kDa.dbivartete Masse von modifiziertem
BMg bei liegt 12,9 kDa. Durch das SDS-Gel konnteeggtzwerden, dass es gelungen ist mit
FITC-Ahx-TVQQEL modifiziertes Protein und in der dktion 9 zu eluieren. Die
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fluoreszierende Bande bei ~ 17 kDa ist ein Hinwddsauf, dass aucpMg+HAT vorlag,
welches nach Modifizierung eine theoretische Magse 16,8 kDa hat. Betrachtet man das
Coomassie-gefarbte SDS-Gel im Vergleich, so sind Gegensatz zur UV-Belichtung
Doppelbanden vorhanden, wobei die FluoreszenzbdedBande mit der hGheren Masse im
Coomassie-gefarbten Gel entspricht. Dies lasstufl@ehlieRen, dass auch unmodifiziertes

BMg mit und ohne HAT-Tag in der Fraktion 9 vorlag.
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Abbildung 23: Chromatogramm einer Gelfiltration der Tgasereaktion zur Modifizierung des
BMgs mit FITC-Ahx-TVQQEL durch eine Superdex 200 10800 GL Saule mit anschlieRender
Analyse via SDS-Gel.(A) Gezeigt sind Chromatogramme der Reinigung vnch eine gpTgase
(blau) oder mTgase (lila), mit TVQQEL modifiziertefMg (moBMg). Als Referenzen dienen
Chromatogramme von nicht modifiziertegitlg (BMg; rot) und dem FITC-Ahx-TVQQEL (grau). (B)
Proben verschiedener Fraktionen wurden unter redumiien Bedingungen auf einem 15%igen SDS-
Polyacrylamidgel getrennt und anschlieend unterBélichtung und durch Coomassie-Farbung
analysiert. (C) Die Farbung einzelner Fraktiones dpTgase Chromatogramms ist durch ein Foto
dokumentiert. M: PageRuler Prestained Protein Ladde Thermo Scientific. Die Abbildung der
Chromatogramme wurde mit dem Programm UNICORN #trste

Es wurde gezeigt, dass dalglg mit Hilfe des FITC-Ahx-TVQQEL in einer Tgaserda
modifiziert werden kann. Daher soll durch NMR-spekkopische Untersuchung der an der
Tgasereaktion beteiligte Lysinrest identifiziertraen. Hierzu wurde zunachst selekiiX
Lys-markiertesMg hergestellt. IntH, ®N HSQC-Spektrum der selektiv markierten Probe
werden ausschlieRlich Peaks der acht Lysineptiés erwartet. Das Spektrum (Abbildung
24; rot) zeigt nur sieben Peaks, die eindeutig ardyeet werden konnen. Fir Lysin 58 ist
kein Signal im Spektrum zu erkennen. Nach ZugalseR#ptids FITC-Ahx-TVQQEL wurde
die Probe halbiert und jeweils mit gpTgase bezigbuise mTgase inkubiert. An der

Tgasereaktion beteiligte Lysinreste zeigen aufgrdexdModifikation durch das FITC-Ahx-
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TVQQEL eine Veranderung des dazugehorigen PeaksRINMssungen zeigen, dass das
zum Lysin 6 gehorige Signal nach Inkubation mitdeai Tgasen verschwindet, wobei alle
anderen Peaks unverandert bleiben (Abbildung 24y Yoerschwinden des Peaks von K6
kann ebenso in Messungen mit unifottN-markierten Proben beobachtet werden (nicht
gezeigt). Dies bedeutet, dass Lysin 6 an der Tgakgon beteiligt ist. Eine Analyse der
NMR-Proben durch ein SDS-Gel zeigt unter UV-Belioig fluoreszierende Banden, die

von dem mit Peptid modifizierten Protein stammen.

Im Folgenden soll der Glutaminrest identifiziert rde, der bei der Tgasereaktion eine
Bindung zum Lysin 6 eingeht. Hierzu wird der Tgasdition Methylamin hinzugeflgt.
Durch die Tgase wird dann eine Methylgruppe anlsailigten Glutaminrest angefiiit.
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Abbildung 24: Analyse mit NMR-Spektroskopie und SDSPAGE des selektiv *®N Lysin
markierten Mg vor und nach Modifizierung mit einem Glutamindonor. Gezeigt sindH, **N
HSQC-Spektren des selekfiiN Lysin markierterpMgs ohne Modifikation (rot) und durch gpTgase
(blau) beziehungsweise mTgase (lila) modifizierie Dlurch Tgasen modifizierten NMR-Proben
wurden auf ein 15 %iges SDS-Polyacrylamidgel awéggtn und durch UV-Belichtung
beziehungsweise durch Coomassie-Farbung analysleffageRuler Prestained Protein Ladder von
Thermo Scientific.

4.3.4 Identifizierung des an der Tgasereaktion beteiligte Glutaminrestes

Um den an der Tgasereaktion beteiligten GlutamirdespMgs identifizieren zu kdnnen,
wurde pMg mit Methylamin versetzf Durch eine Transglutaminase wiptlg durch eine
Methylgruppe an einem Glutaminrest modifiziert. ®imhibiert die Polymerbildung des
BMgs durch die Transglutaminase und die Modifikati@mn mittels NMR-Spektroskopie
Uberprift werden.
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Mehrere NMR-spektroskopische Analysen von Reak#inggtzen mit 30 mM Methylamin
zeigten in denH, N HSQC-Spektren keine Veranderungen der einzeleaks? die es
ermoglichten einen modifizierten Glutaminrest zentifizieren (Abbildung 25). Da die
NMR-Spektren vor und nach der Tgasereaktion mitiylamin annéhernd identisch sind,
war es auch nicht moglich bestimmte Glutamine asziel3en, oder die moglichen
Glutaminreste auf eine Region des Proteins einrzgre Dies galt sowohl fir die gpTgase,
als auch fur die mTgase. Deutlich zu erkennemisiein Spektren jedoch, dass in der Region
7,6 ppm/129 ppm '@/*°N) das rot und lila Spektrum Peaks zeigen, die im
Zuordnungsspektrum (Abbildung 22) und publizier&pektred'* nicht erscheinen. Diese

kénnten denaturierteMg entstammen.
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Abbildung 25: H, *®N HSQC von u**N markierten pMg vor und nach Modifizierung mit
Methylamin. Gezeigt sind Spektren des'i markiertenpMgs ohne Modifikation (rot) und nach
Reaktion mit gpTgase (blau) beziehungsweise mT({dase

Eine Analyse der NMR-Proben durch ein SDS-Gel, tegeiglass trotz der Zugabe von
Methylamin Polymere gebildet worden sind und soanite Inhibition der Polymerbildung

durch Zugabe von Methylamin nicht erreicht werdenrke (Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Identifizierung von modifiziertenfMg wurde zuvor durch einen Fluoreszenztag am
Glutamindonor ermdglicht. Mit Hilfe des N-(Tetrarhgirhodaminyl)cadaverin/N-
(TAMRA)cadaverine (R001) von Zedifa sollte daher versucht werden den beteiligten

Glutaminrest zu identifizieren. Der Einfachheit e wird im Folgenden N-
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(TAMRA)cadaverine mit TAMRA abgekurzt. Es wird aogldem FITC-Ahx-TVQQEL zur
Identifizierung des Lysinrestes dem Tgasereaktiossia hinzugesetzt und inkubiert.

Verschiedene NMR-spektroskopische Analysen von &esansatzen mit TAMRA zeigten
in 'H, N HSQC-Spektren sowohl fiir die gpTgase, als auahdié@ mTgase, keine
deutlichen Veranderungen einzelner Peaks (Ergebmssht gezeigt). Diese Versuche
eignen sind daher nicht zur Identifizierung einexdifizierten Glutaminrestes, bestimmte
Glutamine auszuschliel3en, oder die moglichen Glat@ste auf eine Region des Proteins

einzugrenzen.

Die Modifizierung des Lysinrestes durch FITC-Ahx-QQEL konnte gut mittels
GroRenausschluBRchromatographie gezeigt werden IfAblg 23). So sollen die
Reaktionsansatze mit dem TAMRA, die zuvor bei NMieldroskopischen Messungen
keine Hinweise auf Modifikationen am Glutamin  zG#&n, durch eine
GroRenausschluRchromatographie gereinigt und nifieérBezspektren defMgs und des
TAMRA verglichen werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Chromatogramm einer Gelfiltration der Tgasereaktion zur Modifizierung des
BMgs mit TAMRA durch eine Superdex 200 10/300 GL Sda mit anschlieBender Analyse via
SDS-Gel. Gezeigt sind Chromatogramme (A), der Verlaufe deeinigung despMg, zur
Modifizierung inkubiert mit TAMRA und gpTgase (blpader mTgase (lila). Als Referenzen dienen
Chromatogramme von nicht modifiziertepiMg (BMg; rot) und dem TAMRA (grau). (B) Proben
verschiedener Fraktionen einer Reinigung, nach FKMadion mit gpTgase, wurden unter
reduzierenden Bedingungen auf einem 15 %igen S&glamidgel getrennt und anschliel3end
unter UV-Belichtung und durch Coomassie-Farbundyarext. (C) Die Farbung einzelner Fraktionen
einer TAMRA-Reinigung ist durch ein Foto dokumerttieM: PageRuler Prestained Protein Ladder
von Thermo Scientific. Die Abbildung der Chromataggme wurde mit dem Programm UNICORN
erstellt.
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Das Ergebnis der NMR-Spektroskopie konnte bestatgrden, dass es zu keiner
Modifikation vonpMg durch TAMRA gekommen ist. Die Analyse der Frak&n via SDS-
Gel zeigt keine fluoreszierende Bande, die vonreimeodifizierten Protein stammt. Hier

sind ausschlief3lich Banden von freiem TAMRA in Haufmittelfront zu erkennen.

Durch Massenspektrometrie sollten alle durch NMRd u6elfiltration analysierten
Probenansatze auf eventuelle Modifikationen untdriswerden, um so die an der Reaktion

beteiligten Aminosaurereste zu identifizieren.

4.3.5 Massenspektrometrische Analysen zur Identifizierungzon modifizierten
Aminosaureresten

Durch Massenspektrometrie sollte die Beteiligung ldgsin 6 an der Tgasereaktion bestatigt
und der beteiligte Glutaminrest identifiziert wemdélierzu wurden die zuvor durch NMR-
Spektroskopie,  Gelfiltration und  SDS-PAGE  analysier Proben  mittels
Massenspektrometrie auf eventuelle Modifikationeersucht. Wie aus vorherigen SDS-
Gelanalysen bekannt, zeigtet die Auswertung dersklaisten auch, dass sich in allen
Proben Verunreinigungen befanden. Weiterhin weisigrige Signale eine sehr geringe
Intensitat auf, so dass sie in den Masselisten tifdeart werden konnen, im
Massenspektrum (Anhang A3) kénnen diese Signalgrandl der Verunreinigungen jedoch
nicht lokalisiert werden. Vergleicht man die Amidosesequenz vorMg mit den
Massesignalen, so wird deutlich, dass nicht alleemvartenden Peptidmassen nach der
tryptischen Spaltung in den Masselisten wiedergidarwerden (Tabelle 19). Das Signal bei
m/z 1532,69 bestatigt, dass die Bromcyanspaltuobt raur vollstandigen Abspaltung des
HAT-Tags gefihrt hat und in den Proben ebenfiéillg+HAT vorliegt. Dies muss bei der

Betrachtung mdglicher Modifikationen beriicksichtigtrden.

Durch NMR-Spektroskopie wurde eine Modifikation d€8 durch Tgase festgestellt. Das
Fragment*TPK® war daher hier von besonderem Interesse. Es kojdiech in den
Masselisten nicht identifiziert werden. Falls eiModifikation des K6 eine tryptische
Spaltung verhindert, misste das Fragment entsprdctles N-terminal oder C-terminal
liegenden Peptides groRRer sein. Hierbei ist aucheachten, dass die Entfernung des HAT-
Tags nicht vollstdndig gelungen ist und so in devb®n auctMg+HAT vorliegt. Das N-
terminal liegende Peptid der SequémPK® ware dann deutlich gréRer, als bei dpig
ohne HAT-Tag.

69



Ergebnisse

Tabelle 19: Ubersicht der Ergebnisse der Massenspieé&metrie von BMg. Gezeigt ist die
Aminosauresequenz vorfMg (schwarz) mit der N-terminalen HAT-Tag-Sequengra().
Glutaminreste innerhalb der Sequenz sind Rot, Igsie Blau dargestellt. Die Position der Lysine
und Glutamine innerhalb d¢#1g wurden durch hochgestellte Zahlen in den Peptitsrvorgehoben.
Schnittstellen des Enzyms Trypsin sind dufclgekennzeichnet. Peptide, die in der Masseliste der
Referenz zu finden sind, sind mit ihren Peptidmasdargestellt und in der Aminoséuresequenz
unterstrichen. Moégliche Modifikationen der Peptidét deren verdnderten Massen sind ebenfalls
dargestellt. Diese konnten jedoch nicht wiedergaémwerden.
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In den Masselisten der mit FITC-Ahx-TVQQEL modiéirien Proben konnte jedoch keine
der BMg+HAT entsprechende Masse wiedergefunden werddrengd konnte keine
Modifikation durch FITC-Ahx-TVQQEL festgestellt waen.

Eine Modifikation mit Methylamin sowie eine Modifikion mit TAMRA konnte ebenfalls
an keinem der Peptidfragmente nachgewiesen wektlerbei spielte es keine Rolle, ob das
BMg mit oder ohne HAT-Tag vorlag. Auch eine moglicheeifache Modifikation des
Peptids"AEAAYAQGSHMIQR?® an den zwei Glutaminresten wurde beriicksichtigtynie
jedoch nicht in den Masselisten identifiziert warde
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Es war nicht moglich mit der Massenspektrometree idi 4.3.3 identifizierte Modifikation
am K6 zu bestatigen, noch den an der Tgasereakiieteiligten Glutaminrest zu
identifizieren. Da es zuvor nicht gelang, wie durélésus et al. beschrieben die
Polymerbildung despMgs durch Zugabe von Methylamin zu verhindern, tsolim
Folgenden uberprift werden, ob der Versuch vond&sél. reproduzierbar ist.

4.3.6 Inhibition der Tgasereaktion durch Methylamin

Durch NMR-Spektroskopie und Massenspektrometriesstuvor nicht gelungen einen mit
Methylamin modifizierten Aminosaurerest zu idemzigren. Deshalb sollte Uberprift
werden, ob der Versuch von Fésék al. mit der mTgase als auch mit der gpTgase
reproduzierbar ist. Hierzu wurden verschiedene fxeséiner Tgasereaktion v@Mg und
Methylamin durch ein SDS-Gel analysiert (Abbildu2d). Um sicher zu gehen, dass
Methylamin in ausreichender Menge vorlag, wurdesdesKonzentration innerhalb des
Reaktionsgemisches auf 100 mM erhght. Anhand des-G8ls war deutlich zu erkennen,
dass dagMg Substrat der mTgase als auch der gpTgase istvimih Fésius beschrieben,

eine Polymerbildung durch eine Zugabe von Methyfaimhibiert werden kann.
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Abbildung 27: Einfluss von Methylamin auf die Polynerbildung von BMg durch eine
Tgasereaktion. Gezeigt ist ein 15 %iges SDS-Polyacrylamidgel (@assie gefarbt), auf dem
Anséatze von Tgasereaktionen mit und ohne MethylafiiaA) aufgetragen wurden. Die Ansétze
wurden zuvor entweder mit gpTgase oder mTgase f8tuhde bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle
diente ein Reaktionsansatz der ausschliep und einer der zusatzlich Methylamin enthielt. M:
PageRuler Prestained Protein Ladder von Thermmfide
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Es ist nicht gelungen den an der Tgasereaktionliget@ Glutaminrest zu identifizieren.
Daher kann nur anhand der Kristallstruktur abgefeierden, ob eine Dimerisierung des
BMg als kleine Untereinheit des FcRn durch eine &gdee Bindung zu Antikdrpern
moduliert. Im folgenden Abschnitt sollte der humameonatale Fc-Rezeptor zunachst in
ausreichender Menge gereinigt werden, um anschiteltkese Fragestellung praktisch

untersuchen zu kénnen.

4.4 Herstellung und Reinigung von hFcRn

Mit dem zuvor gereinigterpMg war es nun moglich FcRn nach Andersen al'®

herzustellen und aumclusion bodieszu reinigen. Hierzu wurde der Expressionsstamm
E.coli BL21 (DE3) und das zuvor klonierten Plasmids pET/RN verwendet. Diaclusion
bodieseiner Uber Nacht Proteinsynthese wurden wie uhtet.2 beschrieben gereinigt, die
geldsteninclusion bodiesauf eine Ni-NTA-Saule gegeben und der FcRn mifeHilon
Imidazol eluiert. Das Chromatogramm und die ans@ande SDS-PAGE einzelner

Fraktionen zeigt, dass es gelungen ist, den FcRatureren (Abbildung 28).

Der Proteinverlust im Durchfluss und in der Wasaktiion konnte auch durch Erhéhung des
Saulenvolumens oder einer erneute Ni-NTA-Affinidomatographie nicht verhindert
werden. Die Analyse der Fraktionen durch ein SD&z8/te, dass es gelungen ist FCRn zu
eluieren. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden zureiteren Reinigung mittels
GroRenausschluf3chromatographie eingesetzt (Ergebnisht gezeigt). Die Fraktionen, in
denen der Rezeptor eluierte, wurden durch ein SBISi@entifiziert, vereinigt und
anschlieBend mit unmarkiertefMg zur Renaturierung verwendet. Die Konzentraties d
Rezeptors im Renaturierungsansatz betrug 30 ud@r80 (uM), daher wurde dgdMg in

einer Endkonzentration von 3,57 pM (4 fach mol&heerschuss) hinzugegeben.

Nach der Inkubation des Renaturierungsansatzesewdasid Volumen durch eine Amicon-
Ultrafiltrationszelle eingeengt und mittels GrofesschlulRichromatographie (3.10.2)
gereinigt. Ohne Referenzchromatogramm ist es sclyvieinen Peak eindeutig dem
renaturierten FCRn zuzuordnen. Deshalb wiiify ebenfalls durch die Superdex-Saule
gereinigt. Dieses Chromatogramm diente nun als rBefe und die Kurven beider
Chromatogramme konnten mit einander verglichen amer@Abbildung 29). Die Verlaufe
ahneln sich sehr stark und es kann kein Peak digddem FcRn zugeordnet werden. Eine
Analyse der einzelnen Fraktionen der ReinigungRiesaturierungsansatzes durch ein SDS-

Gel zeigt, dass es zwar gelungen ist den Rezeptoelaieren. Zusatzlich zur FcRn-
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Proteinbande sind aber auch Proteinbandergiliegsund deMg+HAT zu erkennen. Dies
konnte damit zu erklaren sein, dass die SDS-PAGterureduzierenden Bedingungen
stattgefunden hat. Eine weiter Moglichkeit waressdes nicht gelungen ist den Rezeptor rein
zu eluieren und dass dgMg und BMg+HAT Proteinbanden aus Verunreinigungen mit
freiem BMg resultieren. Es ist anzunehmen, dass es nicgtichdst den Rezeptor in reiner

Form zu isolieren.
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Abbildung 28: Chromatogramm einer Reinigung von hF&n mittels Ni-NTA-Sepharose mit
anschlieBender Analyse via SDS-GelA) Gezeigt ist ein Chromatogramm, das den Verlderf
Reinigung von U°N markiertem hFcRn zeigt. (B) Proben verschiedefektionen wurden auf
einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel (CoomassiergBfanalysiert. M: BioRad Prestained SDS-
PAGE Standard, Broad Range. Die Abbildung des Chtogramms wurde mit dem Programm
UNICORN erstellt.

Nach der Reinigung des Renaturierungsansatzesezgige Proteinkonzentrationsmessung,
dass es nicht gelang FcRn fir NMR-Experimente isrgichender Menge herzustellen.
Weitere Reinigungsversuche des FcRn in der Bacileit von Jannis Lawatschétk
zeigten ebenfalls eine geringe Proteinausbeutegelng es eine 50 UM Probe mit dem
FcRnpMg-Komplex herzustellen. Hiermit war es moglich efil NMR-Spektrum
aufzunehmen, welches deutlich proteinspezifisclyméé zeigt. In einenmH, **N HSQC-
Spektrum konnten jedoch lediglich vereinzelt saitmsache Signale detektiert werden. Dies

reichte aber nicht aus um eine korrekte Faltungynaseisert®
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Abbildung 29: Vergleich der Chromatogramme der Grélenausschlul3chromatographie tber
eine Superdex 200 10/300 GL Saule des FcRn-Renagmingsansatzes (rot) und das als
Referenz dienende Chromatogramm de$Mgs (blau). Proben verschiedener Fraktionen der
Reinigung des Renaturierungsansatzes wurden aefmefaradienten-Polyacrylamidgel (Coomassie
gefarbt) analysiert. M: BioRad Prestained SDS-PA&Endard, Broad Range. Die Abbildung des
Chromatogramms wurde mit dem Programm UNICORN HKirste

Um den FcRn NMR-spektroskopisch untersuchen zu édnst eine héhere Proteinausbeute
notig. Hier zeigten sich vor allem die Renaturiggurund die anschlieRende
GrofRenausschlul3ichromatographie als problematisch bigten einen guten Ansatz zur
Optimierung der Proteinausbeute. Ist es gelungen RN in ausreichender Menge zu
reinigen, so ware es mdglich das urspringliche dielser Arbeit die Inhibition der

Interaktion des FcRn mit IgG AutoantikOrpern wedtererfolgen.

4.5 NMR-Spektroskopische Untersuchungen an Rl

Es konnten zuvor keine Expressionsbedingungen defurwerden, die es ermdglichen

l6slichen FgRIII-Rezeptor herzustellen. Das Protein wird daheter Verwendung dek.
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coli BL21 (DE3) pET-F¢RIII hergestellt und aus nach Zhaagal®. ausinclusion bodies

gereinigt.

4.5.1 Herstellung und Reinigung von FgRIII

Mit demE. coliBL21 (DE3) pET-F¢RIII soll eine Reinigungsstrategie etabliert werddie
es ermoglicht den RRIIl in groRer Menge rein zu praparieren. Hierzuraeu das

|40

Reinigungsprotokoll nach Zhamg al.™ adaptiert.

Die inclusion bodiesiner tiber Nacht Proteinsynthese wurden isolierd, anschlieRend zur
Reinigung eine Ni-NTA-Sepharose Affinitatschromasgghie durchgefihrt (Abbildung 30).
Die anschlieRende SDS-PAGE der einzelnen Fraktiaeegt, dass es gelungen ist, den

Rezeptor zu eluieren.

Die proteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt umetine Gelfiltration eingesetzt. Bei der
Gelfiltration tritt nach ca. 8 ml ein erster Elutgpeak auf (Abbildung 31). Hierbei handelt
es sich um Multimere und Aggregate degyHd. Nach ungeféhr 18 ml, in Fraktion 9,
eluierte monomerer KRII. Bei der Analyse einzelner Fraktionen durcheeSEDS-PAGE ist
auffallig, dass der Rezeptor unter nicht reduzideenBedingungen Doppelbanden aufweist.
Dies lasst darauf schlieRen, dass das Protein dowah korrekt ausgebildeten
Disulfidbriicken vorlag, als auch in einer Konforioat in der nicht alle Disulfidbriicken
ausgebildet sind. Anhand des Chromatogramms wurige Fataktion 9 fir NMR-
spektroskopische Untersuchungen vorbereitet, watigelang eine 0,03 mM *tN

markierte Probe herzustellen.

Die Reinigung des R®Illl erwies sich generell als schwierig, da voreall die

Renaturierung aber auch Schritte wie Konzentrierwtgr Dialyse zu sehr hohem
Proteinverlust gefuhrt haben. Hierdurch blieb natlen Reinigungsschritten meist nicht
genug Protein fur Versuche ibrig. Eine Ubersichthmreeer Reinigungsversuche mit

eventuellen Abweichungen vom generellen Protokod én Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 30: Chromatogramm einer Reinigung von F@RIIl Gber eine Ni-NTA-Saule mit
anschlieBender Analyse via SDS-GelA) Gezeigt ist ein Chromatogramm, das den Verlderf
Reinigung von U°N markiertem FgRIIl zeigt. (B) Proben verschiedener Fraktionen demr auf
einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel (CoomassiergBfanalysiert. M: BioRad Prestained SDS-
PAGE Standard, Broad Range. Die Abbildung des Chtogramms wurde mit dem Programm
UNICORN erstellt.
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Abbildung 31: Chromatogramm der Gelfiltration von u->N FcyRIIl Uiber eine Superdex 200
10/300 GL Saule mit anschlieRender Analyse via SDSel. Gezeigt ist ein Chromatogramm, das
den Verlauf der Reinigung von '8N markiertem FgRIIl zeigt. Proben verschiedener Fraktionen
wurden unter reduzierenden (r.) und nicht redunigee (n.r.) Bedingungen auf einem 12 %igen
SDS-Polyacrylamidgel (Coomassie gefarbt) analysMrtBioRad Prestained SDS-PAGE Standard,
Broad Range. Die Abbildung des Chromatogramms womtelem Programm UNICORN erstellt.
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| Standardprotokoll |

French Press
+ Losen IB

\%

Renaturierung 4 Tage
(400 mL)

\%

konzentrierende
Ultrafiltration

v
Dialyse gegen H,O
v

Ni-NTA

Dialyse gegen
Superdexpuffer

\%

Superdex

\%

NMR

Protokoll 1

French Press
+ Losen IB.

\%

Renaturierung 4 Tage
(400 mL)

Dialyse gegen
Ni-NTA-Bindepuffer

\4

konzentrierende
Ultrafiltration

v
Ni-NTA

\%

Dialyse gegen
Superdexpuffer

\Z
Superdex

\%

NMR

Protokoll 2

French Press

Protokoll 3

French Press

Protokoll 4

French Press

Protokoll 5

French Press

+ Losen IB.
IB 3 x waschen N4
mit 2 M Harstoff Renaturierung 6 Tage
(1200 mL)
v \Z
Losen 1B
\Y Ni-NTA im
Batchverfahren
Renaturierung 10 Tage
(600 mL) -
v

Dialyse gegen
Ni-NTA-Bindepuffer

-

Losen des Proteinpellets
in 8 M Harnstoff

%

Renaturierung 4 Tage
(1200 mL)

\%

konzentrierende
Ultrafiltration

\Z

Konzentrierung
mittels PEG 8000

-

+ Losen IB
v IB 3 x waschen
Renaturierung 4 Tage mit 2 M Harstoff
(1200 mL) \1/
\l/ Losen IB
Ni-NTA im \1,
Batchverfahren
Renaturierung 3/4 Tage
- (800 mL)
Konzentrierung

mittels PEG 8000

/\

Dialyse gegen
Ni-NTA-Bindepuffer

-

Ni-NTA im
Batchverfahren

-

Abbildung 32: Ubersicht einzelner Reinigungsprotoktie des FgRIIl. Dargestellt sind verschiedene Protokolle zur Rging des FRIII ausinclusion bodies
(IB). Aufgefuhrt sind Abweichungen zum Standardpkail (grau unterlegt) und Schritte, die zu einewhdn Proteinverlust gefiihrt haben (rot). Doppelt

durchgestrichene Pfeile zeigen, dass die Reinigmndjeser Stelle abgebrochen wurde, da der Pretdirst bereits so hoch war, dass eine weitere gaig nicht
sinnvoll erschien.
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4.5.2 Protein-NMR-Spektroskopie von FgRIIl zur Uberpriifung der
Proteinfaltung

Proteine in LOsung konnen auf atomarer Ebene mitdMR-Spektroskopie strukturell
untersucht werden. Hier soll zun&chst Gberpruftderr ob der Rezeptor ¥RIIl nach der
Renaturierung und Reinigung gefalten vorliegt und dNMR-spektroskopische

Strukturuntersuchungen an dem Protein durchgevignden konnen.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung erfolgte miér zuvor préparierten UN-
markierten FgRIlI-Probe (4.5.1).

Das'H, ®N HSQC-Spektrum des fRIIl zeigt von 203 zu erwartenden lediglich 165 lea
(Abbildung 33). Dies ist bei einem Protein mit 18&inoséuren nicht unublich, da es
aufgrund der Proteingréf3e zu Peakiberlagerungemmkodinhand der Peakverteilung im

Spektrum zwischen 6 und 11 ppm erkannt werden, dies®rotein gefaltet vorlag.

Es konnte gezeigt werden, dass die RenaturierudgReinigung des R®lll erfolgreich
war. Im Folgenden sollen der{Rill/IgG-Komplex durch NMR-Spektroskopie untersucht

werden.
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Abbildung 33: 500 MHz 1H, 15N-HSQC-Proteinspektrumvon u-15N-markierten FcyRIIl. Das
Protein liegt in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH*7versetzt mit 10% BD (v/v) vor. Die
Proteinkonzentration betrug ungefahr 0,03 mM. Diesblng erfolgte bei 303,8 K.
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4.5.3 NMR-spektroskopische Untersuchungen des F&IIlI/IgG-Komplexes

Die Kristallstruktur des ldslichen ¥RIIl in Komplex mit einem humanen 1gG1l Fc-
Fragments ist bekannt und es konnte gezeigt weddes, Aminosaurereste dey2Z2Doméne
und der Hingeregion des Rezeptors in Kontakt mit de&c-Fragment stehéh.Bei einer
Kristallstruktur befinden sich die Proteine nichtlidsung, deshalb soll hier der Komplex
aus FeRIIlI und humanem IgG mittels NMR-Spektroskopie ifisung untersucht werden.
Die Signale der Aminosauren des Rezeptors, diedntékt mit dem IgG stehen, zeigen in
einem 'H, "N HSQC-Spektrum eine andere chemische Verschielmmyergleich zu
freiem FagRIIl. Dies wird durch eine Signalverschiebung dettl Nach einer
Resonanzzuordnung des Proteinriickgrates konnten daén Aminosauren identifiziert

werden, die durch die Komplexbildung mit dem hunmalygs beeinflusst werden.

Zur NMR-spektroskopischen Untersuchung desRA¢ im Komplex mit humanen IgG
wurde zu u°N markiertem FgRIlI-Rezeptor humanes IgG (higG) zugegeben. Didstéil
dazu, dass >99% des Rezeptors im Komplex mit dgy@ wbrliegt. Nach der Zugabe war
sofort eine Trilbung der Probe zu beobachten, wamitlachlieRen liel3, dass der Rezeptor

unter Zugabe von higG ausfallt.

Vergleicht man die Spektren vor und nach der Ig@ahe, so ist eine deutliche

Veranderung der Peakverteilung erkennbar (Abbild24ig

ppm
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Abbildung 34: Bildung des FgRIIl-lgG-Komplexes. Uberlagerung der aufgenommenen 500 MHz
'H, >"N-HSQC-Spektren des gereinigten:>M-markierten FgRIIl mit einer Proteinkonzentration von
ungeféahr 0,03 mM (rot) und des Spektrums nach dgalde von 0,95 mg humanem IgG (blau). Das
Protein liegt in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH% Aersetzt mit final 10% D (v/v) vor. Die
Messung erfolgte bei 300 K.
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Aufgrund der unterschiedlichen Temperaturbedingonder NMR-Messung ohne und mit
higG, kdnnen geringe Peakverschiebungen von bi$ ppm hiervon herriihren. Die NH-
Peaks des Ruckgrates sind aber nur tber einenkishen Bereich von 7,5 - 8,5 ppm
verteilt. Dies lasst den Ruckschluss zu, dass a@gRIA durch die Zugabe von higG
denaturierte. Daher konnten keine Verschiebungemetier Peaks imtH, N HSQC-
Spektrum beobachtet werden. Eine Untersuchung dd?llFIgG-Komplexes durch NMR-

Spektroskopie war hier somit nicht mdglich.

4.5.4 ldentifizierung von Liganden des FgRIII durch STD-NMR-
Spektroskopie

Der FgRII/IgG-Komplex konnte nicht durch NMR-Spektroskepuntersucht werden. In
diesem Teil der Arbeit sollte analysiert werden, @b mdglich ist durch STD-NMR-
Spektroskopie Liganden zu identifiziert die an dEoyRIll binden. Hierzu wurden

Substanzen, der speziell fir ein NMR Screening iekilten Fragmentbibliothek

.Maybridge library* (3.13.4), verwendet. Wahrend rd®issertation von Christoph
Rademacher wurden die Substanzen so in Gruppean@ogte BINs) aufgeteilt, dass jede
Substanz in ihrem BIN mindestens einen charakisclstn, individuellen Peak im STD-
Spektrum aufweist:” Da die Intensitat des Signals bindender Molekilléganden)

gedampft wird und durch Subtraktion des resultidean Spektrums von dem
Referenzspektrum (ohne Sattigung) das STD-Spekémgibt, zeigt dieses nur Signale von

bindenden Ligandet?®!**

Zur Optimierung der Versuchsbedingungen wurdemunaezhst mit BIN 12

(Zusammenstellung und Strukturen der Substanzée $i@hang A3 und A4yerschiedene
Pulsprogramme mit Hilfe einer 90%igen,® und einer reinen f®-Probe verglichen
(Abbildung 35. Mit dem Pulsprogramm stddiffesgp.3 (mit Wasseruriggkung) und der
D,O-Probe sind am meisten Signale zu erkennen, destalte bei weiteren STD-

Messungen diese Bedingungen gewahlt werden.

Nachdem nun die Messbedingungen gefunden wurderdielibesten Signale liefern, wurde
der gereinigte BRIl Rezeptor in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH*1 D,O jeweils
einmal mit dem BIN 12 und einmal mit dem BIN 25 gesen.
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Abbildung 35: 500 MHz STD-Spektren des FgRIIl nach Zugabe von BIN 12. Die
Proteinkonzentration des Rezeptors betrug nach B&ugdes BIN 12 ungefahr 12 uM. Die
Konzentration des BIN12 betrug je Komponente 64 ktglichen werden hier eine Probe (D) in der
der Rezeptor in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH*Vetsetzt mit 10% BD (v/v) vorliegt (HO),
gemessen mit dem Programm Stddiffesgp.3 (mit Wasgendriickung) und eine Probe, in der der
Rezeptor in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH*7,4 igCDvorliegt (3,0). (C) Diese Probe wurde
einmal mit (Stddiffesgp.3) und (B) einmal ohne Waesterdriickung (Stddiff) gemessen.
Desweiteren ist (A) das Referenzspektrum des BINldrgestellt. Die Anzahl der Scanns betrug bei
jedem Experiment 2048 bei 298 K. Eingestrahlt wuydie-0,5 ppm, die Sattigungszeit betrug 750 ms.

Vergleicht man nun die Referenzspektren der BIN$ der Einzelsubstanzen mit dem STD-
Spektrum, so konnten aus BIN 12 die Substanze®9,196, 291 und 362 und aus BIN 25
die Substanzen 76, 111, 140, 185, 235, 244 und @9%indend identifiziert werden
(Abbildung 36).

Es wurde hier somit gezeigt, dass deyHid geeignet ist um durch STD-Spektroskopie
Fragmente zu identifizieren, die an diesen bindewloch ist unklar wo am Rezeptor die
Bindung der einzelnen Fragmente stattfindet. DigkBe&ler Aminosduren des Rezeptors, die
an der Komplexbildung mit 1gG beteiligt sind, kdmnaicht identifiziert werden, da der
Rezeptor durch Zugabe von IgG denaturiert. Bekastrdurch die Kristallstruktur, dass die
Bindung des IgGs ausschlief3lich durch Aminosaurenzaveiten extrazellularen Doméane
und der Hingeregion stattfindet. Deshalb kommen sniche Substanzen als potentielle
Inhibitoren der Antikérperbindung in Frage, die dieser binden. Hierzu wurde bereits die
FcyRIl-Bindedomane kloniert und nach Etablierung silReinigungsprotokolls kénnten die
zuvor als bindend identifizierte Substanzen unteesten werden, ob diese an die erste oder
zweite extrazellulare Domane des Rezeptors bindgies lieBe dann eine weitere

Eingrenzung der potentiellen Inhibitoren zu.
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Abbildung 36: Identifizierung von Liganden des FgRIlls durch STD-NMR-Spektroskopie.
Gezeigt ist das STD-Spektrum (stddiffesgp.3) degRAt mit BIN 12 oder BIN 25 (A), der
Einzelsubstanz (B) und das jeweilige Referenzspaktdes dazugehdrigen BINs (C). Verwendet
wurde eine BO-Probe des gereinigtenfRlll mit einer Konzentration von ungefahr 12 pM setzt

mit dem jeweiligen BIN mit einer Konzentration v&4 pM je Substanz. Mit * markierte Peaks
dienten zur ldentifizierung der Bindung der Kompiteean den Rezeptor, wobei das Signal keinem
Proton der jeweiligen Substanz zugeordnet wurdebeNeden Spektren sind die Strukturen der
Substanzen dargestellDie Anzahl der Scanns betrug bei jedem Experimeé82bei 298 K.
Eingestrahlt wurde bei -0,5 ppm, die Sattigungdzeitug 750 ms.
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5 Diskussion

Fc-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in demimregulation, da sie die humorale mit
der zellularen Immunantwort verbinden. Eine Immunamt resultiert aus dem
ausbalancierten Zusammenspiel von positiven undtivem Signalen, welche die Starke der
resultierenden Immunantwort bestimmen. Wenn pasitignale (berwiegen, folgen
Zellaktivierung und pro-entziindliche Prozesse, dieeiner Eliminierung der Pathogene
fuhren. In Abwesenheit solcher Stimulationen is¢ diellaktivierung blockiert und anti-
entzundliche Prozesse kdnnen stattfinden. EineuSgdieses sensiblen Systems kann zu
einer Immunantwort gegen Nicht-Pathogene — einelergie — fihren, oder das
Immunsystem richtet AntikOrper gegen korpereigetwf& (sogenannte Autoantigene) und

es kommt zu einer Autoimmunerkrankung.

Fc-Rezeptoren fir IgG werdenyRezeptoren (RQRs) genannt, welche sich aufgrund ihrer
unterschiedlichen molekularen Struktur, ihrer Adtgerbindungsaffinitat und ihrer 1gG-

Unterklassenspezifitat unterscheiden.

Hier soll zum besseren Verstandnis der Fc-Rezdg®yinteraktionen und deren
Modulation beigetragen werden, was fir die Entwiokl neuer therapeutischer Inhibitoren
wichtig ist. Hierzu wurden in dieser Arbeit Schwenite auf der Modifizierung der
Funktion des neonatalen Fc-Rezeptors gelegt. AugHdéntifizierung von Liganden des
FcyRIlIl  Rezeptors, potentielle Inhibitoren der yRill-lgG-Interaktion, war ein

Schwerpunkt. Eine Blockierung der Antikorper-Repeghteraktion ist sowohl fir den
FcyRIll als auch den FcRn von groRem Interesse, dadglicherweise eine Modulation der

Immunantwort erreicht werden kann.

5.1 Etablierung von Expressionssystemen

In den bisher verdffentlichten Pr&parationsprotl@ol missen die in dieser Arbeit
verwendeten ProteinpMg,'** FcRA® und FqRIIN* aus nicht-l6slicherinclusion bodies
gereinigt werden. Dies ist mit einer aufwendigem#arierungsprozedur verbunden, daher
sollten in dieser Arbeit zunachst Expressionssystetabliert werden, die es ermdglichen
I6sliche Proteine zu exprimieren. Hierzu wurdenetsthiedliche Vektoren verwendet, mit
denen unterschiedliche Reinigungsprotokolle verbargind. Der pET28a(+)-Vektor fand in

allen Publikationen Verwendung und wurde deshalbhaim dieser Arbeit benutzt. Der
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Vektor pIVEX2.3d wird fur zellfreie Expressionssgste verwendet und bietet somit eine
interessante Alternative Proteine zu exprimiereebéh der Mdoglichkeit Proteine unter
Verwendung der ganzen Zelle selektiv Isotopen zukimgen, konnen Proteine mit dem
zellfreien Expressionssystem ebenfalls einfachksiglésotopen markiert werden® Wobei
hier von Vorteil ist, dass ausschlieRlich das Fnot@n Interesse markiert wird und die
Markierung effizienter ist. Ein weiterer Vektor,rd@ dieser Arbeit Verwendung fand, ist
der pTWIN1-Vektor, der eine Reinigung Uber eineteimTag ermdglicht. Dieses kann
durch eine Autokatalyse abgespalten werde, sodassach der Reinigung kein Tag mehr
am Protein befindet. Des Weiteren war das Reinigpragokoll fur diesen Vektor in der
Arbeitsgruppe gut etabliert. Unter der Verwendung ntetschiedlicher
Restriktionsschnittstellen wurden die verschiedeneaserts aus den synthetisierten
Plasmiden herausgeschnitten und einer Ligation daih jeweiligen Vektor unterzogen
(Ubersicht siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Ubersicht der angestrebten Vektorkonstrkte. Markiert sind erfolgreich durchgefiihrte
Klonierungen durch (+). Klonierungen die angestreatrden, aber nicht durchgefuhrt werden
konnten, sind durch (-), Klonierungen die nichtahgefiihrt wurden, durch n.d. gekennzeichnet.

| hFcRn mFcRnN BMg FcyRIII FcyRIII-BD
pET28a(+) + + + + +
pIVEX2.3d + + + + n.d.
pTWIN1 - - - + n.d.

Hierbei stellte sich vor allem die Klonierung inndeTWIN1-Vektor als schwierig dar und
es gelang ausschlieBlich das fur depR#d kodierende Insert in diesen Vektor zu kloniere
Bei den Proteinen hFcRn, mFcRn utidg musste die HAT-Tag kodierende Sequenz aus
dem Insert entfernt werden um den Intein-Tag nutzenkoénnen. Hierbei konnte die
Entfernung dieser Sequenz vor oder nach der Klongin den pTWINL erfolgen. Die
Entfernung der HAT-Tag kodierenden Sequenz wurdefinudas Konstrukt pMA-hFcRn
erreicht. Eine Klonierung in den pTWIN1 war bei ket dieser Strategien erfolgreich.
Hierbei wurden unterschiedliche Volumina des Ligasmixes verwendet und eine
Hitzeinaktivierung der T4-Ligase zur Optimierungchgefiihrt. Beides fuhrte jedoch nicht

zu einer erfolgreichen Klonierung.

Mit den Vektoren pET-hFcRn, pET-mFcRn, pBWg, pET-FgRIIl, pET-FeyRIII-BD und
pTWIN-FcyRIIl sollten nun unter Verwendung unterschiedlicBecoli-Expressionsstamme
und unterschiedlicher Induktionsbedingungen Expoessysteme gefunden werden, mit
denen, es mdglich wéare die Proteine in grol3er Méigjeeh zu exprimieren. Tabelle 21 gibt
einen Uberblick tber die durchgefiihrten Testexjpoee® und die Induzierbarkeit der

Proteinsynthese.
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Uberraschenderweise konnte eine Induktion der Pytethese fiir den mFcRn auch nach
mehrmaligen Versuchen nicht in den coli BL21 (DE3) erreicht werden, sehr wohl aber
mit demE. coli Stamm Origami 2 (DE3) pLysS. Fur beidecoli Stamme wurde das gleiche
Vektorkonstrukt verwendet, sodass es keinen Urtiedcin der Induzierbarkeit der

Proteinsynthese geben sollte. Die Griinde fur dasatsh unterschiedliche Ergebnis bleiben

an dieser Stelle unbekannt und muissten weitersudbkt werden.

Des Weiteren zeigte sich die Transformation HBesoli soluBL21 als schwierig und gelang
ausschlief3lich mit den Vektoren pET-hFcRn und pEJRHI. Wobei die Proteinsynthese
fur beide nicht induzierbar war. Zusatzlich gestaltsich die Anzucht des Stammes nach
Herstellerangaben aufgrund eines sehr langsamenhatdaes schwierig, sodass eine
Proteinsynthese statt in M9-Minimalmedium ebensd-BiMedium durchgefuhrt wurde.
Die deutlichen Probleme beim Wachstum dieses Stamgeben einen Hinweis auf
grundlegendere Probleme bei diesen Klonen. Deshattden hier keine weiteren Versuche

unternommen, die Proteinsynthese zu induzieren.

Die Klone, bei denen eine Proteinsynthese induaievtar, wurden dann in I6sliche und
nicht I6sliche Bestandteile fraktioniert und einealyse ergab, dass es nicht gelungen ist,
Bedingungen zu finden, die es ermdglichen loslicRestein zu exprimieren. Aufgrund
dessen wurde im Folgenden mit den Vektoren pET-nF@ETHMg und pET-FeRIII

weitergearbeitet, die bereits in den Publikationermwvendet wurden.

Tabelle 21: Ubersicht der durchgefilhrten Testexpresionen. Kulturen in denen eine
Proteinsynthese induziert werden konnten sind #)itnfarkiert. In mit (-) gekennzeichnete Kulturen
konnte keine Induktion der Proteinsynthese festdiestverden. Testexpressionen die nicht
durchgefuhrt wurden, sind durch n.d. gekennzeichnet

pET28a(+) pTWIN1

hFcRn  mFcRn BMg FgRIIl  FcyRII-BD | FcyRIl

_ | BL21 (DE3) + - + + + n.d.
9 | Origami2(DE3).pLysS + + + + n.d. -
uj | soluBL21 - n.d. n.d. - n.d. -
ER2566 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. +

5.2 Praparation despMg und der Fc-Rezeptoren

Fur in dieser Arbeit durchgefiihrte Experimente eswon essenzieller Bedeutung, dass die
Proteine in ausreichender Menge rein préaparierderekonnten. Da alle Proteine bei einer
Expression inE. coli in inclusion bodiesvorlagen, war eine Reinigung dieser Proteine

zunachst mit Lésen dénclusion bodiesund einer damit verbundenden Denaturierung der
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Proteine verbunden. Bei allen drei Proteinen, deRrf: FgRIIl und demfMg, zeigt sich

der Schritt der Renaturierung als verlustreich.

Reinigung degMg

Die Reinigung degMg gestaltete sich im Vergleich zu der Praparatien Rezeptoren
einfach. Ein Schritt defMg Reinigung, der zu einem hohen Proteinverlustt&jhwar die
Reinigung Uber eine Ni-NTA-Saule, bei der SDS-Galgsen zeigten, dass eine hohe
Proteinmenge nicht an die Saule gebunden hat ehdssimit im Durchfluss befand. Es war
nicht mdglich durch eine weitere Affinitadtschromgitaphie oder eine Erhdhung des
Saulenvolumens den Proteinverlust zu verringerm. HET-Tag eluiert bereits bei 60 mM
Imidazol, so kann es aufgrund des hier verwendBiedTA-Bindepuffer, der bereits eine
Imidazolkonzentration von 20 mM aufweist, wahrengr d\ffinitdtschromatographie zu
nicht optimalen Bindungsbedingungen gekommen d&ime Reinigung unter Verwendung
eines Bindepuffers ohne Imidazol widerlegte aberseliThese, da der Proteinverlust im
Durchlauf unverandert hoch blieb. Wéahrend der Reing wurden native Bedingungen
verwendet, wodurch der Proteinverlust auch durnbrefriihzeitigen Beginn der Faltung des
BMgs wahrend des Reinigungsprozesses erklart wekdan. So konnte gezeigt werden,
dass eine Filtration eines denaturierfiMgs mit Wasser zur Renaturierung des Proteins
ausreicht. Wéahrend der AffinitAitschromatographigeta jedoch nicht die optimalen
Renaturierungsbedingungen vor, sodass es zu Raehtjah des Proteins gekommen sein
kann, was moglicherweise dazu fihrte, dass der HAJ -nicht mehr mit der S&ulenmatrix
interagieren konnte. Um dies auszuschlie3en, wemde Affinitaétschromatographie unter
denaturierenden Bedingungen durchgefuhrt, indem NeMTA-Bindepuffer als auch dem
Elutionspuffer, Guanidinhydrochlorid in einer Komzation von 6 M hinzugefugt wurde. Es
zeigte sich jedoch, dass dies nicht zu einer hohd?eoteinausbeute fuhrt und der
Proteinverlust im Durchlauf vergleichbar war. Eimeitere Erklarung wére, dass es sich hier
um Protein handelt, bei dem der N-terminale HAT-Tégch Proteasen hydrolytisch
abgebaut wurde und so nicht mehr mit der Saulemmiatieragieren konnte. Dies kénnte

durch eine Verwendung von Proteasen wahrend déysgel/ermieden werden.

Ein weiterer Schritt des Reinigungsprotokolls, derProteinverlust flhrte, ist die Dialyse
gegen 10 mM Tris. D@Mg jedoch in hoher Menge exprimiert werden konniel wlie
Reinigungsprozedur relativ einfach war, wurden eufe Optimierung dieser Schritte

verzichtet.

Die Ausbeute einiger rekombinanter Proteine in dativen Form konnte durch

Coexpression mit Chaperonentn coli erhéht werder *?*Der Effekt ist jedoch abhangig
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von der individuellen Chaperon/rekombinantes Pnek@mbination. So wére es interessant
eine Coexpression defMg mit Chaperonen auf Produktion von l6slichem @irotzu

untersuchen.

Reinigung des FcRn

Deutlich schwieriger gestaltete es sich die RezeptoFcRn und R&IIl zu reinigen. Bei

der Reinigung des FcRn zeigte sich bei der Affiathromatographie der gleiche
Proteinverlust im Durchfluss wie bei der Reinigudgs pMgs. Auch hier flhrte eine
Erhdéhung des Saulenvolumens oder das EinsetzeDwehflussfraktion in eine erneute

Affintadtschromatographie zu keiner Abhilfe.

Ein weiterer Schritt, der zu einem hohen Proteilmatifiihrte, war hier, wie beipMg, die
Renaturierung des Rezeptors. Eine SchwierigkeitdbeiRenaturierung des FcRn gestaltet
sich dadurch, dass zur richtigen Faltung des RretpMg als kleine Untereinheit in
ausreichender Menge vorliegen méfs¥.So wurde gezeigt, dass eine fehlende Assoziierung
des Rezeptors miMg zu Disulfidbricken-gebundener FcRn-Oligomererfliln vivo
akkumulieren diese im endoplasmatischen Retikulumd werden dort wahrscheinlich
abgebauf?® pMg liegt zwar im Renaturierungsansatz des FcRn igrfach molarem
Uberschuss vor. Jedoch ist es denkbar, dass ein-FoiRekil mit einem anderen FcRn-
Molekil eine Disulfidbriicke formt und dann als Dfglbricken-gebundener FcRn-
Oligomere ausfallt. Dies kénnte geschehen bevodess FcRn-Molekil moglich ist, mit
einem Mg zu assoziieren. Zur Optimierung des Renaturigsprozesses konnte eine
langsamere Zugabe des denaturierten RezeptorsninrRdeaturierungsansatz iber einen
langeren Zeitraum in kleinen Mengen erfolgverspeechsein, wie es auch fir denyRdll
praktiziert wurdeé>*° Die einzelnen FcRn-Molekiile hatten hierdurch méit mit einem
BMg-Molekil zu assoziieren und wirden nicht so shmé einem weiteren FcRn-Molekl
in Kontakt kommen. Eine weitere Mdoglichkeit wére BgS oder Fc-Fragmente dem
Renaturierungsansatz hinzuzugeben. Dies kénnteldrekorrekten Faltung des Rezeptors
behilflich sein, da nun der Ligand des Rezeptorkremd der Faltung anwesend ist und dies
die Faltung unterstiutzten kénnte. Klasse | MHC-Mdle binden typischerweise Peptide im
endoplasmatischen Retikulum und préasentieren sigéme den T-Zeller?> Ohne die
Bindung dieser Peptide 6st sich die Struktur dagahdenbindestelle atf® Es konnte
gezeigt werden, dass eine zellfreie Renaturiervog MHCI-Heterodimeren exogenen
Liganden bendtigt, um einen dreiteiligen Komplex der MHCI-Kette und3Mg zu bilden.
Eine Renaturierung in Abwesenheit von Ligandentfidhreinem unstabilen Komplexéf:

126 Auch die Verwendung von Chaperonen wéhrend deraReerung kénnte zu einer
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besseren Proteinausbeute nach der RenaturierumgnfiRiur MHCI-Molekile fungieren
Calnexin und Calreticulin als Chaperdhé.

Ein weiterer interessanter Ansatz ware die Coesgpgrasvon FcRn mitfMg oder
Chaperoneli”**in E. coli. Mg und/oder Chaperone waren nun wahrend der Express
des FcRn anwesend und konnten die Faltung des ®ezemnterstitzen. So konnte es
moglicherweise gelingen, dass der Rezeptor bareks coli korrekt faltet und dann 16slich

exprimiert werden kann.

Sollte es durch die hier genannten Optimierungsitiikgiten gelingen den FcRn in grof3er
Menge zu reinigen, so ware es moéglich das urspichrgylZiel dieser Arbeit die Inhibition

der Interaktion des FcRn mit IgG Autoantikorperritarzuverfolgen.

Reinigung des BRIl

Wahrend der Affinitditschromatographie desgyfdl zeigte sich entgegen der FcRn- und
BMg-Reinigungen kein Proteinverlust. Im Unterschzed=-cRn unMg besitzt der FRIII
keinen HAT-Tag, sondern einen C-terminalen PolydiistTag, der durch den pET28a(+)-
Vektor kodiert wurde. Die Verwendung dieses Tagsev@ine weitere erfolgsversprechende
Mdglichkeit, den Proteinverlust bei der Reinigungr dProteine FcRn un@gMg zu

verringern.

Der hohe Proteinverlust bei der Reinigung degRHt ereignete sich vor allem bei der
Renaturierung. Eine Veranderung der Inkubationszaitd des Volumens des
Renaturierungsansatzes fiuihrte jedoch nicht zu ditiberen Proteinausbeute. Mit dem in
dieser Arbeit verwendeten Reinigungsprotokoll vévadget al*° konnte keine ausreichende
Proteinmenge gereinigt werden. Das Reinigungspotitokn Sondermaet al? weicht von
dem Protokoll von Zhangt al*® in den Renaturierungs- und ReinigungsschrittenEsb.

122 anzuwenden und die

ware daher interessant das ReinigungsprotokollSmmdermaret al
Proteinausbeute beider Protokolle miteinander zigleiehen. Auch eine Kombination

beider Reinigungsstrategien kénnte die gereinigbéeihmenge steigern.

Wie auch beim FcRn kdnnte eine Zugabe des Ligalgiéreum Renaturierungsansatz eine
verbesserte Proteinausbeute bewirken. Aber au@h @irexpression mit ChaperonenHn
coli ware, wie beim FcRn unfiMg, eine interessante Maoglichkeit I6sliches Protein

exprimieren.

88



Diskussion

5.3 NMR-Spektroskopische Untersuchungen ai,-Mikroglobulin

Uberprifung der Faltung vofiMg und Resonanzzuordnuemes'H, N HSQC-Spektrums

Durch Abweichung der NMR-spektroskopischen Versbhell;i\gungen in dieser Arbeit von
PublikationeA"*'° kommt es in'H, "N HSQC-Spektren de8Mg zu Peakverschiebungen.
Durch Tripleresonanzspektren und einer publizieferordnung'® war es méglich die
Signale einesH, N HSQC-Spektrums deMg den einzelnen Aminosauren zu zuordnen.
Anhand desH, *®N HSQC-Spektrums kann sofort erkannt werden, das®ednaturierung
des BMgs erfolgreich war und ein Vergleich des Spektrumis bereits verdffentlichten

Spektred"°

zeigt, dass das Protein in der richtigen Konforomatorlag. Wie durch SDS-

Gelanalysen und Massenspektrometrie gezeigt werdennte, liegt nach der

Bromcyanspaltung ein Gemisch alglg und pMg+HAT vor. Der HAT-Tag scheint eine

Faltung des Proteins jedoch nicht zu beeintrachtiggne Zuordnung von Signalen des
HAT-Tag ist aufgrund deg$Mg/pMg+HAT-Gemisches jedoch nicht mdglich. Fur einige
Aminosauren wurde eine Uberlagerung der Signalébdeidet. Fiir andere Aminosauren
konnten bei den verwendeten Probenbedingungen &enal detektiert werden. Die

theoretische Lage dieser Signale wurde mit dereHir Resonanzliste von Eichragral

in dem Spektrum bestimmt. Eine Wiederholung der NEMperimente mit einer hoher

konzentrierterpMg-Probe kdonnte Abhilfe schaffen.

Identifizierung des an der Tgasereaktion beteiligtgsinrestes

BMg enthélt drei Glutamin- und acht Lysinreste. Wgedurch Fésiet al® gezeigt wurde,
ist BMg ein geeignetes Substrat der Transglutaminasssgtutaminasen katalysieren einen
Acyltransfer, welcher zwischen einer-Carboxyamin-Gruppe (Acyldonor) eines
peptidgebundenen Glutaminrestes und einem primArem stattfindet® Handelt es sich
bei dem Amin um einen proteingebundenen Lysingstkommt es zu einer inter- oder
intramolekularen Verknipfung. BeidpMg und Tgase, sind im Korper weitverbreitet und

werden mit einer Vielzahl von biologischen Funkgarin Verbindung gebracfft.*

Hier wurde untersucht, ob Modifikationen von MHQIriichen Proteinen in dengMg als
kleine Untereinheit fungiert, wie der FcRn, durctarisglutaminasen mdoglich sind. Hierzu
sollten zunachst die Aminosaurereste identifizigdrden, die an der Ausbildung einer
Verknupfung beteiligt sind. Zur Identifikation déysinrestes deMgs wurde das Peptid
FITC-Ahx-TVQQEL der Tgasereaktion hinzugesetzt. GIAhx-TVQQEL dient als
Glutamindonot® und tréagt einen Fluoreszenztag, der es ermégiicittifiziertespMg unter

UV-Belichtung zu identifizieren. Zunachst wurdere dinodifizierten Proben durch eine
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GrofRenausschlufdichromatographie untersucht. Hient&agine deutlich spatere Elution von
modifiziertempBMg dokumentiert werden. Dass das modifizififiég deutlich spater eluiert
wurde Uberraschte zunachst, da durch die Modibkagine um 1,2 kDa héhere Masse
vorliegt und so die Elution des modifizierten Pnesevor dem nicht-modifiziertefiMg
erwartet wurde. Die verzdgerte Elution kann durcbcWselwirkungen der S&ulenmatrix mit
der Modifikation erklart werden. Die Analyse deroBen durch SDS-PAGE zeigte unter
UV-Belichtung fluoreszierende Banden des modifigier Proteins. Es sind jedoch zwei
fluoreszierende Banden in der Fraktion zuerkendiendarauf hinwiesen, dass das Protein in
zwei Varianten vorlag, mit und ohne HAT-Tag. Diesrde bereits zuvor durch SDS-PAGE
beobachtet und konnte spater durch eine massenspeittische Analyse bestétigt werden.
Betrachtet man im Vergleich zu dem UV-belichtetesl, @as mit Coomassie gefarbte Gel,
so ist deutlich zu erkennen, dass knapp unterhailfldoreszierenden Banden eine weitere
nicht fluoreszierende Proteinbande zu detektieserDies zeigt, dass es trotz Uberschuss an
TVQQEL, welcher nicht vollstandig verbraucht wur@®ptein vorliegt, das nicht durch die

.92 dass nicht alle

Tgase madifiziert wurde. Dies entspricht den Erdgeten von Fésist al
BMg-Monomere durch eine Tgase in Multimere umgewdnderden. Eine mogliche
Erklarung hierfur zeigt die Tertiarstruktur d@lglgs, die aus zwe-Faltblattern besteht, die
durch hydrophobe Bindungen als Sandwich zusammaitgehwerderi>*?® Betrachtet man
die Seiten deg-Faltblattes, so fallen die SequenZ&iQ® und*QPK® auf (Abbildung 37).
Diese sind so lokalisiert, dass es zu einer Bildeingr internen Isopeptidbindung durch die
Tgase kommen kann. So modifizierte Molekile stemieht mehr fir eine Polymerisation
zur Verfigung? Durch NMR-Spektroskopie wurde das K6 identifiziedtirch die Tgase
modifiziert worden zu sein. Da das K6 auch Bestihdter SequenEKIQ8 ist, sind die
internen Isopeptidbindungen eine Erklarung dafiassd nicht alleBMg-Monomere mit
TVQQEL modifiziert wurden, obwohl dieses in ausheinder Menge vorlag. In den
Ergebnissen der Massenspektrometrie als auch in {Spkktren lassen sich jedoch keine
Hinweise auf eine solche interne Isopeptidbindundehn. So bleibt das Vorhandensein einer

internen Isopeptidbindungen spekulativ.

Abbildung 37: Ausschnitt der Kristallstruktur des pMgs zur Verdeutlichung der Lokalisation
der SequenzerfKIQ 8und #°QPK®. Glutaminreste sind in Gelb, Lysinreste in Blau estgllt. Die
Aminosauren von Interesse sind im Stdbchenmodsedied¢ellt und beschriftet.
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Das Amidproton von K58 kann in dé#l, N HSQC-Spektren nicht detektiert werden,
vermutlich durch schnellen Austausch mpCH Deshalb lasst sich keine Aussage treffen, ob
dieser Aminosdurerest mdglicherweise ebenso wie Kiasmodifiziert wurde. Bei der
massenspektrometrischen Analyse kann hingegen efatsd Rviedergefunden werden, dass
K58 beinhaltet. Eine Modifikation dieses PeptidsctiuTVQQEL kann in den jeweiligen
Proben nicht festgestellt werden, sodass hier davsgegangen werden kann, dass das K6

als einziger Lysinrest dgidvigs an der Tgasereaktion beteiligt ist.

Die Modifikation des K6 des humanepMg kann sowohl mit derMouse tissue
Transglutaminase als auch mit dgrines pig liverTransglutaminase beobachtet werden.
Beide Transglutaminasen stammen von unterschiesflichSpezies (Maus und
Meerschweinchen) und aus der Leber sowohl als austdem Gewebe. Dies zeigt, dass die
Transglutaminasereaktion nfiMg ein im Organismus ubiquitar vorkommendes Ereigsi

und die Substratspezifitdt der Transglutaminaseszigp Ubergreifend ist.

Identifizierung des an der Tgasereaktion beteiigButaminrestes

AnschlieRend sollte der beteiligte Glutaminrestnideziert werden. Hierzu wurde der

Versuch von Fésiist al®?

zur Hilfe genommen. Durch die Zugabe von Methylamir
Tgasereaktion wird eine Methylgruppe an den jegeili Glutaminrest angelagert. Diese
chemische Veranderung sollte sich dann durch emesétzlichen oder verschwindenden
Peak im'H, N HSQC-Spektrum nachvollziehen lassen und der IlgeeiGlutaminrest
kann identifiziert werden. Jedoch zeigten die NMRggungen, dass sich die Spektren vor
und nach der Inkubation mit Methylamin kaum untbisden. Eine anschlieBende Analyse
der Proben durch ein SDS-Gel zeigte weiterhin, @ass Polymerbildung nicht inhibiert
worden war. Auch die Ergebnisse der massenspekirisoien Analysen erlaubten keine
Schlisse auf ein mit einer Methylgruppe modifi2artGlutaminrest. Alternativ sollte der
Glutaminrest nun durch N-(Tetramethylrhodaminyljmeetin/N-(TAMRA)cadaverin&*
modifiziert werden. Da dieses fluoresziert, konatee Modifikation wie beim TVQQEL
visuell Gberprift werden. Durch Gelfiltration, SIPRGE als auch durch NMR-
Spektroskopie konnte jedoch eine Modifikation @dégs durch TAMRA ausgeschlossen
werden. Durch Massenspektrometrie ist eine Modifike des an der Tgasereaktion

beteiligten Glutaminrestes in diesen Versuchsaasdbenfalls nicht gelungen.
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Inhibierung der Polymerbildung durch Methylamin

In SDS-Gelen wurde zuvor gezeigt, dass es nichingen ist, die Polymerbildung durch
Zugabe von Methylamin zu inhibieren. Zur Uberprigfufes Versuchsansatzes von Fésiis
al.” wurden durch ein SDS-Gel verschiedene AnsatzeTdasereaktion mit Methylamin
analysiert. Hier wurden jedoch statt der 30 mM b} Methylamin verwendet. Es konnte
gezeigt werden, dass durch die héhere Methylamirdwination eine Inhibition der
Polymerbildung gelungen war. In dem SDS-Gel wurden Kontrolle auch Proben ohne
Methylamin analysiert. Hier ist eindeutig zu erkenndass es im Gegensatz zu den Proben
mit Methylamin zu einer deutlichen Polymerbildungnkmt. Jedoch verbleibt der
Uberwiegende Teil dg¥Mgs als Monomer, was auf eine mdgliche interne eéptigbindung
zwischen derp-Faltblattern zurtickgefihrt werden kann. An dieSéglle scheint die zu
niedrige Methylaminkonzentration ausschlaggebemddfis Misslingen der Identifizierung

des Glutaminrestes gewesen zu sein.

Kristallstrukturanalysen des FcRn

Betrachtet man die Kristallstruktur des FcRn unbt&6 und die drei Glutaminreste Q2, Q8
und Q89 hervor, so wird deutlich, dass eine Dinemiglg desMgs, wenn es als kleine
Untereinheit von MHCI-ahnlichen Molekilen fungiemar moglich ist, wenn neben K6 das
Q2 oder Q89 an der Tgasereaktion beteiligt istw@8 durch die extrazellularen Doméanen
des Rezeptors verdeckt, und ist fiir die Tgase mahénglich. K6 liegt aber raumlich in der
Proteinkrimmung des FcRWg-Komplexes und es ist fraglich, ob dieses von Hgase
erreicht werden kann. Ist dies moglich, konnte eweites FcRn Molekidl sich
moglicherweise raumlich nicht nahe genug anlagayass das K6 zu weit weg von seinem

Gegenstlick einem Glutaminrest liegt (Abbildung 38).

Untersuchungen an Fc-Rezeptoren haben ergebenjidassin Substrat der Tgase sind und
durch diese polymerisiert werden kdnnen, was dErgrktion im Vergleich zu monomeren
Rezeptoren beeinflus&f Betrachtet man nun die 13 Glutamin- und 12 Lysiteeles FcRn

in der Kristallstruktur so zeigt sich, dass das ®22umlich sehr nahe dem K6 dgi¥lg
liegt. Des Weiteren liegt K86 des FcRn nahe dend€3Mg. Hier ware denkbar, dass es
durch Transglutaminasen zu einer intramolekulasmpéptidbindung kommen kann. Eine
intramolekulare Isopeptidbindung kdnnte zwischem #86 des FcRn und Q2 d@Mig die
Bindung des IgGs durch 11 d@Mg negativ beeinflussen. Eine Isopeptidbindung zhésn
Q225 und K6 durfte mit Blick auf die Kristallstruktsich jedoch nicht auf die Bindung des

IgG auswirken. Durch die hohe Anzahl von Glutamimd Lysinresten im FcRn ist es
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jedoch ebenfalls denkbar, dass der FcRn selbsBélistrat der Tgasen ist. Dies sind rein
spekulative Annahmen, welche experimentell untérswerden missten. Ein weiteres Indiz
fur den Einfluss von Tgasen auf Fc-Rezeptoren istAhnahme, dass die Aktivitat der
Tgase wichtig ist fur die Bindung der Immunkomplexed dass diese Einfluss nehmen
kénnten auf die Rezeptorsignalweiterleitdfit)*! Wobei die genaue Funktion der Tgase in

diesen Zusammenhangen noch nicht verstanden ist.

Abbildung 38: Kristallstruktur des B,-Microglobulins als kleine Untereinheit des humanen
neonatalen Fc-Rezeptors (FcRn)In Grau dargestellt sind die drei extrazellulareomanen des
FcRn, die mit denfi,-Mikroglobulin (BMg, lila) assoziiert sind. Lysine sind in Blau, &minreste in
Gelb dargestellt. Die Struktur wurde mittels desBPEIntrages: 1EXU und dem Programm PyMOL
dargestellt.

Betrachtet man nun den FcRn in Komplex mit seinggahden, dem Serumalbumin und
dem Fc-Fragment, so wird deutlich, dass die Glutaesie Q2 und Q89 an oder nahe der
Bindungsregion fir das Fc-Fragment liegen (AbbilgiB8). Wenn eine Modifizierung durch
die Tgase moglich sein sollte, so zeigt die Kristalktur, dass durch die Dimerisierung des

BMgs die Bindungsregion fur das Fc-Fragment verdestten wirde.
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BMg

Albumin

Fc-YTE

Abbildung 39: Kristallstruktur des p,-Microglobulins als kleine Untereinheit im FcRn-
Albumin-Fc-YTE-Komplexe. In Grau dargestellt ist die-Kette des FcRn, die mii-Mikroglobulin
(BMg, lila) assoziiert ist. Der Ligand Albumin ist iRot und das Fc-YTE in Blau dargestellt. Der
Lysinrest, der an der Tgasereaktion beteiligtiitt,in Blau, alle mdglichen Glutaminreste in Gelb
dargestellt. Die gezeigte Struktur wurde mittels d@DB-Eintrages: 4NOU und dem Programm
PyMOL dargestellt.

Es kann davon ausgegangen werde, dass eine Dienerigi despMgs, als kleine
Untereinheit, durch eine Tgase zu einem Verlust EtefFragment-Bindungsfahigkeit des
FcRn fuhren wirde. Die Albuminbindestelle liegt wveon der Antikorperbindestelle
entfernt, so sollte eine Dimerisierung auf diesa&éuswirkungen haben.

Kristallstrukturanalysen vofiMg als kleine Untereinheit von anderen Proteinen

Betrachtet man die Struktur des humanen Klassestokbmpatibilitats-Antigen HLA-A2
und des T-Zellenoberflachen-Glykoprotein CDla, @rdteispiele mitpMg als kleine
Untereinheit, so ist auffallig, dass die Struktuémlich der FcRn-Struktur sind (Abbildung
40). Auch die Lokalisation dgivigs und dessen Aminosauren ist Gbereinstimmend Bie
nicht verwunderlich, da Proteine nfiMg als kleine Untereinheit, wie der FcRn, zu den
Klasse | Haupthistokompatibilitats-Komplex-ahnliohdéroteinen gehéren. Das bei der
Tgasereaktion beteiligte K6 ist somit ebenfallddar Proteinkrimmung lokalisiert und Q8
wird durch die Doméanen der schweren Ketten verddekte Dimerisierung deBMgs in
Komplex mit MHCI-ahnlichen Proteinen durch eine $gacheint daher generell als eher

unwahrscheinlich.
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CDla
HLA-A2

K6

Q8

Abbildung 40: Kristallstruktur des B,-Microglobulins als kleine Untereinheit des humanen
Klasse | Histokompatibilitats-Antigen HLA-A2 und des T-Zellenoberflachen-Glykoprotein
CD1a. In Grau dargestellt sind die extrazellularen Donmérgée mit demp,-Mikroglobulin (Mg,
lila) assoziiert sind. Lysine sind in Blau, Glutanr@ste in Gelb dargestellt. Die Struktur wurdedés
HLA-A2 mittels des PDB-Eintrages: 3HLA, fiur das CDiddttels des PDB-Eintrages: 1XZ0 und
dem Programm PyMOL dargestellt.

Klasse | MHC-Molekiile binden im endoplasmatischestiilum kleinere Peptide und
prasentieren so Antigene den T-ZellénhDie peptidbindende Spalte wird durch die und
o-Doméne gebildet, welche auf deB-Domane und denfMg sitzen®® Eine negative
Beeinflussung der Peptidbindung durch eine Modifizhng durch Tgasen scheint eher
ausgeschlossen, da die peptidbindende Spalte aripMg entfernt liegt.

In vivowére es denkbar, dass in einer Tgasereaktion rgf¥dgrandere Reaktionspartner —
Proteine oder kleine Molekile — zur Modifikation Betracht kommen. Je nach GroRe und
Struktur konnten diese zu einer Funktionsmodifikatron Klasse | MHC-Molekdle fuhren.
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5.4 NMR-spektroskopische Untersuchungen an RdllI

Es gab bisher noch keine publizierten NMR-Spekttes) FgRIIl Rezeptor, daher sollte hier

zunachst untersucht werde, ob sich das ProteilNMiR-spektroskopische Untersuchungen
eignet. DasH, N HSQC-Spektrum des FRlIll zeigte eine Peakverteilung die typisch fiir
ein gefaltetes Protein ist. Jedoch wurden statt2@8r zu erwartenden Peaks lediglich 165
Peaks im Spektrum identifiziert. Bei einem Proteiih 188 Aminoséauren ist dies Ublich, da
es durch die Fille der NMR-Signale zu PeaklUberlagggn kommt. Zur

Resonanzzuordnung der einzelnen Peaks waére es Tritlgresonanzspektren zu messen,
dies konnte hier aufgrund der geringen Proteinausbeach der Reinigung des Rezeptors

nicht realisiert werden.

NMR-spektroskopische Untersuchung ded_ft-IgG-Komplexes

Zur Analyse des RRIlI-IgG-Komplexes wurde humanes IgG der NMR-Pnopeobe
hinzugefligt, sodass > 99% des Rezeptors im KomplelgG vorliegen sollte. Bei Zugabe
des IgGs konnte eine sofortige Tribung der Probeb&ehtet werden, was auf eine
Denaturierung des Rezeptors schlie3en liel3. Dieatkadurch das NMR-Spektrum bestatigt
wurde. Es war somit nicht méglich denyRdll-lgG-Komplex NMR-spektroskopisch zu
untersuchen. In diesem Versuch wurde zur Kompldybilj eine hoch konzentrierte Probe
mit kleinem Volumen gewahlt. Hingegen werden bei Benaturierung von Fc-Rezeptoren
Bedingungen gewahlt, die eine starke Verdiinnungraen Volumina erfordefi**®Es
konnte somit moglich sein, dass zur Komplexbild@ng niedrig konzentriertes Volumen
Erfolgs versprechender ist. AnschlieRend misste Aasatz zur Komplexbildung
konzentriert werden, damit die Probe NMR-spektrpghch untersucht werden kann. Des
Weiteren wurde in Kristallstrukturen von FcR/Fc-Kgexes nur der Fc-Part des IgGs
verwendef®®# Maglicherweise gelingt eine Komplexbildung besseenn das Fc-

Fragment statt des vollstéandigen IgGs verwendeat.wir

Konventionelle NMR-Spektren von grofden Molekilerem&omplexen in Losung zeigen
typischerweise sehr breite Linien, eine schlechtdldung und eine geringe Sensitivitat.
Bei der NMR-spektroskopische Untersuchung degRRUFc-Komplexes empfiehlt sich
daher die Anwendung von TRO&¥ (Transverse relaxation-optimized spectroscopy)l
CRINEPT* (Cross-correlated relaxation-enhancedpolarizatizansfer) Techniken. Mit
diesen Techniken kénnen Proteine mit einer GréR&06 kDa NMR-spektroskopisch
untersucht werden, da die TROSY-Technik die trarssale Spinrelaxation unterdriickt und

durch eine Kombination mit der CRINEPT-Technik ei@ptimierung der transversalen

96



Diskussion

Relaxation stattfindét* Auch die Verwendung von deuterierten Proteinproliénnte
hilfreich sein. Deuterierung verbessert das Venmiltvon Signal zu Rauschen durch

Unterdriickung der Spindiffusior’

Identifizierung von Liganden des Rl

Um Substanzen zu finden, die als mdgliche Inhibitoder FgRI-IgG-Bindung in Frage
kommen, wurde die Fragmentbibliothékaybridge Ro5 fragment libraryerwendet. In
dieser Arbeit wurden zunachst die Versuchsbedingamgptimiert, indem ein Pulsprogramm
und eine Probenzusammensetzung ausgewahlt wurigeas eermoéglichten moglichst viele
Signale im STD-Spektrum zu erhalten. Durch die SW&ssungen mit dem BIN 12 und 25
konnten insgesamt 12 Substanzen als bindend idéstifwerden. Da sich die Reinigung
des F¢RIIl als schwierig erwies und die Ausbeuten sehingewaren, konnten hier keine
weiteren BINs der Fragmentbibliothek untersuchtdeer Dies wére jedoch ein wichtiger
Schritt zur Identifizierung potentieller Inhibitore Die Bindung des IgGs findet
ausschlieRlich an der zweiten extrazellularen Danénd der Hingeregion stattDaher
mussten die hier als bindend identifizierten Suimta zundchst noch unterschieden werden,
ob sie an die erste oder zweite Domane binden. Idtigbitoren wirden dann nur die
Substanzen in Betracht kommen, die an der zweitemde binden. Hierzu kann das
Vektorkonstrukt pET-FRII-BD zur Expression der Bindedoméane verwendetden,
wobei zunachst ein Reinigungsprotokoll etabliertrde® muss. Hierbei sollte die
Optimierungsmoglichkeit der Coexpression mit Chapen inE. coli zur Expression von
I6slichem Protein, wie auch fir die Proteipidg, FCRn und FgRIll, Anwendung finden.
Auch eine Untersuchung der Wechselwirkung zwiscli&arzeptor und den einzelnen
Substanzen mittels Oberflachenplasmonenresonarirsgledpie ware ein weiterer

interessanter Aspekt zur ldentifizierung geeignétbibitoren fir die FgRIII-IgG-Bindung.

5.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnten Grurehageschaffen werden zur Modulation
von Fc-Rezeptoren und MHCI-ahnlichen Proteinen lddmansglutaminasen und potentielle

Inhibitoren.
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Modulation durch Transglutaminasen

Die diskutierten Ergebnisse haben erste Anhaltgeunttarauf gegeben, dass eine
Dimerisierung de$Mgs durch eine Tgase als unwahrscheinlich gilt, w@Mg als kleine
Untereinheit des FcRn bzw. von MHCI-&hnlichen Hrae vorliegt. Dies ist auf die
Lokalisation des K6 und der moglicherweise betwligGlutaminreste zuriickzufihren. Q8
despMg wird fast vollstandig vom Rezeptor verdeckt, asgldieses nicht fir eine Reaktion
mit einer Tgase in Betracht kommt. Da K6 deutlictder Proteinkrimmung lokalisiert ist,
liegt nahe, dass sterische Hinderungen dazu flkless dagMg nicht dimerisieren kann.
Falls dies doch mdglich sein sollte, so zeigt disstallstruktur des FcRn-Albumin-Fc-YTE-
Komplexes, dass durch die Dimerisierung die Birglksdes IgGs durch ein weitergsig
verdeckt ware und so eine Bindung nicht mehr maglére. Dies hétte zur Folge, dass 1gG
aus dem sauren Endosom nicht mehr durch den Rezemounden und an die
Zelloberflache recycelt werden konnte. Die Halbezeit des IgG ware dadurch deutlich
vermindert. Die Bindung des Albumins ware durcheeimerisierung nicht beeinflusst, da

die Bindungsstelle weit entfernt der IgG-Bindegtdikgt.

Des Weiteren ware es von groRer Bedeutung den anTdasereaktion beteiligten
Glutaminrest despMgs zu identifizieren. Hier ist der Einsatz einerdhbren
Methylaminkonzentration vielversprechend. So solliater diesen Bedingungen sowohl die
NMR-spektroskopischen als auch die massenspektnsctetn Untersuchungen erneut
durchgefuhrt werden. Wurde dann der Glutaminrestntifiziert, so konnte eine
Dimerisierung degMgs, als kleine Untereinheit MHCI-&hnlicher Mole&jimoglicherweise
ganz ausgeschlossen werden. Trotzdem sollten mainggtem FcRn Dimerisierungsversuch
unternommen werden und mégliche Anderungen der Wigseigenschaften untersucht

werden.

In dieser Arbeit wurde ausschlief3lich didg im Komplex mit MHCI-Proteinen, speziell
der FcRn, betrachtet, im Zusammenhang mit der Btalijigng, ob eine Transglutaminase
Einfluss auf seine Funktion haben kdnnte. Mit déerodiskutierten Ergebnissen scheint
dies eher unwahrscheinlich. Des Weiteren wére es alch denkbar, dass der FcRn nicht
durch dag3Mg als Substrat der Tgase in seiner Funktion mzdifi werden kann, sondern
dass der Rezeptor selbst ein Substrat dieses Engyntgntersuchungen an Fc-Rezeptoren
haben ergeben, dass diese ein Substrat der Tgaksersl durch diese polymerisiert werden
konnen, was deren Funktion im Vergleich zu monomeRezeptoren beeinflus$t.
AuRRerdem scheint die Aktivitat der Tgase wichtigdie Bindung der Immunkomplexe und

kénnte Einfluss nehmen auf die Rezeptorsignalweitang!*>*** Zukiinftig wére es sehr
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interessant wie sich eine Inkubation des FcRn bzeyRIll mit der Tgase auf dessen
Struktur und Funktion auswirkt. Durch die Struktuerschiede der beiden Rezeptoren ist es
denkbar, dass eine Rezeptor als Substrat der Tgagkert, der andere hingegen nicht. Hier
konnten  durch  Gelfiltration, NMR-Spektroskopie  undOberflachenplasmonen-
resonanzspektroskopie  mogliche  Polymerbildungen  umghraus  resultierende
Modellierungen der Bindungseigenschaften der RereptFcRn und R&Ill untersucht
werden. Durch die GrolRe der Rezeptoren kodnnte sitie NMR-spektroskopische
Untersuchung schwierig gestalten. Hier kénnte diervéndung von TROSY? und
CRINEPT* Techniken und einer deuterierten Probe hilfrein £°

Optimierung der Reinigungsprotokolle

Um eine mdgliche Dimerisierung der Fc-Rezeptanewitro untersuchen zu kénnen, misste
eine ausreichend groRBe Menge an Rezeptor hergestetien. Hier stellt jedoch die
Reinigung und Renaturierung das gréf3te Problemm. Proteinverlust bei der Reinigung
des FcRn konnte moéglicherweise durch VerwendungpdbsHistidin-Tags statt des HAT-
Tags erreicht werden. Um den Proteinverlust wahmsdRenaturierungen so gering wie
moglich zu halten, konnte der Ligand IgG dem Rematungsansatz hinzugeflgt werden.
Die Anwesenheit des Liganden kdnnte zu einer vedyésn Faltung und somit gesteigerten
Ausbeute fuhren. Auch die Verwendung von Chaperamé&nrend der Renaturierung oder
durch Coexpression mit den Rezeptorek.irtoli. konnte zu einer besseren Proteinausbeute
fihren. Die Coexpression des FcRn neben ChaperomefiMg in E. coli. kénnte die
Faltung des FcRn unterstiitzen. Dies stellt einelidikgit dar die Rezeptoren bereitskn

coli 18slich zu exprimieren.

Identifizierung von Inhibitoren der BRIII-IgG-Bindung

Ein weiterer sehr interessanter Aspekt ist die tifieierung von mdglicher potentieller
Inhibitoren der FgRIl-IgG-Bindung mit Hilfen der Fragmentbibliotheklaybridge Ro5
fragment library Hierzu muss jedoch, wie auch in den Versuchemrzwenligend Protein
isoliert werden. Dafir muss eine Optimierung demRengsstrategie angestrebt werden.
Um Fragmente unterscheiden zu kénnen, ob sie aremdie oder zweite extrazellulare
Doméne des BRIl binden kann zukinftig mit dem in dieser Arbbiereits hergestellten
Vektor pET-FgRIII-BD eine Reinigungsstrategie entwickelt werddig es ermdglicht die

Bindedoméane in I6slicher Form herzustellen.
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In dieser Arbeit konnten Grundlagen geschaffen emiich Hinblick auf die Modulation von
Fc-Rezeptoren durch Transglutaminasen und potenlbiglibitoren. Dies ermdglicht weitere

interessante Untersuchungen zur Modifizierung @eREzeptorbindungseigenschaften.
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Anhang

Anhang

Al: DNA-Sequenzen der Inserts

DNA-Sequenzen der Insert zur Klonierung in die \ée&h pET28a(+), pIVEX2.3d und
pTWIN1. Neben den Basen ist die AminosduresequemzPdoteine in grau dargestellt.
Wichtige Elemente  des Proteins  sind rot, Erkennsegsenzen  fur
Restriktionsendonukleasen in blau gekennzeichnet.MNA-Sequenzen flir Schnittstellen
die zur Klonierung verwendet wurden sind zum besseverstandnis teilweise in grau
dargestellt. Diese grau dargestellten DNA-Sequersaath nicht Teil der Inserts, da sie bei

der Klonierung durch Inkubation mit Restriktionsendkleasen abgespalten werden.

Sequenz des fur dagMg kodierenden Inserts

HAT-Tag
001 GITCA TATGAAAGAT CATCTGATTC ATAACGTGCA TAAAGAAGAA
Ncol Ndel
HAT-Tag TEV

051 CATGCGCATG CGCATAACAA AGGGCGCEPBGCGGCGET ATGCGCAGGG
Ascl

BMg

~

101 CAGCCATATGATTCAGCGTA CCCCGAAAAT TCAGGTGTAT AGCCGTCATC
Ndel

BMg

~

151 CGGCGGAAAA CGGCAAAAGC AACTTTCTGA ACTGCTATGT@R&CTTT

BMg

~

201 CATCCGAGCG ATATCGAAGT GGATCTGCTG AAAAACGGCGAACTGA

BMg

XXVI



Anhang

251 AAAAGTGGAA CATAGCGATC TGAGCTTTAG CAAAGATTGG RETATC

BMg

~

301 TGCTGTATTA TACCGAATTT ACCCCGACCG AAAAAGATGA AGEGTGC

BMg

~

351 CGTGTGAACC ATGTGACCCT GAGCCAGCCG AAAATTGTGAGRGATCG

BMg

401 TGATATGGCG GCCGIOAGG CGGCCE®T
Notl Notl Xhol

Sequenz des fur den hFcRn kodierenden Inserts

HAT-Tag

001 GI'TCA TATGAAAGAT CATCTGATTC ATAACGTGCA TAAAGAAGAA

Ncol Ndel
HAT-Tag TEV

051 CATGCGCATG CGCATAACAA AGGGCGCE2BGCGGCGT ATGCGCAGGG
Ascl

hFcRn

101 CAGCCATATGGCGGAAAGCC ATCTGAGCCT GCTGTATCAT CTGACCGCGG
Ndel

hFcRn

151 TGAGCAGCCC GGCGCCGGGC ACCCCGGCGT TTTGGGTGAT GGGTG

hFcRn

201 GGCCCGCAGC AGTATCTGAG CTATAACAGC CTGCGTGGCGBABACC
hFcRn
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Anhang

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

GTGCGGCGCG TGGGTGTGGG AAAACCAGGT GAGCTGGTAGARRBAG

hFcRn

AAACCACCGA TCTGCGTATT AAAGAAAAAC TGTTTCTGGA B3ITTAAA

hFcRn

GCGCTGGGCG GCAAAGGCCC GTATACCCTG CAGGGCCTGECTGEGA

hFcRn

ACTGGGCCCG GATAACACCA GCGTGCCGAC CGCGAAATTTCBGRACG

hFcRn

GCGAAGAATT TATGAACTTT GATCTGAAAC AGGGCACCTG GGGCGAT

hFcRn

TGGCCGGAAG CGCTGGCGAT TAGCCAGCGT TGGCAGCAGETABSGC

hFcRn

GGCGAACAAA GAACTGACCT TTCTGCTGTT TAGCTGCCCGQANCTGC

hFcRn

GTGAACATCT GGAACGTGGC CGTGGCAACC TGGAATGGAABGACCG

hFcRn

AGCATGCGTC TGAAAGCGCG TCCGAGCAGC CCGGGCTTTAGCIEGAC

hFcRn

CTGCAGCGCG TTTAGCTTTT ATCCGCCGGA ACTGCAGCTGITGBTTGC

hFcRn

XXVIII



Anhang

751 GTAACGGCCT GGCGGCGGGC ACCGGCCAGG GCGATTTTGEABCAGC

hFcRn

801 GATGGCAGCT TTCATGCGAG CAGCAGCCTG ACCGTGAAAAGGGATGA

hFcRn

851 ACATCATTAT TGCTGCATTG TGCAGCATGC GGGCCTGGCGUINECTGC

hFcRn

901 GTGTGGAACT GGCGGCCBGTAGGCGGLCCGCCC

Notl Notl Xhol

Sequenz des fur den mFcRn kodierenden Inserts

HAT-Tag

001 GITCA TATGAAAGAT CATCTGATTC ATAACGTGCA TAAAGAAGAA
Ncol Ndel

HAT-Tag TEV

051 CATGCGCATG CGCATAACAA AGGGCGC@EPBGCGGCGET ATGCGCAGGG
Ascl

mFcRr:

101 CAGCCATATGACCCGTCCGC CGCTGATGTA TCATCTGACC GCGGTGAGCA
Ndel

mFcRr

151 ACCCGAGCAC CGGCCTGCCG AGCTTTTGGG CGACCGGCTGGHIICCG

mFcRr

XXIX



Anhang

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

CAGCAGTATC TGACCTATAA CAGCCTGCGT CAGGAAGCGAAIGCGG

mFcRr

CGCGTGGATG TGGGAAAACC AGGTGAGCTG GTATTGGGAGAAACCA

mFcRr

CCGATCTGAA AAGCAAAGAA CAGCTGTTTC TGGAAGCGCTAMICCTG

mFcRr

GAAAAAATTC TGAACGGCAC CTATACCCTG CAGGGCCTGCATK&CGA

mFcRr

ACTGGCGAGC GATAACAGCA GCGTGCCGAC CGCGGTGTTTTBEAACG

mFcRr

GCGAAGAATT TATGAAATTT AACCCGCGTA TTGGCAACTG GBGCGAA

mFcRr

TGGCCGGAAA CCGAAATTGT GGCGAACCTG TGGATGAAACSEATGC

mFcRr

GGCGCGTAAA GAAAGCGAAT TTCTGCTGAA CAGCTGCCCGEGAARTGC

mFcRr

TGGGCCATCT GGAACGTGGC CGTCGTAACC TGGAATGGAABGBCCG

mFcRr

AGCATGCGTC TGAAAGCGCG TCCGGGCAAC AGCGGCAGCR3RIGAC

mFcRr

XXX



Anhang

701 CTGCGCGGCG TTTAGCTTTT ATCCGCCGGA ACTGAAATTT TECTGC

mFcRr

751 GTAACGGCCT GGCGAGCGGC AGCGGCAACT GCAGCACC@EANBCGGC

mFcRr

801 GATGGCAGCT TTCATGCGTG GAGCCTGCTG GAAGTGAAAGGBATGA

mFcRr

851 ACATCATTAT CAGTGCCAGG TGGAACATGA AGGCCTGGCATBETGA

mFcRr

901 CCGTGGATCT GGCGGCCGTAGGCGGLCLCGCC
Notl Notl Xhol

Sequenz des fur den R&RIII kodierenden Inserts

FcyRIIl

001 GCCCG CACCGAAGAT CTGCCGAAAG CGGTGGTGTT TCTGGAACCG

Ncol

FcyRIIl

051 CAGTGGTATA GCGTGCTGGA AAAAGATAGC GTGACCCTGAAXTAGGG

FcyvRIIl

101 CGCGTATAGC CCGGAAGATA ACAGCACCCA GTGGTTTCATGWAGCC

FcyRIIl

151 TGATTAGCAG CCAGGCGAGC AGCTATTTTA TTGATGCGGCMGAUTSAAC

FcyRIIl

XXXI



Anhang

201 GATAGCGGCG AATATCGCTG CCAGACCAAC CTGAGCACCGUGATCC

FcyRIIl

251 GGTGCAGCTG GAAGTGCATA TTGGCTGGCT GCTGCTGCAG®GGGGCT

FcyRIIl

301 GGGTGTTTAA AGAAGAAGAT CCGATTCATC TGCGCTGCCATRGGAAA

FcyRIIl

351 AACACCGCGC TGCATAAAGT GACCTATCTG CAGAACGGCAMAGCAA

FcyvRIIl

401 ATATTTTCAT CATAACAGCG ATTTTCATAT TCCGAAAGCG ACTGAAAG

FcyRIIl

451 ATAGCGGCAG CTATTTTTGC CGCGGCCTGG TGGGCAGCALGASAGC

FcyRIIl

501 AGCGAAACCG TGAACATTAC CATTACCCAG GGCGC
Notl EcoRlI

551

Sequenz der hybridisierten Oligonukleotide zur Klorierung des His-Tags in den
pIVEX2.3d-FcyRllI

In der hybridisierten Sequenz sind die Uberhange Rlestriktionsschnittstellen durch
Unterstreichen hervorgehoben. Die grauen Sequenpehdren nicht zu den

Oligonukleotiden und dienen lediglich zur Verdezhling der Schnittstellen.

XXX
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001

His-Tag

GGCCGCAC TCGAGCACCA CCACCACCAC CACTGACATATEG
CGIG AGCTCGTGGT GGTGGTGGTG GTGACTGTAT ACCCTAG

Notl Ndel / BamHI

Sequenz des fur die FRII-BD kodierende Insert

001

051

101

151

201

251

301

351

GCTCTTCCAACTGTCCGCGA TGGGTATTCA AAGAGGAGGA CCATATG
Sapl Pp uMl Ndel

FcvyRIII-BD

GCCATGGAC ATATTGGCTG GCTGCTGCTG CAGGCGCCGC GCTGGGTGTT

Ncol

FcyRIII-BD

TAAAGAAGAG GACCCGATTC ATCTGCGCTG CCATAGCTGGAMWIRNCCG

FcvyRIII-BD

CGCTGCATAA AGTGACCTAT CTACAGAACG GCAAAGATCGAIMTTT

FcyRIII-BD

CATCATAACA GCGATTTTCA TATTCCGAAA GCGACCCTGA AABGCGG

FcyRIII-BD

CAGCTATTTT TGCCGCGGCC TGGTGGGCAG CAAAAACGTRBGGAAA

FcvyRIII-BD

CCGTGAACAT TACCATTACC CAGEGCGG CCBRCCCGG BGAGAATTC

Pasl Notl Smal

TCCCAGGET GCATCACGGG AGATGCACTATBICGTTGC

Pasl Spel

XXXl
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A2: Chemische Verschiebungen imH, **N-HSQC-Spektrums des
pMgs

Zuordnung 15N 1H S57 N-HN 121.199 8.405
D59 N-HN 116.520 7.730
Q2 N-HN 123.210 8.522 W60  N-HN 116.242 7.498
R3 N-HN 123.232 9.506 S61 N-HN 113.448 7.395
T4 N-HN 119.908 8.411 F62 N-HN 120.806 7.942
K6 N-HN 124.729 9.308 Y63  N-HN 111.859 8.235
17 N-HN 124.641 8.473 L64 N-HN 120.132 9.203
Q8 N-HN 127.210 9.040 L65 N-HN 122.088 8.200
V9 N-HN 125.325 9.187 Y66  N-HN 127.284 9.135
Y10 N-HN 122.989 8.529 Y67 N-HN 116.743 8.991
S11 N-HN 116.816 9.444 T68 N-HN 111.916 8.328
R12 N-HN 123.134 8.951 E69 N-HN 130.377 8.590
H13  N-HN 114.750 8.382 F70 N-HN 125.868 8.765
Al5 N-HN 127.138 9.130 T71 N-HN 117.511 8.359
E16 N-HN 125.116 9.020 (A)T73 N-HN 110.460 8.116
N17  N-HN 123.395 8.863 (B)T73 N-HN 110.611 8.109
G18 N-HN 109.390 8.905 E74 N-HN 118.755 9.065
K19  N-HN 120.939 7.892 (A)K75 N-HN 113.548 7.872
S20 N-HN 120.269 8.445 (B)K75 N-HN 113.825 7.878
N21  N-HN 127.323 8.992 (A)D76 N-HN 118.208 7.208
F22 N-HN 120.150 10.464 (B)D76 N-HN 118.107 7.186
L23 N-HN 127.043 9.049 (C)D76 N-HN 118.336 7.191
N24  N-HN 121.706 8.206 E77 N-HN 123.074 8.656
C25 N-HN 120.944 9.664 Y78 N-HN 124.008 9.590
Y26  N-HN 129.825 9.742 A79  N-HN 121.161 8.829
V27  N-HN 129.079 8.902 C80 N-HN 120.171 9.139
S28 N-HN 117.737 9.027 R81 N-HN 128.704 9.461
G29 N-HN 108.284 8.203 V82  N-HN 128.158 9.109
F30 N-HN 111.264 7.238 N83  N-HN 123.703 9.075
H31  N-HN 119.799 8.707 (A)H84 N-HN 123.044 7.758
S33 N-HN 112.214 8.359 (B)H84 N-HN 122.858 7.759
D34  N-HN 120.219 7.277 V85  N-HN 124.873 8.089
135 N-HN 123.810 8.005 T86 N-HN 111.206 7.595
E36 N-HN 125.527 8.049 L87 N-HN 123.462 8.120
V37  N-HN 125.212 8.046 (A)Q89 N-HN 117.141 7.559
D38 N-HN 122.468 8.874 (B)Q89 N-HN 117.393 7.559
L39 N-HN 121.292 9.179 K91  N-HN 125.491 8.806
L40 N-HN 120.342 9.016 192 N-HN 125.725 8.622
K41  N-HN 120.951 8.845 (A)V93 N-HN 129.905 9.124
N42  N-HN 128.458 9.814 (B)V93 N-HN 130.248 9.122
G43  N-HN 102.543 8.943 K94  N-HN 128.059 8.908
E44 N-HN 120.817 7.845 W95  N-HN 122.454 8.792
(A)R45 N-HN 124.706 8.795 D96  N-HN 131.710 8.617
(B)R45 N-HN 124.777 8.768 R97 N-HN 121.594 7.632
146 N-HN 129.000 8.875 D98  N-HN 120.166 8.218
E47 N-HN 126.603 8.566 M99  N-HN 125.807 7.619
K48  N-HN 119.787 8.115
V49  N-HN 122533 7.898
E50 N-HN 125.345 8.489
H51  N-HN 112.088 8.129
(A)S52 N-HN 117.107 9.193
(B)S52 N-HN 117.193 9.177
D53 N-HN 121.090 8.620
L54 N-HN 126.043 8.850
S55 N-HN 122.444 8.113
F56 N-HN 119.011 8.185
Zuordnung 15N 1H

XXXIV
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A3: Massenspektrum de$Mg
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Abbildung 41: Massenspektrum degMg nach trypischer Spaltung.

XXXV
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A4: Zusammenstellung der BINs 12 und 25 der Maybride library*?
(abgewandelt durch Rademacher und Landstrom)

BIN | Substanzen* > Substanzer
12 464 362 329 318 291 287 249 196 1a@ 89 11
25 309 306 244 235 229 185 140 116 1Md 21 17 12

* Gelbe Substanzen haben eine 1 mM Stockkonz.R&/eBubstanzen
haben eine 2 mM Stockkonz.

A5: Substanzen der Maybridge Ro5 Fragment Library
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A6: Pulsprogramme

'H; N HSQC-NMR-Spektrum (hsqcetf3gpsi)

;hsqcetf3gpsi

;avance-version (11/02/24)

;HSQC

;2D H-1/X correlation via double inept
transfer

;using sensitivity improvement

;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI
gradient selection

;with decoupling during acquisition
;using trim pulses in inept transfer
;using f3 - channel

;A.G. Palmer Ill, J. Cavanagh, P.E. Wright &
M. Rance, J. Magn.; Reson. 93, 151-170
(1991)

;L.E. Kay, P. Keifer & T. Saarinen, J. Am.
Chem. Soc. 114, 10663-5 (1992)

;J. Schleucher, M. Schwendinger, M. Sattler,
P. Schmidt, O. Schedletzky,

;S.J. Glaser, O.W. Sorensen & C. Griesinger,
J. Biomol. NMR 4, 301-306 (1994)

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=

' $SUBTYPE=
;$COMMENT=

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=pl*2"
"p22=p21*2"
"d11=30m"
"d26=1s/(cnst4*4)"

"d0=3u"
"in0=inf1/2"
"DELTAL=p16+d16-p1*0.78+de+8u"

#ifdef LABEL_CN
"DELTA=pl6+d16+larger(p2,p14)+d0*2"
#else

"DELTA=p16+d16+p2+d0*2"

#endif *LABEL_CN*/

"acqt0=0"
baseopt_echo

1ze
di1 pl16:f3
2 d1 do:f3

XXXVII

3 (pl phl)

d26 pl3:f3

(center (p2 phl) (p22 ph6):f3)
d26 UNBLKGRAD
p28 phl

4u

(p1 ph2)

3u

pl6:gpl

d16

(p21 ph3):f3

do

#ifdef LABEL_CN

(center (p2 ph7) (pl4:sp3 phl):f2)
#else

(p2 ph7)

#endif *LABEL_CN*/

do

pl6:gp2*EA

di6

(p22 ph4):f3

DELTA

(center (p1 phl) (p21 ph4):f3)

d24

(center (p2 phl) (p22 ph1):f3)

d24

(center (p1 ph2) (p21 ph5):f3)

d26

(center (p2 phl) (p22 phl):f3)

d26

(p1 phl)

DELTAl

(P2 ph1)

4u

p16:gp3

di16 pl16:f3

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd3:f3

d1 do:f3 mc #0 to 2
F1EA(calgrad(EA) & calph(ph5, +180),
caldel(dO, +in0) & calph(ph3, +180) &
calph(ph6, +180) & calph(ph31, +180))
exit

ph1l=0
ph2=1
ph3=0 2
ph4=0022
ph5=1133
ph6=0
ph7=0022
ph31=0220



Anhang

;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;pI3 : 3 channel - power level for pulse
(default)

;pl16: f3 channel - power level for CPD/BB
decoupling

;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree
(adiabatic)

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse for

inversion (adiabatic)
;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]

;p21: £3 channel - 90 degree high power pulse

;p22: f3 channel - 180 degree high power
pulse

;p28: f1 channel - trim pulse [1 msec]

;dO : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;d24: 1/(43)YH for YH

; 1/(8J)YH for all multiplicities

;d26: 1/(43(YH))

;enst4: = J(YH)

;infl: L/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;ndO: 2

iNS:1*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments

;FNMODE: echo-antiecho

;cpd3: decoupling according to sequence
defined by cpdprg3

;pcpd3: f3 channel - 90 degree pulse for
decoupling sequence

;use gradient ratio: gpl:gp2:gp3
; 50: 80:20.1 for
C-13
; 50:
N-15

80 : 8.1 for

;for z-only gradients:

;0pzl: 50%

;0pz2: 80%

;gpz3: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;use gradient files:

;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3:; SMSQ10.100

;preprocessor-flags-start

;LABEL_CN: for C-13 and N-15 labeled
samples start experiment with

; option -DLABEL_CN (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end

XXXV

;$1d: hsqcetf3gpsi,v 1.5.4.1 2011/02/24
17:26:39 ber Exp

hncogp3d

;avance-version (10/02/12)
;HNCO
;3D sequence with

inverse correlation for triple resonance
using multiple
;  inept transfer steps

F1(H) -> F3(N) -> F2(C=0,t1) ->

F3(N,t2) -> F1(H,t3)

;on/off resonance Ca and C=0 pulses using
shaped pulse
;phase sensitive (t1)

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient

selection (t2)
;using constant time in t2
;(use parameterset HNCOGP3D)

;S. Grzesiek & A. Bax, J. Magn. Reson. 96,
432 - 440 (1992)
;J. Schleucher, M. Sattler & C. Griesinger,
Angew. Chem. Int. Ed. 32,

1489-1491 (1993)
;L.E. Kay, G.Y. Xu & T. Yamazaki, J. Magn.
Reson. A109, 129-133 (1994)

;$CLASS=HighRes
;$DIM=3D
STYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

prosol relations=<triple>

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

||p2:p1*2u
"p22=p21*2"
"d11=30m"
"d13=4u"

"d21=5.5m"
"d23=12m"

"d26=2.3m"

"do=3u"
"d10=d23/2-p14/2"
"d29=d23/2-p14/2-p26-d21-4u"
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"d30=d23/2-p14/2"

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/4"

"in29=in10"
"in30=in10"

"DELTA=d0*2+larger(p14,p22)-p14"
"DELTA1=p16+d16+d13+4u"
"DELTA2=d23-d21-p26"
"DELTA3=d21-p16-d16-4u"

"spoff2=0"
"spoff3=0"
"spoff5=bf2*(cnst22/1000000)-02"
"spoff8=0"

agseq 321

1d11 ze
d11 pl16:f3
2 d11 do:f3
3d1 pl1:f1
pl phl
d26 pl3:f3
(center (p2 phl) (p22 phl):f3)
d26 UNBLKGRAD
(p1 ph2):f1

4u plO:fl
(p11:spl phl:r):fl
4u

pl6:gpl

di16

(p21 ph3):f3

d21 pl19:f1

(p26 ph2):f1

DELTAZ2 cpdsl:fl phl

(center (p14:sp3 phl):f2 (p22 phl):f3)
d23

(p21 ph1):3

d13 do:f1
(p26 ph7):f1
4u

p16:gp2
di6

(p13:sp2 ph4):f2

do

(center (p14:sp5 phl):f2 (p22 phl):f3)
do

4u

(p14:sp3 phl):f2

DELTA

(p14:sp5 phl):f2

4u

(p13:sp8 phl):f2

4u

p16:gp3

di6

(p26 ph2):f1

20u cpds1:fl phl

(p21 ph1):3
d30

(p14:sp5 phl):f2
d30

(center (p14:sp3 phl):f2 (p22 ph8):f3)
d1o

(p14:sp5 phl):f2
d29

4u do:fl

(p26 ph7):fi

4u

pl6:gp4*EA
d16

DELTA3 pl1:f1

(center (p1 phl) (p21 ph5):f3)

d26

(center (p2 phl) (p22 phl):f3)

d26

(center (p1 ph2) (p21 ph6):f3)

d26

(center (p2 phl) (p22 phl):f3)

d26

(p1 phl)

DELTA1l

(p2 phl)

di3

p16:gp5

di16 pl16:f3

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd3:f3

d11 do:f3mc#0to 2

F1PH(calph(ph4, +90), caldel(d0, +in0))
F2EA(calgrad(EA) & calph(ph6, +180),
caldel(d10, +in10) & caldel(d29, +in29) &
caldel(d30, -in30))
exit

ph1=0

ph2=1
ph3=0000000022222222
ph4=0 2

ph5=00 2 2

ph6=3311

ph7=3

ph8=00002222
ph31=0220022020022002

;pl0 : OW
;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)
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;pI3 : 3 channel - power level for pulse
(default)

;pl16: f3 channel - power level for CPD/BB
decoupling

;pl19: f1 channel - power level for CPD/BB
decoupling

;spl: f1 channel - shaped pulse 90 degree
(H20 on resonance)

;sp2: f2 channel - shaped pulse 90 degree
(C=0 on resonance)

;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree
(C=0 on resonance)

;Sp5: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca
off resonance)

;sp8: f2 channel - shaped pulse 90 degree
(C=0 on resonance)

;for time reversed pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p11: f1 channel - 90 degree shaped pulse [2
msec]

;p13: f2 channel - 90 degree shaped pulse
;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse
;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]
;p21: £3 channel - 90 degree high power pulse
;p22: f3 channel - 180 degree high power
pulse

;p26: f1 channel - 90 degree pulse at pl19
;d0 : incremented delay (F1 in 3D) [3 usec]
;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d10: incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]

;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;d21: 1/(2J(NH) [5.5 msec]

;d23: 1/(4J(NCO) [12 msec]

;d26: 1/(4J'(NH) [2.3 msec]

;d29: incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2-p26-d21-4u

;d30: decremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2

;enst21: CO chemical shift (offset, in ppm)
;cnst22: Calpha chemical shift (offset, in ppm)
;02p: CO chemical shift (cnst21)

;infl: 1/SW(CO) = 2 * DW(CO)

;inf2: 1/SW(N) = 2 * DW(N)

;in0: 1/(2 * SW(CO)) = DW(CO)

:ndO: 2

;in10: 1/(4 * SW(N)) = (1/2) DW(N)
:nd10: 4

;in29: =inl10

;in30: =inl10

:NS: 8 *n

:DS: >=16

;td1: number of experiments in F1

;td2: number of experiments in F2 td2 max = 2
*d30/in30

;FNMODE: States-TPPI (or TPPI) in F1
;FNMODE: echo-antiecho in F2

XL

;cpdsl: decoupling according to sequence
defined by cpdprgl

;cpd3: decoupling according to sequence
defined by cpdprg3

;pcpdl: f1 channel - 90 degree pulse for
decoupling sequence

;pcpd3: f3 channel - 90 degree pulse for
decoupling sequence

;use gradientratio:gpl:gp2:9p3:gp4:
gp 5

;60: -40: 10: 80: 8.1
;for z-only gradients:
;gpzl: 60%

;0pz2: -40%

;0pz3: 10%

;gpz4: 80%

;0pz5: 8.1%

;use gradient files:

;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3: SMSQ10.100
;gpnam4: SMSQ10.100
;gpnam5: SMSQ10.100

;$1d: hncogp3d,v 1.17 2010/02/12 15:03:55
ber Exp $

hncocagpwg3d

;avance-version (10/02/12)

;HN(CO)CA

;3D sequence with

;inverse correlation for triple resonance using
multiple

;inept transfer steps

‘F1(H) -> F3(N) -> F2(C=0) -> F2(Ca,t1)
> F2(C=0) -> F3(N,12) -> F1(H,3)

;on/off resonance Ca and C=0 pulses using
shaped pulse

;phase sensitive (t1)

;phase sensitive (t2)

;using constant time in t2

;water suppression using watergate sequence
;(use parameterset HNCOCAGPWG3D)

;S. Grzesiek & A. Bax, J. Magn. Reson. 96,
432 - 440 (1992)

;(L.E. Kay, G.Y. Xu & T. Yamazaki, J. Magn.
Reson. A109, 129-133 (1994))

;$CLASS=HighRes
;$DIM=3D
STYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=
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prosol relations=<triple>

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=p1*2"
"p22=p21*2"
"d11=30m"
"d13=4u"

"d21=5.5m"
"d22=4m"
"d23=12m"
"d26=2.3m"

"do=3u"

"d10=d23/2-p14/2"
"d29=d23/2-p14/2-p26-d21-4u"
"d30=d23/2-p14/2"

"in0=infl1/2"
"in10=inf2/4"

"in29=in10"
"in30=in10"

"DELTA=d0*2+larger(p14,p22)-p14"
"DELTA1=d23-d21-p26"
"DELTA2=d22-p14-4u"
"DELTA3=d26-p16-d16-p11-12u"

"spoff2=0"
"spoff3=0"

"spoff5=bf2*((cnst22-cnst21)/1000000)"
"spoff7=bf2*((cnst21-cnst22)/1000000)"

"spoff8=0"
agseq 321

1d11 ze

d11 pl16:f3

2 d11 do:f3

3 d1 pl1:f1 fg=cnst21(bf ppm):f2
pl phl

d26 pl3:f3

(center (p2 phl) (p22 ph1):f3)
d26 UNBLKGRAD

(p1 ph2):f1

4u plo:fl
(p11:spl phl:r):fl
4u

pl6:gpl

di6

(p21 ph1):3

d21 pl19:f1

(p26 ph2):fi

DELTAI cpdsi:fl phl

XLI

(center (p14:sp3 phl):f2 (p22 ph1):f3)
d23
(p21 ph1):f3

(p13:sp2 ph3):f2
4u

(p14:sp5 phl):f2
DELTA2
(p14:sp3 phl):f2
4u

(p14:sp5 phl):f2
DELTA2
(p13:sp8 ph2):f2

4u
30u fg=cnst22(bf ppm):f2

(p13:sp2 ph4):f2

do

(center (pl14:sp7 phl):f2 (p22 ph8):f3)
do

4u

(p14:sp3 phl):f2

DELTA

(p14:sp7 phl):f2

4u

(p13:sp8 phl):f2

4u
30u fg=cnst21(bf ppm):f2

(p13:sp2 ph2):f2
DELTA2
(p14:sp5 phl):f2
4u

(p14:sp3 phl):f2
DELTA2
(p14:sp5 phl):f2
4u

(p13:sp8 phl):f2

4u do:fl

(p26 ph7):f1

4u

p16:gp2

di16

(p26 ph2):fi

20u cpds1:f1 phl

(p21 phb5):f3
d30

(p14:sp5 phl):f2
d30

(center (p14:sp3 phl):f2 (p22 ph8):f3)
d10

(p14:sp5 phl):f2
d29

4u do:fl1

(p26 ph7):f1
d21
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(p21 ph1):3

p16:gp3

d16 plo:fl
(p11:spl ph6):fl
4u

4u pl1:fl

(p1 phl)

4u

pl6:gp4

di6

DELTA3 pl0:f1

(p11:spl ph6):f1

4u

4u pl1:fl

(center (p2 phl) (p22 phl):f3)

4u plo:fl

(p11:spl ph6):fl

4u

DELTA3

pl6:gp4

di16 pl16:f3

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd3:f3

d11 do:f3mc#0to 2

F1PH(calph(ph4, +90), caldel(d0, +in0))
F2PH(calph(ph5, +90), caldel(d10, +in10) &
caldel(d29, +in29) & caldel(d30, -in30))
exit

ph1=0

ph2=1
ph3=0000000022222222
ph4=0 2

ph5=0022

ph6=2

ph7=3

ph8=00002222
ph31=0220022020022002

;pl0 : OW

;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;pI3 : 3 channel - power level for pulse
(default)

;pl16: f3 channel - power level for CPD/BB
decoupling

;pl19: f1 channel - power level for CPD/BB
decoupling

;spl: f1 channel - shaped pulse 90 degree
(H20 on resonance)

;sp2: f2 channel - shaped pulse 90 degree (on
resonance)

;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree (on
resonance)

;Sp5: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca
off resonance)

;Sp7: f2 channel - shaped pulse 180 degree
(C=0 off resonance)

XLII

;Sp8: f2 channel - shaped pulse 90 degree (on
resonance)

; for time reversed pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p11: f1 channel - 90 degree shaped pulse [1
msec]

;p13: f2 channel - 90 degree shaped pulse
;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse
;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]

;p21: f3 channel - 90 degree high power pulse
;p22: f3 channel - 180 degree high power
pulse

;p26: f1 channel - 90 degree pulse at pl19

;d0 : incremented delay (F1 in 3D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d10: incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2
;d11:
;d13:
;d16:
;d21:
;d22:
;d23:

delay for disk I/O [30 msec]

short delay [4 usec]

delay for homospoil/gradient recovery
1/(2J(NH) [5.5 msec]

1/(43(COCa) [4 msec]

1/(4J(NCO) [12 msec]

;d26: 1/(4J'(NH) [2.3 msec]

;d29: incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2-p26-d21-4u

;d30: decremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2

;enst21: CO chemical shift (offset, in ppm)
;cnst22: Calpha chemical shift (offset, in ppm)
;02p: Calpha chemical shift (cnst22)

;infl: 1/SW(Ca) = 2 * DW(Ca)

;inf2: 1/SW(N) = 2 * DW(N)

;in0: 1/(2 * SW(Ca)) = DW(Ca)

:nd0: 2

;in10: 1/(4 * SW(N)) = (1/2) DW(N)
;:nd10: 4

;in29: =in10

;in30: =in10

:NS:8*n

;DS: >=16

;td1: number of experiments in F1

;td2: number of experiments in F2 td2 max = 2
*d30/in30

;FNMODE: States-TPPI (or TPPI) in F1
;FNMODE: States-TPPI (or TPPI) in F2
;cpdsl: decoupling according to sequence
defined by cpdprgl

;cpd3: decoupling according to sequence
defined by cpdprg3

;pcpdl: f1 channel - 90 degree pulse for
decoupling sequence

;pcpd3: f3 channel - 90 degree pulse for
decoupling sequence

;use gradient ratio:gpl:gp2:9p3:gp 4
;50:40:60:30

;for z-only gradients:
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;0pzl: 50%
;0pz2: 40%
;gpz3: 60%
;gpz4: 30%

;use gradient files:

;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3: SMSQ10.100
;gpnam4: SMSQ10.100

;$1d: hncocagpwg3d,v 1.6 2010/02/12
15:03:55 ber Exp $

hncagpwg3d

;avance-version (10/02/12)

;HNCA

;3D sequence with

;inverse correlation for triple resonance using
multiple

;inept transfer steps

‘F1(H) -> F3(N) -> F2(Ca,t1) -> F3(N,t2) ->
F1(H,13)

;on/off resonance Ca and C=0 pulses using
shaped pulse

;phase sensitive (t1)

;phase sensitive (t2)

;using constant time in t2

;water suppression using watergate sequence
;(use parameterset HNCAGPWG3D)

;S. Grzesiek & A. Bax, J. Magn. Reson. 96,
432 - 440 (1992)

;(J. Schleucher, M. Sattler & C. Griesinger,
Angew. Chem. Int. Ed. 32,

;1489-1491 (1993))

;(L.E. Kay, G.Y. Xu & T. Yamazaki, J. Magn.
Reson. A109, 129-133 (1994))

;$CLASS=HighRes
;$DIM=3D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

prosol relations=<triple>

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=p1*2"
"p22=p21*2"
"d11=30m"
"d13=4u"

"d21=5.5m"

XL

"d23=12m"
"d26=2.3m"

"do=3u"

"d10=d23/2-p14/2"
"d29=d23/2-p14/2-p26-d21-4u"
"d30=d23/2-p14/2"

"in0=infl1/2"
"in10=inf2/4"

"in29=in10"
"in30=in10"

"DELTA=d0*2+larger(p14,p22)-p14"
"DELTA1=d23-d21-p26"
"DELTA2=d26-p16-d16-p11-12u"

"spoff2=0"
"spoff3=0"
"spoff5=bf2*(cnst21/1000000)-02"
"spoff8=0"

agseq 321

1d11 ze

d11 pl16:f3

2 d11 do:f3

3d1pli:fl

pl phl

d26 pl3:f3

(center (p2 phl) (p22 ph1):f3)
d26 UNBLKGRAD

(p1 ph2):f1

4u plO:fl
(p11:spl phl:r):fl
4u

pl6:gpl

d16

(p21 ph3):f3

d21 pl19:f1

(p26 ph2):f1

DELTAI cpdsi:fl phl

(center (p14:sp3 phl):f2 (p22 ph1):f3)

d23
(p21 ph1):3

(p13:sp2 ph4):f2
do

(center (p14:sp5 phl):f2 (p22 ph8):f3)

do

4u

(p14:sp3 phl):f2
DELTA
(p14:sp5 phl):f2
4u

(p13:sp8 phl):f2
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4u do:fl1

(p26 ph7):f1

4u

p16:gp2

di6

(p26 ph2):f1

20u cpds1:f1l phl

(p21 ph5):3
d30

(p14:sp5 phl):f2
d30

(center (p14:sp3 phl):f2 (p22 ph8):f3)
d1o

(p14:sp5 phl):f2
d29

4u do:fl

(p26 ph7):fi
d21

(p21 ph1):f3

p16:gp3

d16 plo:f1
(p11:spl ph6):f1
4u

4u pl1:fl

(p1 phl)

4u

pl6:gp4

d16

DELTAZ2 pl0:f1

(p11:spl ph6):f1

4u

4u pl1:fl

(center (p2 phl) (p22 ph1):f3)
4u plO:fl

(p11:spl ph6):fl

4u

DELTA2

pl6:gp4

d16 pl16:f3

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd3:f3

d11 do:f3 mc #0 to 2
F1PH(calph(ph4, +90), caldel(d0, +in0))

F2PH(calph(ph5, +90), caldel(d10, +in10) &

caldel(d29, +in29) & caldel(d30, -in30))
exit

ph1=0

ph2=1
ph3=0000000022222222
ph4=0 2

ph5=002 2

ph6=2

ph7=3

ph8=00002222
ph31=0220022020022002

;pl0 : OW

;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;pI3 : 3 channel - power level for pulse
(default)

;pl16: f3 channel - power level for CPD/BB
decoupling

;pl19: f1 channel - power level for CPD/BB
decoupling

;spl: f1 channel - shaped pulse 90 degree
(H20 on resonance)

;sp2: f2 channel - shaped pulse 90 degree (Ca
on resonance)

;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca
on resonance)

;Sp5: f2 channel - shaped pulse 180 degree
(C=0 off resonance)

;sp8: f2 channel - shaped pulse 90 degree (Ca
on resonance)

; for time reversed pulse

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;pl11: f1 channel - 90 degree shaped pulse [1
msec]

;p13: f2 channel - 90 degree shaped pulse
;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse
;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]

;p21: f3 channel - 90 degree high power pulse
;p22: f3 channel - 180 degree high power
pulse

;p26: f1 channel - 90 degree pulse at pl19

;dO : incremented delay (F1 in 3D) [3 usec]
;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d10: incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]

;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;d21: 1/(2J(NH) [5.5 msec]

;d23: 1/(4J(NCa) [12 msec]

;d26: 1/(4J'(NH) [2.3 msec]

;d29: incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2-p26-d21-4u

;d30: decremented delay (F2 in 3D) = d23/2-
pl4/2

;enst21: CO chemical shift (offset, in ppm)
;cnst22: Calpha chemical shift (offset, in ppm)
;02p: Calpha chemical shift (cnst22)

;infl: 1/SW(Ca) = 2 * DW(Ca)

;inf2: 1/SW(N) = 2 * DW(N)

;in0: 1/(2 * SW(Ca)) = DW(Ca)

:ndO: 2

;in10: 1/(4 * SW(N)) = (1/2) DW(N)
:nd10: 4

:in29: =in10

;in30: =in10

:NS: 8 *n

:DS: >=16

;td1: number of experiments in F1
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;td2: number of experiments in F2 td2 max
=2*d30/in30

;FNMODE: States-TPPI (or TPPI) in F1
;FNMODE: States-TPPI (or TPPI) in F2
;cpdsl: decoupling according to sequence
defined by cpdprgl

;cpd3: decoupling according to sequence
defined by cpdprg3

;pcpdl: f1 channel - 90 degree pulse for
decoupling sequence

;pcpd3: f3 channel - 90 degree pulse for
decoupling sequence

;use gradientratio:gpl:gp2:9p3:gp 4
;50:40:60:30

;for z-only gradients:
;0pzl: 50%
;0pz2: 40%
;0pz3: 60%
;gpz4: 30%

;use gradient files:

;gpnaml: SMSQ10.100
;gpnam2: SMSQ10.100
;gpnam3:; SMSQ10.100
;gpnam4:; SMSQ10.100

;$1d: hncagpwg3d,v 1.5 2010/02/12 15:03:55
ber Exp $

stddiffesgp.3

;stddiffesgp.3

;avance-version (11/01/24)

;pseudo 2D sequence

;for saturation transfer difference

;with shaped pulse train for saturation on 2
channel

;alternating between on and off resonance

;to be defined by fg2list

;with  spoil sequence to destoy unwanted
magnetization

;water suppression using excitation sculpting
with gradients

;with spinlock to suppress protein signals
;(use parameterset STDDIFFESGP.3)

;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. Int.
Ed. 38, 1784-1788 (1999)

;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. 111,
1902-1906 (1999).

;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson.,
;Series A 112 275-279 (1995)
;$CLASS=HighRes

;$DIM=2D

STYPE=

;$SUBTYPE=

;$COMMENT=

#include <Avance.incl>

XLV

#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
define list<frequency> stdlist=<$FQ2LIST>
"p2=p1*2"
"d12=20u"
"d11=30m"
"p29=d29"
"15=d20/p42"
"d31=p42*5"
"DELTA1=d1-d31
"TAU=de+p1*2/3.1416+50u"
"nbl=td1"
"acqt0=0"
baseopt_echo
1ze

3m stdlist:f2 st0
26m

36m

4d11

6m

5 50u UNBLKGRAD
4u pl10:f1

(p17 ph2)

(p17*2 ph3)

4u

p30:gpl

10m pl1:fl

4u BLKGRAD
DELTAl

6 (p42:sp9 ph4):f2
4u

lo to 6 times I5

pl phl

4u pl29:f1

(p29 phd)

50u UNBLKGRAD
p16:gp2

d16 plo:fl
(p40:sp10 ph6:r):fl
4u

d12 pl1:fl

p2 ph7

4u

p16:gp2

di6

TAU

p16:gp3

di16 plo:f1
(p40:sp10 ph8:r):fl
4u

d12 pl1:fl

p2 ph9

p16:gp3

di6

4u BLKGRAD
goscnp ph31

3m stdlist.inc

3m stdlist:f2 st

lo to 3 times nbl

3m ippl ipp5 ipp6 ipp7 ipp8 ipp9 ipp31
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3m stdlist.res

lo to 4 times ns

d1l wr #0

3m rppall

3m zd

lo to 5 times 14

exit

phl=0 2

ph2=0

ph3=1

ph4=0
ph5=1111111133333333
ph6=0011
ph7=2233
ph8=00001111
ph9=22223333
ph31=02202002

;pl0 : OW

;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;pl2 : f2 channel - power level for pulse
(default) [120 dB]

;pl10: f1 channel - power level for TOCSY-
spinlock

;pl29: f1 channel - power level for trim pulse
;sp9 : f2 channel - shaped pulse for saturation
[40 - 60 dB]

;sp10: f1 channel - shaped pulse 180 degree
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

;pl7: f1 channel - trim pulse [2.5 msec]

;p29: f1 channel - trim pulse

;p30: gradient pulse [3 msec]

;p40: f1 channel - 180 degree shaped pulse
(Squa100.1000) [2 msec]

;p42: f2 channel - shaped pulse for saturation
[50 msec]

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;d20: saturation time

;d29: spinlock time [10 - 50 msec]

;d31: saturation time as executed

;14: 14 = number of averages = (total number
of scans) / NS

;15: loop for saturation: p42 * |15 = saturation
time

:NS: 8 *n

:DS: 4

;td1: number of experiments

:NBL: NBL = number of irradiation

frequencies

;define FQ2LIST (irradiation frequencies)
;(list has to be stored in
"fulexp/stan/nmr/lists/f1")

;use gradient ratio: gpl:gp2:9p3
;40:31:11

;for z-only gradients:

XLVI

;0pzl: 40%

;0pz2: 31%

;0pz3: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SMSQ10.100

;gpnam2: SMSQ10.100

;gpnam3:; SMSQ10.100

;this pulse program produces a ser-file
(PARMOD = 2D)

;The STD experiment is protected by
international patents owned by:

;Alepharma Licensing, Raamfeld 67, 22397
Hamburg, Germany.

;For commercial use (direct or indirect) please
contact the company for

;licensing information at:

;E-mail: info@alepharma-licensing.com,

;Fax: +49 4060847812,

;Tel: +49 1701685158 or +49 1712788867.
;$ld:  stddiffesgp.3,v  1.9.2.1 2011/01/24
15:49:24 ber Exp $
;$ld:  stddiffesgp.3,v
15:49:24 ber Exp $;

1.9.2.1 2011/01/24

Stddiff

stddiff

;avance-version (11/01/24)

;pseudo 2D sequence

;for saturation transfer difference

;with shaped pulse train for saturation on 2
channel

;alternating between on and off resonance
;to be defined by fg2list

;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. Int.
Ed. 38, 1784-1788 (1999)

;M. Mayer & B. Meyer, Angew. Chem. 111,
1902-1906 (1999)

;$CLASS=HighRes

;$DIM=2D

$TYPE=

;$SUBTYPE=

;$COMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Delay.incl>

define list<frequency> stdlist=<$FQ2LIST>
"d11=30m"

"15=d20/p42"

"d31=p42*5"

"DELTA1=d1-d31"

"nbl=td1"

1ze

3m stdlist:f2 st0

26m

36m

4d11

6m

5 DELTA1

6 (p42:sp9 ph2):f2
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4u

lo to 6 times I5

pl phl

goscnp ph31

3m stdlist.inc

3m stdlist:f2 st

lo to 3 times nbl

3mipplipp31

3m stdlist.res

lo to 4 times ns

d11 wr #0

3m rppall

3m zd

lo to 5 times 14

exit

phl1=02201331

ph2=0

ph31=02201331

;pll : f1 channel - power level for pulse
(default)

;pl2 : f2 channel - power level for pulse
(default) [120 dB]

;sp9 : f2 channel - shaped pulse for saturation
[40 - 60 dB]

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p42: f2 channel - shaped pulse for saturation
[50 msec]

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]

;d20: saturation time

;d31: saturation time as executed

;14: 14 = number of averages = (total number
of scans) / NS

;15: loop for saturation: p42 * |15 = saturation
time

NS: 8 *n

:DS: 4

;td1: number of experiments

:NBL: NBL = number of irradiation

frequencies

;define FQ2LIST (irradiation frequencies)

;(list has to be stored in
"fulexp/stan/nmr/lists/f1")

;this  pulse program produces a ser-file
(PARMOD = 2D)

;The STD experiment is protected by
international patents owned by:

;Alepharma Licensing, Raamfeld 67, 22397
Hamburg, Germany.

;For commercial use (direct or indirect) please
contact the company for

;licensing information at:

;E-mail: info@alepharma-licensing.com,

;Fax: +49 4060847812,

;Tel: +49 1701685158 or +49 1712788867
;$1d: stddiff,v 1.6.2.1 2011/01/24 15:49:24 ber
Exp $

XLVII



Danksaqung

In erster Linie mochte ich mich Bei Herrn Prof. Beeger fir das spannende Thema, sein

grol3es Engagement, die Anregungen und seine dltiterstiitzung bedanken.

Meinen Mentoren Herrn Prof. Dr. Restle und Herrn Recke gilt ein grof3er Dankbarkeit

fur die vielen Diskussionen und Denkanst6lRe.

Ein besonderer Dank gilt auch Prof Dr. Huibner figrldbernahme der Zweitgutachterschatt.

Fur die finanzielle Unterstitzung bedanke ich miodéi dem Graduiertenkolleg 1727

»Modulation of Autoimmunity”.

Der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Dominik Schwudke;iodhalytische Chemie;
Forschungszentrum Borstel danke ich fur die Durechfiig der massenspektrometrischen

Analysen.

Ohne die Zusammenarbeit und Unterstitzung allegiMder des Institutes fur Chemie ware

diese Arbeit nicht méglich gewesen. Hier mochtericbh namentlich bei einigen von ihnen

ganz besonders bedanken.

Sarah Leineweber, Sarah Schonig, Lena Lisbeth Griophie WeilRbach, Henrik Wegener

und Dr. Alvaro Mallagaray De Benito, die immer eifienes Ohr fir meine Probleme hatten
und mir jederzeit mit Rat und Tat zur Seite stand®mn Thorsten Biet fiir die Unterstitzung

am NMR und die tollen Gespréache. Dr. Christoph Ramther und Dr. Nora Sindhuwinata

fur die Hilfe mit der Maybridge Library. Jens Klibgil und Jannis Lawaschek, die wéahrend
ihrer Praktika bzw. Abschlussarbeiten weitere Aspettieses Themas beleuchteten und
dadurch zum Fortgang beigetragen haben. Des Weitaréchte ich mich bei allen

bedanken, die mir die Mittagspausen versiifit haben.

Jan, Luca und Lias gebuhrt eine auRerordentlichekiRakeit fir ihre Liebe und die stetigen

Ablenkungen.

SchlielSlich mochte ich mich noch bei meinen Eltemd GroReltern bedanken, fir ihr

Vertrauen, ihre Unterstiitzung und ihre stetige Maiton.

XLVIII



