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I Einleitung

I.1 Die Bone Morphogenetic Proteins

Die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) wie auch die Growth and Differentiation Factors (GDF's)
gehoéren der Transforming Growth Factor-8 (TGF-3) Superfamilie multifunktioneller Wachstumsfak-
toren an [MASSAGUE, 1998]. Innerhalb dieser Superfamilie strukturell verwandter Proteine bilden sie
neben den namensgebenden TGF-gs, den Activinen und Inhibinen, der Miillerian Inhibiting Sub-
stance (MIS) und dem am entferntesten verwandten Glial Derived Neutrophic Factor (GDNF) die
gemeinsame Gruppe der BMPs und steuern als sekretierte Wachstumsfaktoren die Entwicklung und
Homogostase nahezu aller Organe und Gewebe [HOGAN, 1996].

Die BMPs wurden urspriinglich aufgrund ihrer Fihigkeit zur ektopen Knochen- und Knorpelbildung
identifiziert [URIST, 1965; WOZNEY et al., 1988]. In der Folge konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
Proteine iiber ein weitaus umfangreicheres Spektrum an Funktionen verfiigen, und sich ihre biologische
Aktivitdt auf eine Vielzahl verschiedener Zelltypen, wie Monozyten, Epithelzellen, Mesenchymalzel-
len sowie Neuronalzellen auswirkt [BALEMANS and VAN HuL, 2002]. Die BMPs steuern dabei die
Proliferation, Differentiation, Apoptose, Neurogenese, die Bildung des Mesoderms, die Links-Rechts-
Asymmetrie, aber auch die Entwicklung verschiedener Organe, wie zum Beispiel der Niere, der Lunge,
des Herzens, des Gehirns, des Darms, der Zihne, der Gliedmafien und der Geschlechtsorgane [KINGS-
LEY, 1994; HOGAN, 1996; GRAFF, 1997; EBENDAL et al., 1998; WOZNEY, 1998].

Die Mehrzahl der heute bekannten BMPs wurden in Vertebraten identifiziert. Dariiber hinaus konn-
ten BMP-dhnliche Proteine aber auch in Drosophila melongaster (Decapentaplegic (DPP), 60A und
Screw) sowie in Xenopus leavis (Vgl) nachgewiesen werden. Zudem verfiigt Caenorhabditis elegans
ebenfalls {iber drei BMP-abhiingige Signalwege. Die Aminosduresequenzen dieser BMPs und BMP-
dghnlichen Proteine sind dabei zwischen den Spezies hoch konserviert, womit sie gemeinsam, ent-
sprechend ihrer strukturellen Ubereinstimmung weiteren Untergruppen innerhalb der BMP-Familie
zugeordnet werden kénnen. So bilden BMP-2 und BMP-4, sowie DPP die Untergruppe der BMP-2s;
BMP-6, BMP-7, BMP-8, 60A und Vgl bilden die Untergruppe der BMP-7s und GDF-5, GDF-6 sowie
GDF-7 werden zu den GDF-5s zusammengefasst [KAWABATA et al., 1998].

Die BMPs werden wie alle TGF-g-dhnlichen Faktoren aus grofleren Vorlduferproteinen mit einer N-
terminalen Signalsequenz sowie einer Pro-Doméne synthetisiert. Nach enzymatischer Spaltung dieser
Vorlduferproteine am RXXR-Spaltmotiv durch Furin-&hnliche Proteasen [CONSTAM and ROBERTS-
ON, 1999] wird das biologisch aktive Protein durch Dimerisierung des C-terminalen, zwischen 110
und 140 Aminosiure langen reifen Teils [SOWDHAMINI et al., 1998] erhalten. Alle TGF-g-dhnlichen
Faktoren sind Homodimere, abgesehen von den heterodimeren Inhibinen. Sie zeichnen sich durch das

,Cystin-Knoten“-Motiv aus [MURRY-RUST et al., 1993; SUN and DAVIES, 1995], welches aus einer
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charakteristischen Anordnung von drei Disulfidbriicken innerhalb der reifen Monomere besteht. Der
siebte Cysteinrest formt die intermolekulare Disulfidbriicke zwischen den Monomeren in nahezu al-
len Proteinen (aufler GDF-3 und BMP-15). Einen zusétzliche intramolekulare Disulfidbriicke existiert
bei den Activinen, GDF-8s, GDF-15s und TGF-fs und fixiert das N-terminale Segment am ,,Cystin-
Knoten“ [NICKEL et al., 2002]

Das ,,Cystin-Knoten“-Motiv ist gleichzeitig die Grundlage fiir eine bemerkenswerte Ubereinstimmung
in der rdumlichen Gesamtstruktur dieser zum Teil nur {iber geringe Sequenzhomologie verwandten
Mitglieder der TGF-g-Superfamilie. So konnten bisher die dreidimensionalen Strukturen fiir BMP-2
[SCHEUFLER et al., 1999], BMP-7 [GRIFFITH et al., 1996], TGF-81 [DAOPIN et al., 1992; SCHLU-
NEGGER and GRUTTER, 1993], TGF-83 [MITTL et al., 1996] und GDNF [EIGENBROT and (GERBER,
1997] mittels Rontgenkristallstukturanalyse ermittelt und die des TGF-32 [HINCK et al., 1996] aus
NMR-Daten erhalten werden. Sie alle zeigen eine sehr dhnliche schmale, léngliche und gewdlbte An-
ordnung der Monomere, deren Form mit einer offenen linken Hand beschrieben werden kann (,,open
left hand“-Modell [SCHEUFLER et al., 1999; DAOPIN et al., 1992]). Hierbei symbolisiert der N-Terminus
den Daumen und die zwei, jeweils aus zwei unterbrochenen g-Strangen aufgebauten [-Faltblatter die
Finger 1 und 2. An der Spitze des Fingers 1 befindet sich die Schleife L1. In Finger 2 kreuzen sich
die (-Stringe. Die zentrale a-Helix a3 representiert die Handfliche und ist von den (-Stréngen (35
und /36 eingeschlossen (siehe Abbildung I.1). Die Anordung der Monomere im Dimer ergibt sich durch
die Rotation um eine zweifache Drehachse in der Fingerebene, sodafl beide N-Termini in die gleiche
Richtung zeigen (siehe auch Abbildung 1.3, sowie Abbildung II1.72 in Kapitel I111.7.1).

A)

Abbildung I.1: Kristallstruktur von BMP-2 nach SCHEUFLER et al. [1999].

A) Seitenansicht, die Monomere BMP-2 4 und BMP-25 sind in gelb bzw. blau dargestellt. B) Drauf-
sicht (90° um die z-Achse gedreht abgebildet), die Sekundérstrukturmerkmale sind fiir das Monomer
BMP-24 angegeben. DSB1, DSB2 und DSBS kennzeichnen die Disulfidbriicken des ,,Cystin-Knoten“-
Motivs fiir das Monomer BMP-25 und DSB4 markiert die intermolkulare Disulfidbriicke.

Die BMPs und GDFs, wie auch die anderen Mitglieder der TGF-8 Superfamilie vermitteln ihr Signal
durch die Bindung an zwei Typen transmembranérer Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren, die als Typ
I und Typ II bezeichnet werden [HELDIN et al., 1997; MASSAGUE, 1998] und auf der Zelloberfliche
einzeln oder in homo-und heterodimern Rezeptor-Rezeptor Komplexen vorliegen kénnen [GILBOA
et al., 2000]. Beide Rezeptortypen bestehen dabei aus einer relativ kurzen extrazellulidren Liganden-
bindungsdomiine, einem einzelnen Transmembransegment und der zytoplasmatischen Doméne welche

die Kinase enthilt. Im Fall des Typ II Rezeptors ist diese Serin/Threonin-Kinase konstitutiv aktiv,
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wohingegen die Kinaseaktivitit des Typ I Rezeptors von einer Ligandenbindung und Aktivierung
durch den Typ II Rezeptor abhéngig ist.

Im Gegensatz zur groflen Anzahl an Liganden konnten im humanen Genom bisher nur sieben Typ I
und fiinf Typ II Rezeptoren identifiziert werden [MANNING et al., 2002]. Thre Einteilung erfolgt ent-
sprechend struktureller und funktioneller Eigenschaften. Zur Gruppe der Typ I Rezeptoren zdhlen der
TGF-$ Typ I Rezeptor (TSR-I), der Activin Typ IB Rezeptor (ActR-IB) und die Activin receptor-like
kinase (AlkT), die beiden BMP Typ I Rezeptoren BR-IA und BR-IB, sowie als dritte Untergruppe
der Alkl und der ActR-I. Die Typ II Rezeptoren sind der TGF-3 Typ II Rezeptor (TSR-II), der
BMP Typ II Rezeptor (BR-II), die beiden Activin Typ II Rezeptoren ActR-II und ActR-IIB sowie
der Miillerian Inhibiting Substance Rezeptor (MISR) [DE CAESTECKER, 2004].

Es konnte gezeigt werden, dass einzelne Rezeptoren mit unterschiedlichen Liganden, aber auch die
Liganden mit unterschiedlichen Rezeptoren wechselwirken kénnen. Dabei unterscheiden sie sich nicht
nur in der Spezifitdt, sondern auch in der Affinitét ihrer Ligand-Rezeptor Wechselwirkung. In Tabelle

1.1 sind die bisher nachgewiesenen Interaktionen der einzelnen Ligandengruppen zusammengefasst.

Tabelle I.1: Promiskuitét der Liganden-Rezeptor Interaktion nach MIYAZONO et al. [2001].

Liganden Typ II Rezeptor Typ I Rezeptor R-Smad Co-Smad
TGF-3s TAR-IT TAR-1
Alk1* Smad 2 Smad 4
Activine ActR-1II ActR-IB Smad 3
ActR-11B AlKT?
BMP-2s BR-II BR-TA
BMP-7s ActR-II BR-IB Smad 1 Smad 4
GDF-5s ActR-IIB ActR-1 Smad 5
MIS MISR BR-IB Smad 8
BR-IAf
ActR-T'

* Alkl aktiviert Smad 1, Smad 5 und Smad 8, T Visser [2003]; I CLEMENTE et al. [2003]

Die Bindung des Liganden an die extrazellulire Rezeptordoménen startet den Signalweg in dessen
Folge ein heterooligomerer Signalkomplex gebildet wird an dem jeweils zwei Typ I und Typ II Rezep-
torenen an der Ligandenbindung beteiligt sind.

Die Ligand-Rezeptor Interaktionen wurden von MASSAGUE [1998] auf der Grundlage von Quervernet-
zungs- (,, Crosslink-“) Experimenten in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe zu denen die TGF-s
und die Activine gehohren folgen in ihrer Rezeptoraktivierung dem ,sequenziellen Bindungsmodus*.
Sie binden zun#chst mit hoher Affinitdt an den Typ II Rezeptor und anschliefend wird der Typ I Re-
zeptor in den Signalkomplex rekrutiert. Beleg fiir diese Reihenfolge in der Ligand-Rezeptor Wechsel-
wirkung ist die Tatsache, dass bisher keine Interaktion des freien Liganden mit seinem Typ I Rezeptor
in Abwesenheit der Typ II Rezeptoren nachgewiesen werden konnte.

Im Gegensatz dazu konnte fiir die Gruppe der BMPs die Interaktion der freien Liganden unabhéngig
sowohl mit dem Typ I, als auch mit den Typ IT Rezeptoren durch ,,Crosslink“-Experimente bestétigt
werden. Dabei binden die Liganden in Abwesenheit des Typ I Rezeptors mit geringer Affinitéit an den
Typ II Rezeptor. Eine erhohte Affinitéit der Ligand-Typ II Rezeptor Wechselwirkung wurde hingegen
in Anwesenheit des Typ I Rezeptors erzielt. Der Wechselwirkung wird daher mit einem ,, kooperativen

Bindungsmodus® beschrieben.
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Smad- MAP-Kinase Aktivierung
Extrazelluldr BMPs Signalweg Signalweg kleiner G-Proteine

Y TYY

BR-IA BR-II
BR-IB ActR-IT
ActR-1 ActR-IIB
Smad 1 \

Intrazelluldr Smad 5 -
Smad 8 Smad 4

A\
Zellkern LZZE p38 GTPasen der
Rho-Familie

Abbildung I.2: Schematische Darstellung der BMP Signalwege.

Die homodimeren Liganden sind gelb und blau dargestellt. Die Typ I Rezeptoren sind durch griine

und die Typ II Rezeptoren durch rote extrazellulire Doménen gekennzeichnet.

In Abbildung 1.2 sind in schematischer Darstellung die BMP Signalwege gezeigt. Nach Liganden-
bindung an den Typ I Rezeptor (BR-IA oder BR-IB) mit hoher Affinitit erfolgt die Rekrutierung
des niederaffin bindenden Typ IT Rezeptors (BR-II, ActR-II oder ActR-I1IB) in den Signalkomplex
[KIRSCH et al., 2000a]. Intrazellulir aktiviert die konstitutiv aktive Kinase des Typ II Rezeptors den

Typ I Rezeptor durch Transphosphorylierung am charakteristischen SGSGSG-Sequenzmotiv, der so

genannten GS-Box [WRANA et al., 1994]. Die so aktivierte BMP Typ I Rezeptor Kinase phospho-

ryliert ihrerseits die intrazelludren Mediatorproteine, die R-Smads (rezeptor-assoziierte Smads). Von

den BMP Typ I Rezeptoren werden dabei, im Gegensatz zu den TGF-3/Activin Typ I Rezeptoren
(R-Smads: Smad 2 und Smad 3) die R-Smads Smad 1, Smad 5 und Smad 8 erkannt (siche auch Ta-
belle I.1). Nach Assoziation mit einem Co-Smad (Smad 4) erfolgt deren Translokation in den Zellkern,

wo nach Anlagerung dieses Komplexes an Transkriptionsfaktoren die Aktivierung der Zielgene erfolgt

[vON BUBNOFF and CHO, 2001]. Zusétzlich zum Smad-Signalweg kénnen durch die BMPs aber auch
der MAP-Kinase Signalweg [NOHE et al., 2004] oder kleine G-Proteine [LIU and JESSEL, 1998; LEE-

HOEFLICH et al., 2004] aktiviert werden.

Speziell fiir die Gruppe der BMPs und GDF's konnte gezeigt werden, dass die BMP-2s bevorzugt an
die BMP Typ I Rezeptoren BR-TA und BR-IB, méglicherweise aber auch an den ActR-I [CHUVA DE
SousA LOPES et al., 2004] binden und nachfolgend den BR-II, ActR-II oder ActR-IIB als mégliche
Typ IT Rezeptoren in den Signalkomplex rekrutieren [MASSAGUE, 1998; L1U et al., 1995; KOENIG et al.,
1994; TEN DIJKE et al., 1994b]. Fiir das BMP-6 gelten der BR-IA, BR-IB aber auch der ActR-TA als
potentielle Typ I Rezeptoren und der ActR-IT oder ActR-IIB werden als Typ IT Rezeptor verwendet

[EBISAWA et al., 1999]. Lediglich das GDF-5 verfiigt nach NISHITOH et al. [1996] {iber einen einzigen
Typ I Rezeptor, den BR-IB, wohingegen wie beim BMP-2 sowohl BR-II, ActR-II als auch ActR-1IB

als Typ II Rezeptoren mit diesem Liganden zur Signalvermittlung interagieren.
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Der erste Schritt hin zu einem detailierteren Verstédndnis der molekularen Grundlagen der BMP Li-
gand-Rezeptor Interaktion konnte durch die rontgenkristallographische Beschreibung der von KIRscH
et al. [2000c] mit einer Auflosung von 2,9A ermittelten dreidimensionalen Struktur des BMP-2 : BR-
TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes erreicht werden. Dieser ist in Abbildung 1.3 dargestellt und zeigt
die Bindung von zwei extrazelluliren Doménen des BR-IA (in griin) an den homodimeren Liganden
BMP-2 (Monomere in blau und gelb) in der Seitenansicht in Bildteil A) und in der Draufsicht in
Bildteil B). Die beiden Rezeptorketten binden dabei jeweils in den Finger-Helix Vertiefungen am
BMP-2 und haben Kontakt zu beiden Monomeren. Aufgrund des ,,open left hand“-Modells des freien
Liganden wird der Bindungsbereich daher als das ,wrist“-Epitop (Handgelenk-Epitop) bezeichnet.
Die zweifache Symmetrie des freien BMP-2 bleibt auch im Komplex erhalten. Die N-Termini der
beiden Rezeptorketten deuten von der Membran weg, wohingegen die um 65A voneinander entfernten

C-Termini zur Membran hin zeigen.

A)

B) “knuckle” Epitop “wrist” Epitop

Abbildung I.3: Die Rontgenkristallstruktur des BMP-2 : BR-IA .. Ligand-Rezeptor Komplexes nach
KIRSCH et al. [2000c].

A) Seitenansicht mit der membransténdigen Seite an der Bildunterkante. B) Draufsicht annéhernd
entlang der zwei-zihligen Symmetrieachse. Die Monomere des BMP-2 (BMP-24 und BMP-23) sind
in gelb bzw. blau und die extrazelluliren Doménen des BR-IA (BR-IA..) in griin dargestellt. Se-
kundérstrukturmerkmale, die N- und C-Termini sowie die Rezeptor-Schleifen L1 und L3 sind gekenn-

zeichnet. Das ,,wrist“-Epitop und das postulierte , knuckle“-Epitop sind besonders hervorgehoben.

Die strukturelle Charakterisierung des ,, wrist“-Epitops ergab eine Bindungsfliche mit einer Gréfle von
jeweils 1130A2 und wird zu 67% von Monomer A (BMP-24) und zu 33% von Monomer B (BMP-25)
des BMP-2 gebildet. Insgesamt 24 Reste des BMP-2 sind an der Bindung des BR-IA,. beteiligt und
befinden sich in der Pré-Helix Schleife L2 und auf der Helix a3 von Monomer A, sowie in Schleife L1
und im (-Strang 8 des zweiten Monomers (BMP-2g). Es lassen sich drei Bereiche innerhalb des Bin-
dungsepitopes unterscheiden; (1) die ,hydrophobe Vertiefung® (iibereinstimmend mit der Finger-Helix
Vertiefung [KIRSCH et al., 2000¢]), (2) der ,Rand“ und (3) die ,,Pré-Helix Schleife L2“ [NICKEL et al.,
2002]. Dabei wird im BMP-2 der Boden der ,hydrophoben Vertiefung® von den Resten Met895 (67),
Met1065 (48) und Val634 (a3) gebildet und an den Seiten durch die Reste Trp28p und Trp31lp aus
Schleife L1, Lys101z und Tyr103p aus (38, sowie Asnb94, [le62 4 und Leu66 4 aus Helix a3 begrenzt.
Die Reste der Pré-Helix Schleife L2 Pro484 bis His544 und Asnb64 fiillen die Vertiefung. Kontake
vom Liganden zum Rezepor erfolgen ebenfalls durch die Reste Val265 und Gly27p aus der Schleife
L1, sowie Ser694 und Val704 aus der Schleife L3 am unteren ,,Rand“ des BMP-2.
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Als zentraler Kontakt zwischen BMP-2 und BR-TA.. wurde das so genannte ,,.knob-into-hole* Motiv
von KIRSCH et al. [2000c] herausgestellt. Es beschreibt die Interaktion der aus dem Rezeptor-Helix a1
herausstehende Seitenkette des Phe85, welche in die ,,hydrophobe Vertiefung® auf dem BMP-2 ragt
und von den Resten Ile62 4, Val63 4, Leu66 4, sowie Trp28z, Trp31lp, Met89p, Tyrl03p und Met1065
umbettet wird. Dieser groe hydrophobe Rest ist spezifisch fiir alle Typ I Rezeptoren (aufler Alkl).
Unter zusétzlicher Beriicksichtigung der hohen Konservierung der Reste im ,,wrist“-Epitop fiir die Li-
ganden der TGF-(3-Superfamilie wurde der ,knob-into-hole“ Interaktion eine Spezifitdt bestimmende
Bedeutung in der Ligand-Typ I Rezeptor Wechselwirkung zugeschrieben.

Neben der offensichtlichen Bedeutung hydrophober Wechselwirkungen fiir die Ligand-Rezeptor Inter-
aktionen konnten gleichzeitig auch 11 Wasserstoff-Briickenbindungen im Kontakt zwischen BMP-2
und BR-TA.. ermittelt werden [NICKEL et al., 2002]. Ihr Einfluss auf die Komplexbildung lief} sich
strukturell, aufgrund der relativ geringen Auflésung nicht eindeutig belegen. Bemerkenswert erschi-
en jedoch, dass mehrerer Hauptkettenatome sowohl auf dem BMP-2 als auch auf dem BR-IA.. an
der Ausbildung dieser Wasserstoff-Briickenbindungen beteiligt sind und zumindest zwei Hauptketten-

Hauptketten H-Briicken gebildet werden.

Die funktionenelle Bestétigung des Bindungsepitops fiir die BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Inter-
aktion erfolgte parallel durch Mutationsanalyse in dem einzelne Reste sowohl gegen Alanin, als auch
gegen geladene Aminoséduren ausgetauscht wurden, um so deren einzelnen Beitrag an der Bindungs-
energie zu bestimmen. Hierfiir wurden sowohl BIAcore Interaktionsanlysen von der Varianten des
BMP-2 am BR-IA.. sowie den Typ II Rezeptoren BR-II.. und ActR-II.., als auch biologische Assays

Abbildung I.4: Mutationsanalyse der BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Wechselwirkung. Ober-
flichendarstellung des BMP-2 : BR-IA.. Bindungsepitops in der ,,open book* Ansicht (BR-IA.. ist
um 180° um die y-Achse gedreht abgebildet)

A) BR-TA..: Reste mit verminderter Ligandenbindung sind blau hervorgehoben [HATTA et al., 2000].
B) BMP-2: Reste mit verminderter BR-IA.. Rezeptorbindung sind in blau (hellblau - erhghte Dis-
soziationsrate (ko ), dunkelblau - verringerte Assoziationsrate (koy)), sowie diejenigen Reste mit Be-
teiligung an der Typ II Rezeptor Interaktion sind in rot dargestellt. Des Weiteren sind die Reste mit
einer erhohten Bindung zum BR-IA.. in griin und die Reste ohne Einfluss auf die Bindungsenergie

zum Typ TA oder Typ II Rezeptor gelb unterlegt [KIRSCH et al., 2000a].
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in C2C12 Zellen durchgefiihrt [KIRSCH et al., 2000a]. Abbildung 1.4 Bildteil B) zeigt zusammenfassend
die von KIRSCH et al. [2000a] publizierten Ergebnisse dieser Analyse. Fiir die in hellblau bzw. dunkel-
blau dargestellten Reste auf der Oberfliiche des BMP-2 konnte eine verminderte Affinitdt nach Substi-
tution der Seitenketten ermittelt werden. Die Lage dieses funktionellen Bindungsepitops stimmt mit
dem aus der Kristallstruktur des BMP-2 : BR-IA.,. Ligand- Rezeptor Komplexes bestimmten ,, wrist“-
Epitops iiberein. Mit der quantitativen Auswertung wie sie in Abbildung .5 wiedergegeben ist, konnte
jedoch keiner der an der Ligand-Rezeptor Bindung beteiligten Reste als die Hauptbindungsdetermi-
nante der BMP-2 : BR-TIA.. Interaktion ermittelt werden. So reduzierten Alanin-Substitutionen die

Affinitdt nur maximal um das 10fache (F49A) und bei Einfiihrung geladener Seitenketten nur bis zu
30fach (A52R).

Bindungsenergien fiir die Interaktion der
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Ubereinstimmende Ergebnisse wurden auch mit Alanin-Substitutionen von Resten im Bindungsepitop
von BR-IA. erhalten [HATTA et al., 2000]. In Abbildung I.4 Bildteil A) sind die Reste deren Seiten-
ketten mit einem Beitrag zur Bindungsenergie des BMP-4 an den BR-IA.. ermittelt wurden in blau
auf das Oberflichenmodell der extrazelluliren Doméne des Rezeptors eingetragen. F85A und 162A
zeigten mit 15fach reduzierter Affinitét gegeniiber wild-typischen (wt) BMP-4 den grofiten Effekt. Fiir
die weiteren Substitution (E64A, T72A und T67A) konnten nur noch geringe Beitrige zur Bindungs-
energie nachgewiesen werden (drei- bis fiinffach verminderte Affinitéit nach Alanin-Substitution).

Die Frage nach der Hauptbindungsdeterminate der BMP-Typ I Rezeptor Wechselwirkung erscheint
daher nach wie vor ungeklart, wenngleich der Aufbau des Bindungsepitops auch ein Modell der Ligand-
Rezeptor Wechselwirkung ohne derartige Determinante zulésst. In diesem Fall wére die Bindungsener-
gie eine Summe geringerer Beitrige einzelner Reste der entsprechenden Epitope auf dem Liganden
sowie dem BR-IA...

Dariiber hinaus konnte auch die besondere funktionelle Bedeutung von Phe85 als Spezifitdt und Affi-
nitdt der BMP-Typ I Rezeptor Wechselwirkung bestimmender Rest, wie aus der strukturellen Inter-
pretation des Bindungsepitops ermittelt, nicht bestéitigt werden. Auch ist die generelle Bedeutung des
»knob-into-hole*“ Motivs fiir die Ligand-Typ I Rezeptor Wechselwirkung in der TGF-3-Superfamilie,
wie sie von KIRSCH et al. [2000c] postuliert wurde, erst kiirzlich wieder in Frage gestellt worden.
So konnte HARRISON et al. [2003] durch Alanin-Substitution des dem Phe85 (BR-IA) entsprechen-
den Restes im ActR-IB (F82A) zeigen, dass die Bindungsaffinitét zum Liganden unveréindert bleibt.
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Vielmehr erfolgt die Interaktion zum Activin iiber Reste aus weniger konservierten Bereichen des
ActR-IB,., vergleichbar mit denen des TSR-I.. [GUIMOND et al., 2002; HARRISON et al., 2004].

Mit der Mutationsanlyse des BMP-2 konnte gleichzeitig auch das funktionelle Bindungsepitop fiir die
Typ II Rezeptor Interaktion bestimmt werden [KIRSCH et al., 2000a]. Diese an der Wechselwirkung
mit dem BR-II.. beteiligten Reste sind in Abbildung 1.4 B) rot dargestellt. Sie formen ein zweites, das
,wrist“-Epitop der Typ I Rezeptor Interaktion nicht tiberlappendes Bindungsepitop auf der konvexen
Seite der Finger 1 und 2 von BMP-2, welches daher auch als , knuckle“-Epitop (Knéchel-Epitop) be-
zeichnet wird [KIRSCH et al., 2000a]. Aufgrund der zweifachen Symmetrie des Liganden entstehen so
Bindungsepitope fiir zwei Typ II Rezeptoren, wobei jeder dieser Rezeptoren nur mit einem Monomer
des BMP-2 in Kontakt kommt (siche auch Abbildung 1.3). In der funktionellen Analyse zeigte die
Variante A34D (BMP-2) den grofiten Effekt, wobei die Bindungsaffinitét zum BR-II.. im Vergleich
zum wildtypischen BMP-2 50fach geringer ausfiel (siehe auch Abbildung 1.5).

Strukturell konnte das , knuckle,,-Epitop der BMP-Typ II Rezeptor Interaktion mit den Rontgen-
kristallstrukturen des BMP-7 : ActR-II.. [GREENWALD et al., 2003] als auch des ActA : ActR-1IB,.
Ligand-Rezeptor Komplexes [THOMPSON et al., 2003] bestétigt werden (siehe Abbildung 1.6 Bildteil
A) und Q).

A) B)
ActR-II,,

TBR-II,

Abbildung I.6: Rontgenkristallstrukturen von

Q) L Ligand-Typ II Rezeptor Komplexen.
AN\ Die homodimeren Liganden sind jeweils in gelb
und blau, die extrazelluliren Doménen der Typ

IT Rezeptoren in rot dargestellt.

§ A) Seitenansicht des BMP-7 : ActR-II.. Ligand-
Rezeptor Komplexes nach GREENWALD et al.
ActR-IIB,, \ [2003]. B) Seitenansicht des TGF-33 : TARIl..

C Ligand-Rezeptor Komplexes nach HART et al.
[2002]. C) Draufsicht des ActA : ActR-1IB..
Ligand-Rezeptor Komplexes nach THOMPSON
et al. [2003].

ActR-TIB,,

Beide Strukturen unterstreichen dabei die besondere Bedeutung von konservierten hydrophoben Reste
sowohl auf der konvexen Seite der Liganden [KIRSCH et al., 2000a; WUYTENS et al., 1999] als auch
der konkaven Seite der Typ II Rezeptoren [GRAY et al., 2000; SHAH et al., 2001] und lassen, unter
Beriicksichtigung von struktureller Ahnlichkeit der Typ II Rezeptoren bzw. Liganden, auf einen gene-

rellen Mechanismus der Ligand-Typ II Rezeptor Wechselwirkung innerhalb der TGF-3-Superfamilie
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schliefen. Umso bemerkenswerter erscheint daher das Ergebnis der von [HART et al., 2002] publizier-
ten rontgenkristallographischen Analyse des TGF-33 : TSR-11.. Ligand-Rezeptor Komplexes. Wie in
Abbildung 1.6 Bildteil B) gezeigt, binden die zwei TSR-II,. an jeweils identischen Fingersegmenten an
der duflersten Spitze beider Monomere des TGF-33. Der entsprechende Bindungsbereich unterschei-
det sich dabei deutlich vom bisher beschrieben , knuckle,-Epitop und wird als das ,,finger tip“-Epitop
(Fingerspitzen-Epitop) bezeichnet.

Aufgund dieses Unterschieds resultieren zwei voneinander verschiedene Modelle des terniren Ligand-
Rezeptor Komplexes [GREENWALD et al., 2003; HART et al., 2002; SUN, 2003] mit weitreichenden
Konsequenzen fiir eine mechanistische Beschreibung des kooperativen Effekts bei der Bildung des he-
terooligomeren Ligand-Typ I und Typ II Rezeptor Komplexes.

Bisherige Untersuchungen zur Liganden-induzierten Aktivierung von Rezeptoren mit einfacher Trans-
membrandoméne deuten dabei auf drei wesentliche Oligomerisierungs-Mechanismen von Signalkom-
plexen hin [SEBALD and MUELLER, 2003]. So verweist SCHLESSINGER [1988] auf einen allosterischen
Mechanismus bei der Signalvermittlung des Epidermal Growth Factor (EGF) - Rezeptor Systems. Da~
bei wird mit der Bindung des Liganden EGF eine Konformationsénderung in der extrazelluliren EGF-
Rezeptordoméne erzeugt, welche eine Dimerisierung der EGF-Rezeptorketten {iber direkte Rezeptor-
Rezeptor Interaktion und die nachfolgende Aktivierung der Signalkaskade ermdglicht [SCHLESSINGER,
2002).

Im Zytokin-Rezeptor System verfiigen die Liganden dagegen iiber multiple Rezeptor-Bindungsepitope.
Die Bindung des zweiten Rezeptor an den Signalkomplex wird dabei durch Kooperativitdt zwischen
der niederaffinen Ligand-Rezeptor und einer direkten Rezeptor-Rezeptor Interaktion erreicht [BERNAT
et al., 2003].

Die Aktivierung Liganden-unabhéngiger Rezeptorkomplexe gilt als dritter Oligomerisierungs-Modus,
wobei mit der Bindung des Liganden eine Reorganisierung des zuvor inaktiven Rezeptorkomplexes zu
einem aktiven Signalkomplex erfolgt [LIVNAH et al., 1999; HE and GARCIA, 2004]. Zur Beschreibung
der Signalvermittlung durch die Zellmembran wird dabei das so genannte ,,piston“-Modell [OTTEMANN
et al., 1999] favorisiert, wonach die Konformationséinderung iiber einen Komplex der transmembranen
Rezeptorsegmente weitergeleitet wird.

Das Modell des terndren BMP-7 : BR-IA,. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes, welches aus der
Uberlagerung der Kristallstukturen des BMP-2 : BR-IA,. [KIRSCH et al., 2000c] und des BMP-7 :
ActR-II.. Ligand Rezeptor Komplexes erhalten wurde (siche auch Abbildung IV.6 in Kapitel IV.4),
weist hingegen auf keinen direkten Kontakt zwischen den Rezeptoren hin [GREENWALD et al., 2003].
Dariiber hinaus konnte auch der Einfluss der zytoplasmatischen Doméne auf die Liganden-induzierte
Oligomerisierung der Rezeptoren ausgeschlossen werden [GREENWALD et al., 2003].

Diese Beobachtungen lassen darauf schlielen, dass es sich hier um einen neuen Modus der Liganden-
induzierten kooperativen Rezeptoroligomerisierung handelt und die zweidimensionale Restriktion der
Rezeptorketten in der Membran die Ursache fiir die Modulation der Affinitdt des niederaffinen Rezep-
tors darstellt [GREENWALD et al., 2003, 2004; SEBALD and MUELLER, 2003].

Neben der Rezeptorbindung interagieren die Mitglieder der TGF-g-Superfamilie mit einer Vielzahl
weiterer Modulator-Proteinen. Diese kontrollieren den Zugang der Liganden zu den Rezeptoren und
kénnen aufgrund ihrer Funktion zwei generellen Klassen zugeordnet werden [SHI and MASSAGUE,
2003]. Die Erste umfasst die loslichen extrazelluldren Faktoren, welche durch direkte Bindung zu den

Liganden deren Interaktion mit den Signalrezeptoren verhindern und somit die biologische Funktion
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inhibieren [MASSAGUE and CHEN, 2000; BALEMANS and VAN HuL, 2002]. Zu ihnen zdhlen unter
anderem die drei Proteinfamilien der BMP-Antagonisten Noggin, Chordin/SOG und Dan/Cerberus.
Der zweiten Klasse gehoren die membran-verankerten Proteine an. Sie dienen als Co-Rezeptoren fiir
verschiedene Signalkomplexe, wobei einige verstirkend (z.B. TGF-3 Typ III Rezeptor, [BROWN et al.,
1999]) und andere als Inhibitoren der Rezeptoraktivierung (z.B. BMP and Activin Receptor Memrane
Bound Inhibitor - BAMBI, [ONICHTCHOUK et al., 1999]) wirken.

Mit der Rontgenkristallstruktur des BMP-7 gebunden an Noggin gelang erstmals auch die strukturelle
Charakterisierung der Ligand-Inhibitor Interaktion [GROPPE et al., 2002]. Sie gewiihrt dabei wertvolle
Einblicke in den Mechanismus iiber den diese 16slichen extrazelluldren Faktoren die Wechselwirkung

der BMP-Liganden zu ihren Rezeptoren verhindern.

Abbildung I.7: Rontgenkristallstruktur
des BMP-7 : Noggin Ligand-Inhibitor
Komplexes nach GROPPE et al. [2002].
Seitenansicht des Komplexes mit dem
homodimeren BMP-7 in gelb und blau
und dem homodimeren Noggin in lila
und magenta. Die Disulfidbriicken im
Noggin sind entsprechend als gelbe cpk-
Modelle dargestellt.

Wie in Abbildung 1.7 dargestellt, umschlieft das homodimere Noggin den Liganden, wodurch sowohl
beide Typ I, als auch beide Typ II Rezeptor Bindungsflichen abgeschirmt werden. Der Hauptkontakt
befindet sich dabei im Bereich des ,knuckle“-Epitops von BMP-7, wohingegen das ,,wrist“-Epitop
lediglich von einem kurzen N-terminalen Segment bedeckt wird. Diese Uberlagerung der Bindungs-
epitope der Ligand-Inhibitor und der Ligand-Rezeptor Interaktion ldsst daher eine Konkurrenz um

gemeinsame Bindungsdeterminanten vermuten.

I.2 Strukturelle Grundlagen der molekularen Erkennung

Protein-Protein Interaktionen, wie sie auch in der Signalvermittlung der TGF-3-Superfamilie gezeigt
werden konnten, bilden den fundamentalen Mechanismus nahezu aller zellulérer Prozesse [VESELOVS-
KY et al., 2002]. Die molekulare Erkennung der unterschiedlichen Bindungspartner wird dabei von
physikalischen und chemischen Eigenschaften der Interaktionsfliche bestimmt, welche mittels struk-
turbiologischer Methoden wie der Rontgenkristallstrukturanalyse oder NMR, charakterisiert werden
konnen. Uber die vergleichenden Analyse verschiedenster Komplexstrukturen hinsichtlich GréBe [Jo-
NES and THORNTON, 1997], Form [LARSEN et al., 1998; NOREL et al., 1999] und Zusammensetzung
[CHAKRABARTI and JANIN, 2002; Lo CONTE et al., 1999], sowie der hydrophoben [TSAI et al., 1997;
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YOUNG et al., 1994], elektrostatischen Wechselwirkungen [SHEINERMAN and HONIG, 2002] und der
Wasserstoff-Briickenbindungen [XU et al., 1997] der Interaktionsfliche lieflen sich Gemeinsamkeiten
herausstellen, welche die Grundlagen fiir das Verstéindnis der molekularen Erkennung bilden [CHO-
THIA and JANIN, 1975; JANIN and CHOTHIA, 1990; JANIN, 1996; JONES and THORNTON, 1996].

Der allgemeine Aufbau einer Interaktionsflichen ist iiber die Analyse der dem Losungsmittel zuging-
lichen Oberfléiche des Komplexes (,,solvent-accessible surface area“) zugénglich. Jeder Bindungsregion
kann dabei eine so genannte Kernregion (,,core“) und ein Rand (,rim*) zugeordnet werden [Lo CON-
TE et al., 1999; CHAKRABARTI and JANIN, 2002]. Wie in Abbildung 1.8 modellhaft dargestellt, sind
die Reste innerhalb des Kerns einer Interaktionsfliche dabei vollsténdig mit der Bindung durch den
Komplexpartner abgedeckt, wohingegen die Reste des Randes noch teilweise fiir das Losungsmittel
zuginglich bleiben. Die durchschnittliche Grofe einer so bestimmten Bindungsfliche betrigt 800A2
und wird als Standardgréfe bezeichnet [Lo CONTE et al., 1999], wenngleich Werte zwischen 550A2
und 4900A2 gemessen werden konnten [JONES and THORNTON, 1996; STITES, 1997].

A)

Molekiil 1

Abbildung I.8: Einteilung der Atome einer Interaktionsfliche
nach Lo CONTE et al. [1999].

A) Seitenansicht: Alle Atome des Molekiils 2 welche mit der Bin-
dung des Molekiils 1 ihre Zugénglichkeit zum Lésungsmittel (W)
verlieren werden als Atome in der Interaktionsfliche betrachtet.
Atome des Typs B sind vollsténdig bedeckt, wohingegen die des
Typs A und C eine teilweise Zugénglichkeit behalten.

B) Draufsicht: Die 29 Atome des Typs B werden von 22 Atomen
des Typs C und 28 Atome des Typs A umschlossen. Alle 79 Ato-
me bilden die Interaktionsfliche, wobei die entsprechende Anzahl
der Atome des Typs B und C ungefahr der Atomzahl aus einer
Seite einer durchschnittlich groflen Kontaktfliche entspricht.

Im Gegensatz zu den geometrischen Parametern wurden hingegen fiir die chemische Zusammenset-
zung der Bindungsflichen nur geringe Ubereinstimmungen gefunden. Die Anreicherung bestimmter
Aminosduren im Kontakt ist hier in grofien Mafie von der Art des Komplexes abhiingig [TSAI et al.,
1996, 1997]. So setzen sich die Interaktionsflichen permanenter Komplexe vermehrt durch hydrophobe
Aminosduren zusammen. Dahin gegen werden die der tempordren Komplexe, aufgrund des moglichen
Kontakts der Bindungspartner zur wéssrigen Umgebung eher von hydrophilen Aminosiuren dominiert
[JONES and THORNTON, 1996].

Nach CHAKRABARTI and JANIN [2002] bietet das ,,core-and-rim“-Modell [Lo CONTE et al., 1999]
dennoch die Moglichkeit Bindungsflachen tiber ihre Aminosédure-Zusammensetzung von der restlichen
Proteinoberfliche zu unterscheiden. Demnach entspricht der Rand der Interaktionsfliche in seiner
Zusammensetzung dem der restlichen Proteinoberfliche. Die ,,core“-Region hingegen ist durch eine
erhohte Zahl an Tryptophan und Tyrosin und verminderte H&ufigkeit von Serin und Threonin zu

unterscheiden.

11
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Hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen, sowie die Wasserstoft-Briickenbindung bilden die
wesentlichen intermolekularen Krifte bei der Ausbildung aller Protein-Protein Interaktionen.

Eine besondere Bedeutung fiir die Stabilisierung von Proteinkomplexen wird dabei der hydrophoben
Wechselwirkung zugeschrieben. Thr Anteil zur Bindungsenergie steht offenbar in direkten Zusammen-
hang mit der bei der Komplexbildung abgedeckten hydrophoben Oberfliche [JONES and THORNTON,
1996]. Im Gegensatz dazu wird die Spezifitit in der Protein-Protein Interaktion mehrheitlich iiber
elektrostatische Wechselwirkungen und die Wasserstoff-Briickenbindungen vermittelt [FERSHT et al.,
1985; FERSHT, 1987].

Die Hiufigkeit von Wasserstoff-Briickenbindungen in Proteinkomplexen ist proportional zur Bindungs-
fliiche, wobei durchschnittlich eine Wasserstoff-Briickenbindung pro 100A2 bzw. zehn H-Briicken in-
nerhalb eines Standard Protein-Protein Kontaktes auftreten [JANIN and CHOTHIA, 1990; XU et al.,
1997]. Hierbei werden bevorzugt Wasserstoff-Briickenbindungen vom Sauerstoff-Stickstoff-Typ gebil-
det.

Der energetische Gehalt einer H-Briicke kann aus ihren geometrischen Parametern abgeleitet werden
[XU et al., 1997]. Zu diesen ziihlen, wie in Abbildung 1.9 gezeigt neben dem Abstand (d bzw. r) auch die
verschiedenen Winkel zwischen Donor- und Akzeptor-Atomen (0, ¢ und ) [BAKER and HUBBARD,
1984].

Akzeptor (A)

Donor (D) C

Abbildung I.9: Geometrische Variablen einer Wasserstoff-Briickenbindung nach Xu et al. [1997]:
Mit d, Abstand zwischen Donor und Akzeptor; r, Abstand zwischen Akzeptor und Wasserstoff;

0O, Donor-Wasserstoff-Akzeptor Winkel (D-H-A); ¢, Donor-Akzeptor-Kohlenstoff Winkel (D-A-C) und
v, Wasserstoff-Akzeptor-Kohlenstoff Winkel (H-A-C).

Im Vergleich zum inneren Aufbau von Proteinen [JEFFREY and SAENGER, 1994; XU et al., 1997] weisen
Wasserstoff-Briickenbindungen in Protein-Protein Interaktionsflichen eine deutlich gréflere Streuung
der Werte fiir Abstand und Winkel auf. Dies ldsst XU et al. [1997] darauf schliefen, dass es sich
bei Wasserstoff-Briickenbindungen in Bindungsflichen von Proteinkomplexen generell um schwache
Briickenbindungen [JEFFREY and SAENGER, 1994] handelt, wobei der niedrigere Beitrag durch einen
vergleichsweise hohen Anteil an Seitenketten-Hauptketten bzw. Seitenketten-Seitenketten Wasserstoft-
Briickenbindungen in der Interaktionsfliche verursacht wird.

Neben direkten Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen den Bindungspartnern ermdoglichen H-Brii-
cken zudem die Bildung von H-Briicken-Netzwerken iiber die in der Interaktionsfliche eingeschlos-
senen Wassermolekiile. Diesen Netzwerken wird ein stabilisierender Effekt auf die Komplexbildung
zugeschrieben, welcher sich neben der erhohten Anzahl an Wasserstoff-Briickenbindung auch mit der
Bindung von Wassermolekiilen zur Verbesserung der Oberflichen-Komplementaritit begriinden lasst
[JANIN, 1999; LARSEN et al., 1998; LI et al., 2000; XU et al., 1997]. Die geometrischen Parameter der
H-Briicken zu Wassermolekiilen représentieren hierbei eine ,,gute“ Wasserstoff-Briickenbindung was

hauptséchlich auf die relative Beweglichkeit der Wassermolekiile zuriickzufiihren ist [XU et al., 1997].



I. EINLEITUNG

Die allgemeine Beschreibung von Interaktionsflichen und ihrer Wechselwirkung gibt jedoch nur einen
unzureichenden Einblick in den Mechanismus der molekularen Erkennung. Fiir eine verldssliche Vor-
hersage von Struktur- und Funktions-Beziehungen ist vielmehr die Charakterisierung der Wechselwir-
kungen auf der Ebene einzelner Aminoséduren notwendig, insbesondere da gezeigt werden konnte, dass
trotz grofler Kontaktflichen ein Grofiteil der Bindungsenergie von nur wenigen Resten aufgebracht
werden kann [CLACKSON and WELLS, 1995; BOGAN and THORN, 1998; THORN and BOGAN, 2001].
Diese als ,,Hot Spots“ der Bindungsenergie bezeichneten Reste sind dabei meist nur {iber individuelle
funktionelle Analysen entsprechender Proteinkomplexe zu ermitteln und wenig ist iiber deren allge-
meinen strukturellen Aufbau bekannt.

Im einzigen bisher publizierten Vergleich funktioneller und struktureller Charakterisierung von un-
terschiedlichen heterodimerern Protein-Protein Komplexe konnte gezeigt werden, dass ein direkter
Zusammenhang zwischen der Eigenschaft als ,,Hot Spot“ der Bindungsenergie und der Position im
ycore“ der Interaktionsfliche besteht [BoGAN and THORN, 1998]. Dariiber hinaus stimmen die prife-
renziell in ;Hot Spots®“ auftretenden Aminosiuren Tryptophan, Tyrosin und Arginin, sowie die hier
weniger favorisierten Reste Serin und Threonin mit der von CHAKRABARTI and JANIN [2002] ermit-
telten besonderen Aminoséure-Zusammensetzung der ,,core“-Region iiberein.

Die besondere Bedeutung dieser Aminoséduren als Hauptbindungsdeterminanten der Wechselwirkung
griindet sich hierbei, bedingt durch die Methode ihrer funktionellen Charakterisierung durch Alanin-
Substitution, auf den Beitrag ihrer Seitenketten zur Bindungsenergie. Mogliche weitere Interaktio-
nen, wie etwa die mit gleicher Haufigkeit in Bindungsflichen auftretenen Wechselwirkungen von
Hauptkettenatomen [Lo CONTE et al., 1999], blieben dagegen bisher unbeachtet. Thre individuel-
le strukturelle und funktionelle Charakterisierung bedarf daher weiterer Untersuchungen, um das
Versténdnis tiber die Prozesse bei der molekularen Erkennung in Protein-Protein Interaktionen zu

vervollstdndigen.
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1.3 Zielstellung der Arbeit

Die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) wie auch die Growth and Differentiation Factors (GDF's)
gehéren der Transforming Growth Factor-8 (TGF-3) Superfamilie multifunktioneller Zytokine an.
Fiir ihre Signalvermittlung in die Zielzelle benttigen sie die Bindung zweier, als Typ I und Typ II
Rezeptor bezeichneter transmembranérer Serin/Threonin Kinase Rezeptoren. Diese, durch individuel-
le Affinitéit und Spezifitdt gekennzeichneten Ligand-Rezeptor Interaktionen bilden wahrscheinlich die
Grundlage fiir das weite Spektrum ihrer biologischen Funktionen.

Die Zielstellung dieser Arbeit ist es iiber die strukturelle Charakterisierung von BMP Ligand-Rezeptor
Interaktion zu einem detaillierten Versténdnis der Mechanismen der Rezeptoraktivierung beizutragen.
Hierfiir sollen mittels Rontgenkristallstrukturanalyse weiterer BMP-Typ I Rezeptor Komplexe das
existierende Modell, welches die strukturelle Grundlage fiir die Beschreibung der Promiskuitét in der
BMP Ligand-Rezeptor Interaktion bildet, durch neue experimentelle Daten erweitern werden.
Dariiber hinaus soll mit der Kristallisation terndre BMP-Typ I und Typ II Rezeptor Komplexes die
strukturelle Bestéitigung des postulierten Bindungsmodus erzielt werden.

Als Voraussetzung fiir die Durchfithrung der Kristallisationexperimente sind Expressions- und Rei-
nigungsstrategien fiir die extrazelluliren Doménen des BR-IA, BR-IB, BR-II und des ActR-II zu
etablieren und diese biochemisch sowie funktionell zu charakterisieren. Im Anschluss daran sollen
mit BMP-2, BMP-6 oder GDF-5 sowohl verschiedene bindre Typ I und Typ II Rezeptor Komplexe,
als auch der terndre BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplex in Lésung pripariert

werden.



II Materialien und Methoden

II.1 Abkiirzungen (aufler SI-Einheiten)

ActR-1T,, extrazellulire Doméne des Activin Typ II Rezeptors
ActR-1IB,. extrazellulire Doméne des Activin Typ IIB Rezeptors
AcNVP Autographa californica nuclear polyhydrosis virus
Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

B-ME (B-Mercaptoethanol

BMP Bone Morphogenetic Protein

BR-TA.. extrazellulire Doméne des BMP Typ IA Rezeptors
BR-IB.. extrazellulire Doméne des BMP Typ IB Rezeptors
BR-II,. extrazellulire Doméne des BMP Typ II Rezeptors
BSA Rinderserumalbumin

Da Dalton

DTT Dithiothreitol

cDNA kodierende DNA

DMSO Dimetylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsédure

ddH»0 doppelt destilliertes Wasser (Millipore Qualitét)
EDTA Ethylendiamintetraazetat

E.coli Escherichia coli

EtOH Ethanol

FCS Fotales Kalberserum

FPLC Protein-Fliissigkeits-Chromatographie (,,Fast Protein Liquid Chromatography*)
Fuc Fucose

Gal Galactose

GalNAc N-Acetyl-Galactosamin

GDF-5 Growth and Differentiation Factor-5

GlcNAc N-Acetyl-Glucosamin

GSH Glutathion (reduziert)

GSSG Glutathion (oxidiert)

GuHCI Guanidinium-hydrochlorid

h human

Hepes N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsidure
HPLC Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie

Kp Dissoziationskonstante

kDa Kilodalton

kog Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation

kon Geschwindigkeitskonstante der Assoziation

LB Luria Broth

m murin

M Molekulargewicht

n.b. nicht bestimmt

n.e. nicht errechnet
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MES 2-Morpholino-ethansulfonsiure Natriumsalz

MeOH Methanol

MOI Multiplizitéit der Infektion (,,multiplicity of infection®)
MTT 3-(4,5-Dimethyldiazol-2yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid-tetrazolium
ODgoo optische Dichte bei 600nm

PAGE Polyacrylamid-Gelelektophorese

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung

PCR Polymerase Kettenreaktion

PDB Protein Data Bank

pfu Plaque bildende Einheiten ,,plaque-forming units*“
PL Proteinlosung

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

RL Reservoirlosung

r.m.s.d. Quadratwurzel der mittleren Abweichung (,,root mean square deviation®)
rpm Umdrehung pro Minute (,,rotation per minute®)

RT Raumtemperatur

RU Resonanz Einheit ,,resonance unit*

SDS Natriumdodecylsulfat

Sf-9 Spodoptera frugiperda, Klon 9

SV Séulenvolumen

TB Terrific Broth

THR-ILe. extrazellulire Doméne des TGF-8 Typ I Rezeptors
TGRAII,. extrazellulire Doméne des TGF-3 Typ II Rezeptors
TBS Tris gepufferte Salzlosung

TCA Trichloressigsédure

TEMED N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin

TFA Trifluoressigséure

TGF-3 Transforming Growth Factor-/3

Tris Tris(-hydroxylmethyl)-aminomethan

Trx Thioredoxin

TSP Thrombin-Spaltpuffer

UN Uber Nacht

VA Virusamplifikation

vT Volumenteil

wt wildtypisch

Die Ein- und Dreibuchstabenabkiirzungen der Aminoséuren entsprechen den Vorschligen der TUPAC-
TUB-Kommission fiir Biochemische Nomenklatur (Fur.J. Biochem., (1984) 138, 9). Zur Beschreibung
der Varianten von Wildtyp Proteinen wird fiir Aminosduren der Ein-Buchstaben-Code verwendet.
Die Abkiirzung rhBMP-2 L51P definiert somit das rekombinante Protein einer Variante von humanem
BMP-2, bei der die Aminoséure Leucin an der Position 51 durch die Aminoséure Prolin ersetzt wurde.

I1.2 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Enzyme wurden von folgenden Firmen in hochster Reinheitsstufe bezogen: Amer-
sham-Pharmacia, Bio-Rad, Biolabs, Boehringer Mannheim, Difco, Calbiochem, Fermentas, Fluka,
Gibco-BRL, Merck, NEB, Pharmingen, Pierce, Roth, Serva, Sigma und Stratagene. Alle Losungen

wurden mit deionisiertem Wasser in Millipore-Qualitédt angesetzt.



II. MATERIALIEN UND METHODEN

I1.3 Bakterienstaimme

FEscherichia coli IM109 (ATCC 53323), [YANISCH-PERON et al., 1985]
- Genotyp: F'traD36 proAB™ lacld lacZAM15 A(pro-lacA) supEd4d hsdR17 recA gyrA96 thi
endAl rel A1\~

FEscherichia coli AD494(DE3) (Novagen), [DERMAN et al., 1993]
- Genotype: Aara™ leu7697 AlacX7{ AphoAPvull phoR AmalF3 ¥ [lac+(lacI?) pro] traB::
kan(DE3)

11.4 Zelllinien

Spodoptera frugiperda (Klon 9) (Pharmingen), [SMITH et al., 1985]

II.5 Vektoren

modifizierter pET32a (Novagen), [STUDIER et al., 1990; KIRSCH et al., 2000b]

Vektor zur Expression rekombinanter Proteine in E.coli unter dem T7lac Promoter in E. coli AD494
(DE3). Der Vektor trigt die Gene fiir die Ampicillin-Resistenz, das Thioredoxin A (N-terminal) und
den 6x His-Tag (intern oder C-terminal). Mit der Deletion der Basenpaare 223 bis 297 aus dem
originalen Vektor ist die Position der Thrombin-Schnittstelle (intern) unmittelbar vor das Zielgen

verschoben.

pAcGP67B (Pharmingen), [BAIXERAS et al., 1990]
Vektor zur Expression rekombinanter Proteine in Sf-9 Insektenzellen. Der Vektor enthélt das Gen fiir
die gp67 Signalsequenz, welche eine Sekretion des exprimierten Proteins in das Medium erméglicht.

Die Expression steht unter der Kontrolle des baculoviralen Polyhedrin Promoters.

II.6 Sterilisieren

Glasgerite wie Kulturkolben und Pipetten werden fiir 6h bei 180° im HeiBluftschrank (Heraeus Tro-
ckenschrank Typ ST5060) sterilisiert. Puffer, Medien und Kunststoffgeféifie werden fiir 20min bei 120°
und 1,1bar autoklaviert (Sterico Vapoklav Dampfsterilisator). Losungen thermolabiler Substanzen
werden iiber sterile Spritzenfilter mit einem Porendurchmesser von 0,22um sterilfiltriert. Zellkultur-
material aus Plastik wie Rollerflaschen, Kulturflaschen, Platten und 15ml bzw. 50ml Rohrchen werden

steril von der Firma Greiner bezogen.

I1.7 Kulturmedien

LB-Medium*:  10g/1 Bacto-Trypton, 5g/1 Bacto-Yeast Extract, 10g/1 Natriumchlorid (NaCl), mit
0,1M Natronlauge (NaOH) auf pH7,5 eingestellt.

TB-Medium*:  13,3g/1 Bacto-Trypton, 26,6g/1 Bacto-Yeast Extract, 4,4ml/l Glycerin, zu 720ml
sterilem TB-Medium werden 80ml 10x Phosphatlosung zugegeben.

*SAMBROOK et al. [1989]
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10x Phosphatlosung*:  0,17M  Kalium-di-hydrogenphosphat (KH3PO4), 0,72M  di-Kalium-
hydrogenphosphat (KoHPOy,).

ENB-Platten™: 15g Agar werden in 800ml Wasser fiir 20min autoklaviert. Nach Abkiihlen
der Losung auf ca. 40°C erfolgt die Zugabe von 200ml 5x ENB-Medium,
2,5ml 40%iger Glucoselosung (steril) und 0,5ml Thiaminlosung (10mg/ml,
sterilfiltriert) sowie ggf. Antibiotikum. Die Losung wird in Petrischalen ge-
gossen und nach Erstarren kénnen diese bis zu einem Monat bei 4°C gelagert
werden.

IPL-41 Medium: 27,2g/1 IPL-41 Pulver (HyClone) in Wasser (steril) 16sen, 0,35g/1 Natrium-
hydrogencarbonat (NaHCOj3), 2,6g/1 NaCl zugeben und pH-Wert mit 2M
NaOH auf pH6,2 (£0,05) einstellen. AnschlieBend 20ml/1 50x Yeastolat und
10ml/1 100x Lipid Mix zusetzten. Sterilfiltriert bei 4°C lagern und vor Ge-
brauch bei RT mit 5% FCS versetzten.

Zu den Medien werden gegebenenfalls die Antibiotika Ampicillin und/oder Kanamycin zugegeben.
Die hierfiir verwendeten Stammldsungen haben eine Konzentration von 50mg/ml fiir Ampicillin und
30mg/ml fiir Kanamycin und werden vor der Verwendung in sterilem Wasser jeweils immer frisch
angesetzt.

I1.8 Expression rekombinanter Proteine in FE.col:

11.8.1 Kulturbedingungen

Zur Kultivierung von E.coli Kulturen wird aus einer Glycerin-Stammkultur ein Ausstrich auf einer
Agarplatte angelegt und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. 2 bis 50ml Medium werden mit einer von
diesen Platten gepickten Einzelkolonie angeimpft und bei 30°C bzw. 37°C unter Schiitteln (B.Braun;
Ceromat® RM) inkubiert.

Diese Bakterienkultur kann nach 6 bis 8 Stunden als Vorkultur zum Beimpfen einer groffleren Kultur
verwendet werden. Dabei sollte fiir ndhrstoffreiche Medien die Verdiinnung beim Animpfen 1:50 nicht
unterschritten und die optische Dichte der verwendeten Vorkultur ODggp 1,5 (LKB Novaspec) nicht
iiberschritten werden.

I1.8.2 Stammbhaltung

E.coli-Kulturen kénnen bis zu drei Wochen bei 4°C auf Platte gelagert werden. Fiir eine dauerhafte
Konservierung ist eine Glycerin-Stammkultur anzulegen.

Fiir E.coli-Stammkulturen impft man hierfiir 40ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie an und 148t
diese bis zu einer optischen Dichte von ODgpg = 1,5 heranwachsen. Die Kultur wird fiir 15min bei
3000rpm abzentrifugiert, das Zellpellet in 2ml LB-Medium resuspendiert und 1ml dieser Suspension
zu 1ml Glycerin [87%] (steril) in ein verschlieBbares Glasrohrchen gegeben. Diese Stammkultur wird
bei -20°C gelagert.

*SAMBROOK et al. [1989]
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11.8.3 Transformation von E.coli [HaNaHAN, 1983]

TFB: 10mM Kalium-MES pH6,3; 100mM Rubidiumchlorid (RbCl), 45mM Manganchlo-
rid (MnCly), 10mM Calziumchlorid (CaCly), 3mM Hexamin-cobald(III)-chlorid
(CoCl3-6NH3)

DTT-Losung: 40mM Kaliumazetat (KOAc) pH6,0; 2,25mM DTT

Im 21 Kulturkolben werden 100ml TB-Medium (siche Zusammensetzung 11.7) mit einer UN-Kultur des
zu transformierenden Bakterienstammes angeimpft. Die Kultivierung erfolgt bei 37°C unter Schiitteln
mit 200rpm bis zu einer optischen Dichte ODs59 von 0,5. Nach 10min Inkubation auf Eis wird die
Zellsuspension in zwei sterile 50ml Rohrchen iiberfithrt und 12min bei 3000rpm und 4°C (Heraeus
Bactifuge) zentrifugiert. Die Pellets werden in 15ml eiskaltem TFB resuspendiert und vereinigt. Nach
weiteren 10min Inkubation auf Eis wird erneut fiir 10min bei 2500rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in 2ml TFB resuspendiert, mit 70l DMSO versetzt und
5min auf Eis belassen. Nach Zugabe von 70ul DTT-Losung folgt ein weiter Inkubationsschritt auf
Eis, bevor nochmals 70ul DMSO zugegeben werden. Nach weiteren 5min auf Eis werden die nun

kompetenten Zellen in Aliquots zu 210ul aufgeteilt.

Zu Transformation werden 210ul frisch kompetenter Zellen mit 10-100ng Plasmid-DNA versetzt und
30min auf Eis inkubiert. Anschliefend erfolgt der Hitzschock fiir 90s bei 42°C, die Zellen werden
daraufhin fiir 1-2min auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 800ul LB-Medium (Zusammensetzung
siehe I1.7) wird die Suspension in ein Kulturrohrchen tiberfithrt und fiur 1h bei 37°C und 180rpm auf
dem Schiittler belassen. Die transformierten Zellen werden abschlielend in verschiedenen Volumina auf
ENB-Platten (siche II.7) ausgestrichen. Als Positiv-Kontrolle der Transformation werden 20ng leerer
Vektor und als Negativ-Kontrolle kompetente Zellen ohne Zugabe von Plasmid-DNA nach gleichem
Protokoll bearbeitet.

11.8.4 Expression von Proteinen als Thioredoxin-Fusionsprotein in E.col:

11.8.4.1 Préaparative Proteininduktion

TBS-Puffer:  20mM Tris pH7,5; 150mM NaCl, ImM PMSF
(0,5M PMSF in absolutem EtOH losen, vor Gebrauch frisch zusetzten.)

Zur priparativen Proteininduktion in E.coli AD494(DE3)/pET32a werden in einem 21 Kulturkolben
mit Schikane 800ml TB-Medium (Zusammensetzung siehe I1.7), sowie 50pg/ml Ampicillin, 30ug/ml
Kanamycin und 20041 Antifoam [3%)] (Sigma), mit einer UN-Kultur im Verhiltnis 1:40 angeimpft und
bei 30°C und 150rpm (B.Braun; Ceromat® RM) geschiittelt. Zur Kontrolle des Wachstums werden
jede Stunde Proben entnommen und die optische Dichte ODgpg bestimmt.

Bei einer 30°C-Proteinexpression erfolgt die Induktion durch Zugabe von 1mM IPTG wenn die opti-
schen Dichte ODggg zwischen 0,6 und 1,0 liegt. Anschlieffend werden die Kulturen fiir weitere 4h bei
30°C und 150rpm inkubiert.

Fiir eine RT(21°)-Proteinexpression werden die Kulturen sobald sie eine optische Dichte ODgpy von
0,4-0,5 erreicht haben auf eine Temperatur von 21°C abgekiihlt. Nach Induktion mit 1mM IPTG
erfolgt die Inkubation bei 21°C und 150rpm fiir weitere 16-18h.

Die Expression wird beendet indem die Zellen fiir 10min bei 7000rpm und 4°C abzentrifugert (Beck-
mann J2-21, JA-10 Rotor) werden. Im Anschluss wird das Zellpellet in TBS-Puffer resuspendiert und
nochmals fiir 10min bei 7000rpm und 4°C zentrifugiert. Die Lagerung der Zellen erfolgt bei -80°C in
Portionen zu 8g bis 10g Feuchtgewicht an Zellen.
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I1.8.4.2 Herstellung des Rohextrakts

Aufschluss-Puffer:  20mM Tris pH7,9; 500mM NaCl, 5mM Imidazol, 1mM PMSF

Mit der Expression rekombinanter Proteine als Thioredoxin-Fusionsprotein werden diese 16slich in der
Zelle gebildet. Durch den Zellaufschluss und die Abtrennung der unldslichen Zellbestandteile kann die
Aufreinigung dieses Expressionsprodukts aus dem Zelliiberstand erfolgen.

Fiir den Zellaufschluss werden die bei -80°C gelagerten Zellen zunichst 1h bei 4°C in 5VT(v/w)
Aufschluss-Puffer aufgetaut und resuspendiert. Der Aufschluss erfolgt unter Eiskiihlung mit Ultra-
schall (KLN System 585, 300W, Ultraschallkopf Typ 512/1204) in acht Intervallen zu 30s (dazwischen
je 30s Abkiihlintervalle). Anschlieflend werden die Zelltriimmer durch Ultrazentrifugation fiir 30min
bei 40.000rpm und 18°C (Beckmann, L8-70M Ultrazentrifuge, 45Ti-Rotor) abgetrennt. Aus dem Roh-
extrakt kann des exprimierte Fusionsprotein durch Bindung des 6x His-Tags an Ni-Chelat Sepharose
chromatographisch (I1.10.1.1) abgetrennt werden.

11.8.4.3 De- und Renaturierung von BR-IB,.. [BOESEN et al., 2000]

GuHCI-Losung: 6M GuHCI, 10mM DTT, 0,1M Hepes pH7,5
Renaturierungs-Puffer:  0,5M Arginin, 2mM EDTA, 0,1M Tris pH8,0; 0,5mM Cystamin (ox.),

5mM Cysteamin (red.) (frisch vor Gebrauch zusetzen)

Durch De-und Renaturierung von BR-IB.. Multimeren aus Fraktionen der Ionenaustausch-Chromato-
graphie an TMAE-Sepharose (I11.10.4.1) kann die Ausbeute an monomerem, bindungsaktiven BR-
1B, deutlich gesteigert werden. Hierfiir werden die entsprechenden TMAE-Fraktionen zu einem Pool
zusammengefasst und in einer Amicon-Riihrzelle (Amicon, YM-3 Membran) auf 50mg/ml BR-IB..
eingeengt. Der Proteinlésung werden in der Folge die Einwaagen an GuHCl, DTT und 1/10VT 1M
Hepes pH7,5 zugegeben und mit ddHs0 auf die Endkonzentration von 5mg/ml BR-IB,.. aufgefiillt.
Der Denaturierungsansatz wird fiir 1h bei RT geriihrt und kann anschlieflend in Aliquots zu 10ml bei

-80°C gelagert oder sofort zur Renaturierung eingesetzt werden.

Zur Renaturierung wird der Denaturierungsansatz tropfenweise im Verhiiltnis 1/100 dem auf 4°C
vorgekiihlten Renaturierungs-Puffer zugesetzt und fiir mindestens 16h bei 4°C mé#fig geriihrt. An-
schlieend wird der Ansatz bei RT in einer Amicon-Riihrzelle (Amicon, YM-3 Membran) eingeengt
und iiber Nacht bei 4°C gegen mindestens 100VT Auftrags-Puffer fir TMAE-Sepharose (11.10.4.1)
dialysiert (Roth, ZelluTrans 46mm). Die Dialyse wird mit frischem Dialyse-Puffer nochmals fiir 3-4h
bei 4°C wiederholt.

11.8.4.4 Renaturierung das BR-II.. [HATTA et al., 2000]

Dialyse-Puffer A:  50mM Tris pH7,4; 2mM EDTA
Dialyse-Puffer B:  50mM Tris pH7,4; ImM EDTA; 100mM DTT
Dialyse-Puffer C:  100mM Ammoniumazetat ((NH4)OAc) pH9,5

Die Renaturierung des Fusionsproteins basiert auf der Dialyse des Rohextrakts unmittelbar nach dem
Zellaufschluss (siehe I1.8.4.2). Die Zusammensetzung des Dialyse-Puffers, der pH-Wert und die Dialyse-
Stufen sollen die Ausbildung der Disulfidbriicken und so die Riickfaltung des in F.coli exprimierten
Proteins in die biologisch aktive Form erméglichen [HATTA et al., 2000].
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Dialyse A: Die Zellen werden in Dialyse-Puffer A aufgeschlossen und der Rohextrakt anschlieSend
iiber Nacht, mindestens aber 12h, bei 4°C gegen diesen Puffer dialysiert (Roth, Visking 36/32). Die
weitere Reinigung erfolgt iiber Ionenaustausch-Chromatographie an Q-Sepharose® FF (11.10.4.2).
Dialyse B: Die Zellen werden entsprechend in Dialyse-Puffer B aufgeschlossen und der Rohextrakt fiir
12h bei 4°C dialysiert (Roth, Visking 36/32). In der anschlieBenden weiteren Dialyse iiber 12h bei 4°C
wird die Konzentration an DTT zunéchst auf 10mM DTT gesenkt und abschlieBend der Rohextrakt
zur dritten Dialyse (12h, 4°C) nach Dialyse-Puffer B ohne DTT umgehiingt. Die weitere Reinigung
erfolgt auch hier iiber Ionenaustausch-Chromatographie an Q-Sepharose® FF (I11.10.4.2).

Dialyse C: Die Zellen werden wie unter Dialyse A beschrieben behandelt. Aufschluss und Dialyse
erfolgen dabei in Dialyse-Puffer C. Fiir den Auftrag auf die nachfolgende Q-Sepharose® FF wird der
Rohextrakt abschliefiend fiir 4h bei 4°C gegen 50mM Tris pH7,5 dialysiert (Roth, Visking 36/32).

I1.9 Expression rekombinanter Proteine in Sf-9 Zellen

11.9.1 Kultivieren von Sf-9 Insektenzellen

Kultivierung als Monolayer-Kultur

Die Kultivierung der Sf-9 Insektenzellen erfolgt in 175ml Zellkulturflaschen (Greiner) bei 27°C im
Brutschrank (Heraeus) ohne zuséitzliche Begasung. Die Dopplungsrate gesunder Sf-9 Zellen ist unter
diesen Bedingungen mit 18 bis 24h angegeben. Bei Konfluenz werden die Zellen auf neue Flaschen
aufgeteilt. Hierfiir wird zunéchst das verbrauchte Medium mit den nicht mehr haftenden toten Zellen
abgesaugt. Die am Flaschenboden haftenden gesunden Zellen werden darauthin mit 10ml frischem
Medium {iiberspiilt und durch einige harte Schldge an die Flaschenkante vom Boden abgeltst. Die
Zellsuspension wird auf zwei bis fiinf neue 175ml Zellkulturflaschen aufgeteilt und diese jeweils mit

frischem Medium auf 35ml aufgefiillt.
Kultivierung als Suspensions-Kultur

Fiir Expressionen und Virusamplifikationen werden die Sf-9 Insektenzellen in Rollerflaschen (Grei-
ner) in Suspension gehalten. Dafiir werden die Zellen aus drei bis vier konfluent bewachsener 175ml
Zellkulturflaschen in eine Rollerflasche gegeben und mit frischem Medium eine Zelldichte von 1,5-10°
Zellen/ml eingestellt. Die Rollerflasche wird bei 27°C in einem Brutschrank mit Rollvorrichtung in-
kubiert. Die Zelldichte wird alle zwei Tage durch Zugabe von frischem Medium auf 1,5-10% Zellen/ml
eingestellt. Jede Rollerflasche sollte maximal mit 250ml Zellsuspension befiillt und nur vier Tage ver-
wendet werden. Sollen die Zellen nach vier Tagen zur Expression oder Virusamplifikation eingesetzt

werden, so sind sie auf neue Rollerflaschen aufzuteilen.

11.9.2 Vitalitatsfarbung und Zelldichtebestimmung

Trypanblau-Loésung:  0,5% Trypanblau in TBS

Zur Bestimmung der Lebendzahl an Sf-9 Insektenzellen pro ml Medium werden diese mit Trypanblau
versetzt und in einer Neubauer-Zéhlkammer ausgezihlt. Dafiir wird der Zellsuspension im Verhéltnis
1:1 eine Trypanblau-Losung zugegeben. Vitale Zellen mit intakter Zellmembran lassen keinen Farb-
stoff ins Zellinnere, werden somit nicht angefiarbt. Diese Zellen werden in der Neubauer-Zahlkammer

gezahlt.
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I1.9.3 Co-Transfekion von Sf-9 Zellen mit dem BaculoGold”™ System

Das BaculoGold”™ System (Pharmingen) dient der Herstellung rekombinanter Autographa californica
Viren durch homologe Rekombination viraler DNA (BaculoGold?™ DNA) und eines Baculovirus-
Transfer-Vectors (pAcGP67B) entsprechend dem ,Baculovirus Expression Vector System Manual®

der Firma Pharmingen.

Losung A:  Grace’s Medium mit 10% FCS, pH6,0-6,2
Losung B:  25mM Hepes pH7,1; 125mM CaCls, 140mM NaCl

Zur Vorbereitung der Co-Transfektion werden 1ml einer Sf-9 Insektenzell-Suspension der Dichte
0,8-10% Zellen/ml in 3 Wells einer 6-Well-Platte pipettiert und fiir 1h bei 27°C im Brutschrank
inkubiert. Nach Absetzen der Zellen wird das Medium aus den Wells abgesaugt und durch 0,5ml
Losung A ersetzt. In einem sterilen Eppendorf-Reaktionsgefifl werden nun 1,5ug rekombinantes Plas-
mid (pAcGP67B-...) mit 2,5ul BaculoGold™ DNA [10ng/ul] gemischt und 5min bei RT inkubiert.
Der DNA-Losung werden nachfolgend 0,5ml Losung B zugegeben, sorgfiltig gemischt und anschlie-
Bend vorsichtig zu den Zellen in Well-1 gegeben. Nach 4h Inkubation bei 27°C wird der Uberstand
abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1,5ml frischem Medium gewaschen. Abschlielend werden die
Zellen mit 1,5ml frischem Medium {iiberschichtet. Nach 5 Tagen bei 27°C im Brutschrank kann der,
die rekombinanten Viren enthaltende Uberstand geerntet werden.

Zur Identifikation der rekombinanten Viren wird im Anschluss ein Plaque-Assay (11.9.4) des Uber-
stands der Co-Transfektion durchgefiihrt.

Als Negativkontrolle der Co-Transfektion werden Zellen (Well-2) ohne Zugabe von DNA entsprechend
dem Protokoll inkubiert. Als Positivkontrolle erfolgt die Co-Transfektion der Zellen in Well-3 mit 25ul
Wildtyp-AcNPV (Viren-Titer 1-10% pfu/ml).

11.9.4 Plaque-Assay

2,7% Agarose-Losung:  1,35g Seaplaque®-Agarose (Biozym) werden durch Aufkochen in 50ml Ho0
gelost. Die Agarose-Losung kann bei 65°C einige Tage gelagert werden.

Medium: 0,7ml FCS, 6,6ml 1,3x Xpress Medium

MTT-Losung: 1lmg/ml MTT in Wasser 16sen, steril filtrieren.

Der Plaque-Assay wird zur Isolierung einzelner Viren und zur Bestimmung des Viren-Titers von
Virusiibersténden der Virusamplifikationen (I1.9.5) verwendet.

Zur Vorbereitung des Plaque-Assays werden 1ml einer Sf-9 Insektenzell-Suspension der Dichte 1,2-10°
Zellen/ml in die Wells einer 6-Well-Platte pipettiert. Jedem Well wird 1ml frisches Medium zugegeben
und die Platte im Anschluss fiir 1h bei 27°C im Brutschrank inkubiert. Nachdem sich die Zellen
abgesetzt haben wird das Medium aus den Wells abgesaugt und durch 1ml der Virus-Verdiinnung
ersetzt. Nach einer Co-Transfektion (I1.9.3) werden Viruslésungen der Verdiinnung 1:10~3 bis 1:1077,
fiir die Bestimmung von Viren-Titern aus Virusamplifikationen (VA) werden Verdiinnungen zwischen
1:10~% und 1:1078 eingesetzt. Nach Zugabe der Viruslosung wird die Platte fiir exakt 1h bei 27°C in
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wird der Uberstand abgesaugt und mit 1,5ml Agarose-Medium
iiberschichtet. Dieses Agarose-Medium wird durch Zugabe von 3,3ml 2,7% Agarose-Losung (ca 40°C)
zu dem auf ca. 40°C vorgewarmetem Medium hergestellt. Nachdem das Agarose-Medium fest geworden
ist, wird die Platte mit Parafilm verschlossen und in einer befeuchteten Plastikbox fiir 5d bei 27°C

inkubiert.
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Zur Auswertung wird der Plaque-Assay durch Zugabe von 1ml MTT-Losung pro Well angeférbt. Die
Féarbung griindet sich auf der enzymatischen Umsetzung des gelben MTTs in ein violettes Produkt
durch gesunder Zellen. Virusinfizierte Zellen werden nicht angefdrbt und erscheinen als helle Punkte
(Plaques). Der Virus-Titer wird durch Auszéihlen der Plaques in einem Well unter Beriicksichtigung
der eingesetzten Verdiinnung bestimmt und in pfu/ml angegeben.

Sollen einzelne Viren isoliert werden, so kann der entsprechende Plaque mit einer sterilen 100ul Pipette
durch die Agarose hindurch von der Platte ausgestochen (gepickt) werden. Der Plaque wird in 1ml

frischem Medium resuspendiert und zur ersten Virusamplifikation (I1.9.5) eingesetzt.

I1.9.5 Virusamplifikation (VA)

Virusamplifikation in Monolayer- Kultur

Die erste und zweite Virusamplifikation wird mit 1ml Vireniiberstand in einer 6-Well-Platte durch-
gefiihrt. Hierfiir werden 1,6-10° Zellen pro Well ausgesit und fiir 1h bei 27°C inkubiert. Nachdem sich
die Zellen gesetzt haben wird das Medium vorsichtig abgesaugt und durch 1ml Vireniiberstand ersetzt.
Die Virusamplifikation wird fiir 3d bei 27°C im Brutschrank inkubiert. Der Uberstand wird mit einer
sterilen 1ml Pipette abgenommen und 5min bei 1500rpm zentrifugiert. Bis zur weiteren Amplifikation
wird der Vireniiberstand in einem sterilen Eppendorf-Reaktionsgefaf bei 4°C gelagert.

Die dritte Virusamplifikation wird entsprechend in einer 175ml Zellkulturflasche durchgefiihrt. Dafiir
werden 4-107 Zellen in 35ml Medium in die Flasche gegeben. Nach Zugabe von 1ml Vireniiberstand
der zweiten VA wird 3d bei 27°C inkubiert. Anschlieflend wird der Vireniiberstand 5min bei 1500rpm
zentrifugiert und in einem sterilen 50ml Rohrchen bei 4°C gelagert.

Nach der dritten VA wird die Viren-Konzentration mit einem Plaque-Assay (I1.9.4) bestimmt.

Virusamplifikation in Suspensionskultur- Kultur

Ab der vierten Virusamplifikation wird diese in Rollerflaschen angesetzt. Hierfiir werden maximal
200ml einer Sf-9 Insektenzell-Suspension (1,6:10¢ Zellen/ml) mit 0,3 MOI der vorangegangenen Vi-
rusamplifikation infiziert. Nach 3d Inkubation bei 27°C wird die Zellsuspension in sterile 50ml Rohr-
chen gefiillt und 7min bei 1500rpm (Heraeus Minifuge T) zentrifugiert. Der den Virus enthaltende
Uberstand wird in sterile 50ml Réhrchen iiberfithrt und im Dunkeln bei 4°C gelagert. Bei ausreichen-
der Virus-Konzentration kénnen die so erzeugten Vireniiberstande zur Expression eingesetzt werden
(Durchfiihrung siehe Kapitel 11.9.6).

11.9.6 Expression rekombinanter Proteine in Sf-9 Zellen

Die Sf-9 Zellen aus drei konfluent bewachsenen 175ml Kulturflaschen werden vereinigt und zu einer
Zelldichte von 1,5-10% Zellen/ml in eine 21 Rollerflasche gegeben. Nach 2d Inkubation bei 27°C im
Brutschrank mit Rollvorrichtung werden die Zellen erneut gezihlt und die Zelldichte wieder auf 1,5-10°
Zellen/ml durch Zugabe von frischem IPL-41 Medium (Zusammensetzung siehe I1.7) eingestellt. Ist
die Menge an Zellen fiir eine Infektion noch nicht ausreichend, kann eine weitere Inkubation fiir 2d
im Brutschrank bei 27°C erfolgen. Die Zellen sind anschliefend erneut zu zéhlen und entsprechend zu
verdiinnen.

Zur Expression rekombinanter Proteine in Sf-9 Insektenzellen werden pro Rollerflasche 250ml bis
300ml so vorbereiteter Zellen mit 3 MOI aus Virenlésungen einer Konzentration von mindestens 5-107

pfu/ml infiziert. Die Zelldichte zu Beginn der Expression sollte dabei 1,5-10° Zellen/ml betragen,
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wobei die durch die Zugabe der Virenlésung bedingte Verdiinnung der Zellen zu beriicksichtigen ist.
Nach Expression iiber 4d bei 27°C im Brutschrank werden die Sf-9 Zellen durch 20min Zentrifugation
bei 12.000rpm und 4°C (Sorvall RC5C, GSA Rotor) abgetrennt. Der Uberstand wird zur Vorbereitung
der nachfolgenden Aufarbeitung sofort dialysiert (Roth, Visking 36/32).

I1.10 Chromatographische Trennmethoden

11.10.1 Metallchelat Affinitidts-Chromatographie

Das Trennprinzip der Metallchelat Affinitéits-Chromatographie beruht allgemein auf der spezifischen
Bindung von Aminosiuren an Siaulenmatrix gebundene Metallionen.

Bei der verwendeten Ni-Chelating Sepharose® FF (Pharmacia), sowie die Ni-NTA Agarose (Qiagen)
wechselwirken die Ni-Ionen mit Histidinen aus dem, der rekombinanten Proteinen {iber die entspre-
chenden Expressionssysteme angehéngt 6x His-Tag. Beide Sdulenmaterialen unterscheiden sich in der
Anzahl der Ni-Koordinationsstellen welche fiir die Bindung an das Sdulenmaterial benttigt werden

und daher nicht zur Bindung der His-Tags zur Verfiigung stehen.

11.10.1.1 Chromatographie an Ni-Chelat Sepharose

Auftrags-Puffer: 20mM Tris pH7,9; 500mM NaCl, 5mM Imidazol

Wasch-Puffer: 20mM Tris pH7,9; 500mM NaCl, 60mM Imidazol
Elutions-Puffer: 20mM Tris pH7,9; 500mM NaCl, 0,5M Imidazol
EDTA-Puffer: 50mM Tris pH7,5; 150mM NaCL, 1lmM EDTA

Vorsiule: 9 0,5cm, 1 = 10cm, Econo-Column® Glassiule (Bio-Rad)
Hauptséule: ¢ lem, 1 = 10cm, Econo-Column® Glasséiule (Bio-Rad)
Pumpe: Peristaltik-Pumpe, Miniplus 3 (Gilson)

Detektor: 2238 UVICORD SII (LKB),

2210 Recorder 2-Channel (LKB)
Fraktionssammler: Retriever II (ISCO)

Die Chromatographie an Ni-Chelat Sepharose ist der erste Reinigungsschritt fiir alle in E.coli AD494
(DE3)/pET32a exprimierten Thioredoxin-Fusionsproteine. Die Trennung erfolgt bei 4°C im Kiihl-
raum.

Zur Vorbereitung des Auftrags werden 10ml Chelating-Sepharose® FF (Pharmacia) zuniichst mit
10SV ddH20 gespiilt und anschlieend mittels 50ml einer 50mM Nickelchlorid- (NiCly) Losung mit
Ni-Tonen beladen. Nun erfolgt der Einbau der Vorsdule aus 2ml CM-Sepharose® FF (Pharmacia).
Der Kationentauscher trennt wihrend des Auftrags Teile der intrazelluliren Proteine des E.coli im
Rohextrakt ab und wirkt zusétzlich als Filter fiir die Hauptséule.

Beide Sdulen werden mit Auftrags-Puffer equilibriert. Der Auftrag des Rohextrakts erfolgt bei 4°C mit
einer Flussrate von ungefiihr 1,5ml/min. Die Sdulen werden nachfolgend zuniichst mit 2S5V Auftrags-
Puffer nachgespiilt, anschliefend wird die Vorsidule entfernt und die Hauptsdule mit 5SV und einer
Flussrate von 2,5ml/min mit Wasch-Puffer gewaschen. Dies fiihrt zur Elution unspezifisch gebunde-
ner Proteine. Die Elution erfolgt abschlielend unter Beibehaltung der Flussrate im Stufengradient auf
500mM Imidazol (Elutions-Puffer) und wird durchflussphotometrisch bei einer Wellenléinge von 280nm
verfolgt. Es wird in Fraktionen zu 10ml gesammelt und anschliefend das Ergebnis der Elution durch

Auftragen von 10ul aus jeder Fraktion auf eine SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen
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analysiert. Die das entsprechende Fusionsprotein enthaltenden Fraktionen werden zusammengefasst
und zunéchst gegen EDTA-Puffer dialysiert (Roth, Visking 20/32).
Zu Lagerung wird die Hauptsidule mit 250mM EDTA pHS8,0 gespiilt, das Material der Vorsiule wird

verworfen.

11.10.1.2 Chromatographie an Ni-NTA Agarose

Ni-NTA Puffer:  50mM Natriumphosphat-Puffer pH8,3; 300mM NaCl, 10mM Imidazol
Wasch-Puffer: 50mM Natriumphosphat-Puffer pHS8,3; 300mM NaCl, 50mM Imidazol
Elutions-Puffer:  50mM Natriumphosphat-Puffer pHS,3; 300mM NaCl, 300mM Imidazol

Die Chromatographie an Ni-NTA Agarose wird verwendet, um die in Sf-9 Insektenzellen exprimierten
und ins Zellmedium sezernierten rekombinanten Proteine von denen des Mediumiiberstands abzutren-
nen. Das Protokoll der Durchfithrung entspricht weitgehend den Vorgaben der Firma Qiagen.

Zu 11 des nach Ni-NTA Puffer dialysierten Expressionsmediums (Roth, Visking 36/32) werden 5ml
in Ni-NTA Puffer pre-equilibierte Ni-NTA Agarose gegeben und bei 4°C fiir mindestens 4h geriihrt.
AnschlieBend wird die Suspension in eine Séule (¢ 2,5cm, 1 = 10cm , Econo-Column® Glasséule, (Bio-
Rad)) geladen, wobei die Agarose in der Siule verbleibt. Nach dem Auftrag wird die Agarose zunéchst
mit 4SV Ni-NTA Puffer, gefolgt von 4S5V Wasch-Puffer gespiilt. Die Elution erfolgt abschlieflend in
Fraktionen zu 4ml. Der Proteingehalt der Elutionsfraktionen wird mittels SDS-PAGE aus 10ul jeder
Fraktion analysiert.

Der Ni-NTA Agarose wird in 20% EtOH gelagert und kann, nach Regeneration entsprechend den

Herstellerangaben, mehrfach verwendet werden.

11.10.2 BMP-2 Affinitits-Chromatographie

Fiir die chromatographische Reinigung der extrazelluliren Doméanen der BMP Typ I Rezeptoren
wird deren Bindung an den Liganden BMP-2 genutzt. Hierfiir wird das BMP-2 an CNBr-aktivierte
Sepharose® 4B gekoppelt.

11.10.2.1 Kopplung von BMP-2 an CNBr-aktivierte Sepharose 4B

Kopplungs-Puffer:  0,1M NaHCOg3 pHS,3; 0,5M NaCl
Wasch-Puffer: 0,1M Tris pH8,0; 0,56M NaCl

Das Protokoll zur Kopplung von BMP-2 an das Siulenmaterial basiert auf der Vorschrift , Affinity
Chromatography: Prinziples and Methods®“ der Firma Pharmacia Biotech.

Zunéchst wird die CNBr-aktivierte Sepharose® 4B in 1mM HCI suspendiert und fiir 15min gequol-
len, wobei 3g gefriergetrocknete CNBr-aktivierte Sepharose® 4B 10ml Gel ergeben. Das gequollene
Material wird zuerst mit 600ml 1mM HCI (200ml pro g Trockenmasse) und nachfolgend mit 200ml
Kopplungs-Puffer iiber eine G3-Glasfritte gewaschen. Das Gel wird in 25ml Kopplungs-Puffer aufge-
nommen und in einem 50ml Réhrchen iiber Nacht bei 4°C auf einer Rundschiittelmaschine inaktiviert.
Nach 24h Inkubation werden dem Material 13,5mg BMP-2 in 2ml ddH50 zugegeben und fiir weitere 2h
bei 4°C auf der Rundschiittelmaschine belassen. Die Kopplung wird stiindlich durch Konzentrationsbe-
stimmung von BMP-2 aus dem Uberstand verfolgt und beendet, sobald keine Konzentrationsabnahme
mehr nachgewiesen werden kann. Der Kopplungsansatz wird daraufhin 5min bei 1000rpm (Heraeus)

zentrifugert und das Sdulenmaterial in 3VT Wasch-Puffer resuspendiert. Dieser Wasch-Schritt wird
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noch zweimal wiederholt, bevor das Gel in 25ml Wasch-Puffer aufgenommen und iiber Nacht bei 4°C
auf der Rundschiittelmaschine inkubiert wird.
Das Séulenmaterial wird abschiefend in eine Séule (¢ 1,5cm, Econo-Column® Glassiule, (Bio-Rad))

geladen und in Lagerungs-Puffer equilibriert.

11.10.2.2 Chromatographie an BMP-2 Affinitits-Sepharose

Auftrags-Puffer: 10mM Hepes pH7,4; 0,5M NaCl, 3,4mM EDTA
Elutions-Puffer: 4M Magnesiumchlorid (MgCly)
Lagerungs-Puffer:  10mM Hepes pH7,4; 150mM NaCl, 3,4mM EDTA, 5mM Natriumazid

Saule: ¢ lem, 1 = 10cm, Econo-Column® Glasséule (Bio-Rad)
Pumpe: Peristaltik-Pumpe, Miniplus 3 (Gilson)
Detektor: 2238 UVICORD SII (LKB),

2210 Recorder 2-Channel (LKB)
Fraktionssammler: Retriever II (ISCO)

Die unter Lagerungs-Puffer stehende Séule wird erst unmittelbar vor dem Auftrag mit einem Fluss von
0,9ml/min nach Auftrags-Puffer equilibriert. Der Auftrag erfolgt in moglichst hoher Konzentration der
Probe mit einer Pipette direkt auf des Gelbett. Somit wird eine Verdiinnung der Probe beim Auftrag
verhindert. Nachdem die Probe vollstdndig in das Gelbett eingelaufen ist, wird noch je zweimal mit
1ml Auftrags-Puffer nachgespiilt und danach die Pumpe wieder angeschlossen. Nicht an der Affinitéts-
Matrix bindender Rezeptor wird mit einem Fluss von 0,3ml/min im Auftrags-Puffer ausgewaschen.
Nach Erreichen einer stabilen Baseline-Absorption erfolgt die Elution mit einer Flussrate von nicht
mehr als 0,3ml/min in Elutions-Puffer. Es wird in Fraktionen zu 3ml gesammelt. Diese Fraktionen
werden spektralphotometrisch auf Protein analysiert und die entsprechenden Fraktionen anschliefend
zur Dialyse vereinigt.

Aufgrund der limitierten Bindungskapazitidt von 2mg (fir BR-IA..) wird der Durchlauf aus jedem
Auftrag gesammelt, eingeengt und nachfolgend die Chromatographie wie beschrieben wiederholt, bis

kein Protein mehr eluiert werden kann.

11.10.3 Affinitdts-Chromatographie an ConA-Sepharose 4B

ConA Sepharose® FF (Pharmacia) wird zur chromatographischen Trennung von Glycoproteinen ver-
wendet. Die Wechselwirkung dieser Proteine mit der Sdulenmatrix beruht dabei auf der spezifischen
Bindung von a-D-Mannose, a-D-Glucose und sterisch verwandten Resten, die am C-3, C-4 oder C-5

eine Hydroxylgruppe tragen, an das Concanavalin A (ConA).

ConA-Pulffer: 20mM Tris pH7,4; 0,56M NaCl, I1mM MgCls, ImM MnCls, ImM CaCl,
Elutions-Puffer:  100mM Methyl-a-D-Mannopyranosid
Saule: 9 0,5cm, 1 = 10cm, Econo-Column® Glassiiule (Bio-Rad)

Der in ConA-Puffer dialysierte Spaltansatz (Roth, ZelluTrans 19mm) einer N-Deglycosylierung mit
Endo H/F3 wird auf 1ml pre-equilibrierte ConA-Sepharose® 4B (Pharmacia) mit einer Pipette auf-
getragen. Anschliefend wird mit Auftrags-Puffer gespiilt und der Durchlauf in Fraktionen zu 0,5ml
gesammelt. Diese enthalten das vollstdndig N-deglycosylierte Protein. Die Analyse auf proteinhalti-
ge Fraktionen aus dem Durchlauf erfolgt mittels SDS-PAGE; sie werden abschlieend zu einem Pool
vereinigt und auf die HPLC (siehe 11.10.6) aufgetragen.

Die Regeneration des Sdulenmaterials erfolgt durch Elution mit 100mM Methyl-a-D-Mannopyranosid-
Losung im Stufen-Gradient. Die Sdule wird bei 4°C unter 20% EtOH gelagert.
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I1.10.4 Tonenaustausch-Chromatographie
Die chromatographische Trennung von Proteingemischen im Salzgradienten der Ionenaustausch-Chro-

matographie beruht auf der spezifischen Wechselwirkung der Proteine mit dem Sdulenmaterial ent-

sprechend ihrer Oberflichenladung.

I1.10.4.1 Chromatographie an Fractogel EMD TMAE

Auftrags-Puffer: 20mM Tris pH7,5; 35mM NaCl

Lauf-Puffer: 20mM Tris pH7,5; 5mM Natriumazid
Elutions-Puffer: 20mM Tris pH7,5; 1M NaCl, 5mM Natriumazid
Saule: Superformance 10 (Merck), SV = 10ml

Pumpe: L6210 intelligent pump (Merck/Hitachi)

Detektor: GAT-PHD 601 (Gamma Analysen-Technik GmbH),

GAT-Linear (Gamma Analysen-Technik GmbH)
Fraktionssammler: Model 203 (Gilson)

Zur weiteren Reinigung von Proteinen nach der Thrombin-Spaltung (I1.11.6.1) wird eine Anionenaus-
tausch-Chromatographie an TMAE (Trimethylaminoethyl)-Material (Fractogel® EMD TMAE 650(S)
der Firma Merck) am FPLC-System verwendet.

Hierfiir wird der Thrombin-Spaltansatz gegen Auftrags-Puffer dialysiert (Roth, ZelluTrans 49mm) und
auf die in Lauf-Puffer pre-equilibrierte TMAE-Séule iiber den 50ml Superloop (Pharmacia) mit einer
Flussrate von 1ml/min aufgetragen. Mit der Erhohung der Tonenstérke, durch Zusatz von 35mM NaCl
im den Auftrags-Puffer, wird die Wechselwirkung des Thioredoxins mit dem Sdulematerial vermindert
und so ein Grofiteil des Proteins bereits im Durchlauf abgetrennt. Die beladene Séule wird anschliefSend
mit 10SV Lauf-Puffer gespiilt bis die Absorption bei 280nm stabil auf den Ausgangswert zuriickgekehrt
ist. Die Elution erfolgt mit 1ml/min im 1M NaCl Gradienten nach dem in Tabelle I1.1 beschriebenen

Programm und wird photometrisch bei 280nm detektiert.

Tabelle I1.1: Gradient der TMAE Superformance 10.

Laufzeit [min] Anteil an 1M NaCl [%]

0 0
60 35
70 100
80 100
90 0

Es werden Fraktionen zu 1,5ml gesammelt und anschliefend mittels SDS-PAGE unter reduzierenden
und nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert. Fraktionen mit monomerem Rezeptor werden zu
einem Pool, die mit den Multimeren zu einem weiteren Pool zusammengefasst und getrennt weiter

aufgearbeitet.

11.10.4.2 Chromatographie an Q-Sepharose FF

Auftrags-Puffer:  50mM Tris pH7,5; (2mM EDTA) 5mM Natriumazid
Elutions-Puffer:  50mM Tris pH7,5; 1M NaCl, (2mM EDTA), 5mM Natriumazid
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Séule: XK 26/20 (Pharmacia), SV = 80ml
Pumpe: L6210 intelligent pump, (Merck/Hitachi)
Detektor: GAT-PHD 601 (Gamma Analysen-Technik GmbH),

GAT-Linear (Gamma Analysen-Technik GmbH)
Fraktionssammler: Model 203 (Gilson)

Fiir die Ionanaustausch-Chromatographie an quarterniren Ammoniumgruppen wird das Sdulenma-
terial Q-Sepharose® FF (Pharmacia), ein starker Anionentauscher, am FPLC-System verwendet.
Die Chromatographie an Q-Sepharose® FF wird zur Aufreinigung des mittels Dialyse renaturierten
BR-II.. Fusionsproteins (siehe I1.8.4.4) aus dem Rohextrakt durchgefiihrt. Hierfiir wird die Sdule ent-
sprechend der Renaturierungs-Protokolle (Dialyse A oder B) in Auftrags-Puffer mit EDTA (Dialyse A)
oder ohne EDTA (Dialyse B ) equilibriert. Der Auftrag erfolgt iiber den 50ml Superloop (Pharmacia)
mit 1ml/min. Anschlieend wird mit 5SV bei einer Flussrate von 2ml/min auf Baseline-Absorption ge-
spiilt und die Elution im 1M NaCl Gradienten nach dem in Tabelle I1.2 gezeigten Programm gestartet.
Die Elution wird durchflussphotometrisch verfolgt und in Fraktionen zu 2ml gesammelt.

Tabelle I1.2: Gradient der Q-Sepharose FF.

Laufzeit [min] Anteil an 1M NaCl [%]

0 0
100 50
120 100
160 100
200 0

Die Fraktionen werden mittels SDS-PAGE analysiert und diejenigen, welche das BR-11.. Fusionspro-

tein enthalten fiir die nachfolgenden Thrombin-Spaltung vereinigt.

11.10.5 Gelfiltrations-Chromatographie
11.10.5.1 Chromatographie an Superdex200 HR10/30

Die Gelfiltrations-Chromatographie an Superdex200 Material (Pharmacia) wird zur Reinigung von

Ligand-Rezeptor Komplexen der Komplexpriprationen (I1.13) verwendet.

Saule: Superdex200® HR10/30, (Pharmacia), SV = 24ml
Pumpe: L6210 intelligent pump, (Merck/Hitachi)
Detector: GAT-PHD 601 (Gamma Analysen-Technik GmbH),

GAT-Linear (Gamma Analysen-Technik GmbH)
Fraktionssammler: Model 203 (Gilson)

Die Gelfiltrations-Chromatographie wird am FPLC-System mit der Sdule Superdex200 HR10/30
(Pharmacia) durchgefiithrt. Das Superdex200® Material hat einen Trennbereich (M,) von 10.000-
600.000 und besteht aus sphérischen Kompositen quervernetzter Agarose und Dextran.

Zur Vorbereitung der Chromatographie wird die Sdule mit Gelfiltrations-Puffers equilibriert. Der
Gelfiltrations-Puffer ist von der entsprechenden Komplex-Priiparation (siehe I1.13) abhiingig und so-
mit dem dort beschriebenen Komplex-Préaparations-Puffer identisch. Die auf 100ul eingeengte Probe
wird iiber die Injektionsschleife auf die Sdule aufgetragen. Es ist, um eine gute Auftrennung zu er-

halten, sinnvoll fiir Auftrag und Elution einen Fluss von 0,5ml/min nicht zu iiberschreiten und nicht
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mehr als 0,5ml Proteinlosung pro Lauf aufzugeben. Es wird in Fraktionen zu 0,5ml gesammelt. Die
Fraktionen mit Komplex und die der Einzelkomponenten werden mittels SDS-PAGE ermittelt.

Zu Durchfithrung eines Kristallisationsexperiments sind mehrere Gelfiltrationslaufe pro Komplex-
Préparation notwendig. Die entsprechenden Fraktionen aller Gelfiltrationslaufe einer Komplex-Pripa-

ration werden daher abschlieend vereinigt und eingeengt.

11.10.5.2 Kalibrierung der Superdex200 HR10/30 (Pharmacia)

Die Bestimmung des Molekulargewichts der in der Komplexpréparation (I1.13) gebildeten Ligand-
Rezeptor Komplexe ist mit der Gelfiltrations-Chromatographie an Superdex200 moglich. Hierfiir
wird die Superdex200 HR10/30 (Pharmacia) im entsprechenden Gelfiltrations-Puffer mittels eines
Molekulargewichts-Standards kalibriert.

Standard-Losungen:  2ug/ul BSA (Sigma), My, 66.400; 20ug/ul Ovalbumin (Sigma), My, 42.700;
10pg/ul RNaseA (Roth), My, 13.700; in Gelfiltrations-Puffer 16sen.

Zur Bestimmung der Kalibrierkurve werden 60ul der BSA-Losung, 10ul der Ovalbumin-Losung und
30ul der RNaseA-Losung auf die Superdex200 HR10/30 (Pharmacia) aufgetragen und mit einer Fluss-
rate von 0,5ml eluiert. Die den Molekulargewichts-Standards zugeordneten Elutionszeiten ergeben die
in Abbildung II.1 dargestellte Kalibrierkurve.

42 RNAseA
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Abbildung II.1: Kalibrierkurve der Superdex200 HR10/30 (Pharmacia) am FPLC-System.

Aus der Kalibrierkurve berechnet sich das Molekulargewicht My, der Ligand-Rezeptor Komplex aus
deren Elutionszeiten tg nach folgender Gleichung.

log My = 0,097 tg + 7,46 (IL.1)
Da die Elutionszeit sowohl von der Sidulengeometrie als auch der Flussrate abhingig ist, gilt die

Gleichung (II.1) nur fiir die unter Abschnitt I1.10.5.1 beschriebene Versuchsanordung und fiir alle in
dieser Arbeit beschriebenen Komplex-Priparationen.
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I1.10.6 Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die ,,reversed phase“ HPLC wird insbesondere wegen der hohen Trennschérfe zur Analyse der Reinheit
von Proteinlésungen verwendet. Die hierfiir genutzte analytische Séule verfiigt iiber eine Bindekapa-
zitdt von 2mg.

Sollen groflere Mengen an Protein mittels ,reversed phase* HPLC aufgereinigt werden, ist eine semi-

praparative Sdule mit einer Kapazitat von bis zu 30mg zu verwenden.

TFA-Losung: 0,1%(v/v) TFA in ddH50
Elution: Acetonitril
Sdule (analytisch): 250mm x 4,6mm, Vydac-214TP, C4, 10pum Porengrofie

(MZ Analysentechnik)
Séule (semi-priaparativ): 250mm x 8mm, Vydac-214TP, C4, 10um Porengrofie
(MZ Analysentechnik)

Pumpe: 2150 HPLC-pump (LKB)

Detektor: 655A Variable Wavelength UV Monitor (Merck/Hitachi),
2210 Recorder 2-Channel (LKB)

Fraktionssammler: 2211 Superrac, ractype A (LKB)

Die in ddH30 mit 0,1%(v/v) TFA aufgenommene Probe wird iiber eine Injektionsschleife mit einem
Fluss von 0,7ml/min auf die mit TFA-Losung equilibrierte Sdule aufgetragen. Anschliefilend wird die
Saule mit 3SV TFA-Losung gewaschen. Die Elution erfolgt im Acetonitril-Gradienten entspechend
Tabelle I1.3.

Tabelle II.3: Acetonitril-Gradient der HPLC.

Laufzeit [min] Anteil an Acetonitril [%]

0 0

) 20
45 40
95 100

Die Elution wird an einem Durchfluss-Photometer bei einer Wellenldnge von 280nm verfolgt und in
Fraktionen zu 1,4ml gesammelt. Anhand des Chromatogramms werden die Peakfraktionen ermittelt
und mit der SDS-PAGE analysiert. Hierfiir werden den entsprechenden Fraktionen 20ul entnommen
und 15min in der SpeedVac (Bachofer) getrochnet. Der Riickstand wird in SDS-Probenpuffer auf-
genommen und auf die SDS-PAGE (II.11.1) aufgetragen. Fraktionen die das entsprechende Protein
enthalten werden lyophilisiert (Christ ALPHA 1-4).

Die Durchfithrung der HPLC mit einer semi-priparativen Séule erfolgt entsprechend bei erhthter

Flussrate von 2ml/min. Die Fraktionsgrofie betrigt 4ml.
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II.11 Proteinchemische Methoden

I1.11.1  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese [LaevmwmLi, 1970]

AA/BAA-Losung:  29,2% Accrylamid, 0,8% N,N-Methylenbisacrylamid,
Losung nach dem Filtrieren bei 4°C lagern.

4x Upper Tris: 0,5M Tris pH6,8; 0,4% SDS

4x Lower Tris: 1,5M Tris pHS8,8; 0,4% SDS

5x SDS-Laufpuffer: 125mM Tris pHS8,6; 0,95M Glycin, 0,75% SDS

SDS-Probenpuffer:  63mM Tris pHS8,6; 2% SDS, 20% Glycerin [87%], 2% Bromphenolblau (BPB),
fiir reduzierende Bedingungen wird 2% (-Mercaptoethanol (5-ME) zugesetzt.

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird in der ,, Vertikal Gel Electrophorese Sys-
tem Mini-V 8.10“ der Firma Gibco-BRL durchgefiihrt.

Das Polyacrylamidgel wird aus den Stammldsungen entsprechend der in Tabelle I1.4 angegebenen
Zusammensetzung hergestellt. Die Vorschrift gilt fiir zwei 12%ige Gele mit 0,7mm Schichtdicke. Es
wird zunéchst das Trenngel zwischen die durch Spacer auf Abstand gehaltene Glasplatten gegossen
und zur Polymerisation mit Hy0 iiberschichtet. Anschliefend wird das Sammelgel darauf gegossen und
der Kamm fiir die Proben-Taschen hineingesteckt. Das vollsténdig polymerisierte Gel wird in die mit
SDS-Laufpuffer (1:5 verdiinnt) gefiillte Gelkammer eingesetzt.

Tabelle I1.4: Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels.

Sammelgel Trenngel [12%)]

AA/BAA-Lésung: 0,5ml 4ml
4x Upper Tris: 1,25ml

4x Lower Tris: 2,5ml
H-0: 3,2ml 1,5ml
Glycerin [87%]: 2ml
TEMED: 12,1 1441
40%(w/v) APS: 12pl 1441

Die Proteinproben werden mit SDS-Probenpuffer im Verhéltnis 1:1 versetzt und 5min bei 95°C dena-
turiert. Das Auftragsvolumen wird so gewiihlt, dass pro Geltasche 0,5ug bis 2ug Protein (je Bande)
aufgetragen werden. Dabei ist das maximale Volumen der Probentaschen von 20ul zu beriicksichtigen.
Die Proteine werden bei 150V im Sammelgel fokussiert, die anschlieBende Auftrennung erfolgt bei
175V. Die Elektrophorese kann beendet werden, sobald die BPB-Markierung das Trenngel durchlau-
fen hat.

11.11.2 Protein-Molekulargewichts-Standard fiir die SDS-PAGE

Die Bestimmung der Molekulargewichte der untersuchten Proteine erfolgt durch Vergleich mit denen
des SDS-PAGE Protein-Molekulargewichts-Standards. Die Zusammensetzung des Markers und die
Konzentration der einzelnen Komponenten sind in Tabelle I1.5 angegeben. Auf eine SDS-PAGE werden

je nach Empfindlichkeit der Farbung 2-5ul des Standards aufgetragen.
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Tabelle I1.5: Protein-Molekulargewichts-Standard fiir SDS-PAGE.

Protein Mw  Konzentration [ug/5ul]
Phosphorylase b 97.000 0,67
Albumin 66.000 0,83
Ovalbumin 45.000 1,47
Carbon anhydrase 30.000 0,83
Trypsin inhibitor 21.100 0,80
Lactalbumin 14.400 1.16

11.11.3 Farbung von Proteingelen

I1.11.3.1 Coomassie-Farbung

Férber: 10g Coomassie Brillant Blue R250, 1,61 Methanol, 400ml Eisessig, 21 Wasser
Entfarber: Eisessig, 2-Propanol und Wasser im Verhéltnis 1:1:8

Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel 20min im Farber gefarbt und anschliefend iiber
Nacht in Entfiarber gelegt. Das entfirbte Gel wird, nachdem es 1h in 30% Methanol inkubiert hat,
zwischen zwei Cellophanfolien im Rahmen aufgespannt getrocknet.

I11.11.3.2 Silberfiarbung

Losung 1:  30ml 50%(v/v) Aceton in Wasser, 750p1 50%(w/v) Trichloressigsédure (TCA) in Wasser,
12,51 Formaldehyd

Losung 2: 30ml 50%(v/v) Aceton in Hy0

Losung 3:  50p1 10%(w/v) Natriumthiosulfat-pentahydrat (NazS203-H20) in 30ml Wasser

Losung 4:  400p1 20%(w/v) Silbernitrat (AgNOs), 300u] Formaldehyd, in 30ml Wasser

Losung 5:  0,4g Natriumcarbonat (NaaCOs), 22,5ul Formaldehyd, 12,5ul 10%(w/v) Na2S2O3-Hs0,
in 30ml Wasser

Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel 5min in Losung 1 inkubiert. Anschliefend wird
es mit Wasser gewaschen und in Wasser fiir weitere 5min geschiittelt. Nach erneutem Spiilen mit
Wasser erfolgt die Inkubation in Losung 2 fiir 5min, gefolgt von der Inkubation in Losung 3 fiir 1min;
anschliefend wird wieder in Wasser gewaschen. Das Gel wird nun fiir 8min in Lésung 4 gebracht und
nach intensivem Spiilen mit Wasser zur Entwicklung in Losung 5 gelegt. Wahrend die Férbeschale
leicht geschwenkt wird, um eine gleichméflige Farbung zu gewéhrleisten, ist die Intensitit der Farbung
zu beobachten. Ist diese ausreichend kann sie durch Zugabe von zweimal 250ml 1%ige Essigsiure
abgestoppt werden. Die Gele werden nach 1h Inkubation in 30% Methanol im Trockenrahmen zwischen

zwei Chellophanfolien getrocknet.

11.11.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentrationbestimmung von Proteinlésungen erfolgt photometrisch durch Aufnahme eines UV-

Absorptionsspektrums im Bereich von 250nm bis 320nm (Varion CARY 50 Bio UV-visible Spectro-
meter). Die Konzentration ¢ [mol/l] wird entsprechend dem LAMBERT-BEERschen Gesetz

Asgo =d-e280 - C (11.2)



II. MATERIALIEN UND METHODEN

aus der Absorption bei 280nm Asgg, dem Extinktionskoeffizienten bei 280nm e2g9 [M~tem™1] und kon-

stanter Schichtdicke d = 1lecm anndherungsweise berechnet. Der Extinktionskoeffizient eog¢ [Mflcm’l]
wird dafiir nach [GILL and vON HIPPEL, 1989] aus den molaren Extinktionskoeffizienten der Ami-
nosauren Tryptophan, Tyrosin und Cystin und deren Anzahl im Molekiil ermittelt.

Die molaren Massen M [Dal, wie auch die Extinktionskoeffizienten der in der Arbeit verwendeten

Proteine sind in Tabelle I1.6 angegeben.

Tabelle II.6: Molare Massen M [Da] und Extinktionskoeffizienten

der Proteine bei 280nm 259 [M~'em™1].

Protein Molare Masse Extrinktionskoeffizient
M [Da) €280 [M~tem 1]
Trx-hBR-TA,. (E.coli) 28.582 18.500
hBR-IA.. (E.coli) 14.660 4.440
Trx-mBR-IB,. (E.coli) 27.116 15.940
mBR-IB.. (E.coli) 13.194 1.880
mBR-1B...-His (5f-9) 14.868 1.880
mBR-IB.. (5f-9) 13.772 1.880
Trx-hBR-I1.. (E.coli) 28.292 31.160
hBR-II.. (E.coli) 14.370 17.100
hBR-II..-His (Sf-9) 16.044 17.100
hActR-11..-His (Sf-9) 15.556 22.790
hActR-IT.. (Sf-9) 12.551 22.790
hBMP-2 (Dimer) 25.810 40.510
hBMP-6 (Dimer) 29.734 41.400
hGDF-5 (Dimer) 25.400 32.690
Thrombin 35.437 65.770

Die molaren Massen M [Da], sowie die Extinktionskoeffizienten der in der Arbeit hergestellten Ligand-

Rezeptor Komplexe sind in Tabelle I1.7 angegeben.

Tabelle II.7: Molare Massen M [Da] und Extinktionskoeffizienten

der Ligand-Rezeptor Komplexe bei 280nm eag9 [M~! cm™1].
Ligand-Rezeptor Komplex Molare Masse Extrinktionskoeffizient
M [Da) 280 M~ cm™!]
BMP-2 : BR-IA.. 55.130 49.390
BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II. 80.232 94.970
BMP-2 : BR-IA,. : BR-II,. 83.870 83.590
GDF-5 : BR-IA,. 54.720 41.570
BMP-2 : BR-IB,. (5f-9) 53.354 44.270
BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) 52.198 44.270
BMP-6 : BR-IB. 57.278 45.160
GDF-5 : BR-IB,. 52.944 36.450
BMP-2 : ActR-11,, 54.662 86.090
BMP-6 : ActR-II,. 54.836 86.980
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I1.11.5 Deglycosylierungen von Glycoproteinen
I1.11.5.1 Enzymatische N-Deglycosylierung von Glycoproteinen

Bei N-Glycosylierungen ist das Oligosaccharid durch N-glycosidische Bindung an das Seitenketten
N-Atom der Aminoséiure Asparagin (Asn) gebunden. Das Asparagin mufl dabei Teil der Sequenzfolge
Asn-X-Ser/Thr sein, wobei X eine beliebige Aminoséure auler Prolin (Pro) darstellt.

Endo H: Katalysiert die Hydrolyse von Asparagin gebundenen Oligomannose- und Hybrid-Oligosac-
chariden von Glycoproteinen. Endo H spaltet dabei zwischen den zwei N-Acetyl-Glucosamin-Resten
des 3(1—4) gebundenen Diacetylchitobose-Stamms eines Oligosaccharids, sodass ein N-Acetyl-Glycos-
amin-Rest am Asparagin verbleibt. Endo H zeigt keine enzymatische Aktivitéit gegebeniiber verzweig-
ten Komplex-Oligosacchariden [TRIMBLE et al., 1987; ARAKAWA and MURAMATSU, 1974; TARENTINO
and MALEY, 1974; TARENTINO et al., 1974].

Endo Fs: Spaltet Asparagin gebundene oder freie Oligomannose- und doppelt verzweigte Komplex-
Oligosaccharide von Glycoproteinen ab. Endo F5 hat keine enzymatische Aktivitit gegeniiber Hybrid-
Oligosacchariden, sowie dreifach oder vierfach verzweigten Komplex-Oligosacchariden [TARENTINO
and PLUMMER JR., 1994].

Endo F3: Spaltet zwei- oder dreifach verzweigte Komplex-Oligosaccharide von Glycoproteinen ab.
Stamm-Fucosylierung steigert die enzymatische Aktivitdt. Endo F3 hat keine enzymatische Aktivitat
gegeniiber Oligomannose- und Hybrid-Oligosacchariden [TARENTINO and PLUMMER JR., 1994].
PNGase F: Spaltet alle N-gebundenen Oligomannose, Hybrid- und Komplex-Oligosaccharide von Gly-
coproteinen ab. PNGase F hydrolysiert die Glycosylamin-Bindung unter Bildung von Aspartat (Asp).
PNGase F hat keine enzymatische Aktivitédt gegeniiber a(1—3) am Stamm fucosylierte Oligosaccha-
ride [MURAMATSU, 1971; CHU, 1986; PLUMMER et al., 1984].

N-Spaltpuffer: 50mM NaOAc, pH5,0

Endo H: endo-(-N-Acetyl-Glucosaminidase H, [5mU/pul]
Streptomyces plicatus, recombinant FE.coli (Calbiochem)

Endo H-Spaltpuffer: 50mM Natriumphosphat-Puffer pH5,5; bei 37°C

Endo F: endo-(-N-Acetyl-Glucosaminidase F

Chryseobacterium meningosepticum, rekombinant E.coli (Boehringer

Mannheim)

Endo F-Spaltpuffer: 0,5M Natriumazetat-Puffer pH4,7; bei 37°C

Endo Fs: endo-(3-N-Acetyl-Glucosaminidase F,
Chryseobacterium meningosepticum, rekombinant E.coli (Calbiochem,
PROzyme)

Endo Fs-Spaltpuffer: 50mM Natriumphosphat-Puffer pH4,5; bei 37°C

Endo Fs: endo-(-N-Acetyl-Glucosaminidase Fg, [5mU/pl]

Chryseobacterium meningosepticum, rekombinant E.coli (Calbiochem)
Endo F3-Spaltpuffer: 50mM Natriumphosphat-Puffer pH4,5; bei 37°C
PNGase F: N-Glycosidase F,

Chryseobacterium meningosepticum, rekombinant E.coli (Calbiochem)
PNGase F-Spaltpuffer: 50mM Natriumphosphat-Puffer pH7,5; bei 37°C

Analytische N-Deglycosylierungen

Fiir analytische N-Deglycosylierungen werden 20ug Glycoprotein in 20ul des entsprechenden Spalt-
puffers eingesetzt. Das Ergebnis der Spaltung wird durch eine SDS-PAGE (11.11.1) dokumentiert.
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Préparative N-Deglycosylierung

Fiir die in Sf-9 Insektenzellen exprimierten Proteine erfolgt die préparative N-Deglycosylierung bei ei-
ner Proteinkonzentration von 3,5mg/ml in N-Spaltpuffer. Dem Spaltansatz werden gleichzeitig 100U
pro pg Glycoprotein Endo H und 150U pro pug Glycoprotein Endo F3 zugesetzt. Der Ansatz wird
iiber Nacht bei 37°C inkubiert und die Spaltung mittels SDS-PAGE (1I.11.1) kontrolliert.

I1.11.5.2 Chemische N-Deglycosylierung von Glycoproteinen

Die chemische N-Deglycosylierung von Glycoproteinen mit Trifluormethansulfonséiure (TFMS) nach
[EDGE, 1981] wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. S. Levitskaya durchgefiihrt.

Zur Vorbereitung der Spaltung werden 1ml Anisol (Aldrich) mit 2ml TFMS (Aldrich) in einem Glas-
kolben mit Teflonriihrstab bei 0°C auf Eis gemischt. Bis zu 10mg des lyophilisierten Glycoproteins,
welches zuvor iiber Nacht im Exsikkator iiber Phosphor(V)-oxid (P205) getrocknet ist, werden in 1ml
dieser TFMS/Anisol-Mischung geldst und in ein 2ml Reactivial (Pierce) iiberfiihrt. Anschlieflend wird
fiir 30s Stickstoff (N3) durch die Reaktionslosung geleitet und der Ansatz fiir 1h bei 0°C geriihrt. Die
Reaktionszeit kann bis auf 3h verldngert werden, um eine vollstandigere Deglycosylierung zu erreichen.
Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass mit lingerer Reaktionszeit der Anteil an denaturiertem Protein
zunimmt.

Nach Beendigung der Reaktion erfolgt die Abtrennung der Reaktionsbestandteile vom deglycosylierten
Protein mittels Ether-Extraktion. Hierfiir werden dem Reaktionsansatz zunéchst 2VT auf -40°C vor-
gekiihlter Diethylether, gefolgt von 1VT eiskalter 50%(v/v) wiissriger Pyridin-Losung zugesetzt und
gevortext. Die wissrige Phase wird anschlieSend abgenommen und nochmals extrahiert. Abschlie-
Bend wird die wissrige Phase gegen 2mM Pyridiniumacetat-Puffer pH5,5 dialysiert (Roth, ZelluTrans
19mm) und dann lyophilisiert.

Die De-Glycosylierung des Proteins wird durch Auftrag einer Probe auf die SDS-PAGE (I1.11.1)
iiberpriift.

11.11.5.3 Enzymatische O-Deglycosylierung von Glycoproteinen

Als O-Glycosylierung bezeichnet man die glycosidische Bindung eines Oligosaccharids an das Seiten-
ketten O-Atom der Aminoséuren Serin (Ser) und Threonin (Thr) eines Proteins.

Endo-a-N-Acetyl-Galactosaminidase: Spaltet ausschliellich an Serin oder Threonin gebundene unsub-
stituierte Galg(1—3)GalNAc Disaccharide von Glycoproteinen ab [IWASE and HOTTA, 1993]. Substi-

tutionen durch Sialsiure (N-Acetyl-Neuraminsiure), Galactose (Gal), Fucose (Fuc) oder N-Acetyl-

Glucosamin (GleNAc) miissen mittels geeigneter Exoglycosidasen vorher entfernt werden.
$1,4-Galactosidase: Trennt 3(1—4) gebundene Galactose-Reste von N-Acetyl-Glucosaminen (GlcNAc)
ab. Sie wird durch Fucosilierung am vorletzten Zucker der Kette inhibiert [DANIEL et al., 1987; GLAS-
GOw et al., 1977].

O-Spaltpuffer: 50mM Natriumphosphat-Puffer pH5,0; bei 37°C

O-Glycosidase: Endo-a- N-Acetyl-Galactosaminidase, [1,25mU/ ul]
Streptococcus pneumoniae rekombinant E.coli

(1,4-Galactosidase: £1,4-D-Galactosid-galactohydrolase, [1,5mU/ ul]

Streptococcus pneumoniae rekombinant F.coli
(1,4-Galactosidase-Puffer: 50mM Natriumphosphat-Puffer pH6,0; bei 37°C
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Analytische O-Deglycosylierung

Zur analytischen O-Deglycosylierung werden 20ug Glycoprotein in 20ul des entsprechenden Spaltpuf-

fers eingesetzt.

Prdparative O-Deglycosylierung

Zur priparativen O-Deglycosylierung erfolgt die Spaltung bei einer Proteinkonzentration von 5mg/ml
in O-Spaltpuffer. Die O-Glycosidase wird mit 30uU pro pg Glycoprotein eingesetzt. Der Ansatz wird
iiber Nacht bei 37°C inkubiert und die Spaltung mittels SDS-PAGE (11.11.1) kontrolliert.

11.11.6 Spaltung von Proteinen mit Proteasen
I1.11.6.1 Thrombin-Spaltung

Die Protease Thrombin spaltet am spezifischen Thrombin-Spaltmotiv —Leu Val Pro Arg | Gly Ser—
und ermdglicht, in Abhéingigkeit vom Expressionssystem, die Abspaltung des 6x His-Tags (S5f-9), oder
des Thioredoxins und des 6x His-Tags (E.coli) von rekombinanten Proteinen.

Thrombin-Spaltpuffer (TSP): 50mM Tris pH7,5; 150mM NaCl, 2,5mM CaCly; bei 30°C
Thrombin-Lésung: 8-10mg Thrombin (Sigma T4648; 22 NIH units/mg (Lyophilisat)) in
1ml TSP mit 50%(v/v) Glycerin [87%)] 16sen, bei -20°C fiir 4 Wo-

chen stabil.

Das nach TSP dialysierte Protein (Roth, Visking 20/32) wird mit TSP auf eine Konzentration von
100uM eingestellt. Nach Zugabe von Thrombin entsprechend

MThrombin = 1/500 * MPprotein

und 1mM CaCls erfolgt die Spaltung fiir 4-5h bei 30°C und wird mittels SDS-PAGE (I1.11.1) kontrol-
liert. Das Massenverhéltnis von Thrombin zu Protein kann auf 1/300 erhtht werden, falls die Spaltung

innerhalb 5h nicht vollsténdig ist.

11.11.6.2 Endoproteinase GluC-Spaltung

Die Endoproteinase GluC ist einer Serin-Protease, die Peptidbindungen C-terminal zu Glutamat und
mit einer 3000-fach geringeren Umsatzrate an Aspartat spaltet [SORENSEN et al., 1991].

GluC-Spaltpuffer:  25mM Ammoniumhydrogencarbonat (NH,;HCO3) pH7,8; bei 25°C
GluC: Endoproteinase GluC sequencing grade (Boehringer Mannheim),
50ug Lyophilisat, Staphylococcus aureus V8

Zur Vorbereitung der Spaltung werden die 50ug GluC in 50ul H20 aufgenommen. Diese Losung kann
bei -20°C gelagert werden.

Analytische Spaltung mit GluC

Die analytische Spaltung erfolgt bei einer Proteinkonzentration von 1ug/ul in GluC-Spaltpuffer durch
Zugabe von 1/10pug, 1/20ug, 1/50ug und 1/100ug GluC pro ug Protein im Reaktionsvolumen von
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100pl. Der Ansatz wird anschliefend 24h bei 25°C inkubiert und die Spaltung durch SDS-PAGE
(I1.11.1) dokumentiert.

Prdparative Spaltung mit GluC

Die praparative Spaltung mit GluC wird bei einer Konzentration des zu spaltenden Proteins von
1pg/pl in einem Reaktionsvolumen von 500u] durchgefiihrt. Dem Ansatz werden 10ug GluC [1ug/ul)
zugesetzt und fiir 24h bei 25°C inkubiert. Die Spaltung wird mittels SDS-PAGE (11.11.1) kontrolliert.

11.11.7 Automatisierte Peptidsequenzierung

Die automatisierte Peptidsequenzierung wurde von Frau Dr. V. Hoppe an einem Gasphasen-Amino-
siure-Sequenzierer (Applied Biosystems 473 A) durchgefiihrt.

Die Methode der Sequenzierung ist der Edman-Abbau, ein zyklisches 3-stufiges Verfahren welches
automatisiert durchgefithrt wird. Im ersten Schritt reagiert der aminoterminale Rest mit Phenyliso-
thiocyanat; im zweiten Schritt wird das Reaktionsprodukt mittels einer Zyklisierungsreaktion vom
Peptid abgespalten; und schliellich wird dieses Produkt, ein Thioazolinoderivat, in das stabilere Phe-
nylthiohydantoin umgewandelt. Die Identifizierung des Restes erfolgt durch ,reversed phase* HPLC.

Die Aminosiurekette wird nachfolgend dem néchsten Abbau-Zyklus unterzogen.

11.11.8 Massenspektrometrie von Proteinen

Die massenspektrometrische Analyse der Proteine wurde von Herrn Dr. W. Schmitz an einem Fourier-
Transformations-Ionen-Zyklotron-Resonanz-Massenspektrometer (FT-ICR-MS) mit Elektrospray-Io-
nisations- (ESI) Quelle der Firma Bruker durchgefiihrt.

I1.12 Analyse von Protein-Protein Interaktionen mit der
BIAcore-Technik

Die Messungen am BIAcore” 2000 System wurden von Herrn Dr. J. Nickel, Herrn Prof. Dr. W.
Sebald und Herrn Dr. T. Kirsch durchgefiihrt.

Mit der BIAcore-Technik kénnen durch die Anwendung der Methode der Oberfléichen-Plasmon-Reso-
nanz (SPR, ,surface plasmon resonance“) Protein-Protein Interaktionen an einer Sensor-Oberfliche
in Echtzeit gemessen werden.

Ein iiber Biotin-Streptavidin-Bindung an die Dextranmatrix eines Sensorchips gekoppelter Rezeptor
(oder Ligand) wird mit einer Losung des Liganden (oder des Rezeptors) iiberspiilt. Kommt es zur
Bindung, wird die resultierende Massenzunahme an der Chipoberfliiche mittels Anderung des Bre-
chungsindex detektiert. Das Sensogramm wird als zeitabhingige Anderung der Resonanz-Einheiten
(RU, resonance units) dargestellt, wobei die Anderung um 1RU einer Massenzunahme von ungefihr
1pg/mm? entspricht. Der Messzyklus lisst sich dabei in drei Phasen unterteilen: (1) die Assoziation,
(2) das Plateau der konzentrationsabhiingigen Bindung im Gleichgewicht der Assoziation und Dis-
soziation (Equilibrium-Bindung) und (3) der Dissoziation. Die Assoziations- und Dissoziationsphase
geben Aufschluss iiber die Bindungskinetik. Die Affinitéit kann sowohl durch diese Parameter, als auch

iiber die konzentrationsabhéngige Plateau-Phase ermittelt werden.
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Der Auswertung der Sensogramme zur Bestimmung der Affinitét liegen die Berechnungen anhand
folgender mathematischer Gleichungen zugrunde.

Die Dissoziationskonstante K p, als Mafl der Affinitét errechnet sich entsprechend

ko
Kp =14 (I1.3)

Zur notwendigen Bestimmung der Konstante der Assoziation k., werden die Daten nach Gleichung

I1.2 ausgewertet.

konCRmax —(konC —
R— (1 _ o (konCntkog)(t to>) 1.4
konCn+ kg \ € (IL.4)

Hierbei stellt R den gemessenen Wert der Massenzunahme bei einer bestimmten Konzentration C' des
Analyten dar. Dieser Wert erreicht bei Séttigung der Bindungskapazitdt den maximalen Wert, der
mit R,,q; angegeben wird. Eine weitere Messgrofle ist die Zeit ¢. Durch den Wert des so genannten
»steric interference factor” n kann die Auswertung an moglich Einfliisse durch sterische Behinderung
der Wechselwirkung angepasst werden. Er ist jedoch fiir alle Messungen auf den Wert von 1 gesetzt.

Die Konstante der Dissoziation k,g berechnet sich nach:
R = Rye For(t=t0) (IL.5)

Bei besonders schnellen Assoziationen mit ko, > 5-10% M~! s~! bzw. Dissoziationen mit kog > 10—2
s~! ist eine Bestimmung der Affinitéit aus den kinetischen Daten nicht mehr méglich. Dies ist insbe-
sondere durch die verringerte Anzahl an Messpunkten, bedingt durch die technischen Limitationen
des Messgerites innerhalb der jeweiligen Phasen begriindet.

Die Bestimmung von Kp kann dann aus dem Auftrag der konzentrationsabhéingigen Messwerten der
Bindung im Gleichgewicht R, iiber die entsprechende Konzentration C gemifl Gleichung I1.6 erfolgen.

KD CRmaac

R =
“d KpCn+1

(IL.6)

11.12.1 Biotinylierung der Rezeptoren

Kopplungs-Puffer:  0,5M NaHCOg3 pHS; frisch verwenden.
Biotin-Losung: 4mM Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) in DMSO l5sen.
HBS;50: 10mM Hepes pH7,4; 150mM NaCl, 3,4mM EDTA

Fiir die Biotinylierung werden 100ug lyophilisierter Rezeptor in 800ul PBS aufgenommen und mit
20041 Kopplungs-Puffer versetzt. Der Proteinlésung wird Biotin-Losung im stéchometrischen Verhélt-
nis von 1:1 zugegeben und 3h auf Eis inkubiert. Der Kopplungsansatz wird in einen Dialyseschlauch
(Roth, Viskin 8/32) iiberfiihrt und bei 4°C dreimal fiir 12h gegen je 500VT HBSy5¢ dialysiert (Roth,
Visking 8/32).

Die Proteinlésung wird 5min bei 14000rpm (Eppendorf Zentrifuge 5451C) zentrifugiert. Die Kon-
zentration des biotinylierten Rezeptors wird photometrisch aus dem Uberstand bestimmt und dieser

anschlieend in Aliquots zu 100ul bei -80°C gelagert.
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I1.13 Praparation von Ligand-Rezeptor Komplexen

Zur Praparation der Ligand-Rezeptor Komplexe werden die Einzelkomponenten in grofler Verdiinnung
in den entsprechenden Komplex-Puffer gegeben und in einer Ultrafreed Zentrifugen-Filtereinheit (Ami-
con) auf hohe Konzentration eingeengt. Eine niedrige Liganden-Konzentration zu Beginn der Pripa-
ration ist aufgrund der allgemein schlechten Loslichkeit dieser Proteine notwendig, um deren Prizipi-
tation im Komplex-Puffer zu minimieren. Der Komplex-Puffer hingegen ist auf die Stabilisierung des

gebildeten Komplexes optimiert.

I1.13.1 Praparation von biniren Ligand-Rezeptor Komplexen

Unter der Voraussetzung der von KIRSCH et al. [2000b] gezeigten 1:2 Stéchometrie zwischen dimerem
Ligand und monomerem Rezeptor werden zur Préparation eines bindren Ligand-Rezeptor Komple-
xes 1-4nmol (analytisch) oder 15nmol (priaparativ) des Liganden mit 2,2-8,8nmol (analytisch) oder
33nmol (priparativ) Rezeptor versetzt. Der Rezeptor wird zur vollstiindigen Komplexierung des Li-
ganden in einem Uberschuss von 10% eingesetzt. Ungebundener Rezeptor wird anschlieBend durch
Gelfiltrations-Chromatorgraphie an Superdex200 (I1.10.5.1) abgetrennt.

Wenn nicht anders angegeben, wird der Ligand zu 1-2uM in Wasser gelost und mit dem im gleichen
Volumen an Komplex-Puffer gelosten Rezeptor versetzt und gut gemischt. Allgemein gilt, das Gesamt-
volumen des Ansatzes sollte so gewéhlt sein, dass die Konzentration des Liganden nicht mehr als 1M
betrigt. Die Komplex-Losung wird in die Ultrafreed Zentrifugen-Filtereinheit (Amicon) gegeben und
in Intervallen zu 15min bei 4000rpm zentrifugiert bis der gesamte Ansatz auf 100ul eingeengt ist. Die
Temperatur wiahrend der Zentrifugation ist von der Stabilitdt des Komplexes abhéngig; wenn nicht an-
ders angegeben wurde bei 4°C eingeengt. Der Komplex wird anschliefend auf die Gelfiltrations-Séule

aufgetragen.

MES7qo-Puffer: 20mM MES pH6,0; 0,7M NaCl

Trissgo-Puffer pH7,5:  10mM Tris pH7,5; 0,56M NaCl

Trissoo-Puffer pH8,0:  20mM Tris pHS8,0; 0,56M NaCl

Trissoo-Puffer pH8,5:  20mM Tris pHS8,5; 0,56M NaCl

HBS5¢¢-Puffer: 10mM Hepes pH7,4; 0,5M NaCl, 3,4mM EDTA
NaOAc-Puffer: 20mM NaOAc pH4,5; 500mM NaCl

11.13.1.1 Ligand-Typ I Rezeptor Komplexe

BMP-2 : BR-IA.. Komplex

Der BMP-2 : BR-IA.. Komplex wird in MES7go-Puffer [KIRSCH et al., 2000b] entsprechend obiger
Vorschrift (I1.13.1) prapariert. Aufgrund der guten Loslichkeit des Komplexes kénnen Ansétze bis zu
25nmol Ligand komplexiert und auf 100ul eingeengt werden.

BMP-2 : BR-IB.. Komplex

Der BMP-2 : BR-IB,. Komplex wird in MES7go-Puffer prapariert. Alternativ zur allgemeinen Kom-
plex-Préparationsvorschrift (I1.13.1) werden die 15nmol BMP-2 in Aliquots zu 5ul einer 100uM
Stammlosung dem Rezeptor in 4ml MES7go-Puffer zupipettiert. Dafiir wird die Rezeptor-Losung in
einem 15ml Rohrchen vorgelegt und der 5ul Tropfen des BMP-2 an die Innenwand gesetzt. Anschlie-
Bend wird kurz gemischt, was einen schnelle Verdiinnung des BMP-2 und eine gute Durchmischung

der Losung ermoglicht.
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BMP-6 : BR-IA.. Komplex

Die analytischen BMP-6 : BR-IA.. Komplex-Préiparationen werden entsprechend der allgemeinen
Vorschrift bei RT in MES7go- und Trissgo-Puffer pH8,5 durchgefiihrt.

BMP-6 : BR-IB.. Komplex

Fiir die Praparation des BMP-6 : BR-IB.. Komplex werden 15nmol BMP-6 in 10ml ddH20 gelost
und mit 33nmol BR-IB,, in 5ml MES~qo-Puffer versetzt. Es wird bei RT auf 100ul eingeengt und zur
Gelfiltrations-Chromatographie auf die Superdex200 wie unter I1.10.5.1 beschrieben aufgetragen.

GDF-5 : BR-IA.. Komplex

Die analytischen GDF-5 : BR-IA.. Komplex-Priparationen erfolgten in MES7go-, NaOAc-, HBS500-
und Trissoo-Puffer pH8,0 und pHS,5.

Der GDF-5 : BR-IA.. Komplex wird zur Kristallisation im préaparativen Mafistab bei RT in Trissgg-
Puffer pH8,5 hersgestellt. Dafiir werden 1mg lyophilisiertes GDF-5 in 1001 1mM HCI aufgenommen
und 15nmol aus dieser Stammlésung in ddH50 zur Komplex-Priparation eingesetzt. Die Komplexbil-
dung erfolgt in Gegenwart von 75nmol BR-TA...

GDF-5 : BR-IB.. Komplex

Die GDF-5 : BR-IB.. Komplex-Préiparation erfolgt aus einer GDF-5 Stammlésung in 1mM HCI. Der
préiparative Ansatz sollte 10nmol GDF-5 nicht iiberschreiten oder nicht bis auf 100ul fiir den Auftrag
auf die Gelfiltration eingeengt werden. Die Zentrifugation wird bei RT durchgefiihrt.

11.13.1.2 Ligand-Typ II Rezeptor Komplexe

BMP-2 : ActR-I1.. Komplex

Fiir die analytische BMP-2 : ActR-II.. Komplex-Préiparation wurden 3,5nmol BMP-2 zu 7,7nmol Re-
zeptor in 4ml MES7go-Puffer oder Trissgo-Puffer pH7,5 gegeben und der Ansatz auf 100u1 konzentriert.
Die Komplex-Bildung wird mittels Gelfiltrations-Chromatographie (I1.10.5.1) analysiert.

BMP-6 : ActR-1I.. Komplex

In Modifikation der allgemeinen Vorschrift (II.13.1) wird zur Préparation des BMP-6 : ActR-II..
Komplex ein stochiometrisches Verhéltnis von 1:5 verwendet. Die 50nmol Rezeptor werden hierfiir in
10ml MES7gp-Puffer vorgelegt und 10nmol BMP-6 in 2ml ddH50 dazugegeben. Der Ansatz wird auf
60u1 eingeengt und die Bildung des Komplexes mit Hilfe der Gelfiltrations-Chromatographie (11.10.5.1)
iiberpriift.

I1.13.2 Praparation von terniren Ligand- Typ I und Typ II Rezeptor Kom-
plexen

Zur Bildung terndrer Komplexe aus Ligand und extrazelluliren Doménen der Typ I und Typ II
Rezeptoren werden der binédre Ligand-Rezeptor Komplex (I1.13.1.1) im stochiometrischen Verhéltnis
von 1:2,2 mit dem Typ II Rezeptor vereinigt. Der Uberschuss von 10% Typ II Rezeptor wird wihrend
der Komplexpréparation mittels Gelfiltrations-Chromatographie (I1.10.5.1) abgetrennt.

Die Priparation erfolgt dabei wie bereits beschrieben (I1.13.1). Ausgehend von einem Volumen von
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4ml Komplex-Puffer wird der Ansatz auf 100ul eingeengt und auf die Gelfiltrations-Chromatographie

aufgetragen.

Trissoo-Puffer pH7,5:  10mM Tris pH7,5; 0,56M NaCl
MES7go-Puffer: 20mM MES pH6,0; 0,7M NaCl
HBS5¢¢-Puffer: 10mM Hepes pH7,4; 0,5M NaCl, 3,4mM EDTA

BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Komplex

Fiir die analytische Bildung des BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Komplexes wird von 3nmol bindrem
BMP-2 : BR-IA.. Komplex ausgegangen. Diesen werden im stochometrischen Verhéltnis von 1:1, 1:2,
1:3 oder 1:4 ActR-II.. zugesetzt und zur Analyse auf die Gelfiltrations-Chromatographie (I1.10.5.1)
in einem Volumen von 50ul aufgetragen.

Fiir die Priaparation des terndren BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Komplexes werden bis zu 25nmol
bindrer BR-TA.. : BMP-2 Komplex (aus I1.13.1.1) zu entsprechenden 55nmol ActR-11.. in 4ml Trisgoo-
Puffer pH7,5 pipettiert. Dieser Ansatz wird in einer Ultrafree 4 Zentrifugen-Filtereinheit (Amicon) auf
200ul eingeengt. Anschliefend erfolgt die Reinigung des Komplexes mittels Gelfiltrations-Chromato-
graphie (I1.10.5.1).

BMP-2 : BR-1IA.. : BR-II.. Komplex

Die analytische BMP-2 : BR-IA,. : BR-II.. Komplex-Bildung erfolgt durch Vereinigen von BMP-2 :
BR-IA.. Komplex mit dem BR-II.. in stochometrischen Verhéltnissen von 1:2,2 bis 1:20. Der Einsatz
von BR-IA.. : BMP-2 Komplex (aus 11.13.1.1) betriigt 5nmol. Die Priiparationen werden in 4ml
Trissgo-Puffer pH7,5, MES7go-Puffer und HBS5¢p-Puffer durchgefiihrt. Die Bildung des Komplexes
wird mittels Gelfiltrations-Chromatographie (I11.10.5.1) analysiert.

I1.14 Kristallisation von Proteinen

Grundlagen der Kristallisation von Proteinen

Das Erzeugen von Proteinkristallen hinreichender Qualitéit und Grofle ist die Voraussetzung fiir eine
Strukturanalyse mittels Rontgenbeugung.

Der Kristallisationsprozess lisst sich anhand der Loslichkeitskurve eines Proteins im Phasendiagramm
(Abbildung II.2) erkéren. In einer geséttigten Losung stehen geloste Proteinmolekiile in der fliissigen
Phase mit denen in der festen oder kristallinen Phase in einem Gleichgewicht. Aus diesem Gleichge-
wicht heraus ist keine Kristallisation moglich. Dafiir muss das System zunéchst aus dem Gleichgewicht
heraus in den Zustand der Ubersittigung iiberfiihrt werden, welche die freie Enthalpie und somit die
thermodynamische Triebkraft fiir den Kristallisationsprozess liefert.

In der iiberséttigten Losung kommt es spontan zur Bildung kleiner Aggregate, welche die Keime des
Kristallwachstums darstellen. Das eigentliche Wachstum dieser Kristalle erfolgt dann in der metasta-
bilen Phase, wobei sich die Konzentration des Proteins in Losung weiter erniedrigt und das System
in das Gleichgewicht der Sattigung zuriickkehrt.

Da die Zahl der Nukleationen mit steigender Ubersittigung zunimmt, fithrt die Kristallisation ausge-
hend von zu hoher Ubersittigung zur Bildung sehr vieler, meist unregelmiiflig wachsender Kristalle. Ein
optimales Kristallwachstum kann hingegen erzielt werden, wenn der Kristallisationsprozess moglichst
nah an der metastabilen Phase in der Ubersittigung startet. Dies fithrt zu einer geringen Anzahl an

Kristallisationskeimen, welche langsam und regelméfig zu groflen Kristallen heranwachsen kénnen.
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Abbildung II.2: Typische Loslichkeitskurve eines Proteins als Funktion der Fillungsmittelkonzen-

tration oder eines anderen Parameters.

Die entsprechenden Bedingungen kénnen dabei neben der bereits beschriebenen Fallungsmittelkonzen-
tration durch eine Vielzahl an Parametern beeinflusst werden. Zu diesen zéhlen die chemische Natur
des Fallungsmittels, die Temperatur, der pH-Wert der Losung, sowie der Zusatz von verschiedenen
Additiven (Metallionen und Detergenzien). Auch Erschiitterung, Konvektion und die Beschaffenheit
der Proteinlésung haben Einfluss auf die Kristallisation. Zudem behindern Inhomogenitiat und Konta-
minationen den Kristallisationsprozess und fiihren zu qualitativ schlechten Kristallen. Aufgrund der
Vielzahl der moglichen Parameter die Einfluss auf die Kristallisation von Proteinen nehmen, ist die
Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen ein experimenteller Vorgang nach der ,trial and
error,, Methode. Ausgehend von einem ,Sparse Matriz“ [JANCARIK and KimM, 1991; CUDNEY et al.,
1994] oder ,,Grid-Screen [GILLILAND and LADNER, 1996] werden systematisch einzelne Parameter wie
pH-Wert, Féallungsmittel-Konzentration, aber auch Temperatur und Zusatz von verschiedenen Addi-
tiven variiert, um aus dem Ergebnis dieser Anderungen auf die optimale Kristallisationsbedingung zu

schlieflen.
Proteinkristallisation nach der Dampfdiffusions-Methode

Bei der Kristallisation unterscheidet man verschiedene Techniken. Neben der fiir diese Arbeit relevan-
ten Dampfdiffusions-Methode ,,vapour diffusion method“ werden auch die ,,Batch“-Kristallisation, die
Fliissig-Fliissig Diffusion (mit Gegendiffusions-Methoden ,,counter diffusion method“) und die Dialyse
zur Erzeugung von Proteinkristallen verwendet.

Die Dampfdiffusion ist die am hiufigsten verwendete Methode, um in Mikrotropfen von Proteinlésun-
gen die notwendige Ubersiittigung einzustellen. Sie beruht auf dem Transport von Wasser oder leicht
fliichtigem Losungsmittel tiiber die Dampfphase zwischen einem Mikrotropfen einer Mischung aus Pro-
teinlosung und Reserviorlosung und der Reservoirlosung grofleren Volumens. Nach Verschlieen der
Kristallisationskammer steigt die Fallungsmittelkonzentration im Proteintropfen kontinuierlich an und
erreicht im Equilibrium anndhernd die der Reservoirlésung.

In der experimentellen Durchfithrung kann zwischen der Methode im héngenden ,, hanging drop* und
sitzenden Tropfen ,, sitting drop“ unterschieden werden. Die Abbildung I1.3 zeigt eine schematische
Darstellung der beiden Methoden.
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Tropfen aus Protein- und

Reservoirlosung
Deckgléschen
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~_ —— J
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Abbildung IT.3: Kristallisation im A) , hanging drop“; B) ,sitting drop“.
Schematische Darstellung eines Ausschnittes einer 24fach Linbro-Platte.

Im Fall des hingenden Tropfens (Abbildung I1.3 A)) wird der Microliter-Tropfen der Proteinlésung
auf einem silanisierten Deckglédschen (Hampton Research) vorgelegt und (1-x)VT an Reservoirlosung
zupipettiert. Anschlieffend werden diese Glischen auf die mit 1ml der entsprechenden Reservoirlosung
gefiillten Kammern einer Linbro-Platte (Hampton) mit dem Tropfen nach Innen aufgelegt. Um ein
Verdampfen der Losungen aus den Kristallisationskammern zu vermeiden sind diese mit Siliconfett
(Bayer, hochviskos) abgedichtet.

Zur Durchfithrung der , sitting drop* Methode werden entsprechende Platten (Hampton Research)
verwendet. Der Tropfen aus Protein- und Reservoirlssung wird auf die eine Art Sockel (siehe auch

Abbildung I1.3 B)) aufgesetzt und die Kammer mit Folie verschlossen.

11.14.1 Kiristallisation von Ligand-Rezeptor Komplexen

»Sparse Matrix-Screens“:  Crystal Screen I (Hampton Research)
Crystal Screen II (Hampton Research)
Structure Screen I (Molecular Dimensions Ltd.)
Structure Screen II (Molecular Dimensions Ltd.)
,,Grid-Screens*: PEG/Ton Screen (Hampton Research)
Malonat-Screen (Hampton Research)
JBScreen Nummer 5 (Jena BioScience)
Mes-Pulffer: 1M Mes mit 1IN HCI auf pH6,0 einstellen; sterilfiltriert bei 4°C lagern.
Hepes-Puffer: 1M Hepes Natrium-Salz, mit 1N HCI im entsprechenden Verhéltnis mi-
schen ergibt eine Pufferreihe von pH6,6 bis 8,5. Die Pufferstammlésung

wird iiber einen Spritzenfilter sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

Tris-Puffer: 1M Tris-HCI, mit 1N NaOH im entsprechenden Verhéltnis mischen ergibt
eine Pufferreihe von pH7,0 bis pH9,0; sterilfiltriert bei 4°C lagern.

Cacodylat-Puffer: 1M Natrium-Cacodylat, mit 1N HCI im entsprechenden Verh#ltnis mi-
schen ergibt eine Pufferreihe von pH5,0 bis pH7,4; sterilfiltriert bei 4°C
lagern.

Imidazol-Puffer: 1M Imidazol, mit 1IN HCIl im entsprechenden Verhéltnis mischen er-

gibt eine Pufferreihe von pH6,2 bis pH7,8; sterilfiltriert bei 4°C maximal
1Monat lagern.

Acetat-Puffer: 1M NaOAc, mit 1IN HCI im entsprechenden Verhéltnis mischen ergibt
eine Pufferreihe von pH3,6 bis pHb5,6; sterilfiltriert bei 4°C lagern.
Gerite: Linbro-Platte (24fach) (Hampton Research), Deckglidschen (¢ 22mm, si-

lanisiert) (Hampton Research)
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Der pH-Wert der in den Reservoirlésungen verwendeten Pufferlosungen wird durch Mischen von 1N
Séure oder Base zur 1M Stammlosung des Puffers eingestellt. Das eingesetzte Volumen richtet sich
nach der von Hampton Research angegebenen Tritrationskurve fiir eine Endkonzentration von 100mM
an Puffer in der Reservoirlosung. Der so eingestellte pH-Wert kann mit einem pH-Meter tiberpriift
und gegebenenfalls korrigiert werden.

Zur Kristallisation werden Proteinlésungen aus Komplexpraparation und Reinigung durch die Gelfil-
trations-Chromatographie (I1.10.5.1) eingesetzt. Hierfiir werden die Proteinlésungen je nach Léslich-
keit des Komplexes auf eine Konzentration von 2,6mg/ml bis 10mg/ml eingeengt. Um zusiitzliche
Kristallisationskeime aufgrund von kleinen Partikeln in der Proteinlésung zu entfernen, werden diese
zunéchst durch Zentrifugation fiir 10min bei 4°C 14.000rpm (Eppendorf Zentrifuge 5415C) abgetrennt.
Fiir das initiale Testen auf Kristallisationsbedingungen mit einem , Sparse Matrix-Screen“ wird auf
diese Zentrifugation verzichtet.

Die Kristallisationen erfolgen durch Dampfdiffusion im hdngenden Tropfen. Wenn nicht anders ange-
geben werden hierfiir Mischungen aus 2ul Proteinlosung und 1ul Reservoirlosung verwendet. Die Kam-
mern der Linbro-Platte werden entweder mit 500u] Reservoir im ,,Sparse Matrix-“ und ,,Grid-Screen*
oder 1ml Reservoirlosung im , Fine-Screen* befiillt. Die im ,, Fine-Screen“ eingesetzten Kristallisati-
onslosungen werden aus den Stammlésungen fiir Puffer, Fallungsmittel und eventuellen Additiven zu
dem Volumen von 1ml in einem Eppendorf-Reaktionsgefifl pipettiert und anschliefend 10min bei 4°C
und 14.000rpm zentrifugiert.

Die Kristallisation erfolgt in der Regel bei RT. Fiir die Kristallisation bei 10°C bzw. 4°C werden die
Kristallisationsplatten bei RT gesetzt und anschlieBend auf die entsprechende Temperatur abgekiihlt.
Zur Einstellung einer Kristallisationstemperatur von 10°C wird ein Klimaschrank mit Wasserkiihlung
verwendet. Fiir die Kristallisation bei 4°C werden die Platten in Isolierboxen mit Schaumstoffauslage

eingepackt und in den Kiihlraum gestellt.

11.14.2 ,,Seeding“ von Proteinkristallen

Mit Hilfe des ,,seeding” kann die Keimbildung in Kristallisationsanséitzen gesteuert werden. Man un-
terscheidet dabei zwischen dem , micro-seeding“ und dem ,,macro-seeding*’

Beim ,,micro-seeding® werden Kristallisationskeime aus einem sog. ,,Seed“-Ansatz in einen frischen
klaren Proteintropfen iibertragen. Als ,,Seed“-Ansatz kénnen Tropfen mit Mikro-Kristallen eines kris-
tallinen Prézipitats oder Kristallfragmente eines zerstorten grofieren Kristalls verwendet werden.
Dafiir wird der entsprechende Kristallisationsansatz wie in I1.14.1 beschrieben gesetzt und zunéchst
iiber Nacht pre-equilibriert. Anschliefend wird mit einem Katzen-Schnurrhaar einmal zunéchst durch
den ,,Seed“-Ansatz und danach einmal durch den Proteintropfen gezogen, die Kristallisationskam-
mer wieder verschlossen und die Platte zuriick in den Klimaschrank gestellt. Sinnvoll ist es eine
Verdiinnungsreihe des ,,Seed“-Ansatzes von 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50 und 1:100 zu erstellen und aus
diesen Losungen zu iibertragen. Dadurch wird die Anzahl der eingebrachten Keime reduziert und so
das Wachstum einzelner grofler Kristalle ermoglicht. Allgemein gilt, dass die Proteinkonzentration im-
mer konstant gehalten wird, wenn dann sollte die Fallungsmittelkonzentration oder die Verdiinnung

des ,,Seed“-Ansatzes gedindert werden.

Beim ,,macro-seeding* werden grofle Kristalle in neue Kristallisationsbedingungen iibertragen. Hierfiir
wird der Kristall mit einer Schlaufe aus dem Tropfen gefischt und mehrfach in seiner Reservoirlésung
gebadetet. Anschlieend wird er in den pre-equilibrierten Tropfen einer Kristallisationsbedingung
iibertragen die so gew#hlt sein sollte, dass sich der Kristall langsam auflést und somit frische Wachs-

tumsflichen an der Oberfliche gebildet werden kénnen. Auflerdem werden damit auch alle Mikro-
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Kristalle aufgelost. Sobald sich die Ecken des Kristalls abrunden und sich Rillen und Beschiadigungen
auf der Oberfliche gldtten wird der Kristall erneut mit einer Schlaufe entnommen und eine frische

Kristallisationsbedingung iibertragen.

11.14.3 ,,Soaking* von Proteinkristallen

Wihrend der Aufnahme von Réntgenbeugungsdaten werden Proteinkristalle aufgrund von Radikal-
bildungsprozessen, ausgeltst durch die Rontgenstrahlung, beschédigt. Diese Beschddigung kann durch
das Einfrieren des Kristalls bei 100K grofitenteils unterbunden werden [GARMAN and SCHNEIDER,
1997]. Wihrend des Einfrierens darf jedoch das Kristallwasser nicht gefrieren, da die Eiskristalle ih-
rerseits die strukturelle Integritdt des Proteinkristalls zerstéren. Sollen Proteinkristalle eingefroren
werden muss daher der Bildung von Eiskristallen durch den Einsatz von Gefrierschutzmitteln wie
zum Beispiel Zuckern, Ethylenglykol oder niedermolekulen Polyethylenglykolen aber auch Alkoholen
wie MPD entgegengewirkt werden. Oftmals ist jedoch die Kristallisation in Gegenwart dieser Zusétze
nicht moglich, weshalb diese im Nachhinein in den Kristall eindiffundiert werden miissen. Die Technik
dieses Einbringens von Losungen in einen intakten Kristall wird als ,,soaking* bezeichnet.

Fiir das ,,soaking* wird zundchst das Volumen des Kristallisationstropfens in welchem sich der Kristall
befindet mit Reservoirlésung auf 10ul gebracht. Anschliefend wird durch Zugabe von zum Beispiel
Glucose-Puffer die Glucosekonzentration im Kristallisationstropfen stufenweise bis zu einer Konzen-
tration grofer als 25%(w/v) erhoht. Insbesondere die ersten Schritte sind dabei moglichst klein zu
wéhlen um den osmotischen Stress auf den Kristall zu minimieren. Als Glucose-Puffer wird der Kris-
tallisationspuffer unter Zusatz von 40%(w/v) Glucose verwendet. Wenn nicht anders angegeben wird
in Stufen von 0,5%, 1%, 2%, 4%, 7%, 10%, 15%, 20%, 25% und 30% zugegeben und der Kristall
abschlieend kurz vor dem Einfrieren nochmals mittels einer Schlaufe durch den 40% Glucose-Puffer

gezogen. Zwischen den einzelnen Stufen der Glucosezugabe wird 2min gewartet.

I1.15 Awufnahme von Rontgenbeugungsdaten

Messeinrichtungen: Rigaku RU200 BH Drehanode (Rigaku), Graphitmonochromator (Riga-
ku), Dreikreisdiffraktometer (Siemens), Flachenproportionalzéhler (Siemens),
Tiefkiihl-System (Oxford CryoSystems)

Rigaku RU300 Drehanode (Rigaku), ,,Osmic Confocal Blue“ Optik (Rigaku),
inverses ¢-Einkreisdiffraktometer (Rigaku), R-AXIS 47 +Image Plate (Rigaku),
Tiefkiihl-System (Oxford CryoSystems), Gesellschaft fiir Biologische Forschung
(GBF), Braunschweig, Deutschland

Synchrotron-Strahllinie PX06SA, Swiss Light Source (SLS), Villigen, Schweiz
¢-Einkreisdiffraktometer, Mar-CCD Kamera (Mar-Research), Tiefkiihl-System
(Oxford CryoSystems)

Synchrotron-Strahllinie ID13, European Synchrotron Radiation Facility
(ESRF), Grenoble, Frankreich; x-Mikrogoniometer, Mar-CCD Kamera (Mar-
Research), Tiefkiihl-System (Oxford CryoSystems)

Synchrotron-Strahllinie 1D14-4, European Synchrotron Radiation Facility
(ESRF), Grenoble, Frankreich; ¢-Einkreisdiffraktometer, ADSC-Quantum 4R
(ADSC), Tiefkiihl-System (Oxford CryoSystems)
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Programme: XDS [KaABscH, 1993], MOSFLM [LESLIE, 1992], CrystalClear (Rigaku), (Softwarepa-
kete zur Verarbeitung und Prozessierung der Reflexdaten)
CCP4 [COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994], (Softwarepaket zur Pro-
zessierung von Reflexdaten)

Gerite: Quarzglaskapillaren (Mark), ¢ = 0,lmm, 0,3mm, 0,5mm, 0,7mm, lmm, 1,5mm und
2mm
Montage-Stifte mit 20um Nylon-Schlaufen, ¢ = 0,1-0,2mm, 0,2-0,3mm, 0,3-0,4mm,
0,4-0,5mm 0,5-0,7mm, 0,7-1mm (Hampton-Research), magnetischen Sockel (Hampton-
Research)

Aufnahme von Rdéntgenbeugungsdaten bei Raumtemperatur

Zur Aufnahme von Réntgenbeugungsdaten bei RT wird ein Kristall geeigneter Gréfle in einem Kapil-
larrohrchen aufgenommen und am Gonimeterkopf des Diffraktometers der Rontgenanlage montiert.
Das Uberfithren des in die Kapillare ist notwendig, um ein Austrocknen des Kristalls wihrend der
Messung zu verhindern.

Ein einzelner Kristall wird hierfiir aus dem Kristallisationstropfen in das Kapillarrohren mit Hilfe ei-
ner 500! Hamilton-Spritze aufgezogen. Der Durchmesser der Kapillare sollte dabei mindestens 100um
grofer als die langste Seitenkante des Kristalls sein, um Beschddigungen des Kristalls beim Aufziehen
zu vermeiden. Die Spitze der Kapillare wird mit fliissigem Bienenwachs verschlossen und die Kapillare
darauthin aufgestellt, sodafl der Kristall in der Pufferlésung nach unten sinkt. AnschlieBend wird der
Kristall in der Kapillare trockengelegt. Dies wird durch das Absaugen der Kristallisationslésung mit-
tels einer 100pm Kapillare erreicht, indem diese von der offenen Seite der liegenden Kapillare langsam
bis zum Kristall vorgeschoben wird. Ist der gesamte Puffer abgesaugt wird in 5-8mm Entfernung vom
Kristall wieder etwas Pufferlosung zugegeben und darauthin die Kapillare auch am unteren Ende mit
Bienenwachs verschlossen.

Die Kapillare wird anschliefend auf dem Goniometerkopf des Diffraktometers befestigt und im Dreh-

achsenzentrum optisch feinjustiert.
Aufnahme von Réntgenbeugungsdaten bei 100K

Der Vorteil der Aufnahme von Beugungsdaten von gefrorenen Kristallen ist im Abschnitt 11.14.3 be-
schrieben. Der Kristall wird hierfiir aus dem Kristallisationstropfen mit Gefrierschutzmittel in einer
Nylon-Schlaufe geeigneten Durchmessers aufgenommen. Die Schlaufe ist an einem Montage-Stift be-
festigt, welcher in einem magnetischen Sockel eingeklebt wird. Das Einfrieren auf 100K sollte moglichst
schnell entweder durch Eintauchen in fliisssigen Stickstoff oder durch schnelles Einbringen der Schlaufe
in den Stickstoffstrom des Kiihlsystems der Rontgenanlage geschehen.

In beiden Fillen wird der magnetische Sockel auf dem Goniometerkopf befestigt und der Kristall im
Drehachsenzentrum zentriert.

Zur Aufnahme der Beugungsdaten wird der Kristall im Rontgenstahl gedreht. Die Rotation erfolgt
hierbei um ein definiertes Winkelelement pro Zeit. Bei einem Dreikreisdiffraktometer (siehe auch Ab-
bildung I1.4) kann der Kristall hierfiir um die Winkel w (w-Scan) und ¢ (¢-Scan) gedreht werden. Die
Auslenkung des Detektors erfolgt um 20, sodass der gesamte Auflosungsbereich genutzt werden kann.
Die Schrittweite der Aufnahmen wird allgemein so gewéhlt, dass moglichst vollstdndige Reflexe pro
Beugungsbild aufgenommen werden kénnen. Sie betrégt, sofern nicht anders angegeben, fiir Auf-
nahmen an der Drehanoden-Messeinrichtung 0,5° (w-Scan) und fiir Aufnahmen am Synchrotron 1°
(¢-Scan). Die Belichtungsdauer richtet sich nach dem Beugungsvermogen des Kristalls und der Inten-
sitdt der eingesetzten Strahlungsquelle.

Die am Drehanoden-Messsystem erhaltenen Beugungsdaten werden mit dem Programm XDS
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Detektor

Goniometer-
Kopf

Abbildung II.4: Schematische Darstellung eines Dreikreisdiffraktometers. Der Kristall im Zentrum
des Diffraktometers ist an einem Goniometerkopf befestigt; die Drehwinkel 20, ¢ und w sind entspre-

chend angegeben.

[KABscH, 1993], die am Synchrotron aufgenommen Daten mit MOSFLM [LESLIE, 1992] und CCP/
[COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994] prozessiert. Die Datenprozessierung umfasst die
Indizierung der Reflexe, die Bestimmung und Verfeinerung der Kristallparameter, die Datenreduktion
(Reduktion symmetrieiquivalenter Reflexe) sowie die abschlieBende Integration der Amplituden der

Beugungsreflexe und Skalierung der Datensétze.

I1.16 Analyse von Rontgenbeugungsdaten

Grundlagen der Strukturanalyse durch Roéntgenbeugung

Kristalle bestehen aus einer symmetrischen Anordung kleiner Bausteine, die sich dreidimensional
periodisch wiederholt. Die kleinste sich wiederholende Einheit aus der sich ein kristallines System
zusammensetzt wird dabei als Elementarzelle bezeichnet. Sie wird durch die drei Basisvektoren a, b,
und c aufgespannt. Die Betriage dieser Vektoren werden mit den von ihnen eingeschlossenen Winkeln
«, f und v zu den Zellkonstanten zusammengefasst.

Die Streuung von Rontgenstrahlen fithrt an Kristallen zu charakteristischen Beugungsphénomenen
die 1912 erstmals von LAUE, FRIEDRICH und KNIPPING beschrieben wurden. Die Notwendigkeit der
Verwendung von Rontgenlicht fiir die Auflosung atomarer Strukturen dieser Kristalle, deren Details
im Angstréom-Bereich (1A = 0,1nm) liegen, wird durch die ABBEsche Beziehung verdeutlicht:

A
s> -
n st «

(IL7)

Sie beschreibt die maximale optische Auflésung der Abbildung eines Objektes in Abhingigkeit von

der Wellenlénge der Illuminationsquelle.
Rontgenbeugung und reziprokes Gitter

Die Rontgenbeugung an Proteinkristallen beruht auf der kohérenten Streuung (Thomson-Streung)
des einfallenden Primérstrahl an den Elektronen-Orbitalen der einzelnen Atome im Raumgitter. Die
ebenfalls auftretende Compton-Streuung bildet bei der Messung nur den Strahlungshintergrund. Der
gebeugte Strahl wird iiber destruktive Interferenz sich iiberlagernder Elementarwellen ausgeltscht oder
durch konstruktive Interferenz verstéarkt und kann als Reflex messbarer Intensitét detektiert werden.

Die Interferenzbedingung wird durch die BRAGGsche Gleichung wiedergegeben:

n-\=2dp sin© (H.S)
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Entspricht die Weglingendifferenz zweier Wellenziige, die an aufeinander folgenden Gitterpunkten
gestreut werden einem ganzzahligen Vielfachen der Wellenlédnge A der einfallenden Rontgenstahlung, so
kommt es zur konstruktiven Interferenz, die Bragg als dessen Reflexion an einer Netzebene des Kristalls
beschreibt. Diese Netzebenen haben einen relative Orientierung zum Kristallgitter und werden durch
die Millerschen Indizes mit den Werten hkl definiert.

Abbildung II.5: Rontgenbeugung an einem Raumgitter. A und B markieren zwei Gitterpunkte einer
Netzebene mit dem Abstand d. sg ist der Wellenvektor des Primérstrahls, s ist der Wellenwektor des
reflektierten Strahls. Ist die Wellenldngendifferenz (2dpx;sin®) zum tiefer in der Schicht liegenden
Punkt B fiir den Strahl R, ein ganzzahliges Vielfaches von A so kommt es zwischen R; und Ry zu

konstruktiver Interferenz.

Fiir den Streuvektor S des reflektierten Strahls gilt:

S=s— S0 (119)

Das reziproke Gitter stellt eine mathematische Umformung des realen Kristallgitters dar und dient
der Beschreibung des Beugungsbildes eines Kristalls. Die entsprechende Konstruktion ist in Abbildung
I1.6 wiedergegeben.

reziprokes

Abbildung II.6: Die Ewaldkugel als Konstruktion der Richtung der gestreuten Strahlung. Die Kugel
hat einen Radius von 1/A. Der Ursprung des reziproken Gitters ist O, so zeigt die Richtung des
einfallenden Strahls, s zeigt die Richtung des gebeugten Strahls.
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Der einfallende Primérstrahl sy weist in dieser Anordung auf den Ursprung des reziproken Gitters O,
welcher sich auf der Oberfléiche einer Kugel mit dem Radius 1/ befindet. Diese so genannte Ewald-
Kugel hat ihr Zentrum M am Ende des Vektors von sg.

Richtet man das reziproke Gitter nun so aus, das ein Gitterpunkt Pjj; auf der Oberfliche der Ewald-
Kugel zu liegen kommt, so befindet er sich in Reflexstellung, Die BRAGGsche Gleichung (I1.7) ist erfiillt
und es entsteht ein gestreuter Strahl s, welcher den Winkel mit mit dem Primérstrahl einschliefit. Der
Streuvektor S wird durch die Distanz O Py, wiedergegeben.

Strukturfaktoren, Elektronenendichte und Phasenproblem

Das Beugungsbild eines Proteinkristalls trigt sowohl die Gitterinformation (Zellkonstanten, Raum-
gruppe) als auch die molekulare Information der Proteinstruktur. Dabei liefert, wie bereits gezeigt, die
Lage der Reflexe entsprechend dem BRAGGschen Gesetz die Information iiber die Symmetrie (Raum-
gruppe) und Geometrie der regelméfiigen Anordnung im Kristall. Die molekulare Information, d.h. die
Molekiilstruktur wird hingegen durch die Intensitétsverteilung des Beugungsmusters wiedergegeben.

Die Reflexintensitédten werden dabei durch den so genannten Strukturfaktor F'(S) bestimmt. Er ist von
der Art und Verteilung der Atome in der Elementarzelle abhéngig. Fiir eine Herleitung der Berechnung

dieser Strukturfaktoren ist folgende vereinfachte Betrachtungsweise hilfreich.

\@
D

Abbildung I1.7: Das Zwei-Elektronen-System: e; und e;. Die Wegdifferenz zwischen der gestreuten
Welle 1 und 2 betréagt q + p.

In Abbildung I1.7 ist die Streuung einer Rontgenwelle an zwei Elektronen e; und ey gezeigt, deren Po-
sition zueinander durch den Vektor r wiedergegeben wird. Der einfallende Rontgenstrahl, beschrieben
durch den Vektor sg der Liange A/2 wird an diesen Elektronen in Richtung des Vektors s gebeugt. Da
fiir die Vektorlinge so = s = \/2 gilt, ergibt sich die Wegdifferenz mit p+q = -7+ (sg — s). Die Welle
an Elektron es liegt in Phase gegeniiber der Welle an Elektron ey zuriick. Unter Beriicksichtigung von
Welle 1 betréigt die Phase der Welle 2 somit:

27 (s0—8) A

S =2mr- S (IL.10)

Wie bereits beschrieben erfolgt die Streuung des einfallenden Rontgenstrahls an der Elektronenhiille
der Atome des Raumgitters. Damit lidsst sich das Zwei-Elektronen-Modell auf die Elektronenhiille

eines einzelnen Atoms anwenden. Die Streuung ist dabei von der Anzahl der Elektronen sowie ihrer

Position in der Hiille abhéingig und wird durch den Atomstreufaktor f beschrieben.

f= /p(r)e%"'sdr (I1.11)
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Die Summation der Streubeitrédge aller Atome n an den Positionen r; der Elementarzelle wird durch
den Strukturfaktor F(S) wiedergegeben.

F(S) = zn: fie?mirs (I1.12)
j=1

Unter Beriicksichtigung der Laue-Bedingungen welche besagt, dass ein Kristall nur dann Rontgen-
stahlen streut, wenn gilt a - .S ist ein ganzzahliges Vielfaches von h, b- S ist ein ganzzahliges Vielfaches
von k und c- S ist ein ganzzahliges Vielfaches von [ kann der Strukturfaktor fiir den gesamten Kristall

formuliert werden. Mit r; = x;a + ;b + z;c ergibt sich:

n
F(hkl) =) fie?mheathustiz) (I1.13)

Jj=1

Die Intensitét des gebeugten Strahl hkl ist proportional dem Quadrat der Amplitude des Strukturfak-
tors F'(hkl). Da der Strukturfaktor eine Funktion der Elektronendichteverteilung in der Elementarzelle
darstellt, kann die Elektronendichte p daher aus den Strukturfaktoren durch Fouriertransformation

erhalten werden:

p(hkl) = %ZZZF(hkl)e—%w“ky“ﬂ (IL.14)
h k l
mit F(hkl) = |F(hkl)|e'rx
1 .
plhkl) = - SN D CIF(hkl)| et e hethytiz) (IL.15)
h k l

Die Elektronenendichte p kann somit fiir jeden Punkt x,y,z der Elementarzelle berechnet werden, wenn
die Strukturfaktoren F'(hkl) fiir alle gemessenen Reflexe hkl bekannt sind. Der Vektor Strukturfaktor
setzt sich aus der Amplitude |F(hkl)| und Phase ¢pj; des Reflexes zusammen und spiegelt damit das
Grundproblem der Rontgenbeugung, das so genannte ,Phasenproblem* wieder. Das Beugungsexperi-
ment erlaubt lediglich die Messung der Amplitude |F'(hkl)|, die Information der Phase geht verloren.
Zur vollstdndigen Bestimmung der Strukturfaktoren und der Berechnung der Elektronendichte sind

somit indirekte Methoden zur Phasenbestimmung notwendig.
Methoden zur Lisung des Phasenproblems

Wie gezeigt werden konnte, enthélt das messbare Beugungsbild nicht alle zur Berechnung des Abbildes
notwendige Daten, die Phasen sind durch die Beugungsmessung nicht zugénglich. Fiir die Ermittlung
dieser Phasen ¢p; miissen daher indirekte Verfahren angewendet werden, die sich ja nach Anwen-
dungsbereich fiir organische bzw. anorganische Molekiile (bis etwa 100Atome pro Elementarzelle)
und biologische Makromolekiile stark unterscheiden. Bedingt durch die geringere Anzahl an Atomen
konnen die Strukturen kleinerer anorganischer und organischer Substanzen mit so genannten ,,direk-
ten“ Methoden routinemiflig aufgeklart werden. Die Bezeichnung ,,direkte” Methode ist in der direkten
Ableitung der Phasenwerte aus den gemessenen Werten begriindet. Hierzu werden mittels statistischer
Verfahren [HARKER and KASPER, 1948; SAYRE, 1952] aus einzelnen Reflexen zunichst Startphasen
bestimmt, welche schliefSlich zu einem kompletten Satz an Phasen erweitert werden konnen. Beide Ver-
fahren sind aufgrund systematischer und mathematischer Limitationen auf biologische Makromolekiile

nicht mehr anwendbar. Mathematische Grundlage der in der Proteinkristallographie heute iiblichen
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Methoden zur Bestimmung der Phasen wie isomorpher Ersatzes ( ,isomorphous replacement®, anor-
malen Streuung ,anomalous scattering” und molekularer Ersatz (,,molecular replacement® bildet die

so genannte Patterson-Funktion P(uvw).
1
Pluvw) = — zh: zk: Zz: |F(hkl)|? cos[2m (hu + kv + lw)] (I1.16)

Bereits 1935 konnte durch A.L. Patterson gezeigt werden, dass eine mit den phasenlosen Amplituden-
quadraten |F(hkl)|* durchgefithrte Fouriertransformation analog zu Gleichung IL.15 eine Vektorkarte
mit allen interatomaren Absténden ergibt. Damit ist aus den experimentell zugénglichen Amplituden
der Reflexe allein eine Aussage iiber den atomaren Aufbau des Molekiils moglich. Ein Maximum in
der Patterson-Karte am Punkt uvw zeigt die Anwesenheit zweier Atome im Kristall, deren Positionen
um den Vektor uvw auseinander liegen. Die tatsédchlichen Positionen 1, y1, 21 und s, y2, 22 sind aller-
dings nicht ableitbar. Die Patterson-Karte stellt somit eine Abbildung aller Absténde im Molekiil dar,
wobei die Vektoren, deren Winkel zueinander erhalten bleiben, an den Ursprung translatiert werden.
Aufgrund der unbestimmten Richtung der Abstandsvektoren ist die Anzahl der Vektoren verdoppelt
und zentrosymmetrisch um den Ursprung angeordnet (siehe auch Abbildung IL.8).

A

)

Abbildung II.8: Erstellung einer Patterson-Karte. A) zeigt ein einfaches Molekiil aus vier Atomen
in einer Elemantarzelle. B) zeigt die intermolekularen Vektoren und in C) ist die daraus resultierende

Patterson-Karte dargestellt; U, Ursprungsmaximum

Nahezu alle Verfahren zur Ermittlung der Phasen verwenden die Patterson-Funktion als Startpunkt,

da sie eine Korrelation der zu bestimmenden Struktur mit den gemessenen Daten ermdoglicht.

11.16.1 Bestimmung der ,,Reflexphasen® mit der Methode des Molekula-
ren Ersatzes

Die Methode des Molekularen Ersatzes wurde von HOPPE [1957] und ROSSMANN and BLow [1962] ent-
wickelt und findet mit der Verfiigbarkeit von Modellstrukturen aus den Datenbanken vermehrt Einsatz
in der Analyse von makromolekularen Kristallstrukturen. Das Prinzip des molekularen Ersatzes ist
dabei die Anwendung der Phaseninformation eines Modells auf Messdaten eines Beugungsexperiments
durch Positionierung eines Modells in die Einheitszelle der neuen Struktur. Diese Positionierung ist
eine sechs-dimensionales Suche. Die sechs Freiheitsgrade sind die Rotation um die Winkel «, 8 und
und die Translation entlang der Basisvektoren a, b und ¢. Durch ROSSMANN and BLow [1962] konnte
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gezeigt werden, dass sich dieses sechs-dimensionale Problem in zwei dreidimensionale, die Rotations-
suche und die Translationssuche zerlegen lésst. Eine derartige Vereinfachung hat vor allem technische
Vorteile, da eine sechs-dimensionale Losung mit den heutigen Computerresourcen nach wie vor einen
zu groflen Zeitraum in Anspruch nehmen wiirde.

Fiir die Rotationssuche, sowie fiir die Translationsuche wird von der aus der bereits erlduterten
Patterson-Funktion erhaltenen Patterson-Karte ausgegangen. Der Vergleich der Patterson-Karten aus
Beugungsdaten und Modellstruktur erlaubt bei hoher Ahnlichkeit sowohl die Orientierung als auch

die Position des Molekiils in Analogie zum Modell zu bestimmen.

I1.16.1.1 Molekularer Ersatz: Rotationsfunktion

Programme: CNS [BRUNGER et al., 1998], Protokoll cross_rotation.inp.
Gerite: PC, Betriebssystem SuSE 8.2 Linux

Im Programm CNS [BRUNGER et al., 1998] sind zwei Typen der Rotationssuche implementiert, die
,traditionelle Rotationssuche“ und die ,,direkte Rotationssuche*. Zwischen diesen Beiden besteht ein
konzeptioneller Unterschied. Wahrend in der traditionellen Rotationssuche zwei Patterson-Karten
gegeneinander gedreht und iiberlagert werden, erfolgt in der direkten Rotationssuche die Drehung des
molekularen Modells.

Die traditionelle Rotationsfunktion Rot(2) fiir eine gegebene Winkelorientierung Q wird im realen
Raum (im Gegensatz zum méglichen reziproken Raum) nach [BRUNGER, 1990] gemifl Gleichung
(I1.16) berechnet.

ROt(Q) = /Pobs(u)Pmode”(Qu)du (1117)
U

Pops und Pyogen stellen dabei die Patterson-Funktionen der Zielstruktur und des Modells dar und u
ist ein Postionsvektor im Patterson-Raum U. Bei optimaler Uberlagerung von Py und Pyoge, d.h.
bei korrekter Orientierung des Suchmodells zeigt die Rotationsfunktion ein Maximum. Grundlage
dieser Methode ist, dass die intramolekularen Abstandsvektoren nur von der Orientierung, nicht aber
von der exakten Position des Molekiils in der Elementarzelle abhéngen. Durch geeignete Wahl des
Integrationsvolumens U werden die intramolekularen Abstandsvektoren zwischen direkt verbundenen

Atomen von der Suche ausgeschlossen.

I1.16.1.2 Molekularer Ersatz: Translationsfunktion

Programme: CNS [BRUNGER et al., 1998], Protokoll translation.inp
Gerite: PC, Betriebssystem SuSE 8.2 Linux

Nachdem die Orientierung des Molekiils ermittelt wurde, erfolgt die Suche nach der Position in der Ele-
mentarzelle durch Berechnung der Translationsfunktion nach [CROWTHER and Brow, 1967]. Hierfiir
wird ein Satz intermolekularer Abstandsvektoren zweier symmetrie-verwandter Molekiile 1 und 2 be-

nutzt. Diese so genannten Kreuz-Patterson-Vektoren kann nach folgender Gleichung berechnet werden:
Pio(u) = /pl(z)pg(z + u)dz (I1.18)
v

Abbildung I1.9 zeigt ein Paar symmetrie-verwandter Molekiile in einer Elementarzelle mit Ursprung

in O. Die Position des lokalen Ursprungs von Molekiils 1 wird hierbei durch den Vektor s und die des
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Abbildung II.9: Die Positionen von Molekiil 1 und Molekiil 2 sind durch x und = 4 u wiedergegeben.
01 und Oz bezeichnen deren lokale Urspriinge und [C] beschreibt die Matrix iiber die Molekiil 1 in
Molekiil 2 {iberfithrt werden kann.

lokalen Ursprungs von Molekiil 2 iiber [C]s + d beschrieben. Wenn fiir den intermolekularen Vektor ¢
zwischen O; und Oz nun ¢t = —s+ [C]s + d gilt, ergibt sich mit der Entwicklung der Elektronendichte

p als Fourier-Serien von Strukturfaktoren F;:

Pio(u,t) =Y Fani(h) - Fapa(h[C])e 2 e2mitu (I1.19)
h

Diese Kreuz-Patterson-Funktion einer Modellstruktur, in der zwei Molekiile aufgrund ihrer kristal-
lographischen Symmetrie in Beziehung gestellt sind, wird mit der beobachteten Patterson-Funktion

P,ps(u) verglichen und ermoglicht letztendlich die Berechnung der Translationsfunktion.

T(t) = / Pro(u, t) Pops (u)du (I1.20)
14

Wenn der intermolekulare Vektor des Modells ¢ gleich dem echten intermolekularen Vektor #; ist,
erreicht die Translationsfunktion T'(¢) einen Maximum, da dann die berechnete Patterson-Funktion
P o(u,t) korrekt auf die gesuchte Patterson-Funktion Py passt. Mit der Verkniipfung der Gleichun-
gen I1.19 und I1.20 ergibt sich die Translationsfunktion 7T'(¢) als Summation der Form:

T(t) = [Fors(h)[* - Fari(h) - Faga(h - [C])e 2" (IL.21)

Die experimentell bestimmten Intensititen werden durch |Fops(h)|*> wiedergegeben, Fysi(h) und
Fara(h - [C]) entsprechen den aus dem Modell berechnete Strukturfaktoren. Hiermit ist eine einfa-
che Verkniipfung zwischen einem Satz von Kreuzvektoren einer Modellstruktur und der Patterson-

Funktion der Zielstruktur als Fourier-Serie hergestellt.

Mit der erfolgreichen Positionierung des Modells in die Elementarzelle der zu bestimmenden Struktur
kann aus der Phaseninformation des Modells und den gemessenen Strukturfaktoren das erste moleku-
lare Modell der neuen Struktur ermittelt werden. Da die Phaseninformation jedoch einen N&herungs-
wert darstellt, weisen die aus dem molekularen Modell errechneten Strukturfaktoren F.,. nur eine
geringe Ubereinstimmung mit den gemessenen Strukturfaktoren F,;s auf und bediirfen daher weiterer

Verfeinerung.

I1.17 Kristallographische Auswertung

Die kristallographische Verfeinerung stellt einen iterativen Prozess zur Verbesserung der Ubereinstim-

mung von Strukturfaktoren des Modells und der Zielstruktur dar. Die Anpassung des molekularen
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Modells hin zu den experimentellen Strukturfaktoren erfolgt dabei durch die Anderung der Position
der Atomkoordinaten und deren Temperaturfaktoren. Der Wert des Temperaturfaktors beschreibt da-
bei wie stark das jeweilige Atom um seine Position oszilliert. Aufgrund der hohen Anzahl von Atomen
in makromolekularen Strukturen resultiert eine Vielzahl moglicher Verfeinerungs-Parameter, wobei
das Verhiltnis dieser zu den experimentellen Daten (Beugungsreflexen) nur eine unzureichende Uber-
bestimmung zulésst. Daher werden in den Strukturverfeinerung so viele wie mogliche weitere Daten
einbezogen. Zu diesen zdhlen stereochemischen Informationen aus Kleinmolekiilstrukturen, wie Bin-
dungslingen und -winkel [ENGH and HUBER, 1991], aber auch Wassermolekiile in den Zwischenrdumen
der Proteinketten sowie, falls vorhanden, die nichtkristallographische Symmetrie.
Nichtkristallographische Symmetrie liegt dann vor, wenn identische Molekiile innerhalb der Elementar-
zelle in unterschiedlicher Orientierung auftreten. Die Symmetrieoperation iiber die sie ineinander
iiberfithrbar sind, ist dabei kein Symmetrieelement der Elementarzelle.

Die stereochemischen Daten kénnen auf zwei verschiedene Arten in der Verfeinerung angewendet

43

werden. Im , constrained refinement* wird der Wert eines bestimmten Parameters festgeschrieben,
wohingegen beim , restrained refinement” fiir alle stereochemischen Parameter die Variation um einen
Standardwert erlaubt ist welche von einem Energieterm kontrolliert werden. Die Atomkoordinaten
sind dabei die Variablen, die Bindungsléingen und -winkel, sowie die Torsionswinkel und die van der
Waals Kontakte stellen die ,restraints* dar.

Die Ubereinstimmung der Strukturfaktoren F,ps und Fiq. wird durch den R-Wert wiedergegeben.

Z ||Fob5| - k|FcaZC||

R — hHl AT . 100% (I1.22)
obs

hkl

Hierbei beschreibt F,;s den Strukturfaktor, welcher aus den gemessenen Intensitdten bestimmt wur-
de und F.4. den entsprechenden, aus dem aktuellen molekularen Modell errechneten Strukturfaktor.
Der Skalierungsfaktor k ist aus dem Wilson-Plot [WILSON, 1942] zugéinglich und beriicksichtigt die
Atomstreufaktoren, sowie die Anzahl der Atome in der Elementarzelle.

Wieviele Parameter in die Verfeinerung hinzugezogen werden héngt von der Anzahl der gemessenen
Reflexe und somit von der Auflésung des Datensatzes ab. In Proteinstrukturen mit einer Auflésung von
1,5A bis 2,8A werden normalerweise die Koordinaten aller Atome auBer Wasserstoff, sowie die indi-
viduellen, gekoppelten isotropen Temperaturfaktoren verfeinert. Lediglich bei hochaufgelosten Daten
< 1,5A konnen auch Wasserstoffatome und anisotrope Temperaturfaktoren mit einbezogen werden.
Eine Verfeinerung ist nur dann sinnvoll, wenn nicht mehr Parameter freigegeben werden, als Reflexe
zur Verfiigung stehen. Ist dies nicht der Fall und werden somit zu viele Parameter im Verfeinerungspro-
zess verwendet sinkt der R-Wert beliebig, was als das so genannte ,, overfitting” bezeichnet wird. Zur
Beschrankung dieser iiberméfigen Verfeinerung wurde der freie R-Wert (Rjre.) eingefithrt [BRUNGER,
1992, 1993]. Bei dieser Methode werden die Reflexe in den Arbeitssatz (,working set“ - (W)) und
den Testsatz (,test set“ - (T)) aufgeteilt. Der Testsatz enthilt 5-10% der gemessenen Reflexe welche
zufillig bestimmt werden. Die Verfeinerung erfolgt ausschlielich gegen der Arbeitssatz und der freie
R-Wert (Rjre.) wird aus den Reflexen des Testsatzes nach Gleichung II1.23 bestimmt:

Z ||F0bsl _k|Fcalc||
T

hklC
Z |Fob5|
hEICT

-100% (11.23)

R free =

wobei hkl C T alle zum Testsatz T gehorigen Reflexe bezeichnet.

Beide, sowohl der R-Wert als auch der Rfr..-Wert miissen im Verlauf der Verfeinerung einem mini-
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malen Grenzwert entgegen streben. Ist eine Konvergenz fiir den freien Rjf..-Wert erreicht kann die
Verfeinerung abgeschlossen werden.

Der Rfre.-Wert stellt somit einen wichtigen Indikator fiir die Ubereinstimmung des Strukturmodells
zur realen Situation der gemessenen Daten dar [KLEYWEGT and BRUNGER, 1996].

11.17.1  Verfeinerung mit dem Programm REFMAC

Programme: REFMAC4 [MURSHUDOV et al., 1997], TLS & restraint refinement
Gerite: PC, Betriebssystem SuSE 8.2 Linux

Die Verfeinerung des Strukturmodells erfolgt im Programm REFMAC4 [MURSHUDOV et al., 1997]
aus dem Programmpaket CCP4 [COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994]. Es basiert auf
dem Formalismus der hochsten Wahrscheinlichkeit ,, maximum likelihood formalism* [FISHER, 1912],
welcher entsprechend BRICOGNE [1997] in die kristallographische Verfeinerung eingefiihrt wurde.

Die Verfeinerung wird hierbei als , TLS & restraint refinement“ durchgefiihrt, wobei vier TLS-Grup-
pen, zwei fiir die beiden Monomere des BMP-2, sowie zwei fiir die des BR-TA.., eingerichtet werden.
Pro Durchlauf werden jeweils in 25 Zyklen zunéchst die TLS-Gruppen verfeinert und anschliefend
das ,restraint refinement“ durchgefiihrt. Als weitere Parameter werden der Temperaturfaktor und
ein Wichtungsterm (,,weight term*) dem Verlauf der strukturellen Verfeinerung angepasst. Dariiber
hinaus wird auch der o4-Wert mit 50 Zyklen in die Verfeinerung einbezogen.

Das automatische Einfiigen von Wassermolekiilen in das bereits verbesserte Strukturmodell erfolgt
mit der Durchfithrung von je 10 Zyklen des ,APS & restraint refinement*.

Die Qualitat der durchgefiihrten Verfeinerung wird nach jedem Zyklus iiber die R-Werte R und Rfree,
dem mittleren Temperaturfaktor, sowie auf geometrischen Abweichungen (r.m.s.d. der Bindungswin-
kel) kontrolliert.

Die berechneten Koordinaten (PDB-Dateien) und Elektronendichtekarten F,ps - Feqe und

2F b5 - Fca1e werden nachfolgend manuell weiter optimiert.

11.17.2 Manuelles Bauen der Koordinaten

Programme: Quanta2000 (Accelerys Inc.)
Geriite: SGI Octane, (Silicon Graphics Inc.)

Die manuelle Anderung der Koordinaten wird mit dem Programm Quanta2000 (Accelerys Inc.) durch-
gefiithrt. Die Elektronendichtekarten F,ps - Fegie und 2F 545 - F g werden hierfiir in einer Minimum-
bzw. Maximumfunktion mit der fiir die Aminoséiure bzw. Peptidkette errechneten Modelldichte ver-
glichen.

Fiir das manuelle Einfiigen von Wasser wird ein Schwellenwert von 3-4¢ in der ersten und zweiten
Fops - Feae Elektronendichtekarte festgelegt und diese Wassermolekiile im Refinementprozess iiber-
priift. Treten Positionsinderungen auf oder weist das Wassermolekiil einen Temperaturfaktor B> 70A2

auf, wird das Molekiil wieder entfernt.
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11.17.3 Strukturelle Analyse des BMP-2 : BR-IA,. Ligand Rezeptor Kom-
plexes

Bestimmung der Wasserstoff-Briickenbindungen

Programme: HBPLUS, [MCDONALD et al., 1993; MCDONALD and THORNTON, 1994]
Gerite: PC, Betriebssystem SuSE 8.2 Linux

Fiir die Bestimmung der Wasserstoff-Briickenbindungen in der Interaktionsfliche zwischen BMP-2 und
BR-IA.. wird das Programm HBPLUS [McDONALD et al., 1993; MCDONALD and THORNTON, 1994]
verwendet. Das Progamm ermittelt dabei die Wasserstoffatome auf Grundlage der Koordinaten-Datei
(PDB-Datei) und iiberpriift paarweise Donor- und Akzeptor-Atome iiber geometrische Parameter auf
mogliche H-Briicken (siehe hierfiir auch Abbildung 1.9 in Kapitel I1.2). Wasserstoff-Briickenbindungen
werden ermittelt, wenn ein maximaler Abstand d < 3,3A bzw. r < 2,5A nicht iiberschritten wird,
sowie der D-H-A Winkel ® > 90.0°, der D-A-C Winkel ¢ > 90.0° und der H-A-C Winkel v > 90.0°
betragen [BAKER and HUBBARD, 1984].

Bestimmung von Kristall-Kristall Kontakten

Programme: CONTACT Version 4.2, [COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994]
Gerite: PC, Betriebssystem SuSE 8.2 Linux

Fiir die Bestimmung von Kontakten im Kristallgitter des BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Kom-
plexes wird das Programm CONTACT aus dem Programmpaket CCP/ [COLLABORATIVE COMPU-
TATIONAL PROJECT, 1994] verwendet. Das Programm listet hierbei alle Atomabstéinde zwischen den
symmetrie-iquivalenten Komplexen fiir Abstéinde < 5A.



II1 Ergebnisse

III.1 Praparation der extrazelluliren Domé&nen der Typ I

Rezeptoren

I1I1.1.1 Préaparation von BR-IA.. aus E. col:

I11.1.1.1 Expression und Reinigung der extrazelluliren Domine des BR-IA

Die extrazelluldre Doméne des BMP Typ IA Rezeptors (BR-IA..) wurde durch Expression als Thio-

redoxin-Fusionsprotein aus F.coli erhalten. Ausgehend von dem durch Herrn Dr. T. Kirsch erstellten

Expressionsvektor pET32a_BR-IA.. erfolgte die Herstellung und anschliefende Reinigung weitgehend
entsprechend dem publizierten Protokoll [KIRSCH et al., 2000b].

Die Sequenz, kodierend fiir die Reste 24 bis 152 des Vorldufer-Proteins [TEN DUKE et al., 1993],
sowie eine N-terminale Verlingerung von GSGAMA wurden von ihm in den modifizierten pET32a

unter Verwendung der Restiktionsschnittstellen Ncol und Bpu1102 kloniert. Der modifizierte Vektor
unterschied sich dabei vom originalen pET32a durch die Deletion der Basenpaare 223 bis 297. Der
verwendete Expressionvektor pET32a_BR-IA.. ist in Abbildung II1.1 dargestellt und wurde in den
E.coli-Stamm AD494(DE3) transformiert.

lacl pET32a BRIA,  Amp
6091bp

2000

_ 4000

3?00

Abbildung III.1: Expressionsvektor pET32a_BR-TA,..
Die iiber die Schnittstellen Ncol und Bpull02 eingefiigte
Sequenz der extrazelluldren Doméne des BR-IA (BRIA,,)
schliefit an das Thioredoxin (trxA), den 6x His-Tag (H) und
die Thrombin-Schnittstelle (T) an.

Ezxpression und Zellaufschluss

Die Expression von BR-IA,. erfolgte im préparativen Maflstab aus 7,21 Bakterienkultur entsprechend
dem in Kapitel 11.8.4.1 beschriebenen Protokoll. Dabei wurden sowohl die Expression bei 30°C als

auch die bei RT wie angegeben durchgefiihrt.
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In beiden Fillen lieflen sich etwa 4g Bakterienzellen pro Liter Kulturmedium isolieren, die in Portionen
zu 8g bis 10g gelagert und wie nachfolgend beschrieben einzeln aufgearbeitet wurden.

Der Zellaufschluss ist in Kapitel 11.8.4.2 angeben und wurde stets entsprechend durchgefiihrt. Die so
erhaltenen 50ml Rohextrakt wurden umgehend auf die Ni-Chelat Sepharose aufgetragen.

Chromatographie an Ni-Chelat Sepharose und Thrombin-Spaltung

Die Durchfiihrung des ersten Reinigungsschrittes der Praparation BR-IA.. durch Chromatographie an
Ni-Chelat Sepharose ist unter I11.10.1.1 beschrieben. Das aufgrund des 6x His-Tags an das Sdulenmate-
rial gebundene Thioredoxin-Fusionsprotein wurde im Stufengradienten mit 0,5M Imidazol eluiert und
anschlieend die einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE analysiert. In Abbildung II1.2 ist eine der-
artige SDS-PAGE gezeigt. Alle Fraktionen, in denen bei einem Auftrag von 10ul Protein-Losung die
Bande des BR-TA.. Thioredoxin-Fusionsproteins mit einem Molekulargewicht My, von 28.582 (kalku-
liert) durch Coomassie-Férbung nachzuweisen waren, wurden zusammengefasst und zur Vorbereitung
der Thrombin-Spaltung dialysiert. Dies erfolgte zunéichst gegen EDTA-Puffer, um Ni-Ionen aus der
Probe abzutrennen, die durch ihrer Interaktion mit dem His-Tag zur Prézipitation des Fusionsproteins

fiihrten, und nachfolgend gegen Thrombin-Spaltpuffer.

9|

67| —
43| - o Abbildung III.2: Chromatographie
30| - - . an TraBRIA, des Trx-BR-IA.. an Ni-Chelat Se-
pharose. SDS-PAGE der Elutions-

20,1 - - . .

fraktionen (1-5), mit Auftrag (RE,
144 - Rohextrakt), Durchlauf (DL) und
M, x10° : : S 1
M REDL W 1 2 3 1 s Waschschritt (W) bei 60mM Imida,

Fraktionen zol der Ni-Chelat Saule.

Die Ausbeute dieses ersten Reinigungschrittes konnte fiir die Expression bei 30°C mit durchschnitt-
lich 55mg/l ermittelt werden. Die Expression bei RT ergab bis zu 120mg/l BR-IA.. Thioredoxin-

Fusionsprotein.

Die Durchfithrung der Thrombin-Spaltung ist in Kapitel I1.11.6.1 beschrieben. Das zu einer Konzen-
tration von 100xM in Thrombin-Spaltpuffer vorliegende Thioredoxin-Fusionsprotein wurde durch die
Behandlung mit der Protease Thrombin in Thioredoxin inklusive 6x His-Tag und in BR-IA.. gespal-
ten. Die bei 30°C iiber 4h durchgefiihrte Spaltung erfolgte dabei in Gegenwart von 1/500 Massenteilen
Thrombin. Der Spaltansatz wurde anschlieffend zur Dialyse gegen Auftragspuffer der nachfolgenden
Anionaustausch-Chromatographie gegeben. Die Zusammensetzung der so vorbereiteten Probe ist in
der in Abbildung III.4 gezeigten SDS-PAGE mit der Probenbezeichnug ,, TS* dargestellt. Unter nicht-
reduzierenden Bedingungen (Abbildung I11.4 B) iiberlagern sich die Banden fiir das Thioredoxin und
den BR-TA.. nahezu. Eine Unterscheidung war mit einer SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingun-
gen, wie sie in Abbildung IT1.4 A) gezeigt ist moglich, da der BR-TA.. dort eine Verschiebung zu einem

scheinbar hoheren Molekulargewicht zeigte.
Anionenaustausch-Chromatographie an Fractogel EMD TMAFE

Die Anionenaustausch-Chromatographie an Trimethylaminoethyl- (TMAE) Material diente sowohl
der Abtrennung des Thioredoxins, als auch der Multimeren von BR-IA... Wie in Kapitel 11.10.4.1
beschrieben wurde hierfiir in einem linearen Gradienten von OM bis 0,35M NaCl innerhalb von 60min
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bei einem Fluss von 1ml/min eluiert. Das in Abbildung II1.3 dargestellte Chromatogramm dieses
Reinigungsschrittes zeigt die Elution des Thioredoxins bei einer NaCl Konzentration bis 0,2M NaCl.
Bei einer Konzentration des NaCl-Gradienten von 0,2M bis 0,25M eluierte der monomere BR-TA,.
unmittelbar nachfolgend und leicht iiberlappend zum Thioredoxin. In den restlichen Fraktionen des

Gradienten bis 1M NaCl konnten verschiedene Multimere von BR-IA.. nachgewiesen werden.

2,0 Thioredoxin — 1,0
/ L
L 0.9
/ L
/ - 08
1,54 l
’J‘ 0,7
J“ -
g 06 2.
| L ‘g
& 10 BR-IA, - 0.5 g
é multimer L 04
< 033
0,5 .
0,2
0,1
0,04 - L 0,0
- e e e L

Fraktionen zu 1,5ml

Abbildung III.3: Elutionsprofil der Anionenaustausch-Chromatographie von BR-IA.. nach
Thrombin-Spaltung des Thioredoxin-Fusionsproteins an Fractogel EMD TMAE.

Die zu 1,5ml gesammelten Fraktionen wurden auf ihre Zusammensetzung mittels SDS-PAGE ana-
lysiert. Aufgrund des bereits beschriebenen Laufverhaltens von Thioredoxin und BR-IA.. waren zur
Bestimmung des Pools an monomerem BR-IA.. SDS-PAGEs sowohl unter reduzierenden wie auch
unter nichtreduzierenden Bedingungen notwendig. Beide sind in Abbildung I11.4 gezeigt.

Der Start der Elution an BR-IA.. ist damit in Abbildung I11.4 A) deutlich ab Fraktion 19 zu er-
kennen. Dahin gegen ist aus der SDS-PAGE in III.4 B) eine Zunahme an Multimeren von BR-IA.,
ab Fraktion 25 nachzuweisen. Somit wurden die Fraktionen 19 bis 24 zusammengefasst und gegen
HBS5g0-Puffer zur Vorbereitung der BMP-2 Affinitéts-Chromatographie 11.10.2.2 dialysiert. Die Aus-
beute an BR-IA .. nach der Anionenaustausch-Chromatographie lagen mit durchschnittlich 7mg/1 bei
einer Expression bei 30°C und mit bis zu 8mg/1 bei RT-Expression nahezu gleich.
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Abbildung III.4: Zusammensetzung der Elutionsfraktionen nach Anionenaustausch-Chromatogra-
phie an Fractogel EMD TMAE.

SDS-PAGE unter A) reduzierenden und B) nichtreduzierenden Bedingungen mit Proben des Auftrags
(TS, Thrombin-Spaltansatz) und Durchlaufs (DL) der TMAE-S&ule.

BMP-2 Affinitits- Chromatographie

Die abschliefende Reinigung von BR-IA,. konnte durch Affinitéits-Chromatographie an BMP-2, wie
sie in Abschnitt 11.10.2.2 beschrieben ist, erzielt werden. Hierfiir wurde zunéchst das BMP-2 an die
CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt 11.10.2.1. Die Kapazitit der Sdule konnte mit 2mg BR-IA.,.
bestimmt werden. Dieser Reinigungsschritt erméglichte die Abtrennung von biologisch nicht aktivem
monomerem BR-IA.. aus den Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie an Fractogel EMD
TMAE.

Das in HBS5gp-Puffer vorliegende Protein wurde auf ein Volumen von weniger als 1ml konzentriert
und auf die BMP-2 Affinitdts-Séaule aufgetragen. Die Elution erfolgte isokratisch mit 4M MgCls. Der
gesammelte Durchlauf wurde anschlieflend erneut konzentriert, aufgetragen und eluiert. Diese Schritte

wurden jeweils so oft wiederholt bis kein BR-IA.. mehr eluiert werden konnte.
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@ w= |BR-IA, Abbildung III.5: SDS-PAGE zweier aufeinander folgender
Elutionen (E1 und E2) von BR-IA.. der BMP-2 Affinitéits-

M El E2 Chromatographie.
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Die erzielten Ausbeuten an affinititsgereinigtem Rezeptor lagen fiir Expression bei 30°C um lmg/1
BR-IA.., wohingegen bis zu 1,5mg/l aus RT-Expressionen erhalten werden konnten. In Abbildung
II1.5 ist die Analyse der Elution der BMP-2 Affinitdts-Chromatographie wiedergegeben. Sie zeigt
exemplarisch zwei aufeinander folgende Elutionen einer Priparation. Die Probe der ersten Elution
wurde dabei mit ,F1“ und die der zweiten mit ,E2“ gekennzeichnet. Die SDS-PAGE bestétigt eine

Reinigung zur Homogenitét, wie sie fiir eine Affinitéits-Chromatographie am Liganden erwartet wurde.

Eine Zusammenfassung der Reinigungsschritte und der erzielten Ausbeuten ist in Tabelle II1.1 wie-
dergegeben. Daraus geht hervor, dass bei einer Expression bei 30°C durchschnittlich 3,5% (auf nmol
Ausbeute bezogen) des als Fusionsprotein exprimierten BR-IA,. biologisch aktiv sind, wobei sich die
biologische Aktivitdt hier als die Bindung an BMP-2 der Affinitdtsséule definiert. Dem stehen nur
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2,4% aus der RT-Expression gegeniiber. Da sich jedoch durch diese Expression deutlich mehr Fusions-
protein herstellen liel, wurde das von KIRSCH et al. [2000b] etablierte Protokoll auch diesbeziiglich
fiir alle weiteren Expressionen von Thioredoxin-Fusionsproteinen modifiziert.

Tabelle III.1: Reinigungstabelle der Praparation von BR-IA.. als Thioredoxin-
Fusionsprotein aus E.coli.

Expression Bakterien- Ni-Chelat TMAE BMP-2 Affinitéts-

bei kultur Sepharose Chromatographie ~Chromatographie

30°C 4g/1 Zellen 56mg/1 Tmg/l BR-TA,. 1mg/1
(Trx-BR-TA..) (Monomer)

RT (21°C) 4g/l Zellen 120mg/1 8mg/l BR-IA.. 1,5mg/1

(Trx-BR-TA..) (Monomer)

I11.1.1.2 Biochemische Charakterisierung von BR-IA..

Analytische HPLC

Die analytische HPLC diente der Uberpriifung der Homogenitét des durch die beschriebene Reini-

gungsstrategie erhaltenen BR-IA... Sie wurde getrennt fiir jeden einzelnen Elutions-Pool der BMP-2
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- 10 Abbildung III.6: Analytische HPLC
von BR-IA.. nach Reinigung des
—0 in FE.coli exprimierten Thioredoxin-
Fraktionen zu 1,4ml Fusionsproteins.
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Affinitats-Chromatographie durchgefiihrt. Der Auftrag betrug 100ug und die Elution erfolgte im li-
nearen Acetonitril-Gradienten zwischen 20% und 45% Acetonitril innerhalb von 40min. In Abbildung

I11.6 ist das Elutionsprofil wiedergegeben. Der BR-IA.. eluierte bei 35% Acetonitril als einzelner Peak.
Protein-Sequenzierung und massenspektrometrische Analyse

Die weiterfithrende biochemische Charakterisierung von BR-IA.. durch Protein-Sequenzierung und
Massenspektrometrie wurden von Herrn Dr. T. Kirsch durchgefiihrt und sind in KIRSCH et al. [2000b]
beschrieben. Sie bestéitigten die Vollstdndigkeit der nach Priparation als Thioredoxin-Fusionsprotein

aus F.coli erhaltenen extrazelluliren Doméne des BMP Typ IA Rezeptors.

Die biologische Aktivitit von BR-IA.. wurde durch Interaktionsanalysen mit der BIAcore-Technik
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Kapitel I11.3 zusammengestellt.

I11.1.2 Préaparation von BR-IB,.. aus E. col:
I11.1.2.1 Expression und Reinigung der extrazelluliren Domine des BR-IB

Die Priparation der extrazelluliren Domine des BMP Typ IB Rezeptors (BR-1B,.) erfolgte als
Thioredoxin-Fusionsprotein und wurde in AD494(DE3) E.coli-Zellen exprimiert. Dafiir fand der in
Analogie zum BR-IA.. von Herrn Dr. T. Kirsch erstellte Expressionsvektor pET32a BR-1B.., wie er
in Abbildung III.7 dargestellt ist, Verwendung. Er beinhaltet zur Expression, im Anschluss an die
Sequenz des Thioredoxins, des 6x His-Tag und der Thrombin-Schnittstelle, die Reste 14 bis 126 des
murinen BR-IB Vorldufer-Proteins [TEN DIJKE et al., 1994a].

Ngol
— i
trxA I}I{I];

I o
6000 f1 origin

Bpul102

P
~5000 1000

pET32a BRIB_
6043bp

acl Amp’
Abbildung III.7: Expressionsvektor pET32a_BR-IB,..

Die iiber die Schnittstellen Ncol und Bpull02 eingefiigte
Sequenz der extrazelluldren Doméne von BR-IB (BRIB,.)
schliefit an das Thioredoxin (trxA), den 6x His-Tag (H) und

die Thrombin-Schnittstelle (T) an.
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Ezxpression und Zellaufschluss

Aufgrund der Erfahrung mit der Préaparation von BR-IA.. aus diesem Expressionsystem, sowie des-
sen unterschiedlichen Ausbeuten in Abhingigkeit von Expressionstemperatur und -dauer wurde der
BR-IB,, ausschlieilich bei RT exprimiert. Hierfiir wurden 7,21 Bakterienkultur wie unter 11.8.4.1 be-
schrieben bei 30°C bis zu einer optischen Dichte von maximal ODggg 0,5 kultiviert und nachfolgend
auf 21°C abgekiihlt. Nach Erreichen dieser Temperatur erfolgte die Induktion der BR-IB..-Expression
durch Zugabe vom 1mM IPTG. Nach etwa 18h Inkubation bei RT wurde die Expressionsphase durch
das Ernten der Zellen beendet. Die so erhaltenen 4,4g/1 Bakterienzellen wurden in Portionen zu 10g
bei -80°C gelagert und einzeln aufgearbeitet.
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Der Zellaufschluss, der in seiner Durchfithrung in Kapitel I1.8.4.2 beschrieben ist, diente zur Gewinnung
des Rohextrakts. Dieser enthélt das losliche Fusionsprotein, welches nachfolgend auf die Ni-Chlelat-
Sepharose, dem ersten Reinigungsschritt der BR-IB,.-Praparation aufgetragen wurde. In Abbildung
I11.8 ist die SDS-PAGE zur Analyse der Induktion und des Zellaufschlusses abgebildet. Die Bande des
Thioredoxin-Fusionsproteins von BR-IB.. (Trx-BR-IB..) mit einem kalkulierten Molekulargewicht
My von 27.116 ist entsprechend gekennzeichnet.

A) B)
94| -
67| e -
43| - o - - Abbildung III.8: Analyse der Prote-
30| = - — v “ @ |TrxBRAIB, inexpression und des Zellaufschlusses.
20,1 SDS-PAGE unter A) reduzierenden und
. 4 - unter B) nichtreduzierenden Bedingun-
14{ o h gen. I, Zellen nicht-induziert; 2, Zellen
Myx10 M 1 2 3 M 1 2 3 induziert; 3, Rohextrakt.

Chromatographie an Ni-Chelat Sepharose und Thrombin-Spaltung

Die Elution der Ni-Chelat Sepharose, wie sie bereits fiir die BR-IA.. Préparation beschrieben wur-
de, erfolgte auch hier isokratisch durch Zusatz von 0,5M Imidazol. Die Fraktionen wurden mittels
SDS-PAGE analysiert und entsprechend ihrem Gehalt an Trx-BR-IB.. wie aus Abbildung III.9 er-
sichtlich aus Fraktion 2 bis 5 zusammengefasst. Nach Dialyse zunéchst gegen EDTA-Puffer und nach-
folgend gegen Thrombin-Spaltpuffer konnten durchschnittlich 150mg/1 Trx-BR-IB,. erhalten und zur

Thrombin-Spaltung eingesetzt werden.

94

67

435 - Abbildung III.9: Chromatographie des

30 == - - & Trx-BR-IB,, Trx-BR-IB.. an Ni-Chelat Sepharose. SDS-
20,1 g | — PAGE der Elutionsfraktionen (1-5), mit
14,4| -~ - Auftrag (RE, Rohextrakt), Durchlauf (DL)

M, x10° . . .
MO REDLW 1 2 3 4 5 und Waschschritt (W) bei 60mM Imidazol
Fraktionen der Ni-Chelat S&dule.

Die Thrombin-Spaltung erfolgte dabei zuniichst wie fiir den Trx-BR-IA.. beschrieben, wobei durch
Zugabe von Thrombin im Verhéltnis 1:500 zur Masse an Trx-BR-IB.. keine vollstdndige Spaltung
innerhalb von 8h erzielt werden konnte. Daher wurde das Massenverhéltnis auf 1:300 heraufgesetzt
und wie in Abbildung II1.10 der Spaltvorgang in Abhingigkeit von der Inkubationsdauer mittels
SDS-PAGE untersucht. Hierbei konnte eine vollstéindige Spaltung nach 6,5h nachgewiesen werden.
Die allgemeine Vorschrift zur Thrombin-Spaltung wurde daher fiir die Préparation von BR-IB,. dies-

beziiglich geéndert.
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A) B) Abbildung III.10: Analyse der
94| e Thrombin-Spaltung (TS) von Trx-BR-
67) i IB.. aus E.coli.

RETE In A) SDS-PAGE mit Spaltansatz vor

30| e 9 €8 - Trx-BR-IB , ,

- S Zugabe des Thrombins (vor), sowie

n|-—-oBEW - o BR-IB, den Proben nach 2h, 4h und 6,5h
44| - = o @ @ @ Thioredoxin Spaltung bei 30°C (reduzierende Bedin-
M, x10’ gungen). B) zeigt diese Proben unter

M vor 2h 4h 6,5h vor 2h 4h 6,5h . . .
nach TS nach TS nichtreduzierenden Bedingungen.

Anionenaustausch-Chromatographie an Fractogel EMD TMAE

Nach erfolgter Spaltung von BR-IB.. vom Fusionsprotein Thioredoxin sowie dem 6x His-Tag wurde
auch in dieser Priparation die Anionenaustausch-Chromatographie an Fractogel EMD TMAE zur
Abtrennung von monomerem BR-IB.. angewandt. Die chromatographische Auftrennung erfolgte bei
einem pH-Wert von 7,5 mit einem linearen Gradienten bis 0,35M NaCl innerhalb von 60min. Das
entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung I11.12 in schwarz dargestellt. Die Elution von mo-
nomerem BR-IB.. konnte mittels SDS-PAGE (siehe Abbildung III.11) in den Fraktionen 21 bis 28
nachgewiesen werden. Dies entspricht einer NaCl-Konzentration von 0,2-0,25M im Gradienten. In
Ubereinstimmung mit den fiir BR-IA,. gezeigten Daten konnte auch hier die Elution unmittelbar
nach der von Thioredoxin und vor denen der Multimeren beobachtet werden. Lediglich eine deutliche
Separation des monomeren BR-IB.. konnte nicht erzielt werden, wodurch stets eine SDS-PAGE zur

Bestimmung der entsprechenden Elutionsfraktionen notwendig war.
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Abbildung II1.11: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie an
Fractogel EMD TMAE unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Wie durch Abbildung I11.11 belegt, wurden die Fraktionen 21 bis 28 zum so genannten Pool 1 (mo-
nomerer BR-IB,.) zusammengefasst und nach Dialyse gegen HBS500-Puffer auf die BMP-2 Affinitéits-
Chromatographie aufgetragen. Die entsprechende Vorschrift wurde bereits in der Praparation von
BR-IA,. erldutert. Die Ausbeute des so gereinigten BR-IB.. konnte mit 350ug/l bestimmt werden

und betrug somit nur 0,5% an exprimiertem BR-IB,., Thioredoxin-Fusionsprotein.
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Abbildung III.12: Reinigung von BR-IB,. durch Anionenaustausch-Chromatographie.

A) Uberlagerte Darstellung der TMAE-Elutionsprofile fiir BR-IB.. nach Thrombin-Spaltung
(schwarz), sowie nach Renaturierung (griin). B) SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der TMAE fiir
BR-IB.. nach Renaturierung.

Denaturierung und Renaturierung von BR-IB.. nach BOESEN et al. [2000]

Die geringe Ausbeute an monomerem und BMP-2 bindungsfihigen BR-1B,., trotz sehr hoher Ex-
pressionsraten des Fusionsproteines, war Ausgangspunkt fiir die Uberlegung die gebildeten Multi-
meren durch Renaturierung in biologisch aktives Material umzuwandeln. Derartige Denaturierungs-
und Renaturierungs-Protokolle sind fiir Praparationen von Liganden der TGF-g Superfamilie, aber
auch fiir deren extrazelluliren Doménen, wie zum Beispiel fiir den TGF-8 Typ II Rezeptor BOESEN
et al. [2000] beschrieben. Die entsprechenden Protokolle sind jedoch fiir E.coli-Expression in Ein-
schlusskorpern (,inclusion bodies“) etabliert und wurden von Herrn Prof. W. Sebald auf die bereits
16slich vorliegende Fraktion von multimerem BR-IB.. optimiert.

Hierfiir wurden zunéchst die TMAE-Fraktionen 29 bis 47 zum so genannten Pool 2 zusammengefasst
und auf 50mg/ml eingeengt. Diese hoch konzentrierte Proteinlosung wurde unter Zusatz der chaotro-
pen Reagenz Guanidinium-hydrochlorid (GuHCI) und dem Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT) bei
einem pH-Wert von 7,5 vollstéindig denaturiert. Nachdem der Ansatz mindestens 1h bei RT geriihrt
hatte, konnte die Renaturierung durch Zutropfen des Denaturierungsansatzes in den Renaturierungs-
Puffer, dessen Zusammensetzung unter 11.8.4.3 angegeben ist, erfolgen. Die Gegenwart von 0,5M Ar-
ginin sowie 0,5mM Cystamin und 5mM Cysteamin ermoglichte die Riickfaltung der Proteinmolekiile
in die native Form. Nach anschliefendem Einengen des Renaturierungsansatzes und Dialyse wur-
de erneut die Anionenaustausch-Chromatographie zur Abtrennung von gebildetem BR-IB.. Monomer
verwendet. Das Elutionsprofil der TMAE-Sé4ule nach Renaturierung ist in Abbildung IT1.12 A) in griin
dargestellt und dem Profil der TMAE vor Renaturierung iiberlagert. In den Fraktionen 21 bis 26 konn-
te mittels SDS-PAGE die Elution von monomerem BR-IB.. nachgewiesen werden (siehe hierfiir auch
Abbildung III.12 B)). Diese Fraktionen wurden ebenfalls auf die BMP-2 Affinitéts-Chromatographie
aufgetragen. Es konnten so nochmals 450ug/1 an BMP-2 bindungsaktiven BR-IB.. gewonnen werden.

BMP-2 Affinitits- Chromatographie

Wie bereits beschrieben, konnten von der BMP-2 Affinitéts-Chromatographie sowohl aus Pool 1 als
auch nach Renauturierung aus Pool 2 aktiver monomerer BR-IB... eluiert werden. Die SDS-PAGE der

Elutionsfraktionen dieses Reinigungsschrittes sind in Abbildung II1.13 dargestellt.
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A) B)
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43| = Abbildung II1.13: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen
30) = der BMP-2 Affinitéits-Chromatographie.
0.1 -9 BR-IB, Elution nach Auftrag des TMAE Pool 1 (E) und Elution
’ -® nach Auftrag des renaturierenten TMAE Pool 2 (E(g))
M,,,yl:l‘gt e d unter A) reduzierenden und B) nichtreduzierenden Be-
M E Eg E Eg dingungen.

Bei gleichem Auftragsvolumen ist die hohere Konzentration von BR-IB,. in Fraktionen nach Rena-
turierung deutlich. Die Homogenitdt dieser Probe ist jedoch, aufgrund einer zweiten starken Bande
minimal niedrigeren Molekulargewichts, nicht so hoch wie in der Elution aus Pool 1. Diese beobach-
teten Unterschiede sind Gegenstand der biochemischen Charakterisierung und sind im nachfolgenden
Abschnitt beschrieben.

Tabelle III.2: Reinigungstabelle der Praparation von BR-IB.. als Thioredoxin-Fusions-
protein aus E.coli.

Expression Bakterien- Ni-Chelat- TMAE TMAE(R)! BMP-2 Affi.-
kultur Sepharose Chromatogr.
Pool 1:
RT (21°C) 4,4g/1 Zellen 150mg/1 (70mg/1) - 350ug/1

(Trx-BR-IB..) (Monomer)

Pool 2:
80mg/1 35mg/1 450ug/1
(Multimer)  (Monomer)

gesamt: 800ug/1

t TMEA(R), TMAE nach De- und Renaturierung des Pool 2

Die Ausbeuten der Préparation von BR-IB.. als Thioredoxin-Fusionsprotein in F.coli sind in Ta-
belle I11.2 zusammengefasst. Insgesamt konnten durchschnittlich 800ug/1 BR-IB.. nach Affinitéts-
Reinigung erhalten werden, was einer Gesamtausbeute von 1,1% (ausgehend von der Stoffmenge an
exprimiertem Fusionsprotein) entspricht. Mit der Einfithrung der Renaturierung der Multimeren von

BR-IB,. konnte die Ausbeute mehr als verdoppelt werden, lag damit jedoch immernoch deutlich unter
der von BR-TA,..

I11.1.2.2 Biochemische Charakterisierung von BR-IB.. aus E.col:

Analytische HPLC

Die Homogenitdt des nach abschliefender Reinigung durch BMP-2 Affinitéits-Chromatographie erhal-
tenen BR-IB.. wurde mit einer analytischen HPLC iiberpriift. Es wurden hierfiir getrennt 100ug aus
den Elutions-Pools der Aufarbeitung ohne (Chromatogramm der HPLC in Abbildung IT1.14 A)) und
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mit Renaturierung (Abbildung I11.14 B)) aufgetragen. Die Elution erfolgte im linearen Acetonitril-
Gradienten fiir beide Proben bei einer Konzentration von 28% Acetonitril.

Dabei zeigten beide HPLC-Chromatogramme stets zwar einen einzelnen, aber trotz des geringen Ex-
tinktionskoeffizienten 259 von BR-IB,. zu niedrigen und verbreiterten Elutionspeak. Dies deutete auf
eine nicht homogene Zusammensetzung der Proben hin und wurde durch Protein-Sequenzierung und
Massenspektrometrie weiter untersucht.
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Abbildung III.14: Analytische HPLC von BR-IB.. nach Reinigung des in FE.coli exprimierten
Thioredoxin-Fusionsproteins.

A) HPLC-Chromatogramm fiir die Priparation von BR-IB.. ohne Renaturierung.

B) HPLC-Chromatogramm fiir die Priparation von BR-IB,. mit Renaturierung.

Protein-Sequenzierung

Die N-terminale Sequenzierung der ersten zehn Aminosduren des als Thioredoxin-Fusionsprotein in
E.coli exprimierten und aufgereinigten BR-IB.. belegte die homogene und korrekte Thrombin-Spal-
tung. So konnten die aus dem Spaltmotiv stammenden Aminosiduren Gly und Ser und nachfolgend die
eingefiigten Aminosiuren Gly, Ala, Met, Ala, sowie die ersten vier Aminoséduren der BR-IB.. Sequenz

(Lys), (Lys), Glu und Asp nachgewiesen werden.
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Massenspektrometrische Analyse

Zur massenspektrometrischen Analyse von BR-IB.. aus FE.coli wurden mit HPLC gereinigte Eluti-
onsfraktionen der BMP-2 Affinitdts-Chromatographie verwendet. Dabei wurden die Proben mit und
ohne Renaturierung getrennt analysiert. Eine Gegeniiberstellung der erhaltenen Rohdaten dieser Mes-
sungen ist in Abbildung III.15 angegeben. Dabei ist in Bildteil A) die Messung von BR-IB,. ohne
Renaturierung (BR-IB) und in Bildteil B) die Messung fiir den nach Renaturierung erhaltenen BR-
IB.. (BR-IB(R)) dargestellt. Die unterschiedlich protonierten Formen des Rezeptors sind entsprechend

gekennzeichnet.
A) H[H
L 1199,5
10[H]
12[H] 13194
13[H] 1099.6
1015,1
14[H] -
) 942,6
15[H] —_=
L [ ) Al N | J A I\
B) 11[H]
11879
12[H]
1088,9 10[H+]
13[H'] 11994 1306,5
1005.3 1099.3
- 14[H'] 1015,1
13193
9427 )
879,9 933,5 7720 Jlu
871,3 879,9 =222 — I 1' 1
m/z
e —

Abbildung III.15: Rohdaten der massenspektrometrischen Analyse von BR-IB.. aus F.coli.
A) BR-IB,. nach BMP-2 Affinitéts-Chromatographie ohne Renaturierung (BR-IB). B) BR-IB,. nach
BMP-2 Affinitéts-Chromatographie mit Renaturierung (BR-IB(R)).

Nach Dekonvolution war fiir die Probe ,BR-IB“ (siehe Abbildung II1.16 A)) ein Hauptsignal mit
einer molaren Masse von 13.184,9Da zu identifizieren. Dieses Signal konnte durch den Vergleich mit
der aus der molekularen Zusammensetzung berechneten theoretischen Isotopenverteilung (13.184,0Da;
Cs52Hg6aN167 O153513 (+1); 5 Disulfid-Briicken) eindeutig dem BR-IB.. aus E.coli zugeordnet wer-
den. Wie die Vergroflerung des rot umrandeten Ausschnitts im rechten Bildteil zeigt, wurden drei
weitere kleinere Signale ermittelt. Zwei Spezies (13.156,8Da und 13.128,8Da) wiesen eine um 28Da
geringere molare Masse als fiir BR-IB,. auf. Dieses sich auch in anderen BR-IB..-Proben wiederho-



III. ERGEBNISSE

lende ,,Muster“ konnte nicht endgiiltig zugeordnet werden. Es wurde jedoch angenommen, dass es sich
hierbei um einen durch die Ionisation erzeugten und fiir den BR-IB.. aus E.coli spezifischen Artefakt
handelte.

Das dritte Signal wiederum konnte eindeutig, aufgrund einer um 128Da geringeren molaren Masse
(13.056,4Da) identifiziert werden. Es entsprach dem um das C-terminale Lys verkiirzten BR-IB...
Dieser wurde in der Probe ,BR-IB(R)“ (siche Abbildung III.16 B)) als Hauptsignal ermittelt. Dahin-
gegen war das erwartete Signal von BR-IB,. bei 13.184,0Da (theoretische Masse) nur als Nebensignal

zu detektieren.

ai. A) 13.184,9 A) 13.184,9
6592,9
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Abbildung III.16: Massenspektrometrische Analyse von BR-IB,. aus F.coli, Daten nach Dekonvo-
lution mit VergréBerung des Ausschnitts des Hauptsignals (roter Rahmen).

A) BR-IB,. nach BMP-2 Affinitéts-Chromatographie ohne Renaturierung (BR-IB). B) BR-IB,. nach
Renanturierung und BMP-2 Affinitéits-Chromatographie (BR-IB(R)).

Die massenspektrometrische Analyse des aus F.coli priparierten BR-II.. ergab Unterschiede in der
Zusammensetzung der Proben ,BR-IB“ und ,,BR-IB(R)“, welche sich durch ihre Aufarbeitung un-
terscheiden. In der Probe ,,BR-IB“ konnte hauptséchlich der entsprechend der exprimierten Sequenz
korrekte BR-IB,. nachgewiesen werden. Dem gegeniiber enthielt die Probe ,BR-IB(R)*“ welche nach
Renaturierung des TMAE Pools 2 und BMP-2 Affinitéts-Chromatographie erhalten wurde, neben dem
korrekten BR-IB,. hauptséichlich eine um das C-terminale Lys verkiirzte Variante. Eine Ursache fiir
diese offensichtlich durch die Renaturierung bedingte verdnderte Zusammensetzung kénnten einmal
Degradation wihrend der durch die Renaturierung stark verldngerten Aufarbeitung sein. Denkbar
wére aber auch eine bevorzugte Multimerisierung des bereits ohne Lysin exprimierten Trx-BR-IB..,

welcher dann durch die Renaturierung in Monomere umgewandelt wiirde. Die gezeigten Ergebnisse der
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Massenspektrometrie belegen somit die bereits wihrend der Aufarbeitung (siehe hierfiir Abbildung
II1.13) und mittels analytischer HPLC (siehe hierfiir Abbildung III.14) beschriebenen Unterschiede in

den Proben von BR-IB.. ohne und mit Renaturierung.

111.1.3 Préaparation von BR-IB,.. aus Sf-9 Insektenzellen

Die Verwendung des Baculovirus Expressionssytems zur Herstellung rekombinanter Proteine ist weit
verbreitet. Die Vorteile dieses Expressionssystems liegen dabei in der Uberexpression biologisch aktiver
Proteine, aufgrund korrekter Faltung und Ausbildung der Disulfidbriicken, sowie einer effizienten
Sekretion dieser in das Kulturmedium. Zusétzlich ist das System in der Lage post-translationale
Modifikationen wie Glycosylierungen und Phosphorylierungen vorzunehmen. Speziell bei Praparation
von Proteinen zur Kristallstrukturanalyse stellen N- oder O-Glycosylierungen jedoch ein Problem
dar. Diese flexiblen Bereiche, die zudem Einfluss auf die Loslichkeit des Proteins nehmen, miissen
zumeist durch aufwendige enzymatische Behandlung wiahrend der Reinigung vom Protein abgetrennt
werden. Dies macht die Préparation komplexer und muss unter diesen Voraussetzungen als Nachteil
des Expressionsystem angesehen werden.

Da das Baculovirus Genom fiir direktes Einfiigen fremder Gene zu grof} ist, findet ein Transfervektor
Verwendung. Die Cotransfektion dieses Vektors zusammen mit der AcNPV DNA fithrt dann durch
homologe Rekombination zur Ubertragung des heterologen Gens in die AcNPV DNA, welche zur
Infektion der Sf-9 Insektenzellen verwendet wird.

I11.1.3.1 Expression und Reinigung der extrazelluliren Domine des BR-IB

Xmal

Spel
P BamHI Smal
i, BamHI |

Xmalll

Abbildung II1.17: Transfervektor pAcGP76B_BR-IB...
Die tiber BamHI eingefiigte Sequenz der extrazelluldren
Domiine des BR-IB (BRIB..) schlieit an die Signalsequenz
(gp67) an und wird durch eine nachfolgende Thrombin-
Schnittstelle (T) und den 6x His-Tag (H) ergénzt. Die
Expression steht unter der Kontrolle des Polyhedrin-
Promoters (ph-P).

~8000
pAcGP67B_BRIB,,

10.161bp

6(/)00 40?0

ColE ori
Amp’ /

————>

Der in der Arbeit zur Expression der Reste 14 bis 126 des murinen BR-IB Vorldufer-Proteins [TEN
DUKE et al., 1994a]) in Sf-9 Insektenzellen verwendete Transfervektor pAcGP67B_BR-IB.. ist in
Abbildung II1.17 dargestellt. Er wurde von Herrn Dr. J. Nickel zur Verfiigung gestellt und beinhaltet
die iiber BamHI in Anschluss an die Signalsequenz gp67 eingefiigten Sequenz der extrazelluldren
Doméne des BR-IB, gefolgt von der Thrombin-Schnittstelle und einen 6x His-Tag. Mit der Verwendung
der Signalsequenz gp67 war die Sekretion des exprimierten Proteins in das Medium moglich. Daraus
konnte der BR-1B,, aufgrund des 6x His-Tags durch Bindung an Ni-NTA Material abgetrennt werden.
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Ezxpression und Chromatographie an Ni-NTA

Die Durchfithrung einer Expression von Proteinen in Sf-9 Insektenzellen ist in Kapitel I11.9.6 beschrie-
ben. Die Insektenzellen wurden hierfiir mit 3 MOI aus einem Virenstock mit einer Konzentration
von mindestens 5-107 pfu/ml infiziert. Die entsprechende Virenlésung konnte hierfiir nach fiinf Virus-
Amplifikationen aus einem einzelnen Plaque eines Plaque-Assays erhalten werden (zur Durchfiihrung
siehe Kapitel 11.9.4 und Kapitel 11.9.5).

Nach 4d Inkubation im Brutschrank bei 27°C in einer Rollvorichtung wurden die Zellen durch Zentri-
fugation vom Kulturmedium abgetrennt und das Medium fiir die Chromatographie an Ni-NTA mittels
Dialyse gegen Ni-NTA-Puffer vorbereitet.

Die Aufreinigung von BR-IB. aus dem Kulturiiberstand war aufgrund der Bindung des 6x His-Tags
an die Ni-Ionen der Ni-NTA Agarose moglich. Hierfiir wurden 11 Medium 5ml Ni-NTA Sdulenmate-
rial zugesetzt und fiir mindestens 4h bei 4°C geriihrt. Nach Abtrennen des Ni-NTA Agarose in einer
Econo-Column® Glasséiule (Bio-Rad) erfolgte die Elution isokratisch bei 0,5M Imidazol. Die durch
Mediumsbestandteile verursachte Verunreinigung der Elutionsfraktionen konnte dabei durch einen vor
der Elution durchgefiihren Waschschritt mittels Elution bei 50mM Imidazol minimiert werden. Die
Analyse der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE diente zur Bestimmung des BR-IB..-Pools und ist
in Abbildung III.18 dargestellt. Die Fraktionen 2 und 3 wurden demnach zusammengefasst und zur

Abspaltung des 6x His-Tags durch Thrombin zunéchst gegen Thrombin-Spaltpuffer dialysiert.

3

- BR-IB,

94

43

30

20,1

14,4
M, x10°

Abbildung III.18: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen (1-
3) sowie des Durchlaufs (DL) der Chromatographie an Ni-

M DL1 2 3 _ . .
Fraktionen NTA unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Die Ausbeute des in Sf-9 Zellen exprimierten und aus dem Mediumsiiberstand gewonnenen BR-IB..
konnte mit 40mg/1 Medium bestimmt werden. Dabei wurde bereits aus der SDS-PAGE der Ni-NTA
Elution ersichtlich, dass die Probe zu einem grofien Teil Multimere des Rezeptors enthielt. So konnten
anhand des Vergleiches mit dem Protein-Standard (M) neben dem Monomer mit einem kalkulierten
Molekulargewicht My, von 14.868 (Bande bei 20.100) auch Dimere und Trimere, sowie hhere Oligo-
mere (Banden im Bereich von 35.000 bis grofier 94.000) identifiziert werden. Zur Abtrennung dieser
wurde auch hier die Anionenaustausch-Chromatographie an Fraktogel EMD TMAE verwendet.

Thrombin-Spaltung und Chromatographie an Fractogel EMD TMAE

Die Thrombin-Spaltung des in einer Konzentration von 100uM vorliegenden Rezeptors erfolgte wie
bereits beschrieben. Dafiir wurde Thrombin in einem Massenverhéltnis von 1:300 eingesetzt und der
Erfolg der Spaltung mit einer SDS-PAGE {iberpriift. Wie in Abbildung III.19 gezeigt, konnte die
Vollstandigkeit des proteolytischen Verdaus bei 30°C bereits nach 2h nachgewiesen werden.

Im Anschluss an die Thrombin-Spaltung folgte auch hier die Anionenaustausch-Chromatographie an
EMD TMAE. Sie diente in der Priiparation von BR-IB,. aus Sf-9 Insektenzellen, im Gegensatz zu den
bereits gezeigten Typ I Rezeptor Priaparationen in F.coli ausschliefilich der Abtrennung der Mulime-

ren. Dabei fand fiir die Elution im linearen NaCl-Gradienten exakt das bereits mehrfach beschriebene
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A) B) Abbildung II1.19: Analyse  der
94| w— Thrombin-Spaltung (TS) von BR-IB,. aus

67 Sf-9 Insektenzellen.
43 - A) SDS-PAGE mit Spaltansatz vor Zuga-
30| o be von Thrombin (vor), sowie den Proben
20,1| = - aee BR-IB,, nach 2h, 4h und 6,5h Spaltung bei 30°C
14,4| -- (nach TS) unter reduzierenden Bedingun-
M, x10° gen. B) Proben unter nichtreduzierenden

M vor 2h 4h 6,5h vor 2h 4h 6,5h .
nach TS nach TS Bedingungen.

Protokoll Anwendung. Das erhaltene Elutionsprofil, sowie die Analyse der Elutionsfraktionen durch
SDS-PAGE ist in Abbildung II1.20 dargestellt. Die Fraktionen 18 bis 21, welche einer Elution bei
0,15M-0,2M NaCl entsprachen wurden zusammengefasst. Durchschnittlich enthielten sie 8mg/1 mono-
meren BR-IB,. welcher abschliefend mittels BMP-2 Affinitdts-Chromatographie aufgereinigt wurde.

0,30 -

025+

R

Abs bei 280nm
(=} (=) (=1
s 7 ¢

\
’
a1

BR-IB_
0,051

0,00+

M DL 11 15 19 23 27 31 35
Fraktionen zu 1,5ml Fraktionen

Abbildung III.20: Reinigung von BR-IB.. aus Sf-9 an Fractogel EMD TMAE.
A) Elutionsprofil der Chromatographie. B) SDS-PAGE des Durchlaufs (DL) bei Auftrag auf die
TMAE-Séule sowie der Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen.

BMP-2 Affinitits-Chromatographie und priparative O-Deglycosylierung

Eine abschlielende Reinigung des erhaltenen monomeren BR-IB.. durch BMP-2 Affinitéts-Chromato-
graphie war auch fiir das in Sf-9 Insktenzellen exprimierte Material notwendig, da bei der Komplex-
bildung mit BMP-2, GDF-5 und BMP-6 im stochiometrischen Verhéltnis von 1:2 nur sehr geringe
Ausbeuten des jeweiligen Komplexes erhalten werden konnten. Die Bildung der Komplexe in erwar-
teter Ausbeuten war jedoch erst mit dem Einsatz von bis zu fiinffachem Uberschuss an Rezeptor
moglich. Daher wurde auf das Vorhandensein von monomerem, aber nicht bindungsaktiven BR-IB..
in der entsprechenden Fraktion nach TMAE geschlossen. Dies konnte auch durch BIAcore Interakti-
onsanlyse bestiitigt werden (siehe hierfiir Kapitel I11.3).

Die Abbildung I11.21 zeigt die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen dieses letzten Reinigungsschrittes.
Die Homogenitéit der Probe nach Elution der BMP-2 Affinitdts-Sédule im Vergleich zu der des Auf-
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A) B)
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43 Abbildung II1.21: SDS-PAGE der Elu-
30 tionsfraktionen der BMP-2  Affinitéits-
Chromatographie von BR-IB.. aus Sf-9
20,1 e o s |BR-IB, Insektenzellen.
14,4| == Proben von 2ug und 4pg aus Auftrag und
M, x10’ . : Elution unter A) reduzierenden und B)
M Auftrag Elution Auftrag Elution . . .
2ug 4ng 2ug 4pg  2ug 4pg 2ug 4pug nichtreduzierenden Bedingungen.

trages aus dem Pool nach TMAE belegt den Reinigungserfolg. Die finale Ausbeute an BR-IB.. fillt
damit jedoch auf nur 200ug/1 Insektenzellkultur.

Trotz der beschriebenen Vorteile des Baculovirus Expressionssytems konnten fiir den BR-IB.. nur
0,5% des exprimierten Proteins in biologisch aktiver Form erhalten werden. Die Zusammenstellung
der Ausbeuten iiber die einzelnen Expressionschritte ist in Tabelle I11.3 wiedergegeben.

Tabelle III.3: Reinigungstabelle der Praparation von BR-IB.. aus Sf-9

Insektenzellen.
Expressions- Ni-NTA TMAE BMP-2 Affinitéts-
kultur Chromatographie Chromatographie Chromatographie
11 40mg Smg 200ug

(Monomer)

Den Abschluss der Praparation, und zur Vorbereitung von BR-1B,. fiir die Komplexbildung und an-
schliefende Kristallisation, bildete die O-Deglycosylierung. Eine Zusammenfassung der fiir diese prapa-
rative O-Deglycosylierung durchgefiihrten analytischen Spaltungen zur Bestimmung der notwendigen
Spaltenzyme, deren optimale Konzentration und Dauer der Behandlung ist im nachfolgenden Kapitel
II1.1.3.2 beschrieben.

Zur préaparativen O-Deglycosylierung wurden der BR-IB.. aus den Elutionsfraktionen der BMP-2
Affinitdts-Chromatographie gegen O-Spaltpuffer dialysiert und auf eine Konzentration von 5ug/ul
eingeengt. Nach Zusatz von 31uU/ug Endo-a-N-Acetylglycosaminidase erfolgte die Inkubation des
Spaltansatzes iiber Nacht bei 37°C und wurde nachfolgend mittels SDS-PAGE kontrolliert. In Ab-
bildung II1.22 ist diese fiir eine Probe von BR-IB.. vor und nach Behandlung mit O-Glycosidase

94
67

43

| 41

30 Abbildung III.22: Priparative O-Deglycosylierung von
20.1 BR-IB.. aus Sf-9 Insektenzellen nach BMP-2 Affinitéts-

A @» @ | BRIB, _
Chromatographie. SDS-PAGE des Spaltansatzes unter

14,4 . . .
k { nichtreduzierenden Bedingungen vor und nach Inkuba-

M, x10°

M -+ O-Glycosidase tion mit O-Glycosidase.

73



ITI.1. Praparation der extrazelluliren Doménen der Typ I Rezeptoren

74

dargestellt. Die Verschiebung der Bande von BR-IB.. zu niedrigerem Molekulargewicht belegt die
Abtrennung der Zuckerreste.

Der O-deglycosylierte BR-IB,, wurde anschlieflend direkt fiir die Komplexpriparation eingesetzt.

IT1.1.3.2 Analytik der enzymatischen O-Deglycosylierung von BR-IB., aus Sf-9

Das Anheften von §-N-Acetylglycosamine (O-GlcNAc) an die OH-Gruppe von Serin- und Threonin-
Seitenketten (O-Glycosylierung) ist eine fiir Proteine des Zellkerns und des Zytoplasmas von Euka-
ryoten bekannte, dynamische und essentielle Modifikation [COMER and HART, 2000]. Die funktionelle
Konsequenz erscheint dennoch unklar, wenngleich aufgrund dreier Eigenschaften der O-Glycosylierung
eine Bedeutung in regulatorischen Prozessen zugeordnet wird. (1) O-GlecNAc erscheint an Positionen
der Proteinkette identisch zu denen welche von Proteinkinasen modifiziert werden. (2) O-GlcNAc er-
scheint reziprok zur Phosphorylierung und (3) ist wie diese sehr dynamisch, mit einem im Vergleich
zu zelluldren Signalen und Zustéinden sehr schnellen Kreislauf (,cycling*) [SNow and HART, 1998;
HART, 1997; KELLY et al., 1993].

Nachdem fiir die Position der O-Glycosylierung kein der N-Glycosylierung vergleichbare Konsensus-
Sequenz vorhergesagt werden kann, beschriankt sich die Ermittlung von O-Glycosylierungsseiten auf
Sequenzvergleiche, mit zum Beispiel dem PEST-Motif. Dieses ist durch eine Sequenz mit erhchtem
Anteil der Aminoséuren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) gekennzeichnet. Dem
PEST-Motif wurde durch RECHSTEINER and ROGERS [1996] eine Bedeutung in der Regulation des
schnellen Abbaus von Proteinen zugeordnet. Bisher beschriebene Proteine mit O-Glycosylierungen
weisen ebenfalls einen erhchten Anteil dieser PEST-Sequenzen auf [CHENG et al., 2000] und kénnen
daher zur Vorhersage der O-Glycosylierungsseiten herangezogen werden.

Das Ergebnis der PESTfind* Analyse fiir den in Sf-9 exprimierten BR-IB.. ergab einen Sequenz-
bereich zwischen den Aminosduren (7)% bis (17)f, der das Ser20(12)f, Thr21(13)" und Thr24(16)*
als mogliche O-Glycosylierungsstellen einschlieft. Dieses Ergebnis konnte durch die Sequenzanalyse
von BR-IB.. mit dem Programm NetOGlyc 2.0% weiter erginzt werden. So wurden die Aminoséiur-
en Ser20(12)" und Thr24(16)" der vorherigen Analyse bestitigt und zusitzlich das Thr109(101)" als
potentielle O-GlcNAc Stelle identifiziert. Die weitere Bestimmung der tatséchlichen Positionen der O-
Glycosylierung erfolgte durch Protein-Sequenzierung und Massenspektrometrie und sind im Abschnitt
I11.1.3.3 ausfiihrlicher beschrieben.

Eine vollstéandige enzymatische O-Deglycosylierung setzt die Kenntnis der Struktur der angehing-
ten Zuckerkette voraus, da Modifikationen an dieser aus Gal3(1—3)GlcNAc Einheiten bestehenden
Kette nicht mit dem einzig zur Verfiigung stehenden Enzym, der O-Gylcosidase abgetrennt wer-
den konnen. Als Modifikationen sind allgemein 3(1—4)Gal, 8(1—6)GlcNAc und Sialinsdure bekannt
und miissen vorab durch Verwendung geeigneter Exoglycosidasen wie [((1,4)-Galactosidase, (3-N-
Acetylglucosaminidase oder a2-3,6,8,9-Neuraminidase entfernt werden.

Uber die Struktur der O-Glycosylierung von in Sf-9 Insektenzellen exprimierten rekombinanten Prote-
inen waren nur wenige Literaturdaten verfiigbar. So wurden sowohl durch CHENG et al. [2000], CHOU
et al. [1995] und SUGYIAMA et al. [1993] nur unmodifizierte GleNAc und GalB8(1—3)GlcNAc Zucker
an den jeweilig aus Sf-9 Zellen erhaltenen Proteinen detektiert. Dennoch konnte nach PAjoT-AUuGy
et al. [1999] eine zusitzliche Galactosylierung und Sialinylierung des O-GlcNAc nachgewiesen werden,
was auf die prinzipielle Moglichkeit dieser Modifikationen auch in Insektenzellen schliefien lief3.

Daher wurden zunéchst in einem analytischen Absatz 20ug BR-IB,. in einer Konzentration von 1pug/ul

*http://embl.bcc.univie.ac.at/embnet/tools/bio/PESTfind/
() Nummerierung beziiglich der Sequenz des in Sf-9 Insektenzellen exprimierten BR-IBe.-Konstukts
thttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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in Spaltpuffer eingesetzt und nach Zugabe der O-Glycosidase in Konzentrationen zwischen 6uU/ug
und 62uU/pg fiir bis zu 24h bei 37°C inkubiert. Die Spaltung wurde mittels SDS-PAGE verfolgt und
ist in Abbildung II1.23 A) fiir die Proben nach 15h Spaltung wiedergegeben. Hierbei konnte bereits
ab einer Konzentration von 31U /ug O-Glycosidase der Verlust an Fraktionen hsheren Molekularge-
wichts innerhalb der diffusen Bande von BR-1B,. detektiert werden. Diese wurde der Abtrennung der

Zuckerkette durch Endo-a-N-Acetylglucosaminidase zugeschrieben.
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Abbildung II1.23: Analytische O-Deglycosylierung von BR-1B,. aus Sf-9 Insektenzellen.

A) Spaltung von BR-IB.. mit O-Glycosidase, SDS-PAGE der Proben nach 15h unter nichtredu-
zierenden Bedingungen. B) Gleichzeitige Spaltung von BR-IB.. mit 5(1,4)-Galactosidase und O-
Glycosidase, SDS-PAGE der Proben unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Da mit der Massenspektrometrie (sieche Kapitel II1.1.3.3) keine anderen Modifikationen als Hexosen
oder GlcNAc am BR-IB.. nachgewiesen werden konnten, wurde zudem getestet ob die Galg(1—3)
GlcNAc Zuckerkette durch 3(1—4)Gal modifiziert war. Hierfiir wurde der BR-IB.. zunichst mit
B3(1,4)-Galactosidase in Konzentrationen zwischen 6pU/ g und 621U/ pg fiir 24h bei 37° inkubiert und
nachfolgend mit O-Glycosidase [31uU/ug] behandelt. Dabei konnte keine weitere O-Deglycosylierung
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis wurde auch in der gleichzeitigen Spaltung mit ((1,4)-Galactosi-
dase und O-Glycosidase in [(1,4)-Galactosidase-Puffer erhalten. Die SDS-PAGE dieser Spaltansitze
nach 24h Inkubation ist in Abbildung I11.23 B) mit den entsprechend eingesetzten Enzymkonzentra-
tionen angegeben. Die Aktivitdt der O-Glycosidase auch unter diesen Pufferbedingungen konnte mit
der Probe in Spur 2 (Abbildung II1.23 B)), welcher nur O-Glycosidase zugesetzt wurde, belegt werden.
Nachdem massenspektrometrisch die Vollstédndidkeit der O-Deglycosylierung mit O-Glycosidase nach-
gewiesen werden konnte (siehe Kapitel 111.1.3.3), wurde die im analytischen Ansatz ermittelte Spalt-

bedingung in die Priaparation von BR-IB.. aus Sf-9 Insektenzellen iibernommen.

IT11.1.3.3 Biochemische Charakterisierung von BR-IB., aus Sf-9

Analytische HPLC

Die Homogenitéit des nach BMP-2 Affinitits-Chromatographie erhaltenen BR-IB,. aus Sf-9 Insekten-
zellen wurde mittels einer analytischen HPLC {iberpriift. Hierfiir wurden 100ug aufgetragen und im
linearen Acetonitril-Gradienten zwischen 25% und 45% Acetonitril innerhalb von 40min eluiert. Der
einzelne Elutions-Peak von BR-IB. bei 29% Acetonitril ist in Abbildung I11.24 gezeigt.
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f Abbildung III.24: Analytische HPLC von
-0 BR-IB,. nach Reinigung des in Sf-9 Insekten-
Fraktionen zu 1,4ml zellen exprimierten Proteins.

Protein-Sequenzierung

Die Protein-Sequenzierung der ersten 19 Aminoséduren belegte die korrekte Abspaltung des gp67 Si-
gnalpeptids, wodurch die eigentliche Sequenz von BR-IB.. N-terminal um die fiinf Aminoséduren Ala,
Asp, Leu, Gly und Ser verlingert wurde.

Zudem konnte wihrend der Sequenzierung gezeigt werden, dass nur am Thr24 der beiden potentiellen
O-Glycosylierungsstellen Ser20 und Thr24 von BR-IB.. eine Modifizierung vorlag und dazu fiihrte,
dass Thr24 in der Peptidsequenzierung nicht detektiert werden konnte.

Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse bestétigte die O-Glycosylierung von BR-IB,. aus Sf-9 Insekten-
zellen (siche Abbildung IIT.25 und Tabelle III.4). Dariiber hinaus sollte mittels Massenspektrometrie
sowohl die Vollsténdigkeit der enzymatischen Abspaltung mit O-Glycosidase iiberpriift und des Wei-
teren die Position der O-Glycosylierungsstellen ermittelt werden. Dafiir wurde zunéchst BR-IB.. nach
BMP-2 Affinitdts-Chromatographie ohne O-Deglycosylierung massenspektrometrisch untersucht. Die
Rohdaten der Messung unter Angabe des Grades der Protonierung sind in Abbildung II1.25 A) dar-
gestellt.



III. ERGEBNISSE

A) B)
Ia.i- . Ia,i_ 14.491,5
11[H] —
12[H] 1318,5
1208,7 S
1208,7
13[H]
1115,8
14[H
1036,1 .
o 10[H'] 14.858.9
i 1450,2 14.331,0 14.695,9
14.169,5
.llll. Lt L u ks lllmlllxn m ML‘L]LI.]l A ‘L T A A
m/z M [Da]

Abbildung III.25: Massenspektrometrische Analyse von BR-IB,. aus Sf-9 Insektenzellen ohne O-
Deglycosylierung.
A) Rohdaten der Messung. B) Daten nach Dekonvolution.

Nach Dekonvolution (Abbildung III.25 B)) konnten ein Hauptsignal mit einer molaren Masse von
14.491,5Da und vier Nebensignale identifiziert werden. Der Vergleich mit den aus der atomaren Zu-
sammensetzung berechneten theoretischen Isotopenverteilungen (14.493,6Da; CgorHos6N1770211512
(41); 5 Disulfid-Briicken; 2GlcNAc, 2Gal) erméglichte die Zuordung der in Tabelle I111.4 angegebenen
Strukturvorschlige.

Tabelle II1.4: Zuordnung der molaren Massen und Strukturvorschlidge im
Vergleich mit der berechneten molekularen Masse von BR-IB.. (monoisoto-
pisch) mit M, = 13.753,34Da (unglycosyliert).

Mz [Da] M, [Da] Strukturvorschlag M, (theor.) [Da] Fehler

14.169,45 14.160,45 + 2GIcNAc 14.160,22 0,23
14.330,05 14.321,95 + 2GIcNAc, + Gal  14.321,56 0,95
14.491,50 14.482,50 + 2GlcNAc, + 2Gal  14.483,61 1,11
14.695,85 14.686,85 + 3GIcNAc, + 2Gal  14.686,69 0,16
14.858,92 14.849,92 + 3GIcNAc, + 3Gal  14.848,77 1,18

Die massenspektrometrische Analyse wurde anschliefend mit affinitéts-gereinigtem und O-Glycosidase
behandeltem BR-IB.. wiederholt. In Abbildung III.26 ist das Messergebnis wiedergegeben. In Bildteil
A) sind die Rohdaten der Messung dargestellt, aus denen nach Dekonvolution die in Bildteil B)
gezeigten vier Signale identifiziert wurden. Dabei entsprach das Hauptsignal mit einer molaren Masse
von 13.761,2Da dem vollstdndig O-deglycosylierten BR-IB,.. Die weiteren Signale représentierten
hingegen nur unvollstdndig deglycosylierte extrazellulire Rezeptordoméne. Eine Zusammenstellung
der molaren Massen und dazugehoriger Strukturvorschlidge sind in Tabelle I11.5 wiedergegeben.
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Abbildung III.26: Massenspektrometrische Analyse von BR-IB. aus Sf-9 Insektenzellen nach O-

Deglycosylierung mit Endo-a-N-Acetylglucosaminidase. A) Rohdaten der Messung. B) Daten nach
Dekonvolution.

Der Vergleich beider massenspektrometrischer Analysen vor und nach Spaltung belegte die Substrats-
pezifitit der O-Glycosidase. Da diese nur die Abtrennung von unmodifizierten Gal3(1—3)GlcNAc
Einheiten katalysiert, wurde erwartet, dass aus Zuckerketten mit einer Stochiometrie von 2GlcNAc
oder 2GlcNAc + Gal und 3GlcNAc + 2Gal (siche hier auch Tabellen I11.4 und ITL.5) entweder 2GlcNAc
oder entsprechend GlcNAc am Protein verbleiben. Lediglich das Nebensignal, welches das Protein mit
einer GlcNAc + Gal Zuckerkette reprasentiert, deutete auf eine unvollstindige Spaltung hin. Es wire
aber auch moglich, dass diese Zuckerkette nicht die fiir die Enzymaktivitét erforderliche 8(1—3) Ver-
kniipfung aufwies.

Tabelle I11.5: Zuordnung der molaren Massen und Strukturvorschldge im
Vergleich mit der berechneten molekularen Masse von BR-IB.. (monoisoto-
pisch) mit M, = 13.753,34Da (unglycosyliert).

My [Da] M, [Da] Strukturvorschlag M, (theor.) [Da] Fehler

13.762,34  13.754,34 BR-IB., 13.753,34 1.00
13.964,34 13.956,34 + GlcNAc 13.956,42 -0,08
14.126,58 14.118,58 + GlcNAc, + Gal 14.118,48 0,10
14.168,45 14.160,45 + 2GlcNAc 14.159,50 0,94

Da mit der Massenspektrometrie in beschriebener Durchfithrung (Kapitel I11.11.8) nur qualitativ die
Zusammensetzung der Probe ermittelt werden kann, ist eine quantitative Aussage iiber die Konzen-
tration der Proteine nicht moglich. Anhand der SDS-PAGE Analyse der O-Deglycosylierung wie sie
in Abbildung II1.22 gezeigt wurde, konnte jedoch davon ausgegangen werden, dass das detektierte
Hauptsignal gleichzeitig auch die Hauptfraktion in der Probe reprisentiert.



III. ERGEBNISSE

Die Position der O-Glycosylierung am BR-IB.. konnte von Herrn Dr. W. Schmitz durch massen-
spektrometrische Analyse der mit Trypsin fragmentierten extrazelluliren Rezeptordoméne ermittelt
werden.

Hierfiir wurden 10ug des O-glycosylierten und mittels BMP-2 Affinitéits-Chromatographie gereinigten
BR-IB,. in den Verdau eingesetzt. Mit dem Zusatz von RapiGest (Waters), DTT und Iodacetamid er-
folgte eine Denaturierung, Reduktion und anschlieende Acetamidierung der Probe. Nach Entsalzung
konnte dieser Ansatz den Messungen zugefiihrt und das in Abbildung II1.27 in Form der Rohdaten

dargestellte Ergebnis erhalten werden.
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Abbildung II1.27: Rohdaten der massenspektrometrische Analyse nach Trypsin-Verdau von BR-IB,,

aus Sf-9 Insektenzellen.

Um eine Zuordnung der Signale zu ermoglichen, wurde ein Trypsin-Verdau in silico simuliert. Die
Sequenzanalyse ergab fiir BR-IB.. 14 mogliche Spaltstellen. Unter der Annahme, dass bis zu zwei
dieser Stellen nicht gespalten wurden, keine Disulfidbriicken vorlagen, sowie Carbamidomethylierung
(CAM) und Methioninoxidation stattfinden kénnte, wurden 150 mogliche Fragmente identifiziert.
Anhand der Liste dieser moéglichen Fragmente erfolgte die Auswertung der Massenspektren und ist
in Form der Tabelle IT1.6 zusammengestellt. Abbildung I11.28 zeigt hierfiir die dekonvoluierten Daten
einer Messung.

Mit der massenspektrometrischen Analyse des mittels Trypsin gespaltenen O-glycosylierten BR-1B,.
konnten 29 Fragmente des insgesamt 124 Aminosiduren umfassenden Proteins identifiziert werden.
Aus diesen liefl sich die Aminosiduresequenz zwischen den Positionen 1 bis 25 und 75 bis 124 des
Expressionskontrukts liickenlos beschreiben, was einer Abdeckung von 60% entsprach. Das Fragment
zwischen Aminosdure 26 und 74 enhielt keine Trypsin-Schnittstelle und war aufgrund der Grofle bei

den gewihlten Messparametern nicht zu detektieren.

Die Analyse der einzelnen Fragmente ergab aulerdem, dass alle O-glycosidischen Modifikationen nur
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Abbildung III.28: Massenspektrometrische Analyse des Trypsin-Verdaus von BR-IB,. aus Sf-9 In-
sektenzellen. Daten nach Dekonvolution.

im Bereich der Aminoséurepositionen 1 bis 20 oder 7 bis 20, welche die Sequenz zwischen Lys14
und Lys28 oder Lys15 und Lys28 der extrazelluldren Doméne des BMP Typ IB Rezeptors umfasst,
lokalisiert waren. Damit konnte eine O-Glycosylierung von Thr109(101)" ausgeschlossen und unter
Beriicksichtigung der Ergebnisse der Sequenzierung Thr24(16)" als die O-Glycosylierungsstelle von
BR-IB.. bestimmt werden.

Tabelle III.6: Zuordnung der nach Trypsin-Verdau von BR-IB.. erhaltenen

Fragmente.

m/z z M [Da] Fragment O-Glycosylierung
590,32 1 590,32 1-6
628,39 1 628,39 119 - 124
688,40 1 688,40 21 - 25
747,45 1 74745 21- 25, + CAM
482,26 2 963,52 75 - 82
527,71 2 1054,46 84-91
565,85 2 1130,70 97 - 106
582,80 2 1164,58 109 - 118
605,79 2 1210,56 83-91
701,41 2 1401,78 97 - 108
718,36 2 1435,73 107 - 118

() Nummerierung beziiglich der Sequenz des in Sf-9 Insektenzellen exprimierten BR-IBe.-Konstukts
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Fortsetzung der Tabelle II1.6

m/z z M [Da] Fragment O-Glycosylierung
756,91 2 1512,81 7-20
850,36 2 1699,72 84 - 96
591,99 3 1773,95 109 - 124
591,99 3 1773,95 109 - 124
592,64 3 1775,92 92 - 106
683,03 3 2047,07 92 - 108
1042,57 2 2084,10 1-20
1122,06 2 2243,10 7-20 + 2GleNAc, + 2Gal
817,05 3 2449,14 1-20 + GleNAc, + Gal
830,75 3 2490,24 7-25 + GIcNAc, 4+ Gal
637,60 4 2547,39 97 - 118
1304,62 2 2608,24 7-20 + 3GlecNAc, + 3Gal
703,60 4 2811,39 84 - 106
938,81 3 2814,42 1-20 + 2GleNAc, + 2Gal
997,48 3 2990,41 1-20 + GleNAc, + Gal, + UA
1028,20 3 3082,58 84 - 108
795,63 4 3179,50 1-20 + 3GleNAc, + 3Gal
542,45 6 3249,63 92 - 118
846,43 5 422811 84 - 118

Im Gegensatz zur massenspektrometrischen Analyse von vollstéindig O-glycosyliertem BR-IB,,. (siche
Abbildung II1.25 und Tabelle II1.4) lieBen sich nach Trypsin-Spaltung auch unglycosylierte Fragmente
im Bereich der Positionen 1 bis 20 nachweisen. Somit konnte angenommen werden, dass BR-IB,.

sowohl heterogen O-glycosyliert als auch unglycosyliert in Sf-9 Insektenzellen exprimiert wurde.

III.2 Praparation der extrazelluliren Doménen der Typ 1I

Rezeptoren

111.2.1 Préaparation von ActR-II.. aus Sf-9 Insektenzellen
I11.2.1.1 Expression und Reinigung der extrazelluliren Domine von ActR-II

Die Praparation der extrazelluliren Doméne des Activin Typ II Rezeptors erfolgte aus Sf-9 Insek-
tenzellen. Die zur Infektion verwendeten Viren wurden durch Cotransfektion der AcNPV Baculovirus
DNA mit dem in Abbildung II1.29 gezeigten Transfervektor pAcGP76B_ActR-11.. erhalten. Dieser von
Herrn Dr. J. Nickel zur Verfiigung gestellte Transfervektor enthielt die Reste 18 bis 127 des humanen
Activin Typ II Rezeptor Vorldufer-Proteins [MATZUK and BRADLEY, 1992], die in Analogie zu dem
bereits beschriebenen Transfervektor pAcGP76B_BR-IB.. iiber die Schnittstelle BamHI zwischen der
gp67 Signalsequenz, der Thrombin-Schnittstelle und dem 6x His-Tag eingefiigt wurde.
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Abbildung III.29: Transfervektor pAcGP76B_ActR-II,..
Die iiber BamHI eingefiigte Sequenz der extrazellula-
re Doméne von ActR-II (ActRII..) schlieBt an die Si-
gnalsequenz (gp67) an und wird durch eine nachfolgen-
de Thrombin-Schnittstelle (T) und den 6x His-Tag (H)
erginzt. Die Expression steht unter der Kontrolle des
Polyhedrin-Promoters (ph-P).
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Ezxpression und Chromatographie an Ni-NTA Agarose

Die Expression von ActR-II,. wurde wie unter 11.9.6 beschrieben durchgefiihrt. Der mit 3 MOI ein-
gesetzte Virusstock eines Viren-Titers von mindestens 5-107 pfu/ml konnte dabei nach fiinf Virus-
Amplifikationen (siehe Kapitel 11.9.5) aus einem einzelnen Plaque eines Plaque-Assays (siehe Kapitel
11.9.4) erhalten werden. Die extrazellulire Doméne wurde anschliefend aus dem Mediumsiiberstand
durch Chromatographie an Ni-NTA Agarose, wie sie bereits in der Priaparation von BR-IB.. (Sf-9)
beschrieben wurde, abgetrennt. Die Elutionsfraktionen der isokratischen Elution mit 0,5M Imidazol
wurden mittels SDS-PAGE analysiert und die Fraktionen 2 bis 4 zusammengefasst. Die SDS-PAGE
in Abbildung II1.30 A) zeigt die Zusammensetzung dieser vereinigten Fraktionen in Spur 1 mit der
Probenbezeichnung ,,1“. Im Gegensatz zur bereits beschriebenen Zusammensetzung von BR-IB.. nach
Ni-NTA Reinigung, zeigte die Ni-NTA Fraktionen von ActR-II.. bereits eine hohe Homogenitét. Ne-
ben der starken Bande bei 23.000, die dem monomeren N-glycosylierten ActR-II,. entspricht, konnten
nur geringe Mengen an Multimeren detektiert werden. Die Reinheit dieser Ni-NTA Fraktionen konnten
zudem durch analytische HPLC und Massenspektrometrie belegt werden (siehe hierfiir auch Kapitel
I11.2.1.3). Zusétzlich wurde die biologische Aktivitit dieser Fraktionen durch BIAcore Interaktions-
analyse bestiitigt (siehe Kapitel I11.3).

Die Ausbeute der Expression von ActR-II.. aus Sf-9 Insektenzellen wurde mit bis zu 8mg/l Expres-

sionskultur ermittelt.
N-Deglycosylierung und Affinitits- Chromatographie an ConA-Sepharose

Die aufgrund von Sequenz- und Literaturdaten [GREENWALD et al., 1998, 1999] erwartete N-Glyco-
sylierung an den Positionen Asn43 und Asn66 konnte durch massenspektrometrische Analyse bestétigt
werden. Die Entfernung dieser Zuckerreste zur Vorbereitung der Probe fiir die Kristallisation wurde
durch die enzymatische N-Deglycosylierung mit den Endoglycosidasen Endo H und Endo F3 erreicht.
Fiir die priprarative N-Deglycosylierung wurde der ActR-II.. zu 3,5ug/ul in N-Spaltpuffer vorgelegt
und nach Zugabe von 100uU/ug Endo H und 150U /ug Endo F3 iiber Nacht bei 37°C inkubiert (fiir
die Durchfithrung siehe auch Kapitel 11.11.5.1). Der Erfolg der Spaltung ist in Abbildung I11.30 A) mit
SDS-PAGE belegt. Sie zeigt den Spaltansatz in Spur 2 mit der Probenbezeichnung ,,2“. Im Vergleich
zur Probe vor Spaltung (,,1%) ist die Abtrennung der Zucker und die damit verbundene Reduktion des
Molekulargewichts deutlich erkennbar. Eine vollstéindige N-Deglycosylierung konnte jedoch, wie die
entstandene Doppelbande zeigt, auch in der Kombination der Endoglycosidasen Endo H und Endo Fg

nicht erzielt werden. Eine Zusammenfassung der N-Deglycosylierung und der durchgefiihrten analyti-
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schen Spaltungen zur Bestimmung der benotigten Enzyme und deren minimaler Konzentration, aber
auch der chemischen N-Deglycosylierung von ActR-II,. ist in Kapitel I11.2.1.2 beschrieben.

Die Ausbeute an vollstindig N-deglycosyliertem ActR-II.. wurde auf ungefihr 80% des Einsatzes
geschétzt, was 6,5mg/1 entsprach.

Um eine Abtrennung von teilweise N-glycosyliertem ActR-II.. zu erreichen, wurde die Affinitéit der
Zuckerreste zu Concanavalin A (ConA) verwendet und eine chromatographische Aufreinigung an
ConA-Sepharose durchgefiihrt. Der Spaltansatz wurde hierfiir in ConA-Puffer dialysiert. Der vollstéin-
dig N-deglycosylierte ActR-I1.. konnte so im Durchlauf der Sidulenchromatographie aufgefangen wer-
den, wihrend die N-glycosylierten Fraktionen isokratisch mit 100mM Methyl-a-D-Mannopyranosid
eluiert wurden. Die SDS-PAGE des Reinigungsschrittes an ConA-Sepharose ist in Abbildung III1.30
B) gezeigt. Der Siulenauftrag trigt die Probenbezeichnung ,,2’¢, der Durchlauf ,,3“ und die Elu-
tion ,,4“. Nach Reinigung an ConA-Sepharose konnten so durchschnittlich 5,2mg/1 vollstindig N-
deglycosylierter ActR-II.. erhalten werden, die nachfolgend zur Abspaltung des 6x His-Tags durch
Endoproteinase GluC eingesetzt wurden.

Spaltung mit Endoproteinase GluC und HPLC

Die Verwendung der Endoproteinase GluC zur Abspaltung des 6x His-Tags wurde aufgrund der von
GREENWALD et al. [1999] publizierten Daten gewéhlt. Die dort beschriebene Kristallstruktur der ex-
trazelluléiren Doméne von Activin Typ II Rezeptor konnte mit ActR-I1.. aus Pichia p. gelost werden.
Dafiir war das Expressionskonstrukt und die nachfolgende Aufarbeitung so gewéhlt, das die Reste 20
bis 121 zur Kristallisation eingesetzt wurden.

Um den in Sf-9 Insektenzellen exprimierten und deglycosylierten ActR-II.. C-terminal ebenfalls bis
auf den Rest 121 zu verkiirzen, wurde das von GREENWALD et al. [1999] beschriebenen Protokoll zur
Spaltung mit Endoproteinase GluC verwendet.

Der aus analytischen Spaltungen ermittelte optimale Einsatz von GluC konnte auf 1ug Proteinase
pro 50ug ActR-II,. bestimmt werden. Somit wurden im praparativen Ansatz 500ug ActR-II. in
GluC-Spaltpuffer vorgelegt und fiir 24h bei 25°C in Gegenwart von 10ug GluC inkubiert. Der Erfolg
der Spaltung wurde nachfolgend mit einer SDS-PAGE, wie sie in Abbildung II1.30 C) angegeben ist,
analysiert. Die mit Probenbezeichnug ,,3’¢ bezeichnete Probe stellt den nach ConA-Saulenchromato-
graphie erhaltenen vollstdndig N-deglycosylierten ActR-II.. dar. Mit der Bezeichnung ,,5* ist in der
rechts benachbarten Spur die Fraktion das ActR-II.. nach GluC-Spaltung aufgetragen.
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Abbildung III.30: Priparation von ActR-II.. aus Sf-9 Insektenzellen.

SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen mit A) der Ni-NTA Agarose Elution (1) und der
Behandlung mit Endo H und Endo F3 (2, 2’), mit B) dem Durchlauf (3, 3’) und der Elution (4) der
ConA-Sepharose, mit C) der GluC-Spaltung (5) und mit den Elutionsfraktionen der abschlieBenden
HPLC in D).
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Diese Fraktion wurde abschlieBend durch HPLC gereinigt. Die Elution erfolgte mittels eines linea-
ren Acetonitril-Gradienten wie sie in Kapitel I11.10.6 beschrieben ist (fiir das Chromatogramm siehe
Abbildung II1.33 B)). Die SDS-PAGE der beiden Fraktionen 14 und 15 des Elutionspeaks bei 32%
Acetonitril sind in Abbildung II1.30 D) gezeigt und bestéitigen die Homogenitéit des durch die be-

schriebenen Reinigungsstufen erhaltenen ActR-II..

Eine Zusammenfassung der Reinigung, sowie der erzielten Ausbeuten zeigt Tabelle II1.7. Die zur Ho-
mogenitét gereinigte extrazelluldre Rezeptordoméne konnte vollstandig N-deglycosyliert in die Kom-
plexpriparation und nachfolgende Kristallisation eingesetzt werden. Mit durchschnittlich 4,4mg/1 lag
die Gesamtausbeute der Reinigung bei 55% des urspriinglich aus 11 Mediumsiiberstand isolierten
ActR-1T..

Tabelle II1.7: Reinigungstabelle der Priparation von ActR-1I1.. aus Sf-9 Insektenzellen.

Expressions- Ni-NTA Endo HF3 ConA Affinitdts-  GluC HPLC

kultur Chromatographie Spaltung Chromatographie Spaltung

11 8mg 6,5mg 5,2mg 4, 4mg
(Monomer)

I11.2.1.2 Analytik der enzymatischen und chemischen N-Deglycosylierung
von ActR-II.. aus Sf-9

Die iiber Sequenzanalyse an den Aminosduren Asn43 und Asn66 erwartet und mittels Massenspek-
trometrie (siche Kapitel I111.2.1.3) belegte N-Glycosylierung von ActR-II.. sollte durch enzymatische
Spaltung entfernt werden. Diese Bearbeitung wurde als notwendig erachtet, nachdem erste Kristal-
lisationsversuche des terndren BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II,. Ligand-Rezeptor Komplexes zu keiner
verwertbaren Kristallisationsbedingung fiithrten.

Eine Vielzahl von Literaturdaten belegen die Féahigkeit der Sf-9 Insektenzellen zur Expression struk-
turell sehr verschiedenartig glycosylierter Proteine, wobei sowohl Hybrid- als auch Komplex-Oligo-
saccharide erzeugt werden. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass mit der Verwendung des Bacu-
lovirus Expressionsvektor-Systems haupséchlich paucomannosidische Strukturen ausgebildet werden.
Diese Oligosaccharide haben eine Zusammensetzung der Form (Man)3(GlcNAC)s und kénnen sowohl

a(1—3)Fuc oder a(1—6)Fuc modifiziert vorliegen.
Enzymatische N-Deglycosylierung mit Endo H

In Erwartung einer derartigen Struktur der Glycosylierung wurden 20ug ActR-II.. zunéchst in einer
Konzentration von 1ug/ul einer analytischen Spaltung mit Endo H unterzogen. Dafiir wurde die En-
doglycosidase in Konzentrationen zwischen 0,1mU/ug und 1mU/pug eingesetzt und der Spaltvorgang
iiber 24h mittels SDS-PAGE verfolgt. In Abbildung II1.31 A) ist die SDS-PAGE der Endo H-Spaltung
nach 24h abgebildet. Sie zeigte, dass innerhalb der gegebenen Zeit alle getesteten Konzentrationen
an Endo H keine vollstéindige Abtrennung der Glycosylierung ermoglichten. So war zwischen der
Bande des vollstindig N-deglycosyliertem ActR-II.. (bei ungefihr My, von 17.000) und der des un-
behandelten ActR-II.. bei 21.000 eine weitere Bande bei 19.000 detektiert worden. Diese Fraktion
an offensichtlich nur teilweise N-deglycosylierten ActR-II.. reprisentierte aufgrund der Bandenstérke
den grofiten Teil der Probe. Dieses Ergebnis war fiir die Endo H Konzentrationen gréfier 0,5mU/ug
bereits nach 15h erhalten worden (Daten nicht gezeigt).
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Mit der bekannten und in Kapitel I1.11.5.1 beschriebenen Substratspezifitdt der Endo H fiir Oligoman-
nose- und Hybrid-Oligosaccharide war somit keine vollsténdig N-Deglycosylierung von ActR-1I.. zu

erzielen, worauf weitere Endoglycosidasen getestet wurden. Hierzu gehorten Endo F und Endo Fs,
wie in Abbildung IT1.31 B) dargestellt.
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Abbildung II1.31: Enzymatische N-Deglycosylierung von ActR-II.. aus Sf-9 Insektenzellen.

A) SDS-PAGE (nichtreduzierende Bedingungen) nach 24h N-Deglycosylierung mit Endo H unter-
schiedlicher Konzentrationen. B) SDS-PAGE der N-Deglycosylierung von ActR-II.. unter Verwen-
dung von Endo H zusammen mit Endo F (EndoF2) und Endo F3, sowie PNGase F.

Enzymatische N-Deglycosylierung mit Endo F/Endo Fs

Zunichst wurde im Anschluss an die Endo H-Behandlung eine N-Degylcosylierung mit Endo F durch-
gefiihrt. Bei diesem Enzym (Boehringer Mannheim) handelte es sich um eine Endoglycosidase mit
einer der Endo F5 identischen Substratspezifitdt. Diese spaltet in Ergdnzung zu Endo H auch doppelt
verzweigte Komplex-Oligosacchadride von N-glycosylierten Proteinen ab.

Das Ergebnis des Verdaus mit Endo F, welches durch Behandlung von ActR-II.. mit Endo Fy (Cal-
biochem bzw. PROzyme) bestitigt werden konnte (Daten nicht gezeigt) ist in Abbildung II1.31 B)
dargestellt. Wie aus der Bandenverteilung der entsprechenden Probe nach SDS-PAGE im Vergleich
zur Endo H-Spaltung ersichtlich, konnte so eine noch vollstéindigere N-Deglycosylierung erhalten wer-
den. Die Fraktion von vollstindig N-glycosyliertem ActR-II.. (My 21.000) war mit der SDS-PAGE
nahezu nicht mehr zu detektieren, wohingegen die von vollstindig N-deglycosyliertem ActR-II.. (My
17.000) deutlich zu nahm. Vollstindig und teilweise N-deglycosylierter ActR-II.. (My, 17.000 und
19.000) lagen nach Endo H und Endo F (Endo F3) Behandlung zu gleichen Teilen in der Probe vor.
Dem gezeigten Ergebnis ging auch hier eine Bestimmung der optimalen Bedingungen und Dauer der
Spaltung voraus. Dabei konnte ermittelt werden, dass beide Emzyme nach 24h bei 37°C im Parallel-
Spaltansatz unter Anpassung der Pufferbedingungen (fiir die Zusammensetzung des N-Spaltpuffers
siehe hierfiir Kapitel I11.11.5.1) identische Aktivitéten gegeniiber den nacheinander im jeweiligen emp-
fohlenen Spaltpuffer durchgefithrten Endo H und Endo F (Endo F3) N-Deglycosylierungen von ActR-

II.. entfalteten.
Enzymatische N-Deglycosylierung mit Endo Fs

Eine weitere Steigerung der Ausbeute an vollstéindig N-deglycosylierten ActR-I1.. konnte iiber einen
Parallel-Spaltansatz von N-glycosyliertem ActR-II.. in Gegenwart von Endo H und Endo F3 erhalten
werden. Die SDS-PAGE des Ansatzes nach 24h Spaltung bei 37°C ist in Abbildung I11.31 B) mit den
Konzentrationen der eingesetzten Endoglycosidasen angegeben.
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Endo F3 unterscheidet sich von Endo Fs iiber die Substratsprezifitéit, wobei auch dreifach verzweigte
Komplex-Oligosacchariden abgespalten werden und die Aktivitéit durch die Anwesenheit von a(1—6)
Fucosylierung am Zucker-Stamm gesteigert wird.

Die im analytischen Mafistab ermittelte Spaltbedingung eines Parallel-Spaltansatzes mit 0,1mU/ug
Endo H und 0,15mU/ug Endo F5 in N-Spaltpuffer bei 37°C iiber 24h wurde fiir die priparative
ActR-II,. N-Deglycosylierung angewendet.

Enzymatische N-Deglycosylierung mit PNFase F

Eine komplette und vollstéindige N-Deglycosylierung von ActR-II.. konnte durch die Behandlung mit
PNGase F bereits unter nativen Bedingungen erzielt werden. Die dabei stattfindende Hydrolyse des
Glucosamins unter Bildung von Aspartat war jedoch ausschlaggebend, dass diese Form der enzyma-
tischen N-Deglycosylierung nicht in die Praparation von ActR-II,. iibernommen wurde.

Da PNGase F jedoch keine Aktivitdt gegeniiber «(1—3) fucosylierten Oligosacchariden aufweist,
konnte eine derartige Modifikationan der Zuckerreste von ActR-II.., wie sie aus der massenspek-
trometrischen Analyse (siehe Kapitel II1.2.1.3) vermutet wurde, aufgrund der Vollstdndigkeit der
N-Deglycosylierungsreaktion ausgeschlossen werden. Die bei der Endo H und Endo F3 Behandlung
verbliebene geringe Fraktion an unvollstéindig N-deglycosyliertem ActR-II.. (My 19.000) konnte

womoglich auf vierfach verzweigte Komplex-Oligosaccharide zuriickzufithren sein.
Chemische N-Deglycosylierung

Die chemische N-Deglycosylierung von ActR-II.. wie sie in Kapitel I1.11.5.2 beschrieben ist, wurde in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. S. Levitskaya durchgefiihrt.
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14,4 Abbildung III.32: Chemische N-Deglycosylierung von ActR-

M, x10’ M chem II.. SDS-PAGE der Probe nach 30min Deglycosylierungsreaktion

N-deglycosyliert unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Das Ergebnis der chemischen N-Deglycosylierungsreaktion nach einer Dauer von 30min ist als SDS-
PAGE in Abbildung II1.32 dargestellt. Auch hier waren nach erfolgter Spaltung zwei Fraktionen,
die des vollstindig (My, 17.000) und die des teilweise N-deglycosylierten ActR-1I.. (My 19.000) zu
anndhernd gleichen Teilen in der Probe nachzuweisen. Die nicht vollsténdige N-Deglycosylierung von
ActR-II. wurde hierbei auf die reduzierte Dauer der Spaltreaktion zuriickgefiihrt. Trotzdem konnte,
im Unterschied zur enzymatischen Spaltung die biologische Aktivitidt der ActR-II..-Probe nicht erhal-
ten werden (wie mit BIAcore Interaktionsanalyse an BMP-2 belegt, Ergebnisse siehe Kapitel II1.3).
Die fiir Proteine harschen Spaltbedingungen waren wahrscheinlich die Ursache fiir die teilweise Dena-
turierung der Probe. Zudem war es schwierig, aufgrund des geringen Einsatzes von nur 10mg ActR-11.,
den Spaltansatz entsprechend zu optimieren, da eine notwendige Verkleinerung der Reaktionsappara-
tur nicht erreicht werden konnte.

Auf weitere Optimierungen des Protokolls wurde daraufhin verzichtet.
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I11.2.1.3 Biochemische Charakterisierung von ActR-II.. aus Sf-9

Analytische HPLC

Die Homogenitdt von ActR-II.. wurde an verschiedenen Stellen der Reinigung durch analytische
HPLC iiberpriift. So konnte, wie in Abbildung I11.33 A) gezeigt, eine hohe Reinheit bereits fiir die
Elutionsfraktionen der Chromatographie mittels Ni-NTA Agarose bestétigt werden. Die Elution der
HPLC erfolgte hierfiir nach Auftrag von 250ug mit Hilfe eines linearen Gradienten zwischen 20% und
40% Acetonitril innerhalb von 40min. Der ActR-II.. eluierte als symmetrischer Einzelpeak bei 31%
Acetonitril.

Der letzte Reinigungsschritt der Préparation von ActR-II.. aus Sf-9 Insektenzellen war eine HPLC
nach Spaltung mit GluC. Das entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung II1.33 B) wiedergege-
ben. Der einzelne Elutionspeak bei 32% Acetonitril zeigt den Reinigungerfolg.

Die HPLC konnte allerdings die Fraktionen unterschiedlicher N-Glycosylierung von ActR-II.. nicht
auftrennen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung II1.33: Analytische HPLC von ActR-II.. aus Sf-9 Insektenzellen.
A) Chromatogramm der HPLC der Ni-NTA Elutionfraktionen von ActR-1I,..
B) Chromatogramm der HPLC von ActR-II.. nach N-Deglycosylierung und Spaltung mit GluC.
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Protein-Sequenzierung

Die Protein-Sequenzierung der N-terminalen 10 Aminosduren des wie beschrieben aufgereinigten
ActR-II,. bestitigte die homogene und vollstindige Abspaltung des gp67 Signal-Peptids. Die durch
die Spaltung des Signalpeptids bedingte N-terminale Verliangerung der Sequenz von ActR-11.. um die
Aminosduren Ala, Asp, Leu, Gly und Ser, gefolgt von des Aminoséduren Ala, Ile, Leu, Gly und Arg

von ActR-IT.. konnten in der Sequenzierung nachgewiesen werden.
Massenspektrometrische Analyse

Fiir die massenspektrometrische Analyse von ActR-II,. wurde eine Préparation ohne N-Deglyco-
sylierung, jedoch mit GluC-Spaltung eingesetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung II1.34 in Form der
Rohdaten wiedergegeben. Die vier Gruppen von Signal stehen fiir die unterschiedlichen Protonierungen
der Probe.

a.l.
8[H']
1637,6
9[H]
1455,7
Eiahald
7[H7
10[H] 1871,5
1310,2 l
lAJ | l l L n hllujjk[.
m/z

Abbildung III.34: Rohdaten der massenspektrometrische Analyse von ActR-II.. aus Sf-9 Insekten-
zellen ohne N-Deglycosylierung.

Nach Dekonvolution (siehe Abbildung II1.35) war ein Hauptsignal mit einer molaren Masse von
13.093,4Da und mehrere kleinere Signale zu identifizieren, wobei keiner mit der aus der Proteinse-
quenz berechneten molekularen Masse von 12.550,9Da iibereinstimmte. Die Spezies des Hauptsignals
lag hierbei um 542,5g/mol hoher als die erwartete molare Masse und konnte einer Glycosylierung von
ActR-IT,. mit zwei GlcNAc und einer Fucose zugeordnet werden. Diese Zuordnung konnte iiber die Be-
stimmung der theoretischen Isotopenverteilung, unter Beriicksichtigung der Modifizierung, bestatigten
werden (siehe hierfiir Abbildung IT1.35 A)).
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Abbildung III.35: Massenspektrometrische Analyse von ActR-II.., Daten nach Dekonvolution.
A) Theoretische Isotopenverteilung von ActR-II.. mit Glycosylierung durch 2GlcNAc und 1Fuc.
(13.093,7Da; Cs61Hs3sN1490190512 (41); 5 Disulfid-Briicken; 2GlcNAc 1Fuc)

Die Auswertung der kleineren Signale ergab, dass der ActR-II.. in weiteren Glycosylierungsformen,
aber auch in Form von N-terminalen und C-terminalen Verkiirzungen der Proteinkette vorlag. Die

Zuordnung der ermittelten molaren Massen ist in Tabelle II1.8 zusammenfassend wiedergeben.

Tabelle II1.8: Zuordnung der molaren Massen und Strukturvorschlidge im Vergleich
mit der berechneten molekularen Masse von ActR-II.. (monoisotopisch) von M, =
12.532,49Da (unglycosyliert).

Mz [Dal M, [Da] Strukturvorschlag M, (theor.) [Da] Fehler
12.004,92 11.997,92 - ADLGSSGAILG (N-Term.) 12.143,17 -0,75
+ Fuc
12.590,23 12.583,23 - ADLG (N—Term.) 12.582,48 -0,75
+ Fuc
12.736,28 12.729,28 - ADLG (N-Term.) 12.728,54 -0,74
12.831,36  12.824,36 - ME (C-Term.) 12.824,62 0,26
12.946,39 12.938,39 + 2GlcNAc 12.938,65 0,26
13.045,36 13.037,36 + 2GlcNAc, + H3POy4
13.092,44 13.084,44 + 2GleNAc, + Fuc 13.084,71 0,27
13.238,50 13.230,50 + 2GIcNAc, 4+ 2Fuc 13.230,76 0,26
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I11.2.2 Préaparation von BR-II.. aus E. coli

I11.2.2.1 Expression und Reinigung der extrazelluliren Domine von BR-II

Fiir die Praparation von BR-II.. wurde der in Abbildung I11.36 gezeigte pET32a_ BR-I1.. Expressi-
onsvektor verwendet. Er ermoglichte die Expression der extrazelluldren Doméne, bestehend aus den
Resten 27 bis 150 des humanen BMP Typ II Rezeptor Vorldufer-Proteins [ROSENZWEIG et al., 1995]
als Thioredoxin-Fusionsprotein in AD494(DE3) E.coli Zellen und wurde von Herrn Dr. T. Kirsch zur
Verfiigung gestellt.

Ncol

Bpu1102

—

HT
trxA

BRIIL,

1 .
6000 f1 origin

-
~5000 1000

pET32a BRII,,
6076bp

acl Amp’
Abbildung III.36: Expressionsvektor pET32a_BR-11,..

Die iiber die Schnittstellen Ncol und Bpull102 eingefiigte
Sequenz der extrazelluldren Doméne von BR-II (BRIL.)
schliefit an das Thioredoxin (trxA), den 6x His-Tag (H)

und die Thrombin-Schnittstelle (T) an.
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Ezxpression und Zellaufschluss

Die Expression erfolgte, wie bereits fiir BR-IA.. beschrieben, bei 30°C aus einem 7,21 Kulturansatz
nach Induktion mit ImM IPTG. Die durch Zentrifugation abgetrennten bis zu 5g/1 Zellen wurden
in Portionen zu 8 bis 12g Feuchtgewicht aufgeteilt und mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der erhal-
tene Rohextrakt konnte entweder zur weiteren Reinigung auf die Ni-Chelat-Sepharose aufgetragen
werden oder wurde einer Renaturierung durch Dialyse (fiir die Durchfithrung siehe auch Kapitel
11.8.4.4), wie sie von [HATTA et al., 2000] fiir den Trx-BR-IA.. publiziert wurde, zugefiihrt. Diese
Dialyse-Renaturierungen fithrten jedoch zu keiner Ausbeutesteigerung von bindungsaktivem BR-I1..
gegeniiber der bisher beschriebenen Aufarbeitung der Thioredoxin-Fusionsproteine.

Die fiir die Komplexpréparationen notwendige Menge an BR-II,. wurde daher ausschliefilich nach dem
an diese Préparationen angelehnten Reinigungsprotokoll erhalten.

Chromatographie an Ni-Chelat Sepharose und Thrombin-Spaltung

Hierfiir wurde der Rohextrakt zunéchst auf die Ni-Chelat Sepharose aufgetragen. Die spezifische Wech-
selwirkung des 6x His-Tags ermoglichte so die Aufreinigung des Trx-BR-1l.. aus der Proteinlésung
des Zellaufschlusses. In Abbildung I11.37 ist die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der Chromatogra-
phie mittels Ni-Chelat Sepharose mit einem Probenauftrag von 10ul dargestellt. Die Elution erfolgte
hierfiir isokratisch bei 0,5M Imidazol. Die vereinigten Fraktionen 2 bis 6 enthielten durchschnittlich
100mg/1 Trx-BR-II.. aus denen nach Thrombin-Spaltung durch Anionenaustausch-Chromatographie
an Fractogel EMD TMAE monomerer BR-II.. aufgereinigt wurde.



III. ERGEBNISSE

94

67| =
43| =
30| @m Trx-BR-IIL Abbildung III.37: Chromatographie von
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Fraktionen 60mM Imidazol der Ni-Chelat Saule.

Anionenaustausch-Chromatographie mittels Fractogel EMD TMAFE

Die Anionenaustausch-Chromatographie mit Fractogel EMD TMAE erfolgte, wie bereits in den ent-
sprechenden Praparationen fiir BR-IA.. und BR-IB,. beschrieben, mittels eines linearen NaCl-Gradi-
enten zwischen OM und 0,35M NaCl. Eine Probe des Auftrags nach Thrombin-Spaltung mit der
Probenbezeichnung ,, TS“ sowie die Analyse der Elutionsfraktionen sind in Abbildung II1.38 gezeigt.
Ausgehend von dieser SDS-PAGE wurden die Fraktionen 15 bis 23 zusammengefasst welche den mo-
nomeren BR-II.. enthielten . Im Gegensatz zu allen bisher aufgereinigten Rezeptoren zeigte BR-II.
dabei verdnderte Laufeigenschaften in der SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen. Wie in
Abbildung IT1.38 B) und Abbildung IT1.40 dargestellt, wies die Bande von bindungsaktiven BR-II.. ein
Molekulargewicht My von 20.000 auf und lag somit deutlich iiber dem kalkulierten My von 14.370.
Die intensiv gefiirbte Bande bei einem My, von 17.000, welche in den Proben des Spaltansatzes (TS)
sichtbar war und zunéchst im Vergleich mit den anderen Rezeptor-Priaparationen als monomerer BR-
II.. angesehen wurde, enthielt hingegen keinen biologisch aktiven Rezeptor.

Die Ausbeute an monomerem BR-II.. nach diesem Reinigungsschritt betrug 10mg/1.

A) B)
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Fraktionen Fraktionen
Abbildung III.38: Anionenaustausch-Chromatographie des Thrombin-Spaltansatzes von Trx-BR-
II.. (TS) mittels Fractogel EMD TMAE. SDS-PAGE der Elutionsfraktionen unter A) reduzierenden
und B) nichtreduzierenden Bedingungen.

HPLC und BMP-2 Affinitits-Chromatographie

Die Zusammensetzung der vereinigten Elutionsfraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie mit
Fractogel EMD TMAE wurde zunéchst mit einer analytischen HPLC analysiert. Abbildung III1.39
zeigt das entsprechende Elutionsprofil eines Acetonitril-Gradienten sowie die SDS-PAGE Analyse der
einzelnen Fraktionen. Die Elution von BR-II.. erfolgte dabei im Bereich von 30% bis 35% Acetonitril
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und die Fraktionen 12 und 13, sowie 14 bis 16 wurden zusammengefasst.
Nachdem nur in den Fraktionen 12 und 13 die biologische Aktivitéit mit der Bindung an BMP-2 mittels

BIAcore Interaktionsanalyse festgestellt werden konnte (siehe Kapitel II1.3), wurden diese Fraktionen

auch der massenspektrometrischen Analyse zugefiihrt. Die Ergebnisse sind in den anschliefenden

Abschnitten genauer beschrieben.

A)

92

1,28

1,152

1,024 —

0,896

0,768 —

0,64

Abs bei 280nm

0,512

0,384

0,256 —

— 100

— 80

~ 60

[~ 40

— 20

Fraktionen zu 1,4ml

Acetonitril-Gradient [%)]

B)
94|
67 | w—
43| - - -
30 | w— ..'-

14,4 | w—

20,1 e '. BR-II,,
-
-

M, x10°

M 1112 13 14 15 16 17
Fraktionen

Abbildung III.39: Analytische HPLC der
Fraktionen von BR-II.. nach Reinigung an
Fractogel EMD TMAE.

A) Elutionsprofil von BR-1I.. im Acetonitril-
Gradienten der HPLC. B) SDS-PAGE der
Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden

Bedingungen.

Dariiber hinaus wurden die Elutionsfraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie an Fractogel
EMD TMAE einer weiteren Reinigung an BMP-2 Affinitdts-Chromatographie unterzogen. Aufgrund
der geringen Affinitdt zwischen gekoppeltem BMP-2 und dem I6slichen Rezeptor musste der Auftrag
und die isokratische Elution mit 4M MgCls mehrfach wiederholt werden. Dabei konnten die Ausbeu-
ten gesteigert werden, wenn der Auftrag des TMAE-Elutionsfraktionen (bzw. des Durchlaufs einer
vorangegangenen Elution) in sehr hoher Konzentration erfolgte.

Insgesamt wurden bis zu 300ug/1 BR-I1,.. isoliert und fiir die Komplexpriparationen eingesetzt. Mit der
Anwendung der BMP-2 Affinitéts-Chromatographie konnte der Reinheitsgrad von BR-1I.. nochmals
gesteigert werden, wie die in Abbildung I11.40 dargestellte SDS-PAGE der entsprechenden Elutions-

fraktionen belegt.
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Eine Zusammenstellung aller Ausbeuten der Aufarbeitung von BR-II.. entsprechend dem BR-IA..-
Protokoll ist in Tabelle II1.9 angegeben. Es wurden trotz Expression bei 30°C vergleichsweise hohe
Expressionsraten an Trx-BR-II,. erzielt. Dennoch konnten nur ungefihr 0,6% des nach Thrombin-
Spaltung erhaltenen monomeren BR-I1.. durch BMP-2 Affinitdts-Reinigung isoliert werden.

Tabelle I11.9: Reinigungstabelle der Priaparation von BR-II,. als Thioredoxin-

Fusionsprotein aus FE.coli.

Expression Bakterien- Ni-Chelat TMAE HPLC BMP-2 Affinitéits-
bei Kultur Sepharose Chromatographie
30°C 5g/1 Zellen  100mg/1 10mg/1 400pg/1t 300ug/1

(Trx-BR-II..) (Monomer)

... aus Fraktionen 12 und 13 der HPLC.

I11.2.2.2 Biochemische Charakterisierung von BR-II.. aus FE.col:

Protein-Sequenzierung

Die Sequenzierung der N-terminalen zehn Aminosduren des als Thioredoxin-Fusionsprotein in F.coli
exprimierten und aufgereinigten BR-II.. belegte die homogene und korrekte Thrombin-Spaltung. So
konnten die aus dem Spaltmotiv stammenden Aminoséduren Gly und Ser und nachfolgend die ein-
gefiigten Aminosiduren Gly, Ala, Met, Ala (siehe Expressionsvektor in Abbildung III.36), sowie die
ersten vier Aminoséduren der BR-II.. Sequenz Ser, Gln, Asn und Gln nachgewiesen werden.

Massenspektrometrische Analyse

Fiir die massenspektrometrische Analyse von BR-II.. wurde die Fraktion 12 einer analytischen HPLC
der TMAE-Elutionsfraktionen verwendet. Die Rohdaten der Messung, welche in Abbildung I11.41
dargestellt sind, zeigten drei Signale die dem monomeren BR-II.. in 8-facher, 9-facher und 10facher
Protonierung zugeordnet werden konnten. Nach Dekonvolution wurde ein einzelner Peak mit einer
molaren Masse von 14.360,1Da ermittelt. Dieser konnte, durch den Vergleich mit der aus der ato-
maren Zusammensetzung und der theoretischen Isotopenverteilung kalkulierten molaren Masse von
14.360,4Da (Cg15Hg25N1720205511 (+1); 5 Disulfid-Briicken), eindeutig dem monomeren BR-II.. zu-
geordnet werden. Dies bestétigte die Vollstdndigkeit des exprimierten BR-II..-Konstrukts, sowie das

Vorhandensein der erwarteten fiinf Disulfidbriicken.
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Abbildung III.41: Rohdaten der massenspektrometrischen Analyse von BR-11.. aus FE.coli.

I11.3 BIAcore Interaktionsanalysen der Ligand-Rezeptor
Wechselwirkung

Als wichtiges Kriterium fiir die biologischen Aktivitit der priparierten extrazelluliren Rezeptor-
doménen wurde die Bindung zu deren Liganden angewandt. Die Ligand-Rezeptor Wechselwirkung
wurde hierfiir mittels Oberflichen Plasmon Resonanz Spektroskopie (BIAcore) analysiert. Dabei wur-
den die Rezeptoren sowohl an am Sensorchip immobilisierten Liganden, als auch in umgekehrter
Reihenfolge durch Immobilisierung der Rezeptoren und Uberspiilung mit léslichem Ligand vermessen.
Die erhaltenen Sensogramme wurden anschliefend wie unter I1.12 angegeben ausgewertet.

Dabei konnten von der Messanordung abhéngig unterschiedliche K p-Werte fiir entsprechende Ligand-
Rezeptor Paare ermittelt werden, wobei bei immobilisierten Rezeptor generell hohere Affinitdten be-
stimmt wurden (Daten nicht gezeigt). Dies lief} sich mit der Kooperativitéit der Wechselwirkung beider
Bindungsepitope eines Liganden zu zwei rdumlich nah beieinander stehenden Rezeptorketten an der
Sensorchip-Oberfliche erklidren (Nickel, J., zur Publikation eingereichte Daten). Diese Messanordnung
reprisentierte damit eine 1:2 Interaktion wie sie an der Zelloberfiche stattfindet.

Demgegeniiber wurden die aus der Messung mit immobilisierten Liganden ermittelten Affinitéiten als
1:1 Interaktion, das heifit eines Liganden-Bindungsepitops mit einer extrazellularen Rezeptorkette in-
terpretiert. Dies entsprach einer Interaktion wie sie bei der Komplexpréiparation in Losung erwartet
wird.

Zur Charakterisierung der biologischen Aktivitéit der verschiedenen extrazelluliren Typ I und Typ 11

Rezeptordoménen wurden daher die Messungen am immobilisisierten Liganden ausgewertet. In Ab-
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bildung II1.42 A) ist beispielhaft fiir die an den Typ I Rezeptoren durchgefithrten Messungen das
Sensogramm der Bindung von BR-IA.. in Konzentrationen von 0,2uM bis 64M an immobilsiertes
BMP-2 dargestellt. Demgegeniiber zeigt Abbildung I11.42 B) das Sensogramm der Typ II Rezep-
tor Wechselwirkung am Beispiel der BMP-2 : ActR-II.. Interaktion. Hierfiir wurde der ActR-II.. in
Konzentrationen von 1M bis 48uM eingesetzt.
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Abbildung III.42: BlAcore Interaktionsanalyse bindrer Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Sensogramm der Interaktion von BR-IA.. an immobilisiertes BMP-2. B) Sensogramm der Inter-
aktion von ActR-II.. an immobilisiertes BMP-2.

Der Vergleich beider Sensogramme und der daraus ermittelten Daten représentiert zwei generelle Ty-
pen von Bindungskinetiken. Die Erste, als ,langsam® charakterisierte Bindungskinetik war typisch
fiir die Ligand : Typ I Rezeptor Interaktion (sieche Abbildung II1.42 A)) und wurde durch relativ
geringe Werte fiir die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (koy) und der Dissoziation (kogq)
gekennzeichnet (siehe auch Tabelle IT1.10). Die Zweite, als ,,schnell“ charakterisierte Bindungskinetik
war hingegen bei der Interaktion von Ligand mit den Typ II Rezeptoren zu beobachten. Sie ist durch
vergleichsweise hohe Assoziations-Geschwindigkeit (k,,, > 1-10% M~! s71) gekennzeichnet (siehe Ab-
bildung I11.42 A) und Tabelle II1.10).

Die Zusammenstellung aller durchgefithrten Messungen und der daraus ermittelten Werte zur Berech-
nung von Kp sind in Tabelle II1.10 wiedergegeben. Dabei erfolgte die Bestimmung der Affinitdten
(Kp) fiir die ,langsame* Interaktion der Liganden mit den Typ I Rezeptoren BR-IA.. und BR-IB,.
aus den kinetischen Konstanten ko, und kg, da bei den geringen Konzentrationen des Analyten eine
konzentrationsabhéingige Bindung im Equilibrium nicht erreicht wurde. Fiir die ,;schnelle® Interaktion
der Liganden mit den Typ II Rezeptoren ActR-II.. und BR-II.. musste hingegen die Affinitéit (Kp) aus
der Bindung im Gleichgewicht bestimmt werden. Fine Auswertung aus den kinetischen Konstanten
war aufgrund der geringen Anzahl an Messpunkten innerhalb der Assoziations- und Dissoziations-
Phase nicht moglich.

Der BR-TA,, zeigte in der Gruppe der Typ I Rezeptoren zum BMP-2, mit einem K p-Wert von 48nM,
die insgesamt hochste gemessene Bindungsaffinitét (siehe Tabelle II1.10). Dagegen wurden fiir BMP-6
(Kp = 2,0uM) und GDF-5 (Kp = 3,3uM) deutlich geringere Affintitéiten bestimmt.

Fiir die Interaktionen von BR-IB,. konnten sowohl mit BMP-2 (Kp = 350nM) als auch mit GDF-5
(Kp = 300nM) nahezu gleiche Affinitéiten ermittelt werden. Fiir die Interaktion zwischen BR-IB..
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Tabelle II1.10: Auswertung der BIAcore Interaktionsanalyse fiir Messungen an immobilisierten

Liganden.
Ligand Typ I Rezeptor Typ II Rezeptor
(immobilisiert) (1oslich) (1oslich)

BR-1A.. (E.coli) | BR-IB. (E.coli) | ActR-Il. (Sf-9) | BR-Il.. (Sf-9)

BMP-2
foon [M~1571] 3,9 -10* 2,3 -10* >1-107 >1-107
kog [s7Y] 1,9 1073 8,0 1073 >1-1071 >1-10"1
Kp (kin) [nM] 48 350 n.e. n.e.
Kp (eq) [nM] n.e. n.e. 3800 13.000
BMP-6
feon [M~1s1] 2,3 10 1,2 -10° 1,7 -10° 1,2 -10°
kog [s71] 1,3 102 2,9 1073 1,210 1,6 .10~
Kp (kin) [nM] (600) (200) 980 1930
Kp (eq) [nM] 2000 1400 1780 7350
GDF-5
foon [M~1571] 5,0 -10° 3,0 -10° >1-107 >1-107
kog [s7Y] 1,7 1072 1,0 1073 >1-1071 >1-10"1
Kp (kin) [nM] 3300 300 n.e. n.e.
Kp (eq) [nM] n.e. n.e. 22.000 60.000

und BMP-6 konnte ein Kp-Wert von 1,4uM bestimmt werden. Sie zeigte damit eine der BMP-6 :
BR-TA .. Wechselwirkung vergleichbare Affinitét.

Die hochste Affinitét innerhalb der Gruppe der Typ II Rezeptoren wurde fiir die Bindung von ActR-
II.. an BMP-6 (Kp = 1,8uM) ermittelt. Dieser Rezeptor wies dagegen fiir BMP-2 nur eine Affinitét
von Kp = 3,8uM und zum GDF-5 von Kp = 22uMauf. Fiir die Wechselwirkung des BR-II.. war
eine dhnliche Abstufung in den Affinitdten zwischen BMP-6 und BMP-2 bzw. GDF-5 zu beobachten,
wobei insgesamt geringere K p-Werte bestimmt wurden. Mit einem Kp-Wert von 60uM wurde die
Bindung zwischen BR-II.. und GDF-5 als die Interaktion mit der geringsten Affinitit ermittelt.
Anhand dieser Werte erfolgte die vergleichende Bewertung der unterschiedlichen Rezeptorpriparatio-
nen. So konnten durch Interaktionsmessungen an BMP-2 fiir die mittels HPLC gereinigten TMAE-
Elutionsfraktion von monomerem BR-IB.. aus Sf-9 Insektenzellen zun#chst nur fiinffach hohere Kp-
Werte ermittelt werden. Erst mit der Einfithrung des zusétzlichen Reinigungsschritts an der BMP-2
Affinitéts-Chromatographie wurden auch fiir BR-IB,. (Sf-9) ein dem FE.coli-Material vergleichbarer
K p-Wert von 300nM bestimmt.

Fiir den aus F.coli praparierten BR-II.. wurden die K p-Werte fiir die Proben der HPLC Fraktionen
12 und 13 bestimmt. Sie zeigten eine um den Faktor fiinf geringere Affinitdt zu BMP-2 als vergleichbar
aufgereinigter BR-II.. aus Sf-9 Insektenzellen.

Fiir den enzymatisch vollstindig N-deglycosylierten ActR-11.. lag der Kp-Wert bei 5uM. Dem ge-
geniiber wies der chemische N-deglycosylierte ActR-I1.. eine deutlich erhéhten K p-Wert auf, was mit
der teilweisen Denaturierung der Probe wihrend der N-Deglycosylierungreaktion begriindet werden
konnte.

Mit der BIAcore Interaktionsanalyse lielen sich zudem die Affinitaten der Typ II Rezeptor Interaktion
am binédren Ligand-Typ I Rezeptor Komplex bestimmen. Ein entsprechendes Sensogramm ist fiir die
Bildung des terndren BMP-2 : BR-TA.. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes in Abbildung I11.43

wiedergegeben. Der auf der Chipoberfiche immobilisierte BR-TA .. wurde hierfiir zunéchst mit 100nM
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BMP-2 beladen und anschlieflend, unter Beibehaltung dieser BMP-2 Konzentration, mit 1uM, 2uM,
4pM, 8uM, 12uM(orange), 16uM, 32uM (violett) und 48uM ActR-II.. iiberspiilt. Die Auswertung die-
ser Messungen, sowie fiir den terniren BMP-2 : BR-TA.. : BR-II.. Ligand-Rezeptor Komplex sind in
Tabelle III.11 zusammengestellt. Die so bestimmten K p-Werte der BMP-2 - Typ II Rezeptor Interak-
tion bestétigten die ermittelten Werte fiir die bereits beschriebene Messanordnung am immobilisierten
Liganden.

Tabelle II1.11: Affinitat der Typ II Rezeptor Interaktion im terndren Komplex mit BMP-2 und
BR-IA...

Typ I Rezeptor Ligand Typ II Rezeptor
(immobilisiert) (l6slich) (16slich)
ActR-TI.. (Sf-9) | BR-II.. (Sf-9)

BR-IA., BMP-2 Kp (eq) [nM] 4200 22.000

I1I.4 Praparation der Ligand-Rezeptor Komplexe

Mit der Praparation der Ligand-Rezeptor Komplexe wurde die Vorbereitung der Proben fiir die Kris-
tallisation abgeschlossen. Die eingesetzten Liganden BMP-2, BMP-6 und GDF-5 wurden hierfiir von
Herrn Prof. W. Sebald zur Verfiigung gestellt und mit den wie in den vorangegangenen Kapiteln be-
schrieben praparierten Rezeptoren zusammengebracht.

Die Hauptschwierigkeit der Komplexprédparationen in Losung lag in der Optimierung der Bildungsbe-
dingungen, da die Liganden eine duflerst geringe Loslichkeit aufwiesen. Der gewihlte Komplex-Puffer
musste daher sowohl zur Stabilisierung der Ligand-Rezeptor Wechselwirkung beitragen, als auch die

Loslichkeit des gebildeten Komplexes sowie der einzelnen Komponenten gewéhrleisten.
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1I1.4.1 Pré&paration der bindren Ligand-Typ I Rezeptor Komplexe
Ausgehend von der Préparations-Vorschrift fiir den BMP-2 : BR-TIA.. Ligand-Rezeptor Komplexes

[KIRSCH et al., 2000b]wurden die Bildung des GDF-5 : BR-IA.. und des BMP-6 : BR-IA.. Komplexes,
sowie die Bildung der entsprechenden BR-IB.. Komplexe untersucht.

111.4.1.1 Der BMP-2 : BR-TIA.. Komplex
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Abbildung II1.44: Bildung des BMP-2 : BR-TA,. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). B) SDS-PAGE der
Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Der BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplex wurde wie in Kapitel 11.13.1.1 beschrieben durch
Mischen der Einzelkomponenten in hoher Verdiinnung und anschlieBendem Einengen auf ein Endvo-
lumen von 100ul erhalten. Der eingesetzte Uberschuss von 10% Rezeptor wurde nachfolgend mittels
Gelfiltrations-Chromatographie abgetrennt. Das Chromatogramm der Gelfiltration einer praparativen
Komplexpriparation aus 15nmol BMP-2 und 33nmol BR-IA,, ist in Abbildung I11.44 A) dargestellt.
Mit der angebenden Elutionszeit von 28 ,1min fiir den bindren Komplex und 32,6min fiir den freien
Rezeptor stimmt das Ergebnis mit den von KIRSCH et al. [2000b] gezeigten Elutionzeiten bzw. Eluti-
onsvolumina iiberein. Dies bestétigt die Bildung des bindren Komplexes, sowie die 1:2 Stéchiometrie
zwischen dem homodimeren Liganden BMP-2 und den zwei monomeren extrazelluldren Rezeptorket-
ten des BR-IA. Die Bildung des Komplexes konnte zudem durch SDS-PAGE (siche Abbildung IIT.44
B) der Elutionsfraktionen 28 bis 35 nachgewiesen werden. So eluierte der Komplex aus BMP-2 und
BR-IA.. in den Fraktionen 28 bis 31 und der nicht gebundene Rezeptor BR-IA.. in den Fraktion 32
bis 35.

I111.4.1.2 Der BMP-2 : BR-IB.. Komplex

Der BMP-2 : BR-IB., Ligand-Rezeptor Komplex wurde gemé&fl der in Kapitel I1.13.1.1 beschriebe-

nen Vorschrift gebildet. Hierfiir wurden im praparativen Ansatz 33nmol BR-IB,. und 15nmol Ligand
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BMP-2 verwendet. Die Komplexbildung konnte, mit vergleichbaren Ausbeuten auch durch die trop-
fenweise Zugabe einer konzentrierten Stammldsung des Liganden zu dem in 4ml MESrgo-Puffer vor-
gelegten Rezeptor erzielt werden. Der im Uberschuss eingesetzte Rezeptor wurde im Anschluss durch
die Gelfiltrations-Chromatographie mit einer Superdex200 HR10/30 Sdule abgetrennt.
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Abbildung III.45: Bildung des BMP-2 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor Komplexes.

A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). B) SDS-PAGE
unter nichtreduzierenden Bedingungen. Einzelne Elutionsfraktionen der BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9)
Komplexpriparation (links) und vereinigte Elutionsfraktionen der BMP-2 : BR-IB.. (F.coli) Kom-
plexpriparation (rechts). ,I¢, BR-IB,. (E.coli) mit Renaturierung und , 11, BR-IB.. (E.coli) ohne

Renaturierung.

Das Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie ist in Abbildung II1.45 A) wiedergegeben.
Es zeigt eine iiberlagerte Darstellung zweier Elutionsprofile des BMP-2 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor
Komplexes fiir die das Sf-9 Material bzw. der in E.coli exprimierte Rezeptor zur Komplexpréaparation
eingesetzt wurden. Das Elutionsmaximum fiir den BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplex bei 28,2min,
sowie das fiir den BMP-2 : BR-IB,, (Sf-9) Komplex bei 28,4min bestétigten die Bildung des Komplexes
in der erwarteten 1:2 Stéchiometrie. Das aus der Kalibrierung der Gelfiltrationséiule (siehe Kapitel
11.10.5.2) ermittelte Molekulargewicht My, von 50.000 bis 52.000 stimmte mit den aus der Sequenz
errechneten Werten. (siehe hierzu Kapitel I1.11.4). Zusétzlich war aus den identischen Flidcheninhalten
der Elutionsprofile ersichtlich, dass bei Einsatz gleicher Mengen von Ligand und Rezeptor auch gleiche
Mengen an Komplex gebildet wurden. Damit war kein Unterschied hinsichtlich der Aktivitdt zur
Komplexbildung zwischen BR-IB.. (E.coli) und BR-IB.. (S5f-9) erkennbar.

Die Bildung des Komplexes wurde durch die Analyse der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE belegt
und ist in Abbildung II1.45 B) dargestellt. Die Elutionsfraktionen im linken Bildteil stammen von der
BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9) Komplexpréparation. Der rechte Bildteil mit den Proben-Bezeichnungen
,1¢ und 11 zeigt die vereinigten Elutionsfraktionen (28 bis 31) der Priparation des BMP-2 : BR-
IB.. (E.coli) Komplexes. In ,I* wurde hierfiir der Rezeptor nach erfolgter Renaturierung eingesetzt.
Fiir Probe ,,II* wurde BR-IB,. verwendet welcher biologisch aktiv aus den TMAE-Elutionsfraktionen
isoliert werden konnte (sieche Kapitel II1.1.2.1). Die mit der Protein-Analytik wihrend der BR-IB,,-
Préparation aufgedeckten Unterschiede in der Zusammensetzung der Rezeptor-Proben sind aus den
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Banden der Rezeptoren auch nach der Komplexbildung mit BMP-2 deutlich erkennbar. Es konnte
dabei aber kein Unterschied zwischen den Herstellungsvarianten von BR-1B,. aus (E.coli) hinsichtlich
der Bildung des BMP-2 : BR-IB.. (FE.coli) Komplexes festgestellt werden.

I11.4.1.3 Der BMP-6 : BR-IB.. Komplex

Die Praparation des BMP-6 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplexes erfolgte gemafl der in Kapi-
tel I1.13.1.1 angegebenen Vorschrift. Das Chromatogramm der Gelfitration nach Einengen der in
Verdiinnung zusammengebrachten Komponenten von 15nmol BMP-6 und 33nmol BR-IB,. ist in Ab-
bildung II1.46 A) dargestellt.
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Abbildung III.46: Bildung des BMP-6 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). B) SDS-PAGE der

Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Die Bildung des binéiren Komplexes konnte durch SDS-PAGE (siehe Abbildung I11.46 B)) bestétigt
werden. Mit 27,2min Retentionszeit eluierte der BMP-6 : BR-IB.. Komplex, aufgrund des Moleku-
largewichts Myy von 57.260, deutlich zeitiger als die anderen préparierten Ligand-Typ I Rezeptor

Komplexe.

I11.4.1.4 Der BMP-6 : BR-IA.. Komplex

Der BMP-6 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplex konnte in Losung nicht gebildet werden. In Ana-
logie zur Priparation des GDF-5 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplexes (siehe unten) wurden auch
hier mehrere pH-Werte (Durchfithrung entsprechend Kapitel I1.13.1.1) getestet. Wie jedoch aus dem
Chromatogramm der Gelfiltration in Abbildung I11.47 A) ersichtlich, konnte keine Komplexbildung
nachgewiesen werden. Bereits wihrend der Konzentrierung der Probe kam es aufgrund der geringen
Loslichkeit des Liganden sowohl in MESrgg-Puffer pH6,0 als auch in Trissgp-Puffer pHS8,5 zu einer quan-
titativen Prézipitation des BMP-6. Daher war nach Abtrennen dieses Niederschlags fiir den Auftrag
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Abbildung III.47: Bildung des BMP-6 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes.

A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). B) SDS-PAGE
der Elutionsfraktionen fiir die Komplexpéparation in MES;qo-Puffer pH6,0 unter nichtreduzierenden
Bedingungen.

P, Prazipitat wiahrend des Einengens der Komplex-Probe.

auf die Superdex200 HR10/30 lediglich der freie Rezeptor mit einem Elutionsmaximum bei 32,0min
bzw. 32,3min im Elutionsprofil nachzuweisen. Dies konnte mit der in Abbildung I11.47 B) gezeigten
SDS-PAGE der entsprechenden Fraktionen sowie der Probe des Prizipitats P bestétigt werden.

I11.4.1.5 Der GDF-5 : BR-IB.. Komplex

Die Priparation des GDF-5 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplexes stellt hinsichtlich der Puffer-
Bedingungen einen Sonderfall dar. Insbesondere aufgrund der sehr schlechten Loslichkeit des gebil-
deten Komplexes unter den gewihlten Bedingungen (siehe Kapitel I1.13.1.1) konnten fiir priparative
Komplexbildungen nur 10nmol GDF-5 und 22nmol BR-IB, eingesetzt werden, wenn der Ansatz fiir
eine Gelfiltration auf 100u1 eingeengt werden sollte. Im Fall groflerer Anséitze wurde eine massive Prizi-
pitation des Komplexes wiahrend des Einengens der Probe beobachtet. Zudem konnte der Komplex
nicht bei 4°C gelagert werden, da bei dieser Temperatur ebenfalls Prézipitation auch aus verdiinnten
Losungen, wie etwa in Elutionsfraktionen der Gelfiltration beobachtet wurden. Die Ausbeute der so
durchgefiihrten Komplexbildung betrug lediglich 20% bis 25% (bezogen auf nmol eingesetzten Li-
gand).

Das Chromatogramm der Gelfiltration ist in Abbildung I11.48 A) dargestellt. Es zeigt die Bildung des
bindren Komplexes mit einem Elutionsmaximum bei 28,3min. Der nicht gebundene BR-IB.. ist, mit
einer Elution bei 31,6min, deutlich zu sehen. Unterschiede hinsichtlich der Loslichkeit der gebildeten
Komplexe mit glycosyliertem bzw. vollstindig O-deglycosyliertem BR-IB.. (Sf-9), sowie bei der Ver-
wendung von BR-IB,. (E.coli) wurden nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die SDS-PAGE der
entsprechenden Fraktionen dieser Chromtographie mittels Superdex200 HR10/30 Séule ist in Abbil-
dung II1.48 B) gezeigt und bestitigte die Bildung des Komplexes.
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Abbildung III.48: Bildung des GDF-5 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). B) SDS-PAGE der

Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen.

I11.4.1.6 Der GDF-5 : BR-IA.. Komplex

Im Unterschied zu den bisher beschriebenen Komplexpriaparationen konnte der GDF-5 : BR-IA..
Ligand-Rezeptor Komplex nicht unter der Standardbedingung des MESrq-Puffers bei pH6,0 herge-
stellt werden. Die Untersuchungen hinsichtlich der pH-Abhéingigkeit der Komplexbildung sind in Ab-
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pH4,5

0,14 4

0,12+ 32,3min
32,3min

0,10 -
0,08 4

0,06

Abs bei 280nm

0,04 4

0,02 4

0,00 4

0,02 T T T T T T T T T T T

Abbildung III.49: pH-abhingige Bildung des GDF-5 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes.
Chromatogramme der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30).
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bildung II1.49 und III.50 dargestellt. Dafiir wurden analytische Ansétze entsprechend Kapitel 11.13.1.1
aus 4nmol GDF-5 und 8,8nmol BR-TA.. fiir die Priparation eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass
unter Bedingungen mit pH-Werten niedriger als pH7,4 kein GDF-5 : BR-IA.. Komplex nach Gelfil-
tration nachgewiesen werden konnte. Die entsprechende Analyse der Elutionsfraktionen erfolgte dabei
auch mittels SDS-PAGE, die in Abbildung III.50 dargestellt sind.
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Abbildung III.50: pH-abhingige Bildung des GDF-5 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes.
SDS-PAGE der Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen. (Coomassie-Férbung
(links) und Silberfirbung (Mitte und rechts))

Aus den Elutionsmaxima der Gelfiltrationsldufe bei pH7,4, pH8,0 (Daten nicht gezeigt) sowie pH8,5
(siehe hierfiir Abbildung IT1.51) und der Kontrolle der zugehérigen Elutionsfraktion mit SDS-PAGE,
war die Komplexbildung erst bei pH-Werten > pHS8,0 nachzuweisen. Die Verringerung der Elutions-
zeit des GDF-5 : BR-IA.. Komplexes bei Erhohung des pH-Wertes deutet dabei auf eine zunehmende
Stabilitédt des gebildeten Komplexes hin.

Aufgrund der beschriebenen Voruntersuchungen wurde der GDF-5 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Kom-
plex im préparativen Mafistab fiir den Einsatz zur Kristallisation bei pH8,5 in Trissgg-Puffer herge-
stellt. Hierfiir wurden 15nmol GDF-5 zu 75nmol BR-IA .. in Komplex-Puffer gegeben, wobei das Vo-
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Abbildung III1.51: Bildung des GDF-5 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). B) SDS-PAGE der
Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen.
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lumen des gesamten Ansatzes so gewahlt wurde, dass der Ligand zunéchst in einer Konzentration von
weniger als 1uM vorlag. Dieser Ansatz wurde anschlieSlend wie in Kapitel I1.13.1.1 beschrieben einge-
engt und 100ul zur Gelfiltrations-Chromatographie mittels Superdex200 HR10/30 Sdule aufgetragen.
Das Chromatogramm dieser Komplexpraparation sowie die Analyse der entsprechenden Elutionsfrak-
tionen mittels SDS-PAGE sind in Abbildung I11.51 dargestellt.

Mit dem Einsatz von BR-TA.. im Verhéltnis 1:5 konnte die Ausbeute deutlich gesteigert werden. Die
Elution des Komplexes erfolgte nach 28,8min und entspricht gemifl der Kalibrierung (siehe Kapitel
I1.10.5.2) einem Molekulargewicht My, von nur 47.600. Dieser Wert unterscheidet sich von dem fiir
eine 1:2 Stochiometrie des Komplexes kalkulierten My, von 54.720 und zeigt, dass auch unter dieser
Bedingung der GDF-5 : BR-IA.. Komplex fiir eine Reinigung durch Gelfiltration nicht ausreichend
stabil war. Fiir die Kristallisation wurden daher die Fraktionen 29-32 zusammengefasst, so dass BR-

IA.. in der Probe in geringem Uberschuss vorliegen sollte.

111.4.2 Préaparation der bindren Ligand-Typ II Rezeptor Komplexe

Neben der Praparation der bindren Ligand-Typ I Rezeptor Komplexe, welche in der Gruppe der BMPs
und GDF's durch eine hohe Affinitidt der Ligand-Rezeptor Wechselwirkung gekennzeichnet ist, sollte
ebenso die Bildung der niederaffinen Ligand-Typ II Rezeptor Komplexe in Losung iiberpriift werden.
Hierzu wurden sowohl BMP-2 als auch das BMP-6 zur Komplexierung mit ActR-II.. zusammenge-
bracht. Die Ergebnisse sind in den folgenden zwei Abschnitten erldutert.

I11.4.2.1 Der BMP-2 : ActR-II.. Komplex
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Abbildung II1.52: Bildung des BMP-2 : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). Uberlagerte Dar-
stellung der Elutionsprofile fiir die Préparation bei pH6,0 und pH7,4. B) SDS-PAGE der Elutions-

fraktionen aus der Praparation in MES7gg-Puffer pH6,0 unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Fiir die Priaparation im analytischen Mafistab wurden 3,5nmol BMP-2 mit 7,7nmol ActR-II.. in
MES7gp-Puffer zur Komplexbildung zusammen gegeben. Der Ansatz mit einem Startvolumen von 4ml
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wurde fiir die Gelfiltration auf 100ul eingeengt. Eine Darstellung des Elutionsprofils ist in Abbildung
II1.52 gezeigt. Das Elutionsmaximum bei 34,5min war dabei ein Hinweis, dass lediglich der freie
Rezeptor eluierte. Dies konnte mit der SDS-PAGE (siehe auch Abbildung II1.52 B)) bestétigt werden.
Fiir die bessere Zuordnung der Banden in den Elutionsfraktionen wurde sowohl ActR-II.. als auch
BMP-2 als Kontrolle mit auf das Gel aufgetragen. Die entsprechenden Proben sind in der Abbildung
I11.52 B) mit ,,I¢ fiir ActR-1I.. und ,IT* fiir BMP-2 bezeichnet.

Die Bildung des BMP-2 : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes wurde zudem unter den Bedingungen
der terndren Komplexpriparation (siehe auch Kapitel I11.4.3.1) untersucht. Hierfiir wurden 3,5nmol
Ligand und 7,7nmol Rezeptor in Trissgp-Puffer pH7,5 eingesetzt. Der Komplex konnte aber auch unter
diesen Bedingungen nicht gebildet werden, wie aus der Elutionszeit von 33,8min (siehe Kapitel I11.52
A)) ersichtlich wurde.

I11.4.2.2 Der BMP-6 : ActR-II.. Komplex

Die Praparation des BMP-6 : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes erfolgte wie in Kapitel I1.13.1.1
beschrieben in MES~7go-Puffer pH6,0. Zur Praparation wurden Ligand und Rezeptor im stéchiometri-
schen Verhiltnis von 1:5 eingesetzt, um mit einem groBen Uberschuss an Rezeptor einem Ausfallen
des Liganden wéahrend des Einengens vorzubeugen.

Das Elutionsprofil der Gelfiltration und die Analyse der Fraktionen mittels SDS-PAGE sind in Abbil-
dung II1.53 A) und B) wiedergegeben.
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Abbildung II1.53: Bildung des BMP-6 : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Chromatogramm der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200 HR10/30). B) SDS-PAGE der
Elutionsfraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Im Chromatogramm der Gelfiltration konnte lediglich eine Elution des freien Rezeptors mit einem Elu-
tionsmaximum bei 33,6min nachgewiesen werden. Die SDS-PAGE bestiitigte dieses Ergebnis. Nachdem
keine Prézipitation des Liganden wihrend der Konzentration der Probe zu beobachten war, muss der
Zerfall des Komplexes, aufgrund der Verdiinnung wéhrend der Gelfiltration, stattgefunden haben. Das
BMP-6 konnte nicht von der Superdex200 HR10/30 Séule eluiert werden.
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I11.4.3 Préaparation der terniren Ligand-Typ I und Typ II Rezeptor
Komplexe

Mit der Praparation der ternédren Ligand- Typ I und Typ IT Rezeptor Komplexe sollte die Bildung eines
vollstandigen Signalkomplexes, bestehend aus dem Liganden sowie den gebundenen extrazelluldren
Doménen der Typ I und Typ II Rezeptoren in Lésung nachgewiesen und nachfolgend zur Kristallisation
eingesetzt werden.

Neben dem BMP-2 : BR-TA.. : ActR-II.. Komplex wurden auch der BR-II.. zur Komplexpraparation

verwendet. Die Ergebnisse dieser Priparationen sind nachfolgend erldutert.

111.4.3.1 Der BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Komplex

Ausgehend vom bindren Ligand-Rezeptor Komplex aus BMP-2 und BR-IA.. wurde der ternire
BMP-2 : BR-TA.. : ActR-II.. Komplex durch Zugabe von ActR-II.. im stochiometrischen Verhéiltnis
von 1:2,2 erhalten. Dafiir wurden wie in Kapitel I11.13.2 beschrieben 10nmol BMP-2 : BR-TA .. Komplex
in 4ml Trissgo-Puffer pH7,5 vorgelegt und nach Zugabe von 22nmol ActR-II.. auf 100ul eingeengt.
Der Uberschuss an eingesetztem Typ IT Rezeptor wurde anschlieBend durch Gelfiltration abgetrennt.
In Abbildung II1.54 A) ist das Elutionsprofil einer derartigen Komplexpriparation dargestellt.
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Abbildung II1.5/: Bildung des BMP-2 : BR-TA,. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes.

A) Uberlagerte Darstellung von Elutionsprofilen der Gelfiltration (Superdex200 HR10/30) fiir die
BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Priparation (rot), BMP-2 : BR-IA.. Priiparation (schwarz) und freiem
ActR-II.. (griin).B) SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der BMP-2 : BR-TA,. : ActR-II.. Komplex-

praparation unter nichtreduzierenden Bedingungen.

Die Bildung des terniren Komplexes ist dabei in rot gezeigt und den Elutionsprofilen der bindren
Komplexpriparation (schwarz) und von freiem ActR-II.. (griin) iiberlagert. Die Bildung des ternéiren
Komplexes ist durch die Verschiebung des Elutionsmaximums (27,0min) im Vergleich zu dem des
bindren Komplexes (27,9min) deutlich zu erkennen und konnte mittels SDS-PAGE bestiitigt werden.
Die SDS-PAGE der entsprechenden Elutionsfraktionen ist in Abbildung 111.54 B) gezeigt.
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Das aus der Elutionszeit von 27min (fiir die Kalibrierung der Gelfiltration siehe Kapitel 11.10.5.2) er-
mittelte Molekulargewicht lag dabei mit 71.000 unter dem kalkulierten Molekulargewicht von 79.346
(siehe Kapitel I1.11.4). Daher wurden die Elutionsfraktionen 27 bis 29 des ternéren Komplexes mittels
HPLC analysiert. Durch quantitative Auswertung des Elutionsprofils konnte die erwartete Stochio-
metrie eines 1:2:2 BMP-2 : BR-TA,. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes bestéitigt werden (Daten
nicht gezeigt). Dieses Ergebnis wurde zudem durch die analytische Komplexpréparation aus dem BMP-
2 : BR-TA.. Komplex und ActR-II.. in den Verhéltnissen 1.1, 1:2, 1:3 und 1:4 (fiir Durchfithrung siehe
Kapitel 11.13.1.1) belegt (Daten nicht gezeigt).

Fiir die Kristallisation des BMP-2 : BR-TA,. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes wurde der ActR-
11, fiir die Préaparation in allen unter Kapitel I11.2.1 beschriebenen Glycosylierungsformen eingesetzt.
Unterschiede fiir die Komplexbildung und Loslichkeit konnten zwischen N-glycosyliertem, teilweise
N-degylcosyliertem und vollstéindig N-deglycosyliertem Rezeptor, in Ubereinstimmung mit den Daten
der BIAcore Interaktionsanalysen (siehe Kapitel II1.3) nicht festgestellt werden.

Im Gegensatz zum allgemeinen Protokoll der Komplexbildung (siehe Kapitel I11.13.2) wurde bei der
Bildung des Komplexes im 1:4 Uberschuss fiir den entsprechenden Kristallisationsansatz auf den Rei-
nigungsschritt mittels Gelfiltration verzichtet.

I11.4.3.2 Der BMP-2 : BR-IA.. : BR-II.. Komplex

Fiir die Praparation des ternéren Ligand-Rezeptor Komplexes aus BMP-2, BR-IA.. und BR-II.. wur-
de zunédchst BR-II.. aus E.coli eingesetzt. Die Durchfithrung dieser Komplexbildung ist in Kapitel
11.13.2 beschrieben und das Ergebnis in Abbildung II1.55 dargestellt.

Wie durch die Uberlagerung der Elutionsprofile fiir die terniiren Komplexpriparation in rot mit denen
der bindren BMP-2 : BR-IA.. Priparaton in schwarz und des freien BR-II.. in griin ersichtlich, konnte
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Abbildung ITI.55: Bildung des BMP-2 : BR-IA,. : BR-II.. (F.coli) Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Uberlagerte Darstellung der Elutionsprofile der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200
HR10/30) aus der BMP-2 : BR-IA,. : BR-II.. Priparation (rot), BMP-2 : BR-IA.. Priiparation
(schwarz) und freiem BR-II.. (E.coli) (griin).B) SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der BMP-2 :
BR-IA.. : BRI, (E.coli) Komplexpriparation unter nichtreduzierenden Bedingungen.
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die Bildung des terndren Komplexes mittels Gelfiltration nicht nachgewiesen werden. Aufgrund der
geringen Affinitét der Wechselwirkung zwischen BR-II.. und BMP-2 (siehe Kapitel I111.3) wurden in
weiteren Komplexpréparation BR-II.. im molaren Verhiltnis von bis zu 1:20 eingesetzt. Die Bildung
des BMP-2 : BR-TA. : BR-II.. (E.coli) Ligand-Rezeptor Komplexes konnte auch unter diesen Bedin-
gungen nicht erzielt werden (Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der Elutionsfraktionen einer BMP-2 : BR-TA.. : BR-II.. Komplexpriaparation im Verhélt-
nis 1:2,2 mittels SDS-PAGE ist in Abbildung II1.55 B) dargestellt. Der vorgelegte BMP-2 : BR-IA,,
Komplex konnte in den Fraktionen 27 bis 31 nachgewiesen werden. Erst in den nachfolgenden Frak-
tionen 32 bis 34 eluierte der nicht gebunden BR-II,..

Die Bildung des terndren Komplexes konnte dahingegen mit BR-II.. aus einer Sf-9 Expression er-
zielt werden. Hierfiir wurden in einem analytischen Mafistab ausgehend von 5nmol BMP-2 : BR-TA,.
Komplex 25nmol BR-II.. (Sf-9) zugegeben und nach Einengen mittels Gelfiltration (Superdex200
HR10/30) analysiert. Die Uberlagerung der Chromatogramme der BMP-2 : BR-TA,, : BR-II.. (Sf-9)
Komplexbildung in rot mit der einer vergleichbaren BMP-2 : BR-IA.. : BR-II.. (E.coli) Komplex-
priaparation in schwarz und dem freien BR-II.. (Sf-9) in griin ist in Abbildung II1.56 A) gezeigt.
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Abbildung II1.56: Bildung des BMP-2 : BR-IA,.. : BR-II.. (Sf-9) Ligand-Rezeptor Komplexes.

A) Uberlagerte Darstellung der Elutionsprofile der Gelfiltrations-Chromatographie (Superdex200
HR10/30) aus der BMP-2 : BR-IA,. : BR-II.. (Sf-9) Prédparation (rot), BMP-2 : BR-IA.. : BR-II.,
(E.coli) Praparation (schwarz) und freiem BR-II.. (Sf-9) (griin). B) SDS-PAGE der Elutionsfraktio-
nen der BMP-2: BR-IA,. : BR-IL.. (Sf-9) Komplexpriparation unter nichtreduzierenden Bedingungen
(Silberfirbung).

Die Bindung von BR-II.. (Sf-9) an den BMP-2 : BR-TIA.. Komplex fiir zur Verschiebung des Eluti-
onsmaximums hin zu 27,2min, wie sie auch bei der BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Komplexpriparation
beobachtet wurde. Die SDS-PAGE dieser Elutionsfraktionen ist in Abbildung III.56 B) dargestellt. In
den Fraktionen 27 bis 29 sind verschiedene Banden mit einem Molekulargewicht zwischen 25.000 und
50.000 zusétzlich zu denen des BMP-2 : BR-IA.. Komplexes zu erkennen, die dem BR-II.. aus Sf-9
zugeordnet werden konnten. Das besondere Laufverhalten von BR-II,. konnte dabei mit der inhomo-
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genen und starken Glycosylierung aufgrund der Expression in Sf-9 Zellen (Dr. J. Nickel, personliche
Mitteilung) erklirt werden. Die Analyse der Elutionsfraktionen 27 und 28 mittels HPLC bestiitigte
die Anwesenheit von BR-II.. (Sf-9) in diesen Fraktionen (Daten nicht gezeigt).

II1.5 Kiristallisation und kristallographische

Charakterisierung

Eine theoretische Einleitung zur Kristallisation von Proteinen, sowie deren Durchfithrung wurden be-
reits im Kapitel I1.14 beschrieben. Wenn nicht anders angegeben, erfolgten die nun folgend dargestel-
lenden Kristallisationsexperimente der Ligand-Rezeptor Komplexe nach der Dampfdiffusions-Methode
im hidngenden Tropfen.

In der kristallographischen Charakterisierung wurden die zu einer ausreichenden Gréfie herangewach-
senen Kristalle zundchst auf ihre Fahigkeit Rontgenstrahlen zu beugen getestet. Dafiir erfolgte die
Datenaufnahme von 1° (Rotation um w- oder ¢, siehe hierfiir I11.6) fiir zwei um 90° zueinander ge-
drehte Orientierungen des Kristalls. Bei ausreichend hoher Auflésung konnten nachfolgend vollstindige
Datensétze aufgezeichnet werden, die zunéchst zur Ermittlung der Raumgruppe verwendet wurden.
Die Aufnahme von Beugungsdaten wird im Kapitel II1.6 genauer erldutert. An dieser Stelle sei nur
darauf verwiesen, dass hierfiir sowohl Messeinrichtungen mit Drehanodengeneratoren am Lehrstuhl
und an der GBF (Gesellschaft fiir Biologische Forschung, Braunschweig, Deutschland), als auch die
verschiedenen Synchrotron-Strahllinien des SLS (Swiss Light Source, Villigen, Schweiz) und des ESRF
(European Synchrotron Radiation Facility,Grenoble, Frankreich) verwendet wurden.

I11.5.1 Kiristallisation des BMP-2 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplexes

Die Kristallisation des BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes wurde entsprechend den von
KIRSCH et al. [2000¢c] publizierten Bedingung durchgefiihrt. Zur Aufnahme von Réntgenbeugungsda-

ten konnten Kristalle aus folgenden Bedingungen (siehe Tabelle II1.12 erhalten werden. Die geringen

Tabelle II1.12: Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-TA.. Komplexes.

KT* PKf Verhiltnis Puffer Féllungsmittel, maximale
PL/RL} Gefrierschutz Auflosung

10°C  10ug/ul 3/1 0,1M Imidazol pH7,0 0,75M NaOAc 1,86A
30% Glucose 100K (SLS)

RT 10ug/ul 3/1 0,1M Imidazol pH6,9 0,9M NaOAc 5A
RT

* KT - Kristallisation-Temperatur, T PK - Konzentration der Proteinlésung, ¥ PL - Proteinlésung, RL - Reservoirlésung

Unterschiede im pH-Wert und der Féllungsmittel-Konzentration im Vergleich mit anderen Kristalli-
sationsexperimenten wurden dem Zusatz an Glucose zugeschrieben.

Unter beiden Bedingungen erschienen erste spindelférmige Kristalle nach 2 bis 3 Wochen in den Trop-
fen. Diese bildeten innerhalb der Wochen 3 bis 4 die in Abbildung II1.57 sichtbaren Kanten aus und
waren nach 4 Wochen zur endgiiltigen Grofle gewachsen. Die Kristalle der Kristallisation bei 10°C
unter Zusatz von Glucose erreichten dabei Abmessungen von 1 = 500um, ¢ = 400um. Die Kristalli-
sation bei Raumtemperatur erzeugte Kristalle mit 1 = 700pum und ¢ = 500pum. Nach erreichen der

vollen Grofle wurden beide Kristallisationsexperimente bis zur Messung bei RT gelagert.
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A) B)

Abbildung II1.57: Kristalle des BMP-2 : BR-TA.. Komplexes.
A) Tmidazol pH6,9; 0,9M NaOAc. B) Imidazol pH7,0; 0,75M NaOAc, 30% Glucose.

Eine erste kristallographische Charakterisierung ergab am SLS eine Auflésung bis zu 1,9A und die
Raumgruppe P65 mit den Dimensionen a = b = 107,43A; ¢ = 102,25A und o = 8 = 90°; v = 120°
(siehe auch Kapitel I111.6.1).

I11.5.2 Kristallisation des BMP-2 : BR-IB,.. Ligand-Rezeptor Komplexes

Bei der Kristallisation des BMP-2 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplexes konnten sehr unterschied-
liche Kristallisationsbedingungen, auch in Abhéngigkeit von dem fiir die Priiparation des BR-IB,.
verwendeten Expressionssystems, ermittelt werden. Daher werden die Ergebnisse der Kristallisations-

experimente nun folgend getrennt dargestellt.

I11.5.2.1 Der BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9) Komplex

Zur Ermittlung geeigneter Kristallisationsbedingungen fiir den BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9) Ligand-
Rezeptor Komplexes, wurden die entsprechenden Fraktionen der Gelfiltration nach Komplexbildung
auf 4ug/ul eingeengt und in den initialen , Matrix-Screen® mit 48 verschiedenen Kristallisationsbedin-
gungen eingesetzt. Hierfiir wurden 2ul der Proteinlésung mit jeweils 1ul der Reservoirlsung versetzt
und im hingenden Tropfen iiber den mit 500ul Reservoir gefiillten Kammern einer Linbro-Platte
equilibriert. Tabelle I11.13 zeigt die Zusammensetzung aller Bedingungen in denen Kristallwachstum
beobachtet werden konnte.

Besonders vielversprechend waren hierbei die Bedingungen 7 (MD-I) und 27 (MD-I) welche nachfol-

gend optimiert wurden.

Ausgehend von der Zusammensetzung der Bedingung 7 (MD-I) wurde im pH-Bereich zwischen 5,0
und 7,5 im PEG 4000 Konzentrationensbereich von 20% bis 35%, bei konstanten 0,2M Ammoniu-
mazetat auf Kristallisation getestet. Hierfiir wurde der BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9) Komplex in einer
Konzentration vom 6ug/ul eingesetzt. Ein Verbesserung der Kristallisation von Mikro-Kristallen hin
zu grofleren Einzelkristallen konnte dabei nicht erzielt werden. Im gesamten Bereich war ausschliefilich

Prézipitat zu detektieren.
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Tabelle III.13: Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9) Komplexes im
sStructure Screen I“ (Molecular Dimensions Ltd., (MD-I)) Proteinkonzentration 4ug/ul; im
Verhiéltnis 2ul PL - 1ul RL bei RT gesetzt.

Bedingung Puffer Fallungsmittel Dauer Beschreibung
7 (MD-I)  0,1M Na-Citrat pH5,6 30% PEG 4000, 14d Mikro-Kristalle
0,2M NH4OAc

13 (MD-I) 0,1M Na-Cacodylat pH6,5 30% Isopropanol, 6Monate einzelner Kristall
0,2M Na-Citrat

15 (MD-I)  0,1M Na-Cacodylat pH6,5 20% PEG 8000, 4Monate diinne Nadeln
0,2M Mg(OAc)2
25 (MD-I) 0,1M Na-Hepes pH7,5 20% Isopropanol, 7d, mikro-kristallines
0,2M Na-Citrat Prézipitat
26 (MD-I) 0,1M Na-Hepes pH7,5 0,8M K,Na-Tartrat 7d mikro-kristallines
Prazipitat
27 (MD-I) 0,1M Na-Hepes pH7,5 1,5M LisSOy4 7d einzelner Kristall
39 (MD-I) 0,1M Tris-HC1 pH8,5 2M (NH4)H2PO,4 7d mikro-kristallines
Prazipitat
45 (MD-I)  kein 4M Na-Formiat 14d mikro-kristallines
Prézipitat

Erfolgreicher war die Verfeinerung der Bedingung 27 (MD-I). Im pH-Bereich zwischen 6,0 und 8,5
konnten innerhalb von einem Monat Kristalle bei 1,1M und 1,3M LisSO4 erhalten werden (siche Ab-
bildung III.58 A)). Kristalle mit einem Durchmesser von bis zu 400pum und einer Lénge von 600um
wurden dabei fiir pH-Werte zwischen 6,0 und 7,5 sowohl in Cacodylat- als auch in Imidazol-Puffer
erhalten. Im Bereich hoherer LisSO4-Konzentrationen (1,5M und 1,7M) bildeten sich dagegen im ge-
samten pH-Bereich zumeist Mikro-Kristalle bis hin zu mikro-kristallinem Préazipitat. Zur Bestédtigung,
dass die ermittelten Kristallisationsbedingungen auch zur Bildung von Komplex-Kristallen fiihrten,
wurden einzelne Kristalle mittels SDS-PAGE auf ihre Zusammensetzung analysiert. In Abbildung
I11.58 C) ist die SDS-PAGE eines Kristalls K aus der Bedingung bei pH6,5 und 1,3M Li3SO4 dar-
gestellt. Sowohl BMP-2 als auch der BR-IB,. (Sf-9) konnten im Vergleich mit der SDS-PAGE einer
Komplexpriparation (sieche Kapitel I111.4.1.2) identifiziert werden. Da der Kristall mit einer Schlaufe
(Loop) aus dem Kristallisationstropfen entnommen werden musste, stellt Probe L die Kontrolle auf
die Proteinmenge dar, welche moéglicherweise aus der Losung {ibertragen wurde .

Der Zusatz von 25% Glucose (Gefrierschutz) zur Kristallisationslosung fithrte bei gleichzeitiger Ver-
ringerung der Fallungsmittel-Konzentration auf 0,9M bis 1,1M LisSO4 zu Kristallen von bis 300um
Kantenlinge (lingste Dimension), wie sie auch in Abbildung I11.58 B) dargestellt sind.

Die Kristallisation bei 10°C oder 4°C verhinderte die Bildung von Kristallen im oben beschriebenen
pH- und LisSO4-Bereich.

Die Kristalle wurden auf ihre Fahigkeit zur Rontgenbeugung getestet, wobei wie Tabelle I11.14 belegt,
am Drehanoden-Messsystem lediglich Beugungsmuster mit einer maximalen Auflésung von 22A detek-
tiert werden konnten. Eine deutliche Verbesserung dieses Ergebnisses war auch mit der Verwendung

von Synchrotron-Strahlung nicht zu erzielen; Daten bis 9A konnten hier erhalten werden.
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Abbildung III.58: Kristalle des BMP-2 : BR-IB.. (5f-9)

Ligand-Rezeptor Komplexes.

BMP-2

A) Cacodylat-Puffer pH6,0; 1,3M LisSO4. B) Cacodylat-

BR-IB,
(519

(Silberfdrbung, nichtreduzierenden Bedingungen).

Puffer pH6,0; 1,1M LisSOy4, 25% Glucose. C) SDS-PAGE
eines Kristalls K, sowie des Transfer-Loops L als Kontrolle.

Die Anwendung der Kristallisationsbedingung des BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes bei
pH-Werten zwischen 6,6 und 7,2 in Imidazol-Puffer unter Zusatz von 0,4M bis 1,4M NaOAc ergab

keine Kristalle. Hierfiir wurden 10ug/ul Komplex-Losung bei 10°C und 4°C eingesetzt.

Aufgrund der geringen Beugung von Roéntgenstrahlen der unter LioSO,4 erhaltenen Kristalle, war

eine Aufnahme von Beugungsdaten zur Strukturbestimmung des BMP-2 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor

Komplexes nicht moéglich.

Tabelle III.14: Zusammenfassung getesteter Kristalle des BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9) Komplexes.

Puffer Fallungsmittel, GroBe [um] MT* K!' maximale
Gefrierschutz (LxBxH) Auflosung

0,1M Na-Cacodylat pH6,0 1,3M LisSOy4 500x300x300 RT 1 keine

0,1M Imidazol pH7,0 1,3M Lis SOy 600x400x400 RT 1 22A

0,1M Na-Cacodylat pH6,0 1,1M LisSOy4 300x150x150 100K 1 keine
25% Glucose

0,1M Na-Cacodylat pH6,5 1,1M LisSOy4 300x120x120 100K 2 keine
25% Glucose

0,1M Na-Hepes pH7,5 1,1M Lis SOy 300x100x100 100K 1 9A
25% Glucose (SLS)

* MT - Mess-Temperatur, T K - Anzahl getesteter Kristalle.
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I11.5.2.2 Der BMP-2 : BR-IB,.. (E.coli) Komplex

Mit der Verfiigbarkeit von BR-IB,. aus E.coli fiir die Komplexbildung und Kristallisation wurden
die Kristallisationsexperimente auch mit dem BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplex durchgefiihrt. Es
konnte hinsichtlich des Kristallisationsverhaltens von BR-IB.. (E.coli) kein Unterschied zwischen dem
Proteinmaterial festgestellt werden, das einer Renaturierung unterzogen wurde oder aber nativ aus
den Bakterienzellen isoliert wurde.

Deutliche Unterschiede in den Kristallisationsbedingungen wurden hingegen in Abhéngigkeit vom Ex-
pressionsystem des im Komplex befindlichen BR-IB,. ermittelt. So konnten unter der fiir den BMP-2
: BR-IB.. (Sf-9) Komplex ermittelten LisSO4-Bedingung keine Kristalle erhalten werden. Weitere
Unterschiede waren auch aus der Auswertung des initialen, 96 Kristallisationslésungen umfassenden
,Hampton (Matrix-) Screen® deutlich. Tabelle IT1.15 gibt die Zusammenstellung aller fiir den BMP-2

: BR-IB.. (E.coli) Komplex ermittelten Kristallisationsbedingungen wieder. Es sei hier darauf hin-

Tabelle III.15: Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplexes im ,,Hamp-
ton Screen I und II“ (Hampton Research, (HR-I) und (HR-II)). Proteinkonzentration 10,5ug/ul;
im Verhéltnis 2ul PL : 1ul RL bei RT gesetzt.

Bedingung Puffer Fallungsmittel Dauer Beschreibung
7 (HR-I)  0,1M Na-Cacodylat pH6,5 1,4M NaOAc 4Wochen stébchenformige
Kristalle
11 (HR-I)  0,1M Na-Citrat pH5,6 1M (NH4)H2PO4 7d Mikro-Kristalle
24 (HR-I) 0,1M Na-Azetat pH4,6 20% Isopropanol, 4Wochen einzelner Kristall
0,2M CaCls
29 (HR-I) 0,1M Na-Hepes pH7,5 0,8M K,Na-Tartrat 7d, Stabchenhaufen
34 (HR-I) 0,1M Na-Azetat pH4,6 2M Na-Formiat 4Wochen mikro-kristallines
Prizipitat
48 (HR-I) 0,1M Tris-HCI1 pH8,5 2M (NH4)HoPOy 7d mikro-kristallines
Prazipitat
5 (HR-II)  kein 5% Isopropanol, 4Wochen mikro-kristallines
2M (NH4)2S04 Prézipitat
8 (HR-II)  kein 10% Ethanol, 7d einzelne Kristalle
1,5M NaCl
17 (HR-1I)  0,1M Na-Citrat pH5,6 35% tert-Butanol 7d Mikro-Kristalle
20 (HR-II) 0,1M Mes pH6,5 1,6 M MgSOy4 7d, einzelne Kristalle
21 (HR-II) 0,1M Mes pH6,5 2M Na(l, 4Wochen Mikro-Kristalle
0,1M K ,Na-Phosphat
22 (HR-II) 0,1M Mes pH6,5 12% PEG 20.000 7d einzelne Kristalle
24 (HR-II) 0,1M Mes pH6,5 30% Jeffamine M-600, 7d mikro-kristallines
0,05M CsCl Prizipitat
30 (HR-II) 0,1M Na-Hepes pH7,5 30% MPD, 7d mikro-kristallines

0,5M (NH,)280,

Prizipitat
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gewiesen, dass mit ,Structure Screen I¢ (MD-I) und ,,Hampton Screen I* (HR-I) auf die gleichen
Bedingungen getestet werden konnte, da sich die beiden Screens lediglich in ihrer Nummerierung der
Proben unterscheiden. Die zusitzliche Verwendung des ,, Hampton Screen I1¢ (HR-II) fiir den BMP-2
: BR-IB,. (E.coli) Komplex wurde dagegen als notwendig erachtet, nachdem im HR-I nur eine ver-
gleichsweise geringe Anzahl verwertbarer Kristallisationsbedingungen bestimmt werden konnte.

Im Gegensatz zu den fiir den BMP-2 : BR-IB,,. (Sf-9) Komplex ermittelten Kristallisationsbedingun-
gen (siehe Tabelle II1.13) wurden fiir den BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplex einzelne Kristalle nur
unter den Bedingungen mit MgSO,4 (20, HR-II) und PEG 20.000 (22, HR-II) erhalten. Dariiber hinaus
unterschieden sich auch die Bedingungen in denen lediglich Mikro-Kristalle und kristallines Prézipitat
bestimmt werden konnten. Nur die K,Na-Tartrat-Bedingung (29, HR-I) ergab auch fiir den BMP-2 :
BR-IB.. (E.coli) Komplex ein vergleichbares Ergebnis.

Fiir die Optimierung wurde zunéchst von den Bedingungen 20 (HR-II) und 22 (HR-II) ausgegangen.
Von einer Verfeinerung der Bedingungen 24 (HR-I) und 8 (HR-II) in denen Alkohole als Fallungsmit-
tel dienten wurde dagegen abgesehen, da diese den Kristallisationsbedingungen des freien Liganden
zu sehr &dhnelten [SCHEUFLER et al., 1999]. Zudem konnte in BIAcore Experimenten nachgewiesen
werden, dass unter diesen Bedingungen keine Bindung zwischen Ligand und Rezeptor stattfindet (Dr.

J. Nickel, personliche Mitteilung).
Kristallisation mit MgSO4

Ausgehend von der Bedingung 20 (HR-I) wurde die Kristallisation des BMP-2 : BR-IB.. (E.coli)
Komplexes zwischen den pH-Werten 5,6 und 6,6 in Cacodylat-Puffer und MgSO,4 Konzentrationen
von 1,4M bis 2,0M getestet. Hierbei konnten unter Verwendung von 10ug/ul Proteinlgsung, bei ei-
nem Verhéltnis von 2:1 Protein- zu Reservoirlésung innerhalb von 14 Tagen in allen Tropfen Kristalle
erhalten werden. Die Anzahl der Kristalle pro Tropfen nahm dabei mit steigender MgSO4 Konzen-
tration und steigendem pH-Werten zu. Unter pHS8,5 und bei einer MgSO,4 Konzentration von 1,4M
konnten Kristalle mit einer GréBe von 400x200x200um erhalten werden (siehe Abbildung IT11.59 A)),
die am Drehanoden-Messsystem ein Beugungsmuster mit einer maximalen Auflésung von 15A zeigten.
Kristalle vergleichbarer Gréfle benachbarter Kristallisationsbedingungen zeigten hingegen hier keine

Beugung, wie auch in Tabelle III1.19 aufgefiihrt.

A)

Abbildung ITI.59: Kristalle des BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Cacodylat-Puffer pH5,8; 1,4M MgSO4. B) Cacodylat-Puffer pH6,0; 1,8M MgSOy4, 10% Glucose.

Fiir eine Messung am Synchrotron ist aufgrund der hohen Intensitéit der Rontgenstrahlen die Aufnah-

me von Beugungsdaten nur Kryo-Bedingungen (100K) sinnvoll. Da die Kristallisationsbedingungen
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keinen Gefrierschutz fiir die Kristalle gewéhrleisteten, wurden sie vor dem Einfrieren in 2,5M MgSO,
gebadet. Trotz Optimierung dieses Transfers konnten am Drehanoden-Messsystem keine und am SLS
Beugungsdaten nur bis zu einer maximalen Auflésung von 8,7A detektiert werden. Dabei zeigten
auch hier einige der Kristalle keine Beugung der Rontgenstrahlen, was dem Transfer und dem damit
verbundenen osmotischen Stress auf den Kristall zugeschrieben wurde. Zur Ermittlung eines besser
geeigneten Gefrierschutzes erfolgten Ko-Kristallisationsexperimente mit Glucose.

Die Ko-Kristallisation in Gegenwart von 10% Glucose als Gefrierschutz fithrte zu einer Verlangsamung
des Kristallwachstums. Kristalle entsprechender Gréfien (siehe auch Abbildung II1.59 B)) wurden erst
nach 3 Wochen und nur bei MgSO,4 Konzentrationen grofler 1,8M erhalten. Weitere Kristalle aus Be-
dingungen zwischen 1,2M bis 1,4M MgSO waren sogar erst nach 6 Monaten entdeckt worden.

Eine Verbesserung der Beugungseigenschaften fiir die unter Ko-Kristallisation mit Glucose erhaltenen
Kristalle konnte bei Messungen am ESRF nicht bestitigt werden. Wie die Zusammenstellung der
Messungen in Tabelle II11.20 belegt, waren auch hier nur Auflésungsvermégen zwischen 7A und 15A

bestimmt worden.

Aufgrund der schlechten Réntgenbeugung der unter MgSO, erhaltenen Kristalle, war eine Aufnah-
me von Beugungsdaten zur Strukturlosung des BMP-2 : BR-IB,, Ligand-Rezeptor Komplexes nicht
moglich.

Kristallisation mit PEG 20.000

In weiteren ,Fine-Screens“ wurde auch die Kristallisationsbedingung 22 (HR-II) optimiert. Hierfiir

waren unter Verwendung von Mes-, Hepes-, Imidazol- und Cacodylat-Puffer der pH-Bereich zwischen

A) B)

100pm
L

Abbildung III.60: Kristalle des BMP-2
: BR-IB.. (E.coli) Ligand-Rezeptor Kom-
plexes.

A) Cacodylat-Puffer pH6,6; 14% PEG
20.000. B) Cacodylat-Puffer pH7,4; 10%
PEG 20.000 einer Kristallisation bei
100pm 4°C. C) ,micro-seeding* nach Mes-Puffer
pH6.5; 12% PEG 20.000.
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pHG6,0 bis pH7,4, sowie PEG 20.000 Konzentrationen von 4% bis 16% zur Kristallisation getestet wor-
den. Unter allen Bedingungen konnten bereits nach 5 Tagen Kristalle erhalten werden, wobei sich bei
pH6.6 und 14% PEG 20.000 die grofiten Kristalle bildeten. Abbildung II11.60 A) und B) zeigen diese
sehr diinnen und verwachsenen pléttchenférmigen Kristalle.

Die Kristallform als auch die Verwachsungen konnten durch ,,micro-seeding* Experimente (Durchfiih-
rung siehe Kapitel 11.14.2) nicht vollstdndig verhindert werden. So wurden, wie Abbildung III.60
C) zeigt, zwar einzelne aber sehr diinne Plittchen gebildet. Fiir dieses Animpfen wurde ein un-
ter Cacodylat-Puffer pH6,5 mit 14% PEG 20.000 gewachsener Kristall zerstort und aus einer 1:10
Verdiinnung in einen vorab equilibrierten Tropfen der Bedingung Mes pH6,5 mit 12% PEG 20.000
iibertragen. Neben der gezeigten, wurden , micro-seeding* Experimente ebenfalls fiir Bedingungen im
pH-Bereich zwischen pH6,0 und pH6,5 sowie PEG 20.000 Konzentrationen von 12% bis 16% mit iden-
tischem Resultat durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration des BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplexes
wurde hierfiir auf 8ug/ul reduziert.

Zur Verbesserung der Kristallqualitét konnte auch der Zusatz von Salzen (0,02M bis 0,12M LizSOy
oder 0,04M bis 0,24M MgSO,) nicht beitragen. Bereits die niedrigsten getesteten Konzentrationen
dieser Salze verhinderten das Kristallwachstum vollsténdig.

Die Verringerung der Kristallisationstemperatur auf 4°C hatte ebenfalls keine Einfluss auf die Kris-
tallqualitat. Wie in Tabellen I1I.19 und II1.20 zusammengestellt, zeigten vergleichbare Kristalle aus
der Kristallisation bei RT und bei 4°C gleiche Beugungseigenschaften sowohl an den Drehanoden-
Messeinrichtungen, wie auch am Synchrotron. Der Kristallisationsprozess selbst schien von der Tem-
peratur unabhéngig, da auch hier exakt nach 5 Tagen in den entsprechenden Kristallisationsbedin-
gungen Kristalle der bereits beschriebenen Form und Gréfle erhalten wurden (siehe Abbildung I11.60
B)).

Das fiir Messungen am Synchrotron notwendige Einfrieren der Kristalle setzt wie bereits erldutert
einen Gefrierschutz voraus. Daher sollten zunédchst durch Ko-Kristallisation mit PEG 400, MPEG
5000, Glucose oder Glycerin kryo-geeignete Bedingungen ermittelt werden. Der Zusatz dieser Sub-
stanzen in Konzentrationen von nur 1% (w/v) verhinderten jedoch die Kristallisation vollsténdig.
Ein vergleichbares Ergebnis wurde auch fiir ,micro- und macro-seeding® Experimente (Durchfithrung
siehe Kapitel 11.14.2) der unter reguliren PEG 20.000 Bedingungen erhaltenen Kristalle in Ko-
Kristallisationsbedingungen mit 15% Glucose oder 10% Glycerin beobachtet. Dabei 16sten sich die
Kristalle unter Bildung von Prézipitat oder Phasentrennung bereits wenige Minuten nach dem Trans-
fer vollstandig auf. Der komplette Ersatz des PEG 20.000 durch niedermolekulare Polyethylenglykole
ergab schon bei niedrigen PEG-Konzentration lediglich Phasentrennungen in den Kristallisationstrop-
fen.

Nachdem alle Versuche fiir eine Ko-Kristallisation des BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplexes in der
PEG 20.000 Bedingung mit den Zusétzen von verschiedenen Gefrierschutzmitteln erfolglos waren, wur-
den durch ,soaking“ (siehe Kapitel 11.14.3) diese Substanzen nachtréglich in den Kristall eingebracht.
Hierfiir waren zunéchst Glucose, Glycerin und PEG 400 getestet und nur die Glucose als moéglicher
Zusatz ermittelt worden, da Glycerin und PEG 400 wie bereits in der Ko-Kristallisation beobachtet,
zum vollstédndigen Auflésen der Kristalle innerhalb weniger Minuten fithrten. Trotzdem wurde ver-
sucht die Verweildauer des Kristalls wihrend des Transfers nach PEG 400 so kurz zu wéhlen, dass die
Kristalle nicht vollstdndig zerstort wurden. Erwartungsgeméfl konnte jedoch nach dieser Behandlung,
wie auch in Tabelle II1.20 aufgelistet, keine Rontgenbeugung mehr detektiert werden.

Zum Einbringen des Glucose-Puffers wurde das in Kapitel I1.14.3 beschriebene Protokoll verwendet.
Dabei konnte gezeigt werden, dass lingere Inkubationen zwischen den einzelnen Glucose-Konzentra-
tionen, sowie die Verwendung einer 40%igen Glucose-Stammldsung ohne zusétzlichen Puffer und Prézi-

pitanz zur Schédigung der eingebrachten Kristalle fithrten. Mit der Optimierung konnten sichtbare
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Schéden an den Kristallen, wie Risse und Auflésung der Kristallkanten weitesgehend vermieden wer-
den. Diese Kristalle wiesen am Synchrotron, insbesondere aber an der Mikrofokus-Strahllinie ID-13
des ESRF ein rdumlich eingegrenztes Beugungsverhalten auf. Dabei existierten Zonen innerhalb des
Kristalls die Beugung aufwiesen (SA bis 3,5A Auflosung) und Bereiche die keinerlei Beugung zeigten
(sieche auch Tabelle IIT.20).

Das dennoch keine zur Strukturlosung verwertbaren Daten aufgezeichnet werden konnten, wird in
Abschnitt II1.6 genauer erldutert. Die Qualitit der gemessenen Daten fiir gefrorene Kristalle (mit
beschriebener Vorbehandlung) unterschieden sich dabei nicht von denen bei RT analysierten Kristal-
len. Dies wurde durch Messungen mittels eines leistungsfahigeren Drehanoden-Messsystems der GBF
belegt, auch wenn hier aufgrund geringerer Intensitiit der Rontgenstrahlung nur Aufldsungen bis 10A
in Tabelle II1.19 aufgelistet sind.

Aufgrund der Qualitdt der Beugungsdaten der unter PEG 20.000 erhaltenen Kristalle, war eine Struk-
turlosung des BMP-2 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplexes aus den aufgezeichneten Datensédtzen
nicht méglich.

Kristallisationsexperimente mittels des ,JBS Screen 5

Die Substitution von PEG 20.000 durch andere hoher-molekulare Polythylenglykole stellte einen wei-
teren Versuch zur Verbesserung der Kristallqualitdt dar. Hierfiir wurde zunéchst der ,,JBS Screen
5% verwendet, welcher als ,,Grid-Screen* den Test auf ein breites Spektrum an Bedingungen mit
hohermolekularen Polyethylenglykolen als Fallungsmittel ermoglichte. Das Ergebnis dieses Kristalli-
sationsexperiments aus einer 10ug/ul Proteinlosung des BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplexes ist in
Tabelle II1.16 zusammengestellt.

Tabelle III.16: Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IB,. (FE.coli) Komplexes im ,, JBS
Screen 5“(Jena BioScience). Proteinkonzentration 10ug/ul; im Verhéltnis 2ul PL : 1ul RL bei RT
gesetzt.

Bedingung Puffer Fallungsmittel Dauer Beschreibung
Al kein 12% PEG 8000, 8d mikro-kristallines
0,1M KClI, Prézipitat
5% Glycerin
B2 0,1M Na-Hepes pH7,5 18% PEG 8000, 8d mikro-kristallines
0,1M NaOAc, Prézipitat
2% Isopropanol Prézipitat
B4 0,1M Na-Hepes pH7.,5 20% PEG 8000 8d einzelner Kristall
D2 0,1M Na-Hepes pH7,5 20% PEG 10.000 8d einzelner Kristall
aus Phase
D4 0,1M Mes pH6,5 10% PEG 20.000 8d grofler verwachsener
Kristall
D5 kein 20% PEG 20.000 8d kleine verwachsene
Kristalle

Der ,,JBS Screen 5 bestiitigte die bereits bekannte Bedingung (Mes-Puffer pH6,5, PEG 20.000), ergab
aber auch Kristalle unter PEG 8000 (B4, Abbildung II1.61 A)) und PEG 10.000 Bedingungen (D2,
Abbildung III1.61 B)), welche daraufhin weiter optimiert wurden.

Ausgehend von Bedingung B4 erfolgten verschiedene Kristallisationenexperimente, welche insgesamt
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den pH-Bereich zwischen pH6,9 bis pH7,9 und Fillungsmittel-Konzentrationen von 10% bis 22% PEG
8000 abdeckten. In all diesen Bedingungen, die sowohl bei RT und 4°C als auch unter Zusatz von 15%
Glucose ausprobiert wurden, konnten keine Kristallisation erzielt werden. Nur durch , micro-seeding*
aus einer PEG 20.000 Bedingung waren die in Abbildung IT1.61 C) gezeigten Kristalle erhalten wor-

den. Diese konnte aufgrund der geringen Dicke nicht fiir Messungen verwendet werden. Die einzigen

A)

100pum
=

Abbildung III.61: Kristalle des BMP-2
: BR-IB,. (E.coli) Ligand-Rezeptor Kom-

plexes.

A) Bedingung B4 mit Hepes-Puffer
pH7.5; 20% PEG 8000. B) Bedingung
D2 mit Hepes-Puffer pH7,5; 20% PEG
100pm 10.000. C) ,,micro-seeding® nach Hepes-
s Puffer pH7,0; 18% PEG 8000.

Kristalle aus dem ,,JBS Screen 5“ welche fiir eine kristallographische Charakterisierung verwendet
werden konnten, wurde direkt aus den Bedingungen B4 und D2 entnommen. Beide zeigten dabei Beu-
gungsmuster mit einer Auflésung von bis zu 10A an der Drehanoden-Messeinrichtung und bis 3,5A am
Synchrotron (siche Zusammenstellung in Tabellen I11.19 und II1.20). Die Qualitit der Beugungsdaten
unterschied sich jedoch nicht von denen der mit PEG 20.000 erhaltenen Kristalle.

Kristallisationsexperimente mittels des ,PEG/Ion Screen
Tabelle III.17: Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IB.. (E.coli) Komplexes im

»PEG/Ion Screen“ (Hampton Research (P/I)). Proteinkonzentration 10ug/ul; im Verhéltnis 2ul
PL : 1ul RL bei RT gesetzt.

Bedingung  Puffer Fallungsmittel Dauer Beschreibung
45 kein, pHS,1 20% PEG 3350 14d  mikro-kristalline
0,2M Li-Citrat Nadeln
46 kein, pHS8,2 20% PEG 3350 14d  mikro-kristalline
0,2M Na-Citrat Nadeln
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Die Verwendung des 48 Losungen umfassenden ,PEG /Ton Screens (P/I)“ brachte hingegen keine neuen
Kristallisationsbedingungen. Neben einer Vielzahl von Phasenseparationen aufgrund des PEG 3350,
wie sie auch bei der Verwendung anderer niedermolekularer Polyethylenglycole beobachtet wurden,
waren nur in den Proben 45 (P/I) und 46 (P/I) Mikro-Kristalle detektiert worden (siehe Tabelle
II1.17). Abbildung I11.62 zeigt den Tropfen aus der Bedingung 45 (P/I). Eine weitere Optimierung
erfolgte nicht.

Abbildung II1.62: Kristalle des BMP-2 : BR-
IB.. (E.coli) Ligand-Rezeptor Komplexes aus
Kristallisationsbedingung 45 (P/I).

Kristallisationsexperimente mittels des ,Malonat Screen“

Die in Abbildung IT1.63 gezeigten Kristalle waren aus den Bedingungen B1 (Bildteil B) und C1 (Bildteil
A)) des ,Malonat Screens“ erhalten worden (siche auch Tabelle II1.18). Beide Kristallisationsbedin-
gungen enthielten 1M Malonat bei den pH-Werten 5,0 und 6,0. Die Kristalle aus Bedingung C1 wurden

A)

9]
o
94 s
67 g
ZE
30 e Abbildung III.63: Kristalle des BMP-2 : BR-IB,. (FE.coli
¥ B™MP-2 Ligand-Rezeptor Komplexes im ,,Malonat Screen*.
20,1 5 A) 1,0M Malonat pH6,0. B) 1,0M Malonat pH6,0. C) SDS-
14"t b 4 - ?ER;;;?) PAGE eines Kristalls K, sowie des Transfer-Loops L als Kon-
M, x10 M L K trolle. (Silberfirbung, nichtreduzierenden Bedingungen).
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zudem mittels SDS-PAGE analysiert. So konnte, wie auch mit Abbildung IT1.63 C) belegt, sowohl das
BMP-2 als auch der BR-IB.. (E.coli) eindeutig nachgewiesen werden.

In Bedingungen mit 1,5M Malonat dieser pH-Werte konnte bereits nach 4 Tagen die Bildung von
Mikro-Kristallen beobachtet werden. In den restlichen Bedingungen des Screens mit hoheren Malo-
natkonzentrationen wurde ausschlieSlich Prézipitat detektiert.

Der Beugungstest (am SLS) der unter 1,0M Malonat pH6,0 erhaltenen Kristalle ergab eine Auflésung
von maximal 20A mit sehr eng beieinander liegenden Reflexen. Dies lie auf eine sehr grofie Einheits-

zelle schlieflen. Eine weitere Charakterisierung war aufgrund der geringen Auflésung nicht moglich.

Tabelle III.18: Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IB,.. (F.coli) Komplexes im ,Ma-
lonat Screen“(Hampton Research). Proteinkonzentration 10ug/ul; im Verhiiltnis 2ul PL : 1ul RL
bei RT gesetzt.

Bedingung  Puffer Féllungsmittel Dauer Beschreibung
B1 kein 1M Malonat pH5,0 9d Mikro-Kristalle
C1 kein 1M Malonat pH6,0 9d einzelne Kristalle
D1 kein 1M Malonat pH7,0 9d mikro-kristallines
Prazipitat

Ubersicht tiber die Rintgenbeugungsexperimente von Kristallen des BMP-2 : BR-IB,.. (E.coli) Ligand-

Rezeptor Komplezes

Fiir die Kristallisation des BMP-2 : BR-IB,.. (E.coli) Ligand-Rezeptor Komplexes konnten, wie bereits
einzeln dargestellt, verschiedenste Kristallisationsbedingungen ermittelt werden, welche nachfolgend
auf Rontgenbeugung getestet wurden. Die Zusammenstellung der Resultate aller an Kristallen des
BMP-2 : BR-IB,.. (F.coli) Komplexes durchgefithrten Beugungstest ist in den Tabelle II1.19 und
Tabelle II1.20 wiedergegeben.

Die Ergebnisse fiir die an Drehanoden-Systemen durchgefiithrten Messungen sind in Tabelle I11.19 mit

Kristallisationsbedingung, Grolie und Mess-Temperatur aufgelistet.

Tabelle I11.19: Zusammenstellung der an Drehanoden-Messeinrichtungen getesteten Kristalle des
BMP-2 : BR-IB,. (E.coli) Komplexes.

Puffer Fallungsmittel, GrofBe [pm] MT*  Kf maximale
Gefrierschutz (LxBxH) Auflssung

0,1M Na-Cacodylat pH5,6 1,4M MgSO4 300x100x100  RT 1 keine

0,1M Na-Cacodylat pH5,8 1,4M MgSOy4 350x150x150  RT 2 15A

0,1M Na-Cacodylat pH5,6 1,8M MgSQy, 200x100x100 100K 1 keine
10% Glucose

0,1M Na-Cacodylat pH5,8 1,4M MgSQy, 350x100x100 100K 1 keine
2,5M MgSOy(trans)

0,1M Na-Cacodylat pH6,4 1,4M MgSQOy, 300x150x150 100K 1 keine

2,5M MgSOy(trans)
0,1M Na-Cacodylat pH6,6 13% PEG 20.000 (4°C) 500x200x20 RT 2 10A (GBF)
0,1M Na-Cacodylat pH6,6 14% PEG 20.000 600x300x30 RT 2 10A
0,1M Na-Cacodylat pH7,0 10% PEG 20.000 (4°C) 300x20x5 RT 1 10A
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Fortsetzung der Tabelle II1.19.

Puffer Fallungsmittel, Grofle [um] MT* K maximale
Gefrierschutz (LxBxH) Auflssung

0,1M Na-Cacodylat pH7,2  16% PEG 20.000 (4°C) 300x100x10 RT 1 10A (GBF)

0,1M Na-Cacodylat pH7,4 4% PEG 20.000 100x75x75 RT 1 12A

0,1M Na-Cacodylat pH7,4 10% PEG 20.000 100x100x50 RT 1 9A

0,1M Na-Cacodylat pH7,4  13% PEG 20.000 (4°C) 200x100x25 RT 1 10A (GBF)

0,1M Na-Cacodylat pH7,4 10% PEG 20.000, 300x150x20 100K 1 keine
30%PEG 400 (trans)

0,1M Na-Cacodylat pH7,4 6% PEG 20.000, 200x100x20 100K 1 keine
30%PEG 400 (soak)

0,1M Na-Cacodylat pH7,4 8% PEG 20.000, 200x100x20 100K 1 10A
30% Glucose (soak)

0,1M Na-Hepes pH7,5 20% PEG 8000, 700x400x100 100K 1 10A

30% Glucose (soak)

* MT - Mess-Temperatur., T K - Anzahl getesteter Kristalle.

Die Ergebnisse fiir die am Synchrotron auf Rontgenbeugung getesteten Kristalle sind in Tabelle I11.20

getrennt zusammengefasst. Die Anzahl der aus den verschiedenen Kristallisationsbedingungen ent-

nommen Kristalle, deren Gréfle und die Synchrotron-Strahllinie sind angegeben.

Tabelle II1.20: Zusammenstellung der am Synchrotron getesteten Kristalle des BMP-2 : BR-IB,,

(E.coli) Komplexes.

Puffer Fallungsmittel, GroBe [pm)] MT* K maximale
Gefrierschutz (LxBxH) Auflosung
0,1M Na-Cacodylat pH5,6 1,4M MgSQy, 300x100x100 100K 8 8,3A-keine
2,5M MgSOy(trans) (SLS)
0,1M Na-Cacodylat pH5,6 1,2M MgSQy, 300x150x100 100K 1 keine
10% Glucose (ID14, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH6,0 1,2M MgSQy, 150x100x100 100K 1 13A
10% Glucose (ID14, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH6,0  1,8M MgSOy, 300x200x200 100K 2 7A
10% Glucose (ID14, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH6,2  1,3M MgSOy, 200x100x100 100K 1 15A
10% Glucose (ID14, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH6,2 1,7M MgSQy, 300x100x100 100K 1 8A
10% Glucose (ID14, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH6,2 1,8M MgSQy, 300x100x100 100K 2 8A-keine
10% Glucose (ID14, ESRF)
0,1M Mes pH6,0 12% PEG 20.000,  150x150x10 100K 2 3.5A
30% Glucose (soak) (ID13, ESRF)
0,1M Mes pH6,5 10% PEG 20.000 600x300x50 100K 1 6A
30% Glucose (soak) (SLS)
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Fortsetzung der Tabelle II1.19.

Puffer Fallungsmittel, Grofle [um] MT* K maximale
Gefrierschutz (LxBxH) Auflssung
0,1M Mes pH6.5 12% PEG 20.000, 150x150x10 100K 1 6A
30% Glucose (soak) (ID13, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH7,0 5% PEG 20.000 (4°C)  100x50x20 100K 1 3,5A
30% Glucose (soak) (ID13, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH7,0  12% PEG 20.000, 250x100x20 100K 9 3,7-7,0A
(0,1M Imidazol pH7,0) 30% Glucose (soak) (SLS)
0,1M Na-Cacodylat pH7,0 12% PEG 20.000 (4°C) 300x200x20 100K 4 3,5-6,0A
30% Glucose (soak) (ID13, ESRF)
0,1M Na-Cacodylat pH7,4 12% PEG 20.000, 300x150x20 100K 2 4,6-12A
30% Glucose (soak) (SLS)
kein 1M Malonat pH6,0, 100x100x150 100K 2 20-25A
3,5M Malonat (trans) (SLS)
0,1M Na-Hepes pH7.5 20% PEG 8000 700x400x75 100K 1 4A
30% Glucose (soak) (SLS)
0,1M Na-Hepes pH7,5 20% PEG 10.000 400x300x50 100K 2 3,54
30% Glucose (soak) (SLS)

* MT - Mess-Temperatur., T K - Anzahl getesteter Kristalle.

I11.5.3 Kiristallisation des BMP-6 : BR-IB,.. Ligand-Rezeptor Komplexes

Mit dem Einsatz des nach Gelfiltration mit einer Konzentration von 3,7ug/ul praparierten BMP-6 :
BR-IB.. (S5f-9) Ligand-Rezeptor Komplexes in den ,,Structure Screen I¢ konnten Kristalle unter den

in Tabelle IT1.21 aufgelisteten Kristallisationsbedingungen erhalten werden.

Tabelle III.21: Kristallisationsbedingungen des BMP-6 : BR-IB.. (Sf-9) Komplexes
im ,,Structure Screen I*(Molecular Dimensions Ltd.). Proteinkonzentration 3,7ug/ul;
im Verhéltnis 2ul PL : 1ul RL bei RT gesetzt.

Bedingung Puffer Fallungsmittel Dauer Beschreibung
1 0,1M Na-Azetat pH4,6 30% MPD, 7d einzelne Kristalle
0,02M CaCly
11 0,1M Na-Azetat pH4,6 20% Isopropanol 7d Mikro-Kristalle
0,02M CaCl,

Die anschliefflende Optimierung der Bedingung 1 (MD-I) wurde im pH-Bereich zwischen pH3,8 und
pH5,0 unter Zusatz von 20% bis 32,5% MPD durchgefiihrt. Dabei konnten innerhalb von 14 Ta-
gen Kristalle in Azetat-Puffer pH3,8 bis pH4,2 und einer MPD-Konzentration zwischen 20% und
25% erhalten werden. Hohere pH-Werte und MPD-Konzentration fiihrten hingegen zur Bildung von
Mikro-Kristallen. Die weitere Einschrinkung des pH-Bereichs lieferte dann die in Abbildung I11.64 B)
gezeigten Kristalle bei 2,4ug/ul Proteinlosung, wobei deren Bildung nicht immer reproduzierbar war.
Mehrheitlich wurden nur die Abbildung II1.64 B) abgebildeten Mikro-Kristalle erhalten, wobei eine
Ursache fiir dieses unregelméflige Kristallisationsverhalten zunéchst nicht ermittelt werden konnte.
Eine Erhohung der Proteinkonzentration, auch unter Verringerung der Fallungsmittel-Konzentration

fiihrte stets zur Bildung von Prézipitat.
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200pm
e 1

Abbildung III.64: Kristallisation des
100um BMP-6 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor Kom-
s 4 plexes in Azetat-Puffer pH3,8; 24% MPD.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Kristalle wenigen Tage nach ihrer Bildung wieder in
Losung gingen. Als Ursache dieser Auflosung wurde zunéchst eine Verringerung der Fallungsmittel-
Konzentration wihrend der Lagerung der Kristallisationsplatten angenommen. Dies kénnte durch das
Material der Linbro-Platte verursacht werden, da es eine geringe Durchléssigkeit gegeniiber fliichtigen
organischen Losungsmitteln aufweist. Nach weiteren 3 Monaten wurden in diesen Ansétzen die in
Abbildung II1.64 C) dargestellten Mikro-Kristalle erhalten.

Tabelle III.22: Zusammenstellung getesteter Kristalle des BMP-6 : BR-IB,.

Komplexes.

Puffer Féllungsmittel, GroBe [um] MT* K' maximale

Gefrierschutz (LxBxH) Auflssung
0,1M Na-Azetat pH3,8 24% MPD 300x200x100 100K 1 4A
0,1M Na-Azetat pH3,6  24% MPD 200x200x50 100K 1 10A

* MT - Mess-Temperatur., T K - Anzahl getesteter Kristalle.

Wie in Tabelle TI1.22 zusammengestellt konnten nur zwei Kristalle fiir eine Messung erhalten werden.
Beide Kristalle zeigten am Drehanoden-Messsytem ein Beugungsbild, wobei auswertbare Daten bis bis
4A aufgezeichnet wurden. Fiir diesen Kristall konnte die Raumgruppe P3;21 mit den Zellkonstanten
a=b=0975A; c = 856A und o = § = 90°; v = 120° zu ermittelt werden. Diese stimmte exakt
mit der fiir den freien Liganden iiberein (Miiller, T. unpublizierte Daten) woraufhin eine weitere
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Verfolgung dieser Kristallisationsbedingung im niedrigen pH-Bereich unter Verwendung von Alkoholen
als Féallungsmittel nicht fortgesetzt wurde.

Die Kristallisation des BMP-6 : BR-IB.. Komplexes unter Anwendung der fiir den BMP-2 : BR-TA..
Ligand-Rezeptor Komplex beschriebene Kristallisationsbedingung ergab keine Kristalle. Hier wurden
bei einer Konzentration von 4,2ug/ul Komplex, unter Verwendung der Cacodylat-, Imidazol- oder
Hepes-Puffer (pH 6,2 bis 7,7), die NaOAc-Konzentrationen zwischen 0,4M und 2,4M, bei RT und 4°C

ausgetestet und stets klare Tropfen erhalten.

I111.5.4 Kristallisation des GDF-5 : BR-IB,.. Ligand-Rezeptor Komplexes

Mit dem Einsatz von 2,4ug/ul des GDF-5 : BR-IB.. (Sf-9) Komplexes konnten Kristalle unter den
in Tabelle ITI1.23 zusammengestellten Kristallisationsbedingungen erhalten werden. Fiir eine weitere
Verfeinerung wurden daraufhin die Bedingungen 4 (MD-I) und 26 (MD-I) ausgewahlt.

Tabelle I1I.23: Kristallisationsbedingungen fiir den GDF-5 : BR-1B,.. (5f-9) Komplex im ,,Struc-
ture Screen I“(Molecular Dimensions Ltd.). Proteinkonzentration 2,4ug/pl; im Verhiltnis 2ul PL
: 1pl RL bei RT gesetzt.

Bedingung Puffer Fallungsmittel Dauer Beschreibung

4 0,1M Na-Azetat pH4,6 2,0M Na-Formiat 14d einzelne Kristalle

9 0,1M Na-Citrat pH5,6 20%Isopropanol, 5d Mikro-Kristalle
20% PEG 4000

12 0,1M Na-Cacodylat pH6,5 1,4M NaOAc 6Monate einzelner Kristall

16 0,1M Na-Cacodylat pH6,5 30% MPD, 7d Mikro-Kristalle
0,2M Mg(OAc)2 (nach 14d  aufgelost)

21 0,1M Na-Hepes pH7,5 30% MPD, 7d Mikro-Kristalle
0,2M Na-Citrat (nach 14d  aufgelost)

25 0,1M Na-Hepes pH7,5 20% Isopropanol, 6Monate einzelner Kristall
0,2M Na-Citrat

26 0,1M Na-Hepes pH7,5 0,8M K,Na-Tartrat 5d einzelner Kristall

27 0,1M Na-Hepes pH7.,5 1,56M LisSOy4 6Monate  Mikro-Kristalle

28 0,1M Na-Hepes pH7,5 0,8M NaH3POy, 6Monate  Mikro-Kristalle
0,8M KH,;PO4

31 0,1M Na-Hepes pH7,5 10% Isopropanol, 10d mikro-kristalline
20% PEG 4000 Nadeln

36 0,1M Tris-HCI pHS8,5 30% Isopropanol 6Monate einzelner Kristall
0,2M NH4OAc

40 kein 0,4M K,Na-Tartrat 6Monate einzelner Kristall

Kristallisation mit Na-Formiat

Mit der Optimierung der Bedingung 4 (MD-I) konnten fiir den GDF-5 : BR-1B,. (Sf-9) Komplex mit
einer Konzentration von bis zu 2,7ug/ul Kristalle wie in Abbildung IT1.65 A) gezeigt erhalten werden.
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Sie bildeten sich in einem weiten Bereich von pH3,8 und 2,2M Na-Formiat bis hin zu pH5,0 und 1,4M
Na-Formiat aus. Bei pH-Werten grofler als pH4,2 und Na-Formiat Konzentrationen hoher als 2,0M
wurden nur Mikro-Kristalle erhalten. Keine Kristallisation erfolgte bei pH-Werten niedriger als pH3,8
und Na-Formiat-Konzentrationen geringer als 1,4M.

Eine Erhéhung der Protein-Konzentration, sowie die Anderung des Verhiltnisses von Proteinlésung
zu Reservoirlosung von 2:1 auf 3:1 oder 4:1 fiithrte zur Bildung von Prizipitat.

Wie aus der Zusammenstellung in Tabelle I11.24 hervorgeht, wurde nur fiir zwei der aus dieser Bedin-
gung getesteten Kristalle eine Beugung mit einer maximalen Auflésung von 20A an der Drehanoden-

Messeinrichtung festgestellt. Eine weitere Bearbeitung dieser Bedingung wurde daraufhin eingestellt.

Abbildung II1.65: Kristalle des GDF-5
: BR-IB.. (Sf-9) Ligand-Rezeptor Kom-
plexes.

A) Azetat-Puffer 5,0; 1,4M Na-Formiat.
B) Tris-HC1 Puffer pH8,0; 0,7M K,Na-
Tartrat. C) Imidazol-Puffer pH6,8; 1,0M
NaOAc.

Kristallisation mit K,Na-Tartrat

Die Kristallisation ausgehend von Bedingung 26 (MD-I) ergab Kristalle wie in Abbildung II1.65 B)
gezeigt. Sie wurden in einem pH-Bereich von pH6,5 bis pH8,0 und K,Na-Tartrat Konzentrationen
zwischen 0,5M und 1,0M gewonnen. Kristalle mit Kantenldngen um 150pm bildeten sich dabei im
gesamten pH-Bereich und Konzentration bis 0,7M K ,Na-Tartrat. Mikro-Kristalle wurden hingegen
bei hoheren K ,Na-Tartrat Konzentrationen detektiert. Die Kristallisation erfolgte dabei innerhalb
weniger Stunden.

Alle aus diesen Bedingungen getesteten Kristalle zeigten jedoch keine Rontgenbeugung, wie auch in

Tabelle I11.24 gezeigt. Eine weitere Bearbeitung dieser Kristallisationsbedingung erfolgte daher nicht.
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Kristallisation mit NaOAc

Die Kristallisation des GDF-5 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplexes erfolgte auch unter Verwendung
der Kristallisatinsbedingungen des BMP-2 : BR-TA.. Komplexes. Hierfiir wurde zunéchst in Imidazol-
Puffer zwischen den pH-Werten 6,2 und 7,7 und NaOAc-Konzentration von 0,4M bis 1,4M auf eine
Kristallisation getestet. Es konnten Kristalle dabei die in den Abbildungen II1.65 C) und II1.66 B)
gezeigt erhalten werden, wobei in der Kristallisation 2,7ug/ul GDF-5 : BR-IB,. (S5f-9, vollstindig
O-deglycosyliert) Komplex eingesetzt wurde.

Abbildung III1.66: Kristallisation des GDF-5 : BR-IB..

© i [ Ligand-Rezeptor Komplexes in Imidazol-Puffer mit NaOAc als
67| — Féllungsmittel.
43 . A) Kristall des GDF-5 : BR-IB.. (E.coli) Komplexes, Imidazol-
30) | 8 GDF-5 Puffer pH6,8; 1,0M NaOAc. B) Kristall des GDF-5 : BR-IB,.
201l (S7-9) Komplexes, Imidazol-Puffer pH6,6; 1,0M NaOAc.
’ 88 | BR-IB, C) SDS-PAGE des GDF-5 : BR-IB.. (S5f-9) Kristalls K, sowie
144 : &) des Transfer-Loops L als Kontrolle (Silberfirbung, nichtredu-
M, x10° M L K zierenden Bedingungen).

Dieses Ergebnis konnte auch in der Ko-Kristallisation mit 5% Glycerin zur Reservoirlésung bestétigt
werden, wenn die Proteinkonzentration auf 4,7ug/ul angehoben und die Tropfen im Verhiiltnis 3ul
Proteinlosung (PL) zu 1ul Reservoirlgsung (RL) gesetzt worden.

Nachdem keiner der getesteten Kristalle eine Beugung der Rontgenstahlung zeigte (siehe Tabelle
I11.24), wurde mittels SDS-PAGE die Zusammensetzung der Kristalle analysiert. Die entsprechende
SDS-PAGE ist in Abbildung II1.66 C) dargestellt. Im Vergleich mit der SDS-PAGE der Komplexprépa-
ration (siehe Kapitel I11.4.1.5) konnten sowohl GDF-5, wie auch der BR-IB,. im Kristall nachgewiesen
werden.

Kein Unterschied hinsichtlich des Kristallisationsverhaltens, wie auch der Beugungseigenschaften zeig-
te sich in den Kristallisationsexperimenten mit dem GDF-5 : BR-IB,. (E.coli) Komplex. So wurden
unter identischen Bedingungen die in Abbildung II1.66 A) dargestellten Kristalle erhalten.

Durch Kristallisation bei 4°C konnte die Kristallqualitdt nicht verbessert werden.
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Tabelle I11.2/: Zusammenstellung getesteter Kristalle des GDF-5 : BR-IB.. Komplexes.

Puffer Fallungsmittel, GrofBe [pm] MT* K' maximale
Gefrierschutz (LxBxH) Auflosung
0,1M Na-Cacodylat pH6,5 0,6M K,Na-Tartrat 500x400x250  RT 1 keine
0,1M Imidazol pH7,0 0,7M K,Na-Tartrat 250x200x200 RT 1 keine
0,1M Na-Hepes pH7,5 0,6 M K,Na-Tartrat 300x250x250 RT 1 keine
0,1M Na-Hepes pH7,5 0,7M K,Na-Tartrat 500x350x350  RT 1 keine
0,1M Tris-HCI pHS,0 0,7M K,Na-Tartrat 400x250x350 RT 1 keine
0,1M Na-Azetat pH4,2 1,6M Na-Formiat 400x400x250  RT 3 20A-keine
0,1M Na-Azetat pH4,6 1,6M Na-Formiat 200x200x200 RT 1 keine
0,1M Na-Azetat pH5,0 1,4M Na-Formiat 200x150x150 RT 1 keine
0,1M Na-Azetat pH4,2 1,6M Na-Formiat 300x300x300 100K 2  20A-keine
30% Glucose (soak)
0,1M Imidazol pH6,6 1,0M NaOAc 400x150x150 RT 1 keine
0,1M Imidazol pH6,8 1,0M NaOAc 400x100x100  RT 1 keine

* MT - Mess-Temperatur., T K - Anzahl getesteter Kristalle.

I11.5.5 Kiristallisation des GDF-5 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplexes

Im initialen ,Matrix-Screen“ konnten fiir den GDF-5 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplex die in
Tabelle II1.25 aufgelisteten Kristallisationsbedingungen erhalten werden. Dabei wurden in keiner Be-
dingung Einzelkristalle erzeugt. Einzig durch den Zusatz von 5% PEG 8000 in die bereits 2 Monate
alte Kristallisationslosung der Bedingung 36 (HR-I) konnten nach 5 Monaten kleine einzelne Kristalle

entdeckt werden.

Tabelle II1.25: Kristallisationsbedingungen des GDF-5 : BR-IA.. Komplexes im ,,Hampton Screen
I* (Hampton Research). Proteinkonzentration 3,9ug/ul; im Verhiltnis 2pl PL : 1ul RL bei RT gesetzt.

Bedingung  Puffer Féllungsmittel Dauer Beschreibung
2 keine 0,4M K ,Na-Tartrat 4Wochen mikro-kristallines
Prazipitat
12 0,1M Na-Hepes pH7.,5 30% Isopropanol, 7d Mikro-Kristalle
0,2M MgCl, (aus Phase)
19 0,1M Tris-HCI pHS,5 30% Isopropanol, 7d mikro-kristalline
0,2M NH4OAc Nadeln
25 0,1M Imidazol pH6,5 1M NaOAc 4Wochen mikro-kristallines
Prazipitat
36 0,1M Tris-HCI pHS8,5 8%(+5%) PEG 8000 2(+5) einzelner Kristall
Monate
41 0,1M Na-Hepes pH7.,5 10% Isopropanol, 7d mikro-kristallines
20% PEG 4000 Prizipitat
42 kein 20% PEG 8000 7d mikro-kristallines

0,05M K-Phosphat Prézipitat

In einer weiteren Verfeinerung konnte mit dem Einsatz von 10ug/ul Proteinlosung die Kristallisati-
onsbedingung unter PEG 8000 bestétigt werden. Hier wurden mit Tris-HCI Puffer pH8,2 bis pHS8,4
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und 5% bzw. 6% PEG 8000 die in Abbildung I11.67 B) abgebildeten Mikro-Kristalle erhalten. Bei an-
deren pH-Werten des getesteten Bereiches zwischen pH7,7 und pH9,0, sowie hoheren Fillungsmittel-

Konzentrationen konnten jedoch nur Phasentrennungen erhalten werden.

B)

Abbildung III.67: Kristalle des GDF-5 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Tris-HCI Puffer pHS8,5; 1,2M NaOAc. B) Tris-HCI Puffer pH7,7; 5% PEG 8000.

Einzelne Kristalle des GDF-5 : BR-TIA.. Ligand-Rezeptor Komplexes waren hingegen mit der Anwen-
dung der Kristallisationsbedingung des BMP-2 : BR-IA.. Komplexes erhalten worden. So wurden die
in Abbildung II1.67 A) gezeigten Kristalle in Tris-HCI Puffer pH7,7 und 1,2M NaOAc gebildet. Kleinere
Kristalle konnten auch in weiteren Ansétzen bei diesem pH-Wert mit Fiallungsmittel-Konzentrationen
zwischen 1,0M und 1,4M NaOAc detektiert werden.

Tabelle III.26: Zusammenstellung getesteter Kristalle des GDF-5 : BR-IA.. Komplexes.

Puffer Fallungsmittel, Grofe [um] MT* Kf  maximale
Gefrierschutz (LxBxH) Auflosung

0,1M Tris-HCI pHS,5 1,2M NaOAc 200x200x75 RT 1 25A
(SLS)

* MT - Mess-Temperatur., T K - Anzahl getesteter Kristalle.

In einer Messung am SLS bei Raumtemperatur wurde ein grofler Kristall auf Rontgenbeugung getestet
(siehe Tabelle I11.26). Aufgrund der hohen Intensitéit der Synchrotronstrahlung war nur die Aufnahme
eines einzelnen Beugungsbildes moglich. Hier konnte eine maximale Auflssung von 25A bestimmt
werden. Bereits mit der zweiten Bestrahlung war das Beugungsvermégen des Kristalls zerstort.

Weiterhin konnten mit Optimierung der Bedingung 2 (HR-I), unter 0,55M und 0,6M K,Na-Tartrat
Kristalle erhalten werden. Eine weitere Charakterisierung war hier aufgrund der Kristallgrole von

maximal 100pm nicht moglich.

I111.5.6 Kristallisation des BMP-2 : BR-IA,.. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor
Komplexes

Die im Ergebnis des initialen ,,Matrix-Screens fiir den BMP-2 : BR-IA,. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor
Komplex erhaltenen Kristallisationsbedingungen sind in Tabelle I11.27 zusammengestellt. Hierfiir wur-
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den 4,8ug/ul Proteinlgsung eingesetzt, wobei fiir die Komplexpriparation nur unvollstindig N-degly-
cosylierter ActR-II.. (Endo H und Endo F3 behandelt, keine ConA-Affinitits-Reinigung, siehe hierfiir
auch Kapitel II1.2.1) verwendet wurde. Eine Wiederholung des Screens mit N-deglycosyliertem ActR-
IT.. im Komplex bestétigte die Bedingungen 7 (HR-I) und 29 (HR-I).

Tabelle III.27: Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Komplexes im
,2Hampton Screen I“ (Hampton Research). Proteinkonzentration 4,8ug/ul; im Verhiltnis 2ul
PL : 1ul RL bei RT gesetzt.

Bedingung  Puffer Fallungsmittel Dauer Beschreibung
7 0,1M Na-Cacodylat pH6,5 1,4M NaOAc 14d Mikro-Kristalle
9 0,1M Na-Citrat pH5,6 30% PEG 4000 14d Mikro-Kristalle
0,2M NH4OAc
15 0,1M Na-Cacodylat pH6,5 30% PEG 8000 14d mikro-kristallines
0,2M (NH4)2SO04 Prézipitat
17 0,1M Tris-HCI pHS,5 30% PEG 4000 4Wochen einzelne Kristalle
0,2M Li»SO,
18 0,1M Na-Cacodylat pH6,5 20% PEG 8000 4Wochen einzelner Kristall
0,2M Mg(OAc)2
29 0,1M Na-Hepes pH7,5 0,8M K,Na-Tartrat 14d mikro-kristallines
Prazipitat
43 kein 30% PEG 1500 14d mikro-kristalline
Nadeln

Zunichst wurden fiir eine weitere Optimierung der Bedingungen 18 (HR-I) und 29 (HR-I) ausge-
gangen. Von einer Bearbeitung der Bedingung 7 (HR-I) wurde hingegen abgesehen, weil diese die
Kristallisationsbedingung des bindren BMP-2 : BR-IA.. Komplexes darstellte.

Im ,Fine-Screen“ der Bedingung 18 (HR-I) wurden mittels Cacodylat, Mes-, Imidazol- und Hepes-
Puffer der pH-Bereich zwischen pH5,5 und pH?7,5 bei PEG 8000 Konzentrationen von 14% und 30%
auf Kristallisation getestet. Unter Verwendung von Komplex einer Konzentration von 10ug/pl konnte
jedoch in all diesen Bedingungen nur Prézipitat detektiert werden. Da der aus dem ,,Hampton Screen
I* entnommene Einzelkristall zudem keine Réntgenbeugung zeigte (siehe Tabelle II1.28) wurde die
Untersuchung dieser Kristallisationsbedingung daraufhin eingestellt.

Dem gegeniiber ergab die Optimierung der Bedingung 29 (HR-I) im gesamten {iberpriiften pH-Bereich
zwischen pH6,0 und pHS,0 Kristalle bei Konzentrationen gréfier 0,8M K ,Na-Tartrat. Einer der Kristal-
le, welche durchschnittlich nach 3Wochen erschienen, ist in Abbildung II1.68 A) gezeigt. Die Analyse
der Zusammensetzung mittels SDS-PAGE ist in Bildteil B) dargestellt. Sowohl BMP-2 als auch die
beiden extrazelluldren Rezeptorketten des BR-IA und des ActR-II waren nachweisbar.

Auch unter Zusatz von 20% oder 30% Glucose in Ko-Kristallisationsexperimenten konnte die erfolgrei-
che Kirstllisationsbedingung bestétigt werden. Keinen Einfluss auf den Kristallisationsprozefl, sowie
die Kristallqualitéit schien zudem die Art der N-Glycosylierung des verwendeten ActR-II.. zu neh-
men, da Kristalle sowohl fiir Komplexe mit N-glycosylierten, als auch vollstéindig N-deglycosylierten

Rezeptor erhalten wurden.
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A) B)
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Abbildung III.68: Kristalle des BMP-2 : BR-TIA.. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor Komplexes.
A) Imidazol-Puffer pH7,0; 0,9M K ,Na-Tartrat. B) SDS-PAGE dieses Kristalls K, sowie des Transfer-

Loops L als Kontrolle (Silberfirbung, nichtreduzierenden Bedingungen).

Die kristallographische Charakterisierung dieser Kristalle ergab die Tabelle II1.28 zusammenfassend
dargestellten maximalen Auflssungen bis zu 3,5A. Aus dem mit diesem Kristall aufgezeichnete Da-
tensatz wurde die Raumgruppe P65 mit den Zellkonstanten a = b = 109,5A; ¢ = 101,6A und a =
B = 90° v = 120° ermittelt. Diese stimmte mit denen fiir den BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor
Komplexes iiberein, worauf eine Kristallisation des terndren BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. Komplexes
unter diesen Bedingungen ausgeschlossen werden konnte.

Tabelle II1.28: Zusammenfassung getesteter Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IA,, :
ActR-II.. Komplexes.

Puffer Fallungsmittel, GroBe [um]  MT* K  maximale

Gefrierschutz (LxBxH) Auflosung
0,1M Na-Hepes pH7,5 20% PEG 8000 100x50x50 RT 1 keine
0,1M Imidazol pH7,0 0,9M K,Na-Tartrat 400x170x170  RT 1 3,5A
0,1M Na-Hepes pH7,5 0,9M K ,Na-Tartrat 200x100x100  RT 1 8A
0,1M Na-Hepes pHS8,0 0,8M K,Na-Tartrat 230x100x100  RT 1 7A
0,1M Na-Hepes pHS8,0 0,9M K ,Na-Tartrat 200x100x100  RT 1 6A

* MT - Mess-Temperatur., T K - Anzahl getesteter Kristalle.

Als Ursache fiir den Zerfall des terndren BMP-2 : BR-IA,. : ActR-II.. Komplexes wihrend des Kris-
tallsiationsprozesses wurde die vergleichsweise geringe Affinitdt von ActR-II,. zum BMP-2 angenom-
men (siehe hierfiir auch Kapitel II1.3). Durch Zusatz von ActR-II.. im vierfachen stéchiometrischen
Uberschuss sollte daher der ternire Komplex withrend der Kristallisation stabilisiert werden. Die so
durchgefiihrten Kristallisationsexperimente fiihrte jedoch zu keiner Kristallbildung. Auch konnten in
einer Wiederholung des ,Matrix-Screens®“ keine Kristallisationsbedingungen fiir diese Probenzusam-

mensetzung ermittelt werden.
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I11.6 Aufnahme von Rontgenbeugungsdaten

I11.6.1 Datensatz des BMP-2 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplexes

Die Aufzeichnung der Datensétze fiir den BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplex mit einer
maximalen Auflosung von 1,86A erfolgte an der Messeinrichtung PX06SA der Swiss Light Source
(SLS) (siehe Kapitel I1.15). Der dafiir verwendete Kristall wurde mittels einer 0,7-1mm Nylon-Schlaufe
aus der Kristallisationsbedingung mit 0,1M Imidazol pH7,0; 0,75M NaOAc sowie 30% Glucose (10°C)
(siehe Kapitel IT1.5.1 und Kapitel I1.15) entnommen und vor der Montage auf dem Goniometerkopf in
fliisssigem Stickstoff eingefroren. Wihrend der gesamten Messdauer wurde die Temperatur des Kristalls
bei 100K gehalten, indem er permanten mit Sticksoff dieser Temperatur aus der Tiefkiihl-System
iiberspiilt wurde.

Der zu 96,8% Vollstindigkeit (94,9% in der hochsten Auflésungsschale; fiir die vollsténdige Statistik
der Prozessierung siehe Tabelle I11.29) aufgenommene Datensatz wurde durch Kombination aus zwei
Datensétzen, einem niedriger und einem hoher Auflésung gewonnen. Hierfiir wurde der Kristall jeweils
insgesamt um 90° um ¢ (¢-Scan, sieche Kapitel I11.15) im Synchrotronstrahl gedreht und einzelne
Beugungsbilder in einer Schrittweite von 1° aufgezeichnet. Abbildung II1.69 zeigt das Beugungsbild
aus dem hochaufgelosten Datensatz fiir eine 1° Rotation um ¢, bei einer Belichtungsdauer von 10s.
Die Auflésungsgrenze ist durch den schwarzen Kreis gekennzeichnet und mit der Vergroflerung des

Bildausschnitts im rechten unteren Bildteil verdeutlicht.

1,85A

Abbildung II1.69: Beugungsbild des Kristalls des BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes
(Aufnahme an der Sychrotron-Strahllinie PX06SA (SLS, Schweiz)).

Datensatz mit hoher Auflésung, Rotation: 1°um ¢, Exposition: 10s. Die ermittelte maximale Auflésung
ist durch den schwarzen Kreis eingezeichnet. Im rechten unteren Bildteil ist ein quadratischer Aus-

schnitt aus dem Bereich hoher Auflésung in Vergroferung dargestellt.

Die getrennten Aufnahme von Datensétzen mit niedriger und hoher Auflésung war aufgrund des ver-
wendeten Detektors (Mar-CCD Kamera) notwendig. Dieser erméglichte die Detektion von Reflexen
im Auflésungsbereich <2A, jedoch fiihrte die Belichtungsdauer von 10s bei voller Strahlenintensitiit
zur Uberbelichtung intensiver Reflexe niedriger Auflésung. Um diese Reflexe nicht fiir die Auswertung
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zu verlieren wurde die Aufnahme des Datensatzes mit einer Belichtungszeit von nur 1s, bei gleichzeitig
mittels Filter abgeschwichter Synchrotronquelle wiederholt.

Beide Datensdtze wurden anschliefend zun#chst getrennt unter Verwendung des Programmpakets
MOSFLM Version 6.2.1 [LESLIE, 1992] indiziert und integriert. Das Vereinigen beider Datensitze und
die Skalierung erfolgte abschlieflend unter Verwendung von SCALA [EvVANS, 1993] aus dem Programm-
paket CCP4 [COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994]. Tabelle II1.29 gibt die vollstéindige
Statistik der Prozessierung der Beugungsdaten fiir den Kristall des BMP-2 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor
Komplexes wieder. In Ubereinstimmung mit der von KIRSCH et al. [2000c] publizierten Struktur die-
se Komplexes wurde die Raumgruppe P65 bestimmt. Weiterhin konnte die Zusammensetzung der
asymmetrischen Einheit, bestehend aus je zwei Monomeren des Liganden und des Typ I Rezeptors,

bestétigt werden.

Tabelle II1.29: Statistik der Prozessierung der Beugungsdaten des Kristalls des BMP-2 : BR-TA .
Ligand-Rezeptor Komplexes.

Strahllinie PXO06SA (SLS, Scheiz)

Wellenliinge 0,918A

Raumgruppe P65

Elementarzelle a=b=107,49 A, ¢ = 102,28A
a=[=90° ~v=120°

Auflssung (A) 20,0 - 1,86 (1,91 - 1,86)

Anzahl der aufgezeichneten Reflexe 2477.856 (21.558)

Anzahl der einzigartigen Reflexe 54.306 (7758)

Vollsténdigkeit 96,8 (94,9)

Multiplizitit 4,6 (2,8)

Reym (%) aller Reflexe 8,3 (55,6)

< Intensitidt/o > 4,4 (1,2)

() zeigt die entsprechenden Werte fiir die hochste Auflssungsschale.

Die so aufbereiteten Messdaten wurden anschliefend zur Strukturlésung mittels molekularen Ersatzes

verwendet.

111.6.2 Datensatz des BMP-2 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor Komplexes

Wie bereits in Abschnitt I11.5.2 beschrieben, konnte die Kristallisation des BMP-2 : BR-IB,. Ligand-
Rezeptor Komplexes in verschiedenen Bedingungen erzielt werden. Diese dort erhaltenen Kristalle
wurden anschlieend hinsichtlich ihres Beugungsverhaltens getestet.

Einzig fiir die Kristalle aus den Kristallisationsbedingungen mit PEG 20.000 als Féllungsmittel konn-
ten an der Drehanoden-Messeinrichtung des Lehrstuhls so einzelne Beugungsbilder mit einer maxima-
len Auflssung von 10A aufgezeichnet werden. Abbildung II1.70 A) zeigt das entsprechende Beugungs-
bild eines dieser Kristalle fiir eine 0,5° Rotation um w mit einer Belichtungzeit von 5min. Der Kristall
wurde fiir diese RT-Messung aus dem Kristallisationstropfen in ein Kapillarréhren iiberfiihrt und auf
dem Goniometerkopf montiert.

Da Beugungsdaten dieser Auflésung nicht zur Strukturlésung verwendet werden konnten wurden Kris-
talle auch an den Synchrotron-Strahllinien PX06SA der Swiss Light Source (SLS, Schweiz), sowie
ID13 und ID14-4 der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Frankreich) vermessen. Auf-
grund der deutlich erh6hten Strahlenintensitét bei gleichzeitig empfindlicheren Detektoren konnte hier
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Auflésungen bis zu 3,5A ermittelt werden. In Abbildung II1.70 B) ist das Beugungsbild fiir eine 1°
Rotation um ¢ bei einer Belichtungszeit von 1s wiedergegeben. Deutlich ist eine Anisotropie in der
Beugungsfihigkeit des Kristalls zu erkennen, wobei die hohe Auflésung nur entlang der vertikalen
Achse des Detektors hohe detektiert werden konnte. Entlang der horizontalen Achse waren dagegen

Reflexe nur bis zu einer Aufldsung von 6A zu bestimmen.

A) B)

Abbildung III.70: Beugungsbilder von Kristallen des BMP-2 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplexes
aus der Kristallisationsbedingung Cacodylat-Puffer pH7,0; 12% PEG 20.000.

A) Datenaufnahme mittels des Drehanoden-Messsystems: 0,5° Rotation um w, Belichtungszeit 5min,
Fokus 300um, 20 = 0°, 100mm Detektorabstand . B) Datenaufnahme an der Mikrofokus-Strahllinie
ID13 (ESRF): 1° Rotation um ¢, Belichtungszeit 1s, Fokus 2um, 180mm Detektorabstand.

Entsprechende Beugungsbilder wurden fiir alle getesteten Kristalle vergleichbarer Qualitét erhalten.
Tabelle I11.30 gibt hierfiir eine Zusammenstellung iiber alle fiir Kristalle des BMP-2 : BR-IB,. Ligand-
Rezeptor Komplexes aufgezeichneten Datensiitze, deren Messparameter, die maximalen Auflosungen
sowie die qualitative Bewertung der Daten wieder.

Wie aus Tabelle I11.30 hervorgeht, konnte keiner der Datensétze zur Stukturlésung verwendet wer-
den, da die im Programmpakets MOSFLM Version 6.2.1 [LESLIE, 1992] durchgefiihrten Indizierung
kein sinnvolles Ergebnis fiir Raumgruppe und Zellkonstanten ergab. Ursache hierfiir war offenbar eine
unzureichende Ordnung innerhalb des Kristalls, welche bereits bei der Datenaufnahme beobachtet
wurde. So konnten zunéchst, von der Position des Primérstrahls am Kristall abhéngig, unterschied-
liches Beugungsvermogen detektiert werden, wobei die aufgelisteten maximalen Auflésungen zumeist
in den Kristallkanten, sowie an der von der Verwachsung am weitesten entfernten Kristallspitze (siehe
auch Abbildung IT1.60) erzielt wurden.

Besonders auffillig waren diese Beobachtungen an der Mikrofokus-Strahllinie ID13 (ESRF), wo auf-
grund des hoch fokussierten Synchrotronstrahls (Fokus 2um) sehr kleine Kristallvolumina auf ihr
Beugungsverhalten getestet werden konnten. Dabei wurden, wie aus Tabelle III.30 ersichtlich hier
die vergleichsweise hochsten maximalen Auflosungen bestimmt. Dennoch war auch hier die Unord-
nung innerhalb diese geringen Messvolumen so gravierend, dass mit der Rotation des Kristalls im

resultierenden Datensatz kein einheitlicher Aufbau des Kristalls mehr detektiert werden konnte.

133



II1.6. Aufnahme von Réntgenbeugungsdaten

Tabelle II1.30: Zusammenstellung der an den Synchrotronen aufgezeichneten Datensétze fiir

Kristalle des BMP-2 : BR-IB,.. Ligand-Rezeptor Komplexes aus Kristallisationsbedingungen mit
PEG 8.000 - 20.000 als Fallungsmittel.

Bezeichnung des  Anzahl der Dauer der maximale  Qualtit des
Strahllinie Datensatzes Beugungsbilder Belichtung Auflésung Datensatzes

(Kristallnummer) (frames)
PX06SA, A6B2.4 10 frames zu 1° 30s pro frame 9A Indizierung
(SLS) nicht moglich
PX06SA, A6B2.14/1 30 frames zu 1° 10s pro frame 3,7A Indizierung
(SLS) nicht moglich
PX06SA, A6B2.14/2 100 frames zu 1°  20s pro frame 3,7A Indizierung
(SLS) nicht moglich
PX06SA, A6B220 60 frames zu 1° 30s pro frame 5,5A Indizierung
(SLS) nicht moglich
PX06SA, A6B221 60 frames zu 1° 30s pro frame 4,5A Indizierung
(SLS) nicht moglich
PX06SA, A6B2.22 110 frames zu 1°  20s pro frame 4A Indizierung
(SLS) nicht moglich
PX06SA, A6B2.23 100 frames zu 1°  5s pro frame 3,5A Indizierung
(SLS) nicht moglich
1D13, A6B2_1 60 frames zu 1° 1s pro frame, 3,5A Indizierung
(ESRF) (3 Durchléufe) nicht moglich
1D13, A6B22 90 frames zu 1° 1s pro frame, 3,5A Indizierung
(ESRF) (3 Durchléufe) nicht moglich
1D13, A6B2.5 90 frames zu 1° 1s pro frame, 3,5A Indizierung
(ESRF) (3 Durchléufe) nicht moglich
1D13, A6B2.7 40 frames zu 1° 1s pro frame, 3,5A Indizierung
(ESRF) (3 Durchléufe) nicht moglich
1D14-4 A6B2.3 20 frames zu 1° 10s pro frame, 8A Indizierung
(ESRF) (3 Durchléufe) nicht moglich
1ID14-4 A6B2.8 25 frames zu 1° 3s pro frame, 7A Indizierung
(ESRF) (3 Durchléufe) nicht moglich

Beleg hierfiir waren auch die unterschiedlichen Versuche einer Indizierung dieser Datensétze. So konn-
ten fiir ein einzelnes Beugungsbild oftmals die Raumgruppe P2;2,2; mit jedoch stark variierenden
Zellkonstanten bestimmt werden. Diese Variation wurden dabei nicht nur vom verwendeten Daten-
satz, sondern auch vom ausgewédhlten Beugungsbild innerhalb des gleichen Datensatzes bestimmt.
Die so erhaltenen Losungen waren stets mit schlechten Bewertungsfaktoren versehen und beschrieben
unerwartet groBe Zellen, wobei eine der Zellachsen immer deutlich linger als 200A war. Wurden diese
initialen Zellparameter nachfolgend unter Verwendung weiterer Beugungsbilder zur Verfeinerung des
gesamten Datensatzes angewandt, fithrte dies stets zum Abbruch des Vorgangs aufgrund zu grofier
Variation in den einzelnen Zellkonstanten.

In Abbildung III1.71 sind die Zwischenergebnisse der Indizierung mit MOSFLM Version 6.2.1 [LESLIE,
1992] dargestellt. Ausgehend von dem unter II1.71 A) dargestellten Beugungsbild wurden zuniichst
die erhaltenen Reflexe automatisch erfasst und durch rote Kreuze markiert. Anhand dieser erkannten

Reflexe wurden vom Programm verschiedene Raumgruppen mit entsprechenden Zellkonstanten vor-
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geschlagen, wobei die mit der héchsten Symmetrie und dabei niedrigsten Bewertungfaktor ausgewéhlt
wurden. Mit der Auswahl der Raumgruppe wurden automatisch alle erwarteten Reflexe als unter-
schiedlich gefarbte Quadrate auf das Beugungsbild projiziert. Fiir die richtige Losung sollte sich dann
eine hohe Ubereinstimmung der vorhergesagten und detektierten Reflexe ergeben.
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Abbildung III.71: Indizierung eines Datensatzes fiir den BMP-2 : BR-IB,.. Ligand-Rezeptor Kom-
plex. A) Beugungsbild nach Ermittlung der gemessenen Reflexe. Die zur Bestimmung der Raumgrup-
pe verwendeten Reflexe wurden durch rote Kreuze markiert. B) Beugungsbild im Ausschnitt unter
Annahme der Raumgruppe P2:2:2;. Die theoretische Positionen der Reflexe fiir diese Losung sind
als farbige Quadrate dem gemessenen und markierten Beugungsbild iiberlagert dargestellt. C) Beu-
gungsbild im Ausschnitt unter Annahme der Raumgruppe P1. Die theoretische Positionen der Reflexe
fiir diese Losung sind als farbige Quadrate dem gemessenen und markierten Beugungsbild iiberlagert
dargestellt.

Die Indizierung der Datensétze fiir den BMP-2 : BR-IB,,. Ligand-Rezeptor Komplexes ergab zumeist
die Raumgruppe P272;2; als mogliche Losung mit der hochsten Symmetrie bei noch ausreichend nied-
rigem Bewertungsfaktor. Wie aus Abbildung II1.71 B) ersichtlich konnte mit dieser Lésung nur eine
geringe Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten ermittelt werden. Die Ubereinstimmung war
sogar noch geringer, wenn zur Indizierung die Raumgruppe P1 verwendet (siehe Abbildung II1.71 C))
und somit alle Symmetrieanforderungen aufgehoben wurden. In beiden Féllen war daher eine weitere
Verfeinerung der Zellkonstanten und somit eine erfolgreich Indizierung und Prozessierung der Mess-
daten nicht moglich.

Als Schlussfolgerung wurde in der Folge versucht, wie bereits in Kapitel I11.5.2.2 beschrieben, die Kris-
tallqualitét zu verbessern. Das optimierte Protokoll zum Einbringen der Glucose fiir den Gefrierschutz
(siehe Kapitel I1.14.3) hatte dabei nur geringen Einfluss, da alle in den Messungen am ESRF verwen-
det Kristalle entsprechend vorbereitet waren und die erhaltenen Daten keine Verbesserung gegeniiber
denen vom SLS darstellten.

Ein Verschlechterung der Daten, verursacht durch das Einfieren der Kristalle, konnte ebenfalls ausge-
schlossen werden. Die am leisungsstérkeren Drehanoden-Messsystem der Gesellschaft fiir Biologische
Forschung (GBF) in Braunschweig (Deutschland) bei Raumtemperatur aufgezeichneten Beugungsbil-
der zeigten die gleichen Eigenschaften und waren ebenfalls nicht zu indizieren.

Eine Losung der dreidimensinalen Struktur des BMP-2 : BR-IB,,. Ligand-Rezeptor Komplexes war
daher aus den aufgezeichneten Beugungsdaten nicht moglich. Als Ursache hierfiir konnte eine unzu-
reichende Qualitiat der Kristalle ermittelt werden, welche mit einem nur teilweise geordneten Kristall-

wachstum in der Kristallisationsbedingung mit PEG 20.000 als Fillungsmittel begriindet wurde.
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I11.7 Verfeinerung der Kristallstruktur des BMP-2 : BR-IA..
Ligand-Rezeptor Komplexes

I11.7.1 Die Kristallstruktur des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor
Komplexes bei einer Auflésung von 1,9A

Abbildung II1.72 prisentiert die bei einer Auflssung von 1,9A verfeinerte dreidimensionale Struktur
des BMP-2 : BR-IA,.. Ligand-Rezeptor Komplexes. Der als Sekundirstruktur-Darstellung abgebildete
Komplex ist, in Ubereinstimmung mit den von KIRSCH et al. [2000c] publizierten Daten, aus dem
homodimeren Ligand BMP-2 (blau) und den beiden daran gebundenen extrazelluliren Doménen des

Finger 2, (L4)

Finger 1, (L1)

Abbildung IIT1.72: Struktur des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes (PDB-Eintrag:
1REW). Die beiden Monomere des Liganden BMP-2 sind in hellblau und dunkelblau gezeigt. Die
beiden Rezeptorketten von BR-TA,. in griin.

A) Komplex in der Seitenansicht mit der der Membran zugewandten Seite nach unten. B) Komplex
in der Draufsicht. Die Abbildung wurde unter Verwendung der Progamme MOLSCRIPT [KRAULIS,
1991] und Raster3D [MERRITT and BACON, 1997] erstellt.
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BMP Typ IA Rezeptors (griin) aufgebaut. Bildteil A) der Abbildung IT1.72 zeigt den Ligand-Rezeptor
Komplex in seiner Seitenansicht mit der der Membran zugewandten Seite nach unten. Dahin gegen
wird in Bildteil B) die Draufsicht auf den Komplex wiedergegeben.

Wie bereits durch SCHEUFLER et al. [1999] gezeigt, ist der Ligand BMP-2 aus zwei iiber eine inter-
molekulare Disulfidbriicke kovalent miteinander verbundenen Monomeren aufgebaut. Die rdumliche
Struktur jedes dieser Monomere ldsst sich hierbei mit dem ,open left hand“-Modell beschreiben, in
dem die beiden gestreckten B-Faltblatter die Finger 1 und 2 und die zentrale a-Helix die Handflache
reprisentieren. Die Anordnung der Monomere zueinander ist durch eine zweifache Drehachse im Dimer
beschrieben, welche auch im Komplex erhalten bleibt. In Abbildung I11.72 A) ist diese als gestrichelte
Linie und in Bildteil B) mit dem entsprechenden Symbol dargestellt.

Die beiden extrazelluliren Doméinen des BMP Typ IA Rezeptors binden an den Liganden in den
Finger-Helix Vertiefungen, wobei jeder Rezeptor mit beiden Monomeren in Kontakt steht. Fiir beide
Rezeptorketten deuten die C-Termini zur membransténdigen Seite wohingegen die N-Termini von der
Zelloberflache weg deuten.

In Anlehnung an das ,open left hand“-Modell des Liganden wird das Bindungsepitop fiir den Typ I
Rezeptor als das , wrist“-Epitop bezeichnet. Es ist in Abbildung I11.72 B) rot umrandet hervorgehoben.
Die zweifache Symmetrie des Liganden erzeut dabei zwei sich gegeniiber liegenden Bindungsepitope
fiir den Typ I Rezeptor, sowie zwei fiir den Typ II. Diese befinden sich nach KIRSCH et al. [2000a]
auf der konkave Seite des Liganden. Diese Bindungsepitope fiir den BMP Typ II Rezeptor wird daher
als das , knuckle“-Epitop bezeichnet (siehe auch hier rote Kennzeichnung in Abbildung II1.72 Bildteil

B)).

I11.7.2 Strukturlésung unter Anwendung der Methode des Molekularen
Ersatzes

Die Strukturlosung der bei 1,9A verfeinerten Kristallstruktur des BMP-2 : BR-IA., Ligand-Rezeptor
Komplexes erfolgte unter Anwendung der Methode des Molekularen Ersatzes (fiir die Beschreibung
und Durchfithrung dieser Methode zur Bestimmung der , Reflexphasen® siehe Abschnitt 11.16.1). Als
Startmodell wurde die von KIRSCH et al. [2000c] publizierte Struktur des BMP-2 : BR-IA.. Ligand-
Rezeptor Komplexes (PDB-Eintrag: 1ES7) mit einer Auflssung von 2,9A verwendet.

Aufgrund geringfiigig unterschiedlicher Zellkonstanten dieser beiden Datensiitze wurde zunéchst ei-
ner Rotations- und Translationssuche, sowie abschlieBend gefolgt von einem ,rigid body refinement*
durchgefiihrt. Fiir diese drei Schritte wurde das Programmpaket CNSI.! [BRUNGER et al., 1998] ver-
wendet (siche auch Kapitel I1.16.1).

Die anschlieBenden Rechnungen zur Verfeinerung wurden in REFMAC5 [MURSHUDOV et al., 1997]
aus dem Programmpaket CCP/ [COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994] durchgefiihrt
siehe Kapitel I1.17). Um eine Anisotropie innerhalb der Daten zu beriicksichtigen wurde dabei zu je-
der Kette, d.h. jedem Monomer des BMP-2 sowie fiir die beiden BR-IA,,, eine TLS-Gruppe definiert
[WINN et al., 2001]. Jeder Verfeinerungsrechnung war jeweils ein manuelles Bauen der Koordinaten
unter Verwendung der Software QUANTA2000 (Accelrys Inc.) angeschlossen.

Insgesamt wurden 13 dieser Zyklen ausgefithrt und der Fortschritt der Verfeinerung anhand der R-
Werte R und Ry verfolgt (fiir die Definition der R-Werte siche Abschnitt I1.17). Zur Berechnung
des freien R-Wertes Rjre. wurde ein Testsatz von 5% der Daten angewendet [BRUNGER, 1992].
Aufgrund des symmetrischen Aufbaus des Komplexes wurde versucht, die nichtkristallographische
Symmetrie (NCS) im Verfeinerungsprozess anzuwenden. Diese zusitzliche Einschrinkung fithrte je-
doch zu keiner Verbesserung der R-Werte und musste im weiteren Verlaufe wieder aufgehoben werden.

Wiéhrend der Verfeinerung wurde die Differenzelektronendichtekarte F,ps-Fcqic verwendet um 185
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Wassermolekiile zu identifizieren und den Proteinketten in der Struktur hinzuzufiigen.

Die abschlieBende Rechnung zur Energieminimierung ergab einen R-Wert von 20,7% und einen freien
R-Wert Rjree von 22,9%. Eine Statistik der Verfeinerung fiir den BMP-2 : BR-IA., Ligand-Rezeptor

Komplex ist in Tabelle II1.31 zusammengestellt.

Tabelle III.31: Statistik fiir die Verfeinerung der Struktur des BMP-2 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor

Komplexes.

R (%) 20,7 (36,6)

Rfree (%) 22,9 (39,6)

r.m.s. devation:
Bindungliinge (A) 0,017
Bindungswinkel (°) 1,537
Dihedrals (°) 27.334
Impropers (°) 1,388

mittlere B-Wert 36,1

Coordinatenfehler (cross-validated sigma)(A) 0,3 (0,3)

PROCHECK Analyse

Reste in der am meisten favorisierten Region (%) | 87,2

Reste in zusétzlich erlaubter Region (%) 11,3

Reste in generell erlaubter Region (%) 1,5

Reste in nicht erlaubter Region (%) 0,0

() zeigt die entsprechenden Werte fiir die hochste Auflésungsschale (1,914 - 1,86A).

Im unteren Teil der Tabelle II1.31 ist zudem das Ergebnis der PROCHECK Analyse [LASKOWSKI
et al., 1993] aufgelistet. Die dem Ramachandran-Plot(Abbildung II1.73) entnommenen Werte stellen
ein Kriterium zur sterisch erlaubten Hauptketten-Torsionswinkel ¢ und 1 fiir die einzelnen Reste
innerhalb der Polypeptidketten dar. Bereiche der unerlaubten (weiflen) Region stehen fiir sterisch

Konformationen, bei denen sich Seitenketten- und Hauptkettenatome sehr nahe kommen und daher

-8
| b
=
&
Abbildung II1.73: Ramachan-
-t dran-Plot der Struktur des BMP-2 :
180 -135 90 45 0 45 90 135 180 BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komple-
Phiin° Xes.
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SE

energetisch ungiinstig sind. Ausgenommen von Glycin, das iiber keine Seitenkette verfiigt, sollte kein
Aminosédure der Proteinkette in dieser unerlaubten Region dieses Plots der Torsionswinkel ¢ iiber ¢
erscheinen.

Die Struktur des BMP-2 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplexes umfasst insgesamt 381 Aminosiuren
die im Ramachandran-Plot als Quadrate oder Dreiecke (fiir Glycine) dargestellt sind. Aus Abbildung
II1.73 ist somit ersichtlich, dass die sterischen Vorgaben fiir die Konformation der Proteinketten in der
présentierten Losung fiir die Struktur des BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes eingehalten
wurden. Die 1,5% an Resten in der generell erlaubten Region werden durch die Aminosiduren Phe41
aus je beiden Monomeren des BMP-2, Asn89 aus jeweils beiden Ketten von BR-IA,. sowie dem Rest
Asn50 von BR-TA..(B) gebildet und sind im Plot rot hervorhehoben dargestellt. Fiir alle fiinf Reste
konnte die spezielle Konformation mit der besondere Umgebung dieser Aminosauren begriindet werden

(Daten nicht gezeigt).

Im Verlaufe des Verfeinerungsprozesses wurden an drei verschiedenen Positionen in den Differenzelek-

B
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Abbildung III1.74: Mogliche Positionen von Glucosemolekiile in der Kristallstruktur des BMP-2 :
BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes.

VergroBerte Darstellung der drei angenommenen Glucosebindungsstellen im Ausschnitt entsprechend
der Nummerierung an der Gesamtansicht des Komplexes im oberen linken Bildteil. Alle Reste sind
mit einer 2F ,p5-F cq1c Elektronendichtekarte bei 1o umgeben. Die Abbildung wurde unter Verwendung
der Progamme BOBSCRIPT [ESNOUF, 1997] und Raster3D [MERRITT and BACON, 1997] erstellt.
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tronendichtekarten F ,p5-F cq1c und 2F yp5-F cqie Dichte detektiert, die weder BMP-2 oder BR-IA.. noch,
aufgrund ihrer Grofle, Wassermolekiilen zugeordnet werden konnten. Unter Beriicksichtigung der Zu-
sammensetzung der Kristallisationslosung (siehe Kapitel I11.5.1) wurde daher angenommen, dass es
sich hierbei um Glucosemolekiile handeln kénnte, die wihrend der Kristallisation an den Protein-
ketten gebunden hatten. Nacheinander wurden daher drei Glucosemolekiile der Struktur hinzugefiigt
und nachfolgend verfeinert. In Abbildung I11.74 sind diese drei potentiellen Glucose-Bindungsstellen
dargestellt. Ihre Positionen sind im oberen linken Bildteil in der Gesamtansicht des BMP-2 : BR-TA..
Ligand-Rezeptor Komplexes hervorgehoben und nummeriert. Dieser Nummerierung folgend sind die
Glucosemolekiile in den vergroflerten Ausschnitten der jeweiligen Bindungsbereiche in grau dargestellt
und zusétzlich mit einer Elektronendichtekarte von 1o umgeben.

In allen drei Fillen konnte die positive Dichte dieser Gréfle ausreichend mit einer Glucose ausgefiillt
werden. Bemerkenswert war zudem, dass diese Glucosemolekiile trotz der hohen Symmetrie innerhalb
des BMP-2 : BR-TA,,. Ligand-Rezeptor Komplexes offenbar an drei verschiedenen Stellen gebunden
hatten und an den symmetrie-dquivalenten Positionen keine derartige iiberschiissige Dichte detektiert
werden konnte.

Nachdem jedoch in der Verfeinerung unter Beriicksichtigung der Glucosemolekiilen keine Verbesserung
der R-Werte erzielt wurde. Und zudem keine Position dieser Glucosen mit einer OMIT-Karte bestétigt

werden konnte, wurden alle drei Glucosemolekiile von der weiteren Verfeinerung wieder ausgeschlossen.

Der Mangel einer strikten nichtkristallographischen Symmetrie (NCS) fiir den gesamten BMP-2 :
BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplex konnte mit der Gegeniiberstellung der symmetrie-dquivalenten
Bestandteile des Komplexes begriindet werden. Hierbei hatte sich zunéchst gezeigt, dass sich die bei-
den Segmente (BMP-2 Dimer und ein BR-IA.. Molekiil) nur mit einer relativ geringen Abweichung
von r.m.s.d. von 0,9A fiir alle Atome und r.m.s.d. von 0,4A fiir die Co-Atome voneinander unterschei-
den. Eine detailliertere Analyse der Abweichung der C,-Atome einzelner Reste, wie sie in Abbildung
II1.75 als Darstellung der Quadratwurzel der mittleren Abweichung (r.m.s.d.) iiber der Nummer des
jeweiligen Restes abgebildet ist, ergab hingegen sowohl innerhalb der Monomere von BMP-2 wie auch

von BR-TA.. Bereiche mit grofieren Abweichungen.

A) B)
1,04 1,84
1,6
0,8 14]
124
"E 0.6 E o]

% %
5 044 g 0,8 4
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02 0.4+
0,2
0,0 0,0
10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 110 120 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Nummer der Reste des BMP-2 Nummer der Reste des BR-IA

Abbildung III.75: Strukturelle Abweichung der C,-Position fiir die Gegeniiberstellung der Mono-
meren des BMP-2 in Bildteil A) und der BR-TA..-Ketten in Bildteil B). Darstellung als r.m.s.d.
der C,-Atome iiber der Nummer des jeweiligen Restes. Bereiche besonderer Abweichung sind grau
hinterlegt.
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Im Vergleich der Monomere von BMP-2 (Abbildung I11.75 Bildteil A)) konnten zwei Regionen wesent-
licher Abweichung zueinander ermittelt werden. Bei beiden handelte es sich jeweils um die Schleifen-
Regionen L1 (Reste Ser24 bis Val26 und Asn29) und L4 (Reste Asp93 bis Lys97) an den Spitzen der
Finger 1 und 2 (siehe hierfiir auch die Markierung in Abbildung II1.72 Bildteil A)). Zusiitzlich wies
aber auch der Rest Asn71 in Schleife L3 am C-terminalen Ende der kurzen a-Helix einen r.m.s.d.-
Werte deutlich iiber dem durchschnittlichen r.m.s.d.-Wert von 0,2A fiir die Abweichung der BMP-2
Monomere zueinander auf.

Abbildung III1.76 zeigt hierfiir beispielhaft eine Gegeniiberstellung des Bereichs in Schleife L4 fiir
beide Monomeren von BMP-2. Die hohe Flexibilitdt der Polypetidkette zwischen den Resten Asp93
und Lys97 wird dabei durch die geringe zum Teil unterbrochene Elektronendichte fiir die C,-Kette
verdeutlicht und durch hohe Temperaturfaktoren (Daten nicht gezeigt) belegt.

b £94,

BMP-2 (A) BMP-2 (B)

Abbildung II1.76: Struktur von BMP-2 im Ausschnitt der Schleife L4 an der Spitze des Fingers 2.
Der Bereich der Reste Asp93 bis Lys97 ist zur Beschreibung der Qualitéit der Struktur in diesem
Bereich mit der einhiillenden Elektronendichtekarte 2F ,55-F ¢qic bei 1o umgeben.

Die Abbildung wurde unter Verwendung der Progamme BOBSCRIPT [ESNOUF, 1997] und Raster3D
[MERRITT and BACON, 1997] erstellt.

Die durchschnittliche Abweichung fiir die Position der C,-Atome beider extrazellulirer Doménen des
BMP Typ IA Rezeptors wurde mit einem r.m.s.d.-Wert von 0,46A bestimmt. Die groften struktu-
rellen Unterschiede konnten hierbei in folgenden zwei Abschnitten ermittelt (siche Abbildung III.73
Bildteil B)). Die Erste befand sich in Schleife L4 zwischen dem [-Strang 4 und der kurzen a-Helix
al (Reste Glu65 bis Thr71). Innerhalb dieses Bereichs wies der Rest Asp67 mit einem r.m.s.d.-Wert
von 1,8A die groBte strukturelle Abweichung in der C,-Position auf. Zusitzlich zu Schleife L4 zeigte
auch der C-Terminus das BR-IA.. eine erhohte dynamische Variabilitit. So konnte fiir die erste BR-
TA..-Kette Elektronendichte nur bis zum Rest Prol17 beobachtet werden, wohingegen fiir die zweite
BR-IA..-Kette Elektronendichte bis zum Rest Ile120 sichtbar war.

Alle ermittelten Abweichungen innerhalb der iiber nichtkristallographische Symmetrie (NCS) verwand-
ten Molekiile konnten auf deren jeweilige Umgebung aufgrund der Packung in Kristallgitter zuriick-
gefithrt werden. Die hohen Temperaturfaktoren dieser Reste belegten zudem, dass die beschriebenen
Abweichungen auf eine erhohte Flexibilitéit der Polypeptidkette in diesen Bereichen zuriickzufithren

warer.
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I111.7.3 Das Ligand-Typ I Rezeptor Bindungsepitop

Im BMP-2 : BR-TA.. Bindungsepitop steht das homodimere BMP-2 iiber die Reste der Pri-Helix
Schleife L2 und der a-Helix a3 des einen Monomers (BMP-24), sowie den Reste der Innenseite der
Schleife L1 und des 5-Strangs 38 des zweiten Monomers (BMP-25) in Kontakt mit einer Rezeptorkette
von BR-IA... Dieses Epitop umfasst eine Fliche von 1150A2, wobei 60% der Interaktionsfliche durch
hydrophobe Reste von BMP-2 gebildet werden (siehe Abbildung II1.77).

Auf Seiten von BR-TA.. wird der Kontakt zum Liganden BMP-2 iiber Reste von der Innenseite der
konkav geformten extrazelluldren Doméne hergestellt. Diese Reste sind in der Oberflichendarstellung
von BR-IA.. in Abbildung IIL.77 ebenfalls iiber einen dunkleren Farbton hervorgehoben. An der
Ausbildung dieser Interaktionsfliiche auf dem BR-IA.. sind im Gegensatz zum BMP-2 30% hydrophobe
Reste beteiligt. Dieser geringere Anteil ergibt sich haupséchlich aufgrund des Bandes an geladenen
Resten, welches sich ausgehend vom Lys79 iiber die Aminosduren GIn86, Asp89 und Ser90 bis hin
zum Lys92 vertikal durch das Bindungsepitop zieht (siche Abbildung IIL.77).
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Abbildung III.77: Oberflichendarstellung des BMP-2 : BR-IA.. Bindungsepitops in der ,,open book*
Ansicht (der BR-TA,. ist um 180° um die y-Achse gedreht abgebildet).

Die Farbgebung erfolgte entsprechend der Hydrophobizitit bzw. Ladung, mit polaren Reste (N, Q,
S, T) in griiner, positiv geladenen Aminosiuren (H, K, R) in blauer, negativ geladenen Aminosiduren
(D, E) in roter und hydrophoben Resten (A, C, F, G, I, L, M, P, V, W, Y) in grauer Farbe. Die an
der Bindung beteiligten Reste sind durch den jeweils dunkleren Farbton gekennzeichnet.

Die Abbildung wurde unter Verwendung der Programme Grasp [NICHOLLS et al., 1991], DINO
[http://www.dino3d.org] und Raster3D [MERRITT and BACON, 1997] erstellt.

Trotz des hohen Anteils an hydrophoben Resten im Bindungsepitop des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-
Rezeptor Komplexes konnte keiner dieser Reste als die Hauptbindungsdeterminante der Wechselwir-
kung ermittelt werden. Die jeweilige funktionelle Charakterisierung dieser Reste durch Mutationsana-
lyse wurde fiir BMP-2 von KIRSCH et al. [2000a] und fiir BR-IA.. von HATTA et al. [2000] durchgefiihrt.
Sie ergaben bei Alanin-Substitution der entsprechenden Aminoséure-Seitenketten maximal eine zehn-
fach reduzierte Affinitét (siehe hierfiir auch Kapitel 1.1, sowie Abbildung 1.4 und Abbildung I.5).
Bereits in der Interpretation der Struktur des BMP-2 : BR-IA,, Ligand-Rezeptor Komplexes bei 2,9A
Auflosung wurde auf die Bedeutung einzelner Wasserstoff-Briickenbindungen hingewiesen. Die niedri-
ge Auflosung erlaubte jedoch keine genauere Analyse der geometrischen Parameter, welche nunmehr
mit der bei 1,94 Auflssung verfeinerten Struktur durchgefiihrt werden konnte.

Zur Analyse der Wasserstoff-Briickenbindungen wurde das Programm HBPLUS [MCDONALD et al.,
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1993; McDONALD and THORNTON, 1994] verwendet. Es konnten so zehn intermolekulare Wasserstoff-
Briickenbindungen zwischen dem BMP-2 und dem BR-IA.. pro Interaktionsfliche ermittelt werden.
Sie sind in Tabelle II1.32 mit ihren geometrischen Parametern sowie einer Einteilung entsprechend der
zur H-Briicke beitragenden Haupt- oder Seitenkettenatome zusammengestellt. Insgesamt sind bei sie-
ben von zehn Wasserstoff-Briickenbindungen Atome der Hauptkette beteiligt, unter ihnen auch zwei
ausschlieflich auf Hauptkettenatome beschrinkte H-Briicken (zwischen Asp53 (N) und Cys77 (O),
sowie Ser69 (O) und GIn94 (N)). Drei der zehn H-Briicken werden dagegen nur zwischen Seitenket-
tenatome der entsprechenden Aminosiuren ausgebildet, zu diesen gehoren die H-Briicken zwischen
Aspb3 (OD2) und Thrb5 (OG1), Tyrl103 (OH) und Asp84 (OD2), sowie Ser69 (OG) und Gln94 (N).

Tabelle II1.32: Die Geometrie der Wasserstoff-Briickenbindungen im Bindungsepitop zwischen
BMP-2 und BR-IA,..

BMP-2 BR-IA,. Abstand in A D-A-Cq) Winkel®  Typ der H-Briicke?
Asp53 (OD2) Thr55 (OG1) 2,73 (2,79) 127° (127°) SK-SK
Asp53 (N) Cys77 (O) 2,88 (2,86) 136° (131°) HK-HK
Asn59 (OD1) Gly81 (N) 3,27 (3,30) 151° (152°) HK-SK
Tyrl03 (OH) Asp84 (OD2) 2,79 (2,64) 147° (155°) SK-SK
Leu51 (N) GIn86 (OE1) 2,75 (2,76) 127° (127°) SK-HK
Leu51 (O) GIn&6 (NE2) 2,97 (3,02) 134° (133°) SK-HK
Trp28 (NE1) Asp89 (0) 2,88 (2,87) 135° (123°) HK-SK
Val26 (O) Ser90 (OG) 2,53 (2,62) 128° (134°) SK-HK
Ser69 (O) GIn94 (N) 2,87 (2,88) 151° (153°) HK-HK
Ser69 (OG) Arg97 (NZ2) 3,01 (3,05) 9° (96°) SK-SK
Mittelwert* 2,80 (2,78) 130° (137°)
Standardabweichung* 0,14 (0,14) 10° (13°)

Die entsprechenden Werte fiir das zweite, iiber nichtkristallographische Symmetrie (NCS) verwandte Bindungsepitop
sind in Klammern aufgelistet.

* Die Kursiv dargestellten Werte wurde von der Statistikanalyse ausgeschlossen.

t D-A-C(,) beschreibt die Donor-Akzeptor-C(,) Atome; entsprechend der Statistik von XU et al. [1997] betrdgt der
Winkel zwischen diesen Atomen fiir die HK-HK Wasserstoff-Briickenbindung 149°+15° und fiir SK-HK sowie SK-SK
Wasserstoff-Briickenbindung 129°418°.

¥ HK (Hauptketten-) und SK (Seitenketten-) Donor- bzw. Akzeptoratome.

Die Analyse der Wasserstoff-Briickenbindung beschrénkt sich im Wesentlichen auf die Ermittlung des
Abstandes und der Winkel zwischen Donor- und Akzeptoratomen der jeweiligen an der Ausbildung
der H-Briicke beteiligten Reste. Diese geometrischen Parameter weisen hierfiir statistische Mittelwerte
auf, welche nach Xu et al. [1997] fiir den Abstand zwischen Donor- und Akzeptoratom bei 2,92 +
0,24A, sowie fiir den Winkel zwischen Donor-, Akzeptor- und dem daran gebundenen Kohlenstoffatom
134,5 £ 19,2° betragen.

Von den zehn im Bindungsepitop ermittelten Wasserstoff-Briickenbindungen entsprachen acht diesen
statistischen Vorgaben, wobei der durchschnittliche Abstand zwischen Donor- und Akzeptoratom 2,8
4+ 0,14A und der entsprechende Winkel zwischen diesen 137 & 10° betrigt. Die verbliebenen zwei
H-Briicken wurden dabei von der Statistik ausgeschlossen, wenngleich deren geometrischen Parame-
ter noch im Bereich einer putativen Wasserstoff-Briickenbindung liegen (siehe auch Kapitel 1.2, sowie
Kapitel I1.17.3).

Trotz der detaillierten Information iiber die Geometrie und die Art der Wasserstoff-Briickenbindung
erlaubten diese Informationen keine Aussage iiber die Stérke und daraus schlussfolgernd auch keine

Vorhersage iiber deren Beitrag zur Bindungsenergie zwischen BMP-2 und BR-IA...
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Die notwendige Diskriminierung der einzelnen H-Briicken konnte erst mit der Analyse ihrer Position
in der Interaktionsfliche erzielt werden. Hierfiir wurde zunéchst die Oberflichenzugénglichkeit der
einzelnen Reste nach Komplexbildung bestimmt. Das entsprechende Ergebnis ist in Abbildung II1.78
dargestellt. Der Farbgebung auf der Oberfliche des BMP-2, sowie von BR-IA.. beschreibt dabei, wie
stark der jeweilige Rest im Komplex eingeschlossen ist. Niedrige Werte fiir die Oberflichenzugéing-
lichkeit (,,residual accessibility“) sind durch rote Fiarbung dargestellt und geben einen hohes Mafl an
Abdeckung durch die Komplexbildung wieder. Die verminderte Zuginglichkeit korrespondiert dabei
nach CHAKRABARTI and JANIN [2002] mit eine zentralen oder peripheren Lokalisierung des jeweiligen

Restes in einer Protein-Protein Interaktionsfliache.

® 0-20
® 40-20

60 - 40
80 - 60

Abbildung III1.78: Oberflichendarstellung des BMP-2 : BR-IA .. Bindungsepitops in der ,,open book*
Ansicht (der BR-TA,. ist um 180° um die y-Achse gedreht abgebildet).

Die Farbgebung erfolgte entsprechend der Zugénglichkeit (,,residual fractional accessibility*) der Reste
im Komplex. In rot sind diejenigen Reste abgebildet deren Oberfliche, verglichen mit der freien Form,
weniger als 20% zuggnglich sind. Die vier in der Bindungsfliche eingeschlossenen Wassermolekiile sind
als griine Kugeln dargestellt.

Die Abbildung wurde unter Verwendung der Programme Grasp [NICHOLLS et al., 1991], DINO
[http://www.dino3d.org] und Raster3D [MERRITT and BACON, 1997] erstellt.

Acht der zehn Wasserstoff-Briickenbindungen befinden sich demnach am Rand und nur zwei H-Briicken
im Zentrum des Bindungsepitopes. Bei diesen handelt es sich um die H-Briicken zwischen der Haupt-
kette des Restes Leub1 auf dem BMP-2 und der Seitenkette des Restes GIn&86 von BR-IA,.. Sie sind im
Zentrum der Abbildung I11.79 dargestellt und mittels gelber gestrichelter Linien hervorgehoben. Die
Bedeutung der Pré-Helix Schleife L2 des BMP-2 fiir die Interaktion zum Typ I Rezeptor wird zudem
durch zwei weitere Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen dem Asp53 vom BMP-2 und den Resten
Thrb55, sowie Cys77 von BR-TA.. unterstrichen. Sie sind ebenfalls in Abbildung II1.79 entsprechend
hervorgehoben dargestellt. Ihr Lage am Rand des Bindungsepitopes lisst jedoch auf eine geringere Be-
deutung, im Vergleich zur vollstdndig in der Interaktionsfliche eingeschlossenen H-Briicken zwischen
Leu51 und GIn86, schlieflen.

Eine zusétzliche Besonderheit der Wasserstoff-Briickenbindung zwischen den Resten Leu51 und GIn86
ist zudem durch die in Abbildung III1.78 als griine Kugeln eingezeichneten Wassermolekiile darge-
stellt. Diese vier einzig in der Interaktionsfliche verbliebenen Wasser befinden sich in unmittelbarer
N&he zur Seitenkette des GIn86. Sie sind dabei durch mit der Umgebung vergleichbaren Tempera-
turfaktoren (Werte zwischen 40A% und 50A?) charakterisiert. Drei dieser Wassermolekiile fiillen den
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Hohlraum oberhalb der Seitenkette von GIn86, welcher durch die Reste Lys71 und Glu81 von BR-
TA.. begrenzt und vom Lys97 (BR-IA..) abgedeckt wird. Innerhalb dieses Hohlraums bilden sie ein
H-Briicken-Netzwerk aus, das die Hauptkettenamide der Reste Asn56 und Ser57 vom BMP-2 mit der
Aminogruppe der Seitenkette (NE2) des GIn86 (BR-IA..) verbindet.

Das vierte Wasser befindet sich dagegen einzeln im Hohlraum unterhalb der GIn86 Seitenkette, wo-
bei es ebenfalls iiber eine H-Briicke, jedoch an die Carbonylgruppe der Seitenkette (OE1) des GIn86
(BR-IA..) gebunden ist. Es wird dort durch die Seitenketten der Reste Phe49 und Pro50 des BMP-2

in Position gehalten.

5 von Finger 1

Abbildung II1.79: Das BMP-2 : BR-IA.. Bindungsepitop.

VergroBerte Darstellung der BMP-2 : BR-TIA,. Interaktionsfliiche, wobei die Pria-Helix Schleife (L2)
des BMP-2 (blau) fiir die Reste P48 bis D53 in der ,ball and stick® Darstellung wiedergegeben und
zur Verdeutlichung der Qualitdt der Struktur in diesem Breich mit einer 2F ,,5-F ¢4 Elektronendich-
tekarte bei 1,40 umgeben ist. Die Sekundéarstruktur von BR-IA.. ist in griin abgebildet, hier sind die
an der Interaktion beteiligten Seitenketten mit der ,ball and stick® Darstellung hervorgehoben. Die
Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen Leu51 und GIn86, Asp53 und Thrb5 sowie Asp53 und Cys77
sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet.

Die Abbildung wurde unter Verwendung der Progamme BOBSCRIPT [ESNOUF, 1997] und Raster3D
[MERRITT and BACON, 1997] erstellt.

Die besondere Position im Zentrum der Interaktionsfliche, sowie deren Lage in einem H-Briicken-
Netzwerk mit Wassermolekiilen in einer vorwiegend hydrophoben Umgebung machen diese Wasser-
stoff-Briickenbindungen zwischen Leu51 und GIn86 womdglich zur gesuchten Hauptdeterminate, dem
so genannten ,,Hot Spot“ [BOGAN and THORN, 1998] der Wechselwirkung im BMP-2 : BR-IA.. Ligand-
Rezeptor Komplex.
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IV Diskussion der Ergebnisse

IV.1 1Im Vergleich: Die Kristallstruktur des BMP-2 : BR-IA,.
Ligand-Rezeptor Komplexes in 1,9A und 2,9A Auflésung

Der Vergleich der Struktur des BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplexes bei 1,94 ergab keine
wesentlichen Unterschiede zu der von KIRSCH et al. [2000c] mit einer Auflssung von 2,9A gelsten
Kristallstruktur dieses Komplexes. Dies konnte durch die Bestimmung des r.m.s.d-Werts von 0,43A
fiir die Abweichung aller Reste bei Uberlagerung beider Komplexe belegt werden. Dennoch wurden
mit einer detaillierten Analyse sowohl fiir die Monomere von BMP-2 als auch fiir die extrazelluldren
Doménen des BMP Typ IA Rezeptors Abschnitte ermitteln in den sich beide Strukturen deutlicher
voneinander unterschieden.

A) B)
1,4 22
== BMP-2 (A) Lo [=BRIAL(A)
124 = BMP-2 (B) = BR-IA_ (B)
7 1,8
1,0 1,6
! 144
< 0,84 <
£ £ 129
~ = 4
Z 06- 3 10
2 ] | g 03]
041 4 N N 06-
o TR i “ I i 0,44
0.2 ol ko Al Uil
H ’ ; 3 0’2_
0,0 0,04
10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Nummer der Reste des BMP-2 Nummer der Reste des BR-IA |

Abbildung I'V.1: Vergleich der Kristallstrukturen des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes
bei 2,9A [KIRSCH et al., 2000c] und bei 1,9A Auflssung. Darstellung als r.m.s.d.-Wert iiber der Nummer
des jeweiligen Restes. A) Strukturelle Abweichung im BMP-2. B) Strukturelle Abweichung im BR-
TA... Die Grole der Abweichung ist jeweils nur fiir ein Monomer als roter Balken (BMP-2(A) und
BR-TA..(A)) und fiir das zweite Monomer (BMP-2(B) und BR-IA..(B)) als gepunktete schwarze Linie

wiedergegeben. Bereich besonderer Abweichung sind jeweils grau hinterlegt.

Eine graphische Darstellung dieser Analyse ist mit Abbildung IV.1 wiedergegeben, wobei die Ab-
weichung als r.m.s.d.-Wert {iber dem jeweiligen Rest aufgetragen und die Bereiche mit grofleren
Unterschieden jeweils grau unterlegt sind. Fiir das BMP-2 zeigen sich strukturellen Unterschiede
hauptséichlich im Abschnitt zwischen den Resten Glu94 bis Val99 in Schleife L4 an der Spitze des
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Fingers 2 (siehe hierfiir auch Abbildung II1.72 Bildteil A)). Die grofite Abweichung mit einem r.m.s.d.-
Wert von 1,3A wies dabei der Rest Asn95, beziehungsweise der Rest Glu94 im zweiten Monomer des
BMP-2 auf (siche Abbildung IV.1, Darstellung der r.m.s.d.-Werte fiir das BMP-2(B) als gepunktete
Linie).

Im Vergleich der Strukturen von BR-TA .. waren, wie aus Abbildung IV.1 Bildteil B) ersichtlich, neben
den N- und C-Termini besonders der Abschnitt zwischen den Resten Glu65 bis Thr71 voneinander
verschieden. Diese Abweichung resultierte aus der Abwesenheit struktureller Information fiir die Reste
Asp67 bis Gly69 von BR-IA., im BMP-2 : BR-IA., Ligand-Rezeptor Komplex bei 2,9A. Wie in Ab-
bildung IV.2 dargestellt, konnten diese Reste jedoch in der bei einer Auflésung von 1,9A verfeinerten
Kristallstruktur des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes eindeutig bestimmt werden.

D66, !

&’
BR-IA_ (A) BR-IA, (B)

Abbildung I'V.2: Struktur von BR-IA,, im Ausschnitt der Schleife L3.

Der Bereich der Reste Asp66 bis Glu70 ist in zusétzlich mit der einhiillenden Elektronendichtekarte
2F ,ps-F caic bei 1o umgeben.

Die Abbildung wurde unter Verwendung der Progamme BOBSCRIPT [ESNOUF, 1997] und Raster3D
[MERRITT and BACON, 1997] erstellt.

Abbildung IV.2 zeigt hierfiir den BR-IA.. im Ausschnitt der Schleife L3 zwischen den Resten Asp66
bis Glu70. Die Genauigkeit der Position der Aminoséuren wird dabei durch die Qualitat der Elektro-
nendichte bestimmt. Trotz einer erwarteten hohen Flexibilitéit innerhalb dieses Abschnitts war diese
dennoch sehr préizise, was mit der in Abbildung IV.2 dargestellten einhiillende 2F ,ps-F cqic Elektro-

nendichtekarte bei 1o belegt werden konnte.

Zusammenfassend besteht die bei einer Auflosung von 1,9A verfeinerte Kristallstruktur des BMP-2
: BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes somit aus 381 Aminosiuren. Hierbei entfallen auf jedes Mo-
nomer von BMP-2 jeweils 103 Reste, da jeweils N-terminal die Sequenz des reifen Teils des BMP-2
strukturell erst ab dem Rest Ser12 definiert werden konnte. Die Elektronendichte fiir beide extrazel-
luldren Doménen des BMP Typ IA Rezeptors startet N-terminal ab Rest Thr32. C-terminal endet
sie fiir den BR-IA..(A) bei Rest Prol117, wohingegen sie im BR-IA..(B) bis zum Rest Ile120 verfolgt
werden konnte. Die Linge des BR-IA.. in der Kristallstruktur umfasst daher einmal 86 (BR-IA.(A))
und einmal 89 (BR-IA..(B)) Aminosiuren.
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IV.2 Der ,,Hot Spot“ der BMP-2 : BR-IA, .. Ligand-Rezeptor

Interaktion

IV.2.1 Die strukturelle und funktionelle Analyse des Netzwerkes von
Wasserstoff-Briickenbindungen

Die strukturelle Interpretation des bei einer Auflésung von 1,9A verfeinerten Modells des BMP-2 : BR-
TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes ermoglichte die Bestimmung eines Netzwerk aus zehn Wasserstoff-
Briickenbindungen (siehe Kapitel I111.7.3). Die von diesen H-Briicken getragene Wechselwirkung stellt
dabei eine Ergénzung zu der von KIRSCH et al. [2000b] und KIRSCH et al. [2000b] bereits als iiberwie-
gend hydrophob charakterisierte BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Interaktion dar.

Das Netzwerk der Wasserstoff-Briickenbindungen erstreckt sich iiber die gesamte Interaktionsflache,
wobei durchschnittlich eine H-Briicke pro 115A2 auftritt. Sowohl die Anzahl [Lo CONTE et al., 1999;
XU et al., 1997] als auch deren Héufigkeit in der Kontaktfliche [JONES and THORNTON, 1996] ent-
sprechen dabei Daten wie sie ebenfalls fiir andere Protein-Protein Kontaktflichen ermittelt werden
konnten. Bemerkenswert erscheint dagegen die Verteilung in der Beteiligung von Haupt- und Seitenket-
tenatomen als Donor- bzw. Akzeptorgruppen dieser Wasserstoff-Briickenbindungen. Wie aus Tabelle
I11.32 in Kapitel I11.7.3 hervor geht, sind an 70% aller H-Briicken in der Bindungsfliche Hauptketten-
atome beteiligt. Die H-Briicken der BMP-2 : BR-IA,,. Ligand-Rezeptor Interaktion erscheint daher
als eine weitere Ausnahme des allgemeinen Aufbaus von Wasserstoff-Briickenbindungen in Protein-
Protein Interaktionsflichen, welche nach VESELOVSKY et al. [2002] zu 76% von Seitenkettenatomen
gebildet werden. Eine Erklirung fiir diese deutlich vom allgemeinen Aufbau abweichenden Zusammen-
setzung kann mit dem hohen Anteil von 50% an H-Briicken des Typs HK-SK (siehe Tabelle 111.32)
gegeben werden. Durchschnittlich stellt dieser Typ nur 35,4% der Wasserstoff-Briickenbindungen einer
Interaktionsfliche [XU et al., 1997]. Ebenfalls unterhalb des Mittelwerts von 39,3% liegt mit nur 30%
der Anteil der SK-SK H-Briicke [XU et al., 1997]. Lediglich die ausschliesslich von Hauptkettenatomen
ausgehenden Wasserstofl-Briickenbindungen (HK-HK) treten mit 20% in durchschnittlicher Haufigkeit
(22,6% entsprechend [XU et al., 1997]) in der Interaktionsfldche auf.

Die weitere Analyse der geometrische Charakteristika, wie Abstand und Winkel der Donor- und Ak-
zeptoratome zueinander, fithrte entgegen der Erwartung nicht zur Diskriminierung der Wasserstoft-
Briickenbindungen hinsichtlich ihres Beitrags zur Bindungsenergie. So bestétigten, wie bereits in Ka-
pitel II1.7.3 beschrieben, der Donor-Akzeptor-Atomabstand, sowie der Winkel zwischen dem Donor-,
Akzeptor- und dem Cy-Atom (D-A-C, Winkel) lediglich die Mittelwerte fiir die entsprechenden Typ
der H-Briicke (siche Tabelle I11.32 und [XU et al., 1997]).

Die weiterfithrende Unterscheidung wurde hingegen mit der Analyse der Oberflichenzugiinglichkeit
der Donor- und Akzeptorgruppen im Komplex erreicht. Sie ermoglicht eine allgemeine Charakteri-
sierung der Interaktionsfliche, indem die Reste mit niedriger Zugénglichkeit ,residual accessibility*
dem Zentrum und diejenigen mit hoherer Zugénglichkeit dem Rand der Kontaktfliche zuordnet wer-
den [Lo CONTE et al., 1999] kénnen. Mit der Anwendung dieser Analyse auf die BMP-2 : BR-IA,.
Interaktionsfliche wurde fiir die an der Ausbildung von Wasserstoff-Briickenbindungen beteiligten
Reste Tyr103, Leu51 und Trp28 des BMP-2 und Thr55, Cys77, GIln86 und Ser90 von BR-IA.. ei-
ne Abschirmung vom Lésungsmittel nach Komplexbildung mit einem Wert >80% bestimmt (siehe
Abbildung III.78 in Kapitel I11.7.3). Aufgrund des von CHAKRABARTI and JANIN [2002] gezeigten
Zusammenhangs zwischen der Lage eines Restes im Zentrum der Interaktionsfliche und dessen mogli-
cher Eigenschaft als so genannter ,,Hot Spots“der Bindungsenergie [BOGAN and THORN, 1998] konnte
daher vermutet werden, dass zumindest den Wasserstoff-Briickenbindungen Leu51 (N) : GIn86 (OE1)
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SE

und Leu51 (O) : GIn86 (NE1) ein besondere Bedeutung fiir die BMP-2 : BR-TA .. Interaktion zukommt.

Der durch strukturelle Interpretation postulierte Einfluss von Wasserstoff-Briickenbindung auf die
BMP-2 : BR-TA,. Ligand-Rezeptor Interaktion kann jedoch nur mittels funktioneller Analysen besté-
tigt werden. Der Beitrag einzelner H-Briicken zur Bindungsaffinitit des Komplexes wurde daher unter
Verwendung der BIAcore-Interaktionsanalyse fiir zwei Arten von Varianten des BMP-2, wie auch des
BR-IA,. ermittelt. Bei diesen Varianten handelte es sich um Alanin- bzw. Prolin-Substitutionen von
entsprechenden Resten deren Seiten- bzw. Hauptkettenatome an der Ausbildung von Wasserstoff-
Briickenbindungen in der Interaktionsfliche beteiligt waren. Eine Zusammenstellung der Bindungs-
konstanten dieser Varianten ist in Tabelle IV.1 wiedergegeben und wurden von Herrn Prof. Dr. W.
Sebald fiir diese Diskussion zur Verfiigung gestellt.

Der Verlust der Wasserstoff-Briickenbindungen am Rand der Interaktionsfliche, welche mit den Va-
rianten W28F, D53A und Y103A erzielt werden konnte, zeigen erwartungsgeméfl nur einen geringen
Effekt auf die Bindungsaffinitéit. Demgegeniiber wurde fiir die besondere Bedeutung der H-Briicken
aus dem Zentrum der Bindungsfliche bestétigt. Beide Varianten D53P und L51P weisen eine deutlich
verringerte Affinitdt zum Typ I Rezeptor auf, wobei die Dissoziationskonstante K p fiir D53P 53-fach
erhoht, und die fiir L51P sogar tiber 8000-fach erhoht ist im Vergleich zu der des wildtypischen BMP-2
(sieche Tabelle IV.1).

Die Wechselwirkung zu Typ II Rezeptoren wie ActR-II.., ActR-IIB.. und BR-II.. blieb dagegen von
den entsprechenden Mutationen unbeeinflusst (siehe Tabelle IV.1). Die Kp-Werte fiir die jeweiligen
Varianten entsprechen denen von wildtypischem BMP-2 und belegen, dass mit dem Aminosidureaus-

tausch die Gesamtstruktur des Liganden nicht wesentlich gedndert wurde.

Tabelle IV.1:Bindungskonstanten K p fiir Varianten von BMP-2 gegeniiber dem wildtypischen BR-
TA.., sowie fiir die Varianten von BR-IA.. gegeniiber BMP-2 (wt). (Daten wurden von Herrn Prof.
Dr. W. Sebald zur Verfiigung gestellt; sieche auch KELLER et al. [2004].)

Apparente Kp [nM] fiir immobilisierte extrazellulidre Rezeptordoménen:

Ligand BR-1A.. BR-IB.. ActR-L.,
BMP-2 (wt) 0,9 + 0,1 3.6+ 4 14 4 2
BMP-2 W28F 2,8 £ 1 47 + 2 23+ 9
BMP-2 L51P ) >7000 >4000 35 + 8
BMP-2 D53A 0,8 & 0,4 1,2 40,7 1741
BMP-2 D53P 48 £ 3 37+ 4 17 + 6
BMP-2 S69R 15+5 n.b. 1341
BMP-2 Y103A 743 12+5 20 + 2
BR-IA.. QS6A BR-IA.. S90A BR-IA.. Q94P
BMP-2 (wt) 80 + 21 2,2 £ 0,7 2,8+ 0,3

) Die Dissoziationskonstante fiir BMP-2 L51P wurde aus der Bindung im Equilibrium unter Verwendung folgender
Gleichung: Kp(apparent) = ((RUmaz — RU/RU) - Konzentration; mit RU, ,resonance unit“ermittelt.

Zur Ermittlung der Bindungsdeterminanten des BMP Typ IA Rezeptors wurden die Rezeptor-Varian-
ten Q86A, S90A und Q94P unter Verwendung der BIAcore-Technik analysiert (siehe Tabelle IV.1).
Die K p-Werte fiir S90A und Q94P liegen hierbei nur ungefdhr dreimal hoher als die des wildtypischen
BR-IA,., was den geringeren Einfluss der peripheren H-Briicken auf die Bindungsaffinitit der BMP-2 :
BR-IA.. Ligand-Rezeptor Interaktion nochmals belegt. Fiir die Variante Q86A wurde dagegen ein 89-
fach erhohter K p-Wert gemessen. Diese drastische Verringerung der Bindungsaffinitédt beruht hierbei

auf dem Verlust zweier Wasserstoff-Briickenbindungen zum Leu51 des BMP-2, deren Bedeutung fiir
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die Wechselwirkung bereits gezeigt werden konnte.
Der Beitrag der einzelnen Wasserstoff-Briickenbindungen zur Bindungsenergie lisst sich als Anderung

der Freien Bindungsenergie entsprechend Gleichung IV.1 beschreiben.

(Variante)

Kp

(IvV.1)
Reste, deren Anteil an der Bindungsenergie durch Mutation mit > 2kcal mol~! bestimmt werden, stel-
len hierbei einen ,, Hot Spot“ der Bindung dar [BOGAN and THORN, 1998]. Die drei H-Briicken, BMP-2
Leu51 (N) : BR-IA.. GIn86 (OE1), BMP-2 Leu51 (O) : BR-IA.. GIn86 (NE1) und BMP-2 Asp53 (N)
: BR-TA.. Cys77 (O) erfiillen dieses Kriterium. Den groiten Effekt auf die freie Bindungsenergie zeigt
hierbei mit AAGy = 5kcal mol~! (= 21kJ mol~!) die BMP-2 Variante L51P. Im Vergleich mit Lite-
raturdaten entspricht dieser Wert dem Verlust von zwei ungeladenen beziehungsweise einer geladenen
Wasserstoff-Briickenbindung, welcher von FERSHT et al. [1985], SHIRLEY et al. [1992] und BYRNE
et al. [1995] mit einer Verringerung der Bindungsenergie von durchschnittlich 4kcal mol~! angegeben
ist. Gleichzeitig betrug der Verlust an freier Bindungsenergie nach Deletion beider zwischen BMP-
2 Leu51 und BR-IA.. GIn86 befindlicher Wasserstoff-Briickenbindungen (Variante BR-IA.. Q86A)
mit AAGy = 2,5kcal mol™! (= 10,5kJ mol~!) jedoch nur die Hilfte des fiir die Variante BMP-2
L51P ermittelten Wertes. Es ist daher denkbar, dass der Verlust der Donor- bzw. Akzeptorgruppe des
GIn86 (BR-IA..) fiir diese Wasserstoff-Briickenbindungen teilweise von benachbarten Seitenketten,
wie denen des Lys79, Glu81 oder des Asp89 kompensiert werden kann. Allerdings besteht auch die
Moglichkeit, dass der Einbau eines Prolins an Position 51 in der Pra-Helix Schleife L2 des BMP-2 zu
einer Beeinflussung der Konformation benachbarter Reste fiithrt. In dessen Folge kénnten benachbarte
Wechselwirkungen, wie zum Beispiel die des Asp53 ebenfalls von dieser Mutation betroffen sein. Die
starkere Verringerung der Bindungsaffinitét, wie sie fiir BMP-2 L51P beobachtet wurde, wéire dann
als Folge des Verlustes einer Summe von Wechselwirkungen zu interpretieren.

Mit der funktionellen Analyse des Netzwerkes von Wasserstoff-Briickenbindungen in der Interakti-
onsfliche des BMP-2 : BR-IA, Ligand-Rezeptor Komplexes bei 1,94 Auflésung konnten die drei H-
Briicken: BMP-2 Leu51 (N) : BR-TA.. GIn86 (OE1), BMP-2 Leu51 (O) : BR-IA.. GIn86 (NE1) und
BMP-2 Asp53 (N) : BR-IA.. Cys77 (O) als die Hauptdeterminanten der BMP-2 : BR-TA.. Ligand-
Rezeptor Wechselwirkung bestimmt werden. Thre funktionelle Bedeutung fiir die Ligand-Rezeptor
Interaktion deckt sich dabei mit der Position ihrer an den Wasserstoff-Briickenbindungen beteilig-
ten Donor- und Akzeptorgruppen im Zentrum der Protein-Protein Kontaktfliche. Zusétzlich ergab
die Mutationsanalyse, dass sich die BMP-2 : BR-IA., Ligand-Rezeptor Wechselwirkung bestimmende
Interaktion nicht, wie zunéchst von KIRSCH et al. [2000a] und HATTA et al. [2000] angenommen, in-
nerhalb der Gruppe von hydrophoben Interaktionen befindet. Vielmehr erzeugen die 15 hydrophoben
Seitenketten in der Kontaktfliche eine mehrheitlich hydrophobe Umgebung, welche die Ausbildung
des Netzwerkes von Wasserstoff-Briickenbindungen energetisch begiinstigt.

IV.2.2 Die Bedeutung der Pria-Helix Schleife L2 von BMP-2 fiir die
Ligand-Rezeptor Interaktion

Der Einfluss der Prolin-Substitution an Position Leu51 fiir die allgemeine Struktur des BMP-2 konnte
auch rontgenkristallographisch iiberpriift werden. Die entsprechende Kristallstrukturanalyse der Va-
riante BMP-2 L51P wurde von Herrn Dr. T.D. Miiller durchgefiihrt. Der Vergleich mit der Struktur
des wildtypischen BMP-2 [SCHEUFLER et al., 1999] ergab keine wesentlichen Unterschiede, was mit
einem mittleren r.m.s.d.-Wert von 0,6A fiir die iiberlagerten C,-Ketten belegt werden konnte. Die
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groBten Abweichungen befanden sich erwartungsgeméf im Bereich der Pri-Helix Schleife L2 zwischen
den Resten Pro48 bis His54. Die maximale Differenz wurde fiir die Position des C,-Atoms des Restes
Ala52 mit 1,8A bestimmt (Dr. T.D. Miiller, persounliche Mitteilung). Die Analyse, besonders der Sei-
tenkettenkonformation, wurde jedoch durch die schwach ausgeprigte Elektronendichtekarte in diesem
Bereich erschwert. So konnten fiir einige Seitenketten keine Elektronendichte fiir < 1o beobachtet
werden. Dies galt fiir entsprechende Reste sowohl in der Struktur des BMP-2 (wt), als auch der Va-
riante BMP-2 L51P. Weiterhin war die C,-Kette in diesem Bereich fiir beide Strukturen durch die
insgesamt hochsten Temperaturfaktoren gekennzeichnet, was auf eine hohe Flexibilitat bzw. Dynamik
der Pra-Helix Schleife L2 schlielen l&sst.

Vor dem Hintergrund dieser gezeigten Beweglichkeit der Pri-Helix Schleife L2 im BMP-2 erscheint
eine schliissige Begriindung fiir den stidrkeren Effekt der BMP-2 L51P Mutation auf die Bindungs-
energie der BMP-2 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Interaktion schwierig. Die Uberlagerung der Struktur
der Variante des BMP-2 L51P mit der des BMP-2 : BR-IA,,. Ligand-Rezeptor Komplexes, wie sie in
Abbildung IV.1 dargestellt ist zeigt, dass die Seitenkette des Prolin in Position 51 das Volumen der
Wasserstoff-Briickenbindung zwischen der Amidguppe des BMP-2 Leu51(wt) und der Carbonylgruppe
von BR-TA.. GIn86 fiillt. Aufgrund der rdumlichen Grofle des Prolin-Restes erzeugt sie jedoch eine
sterische Behinderung fiir die Seitenkette von BR-IA.. GIn86 (sieche Abbildung IV.3). Um den Kon-
takt zu vermeiden, miisste der Prolin-Ring daher weiter zuriick gedriickt werden. Dies wiirde jedoch,
aufgrund der starren Verkniipfung des Prolin-Rings mit der Carbonylgruppe, die Carbonylgruppe von
Pro50 zum GIn86 (BR-IA..) hinbewegen und seinerseits eine neue Behinderung erzeugen. Die Struktur
der Variante BMP-2 L51P kann daher durchaus als Modell zur Erlduterung des stiarkeren Einfluss der
Prolin-Substitution des Leu51 im BMP-2 gegeniiber einer Alanin-Substitution des GIn86 im BR-IA,.

verwendet werden.

Abbildung I'V.3: Stereoabbildung der Pra-Helix Schleife L2 im BMP-2.

Uberlagerte Darstellung der Kristallstrukturen der BMP-2 Variante L51P (Farbgebung: N, blau; O,
rot; C, hellgriin) mit der im Komplex mit BR-IA.. gebundenen wildtypischen BMP-2 (Farbgebung: N,
hellblau; O, orange; C, grau). Die Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen BMP-2 Leu51 (wt) und BR-
TA.. GIn86 sind mit einer gelben gestrichelten Linie angedeutet. Fine moglich sterische Behinderung
aufgrund der zum GIn86 (BR-IA..) zugewandten Seitenkette des Pro51 nach Substitution des BMP-2
Leu51 (wt) ist mittels roter Ringe hervorgehoben. (Die Abbildung wurde von Herrn Dr. T.D. Miiller
zur Verfiigung gestellt; siehe auch KELLER et al. [2004].)

Im Komplex mit dem BMP Typ TA Rezeptor wird die Flexibilitit der Pra-Helix Schleife 1.2 dagegen
eingeschriankt. Reduzierte Temperaturfaktoren, sowie eine sehr genaue Elektronendichtekarte fiir die-
se Region im BMP-2 : BR-TA .. Ligand-Rezeptor Komplex (sieche Abbildung I11.79 in Kapitel I111.7.3)

151



IV.2. Der ,,Hot Spot“ der BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Interaktion

belegen die nunmehr starre Struktur der Schleife. Die strukturelle Anderung zwischen dem freien und
dem gebundenen wildtypischen BMP-2 weist dabei die gleiche Gréenordnung auf wie sie zwischen
BMP-2(wt) und der Variante BMP-2 L51P beobachtet wurde.

Es kann daher angenommen werden, dass die Pri-Helix Schleife L2 im ungebundenen BMP-2 weder
vorgeformt noch starr ist, sondern sich im Gegenteil der entsprechenden Rezeptor-Bindungsfléiche an-
passen kann. Diese Vermutung wird dabei durch die Tatsache gestiitzt, dass die Strukturdaten und
Temperaturfaktoren entsprechender Schleifen-Regionen anderer Mitglieder der BMP-Familie, wie des
freien BMP-7 [GREENWALD et al., 2003; GRIFFITH et al., 1996], des BMP-6 oder GDF-5 (Dr. T.D.
Miiller, personliche Mitteilung) dhnlich hohe Mobilitét erkennen lassen.

Des Weiteren lassen die kinetischen Daten der Komplexbildung eine durch die Rezeptorbindung in-
duzierte Adaption des Liganden vermuten. So ist die Bindung des BMP-2 an den BR-IA.. mit einer
Assoziationskonstanten von k,, zwischen 3-10° M~! s~! und 5 - 10> M~! s™! eine im Vergleich zu
anderen Ligand-Rezeptor-Interaktionen verhiltnismifig langsame Komplexbildung. Auch konnte ge-
zeigt werden, dass die Alanin-Substitution der Reste Phe49 und Pro50 in der Pri-Helix Schleife L2
von BMP-2 ausschlieflich die Assozationsrate der Komplexbildung beeinflusst [KIRSCH et al., 2000a].
Dagegen wird die Dissoziationsrate, welche mit der thermodynamischen Stabilitéit des Komplexes kor-
reliert, von diesen Mutationen nicht beeintréchtigt. Dies deutet darauf hin, dass beide Reste welche in
eine hydrophobe Spalte nahe den Resten Ile62 und I11e99 von BR-IA.. binden, dafiir benttigt werden
die Pri-Helix Schleife L2 in einer fiir die Ausbildung des H-Briickennetzwerkes richtigen Position zu

fixieren.

IV.2.3 Die Bedeutung von Wassermolekiilen in der BMP-2 : BR-IA,.
Interaktionsfliche

Ein weiteres herausragendes Merkmal der BMP-2 : BR-IA.. Interaktionsfliche besteht in der gerin-
gen Anzahl von Wassermolekiilen. Lediglich vier Wassermolekiile sind zwischen BMP-2 und BR-IA,.
eingeschlossen. Wie bereits in Kapitel I11.7.3 beschrieben, befinden sie sich in Hohlrdumen ober- und
unterhalb der Seitenkette von BR-TA.. GIn86 (siehe auch Abbildung IT1.78 und insbesondere Abbil-

Abbildung IV.}: Stereoabbildung des BMP-2 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Bindungsepitops.
Darstellung des Netzwerks an Wasserstoff-Briickenbindungen unter Beteiligung der in der Interakti-

onsfliche eingeschlossenen Wasser (rote Kugeln).
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Die Pri-Helix Schleife L2 des BMP-2 (blau) ist fiir die Reste Pro48 bis Asp53 in der ,,ball and stick®
Darstellung wiedergegeben. Die Sekundérstruktur von BR-IA.. ist in griin abgebildet und nur die
Seitenketten der an der Interaktion beteiligten Reste in der ,,ball and stick® Darstellung hervorgehoben.
Die Wasserstoff-Briickenbindungen sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet.

Die Abbildung wurde unter Verwendung der Progamme MOLSCRIPT [KrauLis, 1991] und Raster3D
[MERRITT and BACON, 1997] erstellt.

dung 1V.4). Thre Bedeutung fiir die Ligand-Rezeptor Interaktionen besteht dabei zunichst in der
Stabilisierung der Wechselwirkung durch die Ausbildung zusétzlicher Wasserstoff-Briickenbindungen
[JANIN, 1999]. So zeigt Abbildung IV.4 wie iiber die drei Wassermoliikiile oberhalb von BR-IA.. GIn86
eine zusitzliche Verbriickung zwischen den Resten Asn56 und Ser57 des BMP-2 und der Seitenkette
von BR-IA,.. GIn86 herstellt wird.

Eine weitere Aufgabe von Wassermolekiilen in Protein-Protein Interaktionsflichen besteht in der Mo-
dulation von Ladungs- und Oberflichenkomplementaritét [L1 et al., 2000]. Aufgrund der Promiskuitét
der Ligand-Rezeptor Interaktion, wie sie in der TGF-( Superfamilie beobachtet werden kann, bedeuten
Wassermolekiile somit eine Moglichkeit fiir eine schnelle Anpassung an verdnderte Zusammensetzun-
gen in Bezug auf Ladung und Oberflichenstruktur fiir die verschiedenen beobachteten Ligand-Rezeptor

Komplexe.

IV.3 Die Praparation und Kristallisation weiterer binérer

Ligand-Rezeptor Komplexe

Wie bereits dargestellt sind die Ligand-Rezeptor Interaktionen der einzelnen Mitglieder der Gruppe
des BMPs und GDFs durch individuelle Spezifitit und Affinitdt gekennzeichnet. So unterschieden
sich diesbeziiglich Ligand-Typ I und Ligand-Typ II Rezeptor Wechselwirkungen, aber auch die ver-
schiedenen Kombinationen von Ligand-Typ I Rezeptor oder Ligand-Typ II Rezeptor Interaktionen.
Sie bilden zudem die Grundlage fiir die Promiskuitéit, welche die Vielzahl der qualitativen, aber auch
quantitativen Unterschiede in den zelluldren Antworten erkléren kann (siehe auch Kapitel I.1).

Trotz der grofien Bedeutung dieser priméren Schritte der Rezeptor-Aktivierung fiir das Verstdndnis
der Signalvermittlung erscheinen die molekulare Grundlagen der Ligand-Rezeptor Wechselwirkun-
gen nach wie vor liickenhaft. Das molekulare Prinzip fiir die hochaffine Wechselwirkung zwischen
einem BMP-Liganden und seinem Typ I Rezeptor konnte im Rahmen dieser Arbeit anhand der
Kristallstruktur- und Mutationsanalyse des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes vorge-
stellt werden. Es sollte dariiber hinaus durch den Strukturvergleich mit weiteren Ligand-Rezeptoren
Komplexen der BMP/GDF-Familie ergéinzt und iiberpriift werden. Insbesondere die molekulare Basis
fiir die unterschiedlichen Affinitéit der Liganden BMP-2, BMP-6 und GDF-5 zu den beiden BMP Typ
I Rezeptoren BR-IA und BR-IB sollte im Mittelpunkt der Strukturanlyse stehen.

Die mittels BIAcore Interaktionsanalyse gemessenen Affinitéten sind in Tabelle I11.10 des Kapitels 111.3
fiir jeweils die entsprechenden Ligand : BR-IA,. oder Ligand : BR-IB.. Komplexe gegeniibergestellt.
BMP-2 bindet demnach, in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten bevorzugt an den BR-IA.. und
mit verminderter Affinitéit an den BR-IB,. [KIRSCH et al., 2000a; KOENIG et al., 1994]. Im Fall von
GDF-5 sind die Préferenzen in der Rezeptorbindung dagegen umgekehrt. Hier wird der BR-IB,, mit
hoher und der BR-IA,, mit geringer Affinitéit gebunden. Dies bestitigt einerseits die Bedeutung von
BR-IB,. als Signalrezeptor fiir das GDF-5, andererseits liefert der Kp-Wert von 3,3uM fiir die GDF-5
: BR-TA.. Ligand-Rezeptor Interaktion (in Losung) eine mogliche Begriindung weshalb der BMP-Typ
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TA Rezeptor bisher in keinem Signalkomplex mittels Quervernetzungs-Experimenten nachgewiesen
werden konnte [NISHITOH et al., 1996]. Keine Bevorzugung fiir einen der beiden Typ I Rezeptoren
zeigt hingegen das BMP-6. Es bindet an beide BMP Typ I Rezeptoren [EBISAWA et al., 1999], wobei
die vergleichsweise geringe Affinitét dieser Typ I Rezeptor Wechselwirkung in der Groflenordnung der
der Typ II Rezeptor Interaktion entspricht (siehe ebenfalls Tabelle I111.10 in Kapitel ITI1.3).

Trotz unterschiedlicher Affinitdten verfiigen alle drei Liganden iiber die Moglichkeit beide BMP Typ
I Rezeptor zu binden, was auf einen fiir diese Rezeptoren spezifischen, gemeinsamen Erkennungs-
mechanismus hindeutet. Fiir den BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplex konnte, wie bereits
beschrieben die Hauptdeterminanten der Wechselwirkung in einem Netzwerk von zehn Wasserstoff-
Briickenbindung ermittelt werden, wobei die von BMP-2 Leu51 ausgehenden H-Briicken den ,,Hot
Spot* der Bindung darstellen und in allen Liganden (BMP-2/4, GDF-5/6/7 und BMP-6/7) die mit
den BMP Typ I Rezeptoren interagieren invariant erscheint. Deutlichere Unterschiede zeigen sich dage-
gen fiir BMP-2, GDF-5 und BMP-6 beim Vergleich der Aminoséduresequenz und der Kristallstrukturen
(freie Liganden) fiir die Pri-Helix Schleifen (Dr. T.D. Miiller, personliche Mitteilung). Es ist daher
denkbar, dass jeder dieser Liganden die BMP-Typ I Rezeptoren im ,,wrist“-Epitop iiber eine vom Rest
Leu51 ausgehende primére Interaktion bindet. Dariiber hinaus resultieren die gezeigten individuellen
Ligand-Rezeptor Affinitdten wahrscheinlich aus qualitativ und quantitativ voneinander verschiedenen
sekundéren Kontakten innerhalb des Bindungsepitops, wobei sowohl Wasserstoff-Briickenbindungen
als auch hydrophobe Kontakte von Bedeutung sein diirften.

Das vorgestellte Modell der BMP/GDF : Typ I Rezeptor Interaktion kann zudem auch mit einem Se-
quenzvergleich der BMP-Typ I Rezeptoren weiter belegt werden (siehe hierfiir auch Abbildung IV.5).
Beide Rezeptoren BR-IA,. und BR-IB,,. teilen in diesem Bereich 50% identische Aminoséuren, wobei
der fiir die zentrale Wasserstoff-Briickenbindung wichtige Rest GIn86 ebenfalls invariant ist. Expe-
rimentelle Bestatigung fiir die Bedeutung des Netzwerks der Wasserstoff-Briickenbindung auch fiir
die Interaktion zum BR-IB.. konnte zudem mit den BIAcore-Messungen der Varianten von BMP-2
erhalten werden. Wie in Tabelle IV.1 dargestellt, weisen diese Varianten trotz des Unterschieds im
absoluten Wert der Affinitdt von BMP-2 zum BR-IB.. den gleichen Effekt auf die Bindungsaffinitét
auf. Damit wird die Interaktion von BMP-2 zum BR-TA.., wie auch zum BR-IB.. von den gleichen

Determinanten getragen.

Auf Grundlage der Bindungsstudien wurden alle weiteren Kombinationen an Typ I Rezeptorkomple-
xen fiir die Kristallstrukturanalyse préipariert (siehe Kapitel I111.4). Die Bildung der entsprechenden
Komplexe wurde dabei durch eine hohe Affinitéit zwischen Ligand und Rezeptor begiinstigt. So konn-
ten der BMP-2 : BR-TIA.., der BMP-2 : BR-IB,., der GDF-5 : BR-IB.. sowie der BMP-6 : BR-IB,,
Ligand-Rezeptor Komplex unter identischen Bedingungen jeweils in MES7go-Puffer pH6,0 gebildet
werden. Dagegen machte die vergleichsweise geringe Affinitit zwischen GDF-5 und BR-IA.. ein Mo-
difikation der Puffer-Bedingungen hin zu Trissgo-Puffer pH8,5 notwendig. Neben der Affinitéit hatte die
gegenséitzlichen Loslichkeitseigenschaften der einzelnen Liganden im Vergleich zu ihren Typ I Rezeptor
Komplexen entscheidenden Einfluss auf die Komplexpraparation. Pufferbedingungen mit pH-Werten
geringer als pH6,0 sowie der Zusatz von mehr als 0,7M NaCl oder 20%(v/v) Isopropanol konnte zwar
die Loslichkeit der Liganden erh6hen, verhinderten jedoch grundsétzlich die Bildung der Komplexe
sowohl zum BR-IA.. als auch zum BR-IB... Das Losungsverhalten der einzelnen Ligand-Rezeptor
Komplexe wurde hingegen von Puffern mit einem pH-Wert grofler pH6,0 begiinstigt. Dies zeigt sich
besonders fiir die Praparation der beiden BMP-2 : BMP Typ I Rezeptor Komplexe, welche in ver-
schiedenen Puffern im pH-Bereiche zwischen pH6,0 und pH8,0 und nur 150mM NaCl bis zu 20mg
ml~! konzentriert werden konnten. Hohere NaCl-Konzentrationen waren dagegen fiir die Bildung des
GDF-5 : BR-IB., und bei einem pH-Wert > pH7,4 auch fiir den GDF-5 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor
Komplex notwendig. Keine Pufferbedingung konnte hingegen fiir die 16sliche Priaparation des BMP-6
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: BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes ermittelt werden. Sowohl die Verwendung von Puffern mit
pH-Werten bis pH9,5 als auch der Zusatz von 1M NaCl fithrte stets zur Préziptation des Komple-
xes wihrend der Konzentrierung des Ansatzes. Der BMP-6 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplex war
damit der einzige der sechs moéglichen Ligand : BMP Typ I Rezeptor Komplexe, welcher nicht zur

Kristallisation eingesetzt werden konnte.

Die Kristallisation der Ligand-Rezeptor Komplexe erfolgte nach der Dampfdiffusions-Methode im
hiingenden Tropfen (siehe auch Kapitel I11.14). Die Ergebnisse der einzelnen initalen Kristallisations-
Screens, sowie die Optimierung der so ermittelten Kristallisationsbedingungen sind in Kapitel I11.5
zusammengestellt.

Die am Beginn der entsprechenden Abschnitte aufgefithrten Tabellen zeigen jeweils das Resultat des
initialen Kristallisations-Screens und belegen, dass fiir jeden der Ligand : BMP Typ I Rezeptor Kom-
plexe mehrere unterschiedliche Kristallisationsbedingungen ermittelt werden konnten.

Eine vergleichbare hohe Anzahl unterschiedlicher Bedingungen wurde ebenfalls in der Kristallisati-
on des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes beobachtet. Die systematische Optimierung
ergab jedoch, dass lediglich mit Imidazol-Puffer pH7,0 und Azetat als Féllungsmittel rontgenbeu-
gungsfihige Kristalle des BMP-2 : BR-IA,,. Ligand-Rezeptor Komplexes erhalten werden konnten.
Alle Kristalle der verschiedenen anderen Bedingungen zeigten dagegen geringe oder, wie die aus den
PEG-Bedingungen stammenden Kristalle, gar keine Rontgenbeugung (Dr. M.K. Dreyer, personliche
Mitteilung).

Die eingeschrinkte Verfiigbarkeit der unterschiedlichen Komplex-Proteinlosungen fiir die Vielzahl
moglicher Kristallisationsansédtze machte daher eine sorgfiltige Auswahl der ,richtigen* Bedingung
notwendig. Die Reihenfolge mit der die Kristallisationsbedingungen fiir die weitere Optimierung aus-
gesucht wurden, richtete sich daher nach dem Ergebnis im initialen ,Matrix-Screen“ und der Zusam-
mensetzung der Bedingung. In der ersten Auswahl wurden Kristallisationsbedingungen mit Einzel-
kristallen somit gegeniiber denen mit Nadeln, oder Mikrokristallen, und Salz-Bedingungen gegeniiber
den PEG-Bedingungen bevorzugt. Nicht weiter verfolgt wurden dagegen Bedingungen mit niedrigem
pH-Wert und Alkoholen als Fillungsmittel, nachdem am Beispiel der Optimierung einer entsprechen-
den MPD-Bedingung im Kristallsiationsexperiment des BMP-6 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor Komplexes
gezeigt werden konnte, dass unter diesen Vorgaben die Kristallisation der freien Liganden begiinstigt
ist (siehe Kapitel I11.5.3).

Die kristallographische Charakterisierung der unter den verschiedenen Kristallsiationsbedingungen der
unterschiedlichen Ligand-Rezeptor Komplexe erhaltenen Kristalle ist ebenfalls tabellarisch am Ende
jedes Abschnitts in Kapitel I11.5 zusammengestellt. Erwartungsgeméif bestétigten die fiir den BMP-2 :
BR-TA.. Komplex aufgezeichneten Beugungsdaten die bereits von KIRSCH et al. [2000b] beschriebene
Raumgruppe P65, wobei sich die Zellparameter mit a = b = 107,43A; ¢ = 102,25A und o = 8 = 90°;
v = 120° geringfiigig von den bereits bekannten unterschieden. Deutlich verbessert werden konnte
hingegen die Aufldsung, wobei statistisch verwertbare Reflexe bis zu 1,86A gemessen wurden.

Die kristallographische Charakterisierung der iibrigen Komplexkristalle ergab hingegen, dass sie nicht
die fiir eine Strukturlésung ausreichende Qualitit aufwiesen. So zeigten zum Beispiel die aus drei ver-
schiedenen Kristallisationsbedingungen stammenden Kristalle des GDF-5 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor
Komplexes trotz ausreichender Kristalldimensionen keine Réntgenbeugung (siche Kapitel I111.5.4 Ta-
belle I11.24). Hiufiger noch schlug die kristallographische Charakterisierung jedoch aufgrund der zu
geringen Auflosung der aufgezeichneten Beugungsbilder fehl. Dies galt insbesondere fiir die Kristalle
des BMP-2 : BR-IB,.. Ligand-Rezeptor Komplexes (siehe Kapitel 111.5.2 und I11.6.2), aber auch fiir
die GDF-5 : BR-IA.. Komplex-Kristalle wie im Kapitel II1.5.5 und in Tabelle I11.26 wiedergegeben.

Eine Verbesserung der Kristallqualitéit sollte in erste Linie durch die Optimierung der Kristallisations-
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bedingung zu erzielen sein. Dies bedeutet zunichst die Optimierung existierender Bedingungen, wie
sie zum Beispiel fiir den BMP-2 : BR-IB.. Ligand-Rezeptor Komplex mit der Li»SO4-, MgSO4- und
verschiedener PEG-Bedingungen durchgefithrt wurde. Eine deutliche Verbesserung konnte jedoch so
nicht erreicht werden, da sich die Daten auch bei verbesserter Auflésung nicht indizieren lieen (siehe
Kapitel I11.6.2). Bisher nicht optimiert wurden hingegen die K,Na-Tartrat-Bedingung (siehe Tabelle
II1.15), deren Bedeutung als potentiell erfolgreiche Kristallisationsbedingung fiir den BMP-2 : BR-IB,,
Ligand-Rezeptor Komplex ergibt sich aus der Gegeniiberstellung in Tabelle IV.2. Sie zeigt, dass die
verschiedenen Ligand : BMP Typ I Rezeptor Komplexen durchaus iiber gemeinsame Kristallisations-
eigenschaften verfiigen. Eine derartige Ahnlichkeit in den erfolgreichen Kristallisationsbedingungen
konnte hierbei bereits fiir die freien Liganden BMP-2 [SCHEUFLER et al., 1999], BMP-6 und GDF-5
(Dr. T.D. Miiller, personliche Mitteilung) beobachtet werden.

Tabelle IV.2: Zusammenstellung gemeinsamer Kristallisationsbedingungen fiir die unter-
schiedlichen Ligand : BMP Typ I Rezeptor Komplexe des BMP-2 und GDF-5.

Azetat- Tartrat- PEG 8000-

Bedingung Bedingung Bedingung
BMP-2 : BR-TA.. | Imidazol pH7,0 Imidazol pH7,0 Na-Hepes pH7,5
Komplex 0,9M NaOAc 0,9M K,Na-Tartrat 20% PEG 8000
BMP-2 : BR-IB,. Na-Cacodylate pH6,5  Na-Hepes pH7,5 Na-Hepes pH7,5
Komplex 1,4M NaOAc 0,8M K,Na-Tartrat 20% PEG 8000
GDF-5 : BR-IA.. Imidazol pH7,0 kein Tris-HCI pH 8,2
Komplex 1M NaOAc 0,4M K,Na-Tartrat 5% PEG 8000
GDF-5 : BR-IB,. Na-Cacodylate pH6,5  Na-Hepes pH7,5 -
Komplex 1,4M NaOAc 0,8M K,Na-Tartrat -

Experimentell konnte eine Verbesserung der Kristallqualitéit mit der Anwendung der fiir den BMP-2
: BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplex erfolgreichen Azetat- und Tartrat-Bedingungen auf die Kristal-
lisation der iibrigen Ligand : BMP-Typ I Rezeptor Komplexe bisher nicht belegt werden. So wiesen
die Kristalle der GDF-5 : BMP Typ I Rezeptor Komplexe aus den entsprechenden Bedingungen trotz
Verfeinerung nur schlechte Beugungseigenschaften auf. Zudem konnten mit Azetat als Fallungsmittel
keine Kristalle des BMP-2 : BR-IB.. (S5f-9) Ligand-Rezeptor Komplex erhalten werden (siehe Kapital
I11.5.2.1).

Eine mogliche Begriindung fiir die unzureichende Qualitét der Kristalle kann aus der Analyse der Beu-
gungsbilder der verschiedenen Datensitze des BMP-2 : BR-IB.. (E.coli) Ligand-Rezeptor Komplexes
abgeleitet werden. Wie im Kapitel I11.6.2 dargestellt, schlug das Indizieren der Beugungsdaten fehl,
da keine einheitliche Elementarzelle ermittelt werden konnte. Die Elementarzelle ergibt sich aus der
symmetrisch wiederkehrenden Anordnung der Proteine im Kristallgitter, wobei die einzelnen Sym-
metriedquivalente iiber spezifische Kristall-Kristall Kontakte in Verbindung stehen. Eine vereinzelte
Variation innerhalb dieser Kontakte wiirde zu Fehlern im Kristallgitter fithren, welche zunichst nur
die Beugungsfiahigkeit der entsprechenden Kristalle beeinflussen. Gravierendere Gitterfehler zerstéren
hingegen den reguléren Aufbau der Kristalle nachhaltig womit auch eine einheitliche Elementarzelle
nicht mehr moglich sein wiirde.

Unter der Annahme, dass die Ligand : BMP Typ IB Rezeptor Komplexe in der fiir den BMP-2 :
BR-IA.. Ligand-Rezeptor Komplex gezeigten Raumgruppe P65 kristallisieren, kann die Kristallstruk-
tur dieses Komplexes als Modell fiir die Beschreibung moglicher Kristall-Kristall Kontakte in den

anderen Komplexen dienen. In Abbildung IV.5 ist der Sequenenzvergleich der in den Komplexpréipa-
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rationen und Kristallisationsexperimenten eingesetzten extrazelluldren Rezeptordoménen dargestellt.
Diejenigen Reste, welche an Kristall-Kristall Kontakten der Struktur des BMP-2 : BR-IA.. Komple-
xes beteiligt sind, wurden hierbei in der Proteinsequenz griin hinterlegt und offene bzw. geschlossene
Boxen, sowie verschiedene Farbtone gewéhlt, um die unterschiedlichen Kontaktbereiche zu kennzeich-
nen. Zudem ist der strukturell definierte Bereich von BR-IA,. mit seinen Sekundérstrukturmerkmalen

oberhalb des Sequenzvergleiches angegeben.

5 15 25 35
BR-IA,, GSGAMAQNLD SMLHGTGMKS DSDQKKSENG VTLAPEDTLP FLKCYCSGHC
BR-IB_, GSGAMAKKEDG ESTAPTPRPK ILRCKCHHHC

N I B ) )

45 55 65 75 85
BR-IA, PDDAINNTCI TNGHCFAIIE EDDQGETTLA SGCMKYEGSD FQCKDSPKAQ
BR-IB,, PEDSVNNICS TDGYCFTMIE EDDSGMPVVT SGCLGLEGSD FQCRDTPIPH

HT\ .....

95 104 114 124

BR-IA,, LRRTIECC-R TNLCNQYLQ@P TLPPVVIGPF FDGSIR
BR-IB,, QRRSIECCTE RNECNKDLHP TLPPLKDRDF VDGPIHHK

Abbildung I'V.5: Aminosiure-Sequenzvergleich von rhBR-IA.. und rmBR-IB...

Die dargestellte Sekundérstruktur, sowie die Nummerierung der Reste beziehen sich auf die Sequenz
von BR-IA... Die Cysteine sind gelb hinterlegt. Hellgriine und dunkelgriine Felder, sowie dunkelgriine
Rahmen markieren diejenigen Reste mit Beteiligung an Kristallgitterkontakten im BMP-2 : BR-TA,.
Ligand-Rezeptor Komplex. Der kursiv dargestellte Sequenzabschnitt GSGAMA ist die N-terminal
Verldgerung aufgrund der Expression der Rezeptordoménen als Thioredoxin-Fusionsprotein in E.coli
(siehe hierfiir die entsprechenden Abschnitte in Kapitel I11.1).

Im Kristallgitter des BMP-2 : BR-TA.. Ligand-Rezeptor Komplexes stehen die einzelnen Komplex-
molekiile iiber sechs rdumlich voneinander getrennten Flichen mit vier Symmetriedquivalenten in
Kontakt. Der erste Kontakt wird zwischen den Resten Leu33 bis Lys37, sowie Asp47, 1le49 und Ile54
im N-Terminus von BR-TA..(A) und der konvexen Seite der Finger 1 und 2 des symmetriefiquivalenten
BMP-2(B) (5: X-Y, X, Z+5/6; [+1A+1B-1C]) gebildet. Umgekehrt stehen entsprechende Reste des
BMP-2(A) mit den genannten N-terminalen Resten von BR-IA..(B) aus dem Symmetriedquivalent 5:
X-Y, X, Z+5/6; [+1A+1B-1C] in Kontakt. Auch an der Ausbildung des dritten und vierten Kristall-
Kontakts ist der N-Terminus von BR-TA.. beteiligt, wobei sich hier die Monomere BR-IA..(B) und
BMP-2(B) mit denen des BMP-2(A) bzw. BR-IA..(A) im Symmetrieiquivalent 4: Y, -X+Y, Z1/6
[-1A] beriihren.

In Abbildung IV.5 sind die fiir diese vier Kristall-Kontaktflichen wichtigen Reste im N-Terminus von
BR-TA.. der Sequenz hellgriin hinterlegt dargestellt. Von diesen acht Resten werden die fiir Stabilisie-
rung des Kristall-Kristall Kontakts notwendigen so genannten nicht-gepaarten (,nonpairwise“) aber
auch gepaarten (,pairwise*) Interaktionen ausgebildet DASGUPTA et al. [1997]. So ist jeweils Leu33
komplett im Kristall-Kontakt eingeschlossen, womit es wahrscheinlich den fiir die Ausbildung der
Kristall-Kristall-Kontakts entscheidenden Rest darstellt. Ebenfalls von besonderer Bedeutung fiir die
Kontakte sollte die Interaktion der Seitenkette von Lys37 mit Asp22 von BMP-2 im Symmetrieiqui-
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valent sein. Sowohl der kurze Abstand von 2,89A als auch die Wechselwirkung zwischen Lysin und
Aspartat bedeuten nach DASGUPTA et al. [1997] auf einen favorisierten Kristall-Kristall Kontakt.

Im BR-IB.. unterscheidet sich dieser Sequenzabschnitt von dem von BR-IA.., wie die Gegeniiberstel-
lung im Abbildung IV.5 belegt. Dabei wiirde im BR-IB.. mit dem Arginin in vergleichbarer Position
zu Lys37 zwar ein fiir die Bildung von Kristall-Kontakten geeigneter Rest erscheinen, die Paarung
zum Aspartat des BMP-2 wiire hingegen vergleichsweise geringer favorisiert [DASGUPTA et al., 1997;
DEREWENDA, 2004]. Auch ist anzunehmen, dass aufgrund der zusiitzlichen Proline in den Position
12 und 14 von BR-IB,. (Position 31 und 34 im Vergleich zum BR-IA..) der Verlauf der Hauptkette
verdndert, sowie weitere Wechselwirkungen innerhalb dieser Kontaktfliche, wie sie fiir den BR-TA,,
gezeigt werden konnten, nicht mehr méglich wéren.

Die Kristall-Kontakte fiinf und sechs werden von den Resten des C-Terminus beider BR-IA.. gebildet.
Dabei unterscheiden sich die daran beteiligten Reste in Abhéngigkeit von der betrachteten BMP Typ
TA Rezeptorkette (A) oder (B). Der BR-IA..(A) steht dabei iiber die Reste Lys92, GIn94 und Arg96
mit denen von BR-IB..(B) im Symmetrieiquivalent 3: -X, -Y, Z+1/2; [+1B] in Kontakt, welche in
Abbildung IV.5 dunkelgriin hinterlegt abgebildet sind. Besonders die Interaktion zwischen den Sei-
tenketten des Arg96 und Glnll2 im symmetrieiquivalenten BR-IA..(B) diirften zur Bildung dieses
Kristall-Kristall Kontakts fithren. Der Vergleich mit dem BR-IB,, ldsst auch hier vermuten, dass die
Sequenz in diesem Bereich einen moglichen Kontakt schwéchen wiirde. So ist zwar ein Arginin in
vergleichbarer Position konserviert, die weiteren Interaktionen wie die des Lysins fehlen dagegen.
Der BR-IA..(B) steht iiber die Reste Gln112 und Thr114 bis Ile120 (siche Abbildung IV.5, mit dunkel-
grilnem Rahmen hervorgehoben) mit dem Symmetrieiquivalent 3: -X, -Y, Z+1/2; [+1B-1C] in Kon-
takt, wobei sie dort mit Resten von BR-IA..(A), aber auch beider Monomere des BMP-2 interagieren.
Innerhalb dieser Kontaktfliche wird das Ile120 vollstdndig von hydrophoben Resten eingeschlossen.
Diese hydrophobe Umgebung diirfte die Ausbildung eines vergleichbaren Kontakts im Kristallgitter
eines Ligand : BR-IB.. Komplexes erheblich behindern. Gleichzeitig wiire dagegen mit dem Aspar-
tat (BR-IB..) in entsprechender Position 120 eine gepaarte (,,pairwise“) Interaktion zum Asn71 des
symmmetrieiquivalenten BMP-2(A) moglich, welche wiederum die Kontaktbildung begiinstigen kénn-
te.

Insgesamt kann aus dem Modell der Kristall-Kristall Kontakte im BMP-2 : BR-IA.. Ligand-Rezeptor
Komplexes fiir einen vergleichbaren BMP-2 : BR-IB,. Ligand-Rezeptor Komplex geschlussfolgert wer-
den, dass der Austausch der Rezeptoren zu einer Schwéchung des Kristallgitters fithren wiirde. Die
Verbesserung der Kristallqualitit eines BMP-2 : BR-1B,. Ligand-Rezeptor Komplexes wére dann je-
doch nur in einer anderen Kristallgitterform oder bei gezielter Mutation entsprechender Reste in den
Kontaktflichen zu erwarten. Besonders mit letztgenannter gezielter Verédnderung der Sequenz soll-
te die Qualitdt von BR-IB.. fiir die Kristallisation entscheidend zu verbessern sein, da neben den
Resten in den Kristall-Kontakten noch weitere Unterschiede zum BR-IA.. minimiert werden koénn-
ten. So ermoglicht diese Methode auch den Austausch der strukturell nicht definierten Bereiche am
C- und N-Terminus der Rezeptorkette. Deren Bedeutung auf die Kristallisationseigenschaften der
Ligand-Rezeptor Komplexe konnte bisher zwar nicht nachgewiesen werden, doch deuten unter an-
derem die unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen des BMP-2 : BR-IB.. (Sf-9) bzw. BMP :
BR-IB,. (E.coli) indirekt auf einen Einfluss dieser Sequenzbereiche hin. Eine Modifikation im C- und
N-Terminus des Rezeptors sollte zudem keine Auswirkung auf die Ligand-Rezeptor Interaktion haben
und somit das eigentlich angestrebte Ergebnis, die Bestimmung der molekularen Grundlage fiir die
verdnderten Wechselwirkung der BMP- und GDF-Liganden zum BR-IB.., nicht beeintréichtigen.
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IV.4 Die Kristallisation ternirer Ligand-Rezeptor Komplexe

Mit der Préparation (siehe Kapitel 111.4.3) und Kristallisation von terndren Ligand-Rezeptor Kom-
plexen (siehe Kapitel II1.5.6) sollte erstmals die Strukturlosung eines vollstéindigen BMP-2 Signal-
komplexes erreicht werden. Eine derartige Struktur kénnte neben der strukturellen Bestéitigung des
yknuckle“-Epitops [KIRSCH et al., 2000a] fir die BMP-2 Typ II Rezeptor Interaktion, auch neue
Erkenntnisse {iber die Grundlagen der niederaffinen Rezeptorinteraktion, ebenso wie iiber den Mecha-
nismus der Rezeptor-Rekrutierung und -Aktivierung gewéhren.

Die Lage des Typ II Rezeptor-Bindungsepitops wurde fiir das BMP-2 mittels Mutationsanalyse von
KIRSCH et al. [2000a] auf der konkaven Seite der Finger beider Monomere des Liganden bestimmt
und beschreibt eine Interaktionsfliche, welche keine Uberschneidung zum , wrist“-Epitop der Typ I
Rezeptor Wechselwirkung aufweist. Sie konnte bisher mit den Kristallsturkturen sowohl des Activin
A : ActR-IIB.. [THOMPSON et al., 2003] als auch des BMP-7 : ActR-II.. [GREENWALD et al., 2003]
Ligand-Typ II Rezeptor Komplex bestétigt werden. Im Unterschied dazu zeigt die Struktur des TGF-
03 : TBR-1I.. Ligand-Rezeptor Komplexes [HART et al., 2002] die Bindung der Rezeptorkette am so
genannten ,finger-tip“-Epitop des Liganden, wobei im resultierenden Modell eines terndren Signal-
Komplexes die Typ I und Typ II Rezeptoren in Kontakt stehen wiirden. Diese zusétzliche Interaktion
des Typ I Rezeptors konnte den fiir die TGF-g-Liganden gezeigten ,,sequenziellen Bindungsmodus“
belegen, welcher den hochaffinen Ligand-Typ II Rezeptor Komplex als Voraussetzung fiir die Bildung
des TGF-g-Signalkomplexes beschreibt.

ActR-II, =W A AR

Abbildung IV.6: Modell des terndren BMP-7 : BR-IA,. : ActR-II,. Ligand-Typ I und Typ II Re-
zeptor Komplexes [SEBALD and MUELLER, 2003].

An den in blau und gelb abgebildeten homodimeren Liganden BMP-7 binden jeweils die zwei extra-
zelluldre Doménen des Typ I (griin), sowie des Typ II (rot) Rezeptors. Das Modell wurde aus der
iiberlagerten Darstellung der Strukturen des BMP-7 : ActR-1I.. [GREENWALD et al., 2003] und des
BMP-2 : BR-TA,.. [KIRSCH et al., 2000c] Ligand-Rezeptor Komplexes gewonnen.

Die BMP/GDF-Liganden bilden ihren Signalkomplex hingegen iiber den ,kooperativen Bindungsmo-
dus“, wobei die Affinitdt des Typ II Rezeptors mit der Wechselwirkung zum Ligand-Typ I Rezeptor
Komplex gesteigert wird [MASSAGUE, 1998]. Dieser kooperative Effekt auf die Rezeptor-Rekrutierung
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wird hier jedoch offenbar nicht iiber direkte Kontakte der Rezeptoren vermittelt. Basierend auf dem
aus der Kristallstruktur des BMP-7 : ActR-1I.. Ligand-Typ II Rezeptor Komplexes abgeleiteten Mo-
dells des terniren BMP-7 : BR-TA.. : ActR-II.. Signal-Komplexes [GREENWALD et al., 2003] wurde
daher von [SEBALD and MUELLER, 2003] ein neuer Oligomerisierungs-Modus fiir die BMP-vermittelte
Rezeptor-Aktivierung postuliert.

Abbildung IV.6 zeigt das Modell des terndren BMP-7 : BR-TIA. : ActR-II.. Ligand-Typ I und Typ
IT Rezeptor Komplexes nach SEBALD and MUELLER [2003]. Die beiden Typ II Rezeptoren binden
an den jeweiligen konvexen Seiten des homodimeren BMP-7, wohingegen die Typ I Rezeptoren an
der konkaven Seite im ,,wrist“-Epitop mit dem BMP-7 Dimer wechselwirken. Der so erhaltene Si-
gnalkomplex besteht damit aus dem homodimeren Liganden und jeweils zwei Typ I und zwei Typ 11
Rezeptorketten. Die C-Termini aller Rezeptorketten deuten zur membranstdndigen Seite, wobei die
in der Kristallstruktur nicht sichtbaren Reste der jeweiligen extrazelluliren Doménen (16 Reste fiir
den ActR-II.. und 9 Reste fiir den BR-TA..) als ,extended” Konformation nachtréiglich in das Modell
eingezeichnet wurden.

Das Modell weist hierbei auf keine zur Liganden-Rezeptor Interaktion zusétzlichen Kontakte zwischen
den Doménen von ActR-II.. und BR-IA.. hin, wie sie entsprechend bisher giiltiger Schemata der
Rezeptor-Aktivierung [MASSAGUE, 1998; WRANA et al., 1994] fiir die Rekrutierung eines niederaffinen
Rezeptors als notwendig erachtet wurden [BERNAT et al., 2003]. Dennoch zeigt der hochaffine ActR-
II.. einen kooperativen Effekt auf die Bildung des BMP-Typ I Rezeptor Komplexes, wobei ein Einfluss
der cytoplasmatischen Doméne auf die Dimerisierung ausgeschlossen werden konnten [GREENWALD
et al., 2003].

Nach SEBALD and MUELLER [2003] ergeben sich somit drei mégliche Mechanismen, iiber die sich die
Bindung der niederaffinen Rezeptorkette in den Signalkomplex erkldren lassen. In der Ersten wird
angenommen, dass die bisher nicht gezeigte Interaktion zwischen den Rezeptoren im C-terminalen
Bereich beider extrazelludrer Doménen liegt, welche in den Kristallstrukturen nicht sichtbar waren.
Die zweite Mo6glichkeit beschreibt eine allosterischen Mechanismus, wobei ein durch die Bindung des
hochaffinen Rezeptors erzeugte Konformationséinderung im Liganden die Bindung der niederaffinen
Kette ermoglicht. Im Vergleich der Strukturen des freien Liganden BMP-7 [GRIFFITH et al., 1996] mit
der des entsprechenden Typ II Rezeptor Komplexes [GREENWALD et al., 2003] konnten tatséichlich
kleinere Unterschiede in den Bindungsepitopen aufgezeigt werden. Die Gréflenordnung der strukturel-
len Anderung entspricht jedoch der, wie sie auch fiir die Interaktion zwischen dem BMP-2 und seinem
hochaffinen BMP Typ IA Rezeptor beobachtet wurde und ist wohl eher auf eine Anpassung der Bin-
dungsflichen zuriickzufithren. Demgegeniiber gibt der Vergleich zweier Kristallstrukturen des Activin
A : ActR-1IB,. Ligand-Rezeptor Komplexes [THOMPSON et al., 2003; GREENWALD et al., 2004] einen
deutlicheren Hinweis darauf, dass zumindest fiir die Activine die Liganden-Allosterie Voraussetzung
fiir Aufbau des Signalkomplexes ist. Eine entsprechende Flexibilitdt wie sie hier fiir das Activin A be-
schrieben wurde, konnte jedoch fiir die BMPs oder GDFs bisher nicht beobachtet werden. Der dritte
Mechanismus beriicksichtigt dagegen die Lokalisierung des Komplexes in der Membran. Hierbei wurde
bereits durch GRASBERGER et al. [1986] und LETZELTER et al. [1998] gezeigt, dass mit dem Verlust
von Freiheitsgraden der Rotation und Translation, durch den Ubergang vom dreidimensionalen Raum
der Komponenten in Lésung zu einem zweidimensionalen System in einer Membran, niedrige Affinitéit
in hohe Affinitit gewandelt werden kann. Die fiir die niederaffinen Rezeptoren gezeigten Assoziations-
raten kop, (siche Tabelle II1.10 in Kapitel II1.3, sowie [GREENWALD et al., 2003]) wéren dann fir die
Oligomerisierung und Signalvermittlung ausreichend. Die daraus zu bestimmende Halbwertszeit eines
Signalkomplexes wiirde bei 10ms bis 100ms liegen.

Fiir die Kristallisation ist die aus der niedrigen Halbwertszeit resultierende geringe Stabilitéit des
Komplexes jedoch nicht ausreichend. Wie im Kapitel II1.5.6 dargestellt, konnten Kristalle auch in
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Gegenwart von ActR-II.. nur fiir den deutlich stabileren biniren BMP-2 : BR-IA., Ligand-Rezeptor
Komplex erhalten werden. Dass eine entsprechende Priparation des Komplexes, wie sie in Kapitel
II1.4.3 beschrieben ist, iiberhaupt moglich war, lag nur an der hohen Losungslichkeit des bindren
Komplexes, sowie von ActR-II.. in entsprechender Konzentration. Dagegen konnten die niederaffinen
Komplexe zwischen BMP-2 bzw. BMP-6 und dem ActR-II.. aufgrund der geringen Loslichkeit der
Liganden nicht prapariert werden.

Mit dem Mangel an experimenteller Bestétigung fiir einen der méglichen Mechanismen der Rezeptor-
Aktivierung miissen auch zukiinftig weitere Kristallisationsexperimente mit vollstéindigen Signalkom-
plexen durchgefithrt werden. Hierbei wird die gezielte Auswahl der einzelnen Komponenten, insbe-
sondere der des niederaffinen Rezeptors, entscheidend fiir den Erfolg der Strukturlésung sein. Syste-
matische Affinitdtsmessung innerhalb der BMP/GDF Ligand-Rezeptor Komplexe (Dr. J. Nickel, zur
Publikation eingereicht) weisen dabei darauf hin, dass die Kombination von BMP-7, BR-IB,. und
ActR-1II,, die individuell héchsten Affinitdten aufweisen, aber auch die Kombinationen aus BMP-2,
BR-TA.. und ActR-IIB.. oder GDF-5, BR-IB.. und ActR-IIB.. moglich wiren. Ebenfalls denkbar
wire die gezielte Mutation eines niederaffinen Rezeptors, um zum Beispiel iiber die Dissoziationra-
te die Stabilitédt des terndren Komplexes zu erhdhen, wenngleich bisher keine derartigen Varianten in

Mutationsanalysen der Liganden oder der Rezeptoren ermittelt werden konnten [KIRSCH et al., 2000a).
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V Zusammenfassung

Fiir BMPs wie auch die anderen Mitglieder der TGF-3-Superfamilie beginnt der Signalweg mit der
Bindung des Liganden an zwei Typen transmembranérer Rezeptoren. Die Ligand-Rezeptor Interaktio-
nen sind dabei durch unterschiedliche Affinitat und Spezifitit gekennzeichnet und bilden wahrschein-
lich die Grundlage fiir das breite Spektrum biologischer Funktionen.

In dieser Arbeit wurde mittels einer Struktur- und Funktionsanalyse von BMP Ligand-Rezeptor
Komplexen die molekulare Basis fiir die Affinitdt und Spezifitdt dieser Wechselwirkungen unter-
sucht. Hierfiir wurde die Kristallstruktur des BMP-2 : BR-IA,.. Ligand-Rezeptor Komplexes bei einer
Auflésung von 1,9A ermittelt. Mit der hoheren Auflosung war die Charakterisierung der geometri-
schen Parameter eines Netzwerks von zehn Wasserstoff-Briickenbindungen in der Interaktionsfliche
zwischen BMP-2 und BR-IA.. moglich. Deren zentrale Bedeutung fiir die Wechselwirkung konnte auch
durch funktionelle Analyse bestétigt werden. So stellen die im Zentrum der Bindungsfléiche liegenden
Wasserstoff-Briickenbindungen BMP-2 Leu51 (N) : BR-IA.. GIn86 (OE1) und BMP-2 Leu51 (O) :
BR-IA.. GIn86 (NE1), sowie die BMP-2 Asp53 (N) : BR-IA,. Cys77 (O) H-Briicke die Hauptdeter-
minanten der Ligand-Rezeptor Bindung dar. Dariiber hinaus lief§ sich aus der strukturellen Analyse
des ,,wrist“-Epitops von BMP-2 eine besondere Bedeutung der Pri-Helix Schleife L2, sowie der im
Kontakt eingeschlossenen Wassermolekiile fiir die Anpassung der Bindungsfliche an unterschiedliche
Interaktionspartner ableiten.

Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fiir ein neues Modell zur Beschreibung von Affinitét und Spe-
zifitdt der hochaffinen BMP-Typ I Rezeptor Interaktion. Dabei stellen die Wasserstoff-Briickenbin-
dungen den Hauptanteil zur Bindungsenergie, wiahrend die hydrophobe Umgebung in der Interak-
tionsflache die Bildung von Wasserstoff-Briickenbindungen energetisch begiinstigen und hydrophobe
Wechselwirkungen nur geringfiigigen Einfluss auf die Affinitdt nehmen.

Die vorliegenden Arbeit beschreibt zudem die Préparation und Kristallisation von bindren Ligand-
Typ I Rezeptor Komplexen fiir BMP-2, BMP-6 und GDF-5, sowie die der terniren Komplexe von
BMP-2, BR-TA.. und ActR-II.. bzw. BR-II... Die extrazelluliren Doménen der hierfiir verwendeten
Rezeptoren wurden durch Expression in FE.coli oder Sf-9 Insektenzellen erhalten. Ihre funktionelle
Charakterisierung erfolgte durch BIAcore Interaktionsanalyse an immobilisierten Liganden, wobei in
Abhéngigkeit vom Ligand-Rezeptor Komplex unterschiedliche Affinitéiten ermittelt werden konnten. In
Ubereinstimmung mit den hierbei erhaltenen Daten wurden die Ligand-BMP Typ IB Rezeptor Kom-
plexe fiir BMP-2, BMP-6 und GDF-5, sowie der GDF-5 : BR-IA,. Ligand-Rezeptor Komplex pripa-
riert. Des Weiteren konnte die Bildung des terniren BMP-2 : BR-IA. : ActR-II.. Ligand-Rezeptor
Komplexes in Losung nachgewiesen werden. Fiir all diese Komplexe konnten Kristallisationsbedin-
gungen ermittelt werden. Trotz Optimierung dieser Bedingungen reichte die Qualitét der erhaltenen
Kristalle nicht fiir eine Aufklirung der Struktur aus.

Fiir eine detailliertes Verstindnis der Mechanismen der Rezeptoraktivierung muss die strukturelle
und funktionelle Charakterisierung von BMP Ligand-Rezeptor Komplexen fortgefithrt werden. Die
prasentierten Ergebnisse deuten darauf hin, dass iiber die Kenntnis der einzelnen Affinitdten und die
gezielte Modifikation der Interaktionspartner eine erfolgreiche Strukturanalyse dieser Ligand-Rezeptor

Komplexe moglich ist.
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VI Summary

BMPs, like other members of the TGF-3 superfamily initiate their signaling pathways through binding
to two types of transmembrane receptors. These ligand-receptor interactions are characterized by
different affinities and specificities that may in turn account for the variety of cellular responses.
The aim of this work was to examine the molecular basis for the affinities and specificities of these
interactions using structural and functional analysis of BMP ligand-receptor complexes. Therefore, the
crystal structure of the BMP-2 : BR-IA.. ligand-receptor complex was determined at 1,9A resolution.
At this high resolution it was possible to characterize the geometrical parameters of a network of
ten hydrogen bonds within the interface. Their particular importance for the interaction could be
confirmed by functional analysis. The hydrogen bonds BMP-2 Leu51 (N) : BR-IA.. GIn86 (OE1)
and BMP-2 Leu51 (O) : BR-IA.. GIn86 (NE1) which are located in the center of the interface, as
well as the BMP-2 Asp53 (N) : BR-TA.. Cys77 (O) H-bond are the main binding determinants of
the ligand-receptor interaction. Furthermore, the structural analysis of the 'wrist’ epitope of BMP-2
revealed the importance of the pre-helix loop L2 and of the water molecules in the interface that are
required for adaptation of the contact surface to different binding partners.

These results form the basis of a new model describing the affinity and specificity of the BMP-type
I receptor interaction: hydrogen bonds contribute most of the binding energy, while the hydrophobic
environment increases the strength of the hydrogen bonds. The hydrophobic interactions themselves
have only a minor effect on the affinity.

Furthermore, this work presents the preparation and crystallization of the binary ligand-type I receptor
complexes for BMP-2, BMP-6 and GDF-5, as well as the ternary complex of BMP-2 and BR-TA .. with
either ActR-II.. or BR-II... The extracellular receptor domains have been expressed in FE.coli or Sf-9
insect cells. Their functional characterization has been carried out using BIAcore measurements with
immobilized ligands that confirmed the differences in affinities depending on the particular ligand-
receptor complex under study. In accordance with these data, the ligand-type IB receptor complexes
of BMP-2, BMP-6 and GDF-5, as well as the GDF-5 : BR-IA.. ligand-receptor complex have been
prepared. Additionally, the formation of the ternary BMP-2 : BR-IA.. : ActR-II.. ligand-receptor
complex could be shown. Crystallization conditions have been obtained for all complexes. However,
the quality of the crystals was not sufficient for structure determination, despite intensive optimization
of these conditions.

For a detailed understanding in the mechanisms of receptor activation the structural and functional
characterization of BMP ligand-receptor complexes should be continued. Therefore, the presented
results suggest that, with knowledge of the individual affinities and the selective modification of the
binding partners, a successful structure determination of these ligand-receptor complexes might be

possible.
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