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I Einleitung: Parathormon-Rezeptordominen

I Einleitung

I.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

Um eine entsprechende Reaktion des Organismus auf seine Umwelt auszul6sen, ist die
Kommunikation und Interaktion einzelner Korperzellen essentiell. Im Laufe der Evolution
entwickelte die Natur komplexe Mechanismen fiir eine selektive Weiterleitung externer Reize, wie
etwa Licht, Temperaturverinderungen oder mechanische, chemische oder elektrische Impulse,
durch die abgrenzende Zellmembran in das Innere von Zellen. Entscheidend daftir ist das
Vorhandensein entsprechender selektiver Rezeptoren in der Zellmembran, welche in der Lage
sind, extrazellulire Signalmolekille zu binden und daraufthin eine intrazellulire Antwort
auszulOsen.

Eine der groB3ten und aus pharmakologischer Sicht interessantesten Klassen dieser Rezeptoren
sind die G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Diese Rezeptoren konnten inzwischen in
nahezu allen bekannten Organismen vom Einzeller, wie etwa Saccharomyces cerevisiae, bis hin zu
Pflanzen und Sdugetieren beschrieben werden. In den siebziger Jahren wurden als erste Vertreter
dieser Klasse der B-adrenerge Rezeptor aus Maus (1) und der Glukagon-Rezeptor aus Rattenleber
(2) beschrieben und auch ein Zusammenhang zur Aktivierung der intrazelluliren Adenylat -
Cyclase tiber das rezeptorgebundene Guanosinnukleotid-bindende Protein (G-Protein) wurde
hergestellt. Die erste Gensequenz eines GPCRs wurde 1983 vom Rinderopsin verffentlicht (3).
Seither konnte eine Vielzahl von Sequenzen weiterer GPCRs aus den unterschiedlichsten
Organismen identifiziert werden. Schitzungen zufolge kodieren etwa 3 % des humanen Genoms
fir ca. 850 GPCRs (4); ca. 80 % aller bekannten Hormone und Neurotransmitter aktivieren
zellulire Signaltransduktionsmechanismen tiber GPCRs (5). Daher ist es nicht verwunderlich,
dass 30-50 % aller derzeit verwendeten Pharmaka auf GPCRs und deren Interaktionspartner

gerichtet sind.

Kiassifizierung

Basierend auf Sequenzhomologien und der chemischen Struktur der Liganden kénnen GPCRs
der Metazoen in drei Hauptklassen und mehrere Subklassen unterteilt werden (GPCR
Datenbank, GPCRDB) (6, 7) (siche Tabelle I.1). Zusitzlich zu diesen drei Klassen existieren
noch drei weitere GPCR-Klassen (D, E und F), welche in Nicht-Metazoen, wie etwa in Pilzen
und Schleimpilzen zu finden sind. Innerhalb jeder Klasse besteht eine Sequenzhomologie von ca.

20 % im Bereich der sieben Transmembran-Helices (TMH) (8). Neben den drei Hauptklassen der



I Einleitung: Parathormon-Rezeptordominen

Metazoen wurden in den letzten Jahren weitere Sduger-GPCR-Klassen identifiziert, z.B. Large N-
terminal  class  B-7  transmembrane  helix-Rezeptoren (LNB-7TIM), Frizzled/ Smoothened (F/S),
Vomeronasal 1-Rezeptoren (V1R) und Zaste 2-Rezeptoren (T2R) (9).

|Hauptklassen |Subklassen |

Klasse A biogene Aminrezeptoren (Adreno-, Serotonin-, Dopamin-, Muskatin-, Histamin-Rezeptoren)
(Rhodopsin-ihnliche /
B32 Adrenorezeptor-dhnliche) CCK-, Endothelin-, Tachikinin-, Neuropeptid Y-, TRH-, Neurotensin-, Bombesin-, GHSR-
und Wirbeltier-Opsin-Rezeptoren

Wirbelosen-Opsin- und Bradykinin-Rezeptoren

Adenosin-, Cannabinoid-, Melanokortin- und olfaktorische Rezeptoren

Chemokinin-, fMLP-, C5A-, GnRH-, Eikosanoid-, Leukotrien-, FSH-, LH-, TSH-, Galanin-,
Nukleotid-, Opiod-, Oxytocin-, Vasopressin-, Somatostatin- und Protease-aktivierte-

Rezeptoren, u.a.

Melatonin- u.a. nicht-klassifizierte Rezeptoren

Klasse B PTH und PTHrP-Rezeptoren

(Sekretin- /Glukagon-/VIP-/

Cacitonin-dahnliche Glukagon-, GLP-, GIP-, GHRH-, PACAP-, VIP- und Secretin-Rezeptoren
Rezeptoren)

Calcitonin-, CGRP- und CRF-Rezeptoren

Methuselah-Rezeptoren

Klasse C metabotrope Glutamat-Rezeptoren
(metabotrope Glutamat-/
Pheromon-/Neutrotrans- metabotrope GABA-Rezeptoren
mitter-/Kalzium-Rezeptoren)
Kalzium-Rezeptoren

Vomeronasale-Pheromon-Rezeptoren

Geschmacksrezeptoren

Tab. I.1: Klassifizierung der Metazoen-GPCRs. Die drei Hauptklassen werden in mehrere Subklassen unterteilt.
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Strukturelle Merkmale

Alle Vertreter der Superfamilie der GPCRs weisen prinzipiell eine einheitliche Architektur auf.
Strukturelle Informationen zur Familie der GPCRs wurden auf der Grundlage von
biochemischen, immunologischen und biophysikalischen Untersuchungen erlangt. Alle GPCRs
besitzen eine extrazellulire N-terminale Domine, eine C-terminale intrazellulire Domine und
sieben Transmembran-Helices (TMHs), welche durch drei extrazellulire (Exoloops) und drei
intrazellulire /ogps (Cytoloops) miteinander verbunden sind.

Hochaufgeloste Strukturen von GPCRs sind nur von wenigen Vertretern verfuigbar. Die erste
GPCR-Kiristallstruktur des bovinen Rhodopsins wurde im Jahr 2000 von Palczewski et al. (10)
vorgestellt. Diese Struktur eines Klasse A-Gesamtrezeptors bestitigte den bisher angenommenen
allgemeinen Aufbau dieser Rezeptoren. In den letzten Jahren gelang es weitere dreidimensionale
Strukturen der Rezeptoren dieser Klasse vorzustellen. Neben einigen Strukturen des Rhodopsins
mit verschiedenen Mutationen und in unterschiedlichen Konformationen (11-17) konnten auch
Kiristallstrukturen des B2-Adrenorezeptors (B2AR) (18, 19) und des Adenosin(A2A)-Rezeptors
(20) gelost werden. Diese Strukturen erlauben einen genaueren Blick auf die Tertidrstruktur dieser
wichtigen  Rezeptorklasse und geben auBlerdem ndhere Einblicke in  mdgliche
Aktivierungsmechanismen sowohl auf der extra- als auch auf der intrazelluliren Seite der
Rezeptoren. Dreidimensionale Strukturen von GPCRs anderer Klassen konnten bisher nicht
gezeigt werden, jedoch gelang es die extrazelluliren Dominen einiger GPCRs, wie z.B. die des
Klasse C metabotropen Glutamatrezeptors (21) oder des Klasse B Mth-Rezeptors aus
Drosophila (22), zu isolieren und deren Kiristallstruktur zu lésen. Der Umstand, dass die
Strukturaufklirung der Gesamtrezeptoren bisher nur selten Erfolg hatte, ist der besonderen
Schwierigkeit des Umgangs und der Stabilisierung mit derart flexiblen Membranproteinen (23)
und nicht zuletzt der groBen Diversitit dieser Rezeptoren zuzuschreiben. Die Gesamtgrof3e aller
bekannten GPCRs variiert zwischen 297 (Melanokortin 2 Rezeptor, NCBI accession: NP_000520)
und ca. 1100 Aminosduren (metabotrope Glutamatrezeptoren, z.B. mGluR1 1194 Aminosiuren
NCBI accession: CA120336). Die Linge der N-terminalen Dominen liegt zwischen 7 und 595, die
der /ogp-Bereiche zwischen 5 und 230 und die der C-terminalen Dominen zwischen 12 und 359
Aminosduren. Eine relativ konstante Grofie bildet die Linge der transmembranen Helices,
welche alle zwischen 20 und 27 Aminosauren aufweisen.

Zwischen den Klassen A, B und C der GPCRs lassen sich charakteristische Strukturunterschiede
feststellen, welche vielfach in der Literatur beschrieben und in den folgenden Abbildungen I.1,

1.2 und 1.3 dargestellt sind.
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Klasse A Die umfangreichste Klasse der GPCRs ist durch eine
kleine, stark glykosilierte N-terminale Domine und eine Anzahl
hochkonservierter Aminosiurereste im Bereich der sieben
TMHs charakterisiert. Viele Klasse A-Rezeptoren besitzen eine
Disulfidbriicke zwischen dem ersten und zweiten Exoloop. Des
Weiteren weisen einige der Rezeptoren ein palmitoyliertes
Cystein am C-Terminus auf, welches zu einem putativen vierten

Cytoloop oder wie im Fall des P2AR zu einer zusitzlichen

o-Helix parallel zur Membran fihrt. Das hochkonservierte

DRY- bzw. E/DRY-Motiv (grau) am Ende der TMH 3 ist

involviert in die Steuerung der Rezeptorkonformation und G-

[PDB-Code: 3CIL, (24)] Protein-Bindung/ Erkennung (25).

Abb. L.1: Strukturelle Charakteristika der GPCR-Klasse A gezeigt am Beispiel des bovinen Rhodpsins. Helices:

rot, B-Stringe: gelb, loops: griin, Retinal: blau, konsetviertes ERY-Motif: grau

Klasse B-Rezeptoren sind durch eine lange extrazellulire Hormonbindedomine (HBD)
charakterisiert, welche durch drei konservierte Disulfidbriicken stabilisiert wird. Die
Disulfidbriicke zwischen Exoloop 1 und 2 ist ebenfalls vorhanden. Ein konserviertes E/DRY-

Motiv ist bei dieser Klasse nicht zu finden (7).

Abb. 1.2: Strukturelle Charakteristika der GPCR-Klasse B.
Schematische Darstellung eines Klasse B-GPCRs; ECD:
extrazellulire Domiane / N-Terminus, TM7 helices: TMHs,

ICD: intrazellulire Domine / C-Terminus.

[Christoph Parthier, AG Stubbs, Institut fir Biotechnologie, MLLU Halle-Wittenberg]

Klasse C Diese Klasse besitzt eine sehr lange N-terminale Domine (500-600 Aminosiuren),

welche fir die Ligandenbindung verantwortlich ist. Im Gegensatz zu Klasse A und B-Rezeptoren

ist der dritte Cytoloop, welcher neben dem C-Terminus hauptsichlich fir die Bindung an die a-

5
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Untereinheit des G-Proteins verantwortlich gemacht wird, bei Klasse C-Rezeptoren sehr kurz
und hochkonserviert. Die konservierte Disulfidbriicke zwischen Exoloop 1 und 2 ist auch in

dieser GPCR-Klasse zu finden (20).

Abb. I.3: Strukturelle Charakteristika der GPCR-
Klasse C. Struktur der extrazelluliren Domine des
metabotropen Glutamat-Rezeptors mit gebundenem
Glutamat. Helices: rot, B-Stringe: gelb, loops: grin,
Glutamat: blau). Um ein Modell der Gesamtrezeptor-
Struktur zu vermitteln, wurden die TMHs des bovinen
Rhodopsins aus Abb. 1.1 (grau) an die entsprechende
Stelle eingefiigt.

[PDB-Code: 2E4U, (21)]

Ligandenbindung und Signalweiterleitung

GPCRs binden eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden, von Licht iiber Peptide und Proteine
bis hin zu Geruchs- und Geschmacksstoffen, Lipiden, Nukleotiden und Nukleosiden. Je nach Art
des Liganden finden sich unterschiedliche Bindungsbereichen am jeweiligen Rezeptor. Wahrend
die eher kleinen Liganden der Klasse A-Rezeptoren, wie z.B. Adrenalin oder der inverse Agonist
Carazolol am Adrenorezeptor in einem tief im Inneren der TMHs gelegenen Spalt binden (18, 19,
27), ist fur die Bindung und Koordination gréBerer Liganden, wie etwa den Peptidhormonen der
Klasse B-Rezeptoren (z.B. Parathormon oder Glukagon) hauptsichlich die N-terminale
hormonbindende Domine verantwortlich (28-30). Zusitzlich finden sich bei den Klasse B-
Rezeptoren, wie z.B. bei dem VPACI-Rezeptor noch Ligandenbindungsstellen an den drei
Exoloops (31). Die Hormonbindung der Klasse B-Rezeptoren wird als ,,Zwei-Dominen-Modell*
beschrieben: Waihrend die C-terminalen Reste der Peptid-Liganden durch die N-terminale
Rezeptordomine gebunden werden, finden sich fiir die N-terminalen Reste des Liganden
Interaktionspunkte mit den Exoloops und den TMHs der Rezeptoren (32). N-terminal verkiirzte
Peptide zeigen eine signifikant erniedrigte Bindungsaffinitit zum Rezeptor. Diese Erkenntnisse
fithrten zur Entwicklung eines sequentiellen Bindungsmodells, wonach die N-terminale Domine
zunichst den C-Terminus des Liganden mit niedriger Affinitit bindet und damit die héher affine
Koordinierung und Interaktion des Peptid-N-Terminus mit den Exoloops und den TMHs des

Rezeptors ermoglicht (29).
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Bei den Klasse C-Rezeptoren wird ebenfalls der ausgeprigte N-Terminus fir die
Ligandenbindung verantwortlich gemacht (26), wie die Struktur der N-terminalen Domine des

metabotropen Glutamat-Rezeptors zeigt (21).

Nach der Bindung eines Liganden durchliuft der gesamte Rezeptor eine Konformations-
inderung, was zu einem aktiven Zustand im Falle der Agonisten-Bindung bzw. zu einem
inaktiven Zustand im Falle einer Antagonisten-Bindung fihrt. Die Mehrzahl aller GPCRs zeigt
auch eine Basalaktivitit, bei der es ohne Bindung eines Liganden zur intrazelluliren
Signaltransduktion kommen kann. Des Weiteren gibt es zahlreiche Daten, welche auf mehrere
verschiedene Aktivierungszustinde von GPCRs hinweisen, so dass nicht pauschal von dew
aktivierten Zustand eines GPCRs gesprochen werden kann. Diese verschiedenen Zustinde des
GPCRs sind sehr komplex und bis heute wenig verstanden, da eine Fixierung der einzelnen
Zustinde und eine anschlieBende Charakterisierung nur schwer méglich ist. Nahere Einblicke in
die Regulierung dieser Zustinde bieten die bereits erwihnten Kristallstrukturen und die damit
verbundenen Mutationsstudien (11-17).

Die Bindung des trimeren G-Proteins erfolgt intrazellulir am C-Terminus und einigen Bereichen
der Cytoloops 2 und 3. G-Proteine bestechen aus je einer o, B und y-Untereinheit. Bei jeder
Untereinheit sind verschiedene Subtypen bekannt. Eine grundlegende Einteilung der G-Proteine
erfolgt nach ihrer 39-45 kD groflen a-Untereinheit. Im Wesentlichen unterscheidet man 4
Gruppen: Gs, Gi, Gq und G,,. Es existieren 5 verschiedene Gf3- und ca. 12 verschiedene Gy-
Untereinheiten (33, 34).

GPCRs sind je nach Aktivierungszustand und dem Gewebe in dem sie exprimiert werden in der
Lage verschiedene G-Proteine zu binden und somit auch unterschiedliche zellulire
Signaltransduktionswege anzuregen. Dieser Mechanismus wird durch die Dissoziation des G-
Proteins in seine a- und By-Untereinheit initiiert, nachdem es am aktivierten Rezeptor gebunden
und ein GDP-GTP-Austausch am Ga stattgefunden hat, welches eine GTPase-Aktivitit besitzt.
Durch die Interaktion mit den G-Proteinuntereinheiten werden im Folgenden intrazellulire
Signalkaskaden ausgelost, welche z.B. tber die Adenylatcyclase, die Guanylatcyclase oder die
Phospholipase A oder C weiter auf Ca*- oder K'-Kanile geleitet werden. Die
Signaltransduktionskaskade wird dann durch die Umwandlung des GTPs am Go zu GDP und
die anschlieBende Reassemblierung des G-Proteins gestoppt (9, 33).

Abbildung I.4 zeigt schematisch die Aktivierung und Deaktivierung von GPCRs.
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Abb. 1.4: GPCR-vermittelte G Protein-Aktivierung. 1. Ein GPCR liegt in der Membran als Komplex mit dem
GDP-gebundenen trimen G-Protein vor. 2. Ein endogerner Ligand wird gebunden. 3. Dies bewirkt eine
Konformationsinderung und Aktivierung des Rezeptors, welche sich auf das G-Protein tbertrigt 4. Dies induziert
einen GDP-GTP-Austausch an der Ga-Untereinheit und 5. die Dissoziation des G-Proteins. Die Go- und GBy-
Untereinheiten interagieren nun mit einer Reihe intrazellulirer Effektoren. 6. Die Signalkaskade wird durch die
Umsetzung des gebundenen GTP zu GDP durch die Go-Untereinheit unterbrochen. Dies fithrt zu einer

Reassoziierung des trimeren G-Proteins und damit wieder zur Ausgangssituation.
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I.2 PTH- und PTHrP-Rezeptor 1 (PTHRI1)

PTHR1 (Abb. L5) gehort zur Klasse B der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Der

hauptsichlich im Knochengewebe und in den Nieren exprimierte Rezeptor bindet zwei
Peptidhormone, das Parathormon (PTH) und das Parathormon-related peptide (PTH1P). Wie alle
Klasse B GPCRs besitzt PTHR1 eine extrazellulire N-terminale Hormon-Bindedomine (HBD),

welche durch drei konservierte Disulfidbriicken stabilisiert wird: Cys48 und Cys117, Cys108 und

Cys148 und Cys131 und Cys170 (28).
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[Abbildung entnommen aus Gardella, 2001 (35)]

Die PTHRI-Liganden PTH und PTHrP

Abb. I.5: Schematische
Darstellung des PTH/PTHrP-
Rezeptors.  Die  N-terminale
Domine besitzt eine 23-Amino-
sdure-Signalsequenz, drei stabili-
sietende  Disulfidbricken  und
mehrere Glykosilierungsstellen (Y).
Die konsetvierte Disulfidbriicke
zwischen Exoloop 1 und 2 wird
dargestellt. Reste, welche fir die
Interaktion mit den  Peptid-
liganden oder dem trimeren G-
Protein wichtig sind, wurden hier
gesondert hervorgehoben. Die griin
und rot markierten Reste zeigen
Mutationsstellen, welche zu
verschiedenen Knochenkrank-
heiten fithren. Die Pfeile markieren
das in dieser Arbeit verwendete

Rezeptorfragment nPTHRI1.

PTH ist cin endokrines Peptidhormon, welches bereits seit mehr als 80 Jahren als Regulator des

Blutkalziumspiegels (36, 37), der Kalziumionen-Homoostase und des Knochenauf- und -abbaus

bekannt ist (38, 39). Als Antwort auf einen geringen Kalzium- oder einen hohen Phosphat-

Spiegel wird PTH als ein 84-Aminosiure-Peptid in den Epithelzellen der Nebenschilddriise

synthetisiert und in den Blutstrom abgegeben (40, 41). Uber die Bindung an den PTHR1 in Niere
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und Knochengewebe werden dann die regulierenden Signalkaskaden ausgel6st. In der Niere
bewirkt PTH die vermehrte Resorption von Kalzium und eine verminderte Resorption von
Phosphat am renalen Tubulus (42) indem zwei verschiedene Natrium-Phosphat-Kotransporter,
NPT-2a und NPT2c, beeinflusst werden (43-45). AuBlerdem wird 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3
synthetisiert, welches als aktive Form des Vitamin D nicht nur an der Regulation des
Kalziumhaushaltes und der Knochenbildung beteiligt ist, sondern auch einen wichtigen Regulator
des Immunsystems darstellt (46). Im Knochengewebe kommt es infolge der PTH-Bindung zur
vermehrten Aktivitit der Osteoklasten und somit zur Kalzium- und Phosphatabgabe aus der
Knochenmatrix ins Blut, zugleich wird aber auch die Knochenneubildung durch Stimulierung der
Osteoblasten angeregt (47).

PTH wird in der Nebenniere als Pria-Pro-Hormon synthetisiert. Die ersten 25 Aminosiuren der
Pri-Sequenz bilden eine hydrophobe Domaine, welche die Passage durch die Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) gewihrleistet (48). Die sechs Aminosduren lange Pro-
Sequenz endet mit einer zweibasigen Schnittstelle und wird entfernt, bevor das Hormon in die
sekretorischen Vesikel geschleust wird (49). Fir die vollstindige Aktivierung des PTHR1 wird
jedoch nicht das gesamte PTH-Peptid bendtigt. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden,
dass lediglich PTH(1-34) fur die Aktivierung des Rezeptors und das Auslésen der intrazelluliren
Signalkaskaden bendétigt wird (35, 50). In den letzten Jahren gelang es einige NMR-Strukturen wie
auch eine Kristallstruktur verschieden langer PTH-Peptide zu l6sen (51-54) (sieche Diskussion).

PTHrP ist cin parakriner oder autokriner Faktor, welcher urspriinglich in vielen Tumoren, die
tumorinduzierte Hyperkalzimie verursachten, gefunden wurde (55-58). Beim Menschen wurde
PTH«P in verschiedenen splice-Varianten mit 139, 141 oder 173 Aminosduren gefunden (59). Das
Peptid ibernimmt vor allem in der embryonalen Entwicklung wichtige physiologische
Funktionen. Es sorgt fir die Regulation des Knorpelwachstums und fiir die Differenzierung der
Wachstumsfuge bei sich entwickelnden langen Knochen (60). PTHtP wird auch im Brustgewebe
stillender Frauen gebildet und kann in der Muttermilch nachgewiesen werden (61, 62). Des
Weiteren wird das Hormon von der Plazenta produziert, um den Kalzium-Transport tber die
Plazentamembran zum Fetus zu regulieren (63, 64).

PTHrP  zeigt speziesiibergreifend im Bereich des N-Terminus eine signifikante

Sequenzhomologie zu PTH, wie auch dem Sequenzvergleich in Abb. 1.6 zu entnehmen ist.
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hPTH 1 BLMENLUBBHENSMERVEWERKK LQDVEN--—-- FVALGAPLAPRDAGSQRER- 52
bPTH 1 BFVENLERHL SSME FVALGASIAYRDGSSQRER- 52
rPTH 1 BLVENLEEBHLASVERMQWERKK LQDVEIN-——-- FVSLGVQMAAREGSYQRET- 52
mPTH 1 LVENLERHEASMERMQWERRK LQDMEIN-——— - FVSLGVQMAARDGSHQKET- 52
TIP39 LADDAAWRERARLLAABERRHWEN - - -SYMBK—- - LLVLD-—-AP-————————- 39
hPTHrP HELLHDKBKS I QDER TAEIRATSEVSPNSKPSPNTKNHBVR 58
bPTHrP HELLHDKBKS 1 QDER HHL I AE I TAE IRATSEVSPNSKPAPNTKNHBVR 58
rPTHrP HELLBDKEKS 1 QDER HHL I AE I§TAE IRATSEVSPNSKPAPNTKNHBVR 58
MPTHIP HELLEDKEKS 1 QDER HHL I AE If{TAE IRATSEVSPNSKPAPNTKNHEVR 58
hPTH ~—KKEDNVLVESHEKSLGEADKADVNVL THARSQ--—————— === 84
bPTH ~—KKEDNVLVESHQKSLGEADKADVDVL IEARPQ-— =~ 84
rPTH ~—KKEENVLVDGNSKSLGEGDKADVDVLVEARSQ-~————— === o 84
mPTH ~—KKEENVLVDGNPKSLGEGDKADVDVLVESHSQ-—-—— === === e 84
TIP39
hPTHrP FGSDDEGRYLTQETNKVETYKEQPLKTPGRKEKGKPGKRKEQEKKKRRTRSAWLDSGVTG 118
bPTHIP FGSDDEGKYLTQETNKVETYKEQPLKTPGRKKEKSKPGKRKEQEKKKRRTRSAWLTSYVAG 118
rPTHrP FGSDDEGRYLTQETNKVETYKEQPLKTPGRKKRKGKPGKRREQEKKKRRTRSAWPG--TTG 116
MPTHIP FGSDDEGRYLTQETNKVETYKEQPLKTPGKKKEKGKPGKRREQEKKKRRTRSAWPS--TAS 116
hPTH e

bPTH o

FPTH o

MPTH oo

TIP39 e

hPTHIP SGLEGDHLSDTS--TTSLELDSRRH 141

bPTHIP TGLEEDYLSDIS--ATSLELNSRRH 141

rPTHrP SGLLEDPQPHTSPTSTSLEPSSRTH 141

MPTHIP SGLLDYPLPHTS--RTSLEPSLRTH 139

Abb. 1.6.: Sequenzalignment von PTH und PTHrP aus verschiedenen Organismen und dem humanen
TIP39. Homologien der Sequenzen bestehen vor allem im N-terminalen Bereich der Peptide. Zwischen TIP39 und
PTH bzw. PTHtP finden sich nur wenige homologe Aminosduren. Abkurzungen: hPTH: humanes PTH; bPTH:
bovines PTH; rPTH: Ratten-PTH; mPTH: Maus-PTH; bPTHtP: bovines PTHrP; hPTHtP: humanes PTHrP;
rPTHrP: Ratten-PTHrP; mPTHtP: Maus-PTHtP. Das Alignment wurde mit ClustalW2
(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) dutrchgefiihtt. -: identische Reste aller Peptide; -: identische Reste von
PTH+P und TIP39, hellblau: identische Reste von PTH und TIP39, -: ubereinstimmende Reste bei PTH und
PTHiP; blau: identische Reste innerhalb der PTH-Spezies und braun: innerhalb der PTHrP-Spezies.

Bekannte Mutationen in nPTHRI1 und damit verbundene Krankheitsbilder

Die zentrale Bedeutung des PTH/PTHrP-Rezeptors und seiner Liganden bei der Steuerung der
embryonalen Entwicklung und bei Knochen- und Knorpelauf- und -abbauenden Prozessen zeigt
sich bei einigen erblichen Krankheiten, welche durch Mutationen am Rezeptor zu einer
konstitutiven Aktivierung des Rezeptors oder zu einer Hemmung der Signaliibertragung fithren.
Bei der Jansen Chondrodysplasie fithren vier Punktmutationen im Bereich der TMHs zu einer
konstitutiven rezeptor-abhingigen Aktivierung des cAMP-Signalwegs. Dies fihrt durch
Storungen in der Wachstumsfuge langer Knochen zu Zwergenwuchs und gesteigertem
Knochenauf- und -abbau (65-68). Die konstitutive Aktivierung duflert sich aullerdem in einer

Hyperkalzamie und einem erhéhten 1,25-Dihydroxy-Vitamin D-Spiegel.
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Eine mutationsbedingte Inaktivierung des Rezeptors in der HBD (Pro132Leu), wie im Falle der
Blomstrand Chondrodysplasie, fithrt zu einer perinatal letalen Stérung, welche durch verkiirzte
Gliedmallen, vermehrter Zahnbildung und Osteosklerose gekennzeichnet ist (69-72). Bei der
Enchondromatose (Ollier’'s Krankheit) wird durch die Mutation Arg150Cys nur ein kleiner
Anstieg im basalen cAMP-signaling beobachtet. Die Patienten zeigen Enchondrome im Markraum
langer Rohrenknochen, aber keine abnormalen Serum-Kalzium-Werte (73).

Da die knochenaufbauende Wirkung von PTH hinlinglich bekannt ist (74, 75), wurde darauf
basierend der klinische Nutzen von PTH(1-34)-Gabe bei Osteoporose-Patienten untersucht (76,
77). Bei tiglicher Injektion des Hormons zeigten sich eine Verbesserung der Knochensubstanz
und ein geringeres Wirbelkérperfraktur-Risiko. Nach diesen viel versprechenden Ergebnissen
wird nun nach kleineren PTH-basierten Peptiden oder auch nicht-peptidischen Verbindungen
(Moglichkeit der oralen Gabe) gesucht, welche ebenfalls am PTHR1 binden und dhnliche Effekte
auslosen kénnen.

Fir diese Anwendung wire auch eine dreidimensionale Struktur der HBD oder des gesamten
Rezeptors hilfreich, um so gezielt neue Wirkstoffe entwickeln zu kénnen (structure based drug

design).

1.3 PTH-Rezeptor 2 (PTHR2)

Aufgrund der Sequenzhomologie zu anderen Peptid-bindenden Rezeptoren wurde der PTH-
Rezeptor 2 (PTHR2) identifiziert und wie der PTHR1 der Klasse B der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren zugeteilt (78). PTHR2 bindet 7z vitro ebenfalls das Parathormon. Als endogener
Ligand wurde das Tuberoinfundibular-Peptid mit 39 Aminosauren (TIP39) zunichst im bovinen
Hypothalamus identifiziert und daraus isoliert (79). Der humane PTHR2 besitzt 51 % Sequenz-

Identitit zum humanen PTHRI1.

Vorkommen und Funktion

PTHR2 wurde erst Anfang der 1990er Jahre zum ersten Mal beschrieben, daher ist tber seine
Funktion bei weitem nicht so viel bekannt wie tber PTHRI1. I vitro kann PTHR2 sowohl von
PTH als auch von TIP39 aktiviert werden, PTHrP zeigt keinen Effekt an diesem Rezeptor (79,
80). In vivo spielt die Bindung an PTH wahrscheinlich keine oder nur eine untergeordnete Rolle,
da alle bisherigen Studien darauf hinweisen, dass der PTH-Rezeptor 2 vorrangig im Gehirn (78)
und in anderen Teilen des zentralen Nervensystems vorkommt, wo PTH hochstens in sehr

geringen Mengen zu finden ist (81). Bisher wurden die meisten Studien in Nagern durchgefiihrt.
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Diese belegen, dass TIP39 und PTHR2 als neuromodulares System interagieren, welches in
endokrine und nozizeptive Regulationsmechanismen involviert ist (82). 2009 untersuchten
Bago et al. (83) die Verteilung von PTHR2 und TIP39 im Menschen und in einigen nicht-
humanen Primaten, um diese Daten mit den gewonnen Erkenntnissen aus Nagergewebeproben
zu vergleichen. Sie legten ihre Aufmerksamkeit vor allem auf das Gehirn und fanden eine nahezu
gleiche Verteilung von PTHR2 und seinem Liganden TIP39 in allen untersuchten Spezies. Diese
Daten legen nahe, dass das TIP39-PTHR2-Neuromodulator-System in Primaten und Menschen
in genau den gleichen Regulationsmechanismen agieren wie in Nagern. Dieses schlief3t die
Regulation von Angst und Angststérungen, dem Fortpflanzungsverhalten, der Abgabe von

hypophysiren Hormonen und nozizeptiver Informationsverarbeitung ein (84-92).
I.4 Vorarbeiten und Problemstellung

Die Aufklirung der dreidimensionalen Struktur von G-Protein gekoppelten Rezeptoren, und die
damit verbundene Moglichkeit detaillierte Erkenntnisse tiber die molekularen Wechselwirkungen
zwischen Ligand und Rezeptor zu erhalten, ist fiir die Entwicklung therapeutisch wirksamer
Agonisten und Antagonisten von sehr groler Bedeutung.

Aufgrund der Schwierigkeit bei der heterologen Expression von Gesamtrezeptoren sind Struktur-
und Funktionsanalysen bisher nur eingeschrinkt mdglich. Die Kristallisation und
Strukturaufklirung von Gesamt-GPCRs in verschiedenen Aktivierungszustinden und in
Gegenwart bestimmter Liganden gelang bisher nur bei drei Klasse A GPCRs (10-16, 18-20, 93).
Zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren der Klasse B und deren Peptid-
Liganden wird deshalb statt dem Gesamtrezeptor in den meisten Fallen die isolierte N-terminale
Domine verwendet. Dass diese Strategie zu einer Kiristallstruktur fihren kann, wurde fir die N-
terminale Domine des metabotropen Glutamatrezeptors, einem Klasse C-GPCR, bereits gezeigt
(21). Wahrend die vorliegende Arbeit angefertigt wurde, wurden des Weiteren Kiristall- und
NMR-Strukturen einiger HBD von Klasse B-GPCRs gel6st und ver6ffentlicht (siehe Diskussion)
(94-98).

Die N-terminale Domine des PTH-Rezeptor 1 (nPTHR1) wurde bereits von U. Grauschopf (28)
dargestellt und die Interaktion mit dem Liganden PTH(1-34) biophysikalisch charakterisiert. Die
in dieser Arbeit entwickelten Expressionsplasmide, Expressionsbedingungen, Renaturierungs-
und Reinigungsprotokolle standen fir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung und sollten bei
Bedarf optimiert werden.

Als erstes Ziel dieser Arbeit stand die Herstellung von nativem Protein im Milligramm-Mal3stab

im Mittelpunkt, welches dann fiir erneute und detailliertere biophysikalische Charakterisierung
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durch ITC-, CD- und DSC-Experimente und vor allem fiir Kristallisationsversuche in Gegenwart
des Liganden PTH(1-37) genutzt werden sollte. Ein weiterer Ansatz zum Erhalt einer
Kristallstruktur von nPTHR1 mit seinem Liganden sollte die Herstellung von Ligand-Rezeptor-
Fusionsproteinen sein. Das Ziel dabei war es Konstrukte zu erhalten, welche eine erhéhte
Stabilitit und eine verbesserte Loslichkeit im Vergleich zu nPTHR1 aufwiesen, um so bessere
Vorraussetzungen fiir die Kristallisation zu erhalten. Weiterhin sollte der Einfluss verschiedener
Linker-Lingen auf die Stabilitit der Fusionsproteine untersucht werden. Diese Vorgehensweise
zur Verbesserung der Loslichkeit von Rezeptordominen wurde bereits von Bazarsuren 2003 am
Beispiel des GLP1-Rezeptors beschrieben (99).

Als weiteres Projekt sollte auBlerdem die N-terminale Domine des PTH-Rezeptor 2 isoliert,
exprimiert und gereinigt werden, um so iber biophysikalische Untersuchungen und
Strukturanalysen mittels Kristallographie und NMR detailliertere Aussagen tber die
unterschiedliche Spezifitit dieser beiden Rezeptoren zu ihren Liganden und iber strukturelle
Unterschiede und Gemeinsamkeiten erhalten zu konnen. Hierzu sollten entsprechend die
Renaturierungs- und Reinigungsprotokolle von nPTHR1 angepasst und optimiert werden, um

natives nPTHR2 bis zur Homogenitit zu reinigen.
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IT Material und Methoden

I1.1 Material

I1.1.1 Chemikalien

1,4-Dithiothreitol (DTT) Roth

Agarose Roth

Ampicillin Roth

BRIJ-78 Sigma
Chloramphenicol Roth

a-Cyclodextrin: ¢ Cavasol W6 HP Wacker Biotech GmbH

B-Cyclodextrin: * Cavasol W7 HP Pharma Wacker Biotech GmbH
* Cavamax W7 Pharma Wacker Biotech GmbH
* Cavasol W7 M Wacker Biotech GmbH

v-Cyclodextrin: ¢ Cavamax W8 Pharma Wacker Biotech GmbH

Glutathion, oxidiert Fluka

Glutathion, reduziert Fluka
Guanidiniumhydrochlorid, ultrapure Bioselect NIGU Chemie GmbH
Hefeextrakt Deutsche Hefewerke GmbH, Hamburg
Hefeextrakt (Pulver) Roth

Kanamycin Roth

L-Arginin-Hydrochlorid AppliChem
Methyl-B-Cyclodextrin Wacker Biotech GmbH
Phenylmethansulfonylflourid (PMSF) Sigma

Triton X-100 Merck

Trypton Roth

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden bei den Firmen ICN, Sigma und Fluka bestellt
und hatten den Reinheitsgrad p.a.. Zur Herstellung aller Puffern und Losungen wurde doppelt-

destilliertes Wasser verwendet.
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I1.1.2 Standards und Kits

1 kb DNA Lingenstandard New England Biolabs (NEB)
100 bp DNA Lingenstandard New England Biolabs (NEB)
Protein Molekularmassenstandard New England Biolabs (NEB)
Platinum PCR SuperMix High Fidelity Invitrogen

Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAgick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

I1.1.3 Proteine, Peptide und Enzyme

Benzonase Nuklease Sigma

Dpnl New England Biolabs (NEB)

Pfu Polymerase Fermentas

BamHI New England Biolabs (NEB)

Ndel New England Biolabs (NEB)

Notl New England Biolabs (NEB)

PTH(1-37), rekombinant K. Sellinger, Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
T4 DNA-Ligase New England Biolabs (NEB)

Bovines Serum Albumin (BSA) New England Biolabs (NEB)

Thrombin (bovin) Sigma

I1.1.4 Chromatographiematerial und Siulen

Ni Sepharose High Performance-Material GE Healthcare
HisTrap HP Columns 1 ml und 5 ml GE Healthcare
Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (high sub) 1 ml und 5 ml GE Healthcare
SP Sepharose Fast Flow 1 ml und 5 ml GE Healthcare
HilL.oad 16/60 Superdex 75 pg GE Healthcare
HilL.oad 26/60 Supetdex 75 pg GE Healthcare
Jupiter 5u C4 300A (HPLC-Siule) Phenomenex
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I1.1.5 Sonstiges Material

Dialysemembranen Spectra Por Spectrum

MCWO 3500 und 6000-8000

Dialysemembranen 1 kD, V-serie ZelluTrans, Roth
Rundfilter Millipore
Sterilfilter Millipore

I1.1.6 Gerate

Es wurde mit Geriten der Standardlaborausstattung gearbeitet. Spezielle Gerite werden an

geeigneter Stelle gesondert aufgefiihrt.

I1.1.7 Organismen / E. coli-Stimme

XL1 blue F:'Tn10 pro A'B" lacl? AlacZ)M15 / recA andA1 gyrA96 (Nal')
thi hsdR17 (1, m,) supE44 relAl lac (Stratagene, La Jolla, U.S.A)

BL21 (DE3) F-,sdS, gal::A DE3 del (int) lacUV5PO T7RNApol, tB', mB; lon,
ompT (Novagen, Darmstadt, Deutschland)

Rosetta (DE3) BL21(DE3) mit AlacYZ, lon’, ompT", (Novagen, Darmstadt,
Deutschland)

Der E. co/i Stamm XI.1 blue wurde zur Vermehrung von Plasmid-DNA verwendet.
E. coli BL.21 (DE3) und Rosetta dienten zur Uberexpression rekombinanter Gene und enthalten
eine chromosomale Kopie des Gens fur die T7-RNA-Polymerase, was die Induktion der

Expression mit IPTG erméglicht.

17



IT Material und Methoden: Parathormon-Rezeptordominen

I1.1.8 Plasmide und Oligodesoxynukleotide

Plasmid Hersteller

pET15bnPTHRI1 Ulla Grauschopf, AG Rudolph, MLU Halle(28)
pET15bnPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) diese Arbeit
pET15bnPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) diese Arbeit

pET15bnPTHR2 diese Arbeit

pETSUMOPTH Eva Bosse-Donecke, AG Rudolph, MLU Halle
pUBS520 (Kurland & Gallant, 1996) (100)

pLysS Novagen, Darmstadt, Deutschland

 Klonierungsprimer fiir pET15bnPTHR1-(GS)12-PTH(1-34)

Ndel-nPTHR1-(SG)8 forward: 5-GGAATTCATATGTACGCGCTGGTGGATGC-3"

NdeI-nPTHR1-(SG)8 reverse: 5-TGAACCTGATCCAGATCCTGATCCAATCATG
CCCAGG-3"

(8G)8 -PTH-BamHI forward: 5-GGATCAGGTTCAGGGTCCGGCTCATCTGTG
AGTGAAATACAGC-3"

(SG)8-PTH-BamHI reverse: 5-GCAGCCGGATCCTCAAAAATTGTGCACATC
CTG-3

Die unterstrichenen Regionen markieren die Uberlappungsbereiche der Primer mit den

Sequenzen der zu amplifizierenden cDNA.

* Quick change-Primer fiir pET15bnPTHRI-(GS)14-PTH(1-34)

QC12to14 forward: 5 -TCAGGGTCCGGCTCAGGGTCATCTGTGAGTGAAATA-3"
QC12to14 reverse: 5 -TATTTCACTCACAGATGACCCTGAGCCGGACCCTGA-3"

Die unterstrichenen Regionen markieren die Annealing-Bereiche der Primer mit dem Template-

Plasmid pET15bnPTHR1-(GS)12-PTH(1-34).
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 Klonierungsprimer fiir pET15bnPTHR2: overlapping PCR

1_5"-Ndel-N-term_forw_55bp: GGAATTCCATATGGCGCAGCTGGATAGCGATGGCA
CCATTACCATTGAAGAGCAG

2_rev_55bp: TCGCACTGCACTTTCGCTTTCAGCACCAGCACAATCTGCTCTTCAATG
GTAATGG

3_ftorw_55bp: AAAGCGAAAGTGCAGTGCGAGCTGAACATTACCGCGCAGCTGCAGG
AAGGTGAGG

4_rev_55bp: CAGCAAATCAGGCCATCCCATTCCGGAAAGCAATTGCCCTCACCTTCCT
GCAGCT

5_torw_59bp: TGGGATGGCCTGATTTGCTGGCCGCGTGGCACCGTGGGCAAAATTA
GCGCGGTGCCGETG

6_rev_60bp: ACGCCACGCCTTTGTGGTTAAAATCATAAATATACGGCGGGCACGGCA
CCGCGCTAATTI

7_torw_60bp: TAACCACAAAGGCGTGGCGTTTCGTCATTGCAATCCGAACGGCACCT
GGGATTTTATGCA

8_rev_60bp: CAGGCAATCGCTATAGTTCGCCCAGGTTTTATTCAGGCTGTGCATAAA
ATCCCAGGTGCC

9_torw_60bp: CGAACTATAGCGATTGCCTGCGTTTTCTGCAGCCGGATATTAGCATA
GGGAAACAGGAAT

10_3"_C-term-BamH1_rev_63bp: CGCGGATCCTTATTAGTACATAACGTACAGGCGTTC
GAAAAATTCCTGTTTCCCTATGCTAAT

Die unterstrichenen Regionen markieren die Uberlappungsbereiche der Primetr.

Alle verwendeten Oligodesoxynukleotide wurden von MWG Biotech bezogen.
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I1.1.9 Medien, Antibiotika und Puffer

LB-Medium

10 g/1 Bacto Trypton
5 g/1 Hefeextrakt

10 g/1 NaCl

Fermentations-Medium

50 g/1 Hefeextrakt

0,5 g/1 Ammoniumchlorid

5 g/1 Glucose

11 g/1 di-Kaliumhydrogenphosphat
0,68 g/1 Magnesiumsulfat

Feeding-1.6sung
300 g/1 Hefeextrakt

250 ml/1 Glycerin

Ampicillin-Stamml&sung
100 mg/ml in H,O. Die Zugabe zum Medium erfolgte nach Sterilfiltration im Verhiltnis (v/v)

1:1000.

Kanamycin-Stammlésung
50 mg/ml in H,O. Die Zugabe zum Medium erfolgte nach Sterilfiltration im Verhiltnis (v/v)

1:1000.

Chloramphenicol-Stammlésung
50 mg/ml in 100 % Ethanol. Die Zugabe zum Medium etfolgte nach Sterilfiltration im

Verhiltnis (v/v) 1:2000.
TAE-Puffer

40 mM Tris/Acetat pH 8,0
1 mM EDTA
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5 x DNA-Auftagspuffer
50 % (v/v) Glycetin
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Bei DNA-Fragmenten mit einer GroB3e von 200-500 kD wurde das Bromphenolblau im Puffer
weggelassen, da die Bromphenolblau-Bande im Agarose-Gel die DNA-Bande tberdecken

konnte.

5 x SDS-PAGE-Laufpuffer
15,1 g/1 Ttis

5¢g/1SDS

94 ¢/1 Glycin

5 x SDS-Probenpuffer

5% (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
50 % (v/v) Glycerin

250 mM Tris/ HCl pH 8,0
10 mM EDTA

5 % (v/v) B-Mercaptoethanol

Lagerpuffer
50 mM Tris/HCl pH 8,0

300 mM Ammoniumsulfat

(bei lingerer Lagerung wurden zur Proteinlésung 1 mM PMSF zugegeben)

Puffer welche zur Reinigung, Dialyse oder Charakterisierung der verwendeten Proteine

verwendet wurden, werden an geeigneter Stelle aufgefiihrt.

I1.1.10 Programme

Die Daten der kalorimetrischen Experimente wurden mit Origin (Microcal Software Inc.,
Northampton, MA, U.S.A.) analysiert. Alle anderen Daten wurden mit SigmaPlot Version 8.0
(Jandel Scientific Software, San Rafael, CA, U.S.A.) bzw. Microsoft Excel (Microsoft

Corporation) ausgewertet und dargestellt.
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I1.2 Molekularbiologische Methoden

I1.2.1 Herstellung und Lagerung der chemokompetenten Zellen

Zur Herstellung der chemokompetenten Zellen, wurde der gewiinschte Stamm zunichst auf
einer Agar-Platte kultiviert. Zum Animpfen einer 4 ml Vorkultur wurde eine einzelne Kolonie
mit einem Zahnstocher gepickt und bei 37 °C, 15 h, tiber Nacht kultiviert. 50 ml LB-Medium
wurden dann mit 1 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Nach dem Erreichen
einer optischen Dichte bei 600 nm von 0,3 - 0,5 wurden die Zellen 10 min auf Eis abgekiihlt und
anschlieBend 15 min bei 4 °C und 5000 x g zentrifugiert. Das so gewonnene Zellpellet wurde mit
10 ml 0,1 M CaCl, gewaschen und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt in 1,5 ml 0,1 M
CaCl, resuspendiert. Nach einer Inkubation auf Eis von 1-2 h wurden noch 1,5 ml 50 % Glycerol

hinzugefiigt. Die Zellsuspensionen wurden aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

I1.2.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Zunachst wurden die unter I1.2.1 priparierten chemokompetenten E. co/i-Zellen, genau wie die
bei -20 °C gelagerte Plasmid-DNA auf FEis aufgetaut. AnschlieBend wurden 1-100 ng der
Plasmid-DNA zu den Zellen hinzugefiigt. Der Ansatz wurde nun 30 min auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte ein Hitzeschock der Zellen bei 42 °C im Wasserbad. Danach wurden 800 ul LB-
Medium zu den transformierten Zellen hinzugefiigt. Die Zellen wurden dann 45 min bei 37 °C
auf einem Thermoschiittler kultiviert. Um die positiven Transformanden zu selektieren, wurden
200 ul des Ansatzes auf einer LB-Agar-Platte, welche Ampicillin enthilt, ausgestrichen. Die Platte
wutde tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

I1.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E.co/7 erfolgte mit Hilfe des Qiagen Plasmid Mini Kit nach

dem Protokoll des Herstellers. Das Plasmid wurde immer mit 30 pl autoklaviertem ddH,O
cluiert. Das so gewonnene Plasmid konnte direkt zur Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen

oder zur Transformation von anderen E.co/i-Zellen eingesetzt werden. Die Lagerung erfolgte bei

-20 °C.

I1.2.4 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fir den Verdau von Plasmid-DNA oder DNA-Fragmenten in einem Volumen von 20 ul wurden

jeweils ca. 1 ug DNA, 5 bis 10 Einheiten der entsprechenden Restriktionsendonuklease, sowie
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2 ul des vom Hersteller mitgelieferten 10-fach Reaktionspuffers zusammenpipettiert. Die Ansitze
wurden nach den Vorgaben des Herstellers in Gegenwart von BSA bei 37 °C inkubiert. Bei
groBeren priparativen Ansitzen wurde die Menge an DNA, Enzym und Puffer entsprechend
vergroBert. Das so erhaltene Produkt konnte zur Isolierung des Spaltungsproduktes mit 5-fach
konzentriertem DNA-Auftragspuffer versetzt, auf ein Agarose-Gel aufgetragen und

elektrophoretisch aufgetrennt werden.

I1.2.5 Isolierung und Reinigung der DNA-Fragmenten

Nach elektrophoretischer Auftrennung von DNA-Fragmenten in einem Agarose-Gel und
Anfirben der DNA mit Ethidiumbromid wurde die gewiinschte Bande unter UV-Beleuchtung
ausgeschnitten und mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraktionkits nach dem Protokoll des Herstellers
aufgereinigt. Die Elution des gereinigten Fragmentes erfolgte wie bei der Plasmid-DNA-

Isolierung in 30 pl autoklaviertem ddH,O.

I1.2.6 Gelelektrophorese von DNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA mittels horizontaler Gelelektrophorese wurden
Agarosegele (1-3 %) in TAE-Puffer verwendet. Die Agarosekonzentration richtete sich dabei
nach der Grofle des Ziell DNA-Fragmentes. Den Gelen wurde vor dem Abkihlen
Ethidiumbromid beigemengt, welches mit der DNA interkaliert und anschlieBend die Detektion
ermoglichte. Zur Probenvorbereitung wurde die DNA-Loésung mit 1/5 — 1/3 ihres Volumens
mit DNA-Auftragspuffer (X Bromphenolblau, sieche 11.1.9) versetzt. Die Elektrophorese wurde
bei einer konstanten Spannung von 12 Volt/cm durchgefithrt. Die DNA-Detektion etfolgte
unter UV-Anregung.

I1.2.7 Ligation der DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation wurden ca. 10 ng Vektor-DNA, ein 4- bis 10-facher Uberschuf3 an Insert-DNA
und 1 Einheit T4 DNA-Ligase in dem vom Hersteller mitgelieferten Ligasepuffer eingesetzt. Das
Volumen eines Ligationsansatzes wurde zwischen 10 und 40 ul gewihlt. Der Ansatz wurde tber
Nacht bei 16 °C oder iber 2-3 Tage bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 2-5 ul fur die

Transformation in E. co/7 eingesetzt.

I1.2.8 Sequenzierung der Plasmid-DINA

Zur Bestimmung der Basenabfolge von Plasmid-DNA wurden zunichst 6-10 ul einer Plasmid-

Priparation getrocknet (SpeedVac Plus, Savant). Die Plasmid-DNA wurde dann zur Analyse an
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die Firma MWG Biotech, Eberberg, tbersendet. Die Analyse erfolgte dort tber die
Kettenabbruchmethode von Sanger et a/, 1977. Zur Sequenzierung wurden die Standardprimer

T7 forward bzw. T7 term verwendet.

I1.2.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Polymerasekettenreaktionen wurden mit Hilfe des Platinum PCR SuperMix High Fidelity
(Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Ansitze der jeweiligen PCR
werden im Folgenden naher erldutert. Alle lyophilisierten Primer wurden zunichst in einer
Konzentration von 100 uM in autoklaviertem ddH,O gel6st und anschlieBend 1:10 verdiinnt.

overlapping PCR:

Die overlapping PCR entspricht im Prinzip einer normalen PCR. Der Unterschied liegt im Design
der Primer und darin, dass die Primer selbst als Template dienen. Diese Methode wurde zur
Herstellung des DNA-Fragments von nPTHR2 und auch zur Produktion der cDNA fir
nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) genutzt.

Die Primer fur nPTHR2 (siche 1I1.1.8) wurden so gestaltet, dass jeweils 15-20 Basen mit dem
vorhergehenden bzw. nachfolgenden Primer tberlappen und somit ein _Annealing moglich ist
(siche Abschnitt 1I.1.8, unterstrichene Bereiche). Wihrend der PCR lagern sich die passenden
Abschnitte der einzelnen Primer zusammen und bilden so das vollstindige DNA-Fragment. Die
fehlenden DNA-Stiicke der nicht-tiberlappenden Bereiche der Primer werden durch die
Polymerase aufgefullt. Bei dieser hohen Anzahl an Primern gelang es nicht das gesamte DNA-
Fragment in einem Schritt in zu produzieren. Daher wurden zwei Reaktionen durchgefithrt. Um
die Amplifikation des jeweiligen Endproduktes zu beglnstigen, wurden im ersten Schritt die
Primer 1-6 und in einem weiteren Ansatz die Primer 6-10 verwendet. Die flankierenden Primer
wurden jeweils im Uberschuss (c,,,;=0,3 uM) zu den inneren Primern (c,,=0,1 uM) zugegeben,.
AnschlieBend wurden die beiden Teilstticke, welche sich um die Linge des Primers 6 + 20 Basen
tberlappen, in einer weiteren PCR mit den flankierenden Primern 1 und 10 zur Gesamt-cDNA
fusioniert (siche Abb. IL.1).

Zur Gewinnung des nPTHRI-DNA-Stuckes fir nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) wurde die
nPTHR1-cDNA aus dem Vektor pET15bnPTHR1 (c.,=100 ng) (hergestellt von Ulla
Grauschopf, AG Rudolph, MLU Halle (28)) mit Hilfe der Primer Ndel-nPTHR1-(SG)8 forward
(€enq=0,1 uM) und Ndel-nPTHR1-(SG)8 reverse (c.,=0,1 pM) gewonnen. Durch die PCR mit
diesen Primern wurde an der nPTHR1-cDNA am 5'-Ende eine Ndel-Restriktionsschnittstelle

und am 3"-Ende die kodierende Sequenz fir die ersten acht Aminosiuren des Glycin-Serin-

Linkers, G-S-G-§-G-S-G-§, angeftgt.
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Zur Gewinnung des PTH(1-34)-DNA-Stiuckes wurde die PTH(1-34)-cDNA aus dem Vektor
pET SUMO-PTH (c,=100 ng) (hergestellt von Eva Bosse-Donecke (101), AG Rudolph, MLU

Halle) mit Hilfe der Primer (SG)8-PTH-BamHI forward (c,,,=0,1 uM) und (SG)8-PTH-BamHI

reverse (c

end

=0,1 uM) gewonnen. Durch diese PCR wurde am 5°-Ende die kodierende Sequenz
fir die nichsten acht Aminosiuren des Glycin-Serin-Linkers, G-S-G-S-G-S-G-S§, eingefiigt und
am 3"-Ende eine BamHI-Restriktionsschnittstelle angefiigt.

Die Sequenzen der Primer fir den Glycin-Serin-Linker wurden so gewihlt, dass sich diese jeweils
an den Enden tber einen Bereich von 12 Basen tberlappen. Das hatte zum Vorteil, dass bei der
darauf folgenden Kopplungs-PCR lediglich die beiden DNA-Teilstiicke (jeweils c.,;=0,4 pM)
eingesetzt werden mussten, denn sie dienten gleichzeitig als ihre eigenen Primer. Das Ergebnis
dieser overlapping-PCR war dann die fertige cDNA fir nPTHRI1-(GS)12-PTH(1-34), welches

einen Glycin-Serin-Linker aus 12 Aminosduren besitzt.

Teilstiick 1 Teilstiick 2

Schritt 1: Primer Annealing

1_5"-Ndel-N-term_forw_55bp 3_forw_55bp 5_forw_59bp 7_forw_60bp 9_forw_60bp

2_rev_55bp 4_rev_55bp 6_tev_60bp 6_rev_60bp 8_rev_60bp 10_3°_C-term-BamH1_rev_63bp

Schritt 1: doppelstringige Zwischenprodukte

\ /

Schritt 2: Primer + Teilstiick Annealing

Teilstiick 1 Teilstiick 2
1_5-NdeIN-term_forw_55bp

10_3"_CtermBamH1_rev_63bp

Schritt 2: doppelstringiges Endprodukt

Abb. II1.1: Schematische Darstellung der overlapping PCR zur Erzeugung der nPTHR2 kodierenden cDNA.
Zunichst wurden in zwei PCR-Reaktionen (Schritt 1) zwei DNA-Teilstiicke hergestellt. In einer zweiten PCR werden

diese Teilstiicke dann zum vollstindigen DNA-Produkt zusammengefiigt.
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Quick change PCR:
Diese Methode wurde bei der Herstellung der cDNA fiir das lingere Linker-Konstrukt nPTHR1-
(GS)14-PTH(1-34) angewendet.

Hierftr wurden zunichst zwei Primer hergestellt, welche die zusitzlichen Basen enthielten, die in
den Ausgangsvektor pET15bnPTHRI1-(GS)12-PTH1-34 eingefiigt werden sollten. Das
Annealing dieser Primer fand 15 Basen vor und nach dem einzufiigenden DNA-Bereich statt.
Die PCR wurde nach einem Standard-PCR-Programm mit einer Annealing-Temperatur von
00,5 °C durchgefiihrt. Zu 400 ng des femplates wurden jeweils 0,1 uM der beiden Primer
eingesetzt.

Das Resultat der PCR war nun eine Mischpopulation aus dem neuen Zielvektor
pET15bnPTHR1-(GS)14-PTH1-34 und dem Ausgangsvektor. Der Ausgangsvektor liegt
methyliert vor, da er zuvor aus E. /i prapariert wurde. So kann er durch die Zugabe der DNAse
Dpnl verdaut werden, welche nur methylierte DNA prozessiert. Der Dpnl-Verdau erfolgte
unmittelbar nach der PCR durch die Zugabe von 1 pl Dpnl (Stammlésung des Herstellers:
20.000 u/ml) zu einem 50 pl PCR-Ansatz. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 1 h bei
37 °C in einem Thermomixer (Eppendorf). AnschlieBend erfolgte sofort die Transformation von

E. coli XI.I mit 5 pl des PCR-Ansatzes.

I1.3 Expression, Reinigung

I1.3.1 Bakterienanzucht im Schiittelkolben

Die Hauptkultur wurde mit 1-2 % (v/v) aus einer Vorkultur inokuliert, zuvor wurde das
entsprechende Antibiotikum zugegeben. Bei einer Expression in Gegenwart von Ampicillin
empfiehlt es sich, die Uber-Nacht-Vorkultur zunichst 15 min bei 5000 x g bei 4 °C zu
zentrifugieren und das so gewonnene Zellpellet in frischem LB-Medium aufzunehmen. So kann
man ecinen Eintrag von bereits gebildeter B-Lactamase in die Hauptkultur verhindern.
AnschlieBend erfolgte dann das Animpfen der Hauptkultur wie beschrieben.

Die Hauptkultur wurde dann bei einer optischen Dichte 0,5 AU bis 1 AU bei 600 nm mit 1 mM
IPTG induziert. Nach weiteren 3 h erfolgte die Zellernte mittels Zentrifugation, 15 min bei

5000 x g bei 4 °C.
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11.3.2 Fed-batch Fermentation

Die Fermentation der rekombinanten Proteine wurde in einem 10 Liter Biostat ED Bioreaktor
nach Neubauer und Mitarbeiter (102) durchgefithrt. Die Vorkultur wurde wie bei der Expression
im Schittelkolben in LB-Medium mit 2 x 100 ml hergestellt. Die Glycerinkultur fir die
Expression von nPTHR1 wurde von Dr. Ulla Grauschopf (28) angefertigt und mir fir diese
Arbeit von der AG Rudolph (Institut fir Biotechnologie, Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg) zur Verfigung gestellt.

Die Fermentation erfolgte im 6 Liter MaB3stab in Vollmedium bei 37 °C. Nach der Inokulation
erfolgte die Kultivierung der entsprechenden E. ¢/i Stimme mit Hilfe des Kaskaden-Modus des
Fermenters.

Bei einer optischen Dichte von 10 — 15 AU bei 600 nm erfolgte der feeding-Start, da die Glukose
aus dem vorgelegten Medium verbraucht war. Die Bakterien wurden bis zu einer optischen

Dichte von 40 — 60 AU bei 600 nm kultiviert, danach erfolgte die Induktion mit 1 mM IPTG. 3 h

nach der Induktion erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation (20 min, 6000 x g, 4 °C).

I1.3.3 Priparation und Reinigung

Alle in dieser verwendeten Proteine wurden in E. co/i
unloslich als znclusion bodies exprimiert. Die Praparation
und Solubilisierung der Zielproteine erfolgte nach der
Methode von Rudolph et 4/, (103). Die Reinigung aller
hier beschriebenen GPCR-Dominen erfolgte nach einem
Protokoll von Grauschopf et al. (28). Es wurden jedoch
einige  Anpassungen  vorgenommen, welche im
Ergebnisteil beschrieben werden. Die Abfolge der
cinzelnen Reinigungsschritte wurde jedoch immer
beibehalten (siche Abb.I1.2).

Eine wesentliche Erweiterung des Protokolls bestand in
der Einfihrung eines zusitzlichen Reinigungsschrittes zur
Entfernung des His-7ags. Zwischen dem His-7zg und dem
Zielprotein befindet sich im Vektor pET15b eine
Thrombin-Schnittstelle. Der Thrombin-Verdau wurde
nach der Reinigung des Proteins tber hydrophobe
Interaktionschromatographie (HIC) tber einen Zeitraum
von 16 h bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die
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Konzentration an Thrombin betrug dabei 0.1 unit pro mg Zielprotein. Der Verdau konnte
anschlieBend durch die Zugabe von 1 mM PMSF gestoppt werden. Da der Protease-Verdau
jedoch niemals vollstindig ist, wurde im Anschluss eine Kationenaustausch-Chromatographie (SP
Sepharose Fast Flow) durchgefiihrt, um so die Spezies zu trennen. Das Protein ohne His-zag
befand sich bei den gewihlten Pufferbedingungen im Durchlauf. Das Protein mit His-Zz¢ konnte,
aufgrund der hoéheren positiven Ladung, welche durch den His-72¢ vermittelt wird, an der Saule
gebunden werden. Nach dem Spiilen der Siule zur Gewinnung des gespaltenen Proteins konnte
das ungespaltene Protein mit einem Hochsalzpuffer eluiert werden, um so die Sdule zu

regenerieren.

Inclusion body —Praparation:

Die Zellen wurden zunichst in Puffer I mit einem Ultraturrax Homogensator (Janke & Kunkel,
Staufen 1. Br.) resuspendiert. AnschlieBend wurden pro Gramm Zellen 2 mg Lysozym unter
starkem Rithren zugegeben. Als glinstig erwies sich die Zugabe von etwa 5 pg Benzonase
wihrend dieses Schrittes, um die Zihigkeit der Losung etwas zu verringern. Nach einer
Inkubationszeit von 30 bis 40 Minuten erfolgt der Zellaufschluss mittels Hochdruchdispersion
(grofler Gaulin Homogenisator, APV Schroder). Zu den aufgeschlossenen Zellen wurden nun
3 mM MgCl, und 10 - 20 pug Benzonase hinzubegeben. Der Ansatz wurde anschlieSend 40 - 60
Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem Rithren inkubiert. Nach dem DNA-Verdau erfolgt
die Zugabe von 0,5 Volumenanteilen Triton-Puffer, um Zellmembran-Bestandteile zu 16sen. Die
unloslichen Inclusion bodies wurden anschlieBend durch Zentrifugation des Ansatzes bei
maximal moglicher Drehzahl vom I6slichen Anteil des Zellaufschlusses abgetrennt. AnschlieBend
erfolgten zwei Waschschritte mit einem 1:3 Gemisch aus Triton-Puffer und Waschpuffer.
Danach folgten nochmals zwei Waschschritte mit Waschpuffer ohne Triton-Zugabe. Die so
erhaltenen IBs konnten bei -20 °C gelagert werden. Das Pellet wurde bei den einzelnen
Waschschritte wieder mit Hilfe des Ultraturrax Homogensators im jeweiligen Puffer

resuspendiert.

Puffer fiir die IB-Priparation aller hier verwendeten Rezeptordomanen und Linker-Konstrukte:
Puffer I: 0,1 M Tris/HCl  pH 8,0

1 mM EDTA

Triton-Puffer: 60 mM EDTA  pH 7,0
6 % Triton X-100
1,5 M NaCl
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Waschpuffer: 0,1 M Tris/HCl  pH 7,0
20 mM EDTA

Solubilisierung von Inclusion bodies:

Zur Solubilisierung der IBs wurden diese zunichst in Solubilisierungs-Puffer mit Hilfe des
Ultraturrax Homogensators resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei
Raumtemperatur wurde der pH in einen sauren Bereich abgesenkt, um so das erneute oxidieren
der Disulfidbriicken zu verhindern. AnschlieBend wurden die solubilisierten IBs gegen den

IB-Dialysepuffer dialysiert, bis simtliches DTT aus der Lésung entfernt wurde.

Puffer zur Solubilisierung aller hier verwendeten Rezeptordominen und Linker-Konstrukte:
IB-Solubilisierungs-Puffer 6 M Guanidinhydrochlorid

0,1 M Tris/HCl pH 8,0
1 mM EDTA
100 mM DTT (frisch zugegeben)

IB-Dialysepuffer fiir nPTHR1 und dessen Linker-Konstrukte: 4 M Guanidinhydrochlorid
pH 2,5
IB-Dialysepuffer fir nPTHR2: 5 M Guanidinhydrochlorid pH 4,5

Immobilisierte Metallchelat-Affinititschromatographie IMAC):

Zur Bindung des IB-Solubilisats an die Ni**-NTA-Agarose wurde dessen pH-Wert zunichst mit
10 M NaOH auf pH 8,0 eingestellt. Das mit Ni-Auftragspuffer dquilibrierte Sdulenmaterial wurde
darauthin mit der Proteinlésung bis zur Hochstgrenze der Bindekapazitit beladen. Nach der
Bindung des Proteins wurden unspezifisch gebundene Proteine mit dem Ni-Waschpuffer
entfernt. Die Elution des Proteins erfolgte durch eine pH-Absenkung mit Ni-Elutionspuffer. Das
Eluat wurde zur Vorbereitung der Riickfaltung mit 10 mM EDTA versetzt, um mit eluiertes
Nickel zu komplexieren, und anschlieBend wurde der pH-Wert wieder in den sauren Bereich

abgesenkt. Das Protein wurde dann gegen 500 Volumina des IB-Dialysepuffers dialysiert.
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Ni-Puffer fir nPTHR1 und dessen Linker-Konstrukte:
Ni-Auftragspuffer 4 M Guanidinhydrochlorid
100 mM Tris/HCl pH 8,0

Ni-Waschpuffer 4 M Guanidinhydrochlorid
100 mM Tris/HCl pH 6,3

Ni-Elutionspuffer ~ 4M Guanidinhydrochlorid
100 mM Tris / Acetat pH 4,5

Ni-Puffer fiir nPTHR2:
Ni-Auftragspuffer 5 M Guanidinhydrochlorid
100 mM Tris/HCl pH 8,0

Ni-Waschpuffer 5 M Guanidinhydrochlorid
100 mM Tris/HCI pH 6,3

Ni-Elutionspuffer 5 M Guanidinhydrochlorid
100 mM Ttis / Acetat pH 4,5

Pulsrenaturierung durch schnelle Verdinnung:

Die solubilisierten und gereinigten IBs wurden in mehreren Pulsen sehr schnell im
Renaturierungspuffer verdunnt. Die Ruckfaltung wurde in einem 2 L Inkubator mit
programmierbarer Rithrung und Probenpumpe bei konstanten 4 °C durchgefiihrt. Dabei sollten
pro Puls maximal 50 pg /ml Protein zugegeben werden. Die Pulse erfolgten alle 6 Stunden. Die
Endkonzentration an Protein betrug maximal 0,2 mg / ml und die maximale Konzentration an
Guanidinhydrochlorid 0,1 M. Der Rickfaltungsansatzes nach dem letzten Puls fir weitere 4 Tage

inkubiert.

Renaturierungspuffer nPTHR1 und dessen Linker-Konstrukte: 50 mM Tris/HCl ~ pH 8,0
1 M L-Arginin
1 mM EDTA
5 mM GSH
1 mM GSSG
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Renaturierungspuffer nPTHR2: 50 mM Tris/HCl ~ pH 8,0
1 M L-Arginin
1 mM Brij-78
1 mM EDTA
5 mM GSH
1 mM GSSG

Der Puffer wurde griindlich entgast. Das Redoxshuffling-System, bestehend aus GSH und
GSSG, wurde stets kurz vor dem ersten Puls zu dem Renaturierungsansatz hinzugegeben. Die
beiden Komponenten wurden vorher getrennt in Renaturierungspuffer gelost, der korrekte pH-

Wert wurde mit Hilfe von pH-Stabchen mittels HCI und NaOH auf pH 8,0 eingestellt.

Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Zur Aufreinigung des renaturierten Proteins wurde der Ruckfaltungsansatz zunichst auf 100 —
150 ml mit Hilfe einer ViVa-Flow-Anlage (Pumpe: Masterflex I./S™ und easy-load-Zubehér, Cole
Parmer; Membran: VIVA FLOW 200, 5.000 MWCO, PES, VIVA Science) konzentriert.
AnschlieBend erfolgte die schrittweise Zugabe von 1 M Ammoniumsulfat fiir die Bindung an das
HIC-Saulenmaterial. Des Weiteren wurden durch diesen Schritt einige Verunreinigungen sowie
fehlgefaltetes Protein ausgefillt. Nach 40 Minuten Inkubation auf Eis wurde ausgefallenes
Protein mittels Zentrifugation (20 min; 30 000 x g; 4 °C) entfernt. Der Uberstand wurde bei einer
Flussrate von 1 - 4 ml/min auf eine mit 10 Sdulenvolumina des HIC-Auftragspuffers dquilibrierte
10 ml Phenyl-Sepharose-Chromatographiesaule geladen. Nach dem Waschen der Siule mit HIC-
Auftragspuffer bis zum Absinken der UV-Absorption bei 280 nm auf ca. 0 - 1 mAU wurde das
renaturierte Protein mit Hilfe des HIC-Elutionspuffers ohne Gradient in 5 ml Fraktionen eluiert.
Die proteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt und vor der weiteren Aufreinigung durch die
Zugabe von 1 mM PMSF vor Proteasen geschiitzt. Das zumeist stark verdiinnte Eluat wurde
anschlieSend zur Stabilisierung mit 300 mM Ammoniumsulfat versetzt und je nach Volumen mit
Hilfe der ViVa-Flow-Anlage (Masterflex ./S™ und easy-load-Zubehér, Cole Parmer; Membran:
VIVA FLOW 200, 5.000 MWCO, PES, VIVA Science) oder mittels Amicons (Amicon Ultra-15,
MWCO 5 kD, Millipore) auf 1 - 2 mg/ml konzentriert.

HIC-Puffer:

HIC-Auftragpuffer 50 mM Tris/H,SO,  pH 8,0
I M (NH,),S0,
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HIC-Elutionspuffer 50 mM Tris/H,SO,  pH 8,0

Priparative Gelfiltration

Letzte Verunreinigungen in der Proteinldsung wurden durch Gréfienausschlulchromatographie
an einer Superdex 75 prep grade-Sdule (je nach Proteinmenge 26/60 oder 16/60) entfernt. Dazu
wurden 4 ml (Superdex 75 prep grade 16/60) bzw. 11 ml (Superdex 75 prep grade 26/60) des
Eluats der HIC-Reinigung auf die in 2 Volumina Laufpuffer dquilibrierte Sdule bei einer Flussrate
von 1 ml/min (Superdex 75 prep grade 16/60) bzw. 3,5 ml/min (Superdex 75 prep grade 26/60)
aufgetragen. Der Sidulendurchlauf wurde in 5 ml Fraktionen gesammelt. Die Proteinfraktionen

wurden vereinigt und wiederholt mit 1 mM PMSF versetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Gelfiltrations-Laufpuffer:
50 mM Tris/H,SO, pH 8,0
300 mM (NH,),SO,

I1.4 Biophysikalische und strukturelle Charakterisierung

I1.4.1 Analytische Ultrazentrifugation

Sedimentationsgleichgewichtsliufe von nPTHR1-GS12-PTH(1-34) und nPTHR1-GS14-PTH(1-
34) wurden in einer Optima XL-A Ultrazentrifuge (Beckman Instruments, USA) durchgefiihrt.
Es wurden Doppelsektorzellen bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 20.000 rpm bei 20 °C
in einem AnG60Ti-Rotor verwendet. Die verwendeten Proteinkonzentrationen und
Pufferbedingungen sind im entsprechenden Abschnitt im Ergebnisteil angegeben. Die
experimentellen Daten wurden mit Hilfe eines von A. Minton entwickelten Programms analysiert
(104). Die Messungen und die Auswertung der Daten wurden von PD Dr. Hauke Lilie vom

Institut fur Biotechnologie, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg durchgefiihrt.

I1.4.2 Circulardicroismus

Die Fern-UV CD-Spektren wurden an einem Aviv 62A DS Spektropolarimeter (Aviv) in einer
Quarzkuvette mit einer Schichtdicke von 0,02 cm aufgenommen.

Die Proteinproben wurden zunichst im Lagerpuffer auf 0,5 mM konzentriert und anschlieBend

entweder im Lagerpuffer oder einem denaturierenden Puffer bestehend aus 6 M Guanidinium-
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chlorid; 0.1 M Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8.0 auf die im FErgebnisteil angegebenen
Konzentrationen verdiinnte. Fir die Aufnahme der Spektren des denaturierten Proteins, wurde
dieses jeweils 10 - 15 min nach der Verdinnung in dem denaturierenden Puffer bei
Raumtemperatur inkubiert, um eine vollstindige Entfaltung zu erreichen.

Die Spektren wurden mit einer Integrationszeit von 1 s und 0,1 nm Bandbreite 10-fach
akkumuliert und bei Raumtemperatur aufgenommen. Nach Abzug des Puffersignals wurde die
gemessene Elliptizitit © in mittlere molare Elliptizitit pro Aminosdurerest ®,, mit Hilfe der

folgenden Gleichung umgerechnet (105):

(© * 100 * My)

Oyrw =
(de*ceny
O: gemessene Elliptizitit in Grad
My:  Molekularmasse in Dalton
d: Schichtdicke der Kiivette in cm
c Konzentration des Proteins in mg / ml

Anzahl der Aminosauren im Proteinmolekiil

B
7

I1.4.3 Differential Scanning-Kalorimetrie (DSC)

Anderungen der Wirmekapazitit von Proteinlésungen in Abhingigkeit der Temperatur wurden
in einem VP-DSC Mikrokalorimeter (MicroCal, Inc.) gemessen. Die gereinigten und
rickgefalteten Proteine wurden zunichst auf ca. 30 uM verdiinnt, gegen einen Puffer mit dem
entsprechenden pH-Wert dialysiert und anschlieBend 30 min bei 60.000 rpm in einer
Ultrazentrifuge (Optima TLX, Beckman, USA; Rotor: TLA 100.3) zentrifugiert, um simtliche bei
der Dialyse entstandenen Aggregate zu entfernen. AnschlieSend wurde die Proteinkonzentration
im Uberstand spektrometrisch bestimmt.

Die Referenzzelle wurde luftblasenfrei mit Puffer befillt. Die Proteinlésungen wurden entgast
und fir 15 min auf 10 °C bzw. 20 °C iquilibriert, die Autheizrate betrug 90 °C/h. Die
Messungen etfolgten in einem Temperatutbereich von 10 °C bzw. 20 °C bis 85 °C. Die
Schmelzkurven wurden mit Hilfe der Programme MicroCal Origin fir DSC fiir DSC Version 4.1
(MicroCal Software Incorporaton) und SigmaPlot Version 8.0 (Jandel Scientific Software)

ausgewertet.

DSC-Puffer:
pH 7,0: 0.05 M NaH,PO, / NaOH
150 mM NaCl
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pH 06,5: 0.05 M NaH,PO, /NaOH
178 mM NaCl

pH 6,0: 0,05 M Na-Citrat / NaOH
10 mM NaCl

pH 5,5: 0,05 M Na-Citrat / NaOH
52 mM NaCl

pH 5,0: 0,05 M Acetat / NaOH
228 mM NaCl

I1.4.4 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Kalorimetrische Titrationen wurden an einem MicroCal MCS Titrationskalorimeter (MicroCal)
durchgefiihrt. Die Datenauswertung fand mit Hilfe von MicroCal Origin fir ITC Version 2.9
statt.

Das gereinigte und rickgefaltete Protein und auch das in Lagerpuffer geloste PTH(1-37)-Peptid
wurden zunachst auf die gewtnschte Konzentration verdinnt und nochmals gegen Lagerpuffer
dialysiert. So konnte sicher gestellt werden, dass das Protein und der Ligand PTH(1-37) unter
exakt den selben Pufferbedingungen vorlagen. AnschlieBend wurden Protein und Ligand zur
Entfernung entstandener Aggregate 30 min bei 60.000 rpm in einer Ultrazentrifuge (Optima
TLX, Beckman, USA; Rotor: TLA 100.3) zentrifugiert und danach die Proteinkonzentration im

Uberstand spektrometrisch bestimmt.

11.4.5 Uberpriifung der Loslichkeit von Proteinen in verschiedenen Puffern

Um Pufferbedingungen zu ermitteln, in denen die verwendeten Proteine in hohen
Konzentrationen 16slich blieben, wurden die Proteine zunidchst im Lagerpuffer bis zur
Loslichkeitsgrenze konzentriert. AnschlieBend wurden die Proteine gegen verschiedene Puffer-
Losungen dialysiert, um so einen geeigneten Puffer zu ermitteln, in welchem die Proteine 16slich
bleiben und welcher fiir die Kiristallisation verwendbar ist. Zur Bestimmung der Loslichkeit der
Proteine in den entsprechenden Puffern wurde das Protein nach der Dialyse zunichst 20
Minuten bei 70.000 rpm in einer Ultrazentrifuge (Optima TLX, Beckman, USA; Rotor: TLA
100.3) zentrifugiert und anschlieBend die Proteinkonzentration im Uberstand spektrometrisch

ermittelt. Entsprach die Proteinkonzentration vor der Dialyse ca. der nach der Zentrifugation, so
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wurde der Puffer als geeignet eingeschitzt und fur die Kristallisationsexperimente verwendet. Die
verwendeten Proteinkonzentrationen und Pufferbedingungen sind in den entsprechenden

Abschnitten im Ergebnisteil angegeben.

I1.4.6 Kristallisationsexperimente mit nPTHIR und nPTHRI1-(GS)12-
PTH(1-34)

Die gereinigten und nach SDS-PAGE homogenen Proteine nPTHR1 und nPTHRI1-(GS)12-
PTH(1-34) wurden fir Kristallisationsversuche verwendet. Es wurden si#ing drop-Experimente
mit Hilfe eines Pipettier-Robotters (Cartesian Honeybee, Zinsser Analytic + Cartesian Software)
mit 96 well plates (CrystalQuick™, Standard Profile, Flat Bottom, Greiner) bei 15 °C mit folgenden
Screening-Kits durchgefiihrt.

NPTHIR wurde auflerdem in Gegenwart des Liganden PTH1-37 in den molaren Verhiltnissen
1:1 und 1:5 nPTHIR zu PTH(1-37) fir Kokristallisationsexperimente eingesetzt. Hierfiir wurde
nPTHIR nach der Gelfiltration im entsprechenden molaren Verhiltnis mit dem Liganden
gemischt. Fur den 1:1 Komplex wurden die Rezeptordomine und der Ligand mit einer
Konzentration von jeweils 15 mM eingesetzt. Fur den 1:5 Komplex wurden 8,33 mM nPTHIR
mit 41,66 mM PTH(1-37) gemischt. AnschlieBend wurden die Komplexe in einer
Konzentrationszelle (Stirred cell Model 8003, 3 ml, Millipore) mit einer Membran mit 1 kd cut-off
ca. 3-fach konzentriert. Danach wurden die Protein-Peptid-Gemische gegen den Kiristallisations-
puffer dialysiert und anschlieBend bei 70000 rpm in der Ultrazentrifuge (Optima TLX, Beckman,
USA; Rotor: TLA 100.3) zentrifugiert. Die jeweiligen Uberstinde wurden dann fiir die
Kiristallisation verwendet.

Zwei Kiristallisationsbedingungen konnten fir den 1:5 Komplex Proteinkristalle ermittelt werden.
Deshalb wurden von diesen Bedingungen hanging drop-Ansitze im 24 well Mal3stab angesetzt.
Hierzu wurden fur jede Pufferbedingung jeweils 12 wells mit 500 pl Reservoir und einem 8 ul

Tropfen (4 ul Proteingemisch + 4 pl Puffer) angesetzt.

Kristallisationspuffer : 50 mM Tris/HCl pH 8.0
20% (w/v) D-Sotbitol
6% (w/v) Methyl-B-Cyclodextrin

50 mM Ammoniumsulfat
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Kristallisation-Kits:

Name des Kits Hersteller

Factorial solutions 1-96 AG Stubbs, MLLU, Halle(Saale)
Crystal Screen 1 + 2 Hampton Research, USA
Crystallization Basic Kit for Proteins Sigma, Schweiz

Crystallization Extension Kit for Proteins Sigma, Schweiz

Crystallization Low lonic Kit for Proteins Sigma, Schweiz

Crystallization Cryo Kit for Proteins Sigma, Schweiz

Crystallization Basic Kit for Membrane Proteins Sigma, Schweiz

JBScreen Bulk 1-10 Jena Bioscience GmbH, Deutschland

I1.4.7 Rontgendiffraktionsanalyse

Die Kristalle aus dem 1:5-Gemisch nPTHR1 : PTH(1-37) wurden aus dem Kiristallisationspuffer
(100 mM Na-Citrat pH 5.6, 10% (v/v) Isopropanol, 10% (w/v) PEG-4000) geerntet und in
einem Kryopuffer aus 100 mM Na-Citrat pH 5.6, 10% (v/v) Isopropanol, 10% (w/v) PEG-4000,
5% (v/v) Glycerin gewaschen. AnschlieBend wurde der Kristall in einem /op auf dem
Goniometerkopf eines Rontgendrehanodengenerators (Rigaku Micromax 007, Rigaku R-axis
IV++ detector, Varimax HR optics + CrystalClear software, Rigaku, Japan) montiert und
analysiert. Dazu wurde der Kristall monochromatischer CuK -Rontgenstrahlung (\= 1,54179 A)
ausgesetzt. Dabei wurde der Kiristall in einem Kiristall-Detektor-Abstand von 130 mm um einen
Winkel von 720° (Winkelschritte 0.5°) senkrecht zur Einfallsrichtung der Rontgenstrahlen
rotiert.

Auf diese Weise wurden 1440 Diffraktionsbilder  aufgezeichnet. Die so erhaltenen
Diffraktionsdaten wurden mit dem Programmen MOSFLM (106) und XDS (107) prozessiert.
Die Losung der Struktur erfolgte mittels Rigid body refinement mit Hilfe des Programms Refmac5
aus dem CCP4-Programmpaket (108). Dazu wurde die Struktur des PTH(1-34) von Jin ez 4.
(PDB-code: 1ET1 (54)) genutzt. Die anschlieBende Verfeinerung der Daten erfolgte mit den
Programmen Refmac5 und Phenix (109), sowie Coot (110).
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III Ergebnisse

II1.1 Die Rezeptordomine nPTHRI1

ITI.1.1 Expression und Reinigung der N-terminalen Rezeptor-

domine nPTHRI1

Die N-terminale Domine des PTHR1 wurde in einer 6 1 fed-batch Fermentation exprimiert. Es
konnten 780 g Zellen (Feuchtgewicht) geerntet werden. Die anschlieBende SDS-PAGE zeigt eine
deutliche Uberexpression eines Proteins mit dem erwarteten Molekulargewicht des nPTHRI.

Die Reinigung von nPTHR1 erfolgte nach dem Protokoll von Grauschopf et a/. (28). Aus 11

E. co/i-Kultur konnten 45 mg zur Homogenitit aufgereinigtes Protein gewonnen werden.

A
kD

21,5
145

Abb. III.1: Expression und Reinigung von nPTHIR. A Expression 6 1 Vollmedium wurden mit 400 ml
Vorkultur von E. c/i BL21(DE3)pUBS520 pET15b nPTHR1 angeimpft und bei 35°C inkubiert. Vor und nach
der Induktion mit 1 mM IPTG wurden zu den folgenden Zeitpunkten Proben entnommen: Bahnen 1-3: 1, 4 und
5 h vor Inokulation; Bahnen 4-8: 0, 15, 35, 70 und 90 min nach Induktion. B Reinigung Bahn 1 und 2 zeigen
nochmals den Verlauf der Fermentation in E. e/ BL21(DE3) Bahn 1: vor der Induktion mit IPTG und Bahn 2: 4
h nach Induktion, Bahn 3: Probe vom letzten Waschschritt der IB-Priparation; Bahn 4: Elution der Ni>*NTA der
solubilisierten IBs; Bahn 5: Elutionsfraktion der Phenyl Sepharose nach der Renaturierung von nPTHR1; Bahn 6:
Elutionsfraktion der Superdex 75 Gelfiltrationssdule. Das Protein konnte bis zur Homogenitit gereinigt werden.

M: Molekularmassenstandard. Der Pfeil markiert die erwartete Gro3e von nPTH1R.
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I11.1.2 Biophysikalische Charakterisierung

Zur naheren Charakterisierung des nPTHR1 wurden Ciculardicroismus (CD), DSC- und ITC-
Messungen durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten bestitigten die Literaturdaten von nPTHR1 (28)

und werden deshalb im Folgenden nur kurz zusammengefasst.

Zur Analyse der Sekundirstruktur von nPTHR1 wurden Fern-UV-Circulardicroismusspektren
der rickgefalteten und gereinigten N-terminale Rezeptordomine aufgenommen. Fir beide
Spektren, nativ und denaturiert, wurden 46 uM Protein eingesetzt.

Eine quantitative Auswertung des Sekundarstrukturgehalts etfolgte mit dem Programm CDPro /
CONTINLL. Durch Nutzung des Basissets contil.L. SMP50 konnte ein a-helikaler Anteil von

ca. 20 % und ein B-sheet Anteil von ca. 24 % ermittelt werden.

10000
7500 A
S 5000 4
g
o
% 2500 A
5
* 01
b0
[0}
= 2500 A
X -5000 -
KN
=
0 -7500 -
[0}
—
<
S -10000 A
g
12500 - = PTHRI nativ
e nPTHR1 denaturiert
‘15000 T T T T T T T T T T T T T T

185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260

Wellenlinge [nm]

Abb. II1.2: Fern-UV CD-Spektren von nPTHRI1. Die CD-Spektren von 46 uM nPTHR1 jeweils in 50 mM
Tris/HCl; 0,3 M Ammoniumsulfat;, pH 8,0 (Spekttum des mnativen nPTHRI1, blau) oder 6 M
Guanidiniumhydrochlorid; 0,1 M Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8,0 (Spektrum des denaturierten nPTHRI1, rot)
wurden in einer 0,02 cm Kivette, mit einer Integrationszeit von 1 s und einer Bandbreite von 0,1 nm bei 20 °C

aufgenommen und jeweils 10-fach akkumuliert.

Mit Hilfe der isothermalen Titrationskalorimetrie wurde quantitativ die Bindung des freien
Liganden PTH(1-37) an nPTHR1 gemessen werden.

27 uM nPTHR1 wurden in der Messzelle vorgelegt und der Ligand PTH(1-37) (c = 348 puM)
wurde hinzutitriert. Die Auswertung der Messung ergab eine Dissoziationskonstante von
K, = 3,8 uM, was den Literaturdaten sehr gut entspricht (28). Die Messung der ausgetauschten

Wirmemenge erlaubt auch eine Bestimmung weiterer thermodynamischer Bindungsparameter
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(111). So konnte die apparente Bindungsenthalpie AH mit -17,86 £ 0,2 kJ/mol und die
apparente Bindungsentropie AS mit -36,2 J/mol*K bestimmt werden. Die Stéchiometrie der
Bindung zeigte mit einem Wert von 0,901 £ 0,007, dass nahezu jedes Ligandenmolekiil an ein
Rezeptormolekiil gebunden hat. Bei einer erwarteten 1:1 Stochiometrie wurde somit gezeigt, dass

das riickgefaltete nPTHR1 keine inaktiven Teilpopulationen enthilt.

Um die thermische Stabilitit und die Wirmekapazitit der N-terminalen Domine in Abhingigkeit
von der Temperatur zu bestimmen, wurden kalorimetrische Untersuchungen mittels Dzfferential
Scanning Kalorimetrie (DSC) durchgefiihrt. Fir die Bestimmung der Schmelztemperatur und
weiterer thermodynamischer Daten, wie die Entfaltungsenthalpie AH,; und die Wairme-
kapazititsinderung AC, wurde der Temperaturiibergang des Proteins im Bereich 20 °C (293.15
K) bis 85 °C (358.15 K) bestimmt.

Zusitzlich zu den Versuchen von Grauschopf et al. (28), sollte aulerdem untersucht werden, ob
sich die Temperaturstabilitit in Abhédngigkeit vom pH-Wert dndert. Dafiir wurden Messungen
bei verschiedenen pH-Werten durchgefihrt.

Die fiir die Messungen eingesetzten Proteinkonzentrationen fur jeden pH-Wert sind in Tabelle
III.1 aufgefihrt.

Bei der Dialyse des Proteins gegen pH 7,0 wurden sehr viele Aggregate beobachtet, was sich auch
in der geringen Konzentration nach der Ultrazentrifugation zeigt. Die DSC-Messung dieser
Probe war daher sehr verrauscht und konnte deshalb nicht ausgewertet werden (Daten nicht
gezeigt).

Bei den anderen pH-Werten waren alle Temperaturiberginge weitestgehend reversibel (Daten
nicht gezeigt). Die Messung bei pH 6,5 hatte eine sehr gute Datenqualitit (Abb. II1.2 A). Die
Auswertung dieser Messung ergab eine Entfaltungsenthalpie AH;, von 242 kJ/mol und eine
Wirmekapazititsinderung AC,  von 232 J/K*mol bei einer Schmelztemperatur von 62,2 °C
(335,4 K). Bei den pH-Werten 5,0 — 6,0 wurde ebenfalls die Schmelztemperaturen bestimmt und
gegeneinander aufgetragen (Abb. II1.3 B). Das Protein zeigte die hochste thermische Stabilitit bei
pH 5,5.

pH-Wert 7.0 6,5 6,0 5,5 5,0

Proteinkonzentration 7,6 uM 247 uM 28,6 uM 19,8 uM 20,6 pM

Tab. IIL.1: Proteinkonzentration von nPTHRI nach der Dialyse gegen den DSC-Puffer mit entsprechendem
pH-Wert und Ultrazentrifugation (30 min, 60.000 rpm).
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Abb. III.3: Kalorimetrische Untersuchung der thermischen Stabilitit von nPTHRI. A Messung der molaren
Witmekapazitit von nPTHR1 in 0,05 M NaH,PO, /NaOH; 178 mM NaCl; pH 6,5 bei einer Aufheizrate von
90 °C/h. Die Auswettung der Messung ergab ein AHy von 242 kJ/mol und ein AC, von 232 J/K*mol bei einet
Schmelztemperatur von 62 °C. B Auftragung der Schmelztemperaturen (Tm in °K) von nPTHR1 in Abhingigkeit
vom pH-Wert.

I11.1.3 Optimierung der Loslichkeit

Die Kiristallisationsansitze von nPTHR1 im Gelfiltrations-Laufpuffer ergaben unter allen zur
Verfugung stehenden Kristallisationsbedingungen keine Proteinkristalle. Deshalb wurde nach
anderen Pufferbedingungen gesucht, unter denen nPTHRT1 stabil in hoher Konzentration 16slich
bleibt. Ziel war es aullerdem eine moglichst geringe Salzkonzentration zu erreichen, um die
Bildung von Salzkristallen zu verhindern. In Tabelle IIL.2 werden die verwendeten
Pufferbedingungen, sowie die gemessenen Proteinkonzentrationen nach der Ultrazentrifugation
aufgefiihrt.

Die Puffer Nr. 12 (20 mM Tris / HCI; 20 % D-Sorbitol; 6 % Methyl-B-Cyclodextrin; 50 mM (NH4),8O4
pH 8,0) und Nr. 13 (20 mM Tris / HCL 20 % D-Sotbitol; 6 % Methyl-B-Cyclodextrin; 100 mM
(NH4)2SO4 pH 8,0) zeigten die besten Ergebnisse. Die Loslichkeit des Proteins ist mit der in dem
Gelfiltration-Laufpuffer vergleichbar. Es konnte sogar wihrend der Dialyse eine Konzentrierung
des Proteins erreicht werden. Da eciner der Griinde fur die Suche eines neuen Puffers die
Verringerung der Salzkonzentration in der Proteinlésung gewesen ist, wurde fir alle weiteren

Kiristallisationsversuche Puffer Nr. 12 bei pH 8,0 verwendet.
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Puffer Corrari nach UZ- Puffer Corrari nach UZ-Lauf
Lauf
20 mM Tris/HCI 20 mM Tris / HCI
5 % Glycerol 0,09 mg/ml 8 | 20 % D-Sorbitol 3,7 mg/ml
100 mM (NHy),SO4
20 mM Tris/HCl 20 mM Tris / HCl1
10 % Glycerol 0,06 mg/ml 9 | 10 % D-Sorbitol 4 mg/ml
100 mM (NHy),SO4
20 mM Tris/HCl 20 mM Tris / HCl1
20 % Glycerol 0,21 mg/ml 10 | 6 % Methyl-B- pH 7,0 pH 8,0
Cyclodextrin 0,73 mg/ml 1 mg /ml
20 mM Tris/HCl 20 mM Tris / HCl1
50 % Glycerol 0,41 mg/ml 11 | 20 % D-Sorbitol pH 7,0 pH 8,0
6 % Methyl-B3- 1,83 mg/ml | 2,64 mg/ml
Cyclodextrin
20 mM Tris/HCI 20 mM Tris / HCI
30 % D-Sorbitol 0,41 mg/ml 12 | 20 % D-Sorbitol pH 7,0 pH 8,0
6 % Methyl-B3- 2,62 mg/ml | 5,82 mg/ml
Cyclodextrin
50 mM (NHy)2SO4
20 mM Tris/HCI 20 mM Tris pH 7/8
30 % D-Sotrbitol 2,13 mg/ml 13 | 20 % D-sorbitol pH 7,0 pH 8,0
50 mM (NH4)2SO4 6 % Methyl-B- 7,05 mg/ml | 5,68 mg/ml
Cyclodextrin
100 mM (NHy),8O4
20 mM Tris / HCI
30 % D-Sorbitol 4,5 mg/ml
100 mM (NHy)2SO4

Tab. IIL.2: Test von Pufferbedingungen zur Optimierung der Loslichkeit von nPTHR1. nPTHR1 wurde
zunichst im Gelfiltrations-Laufpuffer auf 5 mg/ml konzentriert und anschlieBend gegen die aufgefithrten Puffer
dialysiert. Vor der Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Dialyse wurden Aggregate mittels
Ultrazentrifugation entfernt. Von einigen Pufferbedingungen wurden verschiedene pH-Werte getestet (geteilte

Spalten).
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ITI.1.4 Kokristallisationsexperimente von nPTHRI1 in Gegenwart

von PTH(1-37)

Wihrend des Kokristallisationsexperiment konnten unter zwei Kiristallisationsbedingungen
(100 mM Na-HEPES pH 7,5; 10 % (v/v) 2-Propanol; 20 % (w/v) PEG-4000 und 100 mM Na-
Citrat pH 5,6; 10 % (v/v) 2-Propanol; 10 % (w/v) PEG-4000) fir den 1:5 Komplex
Proteinkristalle beobachtet werden. Deshalb wurden von diesen Bedingungen hanging drop-
Ansitze im 24-well Maf3stab angesetzt. Hierzu wurden fiir jede Pufferbedingung jeweils 12 wells
mit 500 pl Reservoir und einem 8 ul Tropfen (4 ul Proteingemisch + 4 ul Puffer) angesetzt. In
beiden Fillen konnten wiederum Kiristalle erzeugt werden.

Abbildung I11.4 zeigt die erhaltenen Kiristalle. Zum Teil waren mehrere Kristalle miteinander zu
sternartigen Gebilden verwachsen, wie in Abbildung II1.4 A sehr gut zu sehen ist. Einer der
Einzelkristalle von Abbildung II1.4 B wurde fur die Rontgendiffraktionsmessungen verwendet.
Nach einer ersten Messung wurde allerdings durch die ermittelte GroBle der Einheitszelle
festgestellt, dass die Kiristalle lediglich den Liganden PTH(1-37) nicht aber die Rezeptordomine
nPTHR1 enthielten. Auch die ermittelte Raumgruppe P6; wies darauf hin, dass lediglich der
Ligand im Kiristall enthalten war, der Kristall von PTH(1-34) von Jin et al., 2000 (54) wies exakt

die gleiche Raumgruppe und Kiristallform auf.
B
A

Abb. III.4: PTH(1-37) Kiristalle. Die abgebildeten Kristalle wurden in Gegenwatt von 100 mM Na-Citrat pH 5,6;
10 % (v/v) 2-Propanol; 10 % (w/v) PEG-4000 im 24-well MaBstab mit einer TropfengréBe von 8 pl (4 pl
Proteinlésung + 4 pl Puffer) erhalten. Die Proteinlésung bestand aus einem Gemisch aus nPTHR1 und PTH(1-37)
im molaren Verhiltnis 1:5.

A verwachsene sternférmige Kiristalle, ungeeignet fiir die Réntgendiffraktionsanalyse.

B Einzelkristalle, wovon ein Kiristall fir die Rontgendiffraktionsanalyse verwendet wurde.
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I11.1.5 Losung der Kristallstruktur

Die Losung der Struktur erfolgte mittels 7igid body refinement mit Hilfe des Programms Refmac5
aus dem CCP4-Programmpaket (108). Dazu wurde die Struktur des PTH(1-34) (PDB-Code:
1ET1 (54)) genutzt, da die Kiristalle isomorph dazu sind. Die anschlieBende Verfeinerung der
Daten erfolgte mit den Programmen Refmac5 und Phenix (109), sowie Coot(110). Tabelle 111.3

zeigt die wichtigsten Parameter der ausgewerteten Daten.

Datensammlung
Raumgruppe Po;
Einheitszelle a, b, ¢ (A) 29,88 29,88 108,46
o, B,y 90°, 90°, 120°
Auflosung (A) 30-2,2(2,3-22)
Vollstindigkeit/completeness (%o) 99,6 (99,4)
Anzahl der Reflektionen

gesamte Anzahl der Reflektionen | 89821 (11375)

einmalige Reflektionen 2816 (351)
Redundanz 31 (32)
Rmerge 18,0 (46,8)
I/ sigmal 21,0 (9,2)
Wilson B-Faktor 20,9
Refinement
Auflosung (A) 2517-2.2
Rwork (%) 17,4
Rfree (%0) 23,5
durchschnittlicher B-Faktor 30,7
RMS Abweichung vom Ideal
Bindungslinge (A) 0,018
Bindungswinkel (°) 1,65

Tab. IIL.3: Datensammlungs- und Refinement-Statistiken des Kristalls von PTH(1-37): Der Datensatz wurde

mit einem Einzelkristall aufgenommen. In Klammern wurden die Werte der dullersten Aufldsungsschale angegeben.

Das Peptid PTH1-37 kristallisierte mit zwei Molekilen in der asymmetrischen Einheit in der
Raumgruppe P6,. Die Gesamtstruktur des Peptids zeigt, wie in der Literatur (54) beschrieben,

eine leicht geknickte Helix, die Reste 35-37 liegen in keiner regelmal3igen Konformation vor. Der
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Khnick der Helix befindet sich zwischen den Resten Glycin 12 und Valin 21. Wie auch bei Jin et
al. formen die Termini des Peptids zwei amphiphile Helices bei denen die polaren Seitenketten an
der jeweils entgegen gesetzten Seite der Helix lokalisiert sind. Die vorliegende Struktur und auch
die Literaturdaten weisen auf eine Stabilisierung der Helix tiber die Ausbildung einer Salzbriicke

und zweier Wasserstoffbriickenbindungen hin, wie in Abb. IIL.5 gezeigt.

Monomer A

Abb IIL5: Kristallstruktur von PTH(1-37). A Uberblick der Gesamtstruktur. im Vordergrund: PTH(1-37) bildet
eine geknickte Helix, welche aus zwei entgegengesetzt geladenen Teilhelices besteht. Die Trennung der beiden
Teilbereiche ist mit der gestrichelten Linie gekenntzeichnet. Im Hintergrund: PTH(1-37) kristallisierte mit zwei
Molekilen in der asymmetrischen Einheit. B Stabilisierung der Helix. Die Helix des Peptids wird durch zwei
Wasserstoffbriicken zwischen Asn-16 und Glu-19, Ser-17 und Arg-20 und einer Salzbriicke zwischen Glu-22 und Arg-25

stabilisiert (gepunktete Linie). Ser-17 zeigt zwei alternative Konformationen.

Wie Abbildung IIL.6 zeigt, hatte das Peptidriickgrat der beiden Monomere A und B den exakt
gleichen Verlauf wie PTH(1-34) bei Jin et al. (54). Ein Unterschied besteht lediglich in der

Konformation einzelner Seitenketten. Die Seitenketten von Ser-1, Val-2, His-9, Lys-13, Lys-26
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und Lys-27 weisen unterschiedliche Orientierungen auf. Fur einige Aminosiduren wurden
alternative Konformationen gefunden (Monomer A: Ser-3, Ser-17 und Lys-26; Monomer B: Ile-5
und Lys-27).

Val-2 Ser-1

Abb. III. 6: Alignment der Kristallstrukturen von PTH(1-37) und PTH(1-34) von Jin et al. Die Kiristalle
beider Peptide waren isomorph und zeigten zwei Molekile in der asymmetrischen Einheit. Das Peptidriickgrat

nimmt denselben Verlauf, Aminosduren mit unterschiedlicher Konformation wurden benannt. braun: PTH(1-37);

grin: PTH(1-34) (PDB-Code: 1ET1, Jin et al.)
In beiden Peptiden der asymmetrischen Einheit der PTH(1-37)-Struktur ist jeweils ein Sulfation
koordiniert, welches aus dem Kiristallisations-Puffer stammt. In Monomer A wird das Ion durch
die N-terminal gelegenen Aminosiuren Histidin-9, Glutamin-6, Asparagin-10 und Lysin-13
koordiniert. In Monomer B wird ein zweites Sulfation durch die C-terminal gelegenen Reste

Arginin-25, Lysin-26 und Glutamin-29 koordiniert.

Abb. III.7: Koordinierung zweier
Sulfationen in beiden PTH(1-37)-
Monomeren. A Gln-6, His-9, Asn-10
und Lys-13 des Monomers A
koordinieren ein Sulfation. B Arg-25,
Lys-26 und GIn-29 des Monomers B

koordinieren ein zweites Sulfation.
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II1.2 Die Fusionskonstrukte nPTHRI1-(GS)12-PTH (1-34)
und nPTHR1-(GS)14-PTH (1-34)

Da in vorangegangen Kiristallisations- und Kokristallisationsversuchen lediglich der Ligand
kristallisierte, wurde zum Erhalt der Kristallstruktur des Rezeptor-Ligand-Komplexes eine neue
Strategie entwickelt. Nach dem Vorbild von Bazarsuren (99) wurden Rezeptor-Linker-Ligand-
Konstrukte hergestellt, bei denen an den C-Terminus der Rezeptordomine ein flexibler Glycin-
Serin-Linker und anschlieBend der Ligand PTH(1-34) angefiigt wurden. Auf diese Art und Weise
sollten stabile 1:1 Rezeptor-Ligand-Komplexe entstehen, welche zur Kiristallisation verwendet
werden konnen. Da die Linge des verwendeten Linkers Finfluss auf die Stabilitit des
Konstruktes haben kann, wurden zwei verschiedene Linker-Lingen verwendet und hinsichtlich
ithrer Stabilitit und somit Eignung fir die Kiristallisation verglichen. Abbildung II1.8 zeigt die
Sequenz des kiirzeren Linker-Konstrukts nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). Daraus wird die
Beschaffenheit des Linkers ersichtlich. Um eine héchst mogliche Flexibilitit zu erreichen, wurden
immer abwechselnd Glycine und Serine aneinander gefiigt. Bei dem lingeren Linker-Konstrukt

nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) wurden jeweils ein zusitzliches Glycin und Serin eingeftigt.

SHMYALVDADDVMTKEEQIFLLHRAQAQCEKRLKEVLQRPASTMESDKGWTSASTSGKPRKDK
ASGKLYPESEEDKEAPTGSRYRGRPCLPEWDHILCWPLGAPGEVVAVPCPDYIYDFNHKGHAY
RRCDRNGSWELVPGHNRTWANYSECVKFLTNETREREVFDRLGMIGSGSGSGSGSGSSVSEIQ
LMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNF

nPTH1R Linker PTH1-34

Abb. III.8: Sequenz und schematische Darstellung des Konstruktes nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). An den
C-Terminus von nPTHR1 wurden ein flexibler Linker und der Ligand PTH(1-34) angefiigt. Die Linge des Linkers
betrug 12 Aminosiuren, 6 Glycine und 6 Serine. blau: nPTHR1, rot: Glycin-Serin-Linker; griin: PTH(1-37)

46



III Ergebnisse: Parathormon-Rezeptordominen

I11.2.1 Klonierung

Fir die Herstellung des DNA-Konstrukts des Fusionsproteins nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34)
mussten zundchst die beiden Teile, nPTHR1 und PTH(1-34), aus den jeweiligen
Expressionsvektoren amplifiziert werden. Wie bereits beschrieben wurde das DNA-Konstrukt in
mehreren Teilschritten zum endgtiltigen Produkt zusammengeftigt. Abbildung II1.9 zeigt die
Ergebnisse der einzelnen Teilschritte und das erzeugte Endprodukt mit der erwarteten Grof3e

von 651 Basenpaaren.

A B
M1 2 3 4

500

10 100

Abb. IIL.9: Produktion der nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34)-cDNA. A 2 %-Agarosegel: Produktion der Teilstiicke, M:
100 bp-Marker (MWG); Bahnen 1 + 2: (GS)8-PTH(1-34) aus jeweils 50 ul PCR-Ansatz; Bahn 3: gereinigtes (GS)8-
PTH(1-34)-Teilstiick; Bahn 4: gereinigtes nPTHR1-(GS)8-Teilstiick. B 1,5 %-Agarosegel: Ergebnis der Kopplungs-
PCR. M: 100 bp-Marker (MWG); Bahn 1 Kopplungsprodukt nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). Das Produkt entspricht der

erwarteten GroéBe von 651 bp.

Nach der Reinigung des Kopplungsproduktes mit dem PCR-Purification Kit (Qiagen) wurde ein
Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und Ndel durchgefithrt und das Produkt
anschlieBend in den Vektor pET15b ligiert. Zur Uberpriifung der korrekten Sequenz wurde der
fertige Vektor sequenziert. Das Ergebnis der Sequenzierung zeigte, dass die erzeugte DNA-

Sequenz mit der Erwarteten zu 100 % identisch war (Daten nicht gezeigt).

Fir die Herstellung des Gens des nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34)-Konstruktes wurde eine
Mutagenese-PCR unter Verwendung der Primer QC12tol14 forward und QC12tol4 revers
durchgefiihrt. Als Template diente das Plasmid pET15b nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). Durch die
PCR wurden genau in der Mitte des Glycin-Serin-Linkers 6 Basen eingefiigt, welche fiir ein
weiteres Serin und ein weiteres Glycin kodieren. Auf diese Weise wurde der Linker von 12 auf 14

Aminosauren verlingert.
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I11.2.2 Expression und Reinigung

Um die optimalen Expressionsbedingungen fiir das Fusionsprotein nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34)
zu ermitteln, wurden zunichst mehrere 50 ml-Testexpressionen im Schiittelkolben durchgefiihrt.
Dabei zeigte nPTHR1-(GS)12-PTH1-34 eine deutliche Uberexpression in E.coli BL21(DE3)
Zellen. Nach einigen Expressionen im Schiittelkolben mit steigenden Volumina von 100, 200,
400, 1000 und 1500 ml konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression auch im groBen MaB3stab
erreicht werden kann.

AnschlieBend erfolgte die Expression von nPTHRI1-(GS)12-PTH1-34 in einer 6 1 fed-batch
Fermentation. Nach 3 h Expression konnten 820 g Zellen (Feuchtgewicht) geerntet werden. Die

anschlieBend angefertigte SDS-PAGE zeigt eine deutliche Uberexpression.
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Abb. III.10: Expression der Fusions-Konstrukte in E. coli BL21(DE3). A nPTHR1-(GS)12-PTH1-34
Zunichst wurden Testexpressionen in verschiedenen Volumina durchgefthrt, hier am Beispiel von 400 ml LB
gezeigt. B nPTHRI1-(GS)12-PTH1-34. Nach erfolgreichen Testexpressionen wurde das Fusionsprotein im 6 1-
MaBstab fermentiert. C nPTHRI1-(GS)14-PTH1-34. Die fed-batch Fermentation erfolgte im 6 L-Mal3stab. Der
Pfeil markiert die deutliche Uberexpressionsbande. M entspricht dem Molekularmassenstandard, Bahnen 1: vor

der Induktion mit 1 mM IPTG, Bahnen 2-5 bzw. 2-4: 1-4 h bzw. 1-3 h nach Induktion.

Das Fusionsprotein nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) zeigte ebenfalls eine gute Uberexpressions-
bande in E.cof BL21(DE3), wie das SDS-Gel der 6 1 fed-batch Fermentation (Abb. IIL.10 C)
deutlich zeigt. Die Fermentation erfolgte entsprechend der von nPTHR1-(GS)12-PTH1-34.

Die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte in exakt gleicher Verfahrensweise wie die Reinigung
von nPTHR1. Aus 11 E.co/-Kultur konnten ebenfalls ca. 45 mg reines Protein hergestellt werden.

Abbildung III.11 zeigt, dass die Proteine bis zur Homogenitit gereinigt werden konnten.
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Abb. III.11: Reinigung der Fusionsproteine. A nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34): M Molekularmassenstandard.
Bahn 1: 3 h nach der Induktion bei der Fermentation in E.coli BL21(DE3); Bahn 2: Probe vom letzten
Waschschritts der IB-Priparation; Bahn 3: Elution der Ni**-NTA; Bahn 4: Elutionsfraktion der Phenyl-Sepharose
nach der Renaturierung; Bahnen 5 + 6: Elutionsfraktionen der Superdex 75 Gelfiltrationssiaule. B nPTHRI1-
(GS)14-PTH(1-34): M Molekularmassenstandard. Bahn 1: 3 h nach der Induktion bei der Fermentation in E.coli
BL21(DE3); Bahn 2 und 3: Elutionsfraktionen der Phenyl-Sepharose bzw. der Superdex 75 Gelfiltrationssiule nach

der Renaturierung. Der Pfeil markiert jeweils das gereinigte Protein.

I11.2.3 Biophysikalische Charakterisierung

I11.2.3.1 Analytische Ultrazentrifugation

Zur Bestimmung des Molekulargewichts im nativen Zustand und des Oligomierisierungszustands
wurden nPTHRI1-(GS)12-PTH(1-34) und nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) mittels analytischer
Ultrazentrifugation untersucht. Abbildung II1.12 A zeigt den Sedimentations-Gleichgewichtslauf
des gereinigten nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) in Lagerpuffer bei einer Proteinkonzentration von
0,4 mg/ml. Aus den erhaltenen Daten wurde ein Molekulargewicht von 25,1 kDa ermittelt, dies
entspricht dem monomeren Zustand des Proteins. Abbildung II1.12 B zeigt jedoch, dass die
apparente Sedimentationskonstante mit steigender Proteinkonzentration ansteigt, was darauf
hindeutet, dass nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) in héheren Konzentrationsbereichen, wie sie etwa
fir Kiristallisationsversuche verwendet werden mussten, zu Oligomerisierung neigt. Der genaue
Oligomerisierungszustand ist allerdings aus den gewonnenen Daten nicht zu bestimmen. Ein
moglicher Grund fur die Oligomerisierung bei hoéheren Konzentrationen koénnte eine
intermolekulare Interaktion des PTH(1-34)-Anteils eines Molekiils mit dem nPTHR1-Anteil eines

Nachbarmolekiils sein.
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Abb. III.12: Analytische Ultrazentrifugation zur Ermittlung des Molekulargewichts und des
Oligomerisierungszustands von nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). A Das Sedimentationsgleichgewicht wurde bei
20.000 tpm und 20 °C innerhalb von 60 h bei einer Proteinkonzentration von 0,4 mg/ml in Lagerpuffer gemessen.
Oben: Kurvenangleich der experimentellen Daten liefert ein Molekulargewicht von 25,1 kDa. Unten: Abweichung des
Kurvenangleichs von den experimentellen Daten. B Abhingigkeit der apparenten Sedimentationskonstante von der

Proteinkonzentration.

Abbildung III.13 zeigt den Sedimentations-Gleichgewichtslauf des gereinigten nPTHR1-(GS)14-
PTH(1-34) in DSC-Puffer pH 6,5 bei einer Proteinkonzentration von 0,43 mg/ml. Aus den
erhaltenen Daten wurde das Molekulargewicht des monomeren Zustandes von 26,9 kDa
ermittelt. Eine Messung des Proteins im Lagerpuffer war nicht moglich, da das Protein wihrend
der Ultrazentrifugation aggregierte und die so erhaltenen Ergebnisse nicht auswertbar waren. Die
Bestimmung der Konzentrationsabhingigkeit wie bei nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) war ebenfalls
nicht méglich, da nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) bereits wihrend der Konzentrierung ab einer
Konzentration von ca. 2 mg/ml aggregierte. Diese Ergebnisse zeigen auf, dass nPTHR1-(GS)14-
PTH(1-34) weit weniger loslich ist als nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). Dies konnte auf eine
inkorrekte Faltung oder auf das Fehlen der stabilisierenden intramolekularen Bindung zum
fusionierten Liganden zuriickzufihren sein.

Um diese méglichen Probleme niher einzugrenzen, wurden mit beiden Proteinen im Folgenden

CD-, DSC- und ITC-Messungen durchgefiihrt.
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15 Abb. IIL.13: Analytische Ultrazentrifugation von
nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34). Das Sedimentations-
=) gleichgewicht wurde bei 20.000 tpm und 20 °C
2 10
3 innerhalb von 60 h bei einer Proteinkonzentration
< von 0,43 mg/ml in DSC-Puffer pH 6,5 gemessen.
0.5 1 Oben: Kurvenangleich der experimentellen Daten
liefert ein Molekulargewicht von 26,9 kDa. Unten:
0,0 r r r Abweichung des  Kurvenangleichs von  den
01 .
% 0.0 ——— S experimentellen Daten.
s > <
A 0,11
6,4 6,6 6,8 7,0

I11.2.3.2 Circulardicroismus zur Analyse der Sekundirstruktur

Zur Analyse der Sekundirstruktur von nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) wurden Fern-UV-
Circulardicroismusspektren des riickgefalteten und gereinigten Fusionsproteins aufgenommen.
Fir das Spektrum des nativen Proteins (Abb. II1.14, schwarz) wurde dieses in Lagerpuffer mit
einer Konzentration von 41 uM eingesetzt. Die Konzentration des denaturierten nPTHR1-
(GS)12-PTH(1-34) (Abb. 111.14, rot) betrug 37 uM.

Der Vergleich der beiden Spektren zeigte einen deutlichen Unterschied zwischen nativem und
denaturiertem nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) im Wellenlingenbereich von 208 nm bis 250 nm.
Das Spektrum des denaturierten Proteins ist charakteristisch fiir eine vollig entfaltete Poly-
peptidkette (105). Das Spektrum des nativen Proteins mit einem globalen Minimum bei 204 nm

und einem lokalen Minimum bei ca. 225 nm zeigt sowohl a-helikale Strukturen, als auch

[B-Faltblatt-Anteile im Protein auf.
Die quantitative Auswertung des Sekundarstrukturgehalts etfolgte mit dem Programm CDPro/
CONTINLL. Durch Nutzung des Basissets contiLL. Basis 3 konnten die prozentualen Anteile

der Sekundarstrukturelemente bestimmt werden.
Tabelle III.4 zeigt den Vergleich der Sekundirstrukturanteile des nPTHR1 und des
Fusionsproteins nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). Im Vergleich zu nPTHR1 (siche auch III.1.2)

steigt der o-helikale Anteil durch die Fusion mit dem helikalen Liganden PTH(1-34) deutlich an.

Der B-Faltblatt-Anteil bleibt nahezu unverindert. Der Anteil an ungeordneten Proteinanteilen

(Rest) steigt ebenfalls an, was durch die Anwesenheit des Glycin-Serin-Linkers zu erkliren ist.
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Abb. IT1.14: Fern-UV CD-Spektren
von nPTHRI-(GS)12-PTH(1-34).
Die CD-Spektren des 41 uM
APTHR1-(GS)12-PTH(1-34) in
50 mM Tris/HCI; 0,3 M Ammonium-

sulfat; pH 8,0 (natives Spektrum, ®)

und 37 uM  oPTHRI-(GS)12-
PTH(1-34) in 6M Guanidinium-
hydrochlorid; 0,1 M Tris-HCL; 1 mM
EDTA; pH 8,0 (denaturiertes
Spektrum, A) wurden in einer
0,02 cm Kdavette, mit einer

Integrationszeit von 1 s und einer
Bandbreite von 0,1 nm bei 20 °C
aufgenommen und jeweils 10-fach

akkumuliert.

Zur Analyse der Sekundirstruktur von nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) wurde ein natives Spektrum

in DSC-Puffer pH 6,5 aufgenommen. Die Proteinkonzentration betrug 27,3 uM. Mit Hilfe des

Programms CONTINLL konnte jedoch kein geeignetes Basisset zum sinnvollen Fitten der

gemessenen Daten ermittelt werden. In Abbildung IIL.15 sind die normierten Daten des

nPTHR1 denen von nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) und nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) gegentber

gestellt. Hier ist ebenfalls der geringere o-helikale Anteil in nPTHR1 im Vergleich zu nPTHR1-
(GS)12-PTH(1-34) zu etkennen. Es wird auch deutlich, dass nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34)

insgesamt einen geringeren Anteil an Sekundarstrukturelementen aufweist als die beiden anderen

Proteine.

Basisset o-Helix % | B-Sheet % turn % Rest %
nPTHRI1-(GS)12- contil.L, Basis 3 431 17,3 19,6 414
PTH(1-34)
nPTHR1 contiL.L. SMP50 20,3 24,0 235 32,3

Tab. II1.4: Sekundirstrukturanteile des nPTHR1 und nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). Das Fusionsprotein zeigt

einen signifikanten Anstieg des a-helikalen Anteils aufgrund der Anwesenheit des Liganden PTH(1-34). Die

restlichen Sekundirstrukturanteile zeigen eine nahezu gleiche Verteilung bei beiden Proteinen.
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Abb. II1.15: Vergleich der nativen Fern-UV-CD-Spektren von nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34), nPTHR1 und
nPTHRI1-(GS)14-PTH(1-34). Alle Proteine weisen ein definiertes Spektrum mit charakteristischen Minima bei
ca. 204 nm und ca. 225 nm auf. Dies weist auf eine korrekte Faltung der Proteine hin. Der o-helikale Anteil ist bei

nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) deutlich erhéht. NPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) weist augenscheinlich einen geringeren

Sekundarstrukturanteil auf.

Die erhaltenen Daten legen nahe, dass beide Fusionsproteine in einer Konformation vorliegen,
die der von nPTHR1 sehr dhnelt. Es ist daher davon auszugehen, dass es gelang beide

Fusionsproteine in die korrekte native Konformation zuriickzufalten.

I11.2.3.3 Bestimmung der thermischen Stabilitit mittels DSC

Um die thermische Stabilitit und die Warmekapazitit der Fusionsproteine in Abhingigkeit von
der Temperatur zu bestimmen, wurden kalorimetrische Untersuchungen mittels Differential
Scanning-Kalorimetrie (DSC) durchgefihrt. Die Messbedingungen und Geriteeinstellungen
entsprechen denen der nPTHRI-DSC-Messungen. Die fir die Messung eingesetzten
Proteinkonzentrationen fiir jeden pH-Wert sind in Tabelle I11.5 aufgefiihrt.

Anders als bei nPTHR1 ergaben die Messungen der Fusionsproteine keine gut auswertbaren
Daten, die erhaltenen Messkurven waren zu breit und zeigten zum Teil eine mehr oder weniger
ausgeprigte Schulter vor dem eigentlichen Schmelzpunkt (Abb. I11.16), so dass ein Fitten der
Kurven bzw. eine Basislinien-Korrektur unméglich war. Es konnte jedoch fir jeden pH-Wert die

Schmelztemperatur (T'm) bestimmt werden.
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In den Abbildungen II1.16 A und B sind die Messkurven von nPTHR-(GS)12-PTH(1-34) und
nPTHR-(GS)14-PTH(1-34) dargestellt. Alle Temperaturiberginge waren weitestgehend
reversibel (Daten nicht gezeigt), in Abbildung IIL.16 C wurden die entsprechenden
Schmelztemperaturen in Abhingigkeit vom pH-Wert dargestellt und mit der freien N-terminalen

Domine verglichen.
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pH-Wert 7,0 6,5 6,0 5,5 5,0
nPTHR1 7,6uM | 247uM | 286uM | 198uM | 20,6 uM
nPTHRI-(GS)12-PTH(1-34) 104pM | 21,1uM | 323uM | 239uM | 21,0uM
nPTHRI-(GS)14-PTH(1-34) 49uM | 11,0uM | 340pM | 295uM | 284 uM

Tab. IIL.5: Proteinkonzentration von nPTHR1, nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) und nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34)
nach der Dialyse gegen den DSC-Puffer mit entsprechendem pH-Wert und Ultrazentrifugation (30 min, 60.000 rpm).

Die erhaltenen Daten lassen darauf schlieSen, dass die Fusionsproteine nicht als einheitliche
Spezies vorliegen. Die vorherrschende Spezies zeigte eine héhere Wirme- und pH-Stabilitit im
Vergleich zu nPTHR1. Die zweite Spezies, welche sich in einer Schulter bzw. der Breite der
Kurven zeigte, denaturierte bereits bei geringeren Temperaturen. Da das Protein laut SDS-PAGE
und UZ-Untersuchungen keine Verunreinigungen aufwies, ist es denkbar, dass diese instabilere
Spezies eine Teilpopulation darstellt, welche keine intramolekulare Bindung mit dem fusionierten
Liganden eingeht. Der Anteil dieser Spezies war in jeder Proteincharge unterschiedlich und
konnte nicht genauer bestimmt werden. Es gelang nicht die Schulter durch geeignete Fits eines
2-Phasen-Models, von der Schmelzkurve der Hauptspezies zu trennen. Diese zweite Spezies
wurde auch bei ITC-Messung sichtbar (siche 111.2.3.4).

Im Vergleich zu nPTHR1 weisen die beiden Fusionsproteine hohere Tm-Werte bei den
entsprechenden pH-Werten auf, was auf eine verbesserte thermische Stabilitit durch die Fusion

mit dem Liganden hindeutet.

III.2.3.4 Untersuchung der Interaktion der Fusionsproteine mit freiem
Liganden PTH(1-37) mittels isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC)

Mit Hilfe isothermaler Titrationskalorimetrie sollte quantitativ die Bindung der Fusionsproteine
an freien Liganden PTH(1-37) gemessen werden, um so indirekt die intramolekulare Bindung des
Rezeptoranteils an den fusionierten Liganden zu zeigen. Sollte der Ligand intramolekular an die
fusionierte Rezeptordomine binden, so wire im ITC keine Bindung eines freien Liganden
messbar. In der Annahme, dass der freie Ligand an nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) mit der selben
Affinitit wie an die freie N-terminale Domine bindet, wurde zunidchst im gleichen
Konzentrationsbereich wie bei der ITC-Messung von nPTHR1 gemessen. Die Konzentration des

Fusionsproteins betrug 26 uM, die des freien Liganden 252 uM.
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Abb. IIL17: Isothermale Titrationskalorimetrie von PTH (1-37) zu nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). A Es
wutden 26 uM nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) in 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 300 mM Ammoniumsulfat vorgelegt und
mit einer 252 uM PTH (1-37) in der Titrationsspritze in 10 ul-Titrationsschritten alle 20 s bei 20 °C bis zur Sittigung
titriert. B PTH(1-37) wurde aus einer 199 uM Stamml6sung in gleicher Weise wie in Experiment A zu 360 uM
nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) titriert.

Die Auswertung der Daten ergab eine unklare Stéchiometrie mit einem Schitzwert zwischen 0,001 - 0,006, somit
war keine quantitative Auswertung der Daten mdglich. A+B Oben: basislinienkorrigierter Wirmeumsatz der
Titrationsschritte; Unten: flichenintegrierte und konzentrationsnormalisierte Enthalpieinderung bei den einzelnen

Titrationsschritten.

Die Messungen zeigten eine schwache Bindung (Abb. II1.17 A). Die Daten konnten jedoch nicht
quantitativ ausgewertet werden, da es nicht moglich war die genaue Stochiometrie der Bindung
zu bestimmen. Da die erhaltenen Daten aber darauf hinwiesen, dass ein seht kleiner Wert fur N
(zwischen 0,001 und 0,006) vorliegt, wurde in einer weiteren Messung im starken Uberschuss
nPTHIR-(GS)12-PTH(1-34) (360 uM) eingesetzt und der freie Ligand aus einer 199 uM Losung
hinzu titriert, um so evtl. die genaue Stéchiometrie ermitteln zu kénnen. Diese Messung lieferte
aber nahezu identische Ergebnisse wie die erste Messung (Abb. II1.17 B).

Der angegebene Bereich fiir N ist ein Schitzwert, der sich aus den durchgefiihrten
Auswerteversuchen ergibt. Nur wenn man N in diesem Bereich festsetzt, ergeben sich fur AS,
AH und den K,-Wert sinnvolle Parameter, welche hier nicht aufgefiihrt werden, da sie lediglich

auf einer Schitzung beruhen. Trotz der schlechten Auswertbarkeit zeigen die Daten deutlich,
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dass der Hauptanteil der Probe, nimlich 90-99 %, keine Bindung zu freiem Peptid eingeht,
sondern vermutlich in intra- oder intermolekularen Bindungen saturiert ist.

Um eine exakte Aussage Uber die thermodynamischen Parameter treffen zu kénnen, miisste die
Stéchiometrie der Bindung tber eine unabhingige Methode gemessen bzw. der Anteil der
Spezies in der Probe bestimmt werden, welcher keine intramolekulare Bindung eingeht. Dies war
allerdings unmoglich, da dieser Anteil nicht konstant war und sich je nach Proteincharge und
Lagerungszeit verinderte.

ITC-Messungen mit nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) ergaben bei vergleichbaren Konzentrations-
verhiltnissen ahnliche Ergebnisse (Daten nicht gezeigt), welche sich ebenfalls auf eine
Heterogenitit der Protein-Probe zuriickfithren lassen.

Diese zweite Spezies in den Proteinproben zeigt sich auch im DSC (siehe 111.2.3.3).

IT1.2.4 Kristallisations-Screenings mit nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34)

Nach der erfolgreichen Riickfaltung und Reinigung des Fusionsproteins im groBeren Mal3stab
sollten auch réntgenkristallographische Untersuchungen vorgenommen werden.

Es wurden diverse sitting drop-Kristallisationsansitze in allen zur Verfiigung stehenden
Kiristallisations-Kits (siche 11.4.6) angesetzt. Das Protein wurde dabei zum Einen in Lagerpuffer
als auch dem Kiristallisationspuffer des PTH(1-37)-Peptids vorgelegt. NPTHR1-(GS)12-
PTH(1-34) zeigte unter diesen Pufferbedingungen eine deutlich bessere Loslichkeit als die N-
terminale Domine allein, was den Einsatz in hoheren Konzentrationsbereichen ermdglichte.
Dies sollte fur die Kiristallisation von Vorteil sein. Das Protein wurde in verschiedenen
Konzentrationen (2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 8 mg/ml, 12 mg/ml) eingesetzt.

Bisher konnte unter keiner der getesteten Kiristallisationsbedingungen ein Proteinkristall-

wachstum beobachtet werden.
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II1.3 Die Rezeptordomine nPTHR2

Aufgrund der Probleme bei der Kristallisation des nPTHR1 und des Fusionskonstruktes
nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34), der hohen Sequenzhomologie von ca. 51 % und der dhnlichen
Bindungseigenschaften zu PTH, wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit mit der Herstellung
der extrazelluliren Domine des humanen PTH-Rezeptors 2 begonnen. Das Sequenzalignment
der Hormonbindedominen in Abbildung III.18 zeigt auf, dass zwischen nPTHR1 und nPTHR2
eine hohe Sequenzidentitit von ca. 36 % besteht und das Disulfidmuster bei allen N-terminalen
Dominen nahezu identisch ist. Allerdings weist nPTHR1 eine signifikant verlingerte logp-Region
zwischen Cys48 und Cys108 auf. NPTHR2 konnte daher aufgrund seiner kompakteren

Beschaffenheit ein geeigneter Kandidat fir Kristallisationsversuche sein.

nPTHRL YALVDADDVMTKEEQIFLLHRAQAQBEKRLKEVLQRPASI 40
nPTHR2 = ———mmm - AQLDSDGTITIEEQIVLVLKAKVQEELNITAQLQ----- 34
GIPR -———PILQLLLRLSLCGLLLQRAETGSKGQTAGELYQRWERYRREBQETLAAAEPPSG-- 54
GLPR1 MAGAPGPLRLALLLLGMVGRAGPRPQGATVSLWETVQKWREYRRQEBQRSLTEDPPPATD- 59
PACAPR = —mmmmmmmmme e MHSDC----1FKKEQAMBLQRANELMDSSPG- 27
VIPR1 -SPLPARWLCVLAGALAWAGPAGGQAARLQEECDYVQMIEVQHKQE@LEEA-QLENETIG- 57
nPTHR1 MESDKGWTSASTSGKPRKDKASGKLYPESEEDKEAPTGSRYRGRPELPEWDHILEBWPLGA 100
nPTHR2 = @ ————————————————————————————————— FPEWDGL 1BWPRGT 49
GIPR = e LAGNGSFDMYVEWDYAA 71
GLPRT = LFE@NRTFDEYABWPDGE 76
PACAPR = & ——————————————————————————————— e PGMWDN I T@WKPAH 42
VIPRT = @ —————————————— e BSKMWDNLT@WPATP 72
nPTHR1 PGEVVAVPEPDY 1 YDEN--HKGHAYRREBDRNGSWELVPGHNRTWANYSE@VKFLTNET-- 156
nPTHR2 VGK1SAVPEPPY1YDEN--HKGVAFRHEBNPNGTWDFMHSLNKTWANYSDELRFLQPDISI 107
GIPR PNATARASEPWYLPWHHHVAAGFVLRQBGSDGQWGLWR--=—--~- DHTQBENPEKNEAFL 124
GLPR1 PGSFVNVSEBPWYLPWASSVPQGHVYRFETAEGLWLQKDNSSLPWRDLSE@EESKRGERSS 136
PACAPR VGEMVLVSEPELFRIFNSDMG-VVSRNBTEDG-WSEPFP—---- HYFDABGFDEYES--- 92
VIPR1 RGQVVVLABPL I FKLFSSI1QGRNVSRS@TDEG-WTHLEPG----PYP IABGLDDKAASL- 126
nPTHR1 REREVFDRLGMIY 169

nPTHR2 GKQEFFERLYVMY 120

GIPR DQRLILERLQ--- 134

GLPR1 P-—mm 137

PACAPR - 92

VIPR1 D-—mmmmmm 127

Abb. III.18: Sequenzalignment der HBD Klasse B GPCRs. nPTHRI besitzt eine verlingerte Loop-Region
zwischen Cys48 und Cys108. Die identischen Aminosiuren aller HBD wurden gelb, die von nPTHR1 und nPTHR2

hellblau hervorgehoben, Cysteine sind rot markiert.
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ITI.3.1 Klonierung des Expressionsvektors pET15bnPTHR2

Um nPTHR2 exprimieren zu kénnen, musste zunichst die entsprechende cDNA hergestellt und
in den Vektor pET15b eingefihrt werden. Die cDNA-Sequenz wurde basierend auf der Sequenz
des humanen nPTHR2 (NCBI-accession: NP_005039.1) entworfen. Zur Herstellung der cDNA
wurde eine overlapping-PCR in zwei Teilschritten durchgefiithrt. Abbildung II1.19 zeigt die
Ergebnisse der einzelnen PCR-Schritte. Das erhaltene DNA-Stiick wurde iber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Ndel in den Zielvektor legiert. Die korrekte Sequenz der

nPTHR2-cDNA wurde mittels Sequenzierung (Daten nicht gezeigt) bestatigt.

pET15b

1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

nPTHR2

Abb. IIL.19: Herstellung des Expressionsvektors pET15bnPTHR2. A Produktion der beiden Teilstiicke in
jeweils drei PCR-Ansitzen. links: Primer 1-6; rechts: Primer 6-10; in beiden Fillen ergaben die drei PCR-Ansitze das
gleiche Produkt mit der erwarteten GroBe, jeweils gleiche PCR-Ansitze wurden vereint. B Ergebnis der Kopplungs-
PCR. Die beiden Teilstiicke wurden im Verhiltnis 1:1 eingesetzt. Das Endprodukt hat die erwartete GréB3e von 403
bp. C Kontrollverdau des Plasmides eines positiven Klons. oben: das linearisierte Plasmid pET15b; unten: die

nPTHR2-cDNA in der richtigen GréBe.

I11.3.2 Expression von nPTHR2

Zum Ermitteln der optimalen Expressionsbedingungen wurden zunichst einige Testexpressionen
im  Schittelkolben im 50 ml-MaB3stab  durchgefihrt. Hierzu wurden verschiedene
Bakterienstimme mit dem Zielvektor pET15bnPTHR2 transformiert. Bei den verwendeten
E. coli-Stimmen handelt es sich um: BL21(DE3), BL21(DE3)pUBS, BL21(DE3)pLysS und
Rosetta. Die verschiedenen Bakterienstimme zeigten ein unterschiedliches Expressionsverhalten.
Anhand der vorliegenden SDS-Gele wurde der Expressionsstamm BL21(DE3)pUBS fir alle
weiteren Expressionen ausgewihlt. Er zeigte eine gute Uberexpression des Proteins, welche Uber
die 4 h der Expressionsdauer konstant zu bleiben schien. Die bessere Expression ist auf das

zusitzliche pUBS520-Plasmid dieses E. co/i-Stammes zurlickzufihren. Es erhoht die Produktion
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der tRNA™® | die fiir die Tripletts AGA und AGG codiert. Dies konnte, angesichts der Tatsache,

dass die nPTHR2-cDNA nicht fiir E. /i codon-optimiert war, von Vorteil sein.
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Abb. IIL.20: Testexpressionen von nPTHR2 in unterschiedlichen Expressionsstimmen. A FE. coli
BL21(DE3), B E. w/i BL21(DE3)pUBS, C E. w/i BL21(DE3)pLysS, D E. w/i Rosetta. M entspricht dem
Molekularmassenstandard, Bahn 1: vor der Induktion mit 1 mM IPTG, Bahnen 2-5 1-4 h nach Induktion. Der Pfeil
markiert in allen Abbildungen die Laufhdhe des 16 kD Proteins nPTHR2. AuBler in E. co/i BL21(DE3)pLysS, ist in
allen Expressionsstimmen eine Uberexpression von nPTHR2 zu erkennen. E. w/i BL21(DE3)pUBS zeigte das beste

Ergebnis mit einer stabilen Uberexpression im Verlauf der 4 Stunden nach der Induktion mit 1 mM IPTG.

Im Folgenden wurde nPTHR2 im 6 1-Mal3stab im ausgewdhlten E. co/-Stamm im fed-batch-
Verfahren bei 37 °C fermentiert (Abb. II1.21). Bei einer optischen Dichte von 12,5 AU bei 600
nm erfolgte der Feeding-Start. Bei einer optischen Dichte von 57,5 AU bei 600 nm wurde mit
1 mM IPTG induziert. 3 h nach der Induktion wurden die Zellen geerntet. Es konnten 1100 g
Zellen (Feuchtgewicht) geerntet werden. Die anschlieBend angefertigte SDS-PAGE zeigt eine

deutliche Uberexpression.

= i Abb. III.21: 6 1 fed-batch Fermentation des nPTHR2 in E.coli
-— e
662 | o il Bl o= BL21(DE3)pUBS. M: Molekularmassenstandard, Bahn 1: vor der Induktion
® S8 & mit 1 mM IPTG, Bahnen 2-4: 13 h nach Induktion. Der Pfeil markiert die
3 - = Laufhéhe des 16 kD Proteins nPTHR2. Es ist eine deutliche Uberexpression
s | — von nPTHR2 zu erkennen.
’ e - | —
144 [F5 == - -
-
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IT1.3.3 Priparation und Reinigung von nPTHR2

Die Priparation der IBs aus E. c/i BL21(DE3)pUBS erfolgte entsprechend dem Protokoll fir
nPTHRI1. Fir die Solubilisierung der IBs wurde ebenfalls zunichst das nPTHR1-Protokoll
getestet, allerdings fithrte dies nicht zum gewinschten Erfolg. Nach der Dialyse der
solubilisierten IBs gegen 4 M Guanidinhydrochlorid pH 2,5 bildete die Proteinlésung eine
gallertartige Masse, welche nicht fir die anschlieBende Reinigung eingesetzt werden konnte.
Durch Erhoéhung der Guanidiniumchlorid-Konzentration auf 5 M und des pH-Wertes auf 4,5
konnte schlieflich eine klare Proteinlosung erhalten werden. Die so solubilisierten IBs wurden
dann in gleicher Weise wie nPTHR1 iiber eine Ni**-Sepharose-Siule gereinigt. Hierzu wurde die
Guanidiniumchlorid-Konzentration wie bei der Solubilisierung auf 5 M erhoht, um die IBs in
Losung zu halten.

Die Renaturierung war unter den Bedingungen von nPTHR1 nicht erfolgreich und fithrte zur
kompletten Prizipitation des Proteins wihrend der anschlieBenden Ammoniumsulfatfillung. Erst
die Zugabe von 1 mM Brij-78, einem Detergenz, fihrte zu loslichem renaturiertem Protein,
welches auch wihrend der Ammoniumsulfatfillung in Losung blieb. Die weiteren
Reinigungsschritte wurden analog zur nPTHR1-Reinigung durchgefithrt. Wie in Abbildung I11.22

gezeigt wird, konnte nPTHR2 bis zur Homogenitit gereinigt werden.

po———

f—==4

—

p—— nPTHR2. Bahn 1: Probe vom letzten Waschschritt
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f
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Homogenitit gereinigt werden.
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Abb. III.22: Priparation und Reinigung von nPTHR2. M

entspricht dem Molekularmassenstandard. Der Pfeil markiert

IB-Priparation; Bahn 2: Elution der IMAC der solubilisierten IBs;
Bahn 3: Elutionsfraktion der Phenyl-Sepharose nach der
Renaturierung von nPTHR2;  Bahn 4: Elutionsfraktion der

— | e Superdex 75 Gelfiltrationssdule. Das Protein konnte bis zur
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IT1.3.4 Charakterisierung von nPTHR2

Nach der erfolgreichen Reinigung sollte nPTHR2 anschlieBend im Hinblick auf seine korrekte
Faltung und Ligandenbindung untersucht werden.

Erste CD-Messungen in Anwesenheit und Abwesenheit des zz-vitro-Liganden PTH(1-37) wurden
in Zusammenarbeit mit M. Gopalswamy, AG Balbach, Institut fiir Physik, Martin-Luther-
Universitit Halle-Wittenberg durchgefiihrt.

Abbildung II1.23 zeigt die Ergebnisse dieser CD-Messungen. Der Ligand PTH(1-37) und
nPTHR2 wurden jeweils in einem Puffer aus 20 mM Natriumphosphat und 300 mM
Natriumsulfat bei pH 6,00 mit einer Konzentration von 1,117 uM eingesetzt. Fir die CD-
Messung des Komplexes (rot) wurden beide Komponenten 1:1 gemischt. Die Messungen
erfolgten in einer 1 cm Kivette. Man erkennt deutlich, dass die bloBe Addition der beiden
Einzelspektren von PTH(1-37) und nPTHR2 (schwarz) nicht mit den Messdaten des Komplexes
vergleichbar ist. Dies weist darauf hin, dass eine Bindung des Peptides an die Rezeptordomine
und eine damit verbundene Konformationsinderung stattfindet. Dies legt nahe, dass es gelang

nPTHR2 in seiner native Konformation zu reinigen.

Abb. III.23: CD-Messungen von
nPTHR2 und PTH(1-37) einzeln und im

Komplex. Die Messungen wurden in einer
1 ecm Kivette durchgefithrt. NPTHR2 und
PTH(1-37) lagen in einer Konzentration von
1,117 uM in 20 mM Natriumphosphat und
300 mM Natriumsulfat bei pH 6,00 vor.

Elliptizitat [mdeg]
A

-6 1 Man erkennt deutlich die Konformations-
— Komplex inderung bei Bindung des Peptids an

-8 - nPTHR2
PTH1-34 nPTHR2. grin: Einzelspektrum PTH(1-37),

— Addition
10 -— blau: Einzelspektrum nPTHR2, schwarz:

195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260

) Addition der beiden Einzelspektren, rot:
Wellenlange [nm]

Komplex aus PTH(1-37) und nPTHR2

Um diese Vermutung zu belegen wiirden noch weitere Messungen, wie z.B. ein CD-Spektrum
des denaturierten Proteins und Messungen zur Stabilitit und zur Ligandenbindung, wie DSC und
ITC, notwendig sein, welche aber im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt wurden.
Das Projekt wird von M. Gopalswamy, AG Balbach, Institut fir Physik, Martin-Luther-

Universitiat Halle-Wittenberg weitergefihrt.
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IV Diskussion

IV.1 Strukturelle Charakterisierung von nPTHR1

Die N-terminale Domine des Klasse B GPCRs PTHRI1 stellt ein gut charakterisiertes Protein
dar, welches durch die Bindung der Liganden PTH und PTHrP im Hinblick auf deren Rolle im
Kalzium- und Phosphathaushalt und damit verbundene Krankheiten wie Osteoporose und das
Auslosen der Tumor-assoziierten Hyperkalzimie, eine hohe medizinische Relevanz erlangte.
Cross-linking und Mutationsstudien haben gezeigt, dass lediglich die N-terminalen Aminosiuren
1-34 des Peptidliganden PTH an der Rezeptorbindung beteiligt sind (50). Aus diesem Grund
sollte auch in dieser Arbeit eine C-terminal verkiirzte Form des Peptids PTH(1-37) als Ligand fur
Interaktionsstudien und Kiristallisationsversuche eingesetzt werden.

Die N-terminale Domine konnte nach dem Protokoll von Grauschopf ez 4/ (28) mit einer
Ausbeute von ca. 45 mg gereinigtem Protein aus 1 Liter E. cw/-Kultur gewonnen werden. Die
ermittelten Daten, die Sekundirstruktur, thermische Stabilitit und Bindungsaffinitit zu
PTH(1-37) betreffend, entsprachen den Literaturdaten (28). Das Protein zeigte unter den
verwendeten Messbedingungen im DSC ein Optimum der thermischen Stabilitit bei pH 5,5.
Kristallisationsansitze von nPTHR1 im Lagerpuffer ergaben unter allen zur Verfiigung
stehenden Kristallisationsbedingungen keine Proteinkristalle. Ein Grund dafiir kénnte das im
Lagerpuffer enthaltene Ammoniumsulfat sein, welches sehr schnell unter sehr vielen
Bedingungen der Kiristallisations-Kits Salzkristalle ausbildet. Deshalb wurde versucht andere
Pufferbedingungen mit geringerer Salzkonzentration zu ermitteln, unter denen nPTHR1 stabil in
hoher Konzentration loslich bleibt. Ein Puffer bestehend aus 20 mM Tris / HCL 20 % D-
Sorbitol, 6 % Methyl-B-Cyclodextrin und 50 mM (NH,),SO, erschien als geeigneter
Kiristallisationspuffer, da das Protein auch bei hohen Konzentrationen in Losung gehalten
werden konnte.

Fir die Kristallisation wurde der Ligand PTH(1-37) in einem molaren Verhiltnis von 1:1 und 1:5
nPTHRI1:PTH(1-37) zugegeben. Bei einem Sereening im 96 well-Maf3stab unter Verwendung aller
zur Verfiigung stehenden Kiristallisationskits bildeten sich bei 5-fachem molaren Uberschuss an
Ligand unter einer Bedingung (100 mM Na-Citrat pH 5,6; 10 % (v/v) 2-Propanol; 10 % (w/v)
PEG-4000) Kiristalle, welche auch im 24 well-Maf3stab reproduzierbar waren. Der im hauseigenen

Rontgengenerator vermessene Kristall streute bis 1,85 A. Aufgrund der ermittelten Raumgruppe
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(P6.) und der kleinen Zellkonstanten (a=29,88 A; b=29,88 A; c=108,46 A) und nicht zuletzt
durch den Vergleich der erhaltenen Daten mit der aufgeklarten PTH(1-34)-Struktur von Jin ez a/.
(54) wurde schnell deutlich, dass dieser Kristall lediglich den Liganden enthalten konnte. Weitere
Proteinkristalle konnten nicht erzeugt werden.

Die Kiristallisation der Hormonbindedominen der Klasse B GPCRs des Secretin-Types stellt sich
nicht zuletzt aufgrund der hohen Flexibilitit und des relativ geringen Sekundirstrukturgehalts als
schwierig dar. Im Verlauf der vorgelegten Arbeit wurden sowohl Kiristall- als auch NMR-
Strukturen von HBDs einiger Secretin-Typ Klasse B GPCRs veroffentlicht, unter anderem auch
die Kiristallstruktur von nPTHR1 mit dem Liganden PTH(15-34) (97). Des Weiteren wurden
Kristallstrukturen der extrazelluliren Dominen des humanen GIP-Rezeptors in Anwesenheit des
Liganden GIP(1-42) (94) und des humanen GLP-1-Rezeptors in Gegenwart des Inhibitors
Exendin-4(9-39) (96) und NMR-Strukturen des humanen PACAP-Rezeptors (PAC1-R)) mit dem
Inhibitor PACAP(6-38) (112), des murinen CRF-Rezeptors 2 mit und ohne den Antagonisten
Astressin (95, 98) und des humanen CRF-Rezeptors 1 mit und ohne den Peptidliganden CRF
(113) aufgeklirt. Alle diese Strukturen zeigen eine einheitliche Konformation, welche auch als

secretin_family recognition fold bezeichnet wird (114). Abbildung IV.1 zeigt, dass dieser fo/d durch eine
B-Faltblatt-Kernregion und eine N-terminale a-helikale Region geprigt ist. Die B-Faltblatt-
Kernregion wird dabei von zwei der drei konservierten Disulfidbriicken stabilisiert, wihrend die

dritte Disulfidbriicke die Kernregion mit der N-terminalen a-Helix verbindet.

Abb. IV.1: secretin family recognition
fold. Die gemeinsamen Tertidrstruktur-
merkmale aller Sekretin-Typ GPCRs
werden hier am Beispiel der HBD des
) GIP-Rezeptors  dargestellt.  Die  f-
Faltblatt-Kernregion wird durch zwei
konservierte Disulfidbriicken stabilisiert.
Die dritte konservierte Disulfidbricke

verbindet die Kernregion mit der

N-terminalen a-Helix-Region.

rot: o-Helices, grin: /ogps, blau: B-Stringe,
gelb: Disulfidbriicken, lila GIP(1-32)
[PDB-Code: 2QKH, (94)]

Im Falle des GIP- (94) und des GLP1-Rezeptors (96) gelang es die Liganden-bindenden
Dominen in Gegenwart des jeweiligen Peptidliganden ohne weitere stabilisierende Maf3nahmen

zu kristallisieren. Jedoch wiesen diese Rezeptordominen eine wesentlich héhere Loslichkeit und
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Stabilitit auf als nPTHR1. Dieser Umstand ldsst sich auf die kompaktere Tertidrstruktur
zurtickfiihren. NPTHR1 besitzt im Bereich der Aminosauren 60 bis 105 einen grof3en, flexiblen
loop, welcher bei keinem anderen Klasse B GPCR des Secretin-Types gefunden wurde (siche
Abbildung II1.18) (97). Dieser /oop konnte fur die Instabilitit der Domine und somit auch fir die
fehlgeschlagenen Kiristallisationsversuche verantwortlich sein. Pioszak ez a/. (97, 113) gelang die
Kiristallisation von nPTHR1 und nCRFR1 nur durch die Fusion der Proteine mit dem Maltose-
Bindeprotein (MBP) am N-Terminus. So gelang es nPTHR1 bereits wihrend der Expression und
Reinigung zu stabilisieren und anschlieBend fur die Kristallisation auf 20 mg/ml zu
konzentrieren. Diese Konzentration konnten im Rahmen dieser Arbeit mit der freien
N-terminalen Domane auch in Gegenwart des stabilisierenden Liganden PTH(1-37) nie erreicht
werden. Die Fusion mit MBP wirkte sich auflerdem positiv auf die Packung des Kiristalls aus, da
es dadurch zu ausgedehnten Interaktionen mit nPTHR1 oder mit MBP selbst kam, was eine
verbesserte Kristallqualitit nach sich zog (97). Doch trotz dieser signifikanten Stabilisierung von
nPTHRI1 konnte die Struktur des langen und flexiblen 60-105-/0ps nicht aufgeklirt werden.

Anhand der nun bekannten Strukturen von HBDs der genannten Klasse B GPCRs konnten
detailiertere Einblicke in die Prinzipien der Ligandenbindung dieser wichtigen Rezeptorklasse

gewonnen werden (114).

IV.2 Die Struktur von PTH(1-37)

Im Rahmen dieser Arbeit kristallisierte das C-terminal verkiirzte Peptidhormon PTH(1-37) aus
einem Gemisch aus der N-terminalen Domine des Parathormon-Rezeptors (nPTHR1) und des
Peptids. Die Strukturauswertung ergab, dass das Peptid im Kiristall in exakt der selben Symmetrie
und Konformation vorlag, wie es bereits fur das verktrzte PTH(1-34) (54) beschrieben wurde.
Jin et al. gelang es im Jahr 2000 die Struktur des humanen PTH(1-34) mit einer atomaren
Auflésung von 0,9 A darzustellen (PDB-code: 1ET1 (54)). Das Peptid kristallisierte ebenfalls als
X-formiges Dimer in einer geknickten Helix, deshalb konnte diese Struktur fiir das rigid body
refinement genutzt werden. Der Verlauf des Peptidriickgrates von PTH(1-37) entspricht bis auf die
unterschiedliche Konformation einzelner Aminosauren dem von PTH(1-34) (siche III.1.5). Die
drei zusitzlich kristallisierten Reste Valin-35, Alanin-36 und Leucin-37 liegen nicht helikal vor.
Abbildung TV.2 A zeigt eine Uberlagerung der beiden PTH-Strukturen, der Verlauf der Helices

und auch die X-formige Anordnung der zwei Monomere in der assymmetrischen Einheit sind
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identisch. Es ist deutlich zu erkennen, dass die C-terminalen Reste 35-37 keine helikale Sekundar-

struktur aufweisen.

[PDB-Code: 1ET1, (54)] [PDB-Code:3C4M, (97)]

Abb. IV.2: Helikale Struktur des PTH-Peptids im Kristall. A A/ignment von PTH(1-37) (braun) mit PTH(1-34)
(grtin). Beide Peptide bilden ein X-férmiges Dimer in der asymmetrischen Einheit. Der Verlauf des Peptidriickgrats
ist nahezu identisch. Die drei Reste Val-35, Ala-36 und Leu-37 liegen nicht helkal vor. B Kiistallstruktur von
nPTHR1 (hellblau) in Gegenwart des Liganden PTH(15-34) (hellgriin). Der Ligand weist hier ebenfalls eine
durchgingig helikale Struktur auf.

Diese durchgingig helikale Struktur des verkirzten PTH-Peptidhormons wird in allen bisher
vorliegenden Kiristallstrukturen mit und ohne nPTHRI1 (54, 97) beschrieben. Alle bekannten
NMR-Strukturen von PTH(1-34) (PDB-code: 1BZG; 1HPY; 1ZWA) (51, 52), PTH(1-37) (PDB-
code: 1HPH; 1ZWC) (52, 53) und PTH(1-39) (PDB-code: 1BWX) (52) zeigen jedoch unter
bestimmten Bedingungen eine flexible Region im Bereich der Aminosduren 10-20 des Peptids.
Dieses Verhalten konnte auch bei anderen Peptid-Liganden von Klasse B GPCRs, wie GLP-1
(115, 116) und Glukagon (117, 118), beobachtet werden.

Abb. IV.3: NMR-Struktur von PTH(1-34). Das Peptid
liegt in Lésung ohne den Rezeptor oder die Anwesenheit
von Lipiden oder organischer Substanzen, welche ecine
membrandhnliche Umgebung simulieren, nicht als
durchgingige Helix vor. Die Struktur zeigt einen flexiblen
Bereich zwischen den Resten 10 bis 20 (griin), welcher
zwei helikale Bereiche (gelb, hellblau) trennt. Der N- (rot)

und C-Terminus (blau) liegt ebenfalls ungeordnet vor.

[PDB-Code: 1ZWC, (52)]

Fir diese Ergebnisse werden die unterschiedlichen Vermessungs- bzw. Kristallisations-

bedingungen angefithrt. Offensichtlich ldsst sich die a-helikale Struktur der Peptide durch die
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Zugabe von Lipiden oder organischer Lésungen wie Trifluorethanol (119) induzieren, da diese
Substanzen die Anwesenheit einer Membran imitieren. Die durchgingige a-Helix wird aulerdem
bei der Binding der Hormone an ihren Rezeptor beobachtet (94-97). Somit ldsst sich die
Konformation des PTH(1-37)-Peptids im Kiristall mit der Anwesenheit der N-terminalen
Rezeptordomine und den Kiristallisationsbedingungen erkliren, da sich wihrend der
Kristallisation, wie Jin et al. argumentieren, die Losungsmittelexposition des Peptids vermindert
und somit eine membranihnliche Umgebung geschaffen wird (54). Méglich ist auch, dass die
entstandenen Kiristallkontakte zwischen den Peptidmolekiilen eine Rolle bei der Ausbildung der
durchgingig helikalen Struktur spielen.

Zusammen mit den Daten von Jin ef a/.(54) und Pioszak ez al. (97) konnen mit der hier gelésten
Kristallstruktur Aussagen tiber den Bindungsmodus und die Konformation des Liganden bei der
Bindung an den Rezeptor getroffen werden. Das Model der ,,bent helix*, welches nach der
Aufklirung der NMR-Struktur von Marx e al (52) aufgestellt wurde, wurde durch die
Kristallstruktur von nPTHR1 in Anwesenheit von PTH(15-34) relativiert, da das Peptid als
durchgingige Helix am Rezeptor gebunden vorliegt.

In der hier vorgestellten Struktur wurden zusitzlich zur Struktur von Jin e a/ die drei
C-terminalen Reste 35-37 kristallisiert, welche nicht Teil der Helix sind. Aus Literaturdaten wird
ersichtlich, dass PTH(1-34) mit derselben Affinitit an den PTH-Rezeptor bindet wie das
Gesamt-Hormon PTH(1-84) (50). Dieses C-terminal verkiirzte Peptid vermittelt auch die volle
Aktivierung des Rezeptors (120). Diese Tatsache lasst darauf schlieBen, dass die Aminosiuren
35-84 des Peptids keine Rolle bei der Bindung an PTHR1 und der Aktivierung des Rezeptors
spielen. Es gibt Literaturdaten, welche einen weiteren Rezeptor, den C-PTH-Rezeptor (121, 122),
beschreiben, der ausschlieflich den C-Terminus des PTH-Peptids bindet und ebenfalls an der
Regulation des Kalzium- und Phosphathaushaltes beteiligt ist. Dieses konnte die nicht helikalen
Reste 35-37 der hier prisentierten Struktur erkliren. Da diese Reste nicht an der Bindung zum
PTH-Rezeptor 1 beteiligt sind, konnten sie somit eine Gelenkregion zwischen der PTHR1- und
der C-PTH-Rezeptor-Bindungsstelle darstellen, bzw. kénnte die Tertidrstruktur dieses Peptid-

abschnittes erst durch die Anwesenheit des C-PTH-Rezeptors induziert werden.
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IV.3 Darstellung und Charakterisierung der Fusions-

proteine

Mit der Herstellung eines Fusionsproteins aus nPTHR1 und dem Liganden PTH(1-34) sollte ein
stabiler 1:1 Rezeptordomine-Ligand-Komplex gebildet werden, welcher dann fir Kristallisations-
versuche eingesetzt werden kann. Die Herstellung einer Rezeptor-Ligand-Chimere eines Klasse B
GPCRs mit seinem Peptidliganden wurde bereits in der Dissertation von A. Bazasuren 2003 (99)
beschrieben. Hier wurde ein Fusionsprotein aus der Liganden-bindenden Domine des GLP1-
Rezeptors und dem C-Terminalen Fragment des GLP-1 hergestellt, um eine verbesserte
Loslichkeit des Proteins zu erhalten. Fusionsproteine, bei denen die Interaktionspartner mit
unterschiedlichen Linkern verbunden sind, wurden auch von Robinson ¢ al 1998 (123)
beschrieben. In diesem Fall wurden Single-Chain-Varianten des Arc Repressors im Hinblick auf
eine Fusion mittels verschiedener Linker in verschiedenen Lingen niher untersucht.

Idealerweise sollte ein Komplex aus Rezeptor und Ligand eine hohere thermodynamische
Stabilitit aufweisen, des Weiteren sollte das Fusionsprotein in hoheren Konzentrationsbereichen
stabil bleiben und weniger Aggregation zeigen als die N-terminale Domine ohne Ligand. Die
Variation der Linker-Linge um zwei Aminosauren sollte zeigen, ob ein lingerer oder kiirzerer

Linker zu besseren Ergebnissen und somit zu einem stabileren Komplex fiihrt.

IV.3.1 Die native Struktur der Fusionsproteine

Nach der erfolgreichen Produktion der gereinigten Fusionsproteine im groflen Mal3stab war es
von grundlegender Bedeutung, die native Konformation dieser Proteine nachzuweisen, da nur
diese Konformation fir die Strukturaufklirung der Proteine relevant ist. Um die korrekte Faltung
der Fusionsproteine nachzuweisen, wurden zur niheren Untersuchung der Sekundarstruktur der
rickgefalteten Proteine Fern-UV-CD-Spektren aufgenommen. Durch den fusionierten Liganden
PTH(1-34), welcher als a-Helix vorliegt, sind fir die Fusionsproteine groflere o-helikale Anteile
zu erwarten. Ein Vergleich der CD-Spektren des nativen nPTHR1 und der beiden renaturierten
Fusionsproteine nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) und nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) machte deutlich,
dass die Fusionsproteine eine unterschiedliche Ausprigung an Sekundirstrukturelementen

aufweisen.
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NPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) wies einen 22,8 %ig grofleren o-helikalen Anteil auf, was den
Erwartungen durch die Fusion mit dem Liganden entsprach. Der etwas erhohte Anteil an

ungefaltetem Protein kann auf die Anwesenheit des flexiblen Glycin-Serin-Linken zurtickgefiihrt

werden. Der Anteil von B-Faltblattbereichen und /&op-Regionen blieb nahezu konstant.

Aufgrund der schlechten Auswertbarkeit der Daten von nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) konnte hier
lediglich eine Uberlagerung der Spektren von nPTHR1, nPTHRI1-(GS)12-PTH(1-34) und
nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) fiir strukturelle Aussagen herangezogen werden. NPTHR1-(GS)14-
PTH(1-34) scheint einen etwas geringeren Anteil an Sekundirstrukturelementen aufzuweisen als
nPTHR1 oder auch nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34), dies kann auf den verlingerten Glycin-Serin-
Linker und die damit verbundene erhéhte Flexibilitit des Proteins zuriickgefiihrt werden. Es ist
denkbar, dass durch den lingeren Linker die intramolekulare Bindung des Liganden zum
Rezeptoranteil nicht so ausgepragt ist und deshalb die gesamte Proteinstruktur destabilisiert wird.
Zusammenfassend weisen alle drei untersuchten Proteine einen deutlichen Unterschied zwischen
den Spektren der nativen und denaturierten Zustinde auf. Das zeigt, dass sich
Sekundirstrukturen wihrend der Renaturierung ausgebildet haben. Da das Spektrum von
nPTHR1 den Literaturdaten entsprach, kann aufgrund der Ahnlichkeit des Spektrums zu denen
der Fusionsproteine davon ausgegangen werden, dass die Fusionsproteine genau wie nPTHR1 in
ithrer nativen Konformation vorliegen.

Zum Nachweis einer nativen Konformation und einer erhéhten Stabilitit im Vergleich zur freien
Rezeptordomine wurde die thermische Stabilitit der Proteine mittels DSC-Messungen bei
verschiedenen pH-Werten bestimmt. Ein Vergleich der Schmelztemperaturen (Tm) der Proteine
bei den gemessenen pH-Werten zeigte, dass das Fusionsprotein nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34)
hoéhere Tm-Werte unter verschiedenen pH-Werten aufweist als nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34). Die
Schmelztemperaturen von nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) liegen zwischen denen von nPTHR1 und
dem Fusionsprotein mit dem 12-Aminosdure-Linker. Eine Ausnahme bildet pH 5,5. Dort sind
die Schmelztemperaturen von nPTHR1 und nPTHRI1-(GS)14-PTH(1-34) nahezu identisch.
Dieser Wert entsprich gleichzeitic dem pH-Wert, bei dem nPTHR1 sein Optimum an
thermischer Stabilitit unter den gewiahlten Messbedingungen erreicht.

Die DSC-Messungen zeigen, dass durch die Fusion der Rezeptordomine mit dem Peptidliganden
eine Verbesserung der thermischen Stabilitit des Proteins erreicht werden konnte. Dabei spielt
die Linge des Linkers eine Rolle. Das Fusionsprotein mit dem kiirzeren Linker (12 Aminoséiuren)
weist die hochste thermische Stabilitit unter den vermessenen Puffer- bzw. pH-Bedingungen auf.
NPTHR1-(GS)14-PTH(1-34) scheint durch den lingeren 14-Aminosiure-Linker etwas

destabilisiert zu werden, was auch die CD-Ergebnisse nochmals verdeutlichen.
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Die Erhéhung der thermischen Stabilitit der Fusionsproteine bei gleichzeitiger Ausbildung der
charakteristischen Sekundarstruktur von nPTHR1 kann auf die Ausbildung von intra- bzw.
intermolekularen Bindungen zuriickgefihrt werden. Dass in diesem Fall die intramolekulare
Bindung wahrscheinlicher ist, zeigen die Ergebnisse der analytischen Ultrazentrifugation. Diese
ergaben fur die gewihlten Proteinkonzentrationen eine monomere Spezies. Eine intramolekulare
Bindung des fusionierten Liganden ist nur dann moglich, wenn die Rezeptordomine in ihrer
nativen Struktur vorliegt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Fusionsproteine in
ithrer nativen Konformation vorliegen.

Mit Hilfe der ITC-Messungen sollte die intramolekulare Bindung des Liganden PTH(1-34) an die
fusionierte Rezeptordomine nPTHR1 der Fusionsproteine nachgewiesen werden. Bei der freien
N-terminalen Domaine ergibt eine Titration mit freiem Liganden eine 1:1-Stéchiometrie bei
einem K,-Wert von ~3-4 uM. Fir die Fusionsproteine sollte aufgrund der intramolekularen
Bindung idealerweise keine Bindung an freien Liganden nachzuweisen sein.

Die entsprechenden ITC-Messungen ergaben, dass nur ein geringer Teil (1 - 6 %) des
Fusionsproteins noch in der Lage ist freien Liganden zu binden. Dies weist darauf hin, dass der
GroBteil des Proteins eine stabile intra- oder intermolekulare Bindung eingeht und lediglich ein
geringer Prozentsatz der Bindestellen in einer ungebundenen Konformation vorliegt. Die
Ausbildung einer intramolekularen Bindung ist hierbei am wahrscheinlichsten, da die Fusions-
proteine, wie auch die Daten der analytischen Ultrazentrifugation gezeigt haben, in dem
Konzentrationsbereich als monomere Spezies vorliegen. Somit ist die lokale Konzentration an
fusioniertem Ligand héher und eine intramolekulare Bindung ist begiinstigt.

Anhand der nPTHR1-Kristallstruktur (97) lisst sich durch eine Uberlagerung des gebundenen
PTH(15-34) mit PTH(1-34) die Struktur des Linker-Konstruktes simulieren. In der in Abbildung
IV.4 dargestellten Simulation kann man die notige Linge eines Linkers zwischen dem
C-Terminus der HBD und dem N-Terminus des Peptides abschitzen. Der direkte Abstand des
C-Terminus von nPTHR1 aus der Kristallstruktur und dem N-Terminus des Peptids betragt ca.
35 A. Die Linge des ausgestreckten 12-Aminosiurelinkers allein betrigt ca. 28,8 A. In der
publizierten Kiristallstruktur fehlen allerdings 17 C-terminale Reste der HBD, welche im
Fusionsprotein nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34) vorhanden sind. Nimmt man nun die Linge dieses
17-Aminosiure-Peptides zu der Linge des 12-Aminoséurelinkers hinzu, kommt man auf eine
Gesamtlinge von ca. 69 A. Das Peptid hat also im Fusionskonstrukt ausreichend Spielraum, um

eine intramolekulare Bindung mit der Rezeptordomine einzugehen.
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[PDB-Code: 3C4M, (97)]

Abb. IV.4: Modell des Fusionskonstruktes nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34). Die Kiristallstruktur von PTH(1-34)
(blau) wurde tiber die Struktur des an nPTHR1(griin) gebundenen PTH(15-34) (rosa) gelegt. Der in der vorliegenden
Kristallstruktur fehlende flexible /&op zwischen den Aminosduren 57 und 105 von nPTHRI1 wurde mit einer
schwarzen Strichlinie angedeutet. Die Position des Glycin-Serin-Linkers zusammen mit den zusitzlichen Resten des
C-Terminus von nPTHR1 im Linkerkonstrukt wurde mit der roten Strichlinie simuliert. Die Linge dieser
Verbindung betrigt bei einer unstrukturierten Anordnung der betreffenden Reste ca. 69 A, wihrend der direkte
Abstand des N-Terminus des Peptides zum C-Terminus von nPTHR1 der Kritsallstruktur lediglich 35 A betrigt.
Das Peptid kann also in der korrekten Orientierung an der fusionierten Rezeptordomine binden. Gelb:

Disulfidbricken

IV.3.2 Ein Fusionsprotein als Kandidat fiir Kristallisationsversuche

In allen vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass die bis zur Homogenitit
gereinigten Fusionsproteine mit grofler Wahrscheinlichkeit in ihrer nativen Konformation
vorliegen. Des Weiteren zeigten die Proteine eine erhohte thermische Stabilitit bei verschiedenen
pH-Werten und wiesen eine intramolekulare Bindung auf. Bei der Stabilitit der hier verwendeten
Proteine spielt jedoch die Linge des Linker eine Rolle, wie bereits von Robinson e a/. (123) fir
die Single-Chain-Varianten des Ar Repressors beschrieben. Doch wiahrend bei Robinson ez a/. die
Verwendung lingerer Linker von bis zu 19 Aminosduren als ginstig erschienen, stellte sich in der
hier vorliegenden Arbeit der kiirzere Linker als der Bessere heraus, da hier mit dem Linker aus 12
Aminosduren die hochste thermische Stabilitit erreicht werden konnte. Dass auch die
Beschaffenheit des Linkers gut gewihlt wurde, zeigt ein Vergleich mit den Ergebnissen von
Bazarsuren 2003 (99). Hier wurde bei der Fusion des GLP1-Rezeptors mit seinem Liganden
ebenfalls ein 12 Aminosdure langer Linker verwendet, welcher aus einer Kombination von
Serinen und Prolinen bestand. Fir dieses Fusionskonstrukt konnte keine Verbesserung der

Stabilitdit und Loslichkeit erreicht werden, da der Linker durch die eingefithrten Proline
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augenscheinlich zu unflexibel war, um intramolekulare Wechselwirkungen der Fusionspartner zu
erlauben. Der hier verwendete Glycin-Serin-Linker weist eine wesentlich hohere Flexibilitit auf
und auch bei Robinson e7 a/. erwies sich der flexiblere Glycin-Serin-Linker als geeigneter.

Die erhohte Proteinstabilitit und die verbesserte Loslichkeit von nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34),
welche sich auch im Erreichen hoherer Proteinkonzentrationen zeigten, lassen das Protein als
geeigneten Kandidaten fir die Kiristallisation erscheinen.

Leider waren alle durchgefiihrten Kristallisationsversuche mit dem Fusionsprotein nPTHRI1-
(GS)12-PTH(1-34) bisher erfolglos. Fir dieses Ergebnis konnen verschiedene Griinde in Frage
kommen. Zum Einen kénnte die Heterogenitit der vorliegenden Probe ein mogliches Problem
sein, was sich im Vorhandensein eines geringen Anteils einer Spezies zeigt, welche offensichtlich
keine Bindung zwischen der Rezeptordomine und fusioniertem Liganden aufweist. Diese Spezies
zelgt eine geringere thermische Stabilitit bei niedrigen Konzentrationen, ist aber in der Lage
freien Liganden zu binden. Dies weist darauf hin, dass der Rezeptoranteil dieser Spezies trotzdem
in einer nativen Konformation vorliegt. Der Peptidanteil scheint aber, evtl. verursacht durch C-
terminalen Abbau, nicht intakt zu sein. Dieser Anteil der Probe konnte unter Umstinden ein
gleichmiBliges Kristallwachstum verhindern. Zum Anderen zeigen die Daten der analytischen
Ultrazentrifugation, dass sich bei den fir die Kristallisation bendtigten Konzentrationen
zunehmend Multimere ausbilden. Dies kann durch die Ausbildung inter-molekularer Bindungen
erklirt werden, da bei hoheren Konzentrationen auch die lokale Konzentration des fusionierten
Liganden von Nachbarmolekiilen ansteigt. Somit nimmt die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung
von intermolekularen Bindungen zu. Fir die Ausbildung derartiger Wechselwirkungen sind nun
diverse Kombinationen im Bereich von Dimeren bis lingeren, fast kettenartigen Gebilden
moglich, was zu einer sehr hohen Heterogenitit fithrt. Andererseits konnten derartige Bindungen
auch zur Ausbildung von Kiristallisationskeimen fithren, was hier aber leider nicht der Fall war.
Des Weiteren spielt bei der Kristallisation von Proteinen immer die Flexibilitit des Proteins eine
kritische Rolle. Die N-terminale Domine allein besitzt bereits sehr viele flexible Bereiche, welche
hauptsichlich durch die drei konservierten Disulfidbriicken stabilisiert werden. Besonders
hervorzuheben sei hier die bereits erwihnte /gp-Region zwischen Q57 und E105. Durch die
Fusion des Proteins mit dem Peptid-Liganden konnte zwar eine Stabilisierung des Proteins und
auch eine verbesserte Loslichkeit erreicht werden, dennoch wurde mit den Glycin-Serin-Linker
noch zusatzlich ein weiterer flexibler Bereich eingefiigt, welcher bei der Kiristallisation storend
sein konnte.

Dass die Flexibilitit der /ogp-Regionen eine grof3e Rolle bei der Kristallisation spielt, wurde auch
in der Struktur von Pioszak ez al. 2008 (97) deutlich (siche auch IV.1). Hier konnte nPTHR1 zwar

kristallisiert werden, daftir war aber ebenfalls die Herstellung eines Fusionsproteins nétig. In
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diesem Fall wurde das stabile und globulire Maltosebindeprotein (MBP) als Fusionspartner
genutzt. Durch die Anwesenheit des MBP konnte eine stabile und homogene Packung des
Kiristalls erreicht werden. Allerdings weist selbst diese Struktur undefinierte Bereiche auf, da die

flexible /op-Region zwischen Q57 und E105 auch hier nicht aufgelost werden konnte.

IV.4 Herstellung von nPTHR2

Durch die Probleme bei der Kiristallisation von nPTHR1 und des Fusionsproteins, wurde als
weiteres Projekt basierend auf der hohen Sequenzhomologie die zweite humane Parathormon-
Rezeptordomine bearbeitet. Diese Domine ist kleiner und kompakter als nPTHR1. Ihr fehlt
aullerdem die fur nPTHR1 beschriebene lange und flexible logp-Region (sieche auch Abb. I11.18).
Die Renaturierung und Reinigung von nPTHR2 konnte nicht analog zu nPTHRI1 gestaltet
werden, da das Protein in nPTHR1 analogen Puffern nicht in Losung gehalten werden konnte.
Durch die Erhohung der Guanidinhydrochlorid-Konzentration wihrend der Solubilisierung der
inclusion bodjes und durch Zugabe des Detergenz Brij-78 wihrend der Renaturierung konnte eine
16sliche Proteinspezies erhalten werden, welche sich bis zur Homogenitit reinigen lies.

Das Projekt wurde nach der Entwicklung des beschriebenen Renaturierungs- und Reinigungs-
protokolls an Mohanraj Gopalswamy, AG Prof. Balbach, MLU Halle tGbertragen. Dort zeigten
sich nach ersten CD-Messungen Hinweise auf die Ausbildung einer Sekundirstruktur und die
Bindung an den in-vitro-Liganden PTH(1-37). Allerdings konnten die Daten auf Grund sehr
schlechter Datenqualitit nicht weiter ausgewertet werden. Diese ist wahrscheinlich auf die
Anwesenheit des Detergenz zuriick zu fihren, welches wihrend der Reinigungsschritte nicht zu

entfernen gewesen ist.
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IV.5 Ausblick

In dieser Arbeit gelang es ein stabiles Rezeptor-Liganden-Fusionsprotein zu erzeugen, welches
fiur Kiristallisationsversuche zum Einsatz kommen kann. In letzter Zeit konnten einige Erfolge
auf dem Gebiet der Strukturaufklirung von Hormonbindedominen der Klasse B GPCRs
verzeichnet werden (94-98, 112, 113). Aus den erhaltenen Daten konnten wichtige Einblicke in
die Bindung und Orientierung der Peptidhormone an ihren Rezeptoren gewonnen werden (114).
Von Interesse bleiben aber weiterhin Fragen zur Spezifitit der Rezeptoren zu ihren Liganden und
zur Dynamik der extrazelluliren Dominen bzw. der Gesamtrezeptor wihrend der
Ligandenbindung und Signalweiterleitung. Daher stellt sich als neues Ziel die Aufklirung der
Strukturen von Gesamtrezeptoren der Klasse B GPCRs in den Fokus der Forschung. Als
moglichen Ansatz zum Erreichen dieses Ziels koénnten die Strategien, welche bei der
Kiristallisation von Klasse A GPCRs verwendet wurden, zugrunde gelegt werden. Hier stellte sich
z.B. ebenfalls die Herstellung von Fusionsproteinen, in dem Fall mit T4-Lysozym, als glinstig
heraus (19, 124). Die Fusion diente, genau wie in der vorliegenden Arbeit und den
Veroffentlichungen von Pioszak ef al (97, 113), der Stabilisierung der flexiblen Proteinstruktur
und fihrte durch vermehrte Kiristallkontakte zu besser streuenden Proteinkristallen. Einen
weiteren Ansatz liefern Kiristallstrukturen der Klasse A  GPCRs bei denen Fab5-
Antikérperfragmente zur Stabilisierung des Rezeptors verwendet wurden (18, 125). Auch die
Kiristallisation von Komplexen bestehend aus Rezeptor und G-Protein wiren denkbar, um die
Signalweiterleitung nach Ligandenbindung darzustellen. Kiirzlich wurde die Struktur des
Rhodopsins in Anwesenheit des mit dem Rezeptor interagierenden Peptids eines Go-Proteins
veroffentlicht (17), welche als erste GPCR-Struktur die G-Protein gebundene Konformation
reprisentiert. Nach dem Vorbild der Klasse A Rezeptoren sollte nun auch die Aufklirung der

Strukturen der Klasse B Gesamtrezeptoren mdéglich sein.
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1 Einleitung: Struktur der Aminotransferase TobS2

1 Einleitung

1.1 Aminoglycosid-Antibiotika

Aminoglykosid-Antibiotika (AGA) wirken iz vitro gegen eine Reihe medizinisch und patho-
physiologisch bedeutsamer gram-negativer Bakterien, wie z.B. Escherichia coli, Salmonella spp.,
Shigella spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., und Pseudomonas spp., sowie gegen Staphylococcus anreus
und einige Streptokokken-Arten (126). Als erstes AGA wurde 1944 das Streptomycin (127) als
Mittel gegen Tuberkulose (Mycobacterium tuberculosis) entdeckt. Es stellt auch heute noch in
Kombination mit anderen Arzneimitteln ein Mittel der ersten Wahl bei der Bekimpfung
resistenter Tuberkulose-Stimme dar (126). AGA zeigen aullerdem Wirkung gegen
lebensbedrohliche Erreger, wie Yersinia pestis, dem Erreger der Lungen-und Beulenpest, Francisella
tularensis, welches die todlich verlaufende Tularimie bei Nagern auslost, und Brucella spp., dem
Erreger der Brucellose (z.B. Maltafieber) bei Nutztieren und beim Menschen (126).

Wie bei allen bekannten Antibiotika ist auch das Wirkungsspektrum der AGA recht
unterschiedlich. Generell haben neuere AGA wie Gentamicin, Tobramycin, Amikacin,
Netilmicin, Dibekazin und Arbekazin ein breiteres Wirkungsspektrum als iltere Vertreter, wie
Streptomycin oder Kanamycin. Aber auch innerhalb der neueren AGA gibt es Unterschiede.
Gentamicin ist beispielsweise wesentlich wirksamer gegen Serratia-Bakterien als Tobramycin,
welches hingegen eine tberlegene Wirkung gegen Pseudomonas aeruginosa aufweist (126). Das
grof3te bekannte antibakterielle Wirkungsspektrum weist Arbekacin auf, welches z.B. gegen
Methicillin-resistente Szaphylococcus anrens-Staimme zum Einsatz kommt (128). Am hiaufigsten
erfolgt die Gabe von AGA parenteral iiber Injektionen. Es existieren aber auch alternative
Darreichungsformen, wie z.B. Tobramycin oder Gentamicin als Inhalat, was als Alternative zur
traditionellen Therapie und zur Prophylaxe bei Infektionen des respiratorischen Trakts, z.B. bei
Mukoviszidose-Patienten zum FEinsatz kommt (126). Weitere Alternativen findet man mit der
Entwicklung Liposom-verkapselter AGAs, welche sowohl in der lokalen Anwendung als auch bei

der intravenésen Gabe eine Rolle spielen (126).

78



1 Einleitung: Struktur der Aminotransferase TobS2

Strukturelle Klassifizierung:

Aminoglycsoid-Antibiotika bestehen aus einem Zuckeranteil (Glycon) und einem Nicht-
Zuckeranteil (Aglycon). Sie kénnen aufgrund der Beschaffenheit ihres Aglycons in zwei Klassen
unterteilt werden: Der rote Kreis in den folgenden Abbildungen markiert jeweils die Position 2

des Aglycons, anhand derer die beiden Klassen unterschieden werden.

1. voll substituierte Aminocyclitol-Streptamin-Familie
Das Aglycon weist an jedem Kohlenstoff eine OH-
Gruppe oder einen anderen Rest auf.

z.B.: Streptomycin, Fortimicin

Abb. 1.1: Streptomycin ist eine Vertreter

der voll substituierten AGA.

2. 2-Deoxystreptamin-Familie (2-DOS-AGA)
Das Aglycon ist an Position 2 deoxygeniert. Diese Familie kann wiederum je nach den Positionen
der o-glycosidischen Bindungen zwischen dem Aglycon und den Glyconen in mehrere

Subklassen unterteilt werden:

- 4,5-disubstituerte 2-DOS-Subklasse : z.B.: Butirosin, Neomycin, Paromomycin
.
CH,R2

4

R1 R2
Butirosin NH-CO-CH-(CH»)»-NH, NH, 1
I 4 NH,
OH
g R1
N in B H H
eomycin NH: NH. CHNH, HOHZCI/O\J 5 OH 1
Paromomycin: NH, OH  siche Neomycin B 4 !
3“ 2"
R3 OH

Abb. 1.2: 4,5-disubstituierte AGA besitzen an Position 4 und 5 des Aglycons 2-Deoxystreptamin O-glycosidische

Bindungen zu zwei Glyconen, typische Vertreter sind Butirosin, Neomycin B und Paromomycin.
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- 4,6-disubstituierte 2-DOS —Subklasse: z.B.: Tobramycin, Kanamycin sowie Gentamycin

Die Kanamycin- und Gentamycin-produzierenden Biosynthesewege stellen zwei eng verwandte
Gencluster dar, unter deren Vertretern eine hohe Sequenz- und funktionelle Homologie vorliegt.
Der Tobramycin-produzierende Biosyntheseweg wird zur Familie der Kanamycin-Synthesewege
gezihlt, da die meisten enzymatischen Schritte, die Enzyme und Zwischenprodukte nahezu

identisch sind.

Kanamycin-Familie Gentamycin-Familie
R H NH-R2

R1 R2 R1 R2
Kanamycin A OH OH Gentamycin C1 CH; CH;
KanamycinB NH, OH Gentamycin Cla H H

Tobramycin NH; H

Abb. 1.3: 4,6-disubstituierte AGA besitzen an Position 4 und 6 des Aglycons 2-Deoxystreptamin O-glycosidische
Bindungen zu zwei Glyconen. Sie werden aufgrund der unterschiedlichen Substituierung der Glycone an den
Positionen 3', 4, 6, 3", 4" und 5" in die Kanamycin- und Gentamycin-Klasse unterteilt. Ein Vertreter der Kanamycin-

Klasse ist Tobramycin.

- andere: z.B. 4-monosubstituierte 2-DOS-AGAs, wie z.B.: Apramycin

Wirkmechanismus:

Die prinzipielle Wirkung der AGA beruht auf ihrer Bindung an das Bakterien-Ribosom und eine
damit verbundene Inhibition der Proteinsynthese. Dank der Verfiigbarkeit dreidimensionaler
Strukturen der groflen wund kleinen ribosomalen Untereinheit und hochauflésenden
Kristallstrukturen der 30S-Untereinheit des Bakterien-Ribosoms in Gegenwart verschiedener
Aminoglycoside, wie Streptomycin, Spectinomycin, Paromomycin, Hygromycin B und
Tobramycin (129-137) konnte der Wirkmechanismus niaher beschrieben werden. Das bakterielle

Ribosom besitzt drei funktionell wichtige tRNA-Bindestellen: die A- (Aminoacyl), P- (Peptidyl-)
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und E- (Exit-) Bindestelle (138). AGA binden und stabilisieren das dekodierende ,,on“-Stadium
der A-Bindestelle (134, 136, 139-141), dabei interagiert das AGA vor allem durch die Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen tber seine Amino- und Hydroxylgruppen mit der Bakterien-
RNA (136), wie Abbildung 1.4 am Beispiel des Tobramycin zeigt. Diese Bindestelle bildet einen
molekularen Schalter zur Uberwachung der korrekten Watson-Crick-Basenpaarung zwischen
dem mRNA-Codon und dem tRNA-Anticodon. Wenn diese ,,Schalter” nun durch die Bindung
eines AGA permanent aktiviert bleibt (,,on“-Stadium) kann es zu Translationsfehlern kommen

(142-145), was letztendlich zum Tod des Bakteriums fiihrt.

[PDB-Code: 11.C4, (136)]
Abb. 1.4: Stereobild der Bindung von Tobramyin an der A-Bindestelle ribosomaler RNA. Die Bindung des

AGA erfolgt hauptsichlich iber die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den Amino- und
Hydroxlygruppen des Tobramycins und des RNA-Stranges, angedeutet durch schwarze Strichlinien. Durch die
Bindung des AGA idndert sich die Konformation einiger Basen (schwarzer Kreis), was das ,,on“-Stadium
reprisentiert. Die Kohlenstoffatome der beiden RNA-Stringe sind in hellblau (Strang A) und mittelblau (Strang B)
gekennzeichnet, Sauerstoffe werden rot, Stickstoffe dunkelblau und  Phosphate orange dargestellt. Die

Kohlenstoffatome von Tobramycin sind gelb eingefirbt.

Resistenzentwicklung und Lésungsansitze

Trotz ihrer hervorragenden antibakteriellen Wirkung muss der Gebrauch herkémmlicher AGA |
wie auch der anderer Antibiotika, in der klinischen Praxis zunehmend eingeschrinkt werden, da
sich immer mehr und immer schneller resistente Bakterienstimme bilden. Fir die Entwicklung
von Resistenzen haben Bakterien verschiedene Méglichkeiten (1206):

- Verringerung der Aufnahme und Akkumulation von AGA
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- chemische Modifikationen und Punktmutationen an der A-Bindestelle des Ribosoms
koénnen die Bindung von AGA verhindern
- ecinige Bakterienstimme entwickeln Enzyme, welche die AGA modifizieren und damit
unwirksam machen
- Mechanismen werden entwickelt, welche ein schnelleres Ausschleusen von AGA
ermoglichen.
Um dieses Problem zu umgehen, kénnen Kombinationen verschiedener Wirkstoffe zum Einsatz
kommen, welche an unterschiedlichen Bereichen in die Funktion der Bakterienzelle eingreifen
oder modifizierende Enzyme hemmen. Dieser Ansatz war z.B. bei [-Lactam-Antibiotika-
resistenten Stimmen erfolgreich. Hier konnte ein Inhibitor gegen B-Lactamase, die
Clavulansiure, entwickelt werden, welcher in Verbindung mit der Gabe von Amoxicillin gute
Ergebnisse bei der Bekidmpfung der resistenten Stimme erzielte (146, 147). Diese Methode
erwies sich allerdings bei der Inhibition AGA-modifizierender Enzyme bisher als erfolglos (126).
Im Falle der AGA wire eine andere Herangehensweise, z.B. die Entwicklung und Verwendung
modifizierter Aminoglycoside, eine Losung (148-151). Die Entwicklung dieser Priparate basierte
auf den zuvor gewonnen Strukturinformationen (129-137). Durch die erlangten Kenntnisse iiber
die mit der RNA interagierenden Gruppen der AGA konnen gezielt Mutationen eingefthrt

werden, welche zu einer hoher affinen Bindung und einem neuen Bindungsmuster fihren (149).

1.2 Produktion von 2-DOS-AGA im Wirtsorganismus

Hilfreich bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe konnen nicht nur detaillierte Kenntnisse tiber die
Zielorganismen sein, sondern auch Informationen dartber, wie AGAs in den Wirtszellen
produziert werden. Bis jetzt wurden ca. 15 AGA-produzierende Gen-Cluster verschiedener
Bakterien, wie das Butirosin-produzierende Gen-Cluster aus Bacillus circulans oder das Apramycin,
Tobramycin und Kanamycin B-produzierende Gen-Cluster aus Strepromyces tenebrarius identifiziert
und sequenziert (152-155). Kanamycin produziert von S. kanamyceticus ist eines der meist
verwendeten und am besten untersuchten AGA.

An der Produktion von Aminoglycosid-Antibiotika sind eine Reihe verschiedener Enzyme
beteiligt. Den Hauptanteil bilden dabei Dehydratasen und Aminotransferasen. Zwei Klassen von
Pyridoxal-5"-Phosphat (PLP)-abhingigen Aminotransferasen, bezeichnet als ,,S1%“- und ,,S2-
Enzyme, reprisentieren dabei eine wichtige Klasse von Enzymen der AGA-produzierenden

Stoffwechselwege.
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1 Einleitung: Struktur der Aminotransferase TobS2

S1-Aminotransferasen sind bifunktionell und verantwortlich fur die Produktion des Aglycons
2-DOS. Dabei wird zunichst 2-Desoxy-s¢y/lo-Inosose zu 2-Desoxy-sey/lo-3-Inosamin umgesetzt.
Nach einem Dehydratase-Schritt setzt dasselbe S1-Enzym dann das erhaltene Produkt
2,3-Didesoxy-3-amino-s¢y/lo-inosose zu 2-Desoxystreptamin (2-DOS) um (155). Ein Mitglied
dieser groflen Klasse von Aminotransferasen, BTrR, welches Teil des Butirosin-produzierenden
Gen-Clusters in Bacillus circulans ist, wurde kirzlich im Komplex mit seinem Kofaktor PLP bzw.

der Aminogruppen-gebundenen Form PMP kristallisiert (156).
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8
C“-E. HO HO
HO on OH » nzyme 5 on < OH »S1“-Enzyme 5 ond H
D-Glucose-6-P 2-Desoxy-scyllo-Inose 2-Desoxy-scyllo-3-Inosamin
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»E“-Enzyme
4 NH,
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v -
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[Abbildung modifiziert nach Piepersberg W. ez a/, 2007 (155)]

Abb. 1.5: Vereinfachte Biosynthesewege ausgewihlter AGAs. Aus Glucose-6-Phosphat wird zunichst mit Hilfe
der S1-Aminotransferasen 2-DOS gebildet. Daraus oder nach der Bildung der zweiten Vorstufe Paromamin wird
dann mit Hilfe der S2-Aminotransferasen und anderen modifizierenden Enzymen das entsprechende AGA gebildet.
Durchgehende Pfeile markieren eine Reaktion, gestrichelte Pfeile stehen fiir mehrere Reaktionsschritte verschiedener

Enzyme. Das Aglycon 2-DOS und die produzierten AGA sind rot und die S1- und S2-Enzyme blau hervorgehoben.
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1 Einleitung: Struktur der Aminotransferase TobS2

S2-Aminotransferasen sind eine kleinere ~monofunktionale Gruppe PLP-abhingiger
Aminotransferasen, welche gréflere Substrate bestehend aus dem Aglycon 2-DOS und einem
oder mehreren Zuckerresten umsetzten. Von dieser Klasse von Enzymen sind bis zum jetzigen
Zeitpunkt keine dreidimensionalen Strukturen bekannt.

Abbildung 1.5 zeigt einen Uberblick iiber einige Biosynthesewege ausgewihlter AGA. Daraus
wird deutlich, dass im Grunde zwei Wege zur Produktion von AGA fithren. Zum einen wird das
Antibiotikum direkt aus dem Aglycon durch Anfiigen eines Zuckerrestes und Modifizierung
gebildet. Zum anderen wird zunichst durch Anfiigen eines NDP-Glukosamins eine zweite

Vorstufe, das Paromamin, gebildet, welches dann zum eigentlichen Endprodukt umgesetzt wird.

1.3 Die S2- L-Glutamin:Glykosyl-Paromamine-3''-Aminotranferase

TobS2

6-O-Glucos- TobS2 ist eine S2-Aminotransferase aus

Paromamin Streptomyces  tenebrarins,  welche an  der

Produktion des 4,6-disubstituierte 2-DOS-
AGA Tobramycin beteiligt ist. TobS2 selbst
bildet eine wichtige Vorstufe des Tobramycin,
das Kanamycin B, welches ebenfalls als AGA
wirkt. In Abbildung 1.6 ist die Reaktion von
TobS2 abgebildet.  6-O-Glucosparomamin
wird zunichst an der 3"-Position durch die
TobD2-Dehydratase ~ dehydratisiert — und
anschlieBend findet die Aminierung der

enstandenen Ketogruppe durch TobS2 statt.

+ L-GIln [ TobS2

‘ Abb. 1.6: Reaktionsschema von TobS2. Nach einem
" ?:HZOH ' Dehydratase-Schritt wird 6-O-Glukos-paromamin durch
Kanamycin B die Aminotransferase TobS2 zu Kanamycin B
umgesetzt. Dabei nutzt das PLP-abhingige Enzym
L-Gln als Aminodonor. Die modifizierte 3"-Position ist

rot markiert.
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1 Einleitung: Struktur der Aminotransferase TobS2

Das PLP-abhingige Enzym nutzt dabei L-Glutamin (L-Gln) als Aminodonor. Als Endprodukte
der Reaktion entstehen das bereits erwihnte Kanamycin B und a-Ketoglutaramat aus L-Gln,
welches spontan zu 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsdure zyklisieren kann. Die durch TobS2
angefiigte Aminogruppe spielt eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindungen bei der Bindung des AGA an bakterieller ribosomaler RNA (130).

1.4 Problemstellung und Ziele

Die Sequenzidentitit zwischen S1- und S2-Aminotransferasen ist sehr gering. TobS2 und TobS1
besitzen z.B. nur 41,4 % Sequenzidentitit, wihrend innerhalb der beiden Enzymklassen, wie
Tabelle 1.1 zeigt, wesentlich héhere Sequenzidentititen bestimmt werden kénnen (siche auch
Abbildung 3.9). Trotz dieser deutlichen Sequenzunterschiede katalysieren beide Enzymklassen
dieselbe Reaktion, nutzen aber dabei unterschiedliche Substrate. Die Struktur der S1-
Aminotransferase BTtR wurde bereits gelost (156). Diese Aminotransferase weist aber sowohl zu
den S1- als auch den S2-Enzymen des Kanamycin-, Tobramycin- und Gentamycin-Genclusters,
welche eng miteinander verwandt sind, nur geringe Sequenzhomologien zwischen 30 und 40 %
auf. Dies ldsst auf eine entferntere Verwandschaft der Aminotransferasen des Buirosin-
Genclusters zu den Aminotransferasen des Kanamycin-, Tobramycin- und Gentamycin-

Genclusters schlief3en.

TobS2 KanS2 GenS2 TobS1 KanS1 GenS1 BurR
TobS2 100% 71,4% 64% 41,4% 38,3% 39,5% 31,7%
KanS2 71,4% 100% 60,6% 39,8% 36,5% 37,7% 30,1%
GenS2 64% 60,6% 100% 39,4% 35,9% 37% 32%
TobS1 41,4% 39,8% 39,4% 100% 75,4% 61,9% 40,2%
KanSl1 38,3% 36,5% 35.9% 75,4% 100% 59,3% 39.3%
GenSl 39,5% 37,7% 37% 61,9% 59,3% 100% 38,6%
BtrR 31,7% 30,1% 32% 40,2% 39,3% 38,6% 100%

Tab. 1.1: Vergleich der Sequenzidentititen von S1- und S2-Aminotransferasen. Innerhalb der beiden Klassen
existieren fir die Vertreter des Kanamycin-, Gentamycin- und Tobramycin produzierenden-Biosyntheseweges grof3e
Sequenzhomologien, wihrend zwischen den beiden Klassen grofie Unterschiede bestehen. Die S1-Aminotransferase
BtrR, deren Struktur bereits gelost wurde, weist gegeniiber allen aufgefiihrten Aminotransferasen des Kanamycin-,
Tobramycin- und Gentamycin-Genclusters nur Homologien zwischen 30 und 40 % auf. Die Sequenzhomologien

wurden mit Hilfe des LALIGN-Servers (www.ch.embnet.org/software/ LALIGN_form.html) durchgefiihrt.
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1 Einleitung: Struktur der Aminotransferase TobS2

Die Struktur des BTtR lieferte erste Einblicke in den Aufbau der Aminotransferasen der AGA-
produzierenden Biosynthesewege. Allerdings gelang es lediglich Strukturen in Anwesenheit der
Kofaktoren PLP und PMP zu l6sen. Die Reste, welche im aktiven Zentrum an der Bindung der
Substrate beteiligt sind, konnten nur postuliert werden.

Ziel dieses Abschnitts der vorliegenden Arbeit soll nun die Kiristallisation des S2-Enzyms TobS2
in der Apo-Form und in Gegenwart des Kofaktors PLP sowie des Aminodonors L-Gln sein. Aus
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Dr. U. Wehmeier, Abteilung chemische Mikrobiologie, Uni
Wuppertal ist bekannt, dass das Endprodukt des Biosyntheseweges aus Streptomyces tenebrarius,
Tobramycin, als Inhibitor fir TobS2 wirkt. Deshalb sollte TobS2 zusitzlich in Gegenwart von
Tobramycin kristallisiert werden, um so die Bindungsmodalititen des eigentlichen Substrates
0-O-Glucos-Paromamin genauer zu bestimmen und den Reaktionsmechanismus dieser
Aminotransferasen besser verstehen zu konnen. Des Weiteren sollen die Unterschiede in der

Substratspezifitit von S1- und S2-Enzymen genauer beleuchtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

L-Glutamin (L-Gln) Sigma
Pyridoxal 5°-Phosphat Hydrat (PLP) Sigma
Tobramycin Sulfatsalz (TM) Sigma

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden bei den Firmen ICN, Sigma und Fluka bestellt und

hatten den Reinheitsgrad p.a.. Zur Herstellung von allen Puffern und Lésungen wurde doppelt-

destilliertes Wasser verwendet.

2.1.2 Kristallisation-Kits:

Name des Kits Hersteller
Factorial solutions 1-96 AG Stubbs, MLLU, Halle (Saale)
Crystal Screen 1 + 2 Hampton Research, USA

Crystallization Basic Kit for Proteins
Crystallization Extension Kit for Proteins
Crystallization Low Ionic Kit for Proteins
Crystallization Cryo Kit for Proteins
Crystallization Basic Kit for Membrane Proteins

JBScreen Bulk 1-10

Sigma, Schweiz
Sigma, Schweiz
Sigma, Schweiz
Sigma, Schweiz
Sigma, Schweiz

Jena Bioscience GmbH, Deutschland
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2 Material und Methoden: Struktur der Aminotransferase TobS2

2.1.3 Gerate

Pipettier-Robotter (Cartesian Honeybee + Cartesian Software) Zinsser Analytic

Rontgendrehanodengenerator
(Rigaku Micromax 007, Rigaku R-axis IV++ detector,

Varimax HR optics + CrystalClear software) Rigaku

Alle weiteren verwendeten Gerite zihlen zur Standardlaborausstattung oder werden an

entsprechender Stelle erwahnt.

2.1.4 Programme

Cartesian Software (Zinsser Analytic)
CrystalClear software (Rigaku)
HKI.2000 (157)

Mosflm (106)

XDS (158-160)

PHASER (161)

COOT (110)

CNS (162)

Refmac (108)

PHENIX (109)
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2 Material und Methoden: Struktur der Aminotransferase TobS2

2.2 Methoden

2.2.1 Proteinexpression und -reinigung

TobS2 wurde von der Arbeitsgruppe von Dr. U. Wehmeier, Abteilung chemische Mikrobiologie,
Uni Wuppertal in E. /i DH5a im Expressionsvektor pJoe2775TobS2 mit einem C-terminalen
His-fag exprimiert. Nach dem Zellaufschluss wurde das Protein tiber eine NiINTA Agarose
(Sigma) im Batch-Verfahren gereinigt. Das Protein wurde in einem Lagerpuffer bestehend aus
20 mM Tris/HCL pH 8,0 und 150 mM NaCl auf 50 mg/ml konzentriert und bei -20°C gelagert.
Im gefrorenen Zustand wurde das Protein fur Kiristallisationsversuche fiir diese Arbeit zur

Verfiigung gestellt.

2.2.2 Proteinkristallisation

Erste Sitting drop-Kristallisationsansiatze wurden mit Hilfe des Pipettier-Robotters Cartesian
Honeybee mit einer Tropfengréfle von 200 nl im 96 we/-Mal3stab durchgefuhrt. Hierfir wurde
das Protein sowohl in der gelieferten Konzentration von 50 mg/ml und in Lagerpuffer verdinnt
mit 25 mg/ml eingesetzt. Fur diese Versuche wurden alle oben genannten Kiristallisations-Kits
verwendet.

Die erhaltenen Kristalle konnten in 24 we//-Platten in hanging drop-Kristallisationsansitzen mit
einer Tropfengrofie von 2 ul bei einer Proteinkonzentration von 25 mg/ml reproduziert und
verbessert werden.

Die Bedingungen, unter denen Proteinkristalle erhalten wurden, sind im Ergebnisteil aufgefthrt.

2.2.3 Soaking-Experimente

Um Strukturen der Komplexe von TobS2 mit seinem Kofaktor PLP, dem Aminodonor
L-Glutamin und/oder dem Endprodukt Tobramycin zu erhalten, wurden die TobS2-Kristalle in
verschiedenen Losungen dieser Interaktionspartner inkubiert. So sollte erreicht werden, dass die
Kristalle diese Substanzen aufnehmen (soaker) und diese dann in Interaktion mit den TobS2-

Molekulen im Kristall treten.
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2 Material und Methoden: Struktur der Aminotransferase TobS2

PLP und Tobramycin wurden in einer Konzentration von 250 mM eingesetzt, L-Glutamin in
einer Konzentration von 500 mM. Sollten zwei oder gar alle drei Komponenten zum soaken
verwendet werden, wurden diese aus den genannten Losungen immer im Verhiltnis 1:1 bzw.
1:1:1 gemischt. Die Interaktionspartner wurden alle im Reserviorpuffer des verwendeten Kiristalls
gelost. Fur jeden soaking-Versuch wurde immer ein TobS2-Kiristall in einen 3 pl-Tropfen mit
Kofaktor bzw. Substrat oder Endprodukt tiberfithrt. Die Kristalle wurden zwischen 30 s und 4 d

im Tropfen inkubiert und anschlieBend vermessen oder im fliissigen Stickstoff gelagert.

2.2.4 Datensammlung und Strukturauswertung

Die erhaltenen Kiristalle wurden ohne die Zugabe eines Kryoschutzes mit einem /ogp
aufgenommen und anschlieBend auf dem Goniometerkopf eines Rontgendrehanodengenerators
montiert und analysiert. Neben dem genannten Rontgengenerator wurde als weitere
Rontgenquelle zur Analyse einiger Kiristalle das Synchrotron in Berlin, BESSY-2, mit dessen
beamline 14.1 genutzt, welches mit einem Mosaic MARCCD 225 mm-Detektor ausgestattet war.
Alle Datensitze wurden durch die Vermessung eines Einzelkristalls erhalten. Es wurden kleine
Oszillationsschritte zwischen 0,2 © und 0,5 © verwendet.

Die so erhaltenen Diffraktionsdatensitze wiesen alle unterschiedlich starke Anteile an
verschiedenen, sich dberlagernden Kristallschichten auf, was die Auswertung der Daten
erschwerte. Deshalb wurden fiir die Indizierung, Integration, Skalierung und Reduktion der im
Folgenden vorgestellten Datensitze unterschiedliche Programme, entweder HKL.2000, Mosflm
oder XDS verwendet. Die erste Kristallstruktur von TobS2-SO,, der Apo-Form von TobS2 mit
einem Sulfation im aktiven Zentrum, wurde mittels molecular replacement durch Nutzung des
Programms PHASER mit der PMP-gebundenen Form des Proteins BtrR (PDB-code: 2c81)
(156) als Model gelost. Da alle weiteren Strukturen isomorph zu TobS2-SO, waren, wurden diese
mittels Rigid body refinement mit Hilfe des Programms Refmac5 aus dem CCP4-Programmpaket
(108) unter Verwendung von TobS2-SO, gel6st. Die Strukturen wurden manuell im Programm
COQOT bearbeitet und gegen simulated annealing (SA) omit maps wie auch gegen SIGMAA weighted
difference Fourier maps, welche mit CNS und spiter mit Refmac oder PHENIX erzeugt wurden,
verifiziert. Als Arbeitsset (working sef), aus welchem die spiteren Modelle entstanden und sich
Rwork aus Tabelle 3.2 ergab, wurden stets 95 % aller erhaltenen Daten eines Datensatzes
verwendet. Als Testset, zur Uberpriifung der Korrektheit des Modells, wurden 5 % der
erhaltenen Daten verwendet. Diese Daten wurden bei den refinement-Schritten aul3en vor gelassen

und werden durch Rfree in Tabelle 3.2 reprisentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Kristallisation und soaking

Aus 672 verschiedenen Pufferbedingungen konnten in drei Fillen reproduzierbare
Proteinkristalle erzeugt werden (Abb.3.1). TobS2 kristallisierte unter folgenden Bedingungen des

Sigma Crystallization Cryo Kit for Proteins:

#17: 170 mM Lithiumsulfat
85 mM Tris-HCI (pH 8,5)
25,5 % PEG 4000
15 % Glycerol

#15: 170 mM Ammoniumsulfat
85 mM Na-Kakodylat (pH 6,5)
25,5 % PEG 8000
15 % Glycerol

Abb. 3.1: TobS2-SO4-Kristalle. TobS2 wurde mit
25 mg/ml eingesetzt. Die monoklinen Kristalle
wuchsen im  96-well-Mal3stab bei 200 nl

#30: 50 mM Imidazol-HCl (pH 7’0) Tropfengrofle unter 170 mM Lithiumsulfat; 85 mM
20 % PEG 3350 Tris-HCl (pH 8,5); 25,5 % PEG 4000; 15 %

Glycerol und konnten im 24 Well-MaB3stab bei 3 ul

Tropfen-groBe reproduziert werden.

Alle Kristalle konnten in den 24 Well-MaB3stab reproduziert werden. Die am besten streuenden
Kiristalle zeigten eine monokline Form und wuchsen unter der Bedingung #17.

Diese Kristalle wurden auch fir die soaking-Versuche verwendet. Beim soaking wurden die
Kiristalle in verschiedenen Losungen, welche nur PLP oder eine Mischung aus PLP und L-Gln,
PLP und Tobramycin oder allen drei Stoffen enthielten, inkubiert. Dabei spielte die
Inkubationszeit in den einzelnen Losungen (30 s - 4 d) keine Rolle fir das spitere Ergebnis.
Kristalle welche nur mit PLP oder PLP und L-Gln inkubiert wurden, wiesen z.T. kovalent
gebundendes PLP oder nicht gebundenes PLP bzw. PMP auf. In einem Fall konnte der
Aminodonor a-Ketoglutaramat bzw. die zyklisierte Form des Reaktionsproduktes 2-Pyrrolidon-

5-Hydroxy-5-Carboxylsdure (zyklGln) nachgewiesen werden. In Kiristallen, welche mit PLP,
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L-Gln und Tobramycin inkubiert wurden, konnte PLP und Tobramycin als Komplex
nachgewiesen werden.

Alle untersuchten Kristalle wuchsen in der Raumgruppe P21 mit sehr dhnlichen Dimensionen
der Einheitszelle. Sie wiesen durchweg mehrere iiberlagerte Kristallschichten auf, was in einigen
Fillen dazu fuhrte, dass der erhaltene Datensatz nicht ausgewertet werden konnte, da eine
Indizierung, Integration, Skalierung und Reduktion der Daten trotz mehreren Versuchen mit
unterschiedlichen Programmen nicht moglich war (Abbildung 3.2). Im Folgenden werden nun

die Ergebnisse der besten und aussagekriftigsten Datensitze niher erliutert.

A p— B

Abb. 3.2: Beispiel zur Indizierung eines typischen Diffraktionsbildes. A Hier wird ein nicht indiziertes
Diffraktionsbild eines Datensatzes gezeigt, welcher viele tiberlappende Kiristallschichten aufweist. Die einzelnen Spots
scheinen unscharf und teilweise vergrofert. B Die Indizierung der Daten mit dem Programm MOSFLM zeigte, dass
ein sehr groBer Anteil der erhaltenen Spots nicht zur gleichen Kristallebene gehérte und somit nicht Teil der

verwendeten Daten wat.

3.2 Statistiken zur Datensammlung und zum Refinement

In den folgenden Tabellen 3.1 und 3.2 werden alle wichtigen Parameter der einzelnen Datensitze
aufgefithrt. In allen Strukturen konnten einige Glycerolmolekiile aus dem Kiristallisationspuffer
gefunden werden. Des Weiteren wurden in zwei Strukturen Sulfationen und in einer Struktur
(TobS2-PLPg) 1,2-Ethandiol- und Ethanol-Molekiile identifiziert und dargestellt. Die Anzahl der
Atome und die entsprechenden B-Faktoren dieser Molekile sind ebenfalls in Tabelle 3.2

aufgefiihrt.
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Datensatz TobS2-SO4 TobS2-PLPg TobS2-PLPGIn TobS2-PLPTM
soaking mit ... - PLP PLP, L-Gln PLP, TM
Rontgenquelle BESSY BESSY Kupferanode Kupferanode
Datensammlung
Einheitszelle
a, b, c(A) 60,83; 100,85; 69,46 | 61,06; 101,01; 69,79 | 60,83; 100,68; 69,57 | 65,59; 100,89; 67,65
o, B,y (°) 90; 92,65; 90 90; 92,882; 90 90; 92,79, 90 90; 94,13; 90
Bereich der Auflésung (A) 29,41 -1,70 30,0 - 1,5 30,0 - 1,73 30,0 - 1,38
1/o(D) 18,44 (10,34) 10,14 (3,09) 17,97 (4,19 12,16 (2,45)
Vollstindigkeit (%) 96,2 (79,8) 93,4 (62,0 98,1 (88,4) 93,9 (73,2)
Anzahl der Reflektionen
gesamte Reflektionen 406938 578255 610990 747156
cinmalige Reflektionen 88326 126021 85555 168650
Rmerge 6,1 (10,7) 8,5 (37,4) 7,8 (43,1) 6,1 (46,3)
Redundanz 4,61 4,59 7,14 4,43
Tab. 3.1: Auswertestatistiken der TobS2-Datensidtzen. Alle Datensidtze wurden mit einem Einzelkristall

aufgenommen. Abkirzungen: TobS2-SO4: TobS2 mit SOg4-lon im aktiven Zentrum, TobS2-PLPg: TobS2 mit
kovalenter Bindung zu PLP, TobS2-PLPGln: TobS2 mit ungebundenem PLP und L-Gln, TobS2-PLP-TM: TobS2 mit

PLP gebunden an Tobramycin. In Klammern wurden die Werte der dullersten Aufldsungsschale angegeben.

Datensatz TobS2-SO4 TobS2-PLPg TobS2-PLPGIn TobS2-PLPTM
Anzahl der Reflektionen (work/test) 81411 / 4523 119717 / 6301 81231 / 4276 151774 / 8433
Anzahl der Atome
TobS2 (Molekil A / B) 3319 / 3319 3313 / 3302 3278 / 3237 3331 / 3363
PLP/PMP - 30 31 30
Alanin / zyklGln (PHC) - - 15 -
Tobramycin - - - 64
SO4 10 - - 5
Glycerol 42 18 12 12
1,2-Ethandiol - 12 - -
Ethanol - 15 - _
Wasser 996 799 837 1083
B-Faktoren
TobS2 (Molekil A / B) 14,56 / 16,57 17,37 / 18,2 15,99 / 15,77 16,56 / 18,58
PLP / PMP - 16,1 16,54 12,35
Alanin / zyklGln (PHC) - - 29,94 -
Tobramycin - - - 22,8
SO4 14,21 - - 19,55
Glycerol 21,63 22,16 20,82 18,55
1,2-Ethandiol - 2597 - -
Ethanol - 28,18 - -
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Wasser 29,88 28,17 28,43 33,67
Durchschnittlicher B-Faktor 16,1 18,23 15,77 18,192
Rwortk /Rfree (%) 17,3 /21,6 25,6 / 289 18,96 / 24,35 16,26 / 19,66
RMS-Abweichung vom Ideal

Bindungslinge (A) 0,013 0,011 0,022 0,013

Bindungswinkel (°) 1,352 1,284 2,004 1,392

Tab. 3.2: Refinement-Statistiken zu den TobS2-Datensitzen. Es werden die Anzahl der Atome sowie die
B-Faktoren fiir alle modellierten Molekiile jedes Datensatzes angegeben. Die erhaltenen Rwork- und Rfree-Faktoren

weisen darauf hin, dass die erhaltenen Modelle gut die gemessenen Daten widerspiegeln. Abkurzungen: wie Tab. 3.1

Als weiteres Mittel zur Uberpriifung der Datenqualitit wurden von allen verwendeten

Datensitzen Ramachandran-Plots mit dem Programm ProCheck aus der CCP4-

Programmsammlung (108) erstellt. Die Ergebnisse werden in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Es

befinden sich keine Reste in unerlaubten Regionen.

Datensatz Aminosduren in Aminosiduren in Aminosiduren in Aminosduren in
der Kernregion erlaubten generell erlaubten verbotenen
Regionen Regionen Regionen
TobS2-SO4 639 70 2 0
TobS2-PLPGIn 630 78 0
TobS2-PLPg 637 71 2 0
TobS2-PLP-TM 637 71 3 0

Tab. 3.3: Ergebnisse der Ramachandran-Analyse. Die Analyse wurde mit dem Programm Procheck
durchgefithrt. Hier wurde die Anzahl der Aminosiuren, welche sich in den entsprechenden Regionen befinden fiir

jeden Datensatz dokumentiert. Die Konformationen aller Aminosduren befinden sich in erlaubten Regionen.

Eine Analyse der B-Faktoren fur jede Aminosiure gibt Aufschluss tiber die Qualitit der hier
prasentierten Struktur von TobS2 und dartiber wie gut die erhaltene Dichte fir jede einzelne
Aminosiure definiert ist, bzw. wie flexibel eine Aminosiure oder ein bestimmter Bereich des
Proteins ist. Diese Analyse wurde mit dem Programm B-average (Bestimmung der B-Faktoren
fir jede Aminosidure) aus der CCP4-Programmsammlung durchgefithrt. Um zu bestimmen, ob
TobS2 bei der Bindung der unterschiedlichen Substrate bzw. des Kofaktors unterschiedliche oder
alternative Konformationen einnehmen kann, bzw. ob bestimmte Bereiche des Proteins
stabilisiert oder destabilisiert werden, wurden die B-Faktoren fiur die Hauptkettenanteile jeder
Aminosdure ermittelt. Diese wurden in den Abbildungen 3.3 - 3.6 gegen den entsprechenden

Aminosaurerest aufgetragen.
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3 Ergebnisse: Struktur der Aminotransferase TobS2

Abb. 3.3-3.6: B-average-Ergebnisse fiir die Hauptkettenanteile der Aminosiduren der TobS2-Datensitze.
3.3 TobS2-SO4; 3.4 TobS2-PLPg; 3.5 TobS2-PLPGln; 3.6 TobS2-PLPTM. Die B-Faktoren der Aminosiuren der
Monometre A und B der TobS2-Strukturen weisen vor allem im C-terminalen Bereich eine hohe Flexibilitit auf,
dabei unterscheiden sich die beiden Monomere eines Datensatzes im Beteich zwischen den Aminosduren 320 und

370. Blau: Monomer A; Rot: Monomer B

Folgende Aminosiuren der Monomere A und B wurden in den vier TobS2-Datensitzen
cindeutig durch die ermittelte Elektronendichte beschrieben: TobS2-SO,-Monomer A: 1-415,
TobS2-SO,-Monomer B: 2-415, TobS2-PLPg-Monomer A: 1-415, TobS2-PLPg-Monomer B:
3-415, TobS2-PLPGIn-Monomer A: 1-415, TobS2-PLPGIn-Monomer B: 4-415, TobS2-PLPTM-
Monomer A: 1-415 und TobS2-PLPTM-Monomer B: 2-415.

Vergleicht man die B-Faktoren aller Datensitze lassen sich folgende Zusammenhinge erkennen:
Prinzipiell weisen alle Monomere B im N-terminalen Bereich eine hohere Flexibilitit auf, die
Elektronendichte dieser Aminosauren ist in allen Datensitzen nicht gut definiert, deshalb
konnten hier die ersten ein bis drei Aminosiuren nicht dargestellt werden. Der Bereich zwischen
den Aminosduren 20 und 224 zeigt in allen Monomeren niedrige B-Faktoren und stellt damit
einen sehr stabilen, gut definierten Bereich des Proteins dar. Der C-terminale Bereich des
Proteins weist hingegen eine hohe Flexibilitit auf. Hier ist festzustellen, dass die einzelnen
Monomere sich vor allem im Bereich ab Aminosdure 290 stark in ihrer Flexibilitit unterscheiden.
Dies ist ein Hinweis auf konformationelle Anderungen, welche die Aminotransferase durch die
Bindung der Substrate und Kofaktoren durchliuft. AuBlerdem sind hohe B-Faktoren ein
Anzeichen fir schlechter definierte Bereiche im Protein, in denen evtl. alternative
Konformationen vorhanden sind. Die einzelnen Monomere zeigen dabei ein jeweils
unterschiedliches Verhalten, in keinem Fall entsprechen die B-Faktoren des Monomers A eines
Dimers exakt denen des Nachbarmonomers. Im Datensatz TobS2-PLPTM (Abb. 3.6) nihern
sich die B-Faktoren der beiden Monomere jedoch stark an.

Die B-Faktoren des Monomers B der TobS2-SO,-Struktur unterscheiden sich im Bereich der
Aminosauren 330-348 und 368-372 signifikant von denen der anderen Datensitze. Dies kann ein
Hinweis auf das Vorhandensein einer alternativen Konformation in diesem Bereich des
TobS2-SO-Datensatzes sein. In den Datensitzen TobS2-PLPg (Abb. 3.4) und TobS2-PLPGIn
(Abb. 3.5) zeigt das Monomer B sehr dhnliche B-Faktoren, was auf eine dhnliche Konformation
hindeutet. Die B-Faktoren der Monomere A der Datensitze TobS2-SO,, TobS2-PLPg und
TobS2-PLPGIn unterscheiden sich jedoch sowohl von denen der Monomere B als auch
untereinander in den Bereichen der Aminosduren 308-312 und 332-348. Dies weist auf eine
Konformationsinderung dieser Bereiche bei der Bindung des Kofaktors und der anschlieBenden

Bindung des Aminodonors hin. Nach der Bindung von Tobramycin scheinen sich diese
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3 Ergebnisse: Struktur der Aminotransferase TobS2

Konformationsinderung fortzusetzten und die Konformation des Monomers A nihert sich dann

der Konformation des Monomers B an.

Die Abweichungen in den Strukturen der einzelnen Monomere (RMSD) wurden mit dem
Programm Isqman (163) ermittelt und in Tabelle 3.4 aufgetragen. Auch hier ist zu erkennen, dass
sich die Monomere A und B eines jeden Dimers in ihrer Struktur unterscheiden und eventuell
verschiedene Konformationen bei der Bindung des Kofaktors oder der Substrate annehmen
konnen. Die grofiten strukturellen Unterschiede zeigen die Monomere A im Vergleich zu den
Monomeren B der einzelnen Datensitze, wihrend innerhalb eines Monomers von Datensatz zu
Datensatz geringere Anderungen zu beobachten sind. Die gréBte konformationelle Anderung
erfahrt das Monomer A des TobS2-PLPTM-Datensatzes im Vergleich zu allen anderen
Monomeren A. Die Monomere B unterscheiden sich untereinander kaum, jedoch wurde auch

hier die grof3te Abweichung zu allen anderen Datensitzen im TobS2-PLPTM-Datensatz

festgestellt.
TobS2-SO4_A TobS2-SO4_B TobS2-PLPg_A ‘TobS2-PLPg_B TobS2-PLPGIn_A TobS2-PLPGIn_B TobS2-PLPTM_A TobS2-PLPTM_B

TobS2-SO4_A 0 0,702 0,129 0,684 0,192 0,702 0,556 0,68
‘TobS2-SO4_B 0,702 0 0,695 0,162 0,687 0,131 0,442 0,22
TobSZ-PLPgiA 0,129 0,695 0 0,672 0,178 0,692 0,553 0,666
TobS2-PLPg_B 0,684 0,162 0,672 0 0,668 0,158 041 0,197
TobS2-PLPGIn_A 0,192 0,687 0,178 0,668 0 0,66 0,494 0,637
‘TobS2-PLPGIn_B 0,702 0,131 0,692 0,158 0,66 0 0,424 0,209
‘TobS2-PLPTM_A 0,556 0,442 0,553 0,41 0,494 0,424 0 0,36
TobS2-PLPTM_B 0,68 0,22 0,666 0,197 0,637 0,209 0,36 0

Tab. 3.4: RMSD der Monomere eines jeden Datensatzes. Die RMSD in A fiir jedes Monomer im Vergleich zu
allen anderen Monomeren wurde mit dem Programm Isqgman ermittelt. Die Monomere A und B eines jeden Dimers
unterscheiden sich teilweise stirker als die Monomere A bzw. B der einzelnen Datensitze untereinander. Die grofite

konformationelle Anderung konnte fiir den Datensatz TobS2-PLPTM ermittelt werden.

3.3 Die dreidimensionale Struktur von TobS2

Alle Strukturen der folgenden Abbildungen folgen einer einheitlichen Farbgebung (pymol-
Farbbezeichnung), wonach die vier prisentierten Datensitze unterschieden werden kénnen:
TobS2-SO,: Monomer A: gelb, Monomer B: sandfarben

TobS2-PLPg: Monomer A: dunkelviolett, Monomer B: violett

TobS2-PLPGIn: Monomer A: hellgriin, Monomer B: dunkelgriin

TobS2-PLP-TM: Monomer A: mittelblau, Monomer B: dunkeltiirkis
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Alle anderen Farben und speziell hervorgehobene Reste werden an entsprechender Stelle

beschrieben. Die Nummerierung von PLP und Tobramycin wird in Abbildung 3.7 dargestellt.

B C2A

Abb. 3.7 Nummerierung von PLP und Tobramycin. A Kristallstruktur von Tobramycin, die
Kohlenstoffatome wurden in Gelb, die Sauerstoffatome in rot und die Stickstoffatome in Blau dargestellt. B
Kristallstruktur von PLP, die Kohlenstoffatome wurden in Magenta, die Sauerstoffatome in Rot, die
Stickstoffatome in Blau und das Phosphat in Orange dargestellt. Wasserstoffatome wurden nicht abgebildet. Die

beiden Strukturen stammen aus dem Datensatz TobS2-PLPTM.

3.3.1 Gesamtstruktur des Apoenzyms — TobS2-SO,

TobS2 zeigt die charakteristische Tertidrstruktur einer Aspartat-Aminotransferase, bestehend aus
drei verschiedenen Regionen, einer N-terminalen Domine, einer zentralen Kofaktor-bindenden
Domine und einer C-terminalen Domine (164). Diese Faltung weisen auch viele andere PLP-
abhingige Enzyme wie BTRr (156) und AHBA (165) auf. Abbildung 3.8 zeigt die drei Domanen
und die Anordnung der a-Helices und B-Faltblitter im Protein. Die N-terminale Domine (Ser2 -
Gly41, blau) beginnt mit einer langen ungeordneten Aminosdurekette und endet mit einer
a-Helix (al). Die gro3e Kofaktor-bindende Domine (Gly42 - Arg245, rot) enthilt ein sieben-

stringiges [-Faltblatt (B1-B7) mit der Orientierung + + + + + — +. Das B-Faltblatt wird von

insgesamt sechs o-Helices umgeben, wobei drei (a3, a4, o7) auf der einen Seite und drei weitere
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(a2, a5, a6) auf der anderen Seite des P-Faltblattes liegen. Die kleinere C-terminale Domine
(L249-R415, gelb) startet mit einer langen o-Helix (a8) und enthidlt ein drei-stringiges
antiparalleles B-Faltblatt (8, B9, f10) mit der Otientierung + — +, welches von vier a-Helices

(a8, 09, a10, a14) umrundet wird.

Abb. 3.8: Ubersicht iiber die Tertidrstruktur von TobS2. In der Cartoon-Darstellung werden die drei
Untereinheiten von TobS2 gezeigt. Die Aminotransferase weist eine N-terminale Domine (blau), eine grofie

Kofaktor-bindende Domine (lachsfarben) und eine C-terminale Domine (gelb) auf. Im aktiven Zentrum ist ein

Sulfation (SO4 %) koordiniert.

Die einzelnen Sekundirstrukturelemente werden zusammen mit der Sequenz von TobS2 im
Vergleich zu den Sequenzen der verwandten Aminotransferasen KanS2, GenS2, TobS1, KanS1,
GenS1 und BtrR in Abbildung 3.9 dargestellt. FEin Vergleich der Position der
Sekundirstrukturelemente von TobS2 und BtrR (150) zeigt, dass der prinzipielle Aufbau der
beiden Enzyme sehr dhnlich ist (siche 4.2). Alle dargestellten Aminotransferasen weisen einige
identische Reste auf, welche zum Teil an der Bindung des Kofaktors und des Substrates beteiligt

sind.
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TobS2
KanS2
GenS2
TobS1
KanS1
GenS1
BtrR
BtrR-Tert

TobS2
KanS2
GenS2
TobS1
KanS1
GenS1
BtrR
BtrR-Tert
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KanS1
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BtrR-Tert
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BtrR-Tert
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DBVR TRPWPEWRHVGPE 1ESR--NL TMHQORE 54
TRVRTRPWP QPARGALDALER LREGRWAI SBPYRGIESAERRE 57
TRVRGKPWPVWRQPTDGTLDAL SRMLRSGRWA I SEPYRGVESAERRE 60
MTLL-——- SB 1 BSQQWPLWRAPAPGALDALNEMLHSGRWA I SEBPYQGKQSFERRE 56
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TobS2 T GD PEQ L ——F 342
KanS2 TRVGN EGL 342
GenS2 KBLAE R LLF DGL ——F 341
TobS1 -LR QATS— GTHISRTY YAAELPDDAFVGLPITTVTE LT LG———FPISPA LH 350
KanS1 -YRRBORST-RG TYMTYVAELPDAELPGADI TKVTEALTEBLG---FPVAPAYSBLN 353
GenS1 -1QRQVSS-RPGTHERTYMEWAGRIEDDGIGQIGVERIAP) LSG--AATYASKPBMN 350
BtrR GIKVMKRP-BQVSRQTY GYVFRFDPVKFGGLNADQFCEILREKLNMGTFYLHPP L H 346
BtrR-Tert bbb bbb bbbbbb HHHHHHHHHHHH

402

402

TobS2 RDSEETVSAEDWPMIRD DRMGPEDFH Y VDQI
KanS2 KSEBFAVDAVHWPMIAE DRIGPDSVD LGDI
GenS2 RDEREH I TADD! RE EKITEPDAFH VQDME 401

TobS1 TNREYAPASRRRFALGEEHEKR I DPARFH MHDIA 409
KanS1 ANPBYDPASRSRFALGPQHEKL I DPARF MRDIA 412
Gens1 HNREBYQPATRARFKG-~~-IAGLDLTGYS MKDIV 405
BtrR KNPEFCPWTKNRYLKSVR-KTEAYWRGLHYBMSERAS-GQS 1V IHHAIBLAEPSHLSLLY 404
BtrR-Tert H HHH HHHH ~ HHHHH  HHHHHH  bbbbbHHHHH HHHHHHHH

TobS2 E R--- 416
KanS2 E D LRE HDAS 419
GenS2 D D LG KKSL 418
TobS1 A LRHHGE@RA-- 424
KanS1 EAFTEMLOHRAVEAA-- 427
GenS1 RAFEEMFANHREBRG-- 420
BtrR DAVAELARKFCVTH--- 418
BtrR-Tert HHHHHHH

Abb. 3.9: Sequenzalignment ausgewihlter S1- und S2-Aminotransferasen mit TobS2. Farbig markiert wurden
jeweils die identischen Aminosiuren von: allen gezeigten Enzymen (ill), den S1- und S2-Aminotransferasen den
Kanamycin und Gentamycin-Genclusters (TobS, KanS, GenS) (@), den S2-Enzymen (Bfi#i), den S1-Enzymen
einschlieBlich BtrR (gelb) und den S1-Enzymen des Kanamycin- und Gentamycin-Genclusters (hellblau). Oberhalb

der TobS2-Sequenz werden die Sekundirstrukturelemente von TobS2 fir die entsprechenden Aminosduren
dargestellt (- a-Helix; — /ogps und Bereiche ohne Sekundirstruktur; ™ B-Strang), unterhalb der BtrR-
Sequenz die Sekundirstruktutelemente der BaeR-Struktur (HHHH Helix; bbbb B-Strang).

Wie nahezu alle bekannten Aminotransferasen bildet TobS2 in Losung ein funktionelles Dimer,

welches im Kristall in der asymmetrischen Einheit zu finden war. Die Kontaktfliche der beiden

Monomere umfasst vor allem die N-terminalen Helices al, welche sich parallel zueinander
anordnen und grofie Teile der Kofaktor-bindenden Domine.

Die wichtigsten Interaktionspunkte liegen dabei im Bereich des /gps, welcher nach al folgt und
in das Nachbarmonomer hineinragt. Weiter Dimer-Kontakte bilden sich im Bereich der Helices
o3 und a4 und deren benachbarten /ogps aus, welche Interaktionen mit den Helices a3 und a4

des Nachbarmonomers eingehen. Die Interaktionen beruhen hauptsichlich auf hydrophoben
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Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen, auflerdem bilden sich ca. acht
Salzbriicken aus. Diese liegen zwischen den Resten Glu25 und Arg32, Arg81 und Asp352, His86
und Glu351 sowie Glu204 und Arg245 der jeweils benachbarten Monomere. In Abbildung 3.11

werden zwei Beispiele dieser Salzbriicken gezeigt. Die Ausbildung der Salzbriicken zwischen

Glu25 und Arg32 fithren zur stabilen Anordnung der beiden a.1-Helices.

Abb. 3.10: TobS2-Dimer. Carfoon-Ansicht des TobS2-Dimers entlang der 2-fachen Symmetrieachse. Die
Kontaktfliche der beiden Monomere umfasst die N-terminale Domine (a1, blau im Monomer A) und grofie Teile
der Kofaktor-bindenden Domine (rot im Monomer A). Die Pfeile zeigen auf die zwei aktiven Zentren, welche sich
durch die Zusammenlagerung zum Dimer ausbilden, in dieser Struktur wird jeweils ein Sulfation koordiniert.

Monomer A wurde entsprechend Abb. 3.8 eingefirbt. Braun: Monomer B

Abb. 3.11: Das TobS2-Dimer wird durch
Salzbriicken stabilisiert. Neben hydrophoben
Interaktionen und Wasserstoffbriicken bilden sich
zwischen den Monomeren auch ca. acht
Salzbricken aus. Hier werden die beiden
Salzbriicken zwischen Glu25 und Arg32 der beiden
Monomere in den antiparallelen al-Helices
dargestellt. Die Salzbriicken werden durch schwarz
gestrichelte Linien angedeutet.

Abkurzungen: al-A: o-Helix 1 des Monomers A;

al-B: a-Helix 1 des Monomers B.
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Im Bereich zwischen den beiden Monomeren bilden sich zwei grole Kavititen, in denen ein
Sulfation koordiniert ist, welches aus dem Kiristallisationspuffer stammt. Diese Kavititen stellen
die zwei aktiven Zentren des Dimers dar und liegen ca. 20 A voneinander entfernt. Die aktiven
Zentren werden jeweils aus Anteilen beider Monomere gebildet und unter anderem durch die
intermolekulare Salzbriicke zwischen Glu204 und Arg245 stabilisiert. Abbildung 3.12 zeigt einen

detaillierten Blick in das aktive Zentrum des Monomer A, welches durch den /op zwischen o7

und a8 des Monomer B erginzt wird. Die gezeigten Aminosauren sind auch an der Bindung des

Kofaktors PLP beteiligt.

Abb. 3.12: SO,* im aktiven
Zentrum des Monomer A. Das
aktive Zentrum wird aus der
Kofaktor-bindenden =~ Domaine
des Monomers A und dem /Jogp
zwischen o7 und a8 des

Monomers B gebildet. Die

positiven Ladungen der Reste 71,
98, 172, 198, 243, 245 und 227
koordinieren das Sulfation. Die
Salzbriicke zwischen Glu204 und
Arg245 ist mit schwatrzen

Strichen angedeutet.

Die Aminosduren Thr73, Leu76, Trp98, Vall43, Asp169, Alal71, Ser193, Lys198, Glu204,
Arg227 und Asn243 sind konserviert unter den in Abb. 3.9 gezeigten Aminotransferasen. Glu195
und Arg245 sind innerhalb der gezeigten S2-Enzyme und Cys225 ist innerhalb des Kanamycin-
Genclusters konserviert. Dies ldsst auf ein einheitliches PLP-Bindezentrum aller S1- und S2-
Aminotransferasen schlieBen.

Anhand der ermittelten B-Faktoren pro Aminosiure in Abschnitt 3.2 kann nun ein
Zusammenhang zur Tertidrstruktur von TobS2 hergestellt werden. Der N-Terminus des Proteins
liegt unstrukturiert vor und weist deshalb eine hohe Flexibilitit auf, wodurch einige N-terminale
Aminosduren zum Teil nicht durch die ermittelte Elektronendichte beschrieben werden konnte.
Im Bereich der Kofaktor-bindenden Domine weist TobS2 niedrige und auch konstante
B-Faktoren fir alle untersuchten Monomere auf, was fiir eine einheitlich Konformation in

diesem Bereich spricht. Die C-terminale Domine weist die hochsten B-Faktoren und auch die
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grof3ten Unterschiede zwischen den einzelnen Monomeren der verschiedenen Datensitze auf.
Dies spricht daftr, dass diese Domine wihrend der enzymatischen Aktivitit von TobS2
konformationelle Anderungen durchliuft. Diese Anderungen scheinen in den beiden
Monomeren unabhingig voneinander zu erfolgen. Darauf weist auch der RMSD von 0,702 A
zwischen den Monomeren A und B aus Tabelle 3.4 hin. Die grofiten Abweichungen liegen dabei
in der C-terminalen Domine, wie bereits der Vergleich der B-Faktoren fiir jede Aminosiure aus
Abbildung 3.3 zeigt. Uberlagert man die Strukturen der beiden Monomere, so wird deutlich, dass
genau die Bereiche, welche die groBten Abweichungen der B-Faktoren aufweisen auch
unterschiedliche Konformationen annehmen. Bei diesen Bereichen handelt es sind vor allem um
zwel loop-Regionen der C-terminalen Domaine, welche die Aminosduren 332-346 und 362-371
umfassen (Abbildung 3.13). Die Konformationen der Aminosauren des aktiven Zentrums sind

identisch.

Abb. 3.13: Konformationelle
Unterschiede der Monomere A
und B der TobS2-SO,-Struktur.
Die beiden Monomere wurden im
Programm pymol iberlagert. Die
beiden Monomere zeigen eine
Abweichung in ihrer Struktur von
0,702 A. Die groBten Unterschiede
finden sich in den beiden loop-

Regionen 332-346 und 362-371 in

B S " A der Nihe des aktiven Zentrums. Es
- , \ wurden einzelne Aminosiuren in
= - »
. S - stick-Darstellung  hervorgehoben,
=

welche  besonders  signifikante

Konformationsinderungen  voll-

—_—N .

zichen (fir Tyr337 und Asp343 mit schwarzen Pfeilen angedeutet). Monomer A witd in gelb und die verinderlichen

loops in blau dargestellt. Monomer B wird in braun und verdnderlichen loops in pink dargestellt. Die in sticks-

Darstellung gezeigten Aminosduren des aktiven Zentrums wurden bereits in Abb. 3.2 niher beschrieben.

3.3.2 Bindung des Kofaktors PLP

Bei den durchgefiihrten Soaking-Experimenten konnte bei mehreren Datensitzen PLP im aktiven
Zentrum ermittelt werden. Der Datensatz TobS2-PLPg enthilt ein kovalent an Lys198

gebundenes PLP in jedem Monomer und wurde mit einem Kiristall erzeugt, welcher 10 min mit
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PLP inkubiert wurde. Die Ausbildung eines Aldimins zwischen dem Kofaktor und einem Lysin
ist typisch fur PLP-abhingige Enzyme. PLP liegt in beiden aktiven Zentren des Dimers in
kovalent gebundener Form vor. Dort wird es durch die Interaktion mit einigen Aminosiuren,

einem Netzwerk aus Wasserstoffbriicken und vor allem die kovalente Bindung an Lys198
koordiniert. Der Pyridin-Ring des PLP ragt ins Innere des aktiven Zentrums. Die 6OH von

Aspl69 interagieren mit N1 des PLP, eéNH2 des Hisl72 mit O3 des PLP und zwei
Wassermolekiilen. Die Phosphatgruppe des PLP zeigt in Richtung Enzym-Oberfliche. Hier
koordinieren die NH-Gruppen von Gly72 und Thr73 das PLP durch Bindung der OP2- und
OP1-Sauerstoffe. OP1, OP2 und OP3 gehen auflerdem Wasserstoffbrickenbindungen mit je
einem Wassermolekil ein. OP2 wird weiterhin durch das YOH von Ser193 koordiniert. Des
Weiteren finden hydrophobe Interaktionen mit den Resten Leu76, Trp98, Vall43, Alal71,
Glu195 und Glu204 des Molekils A und Arg227, Asn243 und Arg245 des Nachbarmolekdls
statt. Die Phosphatgruppe des PLP nimmt im aktiven Zentrum die Position des Sulfations der
TobS2-SO-Struktur ein.

Die omit-Elektronendichtekarte von PLP und Lys198 zeigt deutlich die kovalente Bindung
zwischen dem Kohlenstoff C4a des PLP und dem Stickstoff N des Lys198.

o His172

Ser193

Abb. 3.14: PLP-Bindestelle des aktiven Zentrums. Die Koordinierung des PLP beruht auf der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem PLP, umliegenden Wassermolekiilen und den Aminosiuren Tht73,
His172, Ser193 und Asp169 (als schwarze Striche angedeutet) und hydrophoben Interaktionen mit den umliegenden
Aminosiureresten. Die omit-Elektronendichte (blau, Level 2,0) zeigt deutlich die Ausbildung des Aldimins zwischen
PLP und Lys198. Arg227 weist eine alternative Konformation auf. PLP: magenta, Wasser: marineblau, Sauerstoffe:

rot, Stickstoffe: blau.

105



3 Ergebnisse: Struktur der Aminotransferase TobS2

Konformationsinderungen des Enzyms bei der Bindung von PLP:
Die RMSD zwischen den beiden Monomeren der TobS2-PLPg-Struktur betrigt 0,672 A. Auch

hier weisen die Monomere A und B unterschiedliche Konformationen der beiden /sgp-Regionen
auf, welche bereits fiir die TobS2-SO,-Struktur beschrieben wurden. Die Konformationen der
loops der Monomere A, wie auch die der Monomere B, der beiden Strukturen ist dabei identisch,
was sich auch in den niedrigen RMSD-Werten der Monomere der beiden Strukturen
widerspiegelt. Ein Vergleich der beiden Dimere ergab cine Gesamt-RMSD von 0,15 A.

Die Konformation der Reste im aktiven Zentrum bei Bindung des Kofaktors entspricht der der
TobS2-SO,-Struktur. Die omit-Elektronendichte in Abbildung 3.14 zeigt in beiden TobS2-PLPg-
Monomeren am Stickstoff NC des Lys198 eine zusitzliche Ausprigung, welche der Position des
ungebundenen Lysins aus der TobS2-SO,-Struktur zuzuordnen ist. Dies weist auf eine alternative
Konformation des Enzyms im Kiristall hin, bei der PLP nicht in gebundener Form vorliegt. Die

gebundende Konformation stellt jedoch die vorherrschende Spezies dar.

3.3.3 Bindung von PLP und L-Gln

Die Daten fiir TobS2-PLPGIn wurden mit einem Kristall gewonnen, welcher mit PLP und dem
Aminodonor L-Gln tber vier Tage inkubiert wurde. L-Gln konnte in der Struktur nicht mit
Sicherheit nachgewiesen werden, allerdings zeigte sich im Bereich des aktiven Zentrums nahe
dem Kofaktor jedes Monomers eine positive fofc-Differenzdichte, welche auf ein zusitzliches
Molekdl hinwies. Im Monomer A weist die fofc-Differenzdichte auf eine Aminosiure an dieser
Position hin. Die omit-Elektronendichte des aktiven Zentrums zeigt ebenfalls deutlich die
Elektronendichte einer Aminosaure, allerdings ist nur die Hauptkette gut definiert, die
Beschaffenheit der Seitenkette ist nicht klar zu erkennen, daher wurde hier nicht der beim soaking
eingesetzte Aminodonor L-Gln, sondern lediglich ein Alanin eingefigt. Die omit-
Elektronendichte fir Lys198 und PLP weist auf eine kovalente Bindung des PLP hin, allerdings
zeigt die errechnete 2fofc-Elektronendichte diese Bindung nicht und es wurde wihrend des
refinements auch keine positive Differenzelektronendichte erzeugt, wenn Lys198 in der nicht
gebundenen Konformation modelliert wurde (nicht gezeigt). Daher ist davon auszugehen, dass
die vorherrschende Spezies im Monomer A die des nicht gebundenen PLPs ist, welche auch in

Abbildung 3.15 dargestellt wird.
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reusy

Abb. 3.15: Aktives Zentrum des Monomers A von TobS2-PLPGIn. PLP (magenta) geht keine kovalente
Bindung mit Lys198 ein. Die omit-Elektronendichte (blau, Level 2,0) zeigt die Anwesenheit einer Aminosdure im
aktiven Zentrum, bei der es sich hochst wahrscheinlich um den Aminodonor I.-Gln handelt. Die Dichte der
Seitenkette ist allerdings nicht definiert, daher wurde ein Alanin (mittelblau) an dieser Stelle eingefiigt. Die
Abbildungen A und B zeigen das aktive Zentrum des Monomer A jeweils um 45° um die y-Achse gedreht.

--- ionische Wechselwirkungen des Alanins mit den umliegenden Aminosduren
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3 Ergebnisse: Struktur der Aminotransferase TobS2

Die Aminosdure Alanin wird im aktiven Zentrum tiber ionische Wechselwirkungen zwischen den
OH-Gruppen des Glu195 und dem Stickstoff des Alanins und zwischen den NH2-Gruppen der
Arginine 245 und 227, sowie Uber hydrophobe Wechselwirkungen z.B. mit Trp98 und
Wasserstoffbrickenbindungen koordiniert. Die zusitzliche Differenzelektronendichte im
Monomer B war ausgepragter und wies eher auf die Anwesenheit des umgesetzten cyclisierten
Aminodonors, 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsdure als auf L-Gln selbst hin. Diese
Vermutung wurde durch die Beobachtung von positiver Differenzelektronendichte am
Kohlenstoff 4A des Kofaktors untermauerte, denn diese Dichte legt nahe, dass sich im aktiven
Zentrum ein PMP- statt ein PLP-Molekil befindet. Die Aminogruppe wurde also bereits vom
Donor auf den Kofaktor Gibertragen, was zum in Abbildung 3.16 gezeigten PMP und zur Bildung
von 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsdure (PHC) fiithrt. Die gezeigte omit-Elektronendichte
fir den cyclisierten Aminodonor ist nicht fur den gesamten Ring ausgeprigt. Dies liegt an der
Flexibilitit dieser Ringstruktur, da diese sowohl in einer trans- als auch in einer cis-Konformation
vorliegen kann. Die Koordinierung des PHC-Molekiils erfolgt ebenfalls durch die bei den S2-
Enzymen konservierten Aminosiuren Glul195 und Arg245, wie auch durch die, bei den S1- und
S2-Enzymen konservierten, Aminosdauren Trp98 und Arg245 (Abb. 3.9). Die Koordination des
Kofaktors erfolgt in beiden Monomeren adiquat zu TobS2-PLPg, die Kofaktor-Molekile in

beiden Strukturen liegen exakt an derselben Position.

Konformationsinderungen des Enzyms bei der Bindung von PLP und L-Gln:
Wie bei allen anderen bisher gezeigten Strukturen unterscheidet sich auch in der TobS2-PLPGlIn-

Struktur der Verlauf der beiden /Aop-Regionen 332-346 und 362-371. Doch wihrend der Verlauf
der /oops des Monomer B exakt dem der Monomere B aus TobS2-SO, und TobS2-PLPg
entspricht, dndert sich der Verlauf des /ogp 332-346 im Monomer A der TobS2-PLPGIn-Struktur
etwas. Die Konformationen der Aminosduren 332-344 entsprechen denen aus den
Monomeren A der TobS2-SO, und TobS2-PLPg-Strukturen, die Konformation der Aminosdure
Leu345 ist jedoch nicht konform mit den anderen Monomeren A. Die Konformation der
Aminosiaure Phe346 des Monomer A der TobS2-PLPGIn-Struktur entspricht der des Phe346 der
Monomere B aller bisher gezeigt Strukturen (Abbildung 3.17). Dies zeigt, dass die beiden
Monomere der TobS2-Aminotransferase keine starren unverindetlichen Konformationen bei der
Bildung des Dimers annehmen, sondern sich wihrend der Reaktion des Enzyms verschieben
konnen. Die Konformation des /ogps 332-346 des Monomers A der TobS2-PLPGIn-Struktur
kann als Zwischenschritt zwischen den beiden bisher beschriebenen Konformationen der
cinzelnen Monomere gedeutet werden. Die Konformationen der Aminosduren des PLP-

Bindezentrums bleiben in allen Strukturen unverindert.
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Abb. 3.16: Aktives Zentrum des Monomers B von TobS2-PLPGIn. Der Aminodonor L-Gln wurde umgesetzt

zu 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsiure (PHC, mittelblau), somit befindet sich nun PMP (magenta) im aktiven
Zentrum. Die omit-Elektronendichte (blau, Level 2,0) zeigt deutlich die Ringstruktur des PHC und die zusitzliche
Aminogruppe am Kofaktor. Die Abbildungen A und B zeigen das aktive Zentrum des Monomers B jeweils um 45°

um die y-Achse und 30° und die x-Achse gedreht.
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Leu345

Thr347

Phe346

Abb. 3.17: Konformationsinderung des 332-346-loops des Monomers A in TobS2-PLPGIn. Bis zur
Aminosidure Setr344 entspricht die Konformation des /gps der der Monomere A aus den Strukturen TobS2-SO4 und
TobS2-PLPg, Die Konformation von Leu345 und Phe346 ist jedoch verindert. Die Konformation des Phe346
entspricht der aller bisher gezeigten Monomere B. Die griinen Pfeile symbolisieren die Konformationsinderung von
Leu345, die orangen Pfeile die Konformationsinderung von Phe346 ausgehend von der Konformation der
Monomere A zur Konformation der Monomere B. gelb: Monomer A TobS2-SOy4; dunkelviolett: Monomer A

TobS2-PLPg; blau: Monomer A TobS2-PLPGln; pink: Monomer B TobS2-PLPGIn

3.3.4 TobS2 in Gegenwart von PLP und Tobramycin

Der Datensatz TobS2-PLPTM wurde mit einem Kristall aufgenommen, welcher 24 h mit PLP, L-
Gln und Tobramycin (TM) inkubiert wurde.

Im vorliegenden Modell dieses Datensatzes liegen PLP und TM im aktiven Zentrum vor.
Hinweise auf die Anwesenheit eines L-Gln-Molekiils konnten nicht gefunden werden. PLP und
TM bilden ein Aldimin zwischen dem C4a des PLP, welches auch fir die Ausbildung des
Aldimins am Lys198 des Enzyms verantwortlich ist, und dem Stickstoffatom N3" des
Tobramycin. Genau an dieser 3"-Position findet auch die eigentliche Reaktion von TobS2, die

Ubertragung der Aminogruppe von PMP auf das dehydratisierte 6-O-Glucos-Paromamin, statt.
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Tobramycin wird genau wie PLP tber ein Geflecht aus Wasserstoff- und Salzbriicken, sowie Giber
hydrophobe Wechselwirkungen koordiniert. So interagieren z.B. die NH2-Gruppe N1 des
Tobramycins mit dem Sauerstoff Phe336, die NH2-Gruppe N1 des Tobramycins mit den
e-Sauerstoffen des Glu332, der Sauerstoff O5" des Tobramycins mit NH2 des Arg227 und der
Sauerstoff OG6" mit NH1 des Arg227 und NH1 des Arg245. Tyr301 interagiert tber ein
Wassermolekill mit dem O2" von Tobramycin. Die NH2-Gruppen N3 und N2', sowie die
Sauerstoffe O2", O4' und O5 gehen Wasserstoffbricken mit umliegenden Wassermolekiilen ein.
Der aromatische Ring von Trp98 und Tyr337 orientiert den mit PLP verbundenen Zuckerring
(" -Ring) des Tobramycins ebenfalls Giber die Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung und
hydrophoben Wechselwirkungen. Die Tobramycin koordinierenden Aminosauren Glu332 und
Phe 336 sind innerhalb der in Abbildung 3.9 gezeigten S2-Enzyme konserviert. Tyr301 und
Tyr337 kommen sowohl in S1- als auch in S2-Enzymen vor. Ser197 ist innerhalb der S1- und S2-

Enzyme den Kanamycin- und Gentamycin-Genclusters konserviert.

Glu332

Phe336

Abb. 3.18: Stereobild der Koordinierung des Tobramycins in der Substratbindetasche der TobS2-PLPTM-
Struktur. PLP behilt seine Orientierung bei und bildet ein Aldimin mit dem Inhibitor Tobramycin, welcher ebenfalls
durch ein Geflecht aus Wasserstoff- und Salzbriicken koordiniert wird.  Farbgebung: mittelblau: Monomer A,

dunkeltiirkis: Monomer B; magenta: PLP; gelb: Tobramycin

111



3 Ergebnisse: Struktur der Aminotransferase TobS2

ceEnO

cTEEND

.
g
=)
[y
=
L=

Abb. 3.19: Aktives Zentrum von TobS2-PLPTM. Die omit-Elektronendichte (blau, Level 2,0) zeigt eine klare

Verbindung zwischen PLP und Tobramycin. Die kovalente Bindung zwischen Lys198 und PLP besteht nicht mehr.
PLP: magenta; Tobramycin (TM): gelb; TM-Bindetasche des Monomers A: mittelblau und des Monomers B
dunkelttrkis; PLP-Bindetasche: hellgrau; Sauerstoffe: rot; Stickstoffe: blau
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Konformationsinderungen des Enzyms bei der Bindung von PLP und Tobramycin:
Die Struktur TobS2-PLPTM weist die hochsten RMSD-Werte im Vergleich zu allen anderen

vorgestellten Strukturen auf. Die beiden Monomere dieser Struktur sind sich laut der RMSD-
Werte am dhnlichsten von allen verglichenen Monomeren eines Dimers. Diese Tatsache und
auch ein Vergleich der B-Faktoren der Aminosiuren lasst darauf schliefen, dass das Enzym bei
der Bindung von Tobramycin eine Konformationsinderung vollzogen hat und dass sich die
Konformationen der beiden Monomere angenihert haben. Legt man die beiden Monomere der
TobS2-PLPTM-Struktur ibereinander und vergleicht diese mit den bereits beschriebenen
Strukturen TobS2-SO,, TobS2-PLPg und TobS2-PLPGIn so ist zu erkennen, dass das Enzym bei
der Bindung des Tobramycins in beiden Monomeren die Konformation der Monomere B der
anderen Strukturen angenommen hat (Abbildung 3.20). Diese Tatsache ist nicht verwunderlich,
da die Aminosiuren Glu332, Phe336 und Tyr337 zur Substratbindetasche geh6ren und mit dem
gebundenen Tobramycin interagieren, dies verursacht hochstwahrscheinlich die Konformations-
inderung der beiden /ops 332-346 und 362-371 im Monomer A. Die Konformation der
Aminosduren der PLP-Bindetasche bleibt auch hier wieder unveridndert, wie es die Vergleiche der
B-Faktoren der einzelnen Monomere in den Abbildungen 3.3 - 3.6 bereits vermuten lieBen. Die
beobachtete Konformationsinderung der /ogps bei Bindung von Tobramycin legt nahe, dass diese
Anderung auch bei der Bindung des eigentlichen Substrates 6-O-Glucos-Inosamin stattfindet, da
auch hier wahrscheinlich die Reste Glu332, Phe336 und Tyr337 fiir die Bindung des Substrates

benotigt werden.

Abb. 3.20: Konformationsinderung bei der
Bindung von Tobramycin. Die beiden
Monomere, TobS2-PLPTM-Monomer A in
mittelblau und -Monomer B in dunkelblau,

zeigen die gleiche Konformation. Zum Vergleich

wurden die /ogps 332-346 des Monomers A aus
Tyr337-B TobS2-PLPg in cyan, des Monomers A aus
TobS2-PLPGIn in  dunkelgrin = und  des
Monomers B aus TobS2-PLPGIn in pink
dargestellt. Das Monomer A von TobS2-PLPTM

Asp343-A

nimmt die Konformation der Monomere B aller

vorgestellten ~ TobS2-Strukturen  an.  Die

Konformation des Monomer A-/gps von TobS2-
PLPGIn kann als Zwischenschritt  der
Konformationsinderung interpretiert werden.
Aminosduren mit der Konformation der
Monomere A: zB. Tyr337-A und mit der
Konformation der Monomere B z.B. Tyr337-B,

Zwischenschritt: Leu345-A-B; Tobramycin: gelb
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4 Diskussion

4.1 Reaktionsmechanismus von TobS2

Durch die in dieser Arbeit erhaltenen Strukturen kann man nun einen genaueren Blick auf einige
Teilreaktionsschritte der Ubertragung eines Aminorestes von L-Gln uber PLP auf 6-O-Glucos-
Inosamin durch die Amintransferase TobS2 werfen. Die enzymatische Reaktion von TobS2

umfasste die folgenden Teilreaktionen, welche in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt sind:

Teilreaktion 1: Bindung des Kofaktors:
Die Struktur TobS2-PLPg zeigt wie Lysin198 ein Aldimin mit dem Kofaktor PLP bildet. Die
PLP-Bindetasche umfasste eine Reihe konservierter Aminosiduren und behilt wihrend der

katalytischen Reaktion eine konstante Konformation bei.

Teilreaktion 2: Ubertragung einer Aminogruppe von L-GIn auf PLP

In der TobS2-PLPGIn-Struktur ist im Monomer A die Anndherung des Aminodonors L-Gln an
den Kofaktor zu beobachten. Im Monomer B sind das Endprodukt dieses Teilschrittes
2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsdure und der aminierte Kofaktor PMP zu erkennen. Das
Aldimin zwischen Lys198 und PLP wurde durch die Anwesenheit des L-Gln gelést. Das
Ketiminintermediat, welches sich bei der Bindung des L-Gln an das C4a des PLP bildet, konnte

jedoch nicht beobachtet werden.

Teilreaktion 3: Ubertragung der Aminogruppe auf das Substrat

TobS2-PLPTM zeigt wie das Substrat in der Substratbindetasche koordiniert wird. Da
Tobramycin an der 3" bereits eine Aminogruppe besitzt, kann es nicht wie das Substrat 6-O-
Glucos-Inosamin aminiert werden, sondern bleibt kovalent an PLP gebunden. Das ermdglichte
eine Momentaufnahme dieser Reaktion und einen genaueren Blick auf die Konformation des
Substrat-gebundenen Enzyms, bei dem im Monomer A eine Konformationsinderung zur
Ausbildung der Substratbindetasche fiihrte. Dies ist die erste Beschreibung eines AGAs, welches

im aktiven Zentrum einer S2-Aminotransferase gebunden vorliegt.

114



4 Diskussion: Struktur der Aminotransferase TobS2
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Abb. 4.1: Schema der TobS2-Reaktion. Das interne Aldimin (Schritt 1) zwischen PLP und Lys198 wird in
Gegenwart des Aminodonors L-Glutamin geldst und ein Ketiminintermediat zwischen PLP und L-Gln wird gebildet
(Schritt 2), woraus dann PMP und o-Ketoglutaramat bzw. 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsiure (PHC)
entstchen. Das PMP bildet im Schritt 3 ein externes Aldimin mit dem dehydratisierten 6-O-Glucos-Paromamin.
Dadurch wird die Aminogruppe auf die 3"-Position des AGA ibertragen und es ensteht das Produkt Kanamycin B

und PLP, welches nun fiir die nichste Transaminierung zur Verfigung steht.

4.2 Charakterisierung des aktiven Zentrums und Vergleich der

TobS2-Struktur und anderen Aminotransferase-Strukturen

In den letzten Jahren wurden einige Strukturen von Enzymen des Aspartat-Typs veroffentlicht,
welche ebenfalls aus dem bakteriellen Antibiotica-Stoffwechsel stammen bzw. dhnliche Substrate
wie TobS2 prozessieren. Besonders hervorzuheben sind dabei die Strukturen des PLP- und
PMP-gebundenen S1-Enzyms BtrR (156), der aus dem Ansamycin-Antibiotika-Stoffwechsel
stammenden PLP- und Gabaculin-gebundenen AHBA-Synthase (165), des PLP- und PMP-UDP-
L-AltNAc-gebundenen PseC aus dem Pseudaminsdure-Stoffwechselweg des Helicobacter pylori
(166) und der GDP-4-Keto-Deoxy-D-Mannose-3-Dehydratase ColD in Gegenwart verschiedener
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Zuckersubstrate (167-169). Die Struktur von BtrR (156) stellte die bisher einzige Struktur einer
Aminotransferase aus einem AGA-produzierenden Biosyntheseweg dar. Ein Sequenzalignment

der vier genannten Enzyme mit TobS2 wird in Abbildung 4.2 gezeigt.

TobS2 MTSEEALFGGTPYRTEPFPDGPRFRERBLER IREVLESGSL ---B6 RTHRAFAEQ 57
BErR e MT IPFDHWPEWPQHSDRTRRK I EEVFQSNRWA I SGYWTGEESMERKFAKA 50
AHBA e MNARKAPEFPAWPQYDDAERNGLVRALEQG QWWRMGGDEVNSFERE 46
PseC  mmmmmme— MKEFAYSEPCLDKEDKKAVLEVLNSKQLTQG-~---=--=-~- KRSLLEEEA 40
ColD o GHMINYPLASSTWDDLEYKAIQSYLDSK-—------ MFTMGEYVKQYETQ 41
TobS2 FCGREBARHEVLVANGTVSLSVALRAEGVHA- - - - GD EVAINA 111
BtrR FADFNEVPYCVPTTSGSTALMLALEALG I GE--—-—- v IA ATAVLNVNA 104
AHBA FAAHHBAAHALAVTNGTHALELALQVMGVGP--—-—- GT VPA FISSSQAAQRLGA 100
PseC LCEFLBVKHALVFNSATSALLTLYRNFSEFSADRN--—-El PISFVA ANMLLESGY 96
ColD FAKTFESKYAVMVSSGSTANLLM I ABEFFTKKPRLKKGDE I lVPAVSIST YYPLQQYGL 101
TobS2 VP PAAVE P HLA.IADL LLE ARKHD VLEBC 171
BtrR LPVF VEA PQLIK DK K 1PYHL FGSMANMBIE INE AQEHN FVIERC 164
AHBA VTV |_ PEAVA K MP HMAGLMADM LAKESADTGVPLLQBA 160
PseC TPVFAGIKNDG NI ELALEKLINE SMDYAGKSVEVESVQKLCKKHSLSFLSBS 155
ColD RVKFEBID INJLNEB 1 ESLKEEVEDS K LTMNLLGNPNNFRE INKIIGGRD I ILLERN 161
Tobs2 AH RC HG G TSG S—-GDETTHHRAMSLVNCGRK 229
BtrR AQSHGSVIINNQR CQQGKVLTAG 1IN TKNPRLFEL IQQLRADSRVYC 224
AHBA AIAHGAR QBKR ELDSIAT QNGKLMTAG FPDGETEKYETAFLRHSCGRP 220
PseC SHALGSEYQNKKVEBGFALASVESFHAIKPITT TNDS----ELHEKMKLFRSHG 209
ColD CESMGATFNNKCABTIFGLMGTRESFYSHHIATMEGEC ITDDEE 1 YHILLCIRAHGWTRN 221
TobS2 lEG.SlEI ------------- RML LQAAFL 18@VEQHDEEHAQRKSNVELL 276
BtrR DDSSELMHED----- MQLVKKGDIQ S YCLS FQSAILLDQLQELDDKNAIREKNAMFL 279
AHBA RDDRR-——————=—————— YFHKI s LN FSASVLRAQLARLDEQIAVRDERWTLL 266
PseC MLKKDFI1E_I; ---------- EVKSI NE 1 QSALGLSQLKKAPFEMQKREEAALTY 260
ColD LPKKNKVTGVKSDDQFEESFKFVLP, Y MSGA1GIEQLKKLPRFISVRRKNAEYF 281
TobS2 TKGLT TPVGDBDPRVT RlYYlVLY —-PEQWAGVHRDRVEEALEAEGVEFEG 334
BtrR NDALSKIIDG I KVMKRP-PQVSRQTYYGYVFREDPVKFGGLNADQFCE I LREKLNMGTFYL 338
AHBA SRLLG VPQGGH-VRADRNSHYMAMF PG——LTEERRNALVDRLVEAG————.PA 319
PseC DRIFKDNPYFTPLHPLLKDKSSN——HLYPILMHQKFFTCKKLILESLHKRG ------ ILA 312
ColD LDKFKDHPYLDVQQET----GESSWFGFSF I IKKD--SGV IRKQLVENLNSAG------- 329
TobS2 IT.Y.P\I;IRDS TVSAEDWRMERDRYGDRMGBEDFHLPVSERAAYDESYWVHHSELTGP 394
BtrR HPPYLPVHKNPLECPWTKNRYLKSVRKTEAYWRG-LHYPVSEREASGQS IVIHHAILLAE 396
AHBA FAAFRATYRTDARWELGAP--——- DESVDAIARR---CPNTDAIS-SDCWMILHHRVLLAG 370
PseC QVHYKP 1YQYQLYQQLFNTAB---LKSAEDFYHAE I SLPCHANLNLESVQNIAHSVLKTF 369
ColD 1ECR-PIVTGNFLKNTDVLKY — - — oo —— FDYTVHNNVDNAEYLDKNGLFVGNH 374
TobS2 ATDVDQI.EQIQKV.R.VDALR 416

BtrR PSHLSLLVDAVAELARKFCVTH 418

AHBA EPELHATAE I IADAVARA---- 388

PseC ESFKIE-———————— - 375

ColD QIELFDEIDYLREYLK-—---- 389

Abb. 4.2: Sequenzalignment von TobS2, AHBA-Synthase, PseC und ColD. Das Alignment wurde ebenfalls
mit dem Programm ClustalW erstellt. Die Unterteilung der identischen Aminosduren nach stark konserviert und
weitesgehend konserviert, sowie die Farbgebung einiger Reste beruht auf einem Vergleich dieses Alignments mit
Abb. 3.9. . stark konserviert; . weitesgehend konserviert; hellblau konserviert innerhalb der S1- und S2-
Enzyme des Kan- und Gen-Genclusters; - konserviert innerhalb der S2-Enzyme des Kan- und Gen-Genclusters;
blau Aminosiduren der PLP-Bindetasche; rot Aminosduren der Substratbindetasche (soweit in den entsprechenden

Veroffentlichungen beschrieben); grau vermutlich an Substratbindung beteiligt
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BtrR ist eine Sl-Aminotransferase aus Bacillus circulans. Es stammt aus dem Butirosin-
produzierenden Stoffwechselweg und setzt 2-Deoxy-seyllo-Inose zu 2-Deoxy-seyllo-Inosamin und
Aminodideoxy-sey/lo-Inose zu 2-DOS um (Abb. 1.5) (156). Die AHBA-Synthase aus .Amycolatopsis
mediterranei ist an der Produktion des Ansamycinantibiotikums Rifamycin B beteiligt. Es
katalysiert die a,-Dehydratisierung und stereospezifische 1,4-Enolisierung von Amino-DHS zu
dem Precursor AHBA (165). Die aus Helicobacter pylori stammende Aminotransferase PseC ist Teil

des Pseudaminsiure-Biosyntheseweges, welcher fiir die Glycoslylierung von Flagellenfilamenten
verantwortlich ist. PseC tbertrigt dabei eine Aminogruppe auf UDP-a-D-GlcNac, was somit zu

UDP-4-Amino-4,6-Dideoxy-B-L-AltNac umgesetzt wird (166). ColD ist beteiligt an der
Produktion von GDP-L-Collitose, einem Dideoxyzucker, welcher sich in den
Lipopolysacchariden der dufleren Membran einiger gram-negativer Bakterien findet. Es sorgt
dabei fiir die Abspaltung der C3'-Hydroxylgruppe der GDP-4-Keto-6-Deoxymannose, wodurch
GDP-4-Keto-3,6-Dideoxymannose entsteht (167). Alle genannten Enzyme nutzen, wie TobS2,
PLP als Kofaktor. Als Aminodonor nutzen die Aminotransferasen BtrR, PseC und ColD

L-Glutamat, wihrend TobS2 L-Glutamin verwendet (155).

Koordinierung des Kofaktors

Aus dem Sequenzalignment (Abb. 4.2) sind einige Gemeinsamkeiten der Enzyme abzuleiten, so
bestehen die PLP-Bindezentren aus den nahezu gleichen Aminosiuren, wovon die Aminosauren
Gly72, Vall43, Ser193 und Asn243 (Nummerierung TobS2) stark konserviert vorliegen. Alle
Enzyme bilden tber ein Lysin im aktiven Zentrum ein internes Aldimin zu PLP aus, ausser
ColD, welches an dieser Position ein Histindin aufweist. Wird aber dieses Histidin zu einem
Lysin mutiert, bildet sich auch hier das interne Aldimin (167-169).

Weitere wichtige Aminosauren zur Koordinierung des Kofaktors sind z.B. Alal71, welches fiir
die Aspartat-Aminostransferasen der Antibiotika-produzierenden Synthesewege konserviert ist
und auch His172, welches sich, neben den in Abb. 3.9 gezeigten S2-Enzymen, auch in PseC und
der AHBA-Synthase an dieser Position befindet. BtrR besitzt an dieser Position ein Glutamin
und ColD ein Glutamat. Zum Vergleich wurden alle PLP-Bindezentren in Abbildung 4.3
dargestellt. Fur Trp92 des BtrR, welches innerhalb der S1- und S2-Aminotransferase aus
Abbildung 3.9 konserviert ist, wird eine 45°-Konformationsinderung wihrend der Aminierung
des Kofaktors beschrieben. Fur TobS2 konnte dies nicht beobachtet werden, hier nimmt der
entsprechende Tryptophanrest von vornherein die vom Kofaktor abgewandte Position ein, in der
ColD-Struktur hingegen die dem Kofaktor zugewandte. PseC und AHBA-Synthase besitzen an

dieser Position ein Phenylalanin, welches das PLP koordiniert.
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Ser193

Glu204

Ser187

Phe88

Ser91

Leu70
Ser67
D His157,
Phe84
Lys183  Serl56 Thr87
Aspl54
PMP .
His210
Ser178
'Tht57
Arg230

His188Lys

‘ PLP
Serl8,

Ser55

‘ Glul62 ‘

Trp8s

Asp169

‘ j His215

Ser57

Asn248

Abb. 4.3: PLP-Bindezentren von: A TobS2-PLPg;
B BtrR (PDB-Code: 2C7T); C AHBA-Synthase
(PDB-Code: 1B9I); D PseC (PDB-Code: 2FNU);
E ColD (PDB-Code:3R0T). PLP kann in allen
Enzymen, auBler ColD, ein internes Aldimin mit
einem Lysin bilden. ColD-Wildtyp besitzt an Position
188 ein Histidin, nach einer Mutation zu Lysin wird
auch hier ein Aldimin gebildet. PLP ist jeweils in
Magenta, die Aminosduren der Enzyme in Mittelblau
und der Inhibitor Gabaculin in der AHBA-Synthase

lachsfarben dargestellt.
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Substratbindetasche und Substratspezifitit

Nicht bei allen hier vorgestellten Enzymen gelang es Kiristallstrukturen in Gegewart ihrer
Substrate zu erhalten. Der Aminodonor Glutamat, bzw. das mit PLP gebildete Ketimin, konnte
nur fiir ColD beobachtet werden, in dem PLP zunichst durch L-Glutamat-Bindung zu PMP
umgewandelt wird, um anschlieBend die Dehydratase-Reaktion auszufithren. In Abbildung 4.4
wird die Bindung des Aminodonors L.-Glu des ColD mit der des L-Gln (Alanin in Monomer A)
in TobS2-PLPGIn verglichen. Die Position des Aminodonors im aktiven Zentrum stimmt
tberein. In der TobS2-PLPGIn-Struktur ist die Seitenkette des I-Gln nicht definiert, der
tatsichliche Verlauf wird aber hochst wahrscheinlich dem des L-Glu in der ColD-Struktur

entsprechen.

A B

A :
y
Glu-
u. ’ q’ @ # Ala/L-GIn f
o Ketimin ! J g . .
i

¥
Phel85

Abb. 4.4: Aminodonor-Bindezentren von: A ColD (PDB-Code:3R0T) und B TobS2-PLPGlIn. Die L-Glu bzw.
L-Gln (gelb) koordinierenden Aminosduren (cyan) sind gesondert beschriftet, alle anderen Aminosduren und

Farbgebungen entsprechen Abb. 4.3 A und E.

In ColD wird L-Glu durch Phel85 und die beiden basischen Aminosduren His215 und Arg250
koordiniert. L-Gln wird in TobS2 ebenfalls durch die beiden basischen Aminosauren Arg227 und
Arg245 koordiniert, allerdings ist die dritte beteiligte Aminosdure das saure Glul95. Diese
Aminosdure ist sehr wahrscheinlich fir die Spezifitit der einzelnen Enzyme zu ihrem
Aminodonor verantwortlich. Alle L-Glutamin nutzenden Enzyme, wie ColD, BtrR, PseC und
auch die in Abb. 3.6 gezeigten S1-Enzyme der Kanamycin- und Gentamycin-Gencluster, weisen
an dieser Position eine neutrale oder basische Aminosiure auf. Im Falle des ColD ist dies, wie
bereits erwihnt, ein Phenylalanin. Bei den S1-Aminotransferasen, einschlieBlich BtrR, und bei der
AHBA-Synthase befindet sich an dieser Position ein Glutamin und bei PseC ein Histidin. Bei
allen in Abbildung 3.6 gezeigten S2-Aminotransferasen befindet sich ein Glutamat an dieser

Position. So wird tiber ionische Wechselwirkungen der entsprechende Aminodonor selektiert und
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gebunden. Die Positionen der beiden basischen Aminosduren in ColD und TobS2 sind in allen
anderen vorgestellten Enzymen ebenfalls durch Arginine und Histidine besetzt (Abb. 4.5,
cyanfarbene Aminosiuren). Dies spricht fir eine konservierte Aminodonor-Bindetasche
innerhalb der Enzyme vom Aspartat-Aminotransferase-Typ.

Fir die Bindetaschen der Substrate kénnen zwischen den einzelnen Aminosiauren nur sehr
wenige Parallelen gezogen werden, da sich die Substrate in ihrer Beschaffenheit und Gréf3e stark
unterscheiden. Bei den vorgestellten Strukturen gelang es die AHBA-Synthase in Gegenwart des
Inhibitors Gabaculin (165), PseC in Gegenwart des Substrates UDP-L-AltNac (166) und ColD in
Gegenwart von GDP-Perosamin in der PLP-gebundenen Form (167-169) zu kristallisieren.
Abbildung 4.5 zeigt diese Strukturen im Vergleich zu TobS2-PLPTM. Fir BtrR werden auf
Grundlage der AHBA-Synthase-Struktur und wegen ihrer Nihe zur PLP-Bindetasche die
Aminosiuren Trp92 und GIn189 als Teil der Substratbindung vermutet. Des Weiteren sollen die
Aminosauren Phel40, Tyr304 und His339 an der Substratbindung beteiligt sein (156). Vergleicht
man nun die in den Veroffentlichungen beschriebenen Aminosauren der Substratbindetasche mit
denen, welche bei TobS2 und ColD, und wahrscheinlich den meisten Aspartat-Aminotranserase-
verwandten Enzymen, fiir die Bindung und Selektion des Aminodonors verantwortlich sind, so
stellt man fest, dass die Aminosduren, welche den Aminodonor binden, auch an der Bindung des
Substrates beteiligt sind. Diese Annahme liegt aufgrund der gleichen Lokalisation der Substrate
und des Aminodonors im aktiven Zentrum sehr nahe. So kénnte auch bei der Selektivitit fir die
Substrate die Aminosdure an der Position des Glul185 (TobS2) eine entscheidende Rolle spielen.
Fir BtrR wurden an den Positionen von Arg227 und Arg245 der TobS2-Struktur keine
Aminosauren beschrieben, welche an der Bindung des Aminodonors und des Substrates
teilhaben. Auf Grundlage des Sequenzalignments (Abb. 4.2) und der ahnlichen Position zu den
beiden basischen Aminosiuren der Aminodonorbindetasche von TobS2, AHBA, PseC und ColD
konnten aber bei BtrR die Aminosduren Arg221 und Tyr223 zusitzlich an der Aminodonor- und
Substratbindung beteiligt sein.

Neben den drei Aminosiuren der Aminodonor-Bindetasche finden sich noch einige weitere
tbereinstimmende Aminosdure-Positionen fur die Substratbindung. So finden sich bei bei BtrR
und der AHBA-Synthase an der Position des Tyr301 des TobS2 ebenfalls Tyrosine. Tyrosin ist an
dieser Position fur alle S1- und S2-Aminotransferasen aus Abb. 3.9 konserviert. Bei PseC
befindet sich an dieser Position His248, welches zwar nicht als Teil der Bindetasche beschrieben

wurde, aber hochstwahrscheinlich zur Koordinierung des Substrates beitragt.
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Phe323 ﬂ
Gabaculin- A

D His339

Tyr304

E
Glu329
Arg331
PMP-GDP-
Perosamm

Tyrl86

he28

121

Abb. 4.5: Substratbindezentren von
A TobS2-PLPTM; B AHBA-Synthase
(PDB-Code: 1B9I); C PseC (PDB-
Code: 2FNU); D BtrR (vermutet)
(PDB-Code: 2C81) und E ColD (PDB-
Code: 3B8X). Substratbindetasche: lila;
Aminodonor- und Substratbindetasche:
cyan; vermutlich an Substratbindung
beteiligt: grau, sonstiges analog zu Abb.
4.4 und 4.3.
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Aus dieser Tatsache ldsst sich ebenfalls ein Riickschluss auf die Substratspezifitit der Enzyme
ziehen, denn das Tyrosin koordiniert bei TobS2 das Aglycon des gebundenen AGA. Im Falle der
AHBA-Synthase wird der Inhibitor koordiniert. Gabaculin befindet sich an der Position des
eigentlichen Substrates AminoDHS, welches der Struktur des Aglycon 2-DOS und dessen
Vorstufen sehr dhnlich ist. Da das aktive Zentrum von AHBA, TobS2 und BtrR nahezu identisch
aufgebaut ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass die BtrR-Substrate 2-Deoxy-sey/lo-Inose und
Aminodideoxy-sey/lo-Inose, sowie die Substrate aller S1- und S2-Aminotransferasen ebenfalls an
dieser Position koordiniert werden.

Ein weiteres Tyrosin befindet sich an Position 337 des TobS2. An dieser Position befindet sich
auch bei allen Aminotransferasen aus Abb. 3.6 und bei PseC ein Tyrosin. Die AHBA-Synthase
weist an dieser Position ein Phenylalanin und ColD ein Arginin auf. Das Tyrosin337 von TobS2
koordiniert den Sauerstoff 2" am PLP gebundenen Zuckerring des Tobramycins, direkt neben
der 3"-Position an welcher die Aminogruppe angehingt wird. Bei PseC koordiniert Tyr316
ebenfalls den Sauerstoff neben der zu modifizierenden Position am Zuckerring des UDP-L-
AltNacs. Es ist also zu vermuten, dass bei den S1-Enzymen an dieser Position die OH-Gruppe
an Position 4 des Aglykons koordiniert wird. Bei der AHBA-Synthase befindet sich am
AminoDHS eine COOH-Gruppe, welche etwas mehr Platz im aktiven Zentrum bendtigt und
daher cher von der etwas weiter entfernten neutralen Aminosidure Phe323 koordiniert wird. Bei

ColD werden die negativen Phosphatgruppen durch Arg331 koordiniert.

Substratspezifitit der S1- und S2-Aminotransferasen

Die Beschaffenheit der aktiven Zentren gibt Aufschluss tber die Substratspezifititen der hier
vorgestellten Enzyme. Die Substratbindetaschen der Aminotransferasen des AGA-Stoffwechsels
BtrR und TobS2 sind jedoch nahezu identisch. Aus den an der Substratbindung beteiligten
Aminosduren allein ldsst sich also nicht die Selektivitit der S1- und S2-Aminotransferasen fiir ihre
doch sehr unterschiedlichen Substrate ausmachen. Unter anderem konnte die unterschiedliche
GroBe der /loop-Regionen, welche den aktiven Zentren vorgelagert sind, ein Grund fir die
Bindung unterschiedlich groBer Substrate sein. Abbildung 4.6 zeigt die Uberlagerung der
TobS2-PLPTM-Struktur mit der BtrR-PLP-Struktur (PDB-Code: 2C7T). Hier ist deutlich eine
vergroerte /oop-Region bei BtrR zu erkennen, welche relative weit in die aktiven Zentren
hineinragt. TobS2, welches genau wie alle anderen S2-Enzyme ein wesentlich géBeres AGA bzw.
dessen Vorstufen als Substrat bindet, besitzen kleinere /logp-Regionen, womit die Bindung des
groBeren Substrates sterisch nicht behindert werden kann. Die beiden betreffenden /sgp-Regionen
umfassen bei BtrR die Aminosiuren 28-45 und 219-247. Es fillt auf, dass in diesen Bereichen

viele Aminosduren innerhalb der S1-Enzyme konserviert vorliegen (Abb. 3.9). Die
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entsprechenden /ogps bei TobS2 umfassen die Aminosduren 38-50 und 225-242, hier finden sich
ebenfalls viele ausschliefllich unter den S2-Enzymen konservierte Aminosduren. Somit stellen
diese beiden /logps also charakteristische Regionen der S1- bzw- S2-Enzyme dar, welche mit sehr
groB3er Wahrscheinlichkeit eine entscheidende Rolle bei der Selektion der jeweiligen Substrate

spielen.

Abb. 4.6: Uberlagerung von BtrR (PDB-Code: 2C7T) mit TobS2-PLPTM. Die S1-Enzyme weisen groBe
konservierte /ogp-Regionen (Kreise) im Bereich der aktiven Zentren auf, welche fiir die Substratspezifitit
entscheidend sind. Die S2-Enzyme haben kleinere, ebenfalls konservierte /ops, welche die Bindung wesentlich

groBerer Substrate zulassen. Griin: BtrR; mittelblau: TobS2-PLPTM; gelb: Tobramycin; magenta: PLP

Aus den erhaltenen Strukturen der S2-Aminotransferase TobS2 in Gegenwart des Kofaktors
PLP, des Aminodonors L-Gln und des Substratanalogons Tobramycin konnten in der
vorliegenden Arbeit durch den Vergleich zu anderen Aminotransferasen wichtige Riickschliisse
auf die Substratspezifitit und -selektivitit der Aminotransferasen der pharmakologisch wichtigen

AGA-Biosynthesewege gezogen werden.
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Abkiirzungen

Abkiirzungen

2-DOS 2-Deoxystreptamin

AGA Aminoglykosid-Antibiotikum

AU Absorptionseinheiten

C5A complement component 5a

ca. circa

CGRP calcitonin gene-related peptide

CRF corticotropin releasing factor

tMLP N-formyl Methionin-Leucin-Phenylalanin
FSH Follikel stimulierendes Hormon

GHRH growth hormone releasing hormone

GHS growth hormone secretagogue

GIP glukoseabhingiges insulinotropes Peptid
GLP lucagon-like peptide

GnRH Gonadotropin-releasing hormone

kD Kilodalton

LH Luteinisierendes Hormon

MWCO molecular weight cut off

nPTHRI1 N-terminale Domine des PTHR1
nPTHR2 N-terminale Domine des PTHR2
PACAP pituitary adenylate cyclase activating peptide
PLP Pyridoxal-5"-Phosphat

PMP Pyridoxamin-5"-Phosphat

PTH Parathormon

PTHRI1 Parathormon-Rezeptor 1

PTHR2 Parathormon-Rezeptor 2

PTHtP Parathormon-related peptide

RMSD root means squared distance, Standartabweichung
spp- spezies pluralis

™ Tobramycin

TMH Transmembran-Helix

TOBS2 L-Glutamin:Glykosyl-Paromamine-3"-Aminotransferase
TRH Thyrotropin-releasing hormone

TSH thyreotropes Hormon/Thyreotropin
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Abkiirzungen

u.a. und andere
VIP vasoactive intestinal peptide
z.B. zum Beispiel
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Anhang

Anhang

Zu Teil 1: Strukturelle Untersuchungen an den extrazelluliren

Dominen der Parathormon-Rezeptoren 1 und 2

Expressionsvektor pET15b: Novagen

Bpu1102 1(267)
EcoR j5708)

BamH I{213)
Aat ll{5835) Cla I[24) Xho I[324)
Ssp F[5-51?11 Hind 11128 Nde I{331)
) Meo 1(239)
Sca l[5193) Xba l(428)
Pvu li5083) Bal lli454)
Pst 4858} — Sara 1(535)
: ~___Sph lga1)
& ‘(:_:Emm W751)
Bisa l4774) W {\x
Ahd 1(4713) & N\
S M is21e)
%, Y ”r-:Ecl lj1230)
@ I| |
@ | | BstE llj1307)
' ET-15b N
Al lezae) piSTDBbpj P | ;'%Apa li1427)
oo ||
—
! jBasH 1827}
, /~Hpa li1722)
BspLU11 li3820) Vr_,-*’
Sap Ij3704)
B=t1107 K3s53) Psha ljzpa1)
Ace I(3580)
Bsah 1{3572) S—
Tth111 I{2585) Nrw oo
} Beph I{2300)
Bpu1D 1j2826) Bam 1{2704)
M= lj27a1)
T7 promoter primer #53345-3
il
Bg'll T7 promoter i8¢ operator a1 -~
AT A IO OO CAAs [T AR ACCAC A TATACCOCAAT T CACCCCA TAACALT TCOCCTCTAGAAS TAATTT TG TTAACT ITAACHACCACA
Negl Hig-Tag

Mae|  _Aho| BamH |
ATACCAT LG ALCAGCCATCATCATCATCATCACAGLAGCCoCCT 0o TGCCoCarOoAGC AT AT TCORLGATICGGC TR T AACAAAGCCCOS
HetGlySerserdisHisHi skisH a4 isSerSerGlyleshal FrofcgilySerdistetleut lubse? roalaklofsnl s ladry
Bpuiinz i tnrombin T7 tamminator
AACGAAGC TGAGT TGGC ST GOCACGE TRAGCART AN TAGCA T ARCCCC T TGGEE0C T T ARACGEG TC T TGAGERGTT TG
LyaGlualadluleatl et ladlalhrdladl ulnkra

-—
T7 terminaior primer #60337-3

PET-15b cloning/expression region
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Anhang

Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten:
nPTHRI1: M=21627,2 Da €,50=37930 M'cm™

nPTHR2: M=16094,2 Da €,5=28335 M'cm™

PTH(1-37): M=4117,7 Da £50=5500 M'cm’!
nPTHR1-(GS)12-PTH(1-34): M=26591,8 Da €050=43805 Mem!

nPTHR1-(GS)14-PTH(1-34): M=26735,9 Da €,50=43430 M'cm’!

Alle Extinktionskoeffizienten wurden fiir das native Protein angegeben
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