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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Metabolismus des Knochengewebes

Das menschliche Skelett bestent aus 206 Knochen, die ein hochkomplexes Gewebe mit
vielfaltigen Funktionen darstellen. Die Knochen dienen dem Korper als Stiitze, schiitzen die
inneren Organe wie z.B. das Gehirn oder Herz und Lunge und fungieren zugleich as
Cacium- und Phosphatspeicher. AulRerdem werden im Knochenmark wichtige Zellen des
Blutes wie die Erythrozyten, die Thrombozyten und die Zellen des Immunsystems gebildet.

Das Knochengewebe stellt eine spezielle Form des Bindegewebes dar, das sich von anderen
Bindegewebsarten durch die Mineralisierung der extrazelluldren Matrix unterscheidet, die zu
70% aus anorganischem Hydroxylapatit (Cas(PO4)30H), zu 20% aus Matrixproteinen wie
Kollagen Typ 1, Osteonectin, Osteocalcin, Osteopontin, Sialoproteine und Proteoglykanen
und zu 10% aus Wasser besteht (Mundlos, et al., 1997, Robey, et al., 1993, Young, et al.,
1992). Wie in anderen Geweben représentieren die Kollagene den grofdten Proteinanteil der
extrazelluldren Knochenmatrix und geben dem Knochen durch ihren superhelikalen Aufbau

eine enorme Festigkeit.

Der Knochen bildet kein starres Gebilde, sondern unterliegt sténdiger Verdnderung. Einerseits
durch das Wachstum, andererseits durchlduft er aber auch nach Beendigung der
Wachstumsphase (etwa im 20. Lebengahr) eine fortwéhrende Erneuerung. Durch
Beanspruchung entstandene Mikrorisse im Knochengewebe werden erkannt und defektes
Knochengewebe wird regeneriert. Aulerdem reagiert Knochengewebe auf Verénderungen
des Hormonhaushalts und des Calcium- und Phosphatspiegels im Blutserum. So ist das
erhdhte Osteoporose-Risiko fur Frauen nach der Menopause auf einen erniedrigten
Ostrogenspiegel  zuriickzufiihren (Riggs, et al., 2002). Fir al diese Reaktionen ist ein
komplex reguliertes System zustdndig, welches aus unterschiedlichen Zelltypen mit
verschiedenen Aufgaben besteht. Hierzu gehdren einerseits die Osteoblasten, die durch
Sekretion der Bestandteile der extrazelluldren Matrix den Osteoid (Knochengrundsubstanz)
aufbauen (Ducy, et al., 2000). Aus ihnen differenzieren nach Abschluss der Mineralisierung
Osteozyten, die ,Wéchter* des Systems oder Knochenwandzellen, die den entstandenen
Knochen umgeben (Bonewald, 2007). Den Zellen der Knochenbildung stehen die
Osteoklasten gegeniiber, wel che Knochengewebe abbauen (Teitelbaum, 2000).
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Das menschliche Skelett besteht aus zwei unterschiedlichen Knochenarten. Dazu gehtren
einerseits die Rohrenknochen (Ossa longa: Elle, Speiche, Oberschenkelknochen, etc.), die aus
einem Knochenschaft (Diaphyse) und zwel Knochenenden (Epiphyse) bestehen und
andererseits die platten Knochen (Ossa plana z.B. Schadelknochen). Wéhrend der
Embryogenese werden beide Knochenarten auf unterschiedliche Weise gebildet. Die platten
Knochen entstehen direkt aus Bindegewebe durch den Vorgang der desmalen Ossifikation
(Hall, et al., 1992). Hierbel kondensieren zunachst mesenchymale Stammzellen inselartig zu
Vorlauferzellen, welche dann direkt zu Osteoblasten differenzieren. Diese sekretieren die
Knochensubstanz, den Osteoid. Der Osteoid kalzifiziert nach einiger Zeit durch die Sekretion
von kleinsten Hydroxylapatitkristallen durch reife Osteoblasten. Nachdem die Osteoblasten
vollstandig mit kalzifizierter Matrix umgeben sind, durchlaufen sie entweder Apoptose oder
differenzieren zu Osteozyten.

Die Rohrenknochen entstehen hingegen durch chondrale Ossifikation (Erlebacher, et al.,
1995). Hier kondensieren ebenfalls mesenchymale Stammzellen, diese differenzieren aber
zunéchst zu Chondrozyten (Knorpelzellen). Chondrozyten sekretieren hier die extrazelluldre
Matrix des Knorpelgewebes und bilden so zunéchst ein Knorpelgeriist. Anschlief?end
wachsen Blutgefdlie in das Knorpelgewebe ein, durch die erneut mesenchymale Stammzellen
einwandern und ihrerseits entweder zu Chondroklasten differenzieren, die den Knorpe
abbauen oder aber zu Osteoblasten, die durch Sekretion von Osteoid den Knochen aufbauen.
Nach Abschluss der Knochenbildung unterliegen die Knochen bis in das adulte Stadium einer
stéandigen Wachstumsphase. Platte Knochen wachsen hierbel durch auf3ere Anlagerung von
Knochenmasse. Rohrenknochen zeigen Langenwachstum im Bereich der Wachstumsfuge
zwischen Diaphyse und Epiphyse und Breitenwachstum im Bereich der Diaphyse. Das
Breitenwachstum erfolgt wie bei den platten Knochen durch aul3ere Anlagerung also desmale
Ossifikation, das Léangenwachstum hingegen durch chondrale Ossifikation. Hier wird
zunéchst in der Wachstumsfuge Knorpel gebildet, der dann in Richtung Diaphyse in Knochen
umgewandelt wird.

Fur den Knochenaufbau verantwortliche Osteoblasten differenzieren aus pluripotenten
Vorléauferzellen, den mesenchymaen Stammzellen, die zu spezifischen Zellen fur viele
verschiedene Gewebe differenzieren konnen, zu denen unter anderem Osteoblasten,
Myoblasten, Chondrozyten und Adipozyten gehdren (Grigoriadis, et al., 1988, Grigoriadis, et
al., 1990).
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Abbildung 1: Differenzierungsprozess der verschiedenen Knochenzellen. A) Einfluss des Wnt-(3-
Catenin-Signalwegs auf die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Gewebe-
spezifischen Zellen. Die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Adipozyten und
Chondrozyten bendtigt ein schwaches Whnt-Signal. Hier sind spezielle Transkriptionsfaktoren wie
SOX5/6/9 (Chondrozyten) oder PPARY (Adipozyten) aktiv. Die Differenzierung zu Myoblasten und den
Zellen der Osteoblasten-Zelllinie benétigt ein  robustes Wnt-Signal. Hier spielen die
Transkriptionsfaktoren MyoD (Myoblasten) und Runx2 bzw. Osterix (Osteoblasten) eine besondere
Rolle. AuRerdem sind die verschiedenen Markerproteine fiir die Differenzierung zu Osteoblasten
dargestellt. ALP, Coll, BSP sind friihe Markerproteine fir Osteoblastogenese, OPN und Osteocalcin
sind spéate Marker, da sie erst von reifen Osteoblasten sekretiert werden. B) Differenzierung von
hematopoietischen Stammzellen aus dem Knochenmark zu Osteoklasten. PU.1 wird fur die
Differenzierung zu Makrophagen benétigt. M-CSF ist nétig fiir das Uberleben und die Proliferation von
Makrophagen. Die Interaktion von RANKL (in Osteoblasten exprimiert) und RANK (auf Makrophagen)
initiiert die Differenzierung von Makrophagen zu Osteoklasten. Abbildung A nach Baron et al., 2007,
148, Endocrinology (Baron, et al., 2007), Abbildung B nach Steven Teitelbaum, 2000, 289, Science
(Teitelbaum, 2000).

Zu welchem Zdlltyp sich die mesenchymalen Stammzellen entwickeln, wird durch viele
untereinander vernetzte Signalwege bestimmt. Fir die Differenzierung zu Osteoblasten spielt

unter anderem der BMP-Signalweg eine besondere Rolle (Katagiri, et al., 2002). BMPs (Bone
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morphogenetic Proteins) wurden 1965 von Urist entdeckt und sind die enzigen
Wachstumsfaktoren, die in Vertebraten aleine die Bildung von ektopem Knochengewebe
induzieren kénnen (Urist, 1965, Wozney, et al., 1988). Aul3er dem BMP-Signalweg spielt
auch der kanonische Wnt-B-Catenin-Signalweg eine wichtige Rolle (Wnt = , Wingless* und
Int-1). So ist beispielsweise die Stérke des Wnt-Signals ausschlaggebend, ob kondensierte
mesenchymale Stammzellen zu Chondrozyten oder direkt zu Osteoblasten differenzieren
(Day, et al., 2008) (siehe Abbildung 1A). Ein schwaches Wnt-Signal fihrt zu Chondrozyten,
ein starkes Wnt-Signal jedoch zu Osteoblasten. Somit entscheidet die Stérke des Wnt-Signals
uber chondrale oder desmal e Ossifikation.

Osteoblasten unterscheiden sich morphologisch kaum von Fibroblasten (Bindegewebszellen).
Der Hauptunterschied liegt in der Mineralisierung der extrazelluléaren Matrix, die von den
Osteoblasten sekretiert wird (Ducy, et al., 2000). Als frihester Marker fir Osteogenese wird
der Transkriptionsfaktor Runx2 (Cbfal) angesehen. Er wird ausschlief3lich in mesenchymalen
Zellen exprimiert, die entweder zu Chondrozyten oder Osteoblasten differenzieren (Ducy, et
al., 1997). Ein weiterer osteoblastenspezifischer Transkriptionsfaktor ist Osterix, der
nachgeschaltet von Runx2 agiert (Nakashima, et al., 2002).

Die Osteoblastogenese kann in drei Stadien unterteilt werden: Die Wachstumsphase, die
Reifung der Matrix und die Mineraisierung der Matrix. Alle drei Stadien sind durch die
Expression unterschiedlicher Markerproteine charakterisiert, zu denen ALP (Alkalische
Phosphatase), Kollagen 1, OPN (Osteopontin), , bone siaoprotein® (BSP) und Osteocalcin
gehoren (Huang, et al., 2007) (siehe Abbildung 1A). ALP, BSP und Kollagen 1 sind frihe
Markerproteine fur die Differenzierung zu Osteoblasten, wahrend Osteocalcin hingegen ein
spater Marker ist, da es erst von ausgereiften Osteoblasten sekretiert wird. Osteocalcin spielt
eine wichtige Rolle in der Calciumbindung und inhibiert darliber hinaus die Funktion der
Osteobl asten.

Sind die Osteoblasten nach Sekretion des Osteoids vollsténdig von mineraisierter Matrix
umgeben, durchlaufen sie entweder Apoptose oder differenzieren zu Osteozyten (Franz-
Odendaal, et al., 2006). Sie bilden Zellfortsdtze (Dendriten) aus, durch die sie sich mit
anderen Osteozyten, Osteoblasten, Knochenwandzellen und Osteoklasten mittels ,, Gap
Junctions® vernetzen. Die Dendrite bilden ein verzweigtes Tunnelsystem (Canaliculli) in der

mineraisierten Matrix, welches Aussparungen (Lacunen) enthélt, in denen die Osteozyten
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eingebettet sind (Bonewald, 2007). Durch dieses System sind die Osteozyten nicht nur mit
andern Zellen des Knochens vernetzt, sondern sie haben auch Kontakt zum Knochenmark, wo
sie Osteoklastenvorlauferzellen rekrutieren oder die Differenzierung von mesenchymalen

Stammzellen zu Osteoblasten steuern kénnen (Kamioka, et al., 2001).

Die Aufgabe der Osteozyten liegt in der Kontrolle der Knochenhomdostase. Defekter
Knochen (durch Bruch oder mechanische Belastung) muss erkannt und erneuert werden. Die
Knochenerneuerung kann entweder durch die bei einem Knochenbruch ausgel 6ste Apoptose
von Osteozyten induziert werden (Verborgt, et al., 2002) oder durch die Reaktion der
Osteozyten auf mechanische Beanspruchung des Knochens (Bonewald, et al., 2008). Wird
der Knochen nicht beansprucht (z.B. unter Bedingungen der Schwerelosigkeit), so wird von
den Osteozyten der Abbau des Knochens veranlasst. Im Gegenzug dazu fiuhrt die
mechanische Belastung durch regelméallige Beanspruchung zur Induktion des
Knochenwachstums. Wie die Osteozyten hierbel eine mechanische Belastung detektieren ist
noch unklar. Es wird allerdings vermutet, dass durch die Belastung der Matrixfluss im
Canalicullisystem verdndert wird, was zu Scherkrdften fuhrt. Diese Scherkréfte werden
moglicherweise von den Osteozyten detektiert und in ein Signal umgewandelt (Bonewald, et
al., 2008). Es wird angenommen, dass unter anderem der kanonische Wnt-p-Catenin-
Signalweg aktiviert wird, was dann zu einer Verstérkung des Knochenwachstums fihrt
(Robling, et al., 2008). Wurde ein Defekt im Knochengewebe von Osteozyten erkannt, so
wird der Abbau des Knochens durch Osteoklasten induziert. Das Signal wir zunéchst an
Knochenwandzellen weitergeleitet, welche die Knochenmatrix fur die Resorption durch
Osteoklasten vorbereiten und die Rekrutierung von differenzierten Osteoklasten einleiten
(Hauge, et al., 2001). Der Knochenumbau ist immer auf eine kleine lokale Einheit, das
Osteon, beschrankt. Ein Osteon hat einen Durchmesser von etwa 30@um und verléuft paralel

zur Léngsachse des Knochens.

Die Vorlauferzellen der Osteoklasten sind hd@matopoetische Stammzellen aus dem
Knochenmark und gehdren zu den zirkulierenden Monozyten und Makrophagen (Udagawa, et
al., 1990) (siehe Abbildung 1B). Fir die Differenzierung der Makrophagen zu Osteoklasten
ist der direkte Kontakt zwischen Makrophagen und Osteoblasten oder Osteoblastenvorlaufern
von entscheidender Bedeutung (Udagawa, et al., 1990) (siehe Abbildung 2). Sie exprimieren
und sekretieren das fur die Differenzierung wichtigste Zytokin RANKL (,, receptor activator
of nuclear factor kB ligand*), ein membransliges Protein, welches zur TNF (, tumor



Einleitung

necrosis factor*)-Familie gehdrt. RANKL bindet an den auf den Makrophagen lokalisierten
Rezeptor RANK (,,receptor activator of nuclear factor kB) und induziert die Differenzierung
der Makrophagen zu Osteoklasten (Lacey, et al., 1998, Yasuda, et al., 1998). AulRerdem
sekretieren die Osteoblasten ein fur das Uberleben und die Proliferation der Makrophagen
wichtiges Protein, das M-CSF (, macrophage colony stimulating factor). Dartber hinaus
exprimieren Osteoblasten Osteoprotegerin  (OPG), einen loéslichen dominant negativen
Rezeptor fir RANKL. OPG konkurriert mit dem auf Makrophagen membranstandigen
Rezeptor RANK um die Bindung von RANKL (Simonet, et al., 1997). Durch diese drel
Mechanismen koénnen die Osteoblasten die Resorptionsrate des Knochens durch die
Osteoklasten regulieren.

__ Osteoblast

~ . RANKL
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o Y
M-CSF|
e, ’_7:
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® ,éy
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Abbildung 2: Die Differenzierung zu Osteoklasten und deren Funktionsprinzip. Zellen der
Osteoblastenlinie exprimieren die fur die Osteoklastogenese wichtigen Faktoren RANKL und M-CSF,
die an ihre entsprechenden Rezeptoren auf Makrophagen binden und fir die Differenzierung von
Makrophagen zu Osteoklasten unerlasslich sind. OPG wird ebenfalls von Osteoblasten sekretiert und
verhindert die Interaktion von RANKL mit RANK und somit die Differenzierung zu Osteoklasten. Der
differenzierte Osteoklast bindet durch die Integrine avp3 an die Matrixproteine Osteopontin und
Sialoproteine und fixiert so den Osteoklasten auf der Knochenoberflache. Der Osteoklast sekretiert
Protonen und Chloridionen (HCI) in den Spalt zwischen sich und der Knochenoberflache und l6st
somit das Calcium aus dem abzubauenden Knochen. Die Proteine der Matrix werden durch vom
Osteoklasten sekretierte Proteasen wie Cathepsin K abgebaut. Abbildung nach Steven Teitelbaum,
2000, 289, Science (Teitelbaum, 2000).

Ist die Differenzierung zu Osteoklasten abgeschlossen, so missen diese zunéchst auf der
Knochenoberflache anhaften. Dies geschieht durch die Integrine der av-Familie avB3 und

avP5 (Teitelbaum, 2007). Sie binden an ihre Erkennungssequenz RGD (Arg-Gly-Asp) der
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Matrixproteine Osteopontin und Sialoprotein. Das dadurch entstehende ,, Outside-in® Signal
fuhrt zur Reorganisation des Zytoskeletts und der fir Osteoklasten typischen Verformung und
Polarisierung (Takagi, et al., 2002). Saure Vesikel, deren Membran unter anderem H*-
ATPasen enthalten, wandern nun zur knochenzugewandten Membranseite der Osteoklasten.
Durch die Fusion der Vesikel mit der Zellwand entsteht der charakteristische Burstensaum
dieser Membran. Zwischen Knochen und Osteoklast bildet sich ein Spalt, in den die H*-
ATPasen Protonen sekretieren (Blair, et al., 1989). Um die Basifizierung des Zytoplasmas zu
verhindern, werden Hydrogencarbonat-lonen aus dem Zytoplasma gegen Chloridionen von
energieunabhangigen CI/HCOs-Tauschern ausgetauscht. Diese Chloridionen werden
anschliefend durch Chloridkandle in den Spat zwischen Osteoklast und Knochen
transportiert. Das Resultat der lonentransporte ist die Sekretion von Salzsdure, wodurch der
pH-Wert im Spalt auf 4.5 absinkt, was dazu fihrt, dass Calcium und Phosphat aus der
mineralisierten Matrix herausgel6st werden (Schlesinger, et al., 1997). Die Matrixproteine
werden durch Osteoklasten sekretierte Proteasen, wie Cathepsin K (,,collagenic lysosomal
protease”) proteolysiert (Blair, et al., 1986, Gelb, et al., 1996). Ist die Resorption des
Knochens an dieser Stelle abgeschlossen, so wandern die Osteoklasten an eine andere Stelle

oder sterben durch Apoptose ab.

1.2 Knochenkrankheiten und Therapieansatze

Der Knochenaufbau sowie der fortwdhrende Knochenumbau werden durch ein
hochkomplexes stark vernetztes System reguliert, welches durch ale beteiligten
Komponenten im Gleichgewicht gehalten wird. Ist das Gleichgewicht zwischen
Knochenaufbau durch die Osteoblasten und Knochenabbau durch die Osteoklasten gestort, so
resultieren daraus diverse teilweise schwere Erkrankungen. Uberwiegt der Knochenaufbau
durch einen Defekt im Knochenabbau, so entsteht Osteopetrose (Teitelbaum, et al., 2003).
Osteopetrosepatienten zeigen ungerichtete Anhdufung von Knochengewebe mit gestorter
Mikroarchitektur. Die Krankheit basiert auf einer Osteoklastenfehlfunktion. Entweder liegt
der Defekt in Zellen vor, die fur die Rekrutierung oder die Differenzierung von Osteoklasten
benttigt werden (z.B. die Osteoblasten), oder der Defekt betrifft direkt die Osteoklasten durch
Mutationen in osteoklastenspezifischen Genen (z.B. Cathepsin K, H*-ATPase). Diese Form
der Osteopetrose wird als osteoklastenautonom beschrieben und ist durch eine
Knochenmarkstransplantation heilbar (Coccia, et al., 1980, Frattini, et al., 2000, Gelb, et al.,
1996).
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Ist das Gleichgewicht durch eine Uberfunktion der Osteoklasten gestort, resultiert daraus die
Osteoporose (Lerner, 2006). Phanotypisch fur Osteoporose sind eine veringerte
Knochendichte, schlechte Mikroarchitektur des Knochens, erhohte Anfélligkeit fur Frakturen
besonders der Wirbelkdrper, Huftgelenke und Oberschenkel hal sknochen (siehe Abbildung 3).
Die Krankheit betrifft etwa 30% aller Frauen nach der Menopause, aber auch Manner kdnnen
mit zunehmendem Alter von dieser Krankheit betroffen sein. In einer immer &alter werdenden
Weltbevolkerung hat diese Krankheit mit einem jahrlichen Kostenaufwand von etwa 3Mrd. €
zudem ein grof3es volkswirtschaftliches Gewicht. Der Knochenschwund ist hier auf einen

Ubermél3igen Knochenabbau zurtickzuf tihren und hat unterschiedliche Ursachen.

Grundsétzlich Uberwiegt ab dem dreiRigsten Lebengahr die Abnahme der Knochenmasse. st
diese Abnahme jedoch tberdurchschnittlich grof3, so spricht man von Osteoporose. Der Grad
einer Osteoporose ist durch den BMD-Wert (bone mineral density, Knochendichte (normal -2
bis +2)) charakterisiert. BMD-Werte kleiner -2 indizieren eine Osteoporose (Piters, et al.,
2008).

Abbildung 3: A) Elektronen-mikroskopische Aufnahme des 3. Rickenwirbels einer 30 Jahre alten Frau
mit gesunder Knochenarchitektur. B) Elektronenmikroskopische Aufnahme des 3. Riickenwirbels einer
71 Jahre alten Frau mit osteoporotischer Knochenarchitektur. Fiur die Aufnahmen wurden das
Knochenmark und vorhandene Knochenzellen entfernt. Abbildungen unverandert von der Homepage
der ,Bone Research Society", ,,United Kingdom* (www.brsoc.org.uk/gallery/index.htm) tibernommen.

Grinde fur die Abnahme der Knochenmasse sind einerseits der Verlust des Sexualhormons
Ostrogen, wodurch die Expression von Faktoren wie z.B. TNFa, IL-1 (Interleukin 1), M-CSF
und RANKL erhdht wird, welche die Osteoklastogenese begunstigen (Kimble, et al., 1996,
Teitelbaum, 2000). Andererseits kann Osteoporose auch eine Folge anderer Erkrankungen
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wie Magersucht, chronischen Entzindungen oder einer Langzeit-Glukokortikoidtherapie sein
(Lerner, 2006). Auch der personliche Lebensstil mit Bewegungsmangel, Vitamin D- und
Caciumunterversorgung tragt zur Entwicklung einer Osteoporose bei. Die medikamenttse
Behandlung der Osteoporose wird in erster Linie mit anti-katabolen Préparaten wie den
Bisphosphonaten, die in Osteoklasten Apoptose ausldsen, Calcitonin und selektiven
Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) durchgefiinrt, welche die weitere Resorption des
Knochens verhindern (Martino, et al., 2004, Miller, et al., 2005). Somit kann aber nur der
Zustand des Knochens bel Diagnose der Osteoporose erhaten und ein Fortschreiten des
Knochenabbaus verhindert werden. Ein Aufbau der Knochensubstanz ist durch diese
Therapieform nicht moglich. Zudem fuhrt die Therapie mit Bisphosphonaten oft zu einer
Verschlechterung der Mikrostruktur des Knochens, da auch die Reparaturmechanismen des
Knochens hierbei unterdriickt werden (Odvina, et al.,, 2005). Vor einer Reparatur muss
zunéchst das defekte Knochengewebe durch Osteoklasten resorbiert werden. Erst
anschlieffend kann der Knochen von Osteoblasten wieder aufgebaut werden.

Das derzeit einzig verfigbare Medikament, welches den Aufbau neuer Knochensubstanz
vermittelt, ist das Parathyroid Hormon (PTH), ein a-helicales Peptidhormon bestehend aus 84
Aminosauren und eines der drei Schllisselhormone der Calciumhomoéostase (Calcitriol, PTH,
Cdcitonin) (Poole, et al., 2005a). Eine Studie an postmenopausalen Frauen mit Osteoporose,
denen taglich 100ug PTH subkutan injiziert wurde, zeigte, dass der BMD-Wert der
Lendenwirbelsdule in zwolf Monaten um 7.8% gesteigert werden konnte (Hodsman, et al.,
2003) (siehe Abbildung 4). Der osteoanabole PTH-Effekt beruht auf der Steigerung der
Osteoblastenzahl, welcher durch eine verbesserte Proliferation, verstérkte Differenzierung zu
Osteoblasten und eine verringerte Apoptose der Osteoblasten bedingt ist (Jilka, et al., 1999,
MacDonald, et al., 1986). Der osteoanabolen Wirkung des Parathyroid Hormons bei
periodischer Anwendung steht jedoch bei chronischer Erhdhung der PTH-Konzentation eine
osteokatabole Wirkung gegentber. PTH wird normalerweise bel  absinkender
Calciumkonzentration im Blutserum von den calciumsensitiven Nebenschildriisenzellen
sekretiert (Brown, et al., 1993). Es spielt eine Rolle im Metabolismus von Vitamin D zu
Calcitriol (aktive Form) in der Niere und ist damit indirekt fir die Aufnahme von Calcium im
Darm verantwortlich (Poole, et al., 2005a). Auf3erdem wirkt es auch im Knochen, wo es
durch Bindung an den PTH-Rezeptor PTH1R auf Zellen der Osteoblastenlinie die Expression
von RANKL induziert und die Expression von OPG inhibiert. Dies beginstigt die
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Differenzierung von Makrophagen zu Osteoklasten, wodurch Calcium aus dem Knochen
freigesetzt wird (Shiotani, et al., 2002).
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Abbildung 4: Zeitliche Veranderung des trabekuldaren Knochenvolumens der distalen Metaphyse des
Oberschenkelknochens und des fiinften Lendenwirbels von M&usen nach 28 oder 56 Tagen einer
Behandlung mit Placebo (PL), nach 28 bzw. 56 Tagen Glukokortikoidgabe (GC) und nach 28 Tagen
Glukokortikoidgabe mit anschlieender Gabe von Glukokortikoid und Parathyroid Hormon fiir 28 Tage
(Aminosdure 1-34 (GC+PTH) oder Glukokortikoid plus Risedronate fir 28 Tage (GC+Ris =
Bisphosphonat). A) und C) Anderung des Knochenvolumens in % in der distalen Metaphyse des
Oberschenkelknochens (A) und des fiinften Lendenwirbels (L5) (C). Glukokortikoidgabe fihrt zu
Knochenverlust im Oberschenkelknochen und im Lendenwirbel. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an. (* = P < 0.05 bezogen auf den Placebowert; # = P< 0.05 bezogen auf
Glukokortikoidgabe alleine; D56 = Tag 56.) B) und D) reprasentative 3-dimensionale mikrofokal
Computertomographie Bilder der distalen Metaphyse des Oberschenkelknochens (B) und des fiinften
Lendenwirbels (D) nach 56 Tagen fir jede Gruppe der Studie. Glukokortikoide verringern die
Knochenmasse des trabekularen Knochengewebes und die Zahl der trabekularen Verstrebungen und
deren Dicke. PTH(1-34) verstarkt die Knochenmasse und Dicke der Verstrebungen im Vergleich mit
Placebo oder Glukokortikoid behandelten Knochen. Mause, die mit Risedronate behandelt wurden,
hatten vergleichbare Knochenmasse und -dicke wie Placebo behandelte Mé&use. Abbildung
unverandert Gbernommen aus Yao et al.,, 2008, Arthritis & Rheumatism, (Yao, et al., 2008) mit
Genehmigung der John Wiley & Sons Inc.

Eine chronische Erhthung des PTH-Spiegels im Blut fuhrt zu Hyperparathyreoidismus mit
erhohtem Blut-Calciumspiegel und Knochenabbau. Hier ist die calciumsensitive Regulation
der PTH-Sekretion durch einen Tumor oder genetische Defekte gestort, d.h. trotz erhdhter
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Calciumkonzentration wird vermehrt PTH sekretiert, was zu ener verstarkten
Osteoklastogenese und somit zum Abbau des Knochens fiihrt.

Die osteoanabole wie auch die osteokatabole Wirkweise von PTH wird durch die Bindung
von PTH an den PTH-Rezeptor (PTH1R) auf Osteoblasten vermittelt und fihrt zunéchst zu
einer Vermehrung dieser Zellen. Der Unterschied zwischen chronischer Erhdhung, die zu
Knochenabbau fihrt (Hyperparathyreoidismus) und periodischer Erhdhung, die einen
Knochenaufbau zur Folge hat, besteht darin, dass PTH zwar einerseits die Expression von
Runx2 induziert, was die Apoptose von Osteoblasten verhindert, bei chronischer Erhdhung
aber auch die Proteolyse von Runx2 durch das Proteasom stimuliert (Bellido, et al., 2003,
Krishnan, et al., 2003). Erhéhung der PTH-Konzentration fuhrt also zundchst immer zu einer
transienten Vermehrung von Osteoblasten, die durch Expression von RANKL auch die
Osteoklastogenese beginstigen. Bei chronisch erhthtem PTH-Spiegel sterben die
Osteoblasten dann aber durch Apoptose, welche durch die selbstlimitierte Regulation von
Runx2 durch PTH induziert wird. Falt die PTH-Konzentration jedoch nach kurzfristiger
Wirkung wieder auf den Normawert ab, so Uberwiegt der osteoanabole Effekt, da die
Osteoblastenzahl erhoht bleibt.

Eine Therapie mit PTH kann in unglnstigen Fallen Nebenwirkungen wie Hypercalcdmie
hervorrufen (Hodsman, et al., 2003). Aul3erdem ergab eine Studie an Ratten, die fiur 2 Jahre
taglich mit PTH behandelt wurden, dass abhangig von der PTH-Dosis bis zu 40% der Tiere
Osteosarkome entwickelten (Fox, 2002). Das Auftreten von Osteosarkomen wurde allerdings
in der Studie an postmenopausalen Frauen mit Osteoporose nicht beobachtet.

Um Osteoporose effektiver zu behandeln, ist daher die Entwicklung von
nebenwirkungsfreien/-&rmeren  osteocanabolen Therapeutika unerlasslich. Einen solchen
Ansatz liefert moglicherweise die detaillierte Betrachtung des Knochendichtemodulators
Sclerostin, dessen Expression ebenfalls durch PTH reguliert wird. Durch die Bindung von
PTH an den PTH-Rezeptor (PTH1R) auf Osteozyten wird die Transkription der Sclerostin
MRNA direkt Uber den cAMP/PKA-Singnalweg inhibiert (Keller, et al., 2005). Ein Eingriff
auf der Ebene von Sclerostin wirde den anabolen Effekt einer PTH-Therapie beibehalten,
jedoch sollten PTH-typische Nebenwirkungen wie Hypercalcamie nicht auftreten. Warum
Sclerostin fur die Entwicklung eines osteoanabolen Therapeutikums von grof3em Interesse ist,
soll die folgende Beschreibung der beiden Erkrankungen Sclerosteose und der Van Buchem

Krankheit verdeutlichen. In beiden Féallen fihrt die Abwesenheit des Proteins Sclerostin zu
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einer in der Osteoporosetherapie gewunschten Zunahme des Knochengewebes von
ausgesprochen guter Qualitét.

Sclerosteose (OMIM 269500) ist eine sehr schwere, aber seltene craniotubulére Hyperosteose
(Beighton, et al., 1976b) (siehe Abbildung 5A). Sie zeichnet sich durch eine signifikante
Sklerose des Knochengewebes, wobel sowohl Knochendichte as auch Knochenvolumen
erhdht sind (Beighton, 1976, Beighton, et al., 1976a, Beighton, et al., 1976b). Typisch fur
diese Erkrankung sind die extreme Grol3e der Patienten (Gigantismus), Missbildungen des
Kiefers und Verwachsungen der Fingerglieder (Syndactyly), die schon bei Geburt als erstes
Anzeichen der Krankheit erkennbar sind (Hamersma, et al., 2003) (siehe Abb. 5A). Die
erhdhte Knochenmasse des Schadels beeintrachtigt die Nervenbahnen, was Lahmungen im
Gesichtsbereich, Gehor- und Geschmacksverlust sowie den Verlust des Sehvermdgens zur
Folge haben kann. Ein erhdhter Schadelinnendruck verursacht Kopfschmerzen und kann in
seltenen unbehandelten Fallen Ursache fir den spontanen Tod von Patienten sein (Beighton,
et al., 1976b).

(A) (B)

Abbildung 5: Knochenphanotyp von Patienten mit Sclerosteose und Van Buchem Krankheit. A)
Roéntgenaufnahme der Hande eines drei Jahre alten Madchens mit Sclerosteose. Die Fingerglieder
des zweiten und dritten Fingers sind verwachsen (Syndactyly). B) Réntgenaufnahme des Schadels
eines 19 Jahre alten Mannes mit Van Buchem Krankheit mit Verdickung der Kalotte und der
Schéadelbasis. Abbildung ohne Anderungen tibernommen aus Van Bezooijen et al., 2005, 16: 320, mit
Genehmigung durch Elsevier (van Bezooijen, et al., 2005).

Erhohte Knochendichte und -volumen resultieren aus einer verstarkten Knochenbildung bel
normaler Resorptionsrate (Stein, et al., 1983). Durch eine Ubermaldige Aktivierung der
Osteoblasten wird vermehrt Osteoid sekretiert. In Patienten konnte eine Erhohung der
Osteoblasten-Markerproteine alkalische Phosphatase und Osteocalcin nachgewiesen werden,
wahrend Marker fur die Osteoklastogenese hingegen unverandert waren (Wergedal, et al.,

2003). Die Zunahme der Knochenmasse erstreckt sich Uber die gesamte Lebensdauer der
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Patienten. Der Knochen hat eine normale lamellenartige Struktur und ist extrem hart. Selbst
bei schweren Unféllen sind bisher nie Knochenbriiche beschrieben. Die Defekte bel
Sclerostinausfall  beschrénken sich  ausschliefdlich auf das Skelett. Alle anderen
Korperfunktionen sind normal und auch der Hormonhaushalt ist unaufféllig (Hamersma, et
al., 2003, Vanhoenacker, et al., 2003).

Die Van Buchem Krankheit (OMIM 239100) hat einen &hnlichen Phanotyp wie die
Sclerosteose (Van Buchem, et al., 1955), nimmt aber einen milderen Verlauf. Es tritt kein
Syndactyly auf und die Patienten sind von normaler Korpergrofe (Vanhoenacker, et al., 2003,
Wergedal, et al., 2003) (siehe Abbildung 5B). Beide Krankheiten sind sehr selten (100 Féle
Sclerosteose, 40 Falle Van Buchem Krankheit weltweit) und werden autosomal rezessiv
vererbt (Beighton, et al., 1977, Hamersma, et al., 2003). Sclerosteose wurde zuerst in einer
kleinen Kommune in Sldafrika entdeckt, die Van Buchem Krankheit ist auf eine
geschlossene Patientengruppe auf der kleinen Insel Urk im Eiselmeer in den Niederlanden
beschrankt (Beighton, 1976). Aufgrund der vielen Gemeinsamkeiten beider Krankheiten und
da die afrikanischen Patienten hollandische Vorfahren hatten, entstand die Hypothese, dass
beide Krankheiten aus der Homozygositét eines defekten Genes resultieren. Diese Annahme
wurde bestdtigt, da beide Krankheiten einem Abschnitt auf Chromosom 17q12-g21
zugeordnet werden konnten (Balemans, et al., 1999, Van Hul, et al., 1998). Aus diesem
Intervall konnte das SOST-Gen isoliert werden, welches fur das Protein Sclerostin kodiert.
Die molekulare Ursache beider Krankheiten ist allerdings unterschiedlich. Sclerosteose beruht
auf , missense’-Mutationen oder Spleil3varianten des aus zwei Exons und einem Intron
bestehenden SOST-Gens, die zu einem im Leseraster liegenden Stop-Codon fihren. Es
wurden bis dato folgende Mutationen gefunden: Trpl42X (Brasilien (Balemans, et al.,
2001)), GIn23X (Sudafrika (Brunkow, et al., 2001)), Argl26X (Amerika (Balemans, et al.,
2001)). AulRerdem existiert eine SpleilRvariante, ein Einbasenaustausch A nach T in Intron 1
(IVS1+3 A nach T) (Senegal (Balemans, et al., 2001, Brunkow, et al., 2001)).

Die Ursache der Van Buchem Krankheit ist eine 52kb grofe Deletion 35kb unterhalb des
SOST-Gens (Baemans, et al.,, 2002). In dieser Region liegt ein knochenspezifischer
Verstérker der Transkription des SOST-Gens im Knochengewebe, was dazu fuhrt, dass das
Protein im adulten Knochen nicht produziert wird (Loots, et al., 2005). Wahrend der
Embryogenese wird das SOST-Gen durch andere Mechanismen reguliert. In diesem

Entwicklungsstadium kann das Protein Sclerostin in Patienten mit Van Buchem Syndrom im
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Gegensatz zu Sclerosteosepatienten noch exprimiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass
Sclerostin ab Tag E9.5 im mesenchymalen Gewebe der entstehenden Extremitédten (,Limb
Bud) exprimiert wird und dort die Entwicklung der Fingerglieder beeinflusst. Das ist auch
der Grund, warum Syndactyly bel Van Buchem Patienten nicht auftritt (Loots, et al., 2005).
So wie die Abwesenheit des Proteins Sclerostin zu starker Osteosklerose fuhrt, ist eine
Uberexpression von Sclerostin durch Osteopenie charakterisiert (Winkler, et al., 2003). Es
sind mittlerweile Polymorphismen in Regulationselementen des SOST Gens bekannt, die eine
Prédisposition fir Osteoporose erhohen (rs123099 T nach C) (Huang, et al., 2009).

1.3 Sclerostin, Modulator des Knochenwachstums

Sclerostin ist ein sekretiertes Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 23000Da und
zwei putativen N-Glykosylierungstellen (Kusy, et al., 2003) (siehe Abbildung 6). Die erste N-
Glykosylierungsstelle (mit dem Konsensus-Motiv. NQT) befindet sich im N-terminalen
Bereich des Proteins vor dem ersten Cysteinrest, die zweite Stelle (mit dem Konsensus-Motiv
NQS) im C-terminalen Bereich nach dem letzten Cysteinrest. Sclerostin besteht aus 213
Aminosauren, wovon die ersten 23 Aminosauren die Signalsequenz fur den sekretorischen
Transportweg darstellen. Der hohe Anteil an Argininen und Lysinen fuhrt dazu, dass das
Protein bel physiologischem pH stark positiv geladen vorliegt. Die Aminosduresequenz ist
aul3erdem reich an Prolinen und beinhaltet acht Cysteinreste, von denen sechs Cysteinreste
ein Sequenzmotiv mit der Konsensus-Sequenz C*, CxGxC®, C*, C°xC® bilden, welches fiir
einen putativen Achtring-Cystinknoten codiert (der Ring besteht aus acht Aminosauren
CxGxC, CxC) (Avsian-Kretchmer, et al., 2004). Die Anzahl der beteiligten Aminosauren, die
den putativen Cystinknoten bilden, unterteilt die Modulatorproteine mit diesem Motiv in drei
Klassen: Noggin und Chordin (Zehnring Typ, Ring besteht aus zehn Aminosauren), Twisted
gastrulation (Neunring) und DAN (Achtring) (Avsian-Kretchmer, et al., 2004). Sclerostin
wird somit der DAN Familie von Modulatorproteinen zugeordnet (, Differential screening-
selected gene Aberrant in Neuroblastoma') (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Aminosauresequenzvergleich einiger Vertreter der DAN-Familie. Der Vergleich wurde mit
der  Clustalw Software  des EMBL European Bioinformatik Institute erzeugt.
(http://www.ebci.ac.uk/clustalw/). Die Sequenzmotive der N-Glykosylierungsstellen (NXT) von
Sclerostin  sind durch schwarze Balken gekennzeichnet. C1-C6 sind die Cysteinreste, die
moglicherweise den putativen Cystinknoten formen, C'und C"die Cysteinreste, die mdoglicherweise
eine zusatzliche Disulfidbriicke bilden.

Mit den anderen Mitgliedern der DAN Familie (DAN, Cerberus, Coco, Dante, Gremlin und
USAG-1) teilt Sclerostin jedoch eine niedrige Homologie auf Aminosauresequenzebene.
Viele Proteine der DAN-Familie wirken as Inhibitoren verschiedener Wachstumsfaktoren
wie den BMPs (,,bone morphogenetic proteins*) oder den Wnt-Proteinen, denen beiden eine
Schlisselfunktion in der Knochenhomoostase zukommt. So fungiert z.B. USAG-1 einerseits
als BMP-Antagonist, andererseits aber auch kontextabhangig als Inhibitor oder Aktivator des
Wnit-B-Catenin-Signalwegs (Itasaki, et al., 2003). USAG-1 (, uterine sensitization-associated
gene”*, auch Wise oder Ectodin genannt) und Sclerostin verbindet elne Sequenzhomologie von
38%, wodurch sie innerhalb der DAN-Familie die SOST-Unterfamilie bilden. Der Vergleich
der Loci-Struktur ihrer beiden Chromosomen fiihrt zu der Annahme, dass die Gene durch
Duplikation eines Ursprungsgens entstanden sind (Ellies, et al., 2006). Beiden Proteinen fehit
ein weiterer Cysteinrest, was in einigen Mitgliedern der DAN-Familie (z.B. Cerberus,
Gremlin) wahrscheinlich zu einer kovalenten Homodimerisierung fuhrt.

Das Fehlen von extraskelettalen Krankheitsmerkmalen in Sclerosteose- und Van Buchem
Patienten indiziert eine auf den Knochen beschrankte Expression von Sclerostin im adulten
Organismus. Immunohistochemische Farbung von decacifiziertem Knochengewebe mit
gegen Sclerostin gerichteten Antikdrpern begrenzen die Expression von Sclerostin auf die
Osteozyten und das Canalicullisystem (van Bezooijen, et al., 2004). Sclerostin konnte weder
in Osteoblasten oder Knochenwandzellen noch in Osteoklasten nachgewiesen werden. Auf
MRNA Ebene wurde Sclerostin zwar auch in anderen Geweben detektiert (Knorpel, Niere,
Leber, Herz etc), hier fehlt alerdings die Bestdtigung der Ergebnisse durch
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immunohistochemische Verfahren (Balemans, et al., 2001, Brunkow, et al., 2001). In
Zellkultur zu Osteoblasten differenzierender mesenchymaler Stammzellen wird ebenfalls eine
Expression von Sclerostin nach Mineralisationsbeginn (Tagl4) beobachtet (van Bezooijen, et
al., 2004). Hier wird Sclerostin aber vermutlich auch von Osteozyten-ahnlichen Zellen in der

bereits mineralisierten Matrix exprimiert.

Die Osteozyten regulieren die Knochenhomoostase auf unterschiedliche Weise, z.B. durch die
Reaktion auf mechanische Belastung. Es konnte gezeigt werden, dass als direkte Folge der
Belastung die Expression von Sclerostin und anderen Proteinen wie z.B. Dickkopf (DKkk)
durch die Osteozyten vermindert wurde und dies zu einer Zunahme der Masse und des
Volumens des belasteten Knochens fiihrte (Robling, et al., 2008). AufRerdem wird Sclerostin
wahrend der Remodellierung eines Osteons erst von Osteozyten produziert, die in einem
gewissen Abstand zur Stelle der aktuellen Knochenbildung durch die Osteoblasten lokalisiert
sind (Poole, et al., 2005b). Sclerostin fungiert somit als starker negativer Regulator des
Knochenwachstums und gibt den Osteozyten die Moglichkeit die Menge an neu gebildetem
Knochen zu regulieren. Da Sclerosteosepatienten eine verstérkte Knochenbildung bel
normaler Resorptionsrate aufweisen, beeinflusst Sclerostin also nicht die Osteoklasten,
sondern inhibiert die Funktion von Osteoblasten. Es wird angenommen, dass Sclerostin von
den Osteozyten durch das Canalicullisystem direkt an seinen Wirkort, den Osteoblasten und
Knochenwandzellen transportiert wird, wo es diese in einem inaktivierten Zustand halt. Hier
greift Sclerostin inhibierend in die verschiedenen Entwicklungsstadien der Osteoblasten ein.
Es wirkt antiproliferativ auf mesenchymale Stammzellen, verhindert die Differenzierung
dieser mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten und die Mineralisation der Matrix
(Kusu, et al., 2003, van Bezooijen, et al., 2004, Winkler, et al., 2003). Aul3erdem induziert es
Apoptose in Osteoblasten (Sutherland, et al., 2004) (siehe Abbildung 7).

Aufgrund der Zugehorigkeit zur DAN-Familie und der inhibierenden Wirkung auf
verschiedene Stadien der Osteoblastenlinie wurde Sclerostin zunéchst a's Inhibitor des BMP-
Signalwegs eingestuft (Kusu, et al., 2003, Winkler, et al., 2003). Die Fahigkeit Sclerostins die
durch BMPs induzierte ektope Knochenbildung im Muskel von Mausen zu verhindern und
eine durch BMP-induzierte Expression von akalischer Phosphatase dosisabhéangig zu
hemmen, scheint diese These zunachst zu bestétigen (Kusu, et al., 2003, van Bezooijen, et al.,
2007, Winkler, et al.,, 2003). AuRerdem belegen Ko-Immunopréazipitation und SPR-
Bindungsstudien scheinbar die Bindung von Sclerostin an BMPs (Kusu, et al., 2003, Winkler,
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et al., 2003). Trotzdem zeigt Sclerostin keinerlel inhibitorischen Effekt auf direkt durch BMP-
vermittelte Ereignisse wie die Smad1/5/8 Phosphorylierung oder die Aktivierung eines BMP-
responsiven Reportergens, was einer Funktion von Sclerostin als klassischem BMP-
Antagonisten widerspricht (van Bezooijen, et al., 2004, van Bezooijen, et al., 2007). Winkler
et al. hatten zwar die Inhibition der Smad-Phosphorylierung durch Sclerostin in C3H10T1/2
Zellen nachgewiesen, dies konnte aber von R.L. van Bezooijen et al. nicht bestétigt werden
(Winkler, et al., 2003), (van Bezooijen, et al., 2005).
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Abbildung 7: Einfluss von Sclerostin auf die verschiedenen Stadien der Osteoblastendifferenzierung.
Sclerostin wird von den im Knochen eingebetteten Osteozyten exprimiert und sekretiert. Es wirkt
inhibierend auf die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen und auf die Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblastenvorlauferzellen und dann zu reifen Osteoblasten, die
fur die Mineralisation der Matrix verantwortlich sind. Dartber hinaus induziert Sclerostin auch die
Apoptose von reifen Osteoblasten. Abbildung nach ten Dijke et al. 2008, JBJS, 90 (ten Dijke, et al.,
2008).

Neuere Studien zeigten, dass Sclerostin die durch Wnt8 induzierte ektope Achsenduplikation
in Xenopus laevis Embryos verhindert (Ellies, et al., 2006, Semenov, et al., 2005). DarUber
hinaus inhibiert Sclerostin dosisabhangig die Aktivierung eines TCF/LEF-responsiven
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Reportergens, was Sclerostin somit als direkten Antagonisten des Wnt-p-Catenin-Signalwegs
ausweist (Li, et al., 2005, Semenov, et al., 2005).

Osteozyten [ ) PTH
L) 3 \/ mechanische Belastung

——
Zellmembran

BMPR-I

LRP5/6

BMPR-II

Whnt-responsive Gene

ALP

Abbildung 8: Zusammenspiel des BMP- und des Wnt-B-Catenin-Sighalwegs zur Bildung von
alkalischer Phosphatase (ALP) in Osteoblasten. Die Aktivierung des BMP/Smad1/5/8-Signalwegs
fuhrt zur Expression und Sekretion von Whnt-Proteinen. Diese aktivieren den Whnt-B-Catenin
Signalweg, der zur Expression der alkalischen Phosphatase und anderer fur die Knochenbildung
wichtiger Faktoren fuhrt. Sclerostin wird von Osteozyten sekretiert, was durch mechanische Belastung
oder Einwirken von PTH inhibiert werden kann. Sclerostin seinerseits fungiert als Inhibitor des Wnt-3-
Catenin-Signalwegs und verhindert so die Bildung von neuem Knochengewebe sowie die Expression
von alkalischer Phosphatase. Abbildung nach ten Dijke et al. 2008, JBJS, 90 (ten Dijke, et al., 2008).

Einige der BMP antagonistischen Effekte Sclerostins konnen damit erklart werden, dass beide
Signalwege wahrend der Differenzierung zu Osteoblasten miteinander gekoppelt sind. Eine
Aktivierung des BMP Signalwegs fuhrt zur Expression von Wnt-Proteinen, die den Wnt-f-
Catenin-Signalweg aktivieren und unter anderem die Expression der akalischen Phosphatase

induzieren (Rawadi, et al., 2003). So kommt es dazu, dass Sclerostin spéte, also Wnt-
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vermittelte BMP-Effekte wie die Induktion der akalischen Phosphatase oder die ektope
K nochenbildung hemmt (siehe Abbildung 8).

1.4 Der kanonische Wnt-g#-Catenin-Signalweg

wnt (,Wingless* und Int-1) Proteine bilden eine Proteinfamilie von pamitylierten
sekretierten Glykoproteinen mit hoher Aminosauresequenzhomologie (unter anderem durch
Uber 20 konservierte Cysteinreste in ihrer Aminosauresequenz). In Saugern sind 19 Wnt-
Proteine bekannt, die durch Bindung an einen der zehn Frizzled-Rezeptoren, eine der drel
bekannten Wnt-Signalkaskaden ausldsen, zu denen der kanonische Wnt-B-Catenin-
Signalweg, der Wnt/Ca?*-Signalweg und der Wnt/planar-polare-Signalweg z&hlen (Behrens,
et al., 1996, Habas, et al., 2003, Wang, et al., 2003). Der zuerst beschriebene und mittlerweile
am besten erforschte Wnt-Signalweg ist der kanonische Wnt-§3-Catenin-Signalweg, der durch
zytoplasmatische Modifikation von B-Catenin vermittelt wird (Behrens, et al., 1996). Er spielt
eine besondere Rolle fur den Knochenaufbau und die Knochenhoméostase. Der Signalweg
kontrolliert die zytosolische B-Catenin-Konzentration und seine Lokalisation in der Zelle
(Aberle, et al., 1997). In Abwesenheit von Wnt-Proteinen oder wenn die Bindung von Wnt an
die Rezeptoren Frizzled oder LRP5/6 durch Inhibitoren verhindert wird, wird das zytosolische
B-Catenin durch verschiedene Kinasen (Glycogen Synthase Kinase 33 (GSK-3B) und
Caseinkinase 1 (CK1)) im Komplex mit Axin, APC (,adenomatous polyposos coli")
phosphoryliert, wodurch es fur die Ubiquitinierung und den Abbau durch das 26S Proteasom
markiert wird (Aberle, et al., 1997, Behrens, et al., 1998, Siegfried, et al., 1992) (siehe
Abbildung 9A). In Anwesenheit der Wnt-Proteine des kanonischen Wnt-B-Catenin-
Signalwegs (Wntl, Wnt2, Wnt3, Wnt3a, Wnt8 und Wnt8b) kommt es zur Formation des
Signalkomplexes aus Wnt, Frizzled und LRP5 bzw. LRP6, was zu einer Phosphorylierung der
intrazelluldren PPP(S/T)P Motive von LRP5/6 fihrt, wodurch Axin auf zytoplasmatischer
Seite in den Komplex rekrutiert wird (Bhanot, et al., 1996, Tamai, et al., 2000, Tamal, et al.,
2004, Wehrli, et al., 2000, Wu, et al., 2002, Y ang-Snyder, et al., 1996).
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Abbildung 9: Der kanonische Wnt-B-Catenin-Signalweg. A) In Abwesenheit von Wnt-Proteinen wird
das im Zytoplasma vorhandene B-Catenin in einen Komplex zwischen APC, Axin, GSK-3 rekrutiert,
phosphoryliert, ubiquitiniert und abgebaut. In Anwesenheit von Wnt-Proteinen wird der Signalkomplex
zwischen Wnt, Frizzled und LRP5/6 gebildet. Dadurch dissoziiert der Komplex aus APC, Axin, GSK-3
und B-Catenin, welches sich daher im Zytoplasma anh&uft, in den Zellkern wandert und dort nach
Bindung an die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF die Transkription von Genen, die fur das
Knochenwachstum nétig sind, einleitet. B) Sclerostin wirkt als Inhibitor des Wnt-p-Catenin-Signalwegs
durch die Bindung an LRP5/6, wodurch die Bildung des Signalkomplexes verhindert wird. C) Dkk-
Proteine verhindern ebenfalls die Bildung des Signalkomplexes, in dem es an LRP5/6 und Kremen
bindet, was zur Endozytose des Signalkomplexes fiihrt.
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Durch Bindung von Axin an LRP5/6 und die Bindung von Dishevelled an Frizzled dissoziiert
der Komplex bestehend aus p-Catenin/APC/Axin/GSK-3B. B-Catenin wird nicht mehr
phosphoryliert und somit auch nicht mehr abgebaut. Dies fuhrt zu Anh&ufung von
zytosolischem B-Catenin, welches in den Zellkern wandert, wo es Transkriptionsfaktoren der
TCF/LEF-Familie (, T cell factor*) bindet, Ko-Repressoren verdrangt und Ko-Aktivatoren
rekrutiert. Dadurch wird die Transkription Wnt-responsiver Gene initiiert (Behrens, et al.,
1996).

Der kanonische Wnt-p-Catenin-Signalweg wird auf verschiedenen raumlichen Ebenen,
extrazelluldr, zytosolisch und im Zellkern reguliert. Extrazelluléar wird Wnt durch Wif-1 (Wnt
inhibitory factor-1), sFRPs (secreted frizzled-related proteins), Dkk-Proteine (Dickkopf),
USAG-1 und Sclerostin inhibiert. Wif-1, ein sekretiertes Protein mit konservierter WIF
Doméne und sFRPs, |6sliche dominant negative Rezeptoren mit einer aminoterminalen
Cystein-reichen Doméne (CRD), die hoch homolog und strukturell identisch zu der Liganden-
Bindungsdomane der Frizzled-Rezeptoren ist, regulieren den Wnt-Signalweg durch die
direkte Bindung an Wnt, wodurch die Bildung des Signalkomplexes verhindert wird (Hsieh,
et al., 1999a, Hsieh, et al., 1999b, Kawano, et al., 2003). Im Gegensatz dazu binden die Dkk-
Proteine (Dickkopf-1, -2, -4) an den Ko-Rezeptor LRP5/6 und Kremenl/2. Die Bildung
dieses terndren Komplexes fuhrt zur Endozytose des Komplexes, wodurch die Menge von
LRP5/6 auf der Zelloberflache reguliert wird (Mao, et al., 2003, Mao, et al., 2002, Mao, et
al., 2001) (siehe Abbildung 9C). Durch Ko-Immunoprézipitationsexperimente und
Bindungsstudien von Sclerostin an LRP5 auf ganzen Zellen konnte gezeigt werden, dass
Sclerostin ebenfalls an LRP5/6 bindet und durch diese Interaktion den Wnt-B-Catenin-
Signalweg inhibiert (Li, et al., 2005, Semenov, et al., 2005) (siehe Abbildung 9B).

Der kanonische Wnt-B-Catenin-Signalweg ist fur die Knochenhom@ostase von
herausragender Bedeutung, was die knochenspezifischen Phanotypen von Deletions- und
Uberexpressionsstudien Wnt-Signalweg relevanter Proteine in Mausmodellen verdeutlichen.
Die Uberexpression von Wnt10b in adipdsen Mausen fihrt zu erhdhter Knochenmasse und
macht die Mause resistent gegen alters- und hormonell bedingten Knochenverlust (Bennett, et
al., 2005). Eine homozygote Deletion von DKK1 (-/-) resultiert in nicht |ebensfahigen
Embryonen. Eine reduzierte Dkk1 Expression in haploinsuffizienten M&usen (Dkk1 +/-) fhrt
jedoch zu verstarkter Knochenmasse, wohingegen eine Uberexpression von Dkk1 in Mausen
Osteopenie verursacht (Li, et al., 2006, Morvan, et al., 2006, Mukhopadhyay, et al., 2001).
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Ahnliche Wirkungen werden auch fiir Sclerostin beobachtet. Eine Uberexpression von
Sclerostin in transgenen Mausen unter dem Osteocal cin-Promotor verursacht Osteopenie, die
Deletion des SOST-Gens (SOST -/-) dagegen einen osteosclerotischen Phanotyp mit nahezu
identischen Merkmalen wie sie in Sclerosteosepatienten beobachtet werden (Li, et al., 2008,
Loots, et al., 2005, Winkler, et al., 2003) (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Erhéhte Knochendichte in SOST (-/-) Mausen. A) Ganzkoérper-Réntgenaufnahme einer
vier Monate alten weibliche wildtypischen (links) und SOST (-/-) Maus mit deutlich erhéhter
Roéntgenundurchlassigkeit des Skelettes der SOST (-/-) Maus. B) VergréRerung der Beckenregion. C)
VergroRerung des Schadels. D) BMD-Wert der Lendenwirbelséule. E) BMD-Wert des kompletten
Beins. BMD-Werte wurden mittels Knochendichtemessing (DXA ,dual X-ray absorptiometry®) an funf
bis sechs Monate alten mannliche und weiblichen Mausen (WT und SOST (-/-) bestimmt. Angegeben
sind die Mittelwerte + Standardabweichung fir n=11-17 pro Gruppe. ***p < 0.001 bezogen auf den
Wildtyp. Abbildung ohne Anderung tibernommen aus Li et al., 2008, JBMR, 23:862, mit Erlaubnis der
American Society for Bone and Mineral Research (Li, et al., 2008).

Fur den Wnt Ko-Rezeptor LRP5 sind ebenfalls unterschiedliche Mutationen mit
knochenspezifischen Phanotypen bekannt. Mutationen im LRP5-Gen, aus denen ein
Funktionsverlust des Wnt Ko-Rezeptors LRP5 im Menschen resultiert, fuhren zu
Osteoporosis Pseudoglioma (OPPG), einer seltenen autosomal rezessiven Krankheit, die
durch starke Osteoporose und Blindheit charakterisiert ist (Gong, et al., 2001). Andererseits
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sind verschiedene HBM-Mutationen (,high bone mass‘-Mutationen: G171V, D111Y,
G171R, A214T, A242T, T253l) des LRP5 Gens bekannt, die eine autosoma dominante
Osteosklerose verursachen, mit dhnlichem jedoch etwas abgeschwéchtem Phéanotyp wie im
Fall von Sclerosteose und der Van Buchem Krankheit (Boyden, et al., 2002, Little, et al.,
2002, Van Wesenbeeck, et al., 2003). Diese HBM-Mutationen verhindern die Bindung von
Sclerostin an LRP5, wodurch es zu einer dauerhaften Wnt-abhangigen Aktivierung des

kanonischen Wnt-Signalwegs kommt (Semenov, et al., 2006).

Interessanterweise modulieren die Funktionsverlust- bzw. Uberaktivierungsmutationen der
Wnt-Signalweg relevanten Proteine die Knochenbildung und nicht die Resorption. Der
kanonische Wnt-Signalweg kontrolliert also in besonderer Weise die Funktion der
Osteoblasten. Die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs wirkt proliferativ auf
mesenchymale Stammzellen und verhindert die Apoptose von Osteoblasten und deren
Vorléauferzellen (Babij, et al.,, 2003, Baek, et al., 2003, Boland, et al., 2004). Aulerdem
beeinflusst die Stérke des Wnt-Signals, ob mesenchymale Stammzellen zu Osteoblasten,
Myoblasten, Chondrozyten oder Adipozyten differenzieren (Boyden, et al., 2002, Day, et al.,
2005, Little, et al., 2002). Die Differenzierung zu Osteoblasten bendtigt einen aktivierten
Wnt-Signaweg, wodurch die fir die Differenzierung zu Adipozyten bendtigten
Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARPy inhibiert werden (Bennett, et al., 2005). Den
grofdten Einfluss hat der kanonische Wnt-Signalweg jedoch wahrend der Differenzierung und
Reifung von Osteoblasten. Zu diesen Zeiten werden viele SchlUssel proteine des kanonischen
Wnt-Signalwegs exprimiert und reguliert (Kalgjzic, et al., 2005). Besonders in der spéten
Phase der Osteoblastendifferenzierung wird die Expression von Wnt-Antagonisten wie Sfrp2,
Wif-1 und Dkk1 induziert. Durch diesen negativen ,Feedback Loop“ wird sehr
wahrscheinlich der letzte Reifungsschritt und die Mineralisierung der Matrix kontrolliert
(Vaes, et al.,, 2005). Dariiber hinaus reguliert der Wnt-Signalweg durch die direkte
Transkriptionskontrolle von Osteoprotegerin (OPG) durch TCF/LEF die Differenzierung von
M akrophagen zu Osteoklasten (Glass, et al., 2005).

Die Daten der letzten 6 Jahre verdeutlichen den enormen regulatorischen Einfluss des
kanonischen Wnt-f-Catenin-Signalwegs auf die Knochenbildung und haben das Interesse der
pharmazeutische Industrie geweckt, ein osteoanaboles Therapeutikum zu generieren, welches
die Knochenmasse von Osteoporosepatienten regeneriert. Die Aktivierung des Wnit-

Signalwegs durch ein putatives osteoanaboles Therapeutikum ist jedoch umstritten, da die
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systemische Aktivierung des Signalwegs im Zusammenhang mit der Entstehung von
Tumoren steht (Clevers, 2006). Daher besteht die grofdte Herausforderung in der
Beschrankung der Wirkung des Medikaments auf den Knochen. Hierflr eignet sich besonders
Sclerostin, da es im adulten Organismus ausschliefdlich in Osteozyten produziert wird und
somit der Wirkort beschrankt ist. Dies bestétigen auch Studien an Ratten, denen im Alter von
sechs Monaten die Ovarien entfernt wurden, wodurch sich, durch den Ostrogenmangel, nach
einem Jahr eine Osteoporose ausgebildet hatte. Durch eine zweiwoéchige Behandlung mit
Sclerostin neutralisierenden Antikorpern konnte der Knochenverlust wieder ausgeglichen
werden und nach drel weiteren Wochen war die Knochendichte sogar grof3er as in den
Kontrollratten (Li, et al., 2009).

1.5 Protein/Protein-Interaktionen zwischen LRP5/6 und
Proteinen des Wnt-f#-Catenin Signalwegs

LRP5 (low-density lipoprotein-receptor-related Protein 5) bzw. LRP6 gehdren zur
Unterfamilie der ,,Low-Density Lipoprotein® Rezeptoren (LDLR) und sind in Kombination
mit Frizzled-Rezeptoren essentiell fur den kanonischen Wnt-Signalweg, spielen aber keine
Rolle in den B-Catenin unabhangigen Wnt-Signalwegen, in denen das Signal einzig durch
definierte Frizzled-Rezeptoren weitergeleitet wird. Sie sind Transmembran-Rezeptoren mit
nur einem Transmembransegment, bestehen aus 1615 (LRP5) bzw. 1613 (LRP6)
Aminosauren und weisen 71% Sequenzidentitdt auf (Tama, et al., 2000). Die
zytoplasmatische Domane ist reich an Prolinen und Serinen, die funf, sich wiederholende
PPP(S/T)P Motive bilden (siehe Abbildung 11A). Phosphorylierung innerhalb dieser Motive
fahrt zur Bildung der Axin-Bindestellen (Tamali, et al., 2004). Der zytoplasmatische Teil
enthdlt keinerlel bekannte katalytische Motive und zeigt keine Homologie zu den
zytoplasmatischen Doméanen der LDL-Rezeptoren. Die extrazellulare Domane setzt sich aus
drei Grundmotiven zusammen, der nach dem Aminosduresequenzmotiv YWTD (Tyrosin,
Tryptophan, Threonin und Asparaginsaure) benannten YWTD-Typ-p-Propeller Domane, der
EGF (,epidermal growth factor*)-&hnlichen Doméane und der LDLR-Typ A (LA) Doméne,
die ale zu den typischen Modulen der LDLR-Familie gehdren. Die YWTD-Typ-B-Propeller
Doméne besteht aus sechs YWTD Einheiten von 43-50 Aminosduren. Die konservierten
Reste YWTD (Tyrosin, Tryptophan, Threonin und Asparaginsaure) befinden sich jewells am
Anfang der Einheit. Sechs YWTD Einheiten formen hierbel einen sechsblattrigen 3-Propeller,
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wie aus den Kristallstrukturen einzelner YWTD-Typ-B-Propeller Doméanen bekannt ist (Jeon,
et al., 2001, Rudenko, et al., 2002, Takagi, et al., 2003) (siehe Abbildung 11B).

A
Wnt Dkk
Sclerostin
LRP5/6  oeoooeoe oeooeeoe ceceoeee seeeee |||
LRP5/6AR12 oooooe eoeeoeee |||
LRP5/6AR34 [eeeeeeoneeeeeen -
R="YWTD-Repeat”
(Wiederholung)
|: Signalpeptid I EGF Doméne [ Transmembrandomane
<@ Propellerblatt e Zytoplasmatische Domane
' LA Domane
| ywTD motiv | PPSP Motiv
B

S

linker

Abbildung 11: A) Doméanenstruktur von LRP5/6, sowie verschiedener Deletionskonstukte. Die fir die
Bindung von Wnt, Sclerostin und Dkk bendtigten Doméanen sind eingeklammert. Im Fall von
LRP5/6AR12 sind die beiden ersten YWTD-Typ-B-Propeller Doméane und EGF-&hnlichen Doméanen
deletiert. R bedeutet ,.YWTD-Repeat" (Wiederholung) und steht fir einen B-Propeller und eine EGF-
ahnliche Doméane. Abbildung nach Ai et al.,2005, Mol Cell Biol (Ai, et al., 2005). B) Banderdarstellung
der YWTD-Typ-B-Propeller Doméane und angehangter EGF-ahnlicher Doméane (E3) des LDL-
Rezeptors. Links: Blick von oben auf den sechsblattrigen B-Popeller. Rechts: Seitenansicht des f-
Propellers. Abbildung wurde aus Joen et al., 2001, Nat Struct Biol, ohne Anderungen tUbernommen,
mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Structure Biology, 2001 (Jeon, et al., 2001).

Der extrazelluldre Teil von LRP5 bzw. LRP6 besteht aus vier YWTD-Typ-B-Propeller
Domaénen, die jeweils von einer EGF-ghnlichen Doméne unterbrochen werden. Die EGF-
dhnliche Doméne besteht aus etwa 40 Aminosauren mit konservierten Cysteinen, die
intramolekulare Disulfidbriicken bilden. N-terminal der Transmembrandomane befinden sich

noch drel LA-Domaénen, die den LDL-Rezeptoren als Bindestellen fir LDL dienen.
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Fur den extrazelluléren Tell von LRP5/6 sind mehrere Interaktionspartner beschrieben. Ko-
Immunoprézipitationsstudien zeigten, dass Wnt-Proteine nicht nur Frizzled-Rezeptoren,
sondern auch LRP5/6 direkt binden konnen, wodurch der aktive Signalkomplex des
kanonischen Wnt-p-Catenin-Signalwegs entsteht (Itasaki, et al., 2003, Tamai, et al., 2000).
Die Bindungsaffinitéten der Interaktion von Wnt-Proteinen mit der extrazelluldren Doméne
verschiedener Frizzled-Rezeptoren liegen im nanomolaren Bereich (Rulifson, et al., 2000,
Wu, et al., 2002). Fir die Interaktion von Wnt-Proteinen mit LRP5/6 wurden bisher allerdings
noch keine kinetischen Bindungsparameter bestimmt. Reportergen-Nachweisverfahren mit
verschiedenen LRP6 Konstrukten zeigten, dass im Fall einer Deletion der ersten beiden
YWTD-Typ-p-Propeller und EGF-ahnlichen-Doméanen von LRP6 die TCF/LEF-abhangige
Luciferase nur noch basal exprimiert wurde. Daraus kann geschlossen werden, dass fur die
Bindung von Wnt an LRP5/6 die ersten beiden YWTD-Typ-B-Propeller und EGF-ahnliche-

Domaénen benttigt werden (Mao, et al., 2001).

Fur die Wnt-p-Catenin-Signalweg-Antagonisten Dkk-1/-2 ist eine Bindung an LRP5/6 und
Kremenl/2 beschrieben, die zu Endozytose des trimeren Komplexes fuhrt (Mao, et al., 2002).
Die Bindung von Dkk-1/-2 an LRP5/6 wurde durch unterschiedliche Experimente wie Ko-
Immunopréazipitation und direkte Bindungsstudien an mit LRP6 transfizierten HEK293T-
Zellen belegt und es konnte gezeigt werden, dass die Affinitét der Dkk-Bindung mit etwa
0.5x10° M im subnanomolaren Bereich liegt (Mao, et al., 2001). Auch die Kremen-
Rezeptoren sind hochaffine  Rezeptoren fur Dkk-Proteine  mit  vergleichbaren
Bindungsaffinitdten an mit Kremen transfizierten HEK293T-Zellen (Mao, et al., 2002).
Studien mit verschiedenen LRP6-Deletionskonstrukten zeigten, dass Dkk-1 als
Fusionsprotein mit alkalischer Phosphatase (Dkk-1-ALP) sowohl an LREBI12 ( siehe
Abbildung 11A) bindet, in dem die ersten beiden YWTD-Typ-B-Propeller- und EGF-
ahnlichen-Domanen deletiert sind, als auch an LRE®34, in dem die dritte und vierte
YWTD-Typ-B-Propeller- und EGF-dhnlichen-Doméanen deletiert sind (Li, et al., 2005). Dkk-
1 vermag also ale YWTD-Typ-B-Propeller von LRP5/6 zu binden. Jedoch nur die Deletion
der dritten und vierten (LRR84) oder nur der dritten (LRP6AR3) YWTD  -Typ-B-
Propeller- und EGF-8hnlichen-Doméane von LRP5/6 fuhrt dazu, dass auch der inhibierende
Einfluss von Dkk-1 auf das Wnt-Signal im Reportergen-Nachweisverfahren verloren geht
(Mao, et al., 2001, Zhang, et al., 2004).
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Auch fur Sclerostin und USAG-1 wurde gezeigt, dass sie an die extrazelluldre Doméane von
LRP5/6 binden (Itasaki, et al., 2003, Li, et al., 2005). Durch Ko-Immunoprazipitations-
experimente konnte gezeigt werden, dass fir die Bindung von USAG-1 an LRP5/6 die ersten
beiden YWTD-Typ-B-Propeller- und EGF-ahnlichen-Doménen benttigt werden (Itasaki, et
al., 2003). Das gilt auch fir Sclerostin, wie durch Bindungsstudien von Sclerostin als
Fusionsprotein mit akalischer Phosphatase (Sclerostin-ALP) an mit LRESI2 - oder
LRP5AR34-transfizierte Zellen bewiesen wurde (Li, et al., 2005). Der Vergleich der
Sclerostin-ALP-Bindung an mit LRPAR12 - oder LRPAR34 -transfizierten Zellen mit der
Bindung von Dkk-1-ALP an diese ergab, dass die Bindeaffinitéat der Sclerostin-ALP Bindung
an LRPAR34 vergleichbar mit der Bindeaffinitit der Dkk -1-LRP5AR12 Bindung ist und
somit ebenfalls im nanomolaren Bereich liegen muss (Li, et al., 2005).

Aulerdem wurde die Bindung von Sclerostin-ALP an verschiedene LRP5-Mutanten
untersucht. Hierfir wurden HEK293T Zellen mit den Mutanten LRP5-D111A, LRP5-D418A
und der Doppelmutante LRP5-D111A-D418A transfiziert und Sclerostin-ALP enthaltendes
Medium zugesetzt. Asp™ ist im ersten YWTD-Typ-B-Propeller und Asp*® im zweiten
YWTD-Typ-B-Propeller von LRP5 lokalisiert. Die Mutationen D111A gehort zu den HBM-
Mutationen (,High Bone Mass') von LRP5, welche eine verringerte Sclerostinbindung
aufweisen, was zu einer Uberaktivierung des Wnt-Signalwegs und somit zu einer erhdhten
Knochendichte fuhrt (Semenov, et al., 2006). Sclerostin-ALP zeigte eine reduzierte Bindung
an beide Einzelmutanten (ca. 30%) und eine Reduktion der Bindung um 80% im Fall der
Doppelmutante (Li, et al., 2009). Es werden somit wahrscheinlich beide YWTD-Typ-B3-
Propeller-Domanen und EGF-ahnlichen Doméanen von LRP5/6 benétigt, um Sclerostin zu
binden. Wnt-Proteine binden LRP5 ebenfals in diesem Bereich. Ein mdglicher
Inhibitionsmechanismus fir Sclerostin ware demnach die Kompetition mit Wnt-Proteinen um
dieselbe Bindestelle. Kompetitionsstudien mit Sclerostin-ALP-Fusion und murinem Wnt3a
oder Sclerostin-ALP-Fusion und Dkk-1 an mit LRPAR34 -transfizierten HEK293T-Zellen
zeigten jedoch, dass murines Wnt3a keinen Einfluss auf die Bindung von Sclerostin an LRP5
hat. Dkk-1 hingegen verhindert eine Bindung von Sclerostin-ALP an LRP:AR34 (Li, et al.,
2009). Diese Beobachtungen sprechen gegen einen Mechanismus bei dem Sclerostin und Wnt
um die Bindung an LRP5 konkurrieren und dafr, dass Dkk-Proteine und Sclerostin dhnliche
Bindeepitope in LRP5 benutzen.

Sowohl fiir Sclerostin as auch fir Dkk-1 wurde beobachtet, dass bei Uberexpression von
LRP5, die Fahigkeit verloren geht, die TCF/LEF-kontrollierte Luciferaseexpression in einem

Reportergen-Nachweisverfahren zu inhibieren (Li, et al., 2005). Fiur Dkk-1 wird das
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Verhalten auf eine limitierte Anzahl von Kremen-Rezeptoren zurtickgefihrt, wodurch nur ein
Teil der LRP5-Rezeptoren durch Endozytose von der Zelloberflache entfernt wird. Fur
Sclerostin deuten diese Beobachtungen auf einen Dkk-ahnlichen Mechanismus hin. Es wurde

jedoch bisher noch kein Sclerostin-K orezeptor gefunden.

Die genannten Fakten machen deutlich, welches Potential die Sclerostin-LRP5/6 Interaktion
fur die Entwicklung eines osteoanabolen Therapeutikums bietet. Es wird aber auch deutlich,
dass viele Fragen bezlglich des Inhibitionsmechanismus von Sclerostin auf den Wnt-[3-
Catenin Signalweg noch offen sind. So stellt sich die Frage nach der Beteiligung eines Ko-
Rezeptors, wie im Fall von Dkk oder nach der Rolle, die Sclerostins im BMP-Signalweg
spielt.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die beide Hyperosteosen Sclerosteose und Van Buchem Krankheit resultieren aus einem
Defekt im Bereich des SOST-Allels, welches fir das Protein Sclerostin, einem Antagonisten
des kanonischen Wnt-p-Catenin-Signalwegs, kodiert. Der Verlust des Proteins fuhrt zu einer
zeitlebens anhaltenden Vermehrung der Knochenmasse, wobei sich das gebildete
Knochengewebe dieser Patienten durch enorme Festigkeit und gute Qualitét auszeichnet. Das
Fehlen von extraskel ettalen Manifestationen dieser Krankheiten spricht dafir, dass Sclerostin
im adulten Organismus ausschliefdlich im Knochengewebe exprimiert wird. Diese lokale
Begrenzung macht Sclerostin zu einem hochinteressanten Zielmolekdil fir ein osteoanaboles
Therapeutikum gegen Osteoporose, welches den kanonischen Wnt-B-Catenin-Signalweg der
Knochenzellen adressiert, ohne diesen wichtigen Signalweg in anderen Geweben zu
beei nflussen.

Der molekulare Inhibitionsmechanismus von Sclerostin ist bisher nicht im Detail
charakterisiert. Es wird angenommen, dass Sclerostin durch die Bindung an den Wnt-Ko-
Rezeptor LRP5/6 den Signalweg inhibiert. Wie beide Proteine interagieren, und ob noch
weitere Proteine an der Inhibition des Wnt-Signalwegs durch Sclerostin betelligt sind, ist
bisher unklar.

Durch die strukturelle und funktionelle Charakterisierung Sclerostins sollte im Rahmen dieser
Arbeit dazu beigetragen werden, die molekularen Wirkmechanismen des Proteins als
Knochenwachstumsmodulator und Wnt-Signalweg-Antagonist weiter aufzuklaren. Hierfur
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sollte Sclerostin zunéchst rekombinant gewonnen und anschlief3end biophysikalisch und
biochemisch analysiert werden. Aul3erdem sollte in Kooperation das rekombinante Sclerostin
fur die Herstellung von Anti-Sclerostin  Fab-Fragmenten verwendet werden, die as
Hilfsmittel fur strukturelle und biologische Fragestellungen, wie z.B. die Charakterisierung
der Bindeepitope der Sclerostin-LRP5/6-Interaktion, genutzt werden kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle eingesetzten Chemikalien und Enzyme wurden in der jeweils héchsten Qualitdt und

Reinheit von den folgenden Firmen bezogen: Amersham-Pharmacia, AppliChem, Beckman

Coulter, BioWest, Boehringer, Fermentas, Fluka, Gibco, InvivoGen, Merck, NEB Biolabs,

Novagen, Pierce, Promega, Qiagen, R&D, Roth, Serva, Sigma.

2.1.2 Vektoren

V ektor Eigenschaften

pPAcGP67B-10xHis Baculovirus-Transfer- und Expressionsvektor zur Expression in Sf9-
(Pharmingen) Insektenzellen; Amp®; gp67-Signalsequenz zur Sekretion ins
(modifiziert) Medium; C-terminaler 10xHis-Tag

pET-28b (Novagen)

E.coli-Expressionsvektor; T7/lac Promotor; Kan™; N- oder C-
terminaler 6xHis-Tag; N-terminde Hexahistidinsequenz durch

Thrombin abspaltbar

pMK1
modifizierter pBAC-3

Baculovirus-Transfer- und Expressionsvektor zur Expression in Sf9-
Insektenzellen; Amp®; gp64-Signalsequenz zur Sekretion ins

(Novagen) Medium; N-terminade Hexahistidinsequenz durch Thrombin
abspaltbar; beruht auf pBAC-3 (Novagen); urspringliche BamHI-
Schnittstelle wurde zerstort, neue BamHI-Schnittstelle wurde in der
Thrombin-Spaltstelle geschaffen

PEF6/V5-HisA Expressionsvektor zur Expression in Saugerzellen, Amp® und

(Invitrogen) Blasticidinresistenzgen, C-terminales V5-Epitop und
Hexahistidinsequenz,

M50 (Veeman, et al., | ,,Firefly**-Luciferase = Expressionsplasmid  (pTA-Luc  Vector

2003)

(Clontech) mit TCF/LEF-responsiven Promotorelement, Amp~

pSV B-Gal (Promega)

B-Gal aktosidase Expressionsplasmid, Amp~

Tabelle 1: Vektoren
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2.1.3 Kulturmedien

LB-Medium 10g/I Bacto-Trypton, 5¢/I Bacto-Hefe-Extrakt, 10g/l NaCl; mit
2M NaOH auf pH7,5 eingestel It

TB-Medium 13.3g/l Bacto-Trypton, 26.6g/l Bacto-Hefe-Extrakt, 4.4ml/|
Glycerin, 10% (v/v) 10xPhosphat|6sung

10xPhosphatl 6sung 0.17M KH3POy, 0.72M K,HPO,

10x M9-Minimamedium

42mM NagHPO,, 22mM KH,PO,4, 8.6mM NaCl, pH7.2-7.4
Zusédtze siehe Kap.: 2.3.2

LB-Agar-Platten

409/l LB-Agar-Pulver (AppliChem), 0.2% NaOH

SOC-Medium

20g/l Bacto-Trypton, 5g/l Bacto-Hefe Extrakt, 0.5¢g/I NaCl;
nach dem Autoklavieren werden noch 10mM MgCl,, 10mM
MgSO,

Stamml dsungen zugegeben

und 20mM Glucose in Form von sterilen

IPL41-Medium

27.2g/l IPLA41-Pulver (HyClone), 0.35g/ NaHCO; 2.69/
NaCl, 4g/l Hefe-Extrakt; mit 2M NaOH auf pH6.2 einstellen;
Medium steril filtrieren, danach Zugabe von 1% (v/v)
100xLipid-Mix (Sigma); vor Gebrauch werden noch 5% (v/v)
FCS und 100U/ml Penicillin-G, 100ug/mi
zugegeben

Streptomycin

DMEM

DMEM Medium (Invitrogen)

oaMEM

oaMEM Medium (Invitrogen)

HEK -Kulturmedium

DMEM Medium, 10% (v/v) FCS und 100U/ml Penicillin-G,
100ug/ml Streptomycin

L-mwWnt3a-Kulturmedium

DMEM Medium, 10% (v/v) FCS und 100U/ml Penicillin-G,
100ug/ml Streptomycin, 0,4mg/ml G418 Sulfat (BioWest)

C3H10TY/2-BRE-luc-

Kulturmedium

DMEM Medium, 10% (v/v) FCS und 100U/ml Penicillin-G,
100ug/ml Streptomycin, 0,2mg/ml G418 Sulfat (BioWest)

M C3T3E1-Kulturmedium

oMEM Medium, 10% (v/v) FCS und 100U/ml Penicillin-G,
100ug/ml Streptomycin

Osteogenes Medium

oMEM, 1% (v/v) FCS, 50pg/ml Ascorbinsdure, 10mM -
Glycerophosphat, 2mM Glutamin, 100U/ml Penicillin-G,
100ug/ml Streptomycin, 300ng/ml BMP2

Tabelle 2: Verwendete Kulturmedien
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Fur die Bakterienkultur werden die Medien autoklaviert und anschlief3end die entsprechenden
Antibiotika in folgenden Konzentrationen zugesetzt: 100pg/ml Ampicillin, 100ug/mi
Kanamycin, 36pg/ml Chloramphenicol, 12.5ug/ml Tetrazyklin.

2.1.4 Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp

Escherichia coli NovaBlue™ | endA1 hsdR17 (rao- Miat) SUpE44 thi-1 recAl gyrA96
(Novagen) relAl lac F'[proA*B*lacl®ZAM15::Tn10] (Tet")

Escherichia coli | F ompT hsdSg (rs-me-) gal decm (DE3) pRARE (Cam©)
Rosetta™(DE3) (Novagen)

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstamme

2.1.5 Oligonukleotide

mSOST_BamHI_s: 5 TTTTGGATCCGAGGGCCAGGGGTGGCAAG
mSOST_Ndel_s: 5 TTTTCATATGGAGGGCCAGGGGTGGCAAG
MSOST_DN_Ndel_s: S5TTTTCATATGAATGGAGGCAGACCTCCCCACCATC
mSOST_St_Xhol_as: 5 TTTCTCGAGTCAGTAGGCGTTCTCCAGCT

mSOST_DC_St Xhol_as. 5 TTTCTCGAGTTACTAGCGCTTGCACTTGCACGAGGCCA
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerasekettenreaktion

Fur eine Standard-PCR-Reaktion werden folgende Komponenten pi pettiert:

Volumen Komponente

X Ml DNA-Matrize

2ul Primer sense 10pmol/pl

2ul Primer antisense 10pmol/ul
5ul dNTP-Mix 2.5mM

10pl Phusion Puffer 5x

30.5-x pl ddH,0

0.5pl Phusion Polymerase

Tabelle 4: Pipettierschema fur eine PCR-Reaktion

Die PCR-Reaktion wird im Thermocycler (Biometra TGradient) fur 3min auf 98°C erhitzt.
Dabel denaturiert die enthaltene DNA. Nun wird ein Programm bestehend aus drel Schritten
gestartet: 1) 30sec bei 98°C (Denaturierung der DNA), 2) 30sec bel 53°C (Anlagerung der
Primer an die komplementéren Einzelstrange der DNA), 3) 1min bel 72°C (Synthese der
DNA-Fragmente). Diese drei Schritte werden dreifigmal wiederholt und anschlief3end wird
far 10min bel 72°C inkubiert.

Die Temperatur in Schritt 2 ist variabel und richtet sich nach der Sequenz der verwendeten
Primer. Die Elongationszeiten in Schritt 3 und am Ende der Reaktion sind ebenfalls variabel
und héngen von der Lange des zu synthetisierenden DNA-Fragmentes und der
Synthesegeschwindigkeit der verwendeten Polymerase ab.

Die entstandene DNA wird mit Hilfe des QIAquick™ PCR Purification Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben aufgereinigt.
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2.2.2 Agarosegel-Elektrophorese

TBE-Puffer: 90mM Tris pH8, 90mM H3BO3z;, 1ImM EDTA

TAE-Puffer: 40mM Tris pH8, 20mM Natriumacetat, ImM EDTA
Probenpuffer 6x:  0.25% Bromphenolblau, 0,025% Xylen-Cyanol FF, 30% Glycerin
DNA-Marker MassRuler™ (Fermentas SM0403)

Fur die Agarosegel-Elektrophorese wird ein 1% Agarosegel verwendet. Hierfir werden 0.59
Agarose in 50ml TBE-Puffer unter Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Nach kurzem
Abkuhlen der Loésung wird Ethidiumbromid (1.6ug/ml) zugegeben und die Lésung in den
Gelschlitten gegossen. Anschlief3end wird der Kamm fir die Taschen eingesetzt. Wird die
Agarosegel-Elektrophorese als Methode zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten verwendet,
so wird TAE-Puffer verwendet und auf Ethidiumbromid verzichtet. Zur Visualisierung der
DNA wird dem Probenpuffer SYBRGold™-Farbstoff (Invitrogen) nach Herstellerangaben
zugesetzt. Das Gel wird in die Elektrophoreseapparatur gelegt und der Kamm wird entfernt.
Als Laufpuffer wird je nach Puffersystem des Gels entweder TBE- oder TAE-Puffer
verwendet. DNA-Proben werden mit Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert.
Die Auftrennung der DNA erfolgt bel 120V. Anschlief3end wird die DNA unter UV-Licht
oder im Fall von SYBRGold™ auf einem Transilluminator (Dark Reader, Clare Chemical

Research) visualisiert.

2.2.3 Restriktionsreaktion

FuUr eine Restriktionsreaktion werden folgende Komponenten pipettiert:

Volumen Komponenten

Xul Vektor oder PCR Produkt (1-5u9)
2ul Restriktionsendonuklease 1

2ul Restriktionsendonuklease 2

2 10x Restriktionsendonukl easenpuffer
2 10x BSA-L6sung

20-x ul ddH,O

Tabelle 5: Pipettierschema fur einen Restriktionsreaktion
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Der Ansatz wird fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlief3end werden die DNA-Fragmente
mittels Agarosegel el ektrophorese aufgetrennt. Die gewunschten DNA-Fragmente werden aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und mittels QIAEX™II Gel Extraction Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.4 Ligation

FuUr einen Ligationsreaktion werden folgende Komponenten pipettiert:

Volumen Komponente

X Ml geschnittener Expressionsvektor (100ng)

y ul geschnittenes Insert (molares Verhdtnis 3:1=Insert:Vektor)
1ul 10x T4 DNA Ligase Puffer

1ul T4 DNA Ligase

20-x-y ul ddH,O

Tabelle 6: Pipettierschema fur eine Ligationsreaktion.

Der Ansatz wird Uber Nacht bel Raumtemperatur inkubiert.

2.2.5 Transformation

2.2.5.1 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

Tfbl-Puffer:  30mM Kalium-Acetat, 100mM RbCI, 10mM CaCl,, 50mM MnCl,, 15%
(v/v) Glycerin; mit 0.1M Essigsaure auf pH 5.8 einstellen.

Tfbll-Puffer:  10mM MOPS, 75mM CaCl,, 10mM RbCI, 15% (v/v) Glycerin; mit 0.1M
NaOH-L 6sung auf pH 6.5 einstellen.

100ml LB-Medium (wenn nétig mit Antibiotika) werden mit 1Iml Ubernachtkultur des
gewlnschten Stammes angeimpft und bel 37°C unter Schitteln inkubiert (Multitron 11,
Infors). Bei einer optischen Dichte ODggo von 0.4 wird die Kultur fr 15min auf Eis inkubiert.

Dann werden die Bakterienzellen vom Medium durch eine finfmindtige Zentrifugation bei
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4°C und 4400rpm (Eppendorf Centrifuge 5720) abgetrennt. Der Uberstand wird verworfen
und die Zellen werden in 40ml Tfbl-Puffer aufgenommen und fur 5min auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation (5min, 4400rpm, 4°C) wird das Pellet in 4ml Tfbll-Puffer
resuspendiert und nochmals fur 15min auf Eis inkubiert. Dann wird die Zellsuspension in

100ul Aliquots in flussigem Stickstoff schockgefroren und bel -80°C bis zur Verwendung
gelagert.

2.2.5.2 Transformation von E.coli

Ein 100p! Aliquot chemisch kompetenter Zellen (Nova Blue™ bei Klonierungen) wird auf
Eis aufgetaut und mit 10-50ng der zu transformierenden Plasmid-DNA versetzt. Nach
Inkubation fur 30min auf Eis erfolgt der Hitzeschock bel 42°C fir 1min. Nach kurzer
Inkubation auf Eis (1-5min) werden 800ul SOC-Medium zugegeben und die Zellsuspension
wird fur 1 Stunde bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Anschlief3end werden die Zellen auf
LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum ausplattiert und die Platten
werden Uber Nacht bel 37°C inkubiert.

2.2.6 Kolonie-PCR

Kolonien von E.coli nach Transformation eines Ligationsprodukts kénnen mittels Kolonie—
PCR auf das Vorhandensein des gewlnschten Genes (Insert) getestet werden. Hierzu wird
1ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum versetzt und mit einer Kolonie angei mpft.
Nach Inkubation fur 4 Stunden bei 37°C unter Schiitteln werden die Bakterien aus 0.8ml der
Kultur vom Medium durch Zentrifugation (5min, 16000rpm, RT, Eppendorf Tischzentrifuge
5415D) getrennt und das Medium wird verworfen. Die Bakterien werden in 50pl Wasser
resuspendiert und 10min bei 95°C inkubiert. Danach wird erneut zentrifugiert. 3ul des
erhaltenen Uberstands werden als Template-DNA fiir eine PCR Reaktion mit Primern, die
zum 5°- und 3"-Bereich des klonierten Gens komplementér sind, eingesetzt. Die PCR-
Produkte werden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Wurde in der PCR das
gewunschte Produkt amplifiziert, d.h. das gewiinschte Gen wurde erfolgreich in den Vektor
kloniert, so werden die verbleibenden 200l der entsprechenden Kultur zum Animpfen einer
5ml Ubernachtkultur (LB-Medium mit Selektionsantibiotikum) verwendet, um daraus die

Plasmid-DNA zu isolieren.
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2.2.7 Plasmid-DNA Isolierung

Fir die DNA-Isolierung im Mini-Prep MalRstab wurde eine 5ml Ubernachtkultur verwendet.
Fir die DNA-Isolierung im Midi-Prep MaRstab wurde eine 100ml  Ubernachtkultur
verwendet. Die DNA wurde entweder mittels eines QIAPrep™ Spin Miniprep Kit (Qiagen)

oder CompactPrep™ Plasmid Midi Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Die

Konstrukte wurden von Brigitte Neumann im Hause mit den von den Herstellern

angegebenen Sequenzierprimern sequenziert. Die Sequenzen wurden mit dem Programm

Codon Aligner auf Richtigkeit Gberprift und Plasmide mit korrekter Sequenz wurden bel

-80°C aufbewahrt.

2.2.8 Konstrukte

Diein Tabedlle 7 enthatenen Konstrukte wurden kloniert:

Die Aminosauresequenz und die cDNA-Sequenz der Konstrukte sind im Anhang hinterlegt.

Konstrukt Vektor | Schnittstelle Besonderheit
mSOST_pMK1 pMK1 | BamHI, Xhol | N-term Hiss-Tag, Thrombinschnittstelle
hSOST_opt _pMK1 | pMK1 | BamHI, Xhol | N-term Hiss-Tag, Thrombinschnittstelle
opt: hSOST cDNA wurde fur Drosophila
melanogaster codonoptimiert
mSOST_AC pMKI pMK1 | BamHI, Xhol | N-term Hiss-Tag, Thrombinschnittstelle
mSOST_pET28 pPET28b | Ndel, Xhol N-term Hiss-Tag, Thrombinschnittstelle
mSOST_AC pET28 | pET28b | Ndel, Xhol N-term Hiss-Tag, Thrombinschnittstelle
mMSOST_ANC pET28 | pET28b | Ndel, Xhol N-term Hiss-Tag, Thrombinschnittstelle

Tabelle 7: Sclerostin-Expressionskonstrukte, cDNA-Sequenz und Aminosduresequenz sind im

Anhang zu finden.
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2.3 Expression rekombinanter Proteine in E.coli
2.3.1 Praparative Proteinexpression in TB-Medium

TBSE: 10mM TrispH 8, 150mM NaCl, ImM EDTA

Fiir eine Expression in E.coli wird das gewiinschte Plasmid zunachst in Rosetta™(DE3)
transformiert (siehe Kap.:2.2.5.2). Anschliefend wird eine Ubernachtkultur (LB-Medium,
Sel ektionsantibiotikum) mit einer Kolonie angeimpft und Uber Nacht unter Schiitteln bel 37°C
inkubiert (Multitron 11, Infors). Sechs bis zwolf 2.51 Schikaneschittelkolben mit 800ml TB-
Medium werden nun im Verhaltnis 1:50 aus der Ubernachtkultur angeimpft. Die Kulturen
werden bel 37°C unter Schitteln inkubiert, bis elne optische Dichte bel 600nm (ODgoonm) VON
0.5-0.7 erreicht ist. Dann wird die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe von
1mM IPTG induziert und die Kultur weiter bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Nach 3-4
Stunden werden die Bakterien durch Zentrifugation ftr 20min bei 6000rpm und 4°C (Heareus
Suprafuge 22, HFA12.500 Rotor) vom Medium separiert. Das Medium wird verworfen und
das Feuchtgewicht der Bakterien bestimmt. Anschlief?end werden die Bakterien in 70ml
TBSE resuspendiert und bei -20°C bis zur Aufarbeitung gel agert.

2.3.2 Praparative Proteinexpression in M9-Minimalmedium

10x M9-Medium: 42mM NaHPO,, 22mM KH,PO,4 pH 7.2-7.4, 8.6mM NaCl,
autoklavieren

200x Spurenelemente- 5g/l EDTA, 0.8g/l FeCL3, 0.05g/l ZnCl,, 0.01g/l CuSO,, 0.01g/I

|6sung: CoCl5, 0.01g/l H3BO3, 1.6g/l MNnCl,, 0.01g/l NapWo0O,, pH 7.0 mit
2M NaOH einstellen, steril filtriert

MgSO4-L 6sung: IM MgSOy, steril filtriert

CaCl,-Ldsung: 1M CaCl,, steril filtriert

Glucosel dsung: 20% (w/v) Glucose (oder *Cq- Glucose, CK Gas Products)

Thiaminhydrochlorid-  50mg/ml Thiamin-HCI, frisch!, steril filtriert

L 6sung:

NH4Cl-Losung: 20% (w/v) NH4CI (oder *>NH,Cl, CK Gas Products)
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Das gewiinschte Plasmid wird zundchst in Rosetta™(DE3) transformiert. Das
Minimamedium wird wie folgt angesetzt: Es werden fur einen Liter Minimamedium 100ml
10x M9-Medium in der Hélfte des zu erreichenden Volumens vorgelegt. Unter Ruhren
werden nun pro Liter Minimamedium in der angegebenen Reihenfolge nacheinander
(zwischendrin warten bis die zugegebene Komponente vollstandig gelost ist) 1ml
Magnesiumlosung, 100ul CaCly-Losung, 5ml  200x Spurenelementelésung, 37.5ml
Glucoselosung, 2ml  Thiaminlésung, 2.5ml  Ammoniumchloridiésung  zugegeben.
Anschlief3end wir mit ddH,O aufgefillt und das Sel ektionsantibiotikum zugegeben.

Dann wird eine 2ml Kultur (Minimamedium ohne isotopenmarkierte Chemikalien, mit
Selektionsantibiotikum) mit einer Kolonie angeimpft und bel 37°C unter Schiitteln inkubiert,
bis das Wachstum von Bakterien deutlich zu erkennen ist (eventuell Uber Nacht). Diese
Vorkultur ~ wird verwendet, um eine Ubernachtkultur (Minimalmedium ohne
isotopenmarkierte Chemikalien, Selektionsantibiotikum) anzuimpfen. Diese wird tUber Nacht
bei 37°C unter Schitteln inkubiert, bis eine optische Dichte (ODgyonm) VON mindestens 1
erreicht ist. Erst dann wird die Expressionskultur (800ml pro 2.5 Schikaneschittelkolben,
Minima medium mit isotopenmarkierten Chemikalien, Selektionsantibiotikum) im Verhdtnis
1:20 mit der Ubernachtkultur angeimpft. Die Kulturen werden bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert, bis eine optische Dichte (ODgoonm) Von 0.7 erreicht ist. Anschlief3end wird 1g/l
Glucose zusétzlich zugegeben und die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe
von 1mM IPTG induziert. Die Expression erfolgt bei 37°C unter Schitteln Uber Nacht. Dann
werden die Bakterien durch Zentrifugation fur 20min bel 6000rpm und 4°C (Heareus
Suprafuge 22, HFA12.500 Rotor) vom Medium separiert. Das Medium wird verworfen und
das Feuchtgewicht der Bakterien bestimmt. Anschlief?end werden die Bakterien in 70ml
TBSE resuspendiert und bei -20°C bis zur Aufarbeitung gel agert.

2.4 Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen

Alle Zdlkulturarbeiten werden unter sterilen Arbeitsbedingungen durchgeftihrt. Medien und
Losungen werden steril filtriert oder steril vom Hersteller bezogen. Verwendete Gerédte
(Pipetten oder Zellkulturgefal3e) werden ebenfalls autoklaviert oder steril vom Hersteller

bezogen.
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2.4.1 Kultivierung von SF9- und TriEx ™-Insektenzellen

Die Sf9-Insektenzelllinie stammt aus Puppenovariengewebe von Spodoptera fungiperda
(Vaughn, et al., 1977). Diese Zellen kénnen durch Autographa californica Baculoviren
infiziert werden. Durch Co-Transfektion eines Bacul ovirusexpressionsvektors kdnnen Viren
erzeugt werden. Dieses System wird fir die Expression rekombinanter Proteine in
Insektenzellen verwendet (Smith, et al., 1985).

2.4.1.1 Kultivierung als Monolayer-Kulturen

Sf9-Insektenzellen werden in IPL41-Medium (mit 10% (v/v) FCS, 100U/ml Penicillin-G,
100pg/ml Streptomycin) in 175cm? ZelIkulturflaschen (Greiner) bei 27°C im Brutschrank
(Binder) kultiviert. Unter diesen Bedingungen verdoppeln sich die Zellen innerhalb von 24
Stunden. Sind die Zellen konfluent, werden sie passagiert. Hierzu wird zundchst das
verbrauchte Medium abgesaugt. Zu den am Flaschenboden anhaftenden Zellen werden 10ml
frisches Medium gegeben und die Zellen werden durch Abschlagen vom Flaschenboden
gelst. Die Zellsuspension wird auf zwei bis fiinf neue 175cm?Zellkulturflaschen verteilt und
mit frischem Medium (30ml) versetzt.

2.4.1.2 Kultivierung als Suspensions-Kultur

Fur die vierte und funfte Virusamplifikation (VA) und fir die Expression von Proteinen
werden die Insektenzellen in 2.51 Rollerflaschen (Greiner) in Suspension kultiviert. Daflr
werden Zellen von sechs konfluenten 175cm?>Zellkulturflaschen in jeweils 10ml frischem
Medium abgeschlagen und in eine Rollerflasche gegeben. Der Inhalt wird mit frischem
Medium auf 200ml aufgefillt und fur 4 Tage bel 27°C rotierend inkubiert. Dann wird die
Zéllzahl bestimmt (vgl. 2.4.2) und durch Verdinnen mit frischem Medium auf eine Zelldichte
von 1.5x10° Zellen/ml in der Zellkultur eingestellt. Je nach bendtigter Zellmenge konnen die
Zellen nun direkt fur die Proteinexpression oder die Virusamplifikation eingesetzt werden,
oder sie werden fur weitere 4 Tage inkubiert. Nach vier Tagen wird erneut die Zellzahl
bestimmt und die Zellkultur wird wieder mit frischem Medium auf eine Zellzahl von 1.5x10°
Zellen/ml eingestellt.
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2.4.2 Vitalitatsfarbung und Zellzahlbestimmung

Trypanblau-Lésung:  0.5% Trypanblau in PBS

Um die Anzahl lebender Zellen in einer Zelkultur zu bestimmen, werden diese mit
Trypanblau versetzt und mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer ausgezéhlt. Aufgrund ihrer
durchlassigen Zellmembran werden abgestorbene Zellen durch den Farbstoff blau angefarbt

und kénnen so von den |ebenden Zellen unterschieden werden.

2.4.3 Co-Transfektion von Sf9-Zellen mit dem BaculoGold™-System

Mittels des BaculoGold™-Systems (Pharmingen) werden rekombinante Autographa
californica Viren durch homologe Rekombination viraler DNA (BaculoGold™-DNA) und
eines Baculovirus-Transfer-V ektors (pAcGP67B) entsprechend dem ,, Baculovirus Expression
Vector System Manua*® (Pharmingen) hergestellt.

Losung A:  Grace's Medium mit 10% FCS, pH 6.0-6.2
Losung B:  25mM HepespH 7.1, 125mM CaCl,, 140mM NaCl

Zuné&chst werden pro Co-Transfektion 1ml einer Sf9-Insektenzellsuspension der Zelldichte
0.8x10° Zellen/ml in ein Well einer 6-Well-Platte pipettiert und firr eine Stunde bei 27°C im
Brutschrank inkubiert, so dass sich die Zellen absetzen und am Boden anheften. Danach wird
das Medium Uber den Zellen abgesaugt und es werden 0.25ml der Lésung A in das Well
gegeben. In einem sterilen Eppendorf-Reaktionsgefal werden nun 0.3% BaculoGold ™.-
DNA mit 1.5ug des rekombinanten Baculovirus-Transfer-Vektors vermischt und fir Smin bei
RT inkubiert. Das DNA-Gemisch wird nun sorgfaltig mit 0.25ml der Lésung B vermischt und
dann langsam zu den Zellen und Losung A gegeben. Nach 4h bel 27°C im Brutschrank wird
der Uberstand von den Zellen abgesaugt. Nach zweimaligem Waschen mit 1.5ml frischem
Medium werden die Zellen mit 1.5ml Medium Uberschichtet. Die Platte wird nun mit
Parafilm versiegelt und auf einem feuchten Tuch in einer Plastikbox fur funf Tage bei 27°C
im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit wird der rekombinante Viren enthaltende
Uberstand abgenommen. Zur Kontrolle der Co-Transfektion und um einzelne rekombinante

Viren zu isolieren, wird mit dem Uberstand ein Plague Assay durchgefiihrt (siehe 2.4.5).
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2.4.4 Co-Transfektion von Sf9-Zellen mit dem BacVector™-System

Das BacVector™-System dient zur Gewinnung rekombinanter Autographa californica Viren
durch homologe Rekombination der viralen ,BacVector-3000 Triple Cut Virus DNA*®
(Novagen) und des modifizierten pBAC-3-Transfervektors pMK-1.

Fir die Co-Transfektion werden 1.25x10° Sf9-Zellen in 5ml Medium in einer 25cm?-
Zéelkulturflasche (Greiner) ausgesdt. Diese wird fur mindestens 30min bei 27°C im
Brutschrank inkubiert, so dass sich die Insektenzellen am Plattenboden anheften konnen.
Dann werden 100ng der ,, BacVector-3000 Triple Cut Virus DNA*, 500ng der rekombinanten
Transfer-Vektor-DNA und 25ul IPL41-Medium (ohne FCS) in einem sterilen Eppendorf-
Reaktionsgefald gemischt. In einem weiteren Eppendorf-Reaktionsgefal werden 2Qul steriles

ddH20 mit 5ul Transfektions-Reagenz (,Insect GeneJuice™*

) gemischt. Beide Losungen
werden vereinigt. Nach sorgfaltigem Mischen folgt eine Inkubationszeit von 15min bei
Raumtemperatur. In dieser Zeit werden die ausgeséten Zellen zweima mit je 2ml Medium
ohne FCS gewaschen und dann mit 1ml Medium ohne FCS Uberschichtet. Das Transfektions-
Gemisch wird nun sorgféltig mit 450 Medium ohne FCS gemischt und die6iung wird
dann zu den Zellen gegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 27°C im Brutschrank
werden 6ml Medium mit FCS zugegeben und bei 27°C fur vier bis funf Tage inkubiert. Nach
dieser Zeit wird der Uberstand mit den rekombinanten Viren abgenommen und durch einen

Plaque Assay (vgl. 2.4.5) analysiert.

2.4.5 Plaque Assay

2.7% Agarose-Losung:  1.35g SeaPlague™™-Agarose (Biozym) werden durch Aufkochen in
der Mikrowelle in 50ml ddH,O gel6st, autoklaviert und bei 60°C

bis zum Gebrauch gelagert.
1.3x Medium: 6.6ml 1.3x Xpress Medium (Invitrogen), 0.7ml FCS
MTT-Losung: Img/ml MTT in ddH,O gelost und steril filtriert (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Der Plague Assay dient der Isolierung einzelner Viren und zur Bestimmung des Virentiters
von Zelluberstanden der Virusamplifikationen (vgl. 2.4.6). Zunéchst werden 1.2x10° Sf9-
Zellen pro Well einer 6-Well-Platte (Greiner) in 2ml ausgesét. Die Platte wird fur 1h bel 27°C
im Brutschrank inkubiert, so dass sich die Zellen absetzen und am Boden anheften kénnen.

Danach wird das Medium abgesaugt und durch 1ml der Virusverdinnungen ersetzt. Nach
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einer Co-Transfektion (vgl. 2.4.4) werden zur Isolation einzelner Viren Verdinnungen von
1:10 bis 1:10 nach einer Virusamplifikation zur Bestimmung des Virentiters Verdiinnungen
von 1:10* bis 1:10° eingesetzt. Nach Zugabe der Viruslésungen wird die Platte erneut fiir 1h
bei 27°C im Brutschrank inkubiert. Dann wird die Virusdsung abgesaugt und die Zellen
werden mit 1.5ml Agarose-Medium Uberdeckt. Das Agarose-Medium wird kurz vor der
Verwendung frisch, durch Zugabe von 3.3ml warmer 2.7% Agarose-LOsung zu 6.6ml 1.3x
Medium, hergestellt. Nach dem Abkihlen und Aushéarten der Agarose-Losung wird die Platte
mit Parafilm verschlossen und auf einem feuchten Tuch in einer Plastikbox fur 5 Tage bel
27°C inkubiert. Anschlief3end wird der Plaque Assay zur Auswertung durch Zugabe von 1ml
MTT-L6sung pro Well angeféarbt. Die Farbung beruht auf der enzymatischen Umsetzung des
MTTs in en violett erscheinendes Produkt durch lebende Zellen. Virusinfizierte und damit
lysierte Zellen werden nicht angeféarbt und erscheinen al's helle Punkte (sog. Plaques) auf einer
violetten Zellschicht. Der Titer der eingesetzten Viruslésung wird durch Auszédhlen der
Plagues unter Beriicksichtigung des jewelligen Verdinnungsfaktors in pfu/ml (,plague
forming unit*) bestimmt. Sollen einzelne Viren fur die anschlief3ende Amplifikation isoliert
werden, wird der entsprechende Plaque mit einer sterilen 100ul- Pipettenspitze durch die
Agarose hindurch von der Platte gepickt und in Iml frischem Medium resuspendiert. Diese
Viruslosung kann nach einstindiger Inkubation bei 27°C und dem Abtrennen von
Agaroseresten durch Zentrifugation (5min bei 1000rpm; Eppendorf Centrifuge 5415D) zur

ersten Virusamplifikation (siehe 2.4.6.1) verwendet werden.
2.4.6 Virusamplifikation

2.4.6.1 Virusamplifikation in Monolayerkultur

Die erste und zweite Virusamplifikation wird in einer 6-Well-Platte durchgefthrt. Dazu
werden 1.6x10° Zellen in 1ml Medium pro Well ausgesat und fiir eine Stunde bei 27°C im
Brutschrank inkubiert. Sobald sich die Zellen am Boden angeheftet haben, wird das Medium
vorsichtig abgesaugt und durch 1ml des Virusiberstandes ersetzt. Die Platte wird dann mit
Parafilm verschlossen und auf einem feuchten Tuch in einer Plastikbox fur vier Tage bel
27°C inkubiert. Danach wird der Uberstand mit einer sterilen 1ml-Pipette abgenommen und
dabei aufgenommene Zellen durch Zentrifugation (5min bei 1000rpm; Eppendorf Centrifuge
5804R) entfernt. Bis zur weiteren Amplifikation wird der Virusiiberstand in einem sterilen
Eppendorf-Reaktionsgefdd bel 4°C im Dunkeln gelagert. Nach der zweiten
Virusamplifikation wird der Uberstand durch einen Western Blot (siehe 2.5.3) auf die
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Expression des rekombinanten Proteins getestet. Die dritte Virusamplifikation wird in einer
175cm? Zellkulturflasche durchgefiihrt. Zu einer zu etwa 80% konfluenten Insektenzell-
Monolayerkultur wird 1ml des Viruslberstandes aus der zweiten Virusamplifikation gegeben.
Nach vier Tagen bei 27°C im Brutschrank wird der Uberstand abgenommen, die
Insektenzellen werden durch Zentrifugation fur 5min mit 2000rpm (Eppendorf Centrifuge
5804R) abgetrennt und der Viruslberstand wird in einem sterilen 50ml-Réhrchen bei 4°C im
Dunkeln gelagert.

2.4.6.2 Virusamplifikation in Suspensionskultur

Die vierte und ale weiteren Virusamplifikationen werden in Suspensionskultur in
Rollerflaschen durchgefihrt. Hierzu werden 200ml einer Insektenzellsuspension der
Zelldichte 1.5x10° Zellen/ml pro Rollerflasche mit 15ml der 3. VA (fir die 4.VA) oder einer
MOI (Multiplicity Of Infection: Verhaltnis Viren zu Zellen) von 0.1 der vorherigen VA (fur
alle weiteren VAS) infiziert. Nach viertagiger Inkubation wird die Zellsuspension in 50ml-
Rohrchen gefiillt und 5min bel 2000rpm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5804R). Der
Virusiiberstand wird nun in sterilen 50ml-Rdéhrchen bis zu einer weiteren VA oder einer
Virusexpression bei 4°C im Dunkeln gelagert. Der Virentiter wird mittels eines Plaque
Assays (vgl. 2.4.5) bestimmit.

2.4.7 Expression rekombinanter Proteine in Suspensionskultur

Zur Expression rekombinanter Proteine in Sf9-Insektenzellen werden Zellen in
Suspensionskultur mit einer Zelldichte von 1.5x10° Zellen/ml benétigt (siehe 2.4.1.2). Die
Zellen werden mit Virus versetzt, so dass eine MOI von 5 erreicht wird. Dieinfizierten Zellen
werden fur vier bis funf Tage im Brutschrank bel 27°C inkubiert. Nach der Expression
werden die Insektenzellen durch Zentrifugation fir 20min bei 6000rpm und 4°C (Heareus
Suprafuge 22, HFA12.500 Rotor) abgetrennt. Fir die weitere Aufreinigung des exprimierten
Proteins wird der Uberstand sofort nach der Zentrifugation gegen den benétigten Puffer
dialysiert (VISKING Typ 36/32, Rot).
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2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Rotiphorese Gel 40 (29:1):  40% Acrylamid/Bisacrylamid im Verhaltnis 29:1 (Roth)

4x Upper Tris: 0.5M TrispH 6.8, 0.4 % SDS

4x Lower Tris: 1.5M TrispH 8.8, 0.4 %SDS

SDS-Laufpuffer: 25mM Tris pH 8.6, 0.19M Glycin, 0.15% SDS

2x SDS-Probenpuffer: 63mM Tris pH 8.6, 2% SDS, 20% Glycerin (87%), 2%

Bromphenolblau, fir reduzierende Bedingungen wird 2% [3-

Mercaptoethanol zugesetzt.

Sammelgel | Trenngel

Rotiphorese Gel 40 (29:1) 0.5ml 3ml
4X Upper Tris 1.25ml -

4x Lower Tris - 2.5ml
ddH,0 3.2ml 2.5ml
Glycerin (87%) - 2ml
TEMED 20ul 20ul
APS 40% (w/v) 20ul 20pl

Tabelle 8: Pipettierschema fuir zwei Sammelgele und zwei Trenngele fir die SDS-PAGE.

Fur die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese wird ein Gel bestehend aus einem 12%
Trenngel und einem 4% Sammelgel verwendet. Die Zusammensetzung von Sammel- und
Trenngel fur zwel Gele, mit einer Dicke von 0.75mm, ist in Tabelle 8 aufgefthrt. Die
Glasplatten werden gereinigt und im Gelgief3stand aufgebaut. Die Komponenten fir das
Trenngel werden wie angegeben pipettiert und zwischen die Glasplatten geftllt. Danach wird
mit Wasser Uberschichtet. Das Wasser wird entfernt und die Komponenten fr das Sammel gel
pipettiert. Das Sammelgel wird eingefillt und der Kamm mit den Taschen eingesetzt. Nach
vollstandiger Polymerisation wird das Gel in die Gelkammer (Mini PROTEAN
Electrophoresis System, Biorad) eingesetzt und diese mit SDS-Laufpuffer befillt.
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Die Proteinproben werden 1:1 mit 2xSDS-Probenpuffer versetzt und fur 5min bei 95°C
denaturiert. Dann werden die Proben in die Taschen des Gels pipettiert. Die Auftrennung der
Proteine im Gel erfolgt bei 300V. Die Elektrophorese wird beendet, wenn die sichtbare
Bromphenolblau-Front das untere Gelende erreicht hat.

Die Abschdtzung des Molekulargewichtes der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
erfolgt durch einen Vergleich mit einem Proteingemisch aus Proteinen mit bekanntem
Molekulargewicht. Als Standard wurde der Proteinmarker LMW Kit, GE-Headlthcare

verwendet.
2.5.2 Farbung von Proteingelen

2.5.2.1 Coomassie-Farbung

Féarber: 10g Coomassie Brilliant Blue R250, 1.6 Methanol, 0.4 Eisessig, 2| H,O
Entféarber: Eisessig, 2-Propanol, H,O im Verhdtnis 1:1:8

Nach der SDS-PAGE wird das Proteingel fur 20min in der FarbelGsung unter Schwenken
inkubiert. Danach wird das nun vollstandig blaue Gel mit Wasser gewaschen und in der
Entfarberlésung inkubiert, bis der Hintergrund entféarbt ist und nur noch die blauen
Proteinbanden sichtbar sind. Die untere Nachweisgrenze der Coomassie-Farbung liegt bei
0.1ug Protein pro Bande.

2.5.2.2 Silber-Farbung

Losung 1.  60ml 50% (v/v) Aceton in H,O, 1.5ml 50% (w/v) Trichloressigsaure (TCA) in
H0, 25ul 37% Formaldehyd

Losung 2:  60ml 50% (v/v) Aceton in H,O

Losung 3:  0.1ml 10% (w/v) Natriumthiosulfat-pentahydrat (Na,S,03-5H,0) in 60ml H,O

Losung 4:  0.8ml 20% (w/v) Silbernitrat (AgNOg3), 0.6ml 37% Formaldehyd, in 60ml H,O

Losung 5:  1.2g Natriumcarbonat (Na,COs), 25ul 37% Formaldehyd, 25ul 10%(w/v)
NaS,05-5H,0, in 60ml H,O

Nach der SDS-PAGE wird das Proteingel fiir 5min unter Schwenken in einer Glasschale mit
Losung 1 inkubiert. Das Gel wird dreimal kurz mit Wasser gewaschen und anschlief3end fur
5min in Wasser inkubiert. Nach erneutem Waschen mit Wasser wird das Gel 5min in Losung

2 inkubiert. Nach 1min in Losung 3 wird das Gel erneut mit Wasser gewaschen und verbleibt
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far 8min in Losung 4. Anschlief?end erfolgt nach intensivem Spilen mit Wasser der
eigentliche Férbeschritt in Losung 5. Unter leichtem Schitteln der Farbeschae wird die
Intensitdtszunahme der Proteinbanden beobachtet. Ist die Farbung ausreichend stark, wird die
Entwicklung durch Zugabe von 250ml 1%-iger Essigsaure gestoppt. Die Silberfarbung weist

im Vergleich zur Coomassie-Féarbung eine niedrigere Proteinnachwei sgrenze auf (ca. 1ng).

2.5.3 Western Blot

Nitrocellulose-Membran:  Protran, 0.45um (Whatman)

Blotpuffer: 24mM Tris, 200mM Glycin in 20% (v/v) Methanol

TBS: 10mM Tris, pH 7.9, 150mM NaCl

Blockpuffer: 2% (w/v) Magermilchpulver in TBS

Luminolldsung: 22.5mg Luminol in 0.5ml DM SO I6sen und mit 100mM Tris pH
8.5 auf 50ml auffillen; Losung bei 4°C im Dunkeln lagern

Enhancerl 6sung: 90mM p-Cumarséure in DM SO; Losung bei 4°C lagern

Inkubationsldsung A: 5ml Luminollésung, 22ul Enhancerlésung

Inkubationsl 6sung B: 5ml 100mM Tris, pH 8.5, 3ul HoO, (30%)

Primarer Antikorper: 200ug/ml Anti-His-Tag monoclonaler Antikorper (Novagen)

Sekundérer Antikorper:  Anti-Mouse 1gG (H&L) HRP-gekoppelter Antikorper (Cell
Signaling);

Konzentration wie vom Hersteller angegeben

Beim Western Blot werden durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteingemische aus dem Gel auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert und dort durch die Interaktion mit spezifischen
Antikorpern detektiert. Hier wurde al's spezifischer, primérer Antikorper ein Antikorper gegen
den rekombinant an die Proteine angefligten His-Tag verwendet. Der Transfer der Proteine
aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran erfolgt mit Hilfe einer MiniVV 8¢10 Blot-Kammer
(LifeTechnologies), die mit Blotpuffer geflllt ist, fur 30min bei 170V. Danach werden noch
freie Proteinbindungsstellen auf der Membran fir 10min in einer Schittelkammer mit 10ml
Blockpuffer abgeséttigt. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit jeweils 7ml TBS fur
5min auf dem Schuittler erfolgt die Inkubation mit dem priméaren Antikérper. Der Antikorper
wird hierzu nach Herstellerangaben in Blockpuffer verdinnt. Die Inkubation mit dem
priméren Antikorper erfolgt entweder fir 1h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C. Die Membran
wird dann erneut dreimal fir je 5min mit 7ml TBS gewaschen, bevor die Inkubation mit dem

sekundéren Antikorper folgt. Der sekundare Antikorper wird nach Herstellerangaben in 7ml
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Blockpuffer verdinnt. Die Inkubation erfolgt dann fur 1h bel RT auf dem Schiittler.
Anschlief3end ist die Membran wie zuvor dreimal mit TBS zu waschen. Zur Detektion von
immunoreaktiven Proteinbanden werden in der Dunkelkammer 5ml der Inkubationslésung A
und 5ml der Inkubationslésung B auf die Membran gegeben und gemischt. Nach 5min l&sst
man die Membran kurz abtropfen und legt einen Rontgenfilm (Konica A3) in ener
Autoradiographiemappe auf die Membran. Durch die Meerrettichperoxidase (HRP)/H,0,-
katalysierte Oxidation des Luminols kommt es zum Auftreten von Chemilumineszenz, die
den Film an den entsprechenden Stellen schwarzt. Die benétigte Belichtungszeit variiert in
Abhangigkeit von der Menge an detektiertem Protein, sollte aber in der Regel zwischen drei
bis zehn Minuten liegen. Nach der Belichtung wird der Film in der Entwicklermaschine

entwickelt.

2.5.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinl sungen auf photometrische Weise wird ein UV-
Absorptionsspektrum im Wellenlangenbereich von 250nm bis 320nm (Evolution 300 UV-
Visible Spectrophotometer, Thermo) aufgenommen. Die Proteinkonzentration ¢ [mol/I] kann

nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz ndherungsweise wie fol gt berechnet werden:

C = (A280-A320)/(g280°d)

Dabel gibt A die Absorption bei 280nm bzw. bei 320nm, &,50 den Extinktionskoeffizienten
des Proteins bei 280nm [M-1cm-1] und d die konstante Schichtdicke der verwendeten
Kuvette von 1cm an. Der Extinktionskoeffizient 250 von Proteinen ist abhéngig von der
Anzahl der Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Cystein (Gill, et al., 1989). Die molaren
Extinktionskoeffizienten €280, die Molekulargewichte (MW) und der theoretische
isoelektrische Punkt aller in der Arbeit verwendeter Proteine wurden mit Hilfe des EXPASy-
ProtParamTools berechnet und sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

(siehe http://www.expasy.org/tool /protparam.html).
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Protein Molekulargewicht M | Extinktionskoeffizient | pl
[Da] €280 [M'em]

murines Sclerostin (pBACGP67) 23466.3 * 25940 9.6*
humanes Sclerostin (PBACGP67) 23856.8* 24450 9.5*
murines Sclerostin (pMK 1) 23196.1 * 25940 9.7*
humanes Sclerostin (pMK1) 24073.1* 24450 9.8*
murines Sclerostin-AC (pMK1) 18277.7* 24450 94*
murines Sclerostin (pET28) 23612.5 25940 9.7
murines Sclerostin-AC (pET28) 18694.1 24450 94
murines Sclerostin-ANC (pET28) 14568.7 17460 10.8

Tabelle 9: Molekulargewichte, Extinktionskoeffizienten und isoelektrische Punkte der
Sclerostinvarianten. *) Molekulargewicht und isoelektrischer Punkt ohne Beriicksichtigung der
mdoglichen Glykosylierung.

2.5.5 Biotinylierung von Proteinen

Biotin-Losung:  2mg/ml Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) in H,O (nur frisch verwenden!)
PBS: 3mM NaH;PO,, 7mM NagHPO,, pH 7.4, 2mM KCl, 120mM NaCl

Zur Biotinylierung liegen die aufgereinigten Proteine in einer Konzentration von 0.5-
1.0mg/ml in PBS gel6st vor. Zu mindestens 100ul dieser Proteinlésung wird Biotin-Losung in
einem molaren Verhdtnis von 1:1 (Protein zu Biotin) zugegeben. Der Biotinylierungsansatz
wird fur 2h auf Eis inkubiert. Freies Biotin wird durch dreimaliges Verdinnen mit PBS auf
Aml und anschlieffendem Konzentrieren aufpbQdurch Ultrafiltration (Amicon Ultra -4,
5000MWCO, Millipore) abgetrennt. Abschlief3end wird die Konzentration des biotinylierten
Proteins photometrisch bestimmt und die LOsung in Aliquots zu 10ul bei -20°C gelagert.

2.5.6 Dynamische Lichtstreuung

Bel der dynamischen Lichtstreuung wird die Intensitétsveranderung des von den Molekilen
einer Probe emittierten Streulichts als eine Funktion der Zeit betrachtet. Dabei wird ein Tell
der einfallenden monochromatischen Strahlung eines Lasers vom Partikel gestreut und kann
detektiert werden. Durch die Brownsche Molekularbewegung der Teilchen kommt es zu

Interferenzen, d.h. die Intensitét des emittierten Streulichts wird entweder verstarkt oder
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abgeschwacht. Je schneller ein Partikel diffundiert, desto schneller &ndert sich auch die
Intensitédt des Streulichtes. Die Geschwindigkeit der Anderung steht damit in direkter
Beziehung zur GroRRe des Partikels. Sind Temperatur und Viskositdt des Losungsmittels
konstant, hangt die Anderung der Streulichtintensitdt direkt vom Diffusionskoeffizienten D
und damit von der Molekllgrofie ab. Der hydrodynamische Radius Ry, eines Molekils und der
Diffusionskoeffizient D stehen in folgendem Verhdtnis:

D = KT/(61moRy)

Wobei k die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur, no die Viskositét des Losungsmittels
und Ry, der hydrodynamische Radius des Molekils sind.

Aus den Messwerten wird Uber eine mathematische Funktion der Diffusionskoeffizient
bestimmt, aus dem der hydrodynamische Radius ermittelt werden kann.

Fur die Messung werden 20ul einer Proteinlésung mit einer Konzentration von 1mg/ml in
eine Kuvette mit drei Fenstern gegeben. Die Messung erfolgt bel 25°C.

Als Ergebnis werden der hydrodynamische Radius, das Molekulargewicht der enthaltenen
Teilchen sowie die Polydispersitét der Probe in % erhalten.

2.6 Praparation von Sclerostin und Varianten aus Sf9-

Zellkulturuberstand

Die Proteine murines Sclerostin, humanes Sclerostin und murines Sclerostin-AC wurden mit
Hilfe des BacVector™-Systems in Sf9-Zellen exprimiert (vgl. 2.4.7) und aus dem
Zelkulturiberstand aufgereinigt. Die Aufreinigung der Proteine kann in zwel Schritte
unterteilt werden. Zunachst wird das Protein durch Metallchelat-Affinitétschromatographie
aus dem Medium isoliert und konzentriert. Der zweite Aufreinigungsschritt erfolgt Uber eine

lonenaustausch-Chromatographie.

2.6.1 Metallchelat-Affinitatschromatographie (Batch-Verfahren)

Auftragspuffer: 50mM Na,PO, pH 8.3, 300mM NaCl, 10mM Imidazol
Elutionspuffer 50mM NaPO, pH 8.3, 300mM NaCl, 250mM Imidazol

Glassaule: (] 2.5cm, | = 10cm, Econo ColumnTM Glassaule (BioRad)

Der das rekombinante Protein enthaltende Zellkulturtiberstand (siehe 2.4.7) wird zweimal
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gegen zehn Volumina Auftragspuffer bei 4°C diaysiert (VISKING Typ 36/32, Roth).
Anschliel3end werden je nach abgeschétzter Proteinmenge 1-3ml zuvor in Auftragspuffer
equilibrierter Ni-NTA Agarose (Qiagen) zugegeben und bei 4°C fur 1 Stunde gerihrt. Hierbei
binden die Hexahistidinsequenzen der rekombinanten Proteine spezifisch an die an ener
Ssulenmatrix immobilisierten Ni**-lonen. Dann wird der Zellkulturiiberstand mit der darin
befindlichen Ni-NTA-Agarose nach und nach in eine Glassaule gegeben und der Durchlauf
gesammelt. Die Agarose wird finfmal mit dem jeweils 10-fachen Saulenvolumen Auftrags-
Puffer gespllt, um unspezifisch an die Ni-NTA-Agarose-Matrix gebundene Proteine
abzutrennen. Abschlief3end erfolgt die Elution in 5-7ml Fraktionen mit Elutionspuffer. Der
Proteingehalt und der Reinheitsgrad des Saulendurchlaufs, der beiden Waschfraktionen und
der Elutionsfraktionen werden durch SDS-PAGE (siehe 2.5.1) analysiert. Fraktionen, die das
erwinschte Protein enthalten, werden vereinigt und gegen 5 10mM Hepes pH 7.5, 3.4mM
EDTA und 150mM NaCl be 4°C diaysiert (VISKING Typ 36/32, Roth). Nach der Dialyse
werden unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation (5000rpm, 10min, 4°C, Eppendorf
Centrifuge 5804R) abgetrennt.

2.6.2 lonenaustausch-Chromatographie

Die chromatographische Auftrennung von Proteinen mit Hilfe eines Salzgradienten bei der
lonenaustausch-Chromatographie beruht auf der Wechselwirkung der Proteine mit dem

Saulenmaterial entsprechend ihrer Oberflachenladung, die vom vorliegenden pH-Wert der

Proteinldsung abhangt.

Auftragspuffer: 10mM Hepes pH 7.5, 150mM NaCl
Elutionspuffer: 10mM Hepes pH 7.5, ImM NaCl

Saule: 1ml HiTrap CM-Sepharose FF (GE Healthcare)

Chromatographiesystem:  BioLogic DuoFlow (Biorad)

Vor dem Auftrag auf die Saule wird die Proteinlésung zunachst mit Hilfe eines Rotilab™
Spritzenfilters (0.2um, Roth) filtriert. Dann wird die Proteinlésung mit einer Flussrate von
2ml/min auf die mit Auftragspuffer equilibrierte Saule aufgetragen. Die beladene Saule wird
mit Bindepuffer gewaschen (2ml/min) bis die gemessene Absorption bei 280nm wieder auf
ihren Ursprungswert zurtickgegangen ist und sich konstant verhdlt. Das Protein wird durch
einen linearen 10ml Gradient von 0-100% Elutionspuffer bei einer Flussrate von 1ml/min

eluiert. Wahrend der Elution werden Fraktionen zu 1ml gesammelt. Der Proteingehalt der
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Fraktionen wird photometrisch ermittelt und Protein-enthaltende Fraktionen werden mittels
SDS-PAGE analysiert (siehe Kap.: 2.5.1). Fraktionen, die reines Protein enthalten werden
vereinigt und gegen Wasser dialysiert. Anschlief3end wird die Proteinlésung aliquotiert,
eingefroren (-80°C) und im Vakuum gefriergetrocknet (Christ Alphal-2). Das
gefriergetrocknete Protein wird bei -80°C gelagert.

2.7 Praparation von Sclerostin und Varianten aus E.coli-Zellen

Die Proteine murines Sclerostin, murines Sclerostin-AC und murines Sclerostin-ANC wurden
in Rosetta™-Zellen als Einschlusskorper exprimiert. Die Gewinnung der Proteine gliedert
sich in mehrere Schritte bestehend aus Zellaufschluss, Isolierung und Vorreinigung der
Einschlusskorper, Ruckfaltung der Proteine und einer anschliefenden zweistufigen
chromatographischen Aufreinigung bestehend aus Kationenaustauschchromatographie und
RP-HPLC.

2.7.1 Zellaufschluss und Isolierung der Einschlusskorper

Die in TBSE resuspendierten gefrorenen Zellen (siehe 2.3.1) werden langsam aufgetaut.
Anschlief3end wird die EDTA-Konzentration durch Zugabe von EDTA Lésung auf 10-40mM
eingestellt und 6mg Lysozym zugegeben. Die Suspension wird fir 1 Stunde bei 4°C unter
Rihren inkubiert. Dann werden die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen (5min bel 80%
Amplitude, auf Eis) und die Einschlusskorper vom Uberstand durch Zentrifugation (30min,
12000rpm, 4°C, Beckmann Coulter JLA16.250 Rotor) abgetrennt. Das Pellet wird in TBSE
resuspendiert und erneut beschallt (5min bei 80% Amplitude, auf Eis) und zentrifugiert
(30min, 12000rpm, 4°C, Beckmann Coulter JLA16.250 Rotor). Die abgetrennten
Einschlusskorper werden in TBSE, 2% Triton X100 resuspendiert und erneut zentrifugiert
(30min, 12000rpm, 4°C, Beckmann Coulter JLA16.250 Rotor). Nun werden die
Einschlusskorper in 6M GuHCI, 100mM Na-Phosphatpuffer, 10mM Tris pH8 gelost und
durch Zugabe von B-Mercaptoethanol (1/1000 (v/v)) reduziert und Uber Nacht bel
Raumtemperatur gertihrt. Die Suspension wird fir 30min bei 5000rpm (Eppendorf Centrifuge
5804R) zentrifugiert.
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2.7.2 Metallchelat-Affinitdtschromatographie unter denaturierenden

Bedingungen

Waschpuffer 1. 6M GuHCI, 100mM Na-Phosphatpuffer, 10mM TrispH 8
Waschpuffer 2: 6M GuHCI, 100mM Na-Phosphatpuffer, 10mM TrispH 6
Elutionspuffer: 6M GuHCI, 100mM Na-Phosphatpuffer, 10mM TrispH 4

Glassaule: (] 2.5cm, | = 10cm, Econo ColumnTM Glassaule (BioRad)

Die klare Losung wird mit 5ml vorher equilibrierter Ni-NTA Agarose (Qiagen) versetzt und
fur 30min unter Ruhren inkubiert. Die Losung wird in eine Glassdule gegeben und der
Durchlauf aufgefangen. Die Agarose wird zuerst finfmal mit dem jeweils zehnfachen
Saulenvolumen Waschpuffer 1 gewaschen, dann finfma mit dem jeweils zehnfachen
Saulenvolumen Waschpuffer 2. Anschlief3end werden die gebundenen Proteine durch Zugabe
von Elutionspuffer eluiert und 10ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen werden
photometrisch und mittels SDS-PAGE analysiert und danach vereinigt.

2.7.3 Ruckfaltung

Ruckfaltungspuffer:  2M LiCl, 30mM Chaps, 50mM Tris pH 8, 500mM Arginin, 2mM
GSH, 1ImM GSSG (GSH und GSSG kurz vor Proteinzugabe
Zusetzten)

Dialysepuffer: 20mM Tris pH7.5, 100mM NaCl, 3.4mM EDTA

Der pH der Proteinlésung wird auf 8 eingestellt und es werden 5mM DTT zugegeben. Dann
wird die Proteinlésung mittels Ultrafiltration in einer Amicon Rihrkammer (Millipore, Y M3-
Membran 3500Da Ausschlussgréfie) auf 20mg/ml aufkonzentriert und anschlief3end 1/100 in
Rickfaltungspuffer verdinnt. Dafir wird die Proteinlésung langsam unter Rihren in den
Ruckfaltungspuffer eingetropft. Der Ruckfaltungsansatz wird anschlief3end fur 5 Tage bel 4°C
inkubiert. Anschlief3end wird der Ruckfaltungsansatz viermal gegen das zehnfache Volumen
Dialysepuffer dialysiert (4°C).
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2.7.4 lonenaustauschchromatographie

Auftragspuffer: 20mM TrispH 7.5, 100mM NaCl
Elutionspuffer: 20mM TrispH 7.5, 2M NaCl
Saule: 5ml HiTrap CM-Sepharose FF (GE Healthcare)

Chromatographiesystem: BiolL ogic DuoFlow (Biorad)

Der Ruckfaltungsansatz wird filtriert (Bottletop Filter, Nalgene, 0.2um) und anschlief3end mit
einer Flussrate von 7ml/min auf die zuvor mit Auftragspuffer equilibrierte Saule aufgetragen.
Die Saule wird solange mit Auftragspuffer gewaschen, bis die Absorption bei 280nm konstant
ist. Das Protein wird durch einen linearen Gradient (30 Saulenvolumen) von 0-100%
Elutionspuffer bei einer Flussrate von 5mi/min eluiert. Wahrend der Elution werden
Fraktionen zu 5ml gesammelt und mit 20mM Tris pH 8 auf das doppelte Volumen verdinnt.
Der Proteingehalt der Fraktionen wird photometrisch ermittelt und Protein-enthaltende
Fraktionen werden mittels SDS-PAGE (nicht reduzierende Bedingungen!) analysiert und

danach vereinigt.

2.7.5 Reversed-Phase-Hochdruck-Flissigkeits-Chromatographie

Das Prinzip der Auftrennung von Proteingemischen durch ,reversed phase*-HPLC (RP-
HPLC) beruht auf unterschiedlich starken hydrophoben Wechselwirkungen verschiedener
Proteine mit der hydrophoben Matrix der Saule. Proteine mit nur schwacher Bindung an die
Saulenmatrix werden schon bei einer geringeren Acetonitril-Konzentration eluiert, als

Proteine mit starken hydrophoben Wechselwirkungen.

Auftragspuffer A: 0.1% TFA (Roth) in ddH,O
Elutionspuffer B: Acetonitril (Roth) “gradient grade”
Saule: VP 125/10 Nucleosil 120-5 C8 (Pmax:1200psi) (Macherey Nagel)

Porengrof3e: Spm
Mal3e: 10mm x 125mm
Chromatographiesystem: BioL ogic DuoFlow (Biorad)
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Die Proteinlosung wird 5min bei 5000rpm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5804R) und
filtriert (Rotilab™ Spritzenfilter, Roth). Pro Lauf werden maxima 5mg Protein mit einer
Flussrate von 6ml/min, auf die vorher mit Auftragspuffer equilibrierte Saule, aufgetragen.
Nach einem Waschschritt mit Auftragspuffer werden die Proteine mit Hilfe eines dreistufigen
linearen Gradienten eluiert (siehe Tabelle 10.). Dabel werden Fraktionen zu 2ml gesammelt.

Gradient Volumen | Flussrate
100% A- 80% A | 18ml 6ml/min
80% A- 60% A 96ml 6ml/min
60% A-100% A 18ml 6ml/min

Tabelle 10: RP-HPLC, dreistufiger Gradient zur Elution der Sclerostinvarianten.

Die Fraktionen werden photometrisch vermessen, der Proteingehalt bestimmt und mittels
SDS-PAGE (reduzierende und nicht reduzierende Bedingungen) anaysiert. Fraktionen
werden vereinigt, aiquotiet und bel -80°C engefroren. Dann wird das Protein
gefriergetrocknet (Christ, Alpha 1-2).

2.7.6 Entfernung der Hexahistidinsequenz durch Thrombin

Spaltpuffer:  50mM TrispH 7.5, 150mM NaCl, 2.5mM CaCl,

Werden die Proteine fur die NMR (Kernspinresonanz Spektroskopie) bendtigt, so wird die
Hexahistidinsequenz zuvor durch Thrombin proteolytisch entfernt. Hierflr wird das Protein in
Spaltpuffer gelost (Img/ml) und mit biotinyliertem Thrombin (Novagen, 0.1U/mg Protein)
versetzt. Der Ansatz wird Uber Nacht be Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von
Streptavidin Agarose (Novagen) wird das Thrombin gebunden und durch Filtration durch
einen Rotilabo™-Spritzenfilter (0.2um, Roth) aus der Losung entfernt. Anschlieend wird
das Protein einem zusétzlichen RP-HPLC Reinigungsschritt unterzogen (siehe 2.7.5). Die
Fraktionen werden photometrisch und mittels SDS-PAGE analysiert und danach vereinigt,
eingefroren und gefriergetrocknet (Christ, Alpha 1-2).
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2.8 GroRenausschluss-Chromatographie

Saule: Tricorn Superose TM6 (GE Healthcare)
Chromatographie System:  BioLogic Duoflow (BioRad)
Puffer: 20mM TrispH 7.5, 500mM NaCl

Durch die Gelfiltrations- oder auch Grof3enausschluss-Chromatographie werden Proteine nach
der Molekllgrofie aufgetrennt. Dabel interagieren kleinere Molekile starker mit der
Saulenmatrix als grof3ere Molekile und haben deshalb eine langere Retentionszeit.

Die Proben werden mit Hilfe einer 100ul Injektionsschleife auf die zuvor equilibriertedsle
aufgetragen. Anschlief3end werden die Proteine bei einer Flussgeschwindigkeit von 0.5ml/min
nach ihrer Grole aufgetrennt. Es werden 0.5ml-Fraktionen gesammelt. Die Elution der
Proteine wird durch Messung der UV-Absorption bei 280nm detektiert. Proteinenthaltende
Fraktionen werden mittels SDS-PAGE analysiert.

2.8.1 Kalibrierung der Gelfiltrationssaule

Fur eine Kalibrierung der Gelfiltrationssaule werden nacheinander verschiedene Proteine mit
bekanntem Molekulargewicht injiziert und das Elutionsvolumen V, bestimmt. Hierfir wurden
die Proteine BSA (67000Da, 3mg/ml), Ovabumin (43000Da, 3mg/ml) und Lysozym
(14000Da, 3mg/ml) verwendet. AufRerdem werden noch zwei weitere saulenspezifische
Parameter bendtigt. Das totale Saulenvolumen V¢ wird durch die Injektion von 100 pl 10%
Acetonldsung bestimmt. Das Ausschlussvolumen Vo wird durch die Injektion von 100 pl
einer Dextranblaul 6sung (1Img/ml) bestimmt. Die Berechnung der relativen Elutionsvolumina

Ka erfolgt nach folgender Formel:

Ka\/= (V|'V0)/(V1-V0)

Zwischen dem relativen Elutionsvolumen K, und dem dekadischen Logarithmus der
Molekulargewichte der Proteine besteht ein linearer Zusammenhang. Nun wird K, gegen
log(My) der Markerproteine aufgetragen und eine Regressionsgerade bestimmt. Mit Hilfe
dieser Gleichung kann aus dem relativen Elutionsvolumen V, des zu testenden Proteins

dessen apparentes Mol ekulargewicht berechnet werden.
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2.9 Massenspektrometrische Untersuchungen

2.9.1 Messung

Die gereinigten und entsalzten Proteine oder Peptide werden durch Elektrospray-lonisations-
(ESI-) Massenspektrometrie (MS) anaysiert (Mann, et al., 1995). MS-Spektren werden mit
einem Bruker APEX Il Fourier-Transform-lonencyclotronresonanz  (FTICR-)
Massenspektrometer, ausgestattet mit einem 7.5T Magneten, aufgenommen. Die
Proteinproben (1uM in 50% Methanol, 1% Essigsaure) werden nach lonisierung mittels einer

Apollo Elektrospray-Elektronenquelle im Positive-lonen-Modus detektiert.

2.9.2 Proteolyse mit Trypsin und Endoproteinase GluC in Losung

Die Proteine werden in 50mM NH4HCO3; pH 8 gelost (0.5mg/ml). Dann wird die
Endopeptidase GluC (NEB) im Verhdtnis 1:20 zugegeben und die Losung fur 7 Stunden bei
37°C inkubiert. Anschlief3end wird die Probe fur 45min bei 65°C inkubiert. Danach wird
Trypsin (Promega) im Verhdtnis 1:100 zugegeben und die Losung wird tber Nacht bei 37°C
inkubiert. Der Ansatz wird mittels SDS-PAGE analysiert. Dann werden die Peptide mittels
RP-HPLC aufgetrennt.

2.9.2.1 RP-HPLC C18

Auftragspuffer A: 0.1% TFA in ddH,0 (Roth)
Elutionspuffer B: Acetonitril (Roth)
Saule: 218TP54 C18 (Pmax:1200psi) (VYDAC)

Porengrof3e: 10um
Mal3e: 4.6mm x 250mm
Chromatographiesystem: AKTA Purifier (GE Healthcare)

Die Peptidlésung wird vollstandig auf die vorher in Auftragspuffer equilibrierte Saule
aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit Auftragspuffer werden die Peptide durch einen
linearen Gradienten (55min 95% A- 50% A, Flussrate 0.5ml/min) eluiert. Die Peptide werden
bei 214nm detektiert. Es werden Fraktionen zu 0.5ml gesammelt. Die Fraktionen werden
gefriergetrocknet und fur die massenspektrometrische Analyse in 50% Methanol, 1%
Essigsdure gel 0st.
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2.10 Analyse des Glykosylierungsmusters von Sclerostin

2.10.1 Detektion von Glykokonjugaten mit der Periodsaure Schiff-
Farbung (PAS)

Mit Hilfe der PAS-Farbung kdnnen Glykokonjugate an Proteinen detektiert werden. Durch
die im PAS-Reagenz vorhandene Periodsaure werden die freien Hydroxylgruppen der
Saccharide zu Aldehydgruppen oxidiert, die dann mit dem im Schiff-Reagens vorhandenen
schwefelsauren Fuchsin rot-violette Komplexe bilden. Hierfir werden die Proteine mittels
SDS-PAGE (siehe 2.5.1) aufgetrennt und mit Hilfe des,, Glycoprotein Detection Kit* (Sigma)
nach Herstellerangaben gefarbt.

2.10.2 In-Gel Proteolyse mit Trypsin nach Deglykosylierung mit
PNGaseF

Kit: ProteoProfile™ In-Gel Enzymatic N-Deglycosylation Kit (Sigma)
Entfarberl6sung: 200mM (NH4)2COg3, 40% Acetonitril

Remobilisierungsldsung:  25mM Tris, 192mM Glycin

Trypsin Reaktionspuffer:  40mM (NH,4)2CO3, 9% Acetonitril

5ug Protein werden pro Geltasche mittels SDS-PAGE (siehe 2.5.1) unter nativen
Bedingungen (ohne B-Mercaptoethanol) aufgetrennt. Nach Coomassie-Farbung (siehe
2.5.2.1) wird die gewinschte Gelbande ausgeschnitten und die Proteine werden durch
Inkubation in 1% Essigsaure bei 4°C Uber Nacht immobilisiert. Dann werden die Gelstiicke
durch Zugabe von 200ul Entfarberldsung fur 30min bel 37°C entférbt. Die Gelstlicke werden
in der SpeedVac (Bachofer) getrocknet und anschlief3end in der Remobilisierungslésung
inkubiert (30min, 37°C). Dann werden die Gelstiicke zweimal fir 5 min mit jeweils 100ul
Acetonitril versetzt. Zu einem Gelstiick werden 10pl PNGase-L6sung (5Units, Kit Sigma))
zugegeben und fur 30min bei 37°C inkubiert. Dann werden 20ul ddH,O zugegeben und Uber
Nacht bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 200ul ddH,O wird das Gelstiick im
Vakuum (SpeedVac Bachofer) getrocknet. Anschliefiend werden 20ul Trypsinlosung (Kit,
Sigma) zu beiden Gelstiicken zugegeben und 30min bel 37°C inkubiert. Dann wird 50l
Trypsin-Reaktionspuffer zugegeben und tiber Nach bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wird in
ein frisches Eppendorf-Reaktionsgdl? Uberfihrt. Es werden 50ul Peptid-Extraktionsldsung
zum Gelstiick gegeben und fur 30min bei 37°C inkubiert. Beide Uberstande werden vereinigt
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und in der SpeedVac (Bachofer) auf die Halfte eingeengt. Die enthaltenen Peptide werden mit
Hilfe eines Zip-Tips C18 (Millipore) nach Herstellerangaben entsalzt. Fir die Elution der
Peptide wird 50% Methanol, 1% Essigsdure verwendet. Die Peptide werden anschlief3end
massenspektrometrisch analysiert (siehe 2.9.1).

2.11 Zellbasierende Nachweisverfahren zur Bestimmung der

Proteinaktivitat

2.11.1 Kultivierung von HEK293T-Zellen

2x-Trypsinlésung:  5%Trypsin-EDTA-L6sung (10x, Gibco), funffach in PBS verdinnen

HEK?293T-Zellen (humane embryonale Nieren Zellen, ATCC, LGC-Promochem) werden in
DMEM-Medium (Invitrogen, mit 10% (v/v) FCS, 100U/ml Penicillin-G, 100ug/mi
Streptomycin) in 175cm?Zellkulturflaschen (Greiner) bei 37°C, 5% CO, im Inkubator (C200,
Labotec) kultiviert. Sind die Zellen konfluent, werden sie alle 4-5 Tage passagiert. Das
verbrauchte Medium wird abgesaugt und 3ml 2x-Trypsinldsung werden zugesetzt. Wenn sich
die Zellen vom Flaschenboden gel6st haben, werden 7ml frisches Medium zugegeben. 0.5ml
der Zellsuspension werden in eine neue 175cm?Zellkulturflaschen tberfuihrt und mit 30ml

frischem Medium versetzt.

2.11.2 Kultivierung von L-mWnt3a und L-Zellen

L-mWhnt3aZellen (CRL-2647, ATCC) und L-Zellen (CRL-2648, ATCC) werden in DMEM-
Medium (Invitrogen, mit 10% (v/v) FCS, 100U/ml Penicillin-G, 100ug/ml Streptomycin) in
75cm?-Zéllkulturflaschen (Greiner) bei 37°C, 5% CO, im Inkubator (C200, Labotec)
kultiviert. Im Fal von L-mWnt3a Zellen wird dem Medium noch 0.4mg/ml G418 Sulfat
(BioWest) zugesetzt. Sind die Zellen konfluent, werden sie alle 4-5 Tage passagiert. Das
verbrauchte Medium wird abgesaugt und 2ml Trypsinldsung werden zugesetzt. Wenn sich die
Zellen vom Flaschenboden gel 6st haben, werden 7ml frisches Medium zugegeben. 0.5ml der
Zellsuspension werden in eine neue 75cm?-Zellkulturflaschen Uberfiihrt und mit 25ml

frischem Medium versetzt.
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2.11.3 Gewinnung von mWnt3a Konditioniertem- oder Kontrollmedium

Eine konfluente 75cm?Zellkulturflasche mit L-mWnt3a Zellen oder L-Zellen (fur das
Kontrollmedium) werden, wie in Kapitel 2.11.2 beschrieben, trypsinisiert und mit frischem
Medium (ohne G418) auf ein totales Volumen von 10ml gebracht. Je 1ml der Zellsuspension
wird in eine 10cm? Petrischale (Greiner) gegeben und mit 10ml frischem Medium (ohne
G418) aufgefillt. Die Zellen werden 4 Tage bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Dann wird das
konditionierte Medium abgenommen und steril filtriert. Zu den verbleibenden Zellen wird
erneut 10ml frisches Medium (ohne G418) zugegeben und die Zellen werden fir weitere 4
Tage bel 37°C, 5% CO, inkubiert. Das Medium wird erneut abgenommen und filtriert. Dann
wird das Medium mit dem ersten konditionierten Medium vereinigt und al's 1ml Aliquots bei -
80°C bis zum Gebrauch gelagert (maximal ein Jahr).

2.11.4 Kultivierung von C3H10T1/2-BRE-Luc Zellen

Die mit dem BMP-Reporterkonstukt p(BRE).-Luc stabil transfizierte mesenchymale
Maéausezelllinie C3H10T1/2-BRE-Luc (zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Peter ten Dijke,
Leiden, Niederlande) wird in DMEM-Medium (Invitrogen, mit 10% (v/v) FCS, 100U/ml
Penicillin-G, 100ug/ml Streptomycin, 200pug/ml G418 Sulfat (BioWest)) in 75cm?-
Z€lkulturflaschen (Greiner) bei 37°C, 5% CO, im Inkubator (C200, Labotec) kultiviert. Sind
die Zdlen konfluent, werden sie passagiert (ale 4-5 Tage). Das verbrauchte Medium wird
abgesaugt und 3ml Trypsinlésung werden zugesetzt. Wenn sich die Zellen vom
Flaschenboden gelost haben werden 7ml  frisches Medium zugegeben. 0.5ml der
Zellsuspension werden in eine neue 75cm?>-Zellkulturflasche tiberfiihrt und mit 25ml frischem
Medium versetzt.

2.11.5 Kultivierung von MC3T3E1-Zellen

Die Fibroblasten Zelllinie MC3T3EL aus der Maus wird in aMEM (Invitrogen) mit 10% (v/v)
FCS, 100U/ml Penicillin-G, 100ug/ml Streptomycin in 75cm?-ZelIkulturflaschen (Greiner)
bei 37°C, 5% CO, im Inkubator (C200, Labotec) kultiviert. Die Zellen werden zweimal pro
Woche passagiert. Hierbei wird, wie oben beschrieben, das Medium abgesaugt und die Zellen
werden mit 3ml Trypsin vom Flaschenboden abgel6st. Anschlief3end werden 7ml frisches
Medium zugegeben. 2.5ml der Suspension werden in eine frische Flasche Uberfihrt und mit
25ml frischem Medium aufgefillt.
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2.11.6 Wnt-Reportergen-Nachweisverfahren

B-Galaktosidasepuffer:  200mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.3, 2mM MgCl,, 100mM -
Mercaptoethanol, 1.33mg/ml ONPG

HEK293T-Zellen werden, wie in Kapitel 2.11.1 beschrieben, trypsinisiert und mit frischem
Medium auf ein Volumen von 10ml gebracht. Die Zellzahl wird bestimmt (siehe 2.4.2) und
die Suspension auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Fir den Assay werden Poly-L-Lysin
beschichtete 24-Well Zellkulturplatten (Greiner) verwendet. Pro Well werden 1x10° Zellen in
1ml Medium ausgesét und Uber Nacht bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Dann werden die Zellen
mit 50ng pSV B-Ga (Promega), 200ng M50 Super8xTopFlash (Veeman, et al., 2003) und
150ng pEF6V5SHIsSA (leerer Vektor) pro Well transfiziert. Hierzu werden die drel Plasmide
mit 50pl/Well DMEM (ohne FCS und Antibiotika) und 1.6pl/Well HEK Fectin™ (Biorad)
gemischt und fir 20min bel Raumtemperatur inkubiert. Das alte Medium wird abgenommen,
durch 500! pro Well frisches Medium ersetzt und 50pl des DNA/HEK Fectin™ Gemisches
werden pro Well zugegeben. Die Zellen werden erneut Uber Nacht bei 37°C, 5% CO,
inkubiert. Nun werden Proteinverdinnungen des zu untersuchenden Proteins hergestellt. Die
gewlnschten Konzentrationen werden achtfach konzentriert in 50ul/Well ddH,O angesetzt.
Pro Well werden 240ul altes Medium entnommen und jeweils 50ul der Proteinverdiinnung
zugegeben. Alle Konditionen werden als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Nach 30min
Inkubation bei Raumtemperatur werden 40ul/Well mWnt3a-konditioniertes oder Kontroll-
Medium zugegeben (entspricht 40% konditioniertem Medium/Well) und die Zellen werden
fur 24h bel 37°C, 5% CO; inkubiert. Dann wird das Medium von den Zellen riickstandslos
abgenommen. Zum Lysieren der Zellen werden 100ul , Reporter Lysis Buffer” (Promega)
zugegeben. Die 24-Well Platte wird fur 15min bel -80°C eingefroren und anschlief3end zur
Lyse bel 37°C aufgetaut. Fir die Bestimmung der Luciferaseaktivitat werden 20ul/Well der
Zellsuspension in ein Well einer weil3en 96-Well Zelkulturplatte mit durchsichtigem Boden
(Greiner) pipettiert. Dann werden 50ul/Well Luciferase Reagenz (Promega) zugegeben. Bel
dieser Reaktion setzt die ,Firefly*“-Luciferase das eingesetzte Substrat , Beetle Luciferin®
unter ATP- und Sauerstoffverbrauch zu Oxyluciferin und AMP unter Entstehung von Licht
um. Die Lumineszenz wird im Luminometer (Luminoskan Ascent, Labsystems) detektiert.
Fur die Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitét werden 50pl/Well der Zellsuspension in
eine durchsichtige 96-Well Zellkulturplatte pipettiet und mit S0ul/Well -
Galaktosidasepuffer versetzt. Die p-Galaktosidase hydrolysiert das Substrat ONPG zu
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Galaktose und dem gelben o-Nitrophenol. Die Entstehung des gelben Chromophors wird bel
405nm detektiert (Multiskan Ascent, Thermo). Die gemessenen Lumineszenzwerte werden
durch die entsprechenden Werte der 3-Galaktosidaseaktivitét dividiert (Normierung).

2.11.7 Smadl1/5/8 Luciferase-Reportergen-Nachweisverfahren

Die mit einem BMP-Reportergen (BRE=BMP Responsive Element) p(BRE).-Luc stabil
transfizierte Zelllinie C3H10T1/2-BRE-luc wird, wie in Kapitd 2.11.4 beschrieben,
trypsinisiert und mit frischem Medium auf ein Volumen von 10ml gebracht. Dann wird die
Zellzahl bestimmt (siehe 2.4.2) und diese anschliefend auf 3x10* Zellen/ml eingestellt. Pro
Well einer 24-Well-Platte (Greiner) werden 3x10* Zellen in 1ml Medium ausgesét und tiber
Nacht be 37°C, 5% CO, inkubiert. Das ate Medium wird abgesaugt und 350ul/Well
Hungermedium (DMEM mit 0.1% FCS (v/v) und 100U/ml Penicillin-G, 100ug/mi
Streptomycin) zugegeben. Es werden Proteinverdinnungen (Endkonzentrationen/Well:
120nM, 250nM, 900nM) des zu untersuchenden Proteins hergestellt. Die gewinschten
Konzentrationen werden achtfach konzentriert in 50ul/Well ddH,O angesetzt. Aul3er dem zu
untersuchenden Protein enthdlt die Proteinverdiinnung noch 80ng BMP-2 in 50ul, so dass die
Endkonzentration an BMP-2 im Assay pro Well 200ng/ml betragt. Die 50ul
Proteinverdiinnung wird nun in das vorgesehene Well pipettiert. Der Negativkontrolle werden
nur 50pl Wasser zugegeben, der Positivkontrolle 80ng BMP-2 in 50ul Wasser. Alle
Konditionen werden as Doppelbestimmung durchgefiihrt. die Zellen werden fur 24h bei
37°C, 5% CO; inkubiert. Dann wird das Medium von den Zellen riickstandslos abgenommen.
Zum Lysieren der Zellen werden 100ul Reporter Lysis Buffer (Promega) zugeben. Die 24-
Well Platte wird far 15min bei -80°C eingefroren und dann bei 37°C aufgetaut. Fir die
Bestimmung der Luciferaseaktivitdt werden 20ul/Well der Zellsuspension in ein Well einer
weil3en 96-Well Zdlkulturplatte mit durchsichtigen Boden (Greiner) pipettiert. Dann werden
50ul/Well  Luciferase Reagenz (Promega) zugegeben. Die Lumineszenz wird im
Luminometer (Luminoskan Ascent, Labsystems) detektiert.
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2.11.8 ALP-Nachweisverfahren

ALP1-Puffer:  0.1M Glycin pH 9.6, 1% NP-40, 1mM MgCl,, 1mM ZnCl;
ALP2-Puffer: ~ 9ml (0.1M Glycin pH 9.6, ImM MgCl,, ImM ZnCl5)
+ 1ml para-Nitrophenylphosphat (PNPP) (20mg/ml)

MC3T3EL-Zelen werden, wie in Kapitel 2.11.5 beschrieben, trypsinisiert und mit frischem
Medium auf ein Volumen von 10ml gebracht. Dann wird die Zellzahl bestimmt (siehe 2.4.2)
und die Zellzahl der Suspension auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Pro Well einer 24-Well
Platte von Greiner werden 1x10° Zellen in 1ml Medium ausgesit und tiber Nacht bei 37°C,
5% CO, inkubiert. Zellen sollten konfluent sein. Dann wird das alte Medium von den Zellen
abgesaugt und durch 400ul/Well osteogenes Medium (aMEM mit 1% (v/v) FCS, 100U/ml
Penicillin-G, 100ug/ml Streptomycin, 50pg/ml Ascorbinséure, 10mM B-Glycerophosphat,
2mM Glutamin, 300ng/ml BMP2), welches das zu testende Protein in der gewlnschten
Konzentration enthdt, ersetzt. Alle Konditionen werden als Doppel bestimmung durchgefiihrt.
Die Zellen werden anschlief3end fur 4 Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Das Medium
wird abgesaugt und die Zellen mit 1ml PBS gewaschen. Das PBS wird verworfen und es
werden 300ul/Well ALP 1-Puffer zugegeben und fur 2h bei RT inkubiert. Zu den lysierten
Zellen wird 300ul/Well ALP 2-Puffer zugegeben und bis zur Gelbfarbung bel 37°C inkubiert.
Die Entstehung des gelben Chromophors wird bei 405nm detektiert (Multiskan Ascent,
Thermo).

2.12 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen durch die

Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie

System: Biosensor BIAcore2000™ (Pharmacia Biosensor)

Chip: Sensor Chip CM5 (research grade) (BlAcore)

HBS150-Puffer:  10mM Hepes, pH 7.5, 150mM NaCl, 0.005% (v/v) Surfactant P20
HBS300-Puffer:  10mM Hepes, pH 7.5, 300mM NaCl, 0.005% (v/v) Surfactant P20

Durch die Oberflachenplasmonresonanz Spektroskopie (SPR, , surface plasmon resonance®)
lassen sich Protein-Protein-Interaktionen an einer Chipoberflache in Echtzeit beobachten und
die Bindungskinetik analysieren. Ein an den Sensorchip gekoppeltes Protein wird mit einer
LOsung eines interagierenden Proteins perfundiert. Kommt es zu einer Bindung zwischen den

beiden Proteinen, so detektiert das BIAcore-Gerét die Massenzunahme an der Chipoberflache
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pro Zeiteinheit durch die Anderung des Brechungsindexes. Die Anderung des
Brechungsindexes und damit die Massenanderung an der Chipoberfléache im Zeitverlauf wird
in einem Sensorgramm dargestellt. Als Einheit fir die Massenanderung werden hierbei sog.
,resonance units' (RU) verwendet. Die Anderung um 1 RU entspricht dabei etwa einer
Massenanderung von 1pg/mm?. Ein Messzyklus am BIAcore-Gerét ist in drei typische Phasen
unterteilt: Die Assoziationsphase, die Plateauphase, in der sich Assoziation und Dissoziation
im Gleichgewicht befinden (sog. Equilibrium-Bindung) und die Dissoziationsphase. Aus der
Assoziations- und Dissoziationsphase lassen sich (mit Hilfe des Computerprogramms
BlAevaluation 2.0 (BlAcore)) die kinetische Assoziationsrate k, und die kinetische
Dissoziationsrate ky bestimmen. Aus diesen beiden kinetischen Konstanten lasst sich die
apparente Dissoziationskonstante Kp der Interaktion berechnen (Kp = kg/ky). Ist es aufgrund
eines sehr hohen k- (>10s™) oder ko-Wertes (>5x10°M™s™) nicht moglich, diese aus den
Rohdaten zu bestimmen, so kann die Kp durch die konzentrationsabhangige
Gleichgewichtsbindung (Re;) des Analyten bestimmt werden. Unter der Annahme eines
Langmuir’schen Modells einer 1:1 Interaktion kann der Kp-Wert nach der Gleichung Reg =
Rmax'C/(Kp + C) berechnet werden, wobel Ry den Messwert bei Erreichen der maximalen
Bindekapazitdt der Chipoberflache und C die Konzentration des Analyten angibt. Zum
Koppeln von Proteinen an den Sensorchip werden diese zunédchst biotinyliert (siehe 2.5.5).
Durch die Interaktion zwischen Biotin und dem mit Streptavidin geséttigten CM5-Sensorchip
konnen die biotinylierten Proteine kontrolliert und in gewlnschter Dichte auf der
Chipoberflache immobilisiert werden. Zwischen zwel Messzyklen wird der Chip jeweils
durch zweiminitiges Spulen mit einer Lésung aus 0.1mM Essigsaure, 1M NaCl, 6M
Harnstoff regeneriert. Alle Messungen werden durch die Subtraktion eines
Kontrollsensorgramms, das im beschriebenen Fall mit Streptavidin und IL4Ro beschichteten
Flusszelle 1 parald aufgezeichnet wurde, korrigiert, um den Einfluss von unspezifischen
Wechselwirkungen zwischen dem Anayten und der Chipmatrix zu minimieren. Zur
Untersuchung der Interaktion zwischen Sclerostin und LRP6, BMP2 und BMP7 werden
jeweils 100-500RU der biotinylierten Proteine auf dem Chip immobilisiert (IL4Ra 500RU,
LRP6 500RU, AbD09095 500RU, BMP7 200RU). Fir die Analyse der Bindungskinetiken
der Fab-Fragment Sclerostin Bindung wurden S00RU der biotinylierten Fab-Fragmente auf
dem Chip immobilisiert. Die Messungen werden mit einer Flief3ggeschwindigkeit von
10ul/min in HBS300-Puffer (fUr Sclerostin LRP6, BMP7 Interaktion) oder HBS150-Puffer
(fur Sclerostin Fab-Fragment Interaktion) bel 25°C durchgefiihrt.
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2.13 NMR-Spektroskopie

2.13.1 Probenvorbereitung

NMR-Puffer: ~ 20mM K-Phosphatpuffer pH 6, 50mM NaCl, 5% D0, 0.2% NaN3
steril filtriert und entgast

Die Proteine werden in 250ul NMR-Puffer geldst und in Shigemi-Roéhrchen (Shigemi Corp.,
Japan) uberfiihrt. Die Konzentration der Proteinproben betrug zwischen 0.25 und 1mM.

2.13.2 NMR-Messungen

Die NMR-Messungen wurden von Dr. Peter Schmieder oder Monika Beerbaum (Leibnitz-
Institut fir Molekulare Pharmakologie, Berlin, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Hartmut Oschkinat)
durchgefiihrt. Alle NMR-Spektren wurden bei 27°C gemessen. Zur Datenaguisition wurden
verschiedene Bruker Advance Spektrometer mit *H-Resonanzfrequenzen von 600, 750 und
900MHz verwendet. Es wurden Tripleresonanz, Tripleachsen Cryoprobenkdpfe verwendet.
Die gemessenen Spektren sind in Tabelle 23 im Anhang aufgelistet.

2.13.3 Prozessieren der Spektren

Die Spektren wurden mit den Softwarepaketen XwinNMR und TopSpin prozessiert. In den
indirekten Dimensionen wurde in der Regel auf die doppelte Anzahl der experimentell
gemessenen Punkte aufgeflllt (,Zerofilling”). In der direkten Dimension wurden die Daten
mit einer GM-Funktion (,gaussian-to-lorentzian® Multiplikation) und in den indirekten
Dimensionen mit einer Q-Sinus-Funktion (cos*Funktion) adipodisiert und anschlief}end
fouriertransformiert. In den indirekten Dimensionen wurden fir die 3D-Experimente
Datenpunkte durch lineare Vorhersage hinzugefigt (in der Regel 50% zusétzliche
Datenpunkte). Alle Experimente wurden phasensensitiv aufgenommen. Die Basislinie wurde
nach Phasenkorrektur durch SPLINE-Funktionen gegléttet. Die Daten wurden mit Aurelia
(Bruker) analysiert.
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2.13.4 Zuordnung der chemischen Verschiebungen

Die sequenzielle Zuordnung der Proteinhauptkette erfolgt aus einem Satz von , Triple-
Resonanz-Experimenten® (Cavanagh, et al., 1996). Zunachst wird das Spektrenpaar
CBCA(CO)NH und CBCA(N)NH fur die Zuordnung verwendet. Anschlief3end wird die so
erhaltene sequenzielle Zuordnung anhand des Spektrenpaars HN(CA)CO und HNCO
Uberprift. Die Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Seitenkettenprotonen erfolgte
aus den Spektren HBHA(CO)NH, H(C)(CO)NH-TOCSY, HCCH-COSY, HCCH-TOCSY
und HCCH-COSY. Die Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Aromatenprotonen
erfolgteim 2D-NOESY und im 2D-TOCSY Spektrum.

2.13.5 Ermittlung der Sekundarstruktur aus NOESY-Spektren

Fur die Ermittlung der Sekundérstruktur wird das 3D-"N-HSQC-NOESY auf das
Vorhandensein spezieller NOE-Kreuzsignale analysiert, die fir die gangigen
Sekundarstrukturelemente (B-Faltblatt, a-Helix) charakteristisch sind (siehe Tabelle 11). Die
Volumina (stark, mittel, schwach) der NOE-Kreuzsignde werden gegen die

Aminosauresequenz aufgetragen.

NOE Sekundérstrukturel ement
Haoi —NHisg B-Faltblatt
NH; — NHi:q o-Helix
Hai —HpBi+s o-Helix
Hoi — NHi+3 o-Helix
NH; — NH;. Schleife

Tabelle 11: Charakteristische NOE-Kreuzsignale in den Sekundéarstrukturelementen B-Faltblatt und o-
Helix.
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2.13.6 Sekundarstrukturermittlung nach Wishart

Die chemischen Verschiebungen der Ha-Protonen werden mit Hilfe des von Wishart et al.
entwickelten Algorithmus interpretiert (Wishart, et al., 1992). Fir jede Aminosaure wird aus
der Differenz zwischen tatséchlich beobachteter Hao-Protonen-Verschiebung und dem
entsprechenden  Wert in  ungeordneten Strukturen ,random coil* ein chemischer
Verschiebungsindex (CSl) abgeleitet. Eine negative Abweichung von mehr als —0.1ppm
entspricht dabei einem Index von —1, eine positive Abweichung von mehr als 0.1ppm einem
Index von +1. Werte dazwischen ergeben enen Index von 0. Der chemische
Verschiebungsindex wird gegen die Aminosduresequenz aufgetragen. Ist der chemische
Verschiebungsindex fur einen Abschnitt von drei oder mehr Aminosduren —1, so weist dieser
Bereich eine helikale Sekundarstruktur auf, ein Verschiebungsindex von +1 deutet auf -
Faltblattelemente hin.

Auch die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome (Ca, CO) hangen von ihrer
Umgebung im Protein ab. Die Kerne erfahren in einer a-Helix oder einem B-Faltblatt eine
charakteristische Hoch- bzw. Tieffeldverschiebung gegentiber den Frequenzen, die bei
ungeordneten Peptiden beobachtet werden (Wishart, et al., 1995). Fur die Analyse wird die
Differenz von ,,random coil“-Wert und Messwert gebildet und das Ergebnis wird gegen die
Aminosauresequenz aufgetragen. Werte mit negativem Vorzeichen deuten auf a-helikale

Bereiche, Werte mit positivem Vorzeichen deuten auf Bereiche mit 3-Faltblatt-Struktur hin.

2.13.7 Distanzermittlung durch NOEs

Die Abstandsinformationen werden aus verschiedenen 2D- und 3D-NOESY -Experimenten
gewonnen (2D-NOESY Spektren (in H,O und D,0), *C-HSQC-NOESY (3D), N-HSQC-
NOESY (3D)). Die Distanzinformation wird aus den Volumina der NOE-Kreuzsignae
ermittelt und in 3 Klassen unterteilt: Stark (2.5-1.8 A), Mittel (3.5-1.8 A), Schwach (5-1.8 A).
Fur nicht stereospezifisch zugeordnete Protonen von Methylgruppen und aromatischen
Ringen werden so genannte Pseudoatome (geometrisches Zentrum) eingefiihrt. Es wurden so
genannte Pseudoatomkorrekturen fir den oberen Grenzabstand eingeftihrt, diese betrugen fir

Methyl- und Methylengruppen 1.5A und fiir Aromatenprotonen um 2.5A..
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2.13.8 Berechnung der ¢- ¥-Winkel mit TALOS

Die Torsionswinkel ¢ und ¥ der Proteinhauptkette wurden mit Hilfe des Programms TALOS
(,Torsion Angle likelihood obtained from shift and sequence similarity*) basierend auf den
chemischen Verschiebungen von Ha,, Ca, CB, CO und N ermittelt (Cornilescu, et al., 1999).
Das Verfahren beruht auf einem Vergleich der chemischen Verschiebungen der genannten
Kerne von drel aufeinander folgenden Aminosduren mit chemischen Verschiebungen
analoger Triplets aus bekannten Strukturen, die in einer Datenbank zusammengefasst sind.
Wird ein Aminosauretriplet mit analoger Sequenz und analogen chemischen Verschiebungen
in der Datenbank identifiziert, so ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dass die Torsionswinkel ¢
und ¥ der mittleren Aminosaure des Triplets in der unbekannten Struktur den
Torsionswinkeln der mittleren Aminosdure des Referenztriplets in der Datenbank dhnlich

sind.

2.13.9 Strukturberechnung

Die Strukturberechnung erfolgte mit dem Programm XPLOR (NIH Version 2.21(Schwieters,
et al., 2003) unter Anwendung des Protokolls des ,simulated annealing“. Der
Strukturberechnung werden die ermittelten NOE-Distanzeinschrankungen, die berechneten
Torsionswinkel und die chemischen Verschiebungen fur die Co- und die CB-Atome der
Aminosauren zugrunde gelegt. Fir das finale Modell wurden 100 Strukturen berechnet. Aus
diesen 100 Strukturen wurden 15 Strukturen auf der Basis der niedrigsten Gesamtenergie und
der geringsten Zahl an Abstands- und Winkelverletzungen ausgewahlt. Aus diesen wurde eine
gemittelte Struktur berechnet, welche die Strukturenschar repréasentiert. Die Strukturen
wurden mit den Programmen PROCHECK validiert (Laskowski, et al., 1996).

2.13.10 Auswertung des *°N {*H} Hetero-NOE-Experiments

Das Hetero-NOE-Experiment gibt Auskunft Uber die Dynamik des H-N-Bindungsvektors im
Raum bezogen auf die Gesamtstruktur. Es werden zwel Experimente durchgefthrt, wobel fur
das erste Experiment der Hetero-NOE-Effekt durch die gewahlten In-Resonanzbedingungen
erfolgte, wohin gegen das andere Experiment unter Off-Resonanzbedingungen durchgefiihrt
wird. In beiden Spektren werden die °N{*H} Hetero-NOE-Kreuzsignale integriert und die
Volumina korrespondierender Signale dividiert, so dass Werte kleiner 1 erhalten werden, die
gegebenenfalls auch negativ werden kénnen. Der so erhaltene °N{H}-Hetero-NOE-Wert

wird gegen die Aminosduresequenz aufgetragen. Aminosauren in strukturierten Bereichen
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weisen einen “N{'H}-Hetero-NOE-Wert von ungefahr 1 auf, da sich die Volumina der
Signale hier kaum unterscheiden. Liegt eine Aminosdure in einem flexiblen Bereich des
Proteins, so ist der °N{*H}-Hetero-NOE-Wert deutlich kleiner als 1.

2.13.11 Identifizierung des Bindeepitops von murinem Sclerostin an
das Fab-Fragment AbD09097 mittels NMR-Spektroskopie

NMR-Puffer:  20mM K-Phosphatpuffer pH 6.0, 50mM NaCl, 5% D,0, 0.2% NaN3

Fur die Bestimmung des Bindeepitops von murinem Sclerostin an das Fab-Fragment
AbD09097 wurden zwei Proben vorbereitet. Fiir die eine Probe wurde N-markiertes
murines Sclerostin. ANC in NMR-Puffer gel6st (Konzentration 100uM, 25nmol in 250ul), fur
die andere Probe wurde N-markiertes murines Sclerostin ANC und AbDO09097 im
stéchiometrischen Verhdltnis von 1.1 gemischt (je 25nmol). Beide Proben wurden zweimal
gegen 500ml NMR-Puffer dialysiert und die Probe, die den Fab-Fragment/Sclerostin-
Komplex enthielt wurde auf ein Volumen von 250ul aufkonzentriert (Centricon). Beide
Proben wurden in ein Shigemi-Rdéhrchen (Shigemi Corp., Japan) tberfuhrt. Fir jede Probe
wurden ein *H™N 2D-HSQC Spektrum gemessen (siehe 2.13.2).
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3 Ergebnisse

3.1 Gewinnung von wildtypischem Sclerostin aus

Insektenzellkulturiberstand

Sclerostin ist ein sekretiertes Protein mit einem theoretischen Molekulargewicht von etwa
23000Da und besitzt zwe putative N-Glykosylierungsstellen (Kusu, et al., 2003). Die
Aminosauresequenz des reifen Proteins beinhaltet acht Cysteine. Fir eine strukturelle und
funktionelle Charakterisierung sollte Sclerostin zun&chst in biologisch aktiver Form
exprimiert und isoliert werden. Fiur die Expression wurde das dem Saugerzellsystem dhnliche,
heterologe Insektenzellen-Expressionssystem gewéhlt, wodurch der Transport durch das
sekretorische System mit moglichen posttranglationalen Modifikationen sichergestellt wurde.
Fur die Expression wurden zwel Expressionskonstrukte mSOST_pACGP67b (fur murines
Sclerostin) und hSOST_pACGP67b (fiir humanes Sclerostin) mit BaculoGold™ linearisierter
Baculovirus DNA in Sf9-Zellen kotransfiziert (siehe 2.4.3) (Beide Expressionskonstrukte
wurden freundlicherweise von Christian Soder zur Verfigung gestellt). Beide Konstrukte
enthalten N-terminal eine gp67-Signalsequenz (Signalsequenz des ,maor envelope
glycoprotein® gp67 des Autoprapha californica Virus) fur die Sekretion und C-terminal eine
Thrombinschnittstelle, gefolgt von einer Hexahistidinsequenz. Die Sequenzen sind im
Anhang aufgelistet. Der rekombinante Virus wurde in Sf9-Zellen amplifiziert und die
Expression und Sekretion beider Proteine durch Western Blot mit einem a-His-Tag-
Antikorper bestdtigt. Die Expression beider Proteine erfolgte wie in Kapited 2.4.7
beschrieben. Die Insektenzellen wurden mit einer Virenldsung mit einer MOI von 5 aus der
vierten oder funften Virusamplifikation infiziert. Nach viertagiger Inkubation bei 27°C,
wurden die Zellen durch Zentrifugation vom Medium separiert und der Uberstand fir die
Metallchel at-Affinitétschromatographie gegen Natriumphosphatpuffer dialysiert. Sclerostin
konnte wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben aufgereinigt werden. Die Anayse der
Proteinlésungen nach der Metallchelat-Affinitétschromatographie mittels SDS-PAGE ergab,
dass humanes als auch murines Sclerostin in den Proteinlésungen angereichert werden
konnten, diese aber noch Verunreinigungen enthielten. Die Proteinlésungen wurden
anschlief3end fur die Reinigung mittels K ationenaustauschchromatographie dialysiert und wie
in Kapitel 2.6.2 beschrieben Uber eine CM-Sepharose-Séule gereinigt. Die Anayse der
Proteinldsungen nach der Kationenaustauschchromatographie durch SDS-PAGE zeigte, dass
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die Proteine mit einer Reinheit von >95% erhaten werden konnten. In Tabelle 12 sind die
Ausbeuten an Proteinmenge nach den angegebenen Reinigungsschritten dargestellt.

Sclerostin (pACGP67b)
Reinigungsschritt: murin human
Ni-Saule * 1.2mg/l 0.9mg/l
lonenaustauscher 0.6mg/l 0.2mg/l

Tabelle 12: Ausbeuten von murinem und humanem Sclerostin aus Sf9-Insektenzellkultur.
(* Gesamtproteinmenge, enthalt Verunreinigungen.)

Die Ausbeute an humanem Sclerostin betrégt lediglich ein Drittel der Menge an murinem
Sclerostin. Mdgliche Grunde hierfir koénnten eine geringere Trandlation aufgrund von
MRNA-Sekundérstrukturen sein, eine schlechtere Sekretion oder eventuell auch ein starkerer
proteolytischer Abbau durch sekretierte Proteasen. Um Probleme bei der Trandation
auszuschlief?en und um Proteolyse zu minimieren, wurden die kodierenden Sequenzen fir
murines Sclerostin (mSOST) und humanes Sclerostin (hSOST) ohne Signal sequenz zwischen
die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol des Expressionsvektors pMK1 kloniert
(Abbildung 12). Im Fall von humanem Sclerostin wurde ein synthetisches, fir die Expression
in Drosophila melanogaster optimiertes Gen verwendet. Der Vektor pMK1 (modifizierter
pBac-3 von Novagen) ist kompatibel mit der BacVector'™-3000-Triple Cut Virus DNA
(Novagen), bel der nach homologer Rekombination ein V-cath-Proteinase defizienter Virus
entsteht. Die Konstrukte mSOST_pMK1 und hSOST_opt pMK1 enthalten N-terminal eine
gp64-Signalsequenz (Signalsequenz des ,maor envelope glycoprotein® gp64 des Orgyia
pseudotsugata multicapsid polyhedrosis Virus) fur die Sekretion des Proteins, gefolgt von
einer Hexahistidinsequenz und einer Thrombinschnittstelle. Hexahistidinsequenz und
Thrombinschnittstelle sind in diesem Fall N-terminal angehangt. Die Sequenzen der
Konstrukte sind im Anhang zu finden. Die Plasmide mSOST_pMK1 und hSOST_opt_pMK1
wurden mit BacVector™-3000-Triple Cut Virus DNA in Sf9-Zellen kotransfiziert (vgl.
2.4.4). Die Expression und Sekretion von murinem Sclerostin und humanem Sclerostin wurde
nach der zweiten Virusamplifikation durch Western Blot mit einem o-His-Tag-Antikorper
Uberprift (Abb. 12 C, D) und konnte fur beide Konstrukte bestétigt werden. Die Expression
und Aufreinigung beider Proteine erfolgte wie fur die beiden Expressionskonstrukte
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mSOST_pACGP67b und hSOST_pACGP67b beschrieben durch eine Metallchelat-
Affinitdtschromatographie gefolgt von einer Kationenaustauschchromatographie (Abb. 13,

Abb. 14).
A LacZ alpha
F1 ori
6xHis-Tag
AmpR Thrombin site
BamHI
mSOST_EMK1
5909 bp
mSOST
ColE1 origin Xhol
LacZ alpha
F1 ori
6xHis-Tag
AmpR Thrombin site
BamHI
hSOST_opt_pMK1
59§0pbpp
hSOST
ColE1 origin Xhol

37 |~

Abbildung 12: A) Vektorkarte von mSOST_pMK1, B) Western-Blot der zweiten Virusamplifikation von

murinem Sclerostin, C) Vektorkarte von hSOST_opt pMK1,
Virusamplifikation von humanem Sclerostin.

D) Western-Blot der zweiten
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Abbildung  13: SDS-PAGE der Protein-enthaltenden  Fraktionen der  Metallchelat-
Affinitditschromatographie. A) murines Sclerostin: St) Standard W) Waschfraktion, 1-4) murines
Sclerostin-enthaltende Fraktionen. B) humanes Sclerostin: 1-5) humanes Sclerostin-enthaltende
Fraktionen. Die Pfeile markieren die Proteinbande des murinen Sclerostins (links) und humanen
Sclerostins (rechts).

Sclerostin (PACGP67b) |  Sclerostin (pMK1)
Reinigungsschritt: murin human murin human
Ni-Saule* 1.2mg/l 0.9mg/l 1.8mg/l | 0.84mg/l
lonenaustauscher 0.6mg/l 0.2mg/l 0.8mg/l 0.4mg/l

Tabelle 13: Ausbeute von murinem Sclerostin und humanem Sclerostin aus Sf9- Insektenzellkultur.
(* Gesamtproteinmenge, enthalt Verunreinigungen.)

In Tabelle 13 sind die Ausbeuten an Protein fur die verschiedenen Expressionskonstrukte
nach den angegebenen Reinigungsschritten dargestellt. Fir murines Sclerostin konnte durch
die Verwendung des Expressionsvektors (pMK1) eine Ausbeutesteigerung von etwa 30%
erzielt werden. Im Fall von humanem Sclerostin fuhrten das codonoptimierte Gen und die
Verwendung des BacVector'™-3000-Systems zu einer Verdoppelung der Ausbeute. Trotz
Ausbeutesteigerung ist die erhatene Proteinmenge verhdtnismalig gering, weshalb bei
identischer  biologischer Aktivitée (sehe Kapitel 3.4) die biochemischen und
biophysikalischen Charakterisierungen mit dem leichter zuganglichen murinen Protein
durchgefthrt wurden.

In Abbildung 14 ist die SDS-PAGE-Anayse sowohl des murinen Sclerostins als auch des
humanen Sclerostins unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen dargestellt.
Das theoretische Molekulargewicht von murinem Sclerostin betragt etwa 23000Da. Anhand
der Markerproteine ergibt sich adlerdings ein apparentes Molekulargewicht von etwa
30000Da. Die Diskrepanz zwischen dem theoretischen und dem apparenten
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Molekulargewicht ist moglicherweise auf die Basizitét des Proteins (pl=9.5) und die N-
terminale Hexahistidinsequenz zurlckzufiihren. Der Vergleich von reduziertem und nicht
reduziertem Protein im SDS-Gel zeigt, dass sich die apparenten Molekulargewichte von
reduziertem und nicht reduziertem Protein nur minimal unterscheiden und dass Sclerostin
somit kein disulfidverbriicktes Homodimer bildet, wie es fir das DAN-Familienmitglied
Cerberus beobachtet wird (Biben, et al., 1998). Das rekombinante humane Sclerostin
erscheint als zwei Spezies mit unterschiedlichen apparenten Molekulargewichten, was unter
reduzierenden Bedingungen durch die Doppelbande im SDS-Gel deutlich wird. Grinde

hierfir konnen unterschiedliche Glykosylierung oder der partielle Abbau durch Proteasen

sein.
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Abbildung 14: Chromatogrammprofile der Kationenaustauschchromatographie von murinem
Sclerostin (A) und humanem Sclerostin (B) aus Sf9-Zellkultur. C) SDS-PAGE der vereinigten
Fraktionen der Kationenaustauschchromatographie fur (1) murines Sclerostin und (2) humanes
Sclerostin (a unter reduzierenden Bedingungen, b unter nichtreduzierenden Bedingungen, St)
Standard). Die Pfeile markieren die Proteinbande des murinen Sclerostins (oben) und humanen
Sclerostins (unten).
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3.2 Biochemische und biophysikalische Charakterisierung von

wildtypischem Sclerostin

Zuné&chst sollte das exakte Molekulargewicht des rekombinanten murinen Sclerostins sowie
des rekombinanten humanen Sclerostins bestimmt werden. Hierfir wurden die Proteine
mittels , reversed-phase® HPLC entsalzt und fir die massenspektrometrische Analyse in 50%
Methanol, 1% Essigsaure gel0st (siehe 2.9.1).

Es konnte weder murines noch humanes Sclerostin aus Insektenzellkultur direkt
massenspektrometrisch analysiert werden. Der Grund hierfir liegt wahrscheinlich in der
Heterogenitat der Proben, die mdglicherweise durch eine inhomogene Glykosylierung der
Proteine an zwei verschiedenen N-Glykosylierungsstellen (Asn® und Asn® in murinem
Sclerostin) bedingt ist. Sind die Glykosylierungsstellen wie im Fall von murinem Sclerostin-
ANC (Kapitel 3.3) nicht mehr vorhanden, so ist die massenspektrometrische Analyse des

Proteins moglich.

Sclerostin wird aufgrund seiner Aminosauresequenzhomologie der DAN-Familie zugeordnet.
Fur einige Mitglieder dieser Familie wird vermutet, dass sie Homodimere bilden. Ein
zusétzliches Cystein, welches im Fall von Cerberus durch ene intermolekulare
Disulfidbriicke zu einer kovalenten Homodimerisierung fuhrt, kennzeichnet diese Gruppe
(Biben, et al., 1998). Sclerostin besitzt allerdings eine gerade Anzahl an Cysteinen und bildet
daher kein disulfidverbriicktes Homodimer. Dies wird durch die SDS-PAGE-Anayse von
murinem Sclerostin unter nicht reduzierenden Bedingungen belegt (Abb. 14). Uber
Gelfiltration sollte analysiert werden, ob Sclerostin in Losung eventuell trotzdem ein
nichtkovalent verkniipftes Homodimer bildet (siehe 2.8). Die Chromatographie wurde mit
hohen Salzkonzentrationen im Laufpuffer (500mM NaCl) durchgefiihrt, da Sclerostin bel
niedrigeren Salzkonzentrationen mit der Saulenmatrix wechselwirkt und so ionische Effekte
das Elutionsverhalten stark beeinflussen. Um das apparente Molekulargewicht von Sclerostin
zu bestimmen, wurde die Saule zuvor nach Herstellerangaben mit Dextranblau, Aceton und
den Proteinen BSA (Serum Albumin, 67000DA), MBP (Maltose Binding Protein 42700DA)
und Lysozym (14300DA) kalibriert. Aus der Retentionszeit von Sclerostin konnte Uber
lineare Regression ein apparentes Molekulargewicht von 38000Da bestimmt werden.
Sclerostin liegt somit in Losung als Monomer vor. Ein méglicher Grund fur die Abweichung
vom theoretischen Molekulargewicht (23000Da) ist, dass fur die Eichung globulére Proteine
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verwendet wurden und dass die dreidimensionae Struktur von Sclerostin relativ anisotrop ist
und einige ungefaltete Bereiche enthdt (siehe 3.6.4.1).

Dass Sclerostin in Losung als Monomer vorliegt, konnte auch durch die Methode der
dynamischen Lichtstreuung gezeigt werden. Mit dieser Methode kann die Partikelgrofie von
Molekilen in Lésung ermittelt werden. Dabei wird monochromatisches Licht durch eine
spezielle Kuvette mit drel Fenstern geleitet, die eine Proteinlosung enthdlt. Durch die
Streuung des Lichtes an den Proteinmolekilen kénnen Ruckschliisse bezlglich des
hydrodynamischen Radius, der Molekulargewichte der Molekile und der Polydispersitéat
gezogen werden (siehe 2.5.6). Fur Sclerostin (Img/ml) in 20mM Na-Phosphatpuffer pH6 mit
50mM NaCl wurde ein hydrodynamischer Radius von 2.5nm und ein damit verkntpftes
Molekulargewicht von 29000Da bestimmt. Die Polydispersitdt der Lésung betragt 3.9%, das

heil3, die Lésung ist monodispers, bzw. sie besteht nur aus Teilchen einer definierten Grole.

3.2.1 Analyse des Glykosylierungsmusters von Sclerostin aus

Insektenzellen

Die Aminosduresequenz von murinem Sclerostin - enthdlt zwel  potentielle  N-
Glykosylierungsstellen. Eine ist im N-Terminus vor dem ersten Cystein (Sequenzmotiv
N%QT), eine weitere ist im C-Terminus nach dem letzten Cystein (Sequenzmotiv N*°QS)
lokalisiert (Abb. 15). Durch die Periodsdure Schiff-Farbung (PAS , periodic acid Schiff-
stain®) kénnen Glykokonjugate an Proteinen photochemisch detektiert werden. Hierfir wurde
murines Sclerostin (aus Sf9, pACGp67b) durch SDS-PAGE im Gel aufgetrennt und
anschliefiend nach Herstellerangaben mit PAS-Reagenz geférbt (siehe 2.10.1). Durch die
Rosaférbung der Sclerostinbande im Gel konnte gezeigt werden, dass Sclerostin glykosyliert
vorliegt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: SDS-PAGE-Analyse von murinem Sclerostin PAS-gefarbt. 1-4) verschiedene Mengen
an murinem Sclerostin, 5) Peroxidase als Positivkontrolle. Der obere Pfeil markiert die Proteinbande
der Peroxidase, der untere Pfeil die des murinen Sclerostins.
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Um zu analysieren, welche der beiden Stellen glykosyliert wird, wurde zunéchst etwa 5ug
murines Sclerostin (aus Sf9) unter reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel aufgetrennt
(zweifach durchgefihrt). Beide Sclerostinbanden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und
unterschiedlich behandelt. Die erste Probe wurde zunéchst durch die Endoglykosidase
PNGaseF deglykosyliert und anschlief3end mit der Endopeptidase Trypsin proteolytisch
gespalten, die zweite Probe wurde ohne Deglykosylierung mit Trypsin behandelt. (siehe
2.10.2). PNGaseF hydrolysiert die Bindung zwischen Asn und dem ersten Zucker GICNAc
(N-Acetylglucosamin) und desaminiert dabeil Asn zu Asp. Trypsin hydrolysiert
Peptidbindungen nach Arg und Lys. Die so erhaltenen Peptide wurden aus den Gelstticken
eluiert, entsalzt und massenspektrometrisch analysiert.

1 2 3 4 5 6 7
M soll [Da] M ist [Da] Diff AS Motiv
PNGaseF -
Trypsin [ppm] | von bis

2282.327 - - 8 33 N NQT
2883.311 2883.316 - 2 8 33 D*® NQT
2229.105 2229.112 2229.119 5 148 | 166 | N™ NQS
2230.089 - - 148 | 166 | D™ NQS

Tabelle 14: Auswertung der Proteolyse von murinem Sclerostin mit Trypsin mit vorheriger
Deglykosylierung. Spalte 1: Theoretisches Molekulargewicht des Peptides aus Aminoséaure x-y (siehe
Spalte 5). Spalte 2: Messwerte der deglykosylierten und trypsinisierten Probe des Peptides aus
Aminosaure x-y (siehe Spalte 5). Spalte 3: Messwerte der trypsinisierten Probe des Peptides aus
Aminosaure x-y siehe Spalte 5. Spalte 4: Fehler in ppm. Spalte 5: Peptid aus Aminosaure x-y. Spalte
6: Aminosaure an Stelle der Glykosylierungsposition (Asparagin oder nach Deglykosylierung durch
PNGaseF Aspartat) Spalte 7: Motiv der Glykosylierungsstelle.

In den Proben, die mit PNGaseF behandelt wurde, konnten zwei Peptidmassen detektiert
werden (2883,316Da und 2229,112Da), die dem theoretischen Molekulargewicht der Peptide
Asn®-Arg® und Phe'®-Lys'® entsprechen, welche die Glykosylierungsstellen N2QT bzw.
N*°QS enthalten, falls Asn?® zu Asp desaminiert wurde (siehe Tabelle 14). Die Peptidmasse
(2230,089Da), die dem Molekulargewicht des Peptides Phe**-Lys'® entspricht, falls Asn*®
zu Asp desaminiert ist, wurde nicht gefunden. Ebenso konnte auch die Peptidmasse
2882,33Da, die dem Molekulargewicht des Peptides Asn®-Arg® entspricht, falls Asn® nicht
desaminiert ist, nicht nachgewiesen werden. In der Probe, die nicht mit PNGaseF behandelt

wurde, konnten nur eine der vier in Tabelle 14 dargestellten Peptidmassen detektiert werden
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(2229,112Da). Diese entspricht dem theoretischen Molekulargewicht des Peptides Phe'*-
Lys'® (mit Asn™). Daraus kann geschlossen werden, dass ausschlieflich die N-terminale
Glykosylierungsstelle ~ (N®QT)  glykosyliet  vorliegt und die  C-terminale

N 150

Glykosylierungsstelle (N™"QS) in Sf9 exprimiertem Sclerostin nicht glykosyliert wird.

3.2.2 Analyse des Disulfidverbrickungsmusters von Sclerostin

Die Aminosauresequenz von Sclerostin beinhaltet acht Cysteine, von denen sechs Cysteine
eine Aminosauresequenzfolge mit der Konsensussequenz C*, CxGxC?, C*, C°xC® bilden, die
fUr einen putativen Achtring-Cystinknoten codiert (Avsian-Kretchmer, et al., 2004). Durch
Vergleich mit bekannten Strukturen von Cystinknotenproteinen wie z.B. den BMPs wurde fur
Sclerostin @ ebenfalls en Cystinknoten  vorhergesagt.  Dieser  sollte  durch
massenspektrometrische Analyse von, durch (gezielte Proteolyse entstandenen,
disulfidverbriickten Peptide Uberprift werden. Das Experiment wurde mit unterschiedlichen
Sclerostinvarianten (siehe Kap. 3.3, 3.5) durchgefuhrt. Hier soll allerdings exemplarisch das
Experiment mit der C-terminal verkirzten Variante (murines Sclerostin-AC) aus E.coli-
Expression beschrieben werden.

HierfUr wurden 50Qug murines Sclerostin -AC (siehe Kapitel 3.5) unter nichtreduzierenden
Bedingungen in Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer gel6st und zunédchst fir 7 Stunden bel
37°C mit der Endopeptidase GluC verdaut (siehe 2.9.2). GIluC hydrolysiert die Peptidbindung
bevorzugt nach Glutamat, spaltet aber auch nach Aspartat. Die entstandene
Peptid/Proteasemischung wurde fir 45 min auf 65°C erhitzt. AnschlieRend wurde die
Protease Trypsin zugegeben und die Mischung Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
entstandenen Peptide wurden nun mittels RP-HPLC aufgetrennt (siehe 2.9.2.1). Peptid-
enthaltende Fraktionen wurden gefriergetrocknet, in 50% Methanol, 1% Essigsdure gelost
und massenspektrometrisch anaysiert.

Die durch die Spaltung von murinem Sclerostin-AC mit GluC und Trypsin entstandenen und
detektierten Peptide sind in Tabelle 15 dargestellt und in die Aminosduresequenz
eingezeichnet (Abb. 16). Die Peptide decken einen Bereich von 88.6% der
Aminosauresequenz von murinem Sclerostin-AC ab.

Das theoretische Molekulargewicht der disulfidverbriickten Peptide wurde zuvor nach
folgendem Schema berechnet:

Mpeptid-s-S-Peptid = MLpeptid-sH + M2peptid-sH = M+ = 2My
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Wobel m fir die monoisotopische Masse eines einfach positiv geladenen Peptides steht, my
fur die monoisotopische Masse von Wasserstoff und my. fir die monoisotopische Masse
eines Protons.

Peptidmasse | Sequenzabdeckung Enthaltene
[Da] von AS bis AS Cys
689.373 58 62
731.393 71 77
828.377 20 26
853.525 89 96
893.389 27 33|*
1330.644 99 108
1446.651 34 46
1802.853 53 56 55
109 118 109
2076.958 47 56 55
109 115 109

2111.033 78 88 80, 84
136 141 140
142 144 142

2352.129 13 33

2368.124 13 33*

2653.256 10 33

2669.251 10 33|*

2882.326 8 33

3114.387 20 46

Aminosauren in

Peptiden detektiert 147
von

Gesamtaminosaurezahl 166
entspricht einer Sequenzabdeckung von [%] 88.6

Tabelle 15: Liste einiger massenspektrometrisch detektierter Peptide der Proteolyse von murinem
Sclerostin-AC mit GIuC und Trypsin. Fir alle Peptide ist das monoisotopische theoretische
Molekulargewicht als einwertig geladenes lon angegeben. Die Fehlergrenze fiir alle Peptide liegt im
Bereich zwischen +20ppm. Gelb, grin und orange hinterlegte Peptide représentieren den
Cystinknoten. Das rot hinterlegte Peptid reprasentiert die zusatzliche Disulfidbriicke zwischen Cys®
und Cys'*®. Die Nummerierung bezieht sich auf die zu Sclerostin gehdrenden Aminosauren (Start mit
GIn', siehe Abbildung 16 oben). *) Peptide enthalten ein oxidiertes Methionin. Dies fihrt zu einer
Massenzunahme von 16Da.
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Abbildung 16: oben) Aminoséuresequenz von murinem Sclerostin-AC. Die eingeklammerten
Sequenzabschnitte resultieren aus dem Expressionsvektor. Die unterlegten Sequenzabschnitte sind in
Form von Peptiden massenspektrometrisch detektiert worden. In grau sind Peptide, die keine
Cysteine enthalten, dargestellt. In rot und in griin sind Cystein-enthaltende Peptide dargestellt. Die
Aminosduren Glu, Asp, Arg, Lys nach denen die gewahlten Proteasen die Peptidbindung
hydrolysieren, sind in blau dargestellt. Unten) Massenspektrum einer Peptid enthaltenden Fraktion
des RP-HPLC gereinigten Proteolyseansatzes von murinem Sclerostin-AC. Zwei disulfidverbriickte
Peptide sind vergroRert dargestellt. a) Phe®*-Arg™ und Val'**-Arg*® verbriickt durch die Disulfidbriicke
Cys®-Cys'®®. b) Ein den Cystinknoten reprasentierendes Peptid bestehend aus Asp*®-Glu®’, Ser’*-
Arg®, Cys'®-Arg'*® und Lys™**-Arg*** verbunden durch 3 Disulfidbriicken (Cys®-Cys**, Cys®-Cys'*?,
CySSS'Cyslog).
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Unter anderem konnten Peptide detektiert werden, die durch mehrere Disulfide verbriickt sind
und dem vorhergesagten Cystinknoten entsprechen. Diese Peptide sind in der Tabelle 15
farbig hervorgehoben. In Abbildung 16 sind exemplarisch zwei durch Disulfidbriicken
verbundene Peptide von Sclerostin dargestellt. Das Peptid mit der monoisotopischen Masse
4719.29Da (m/z = 1573.7679Da, z = 3) entspricht dem Cystinknoten. Dieser setzt sich
zusammen aus den Peptiden Asp®-GIu®’, Ser™-Arg®, Cys'®-Arg"™® und Lys™-Arg**,
welche durch drei Disulfidbriicken (Cys®-Cys™, Cys*-Cys**?, Cys™ Cys'®) verbunden sind.
Dabei wird angenommen, dass die Disulfidbriicke, welche die Peptide Asp*-Glu®" und
Cys'®-Arg'® verkniipft, den Ring des Cystinknotens durchsteckt. Das Peptid mit der
monoi sotopischen Masse 2087.052Da (m/z = 1044.028Da, z = 2) entspricht zwei Peptiden
Phe®-Arg” und Va**°-Arg™* verbriickt durch die Disulfidbriicke Cys>®-Cys'%.

3.2.3 Analyse der Doméanenstruktur von Sclerostin

Wurde wildtypisches murines Sclerostin (aus Sf9-Zellkultur) Uber einen langeren Zeitraum
bei 4°C gelagert, so konnte mittels SDS-PAGE-Analyse der proteolytische Abbau des
Proteins zu einem stabilen Fragment mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa
10000-12000Da beobachtet werden (Abb. 17 A). Wieim vorigen Kapitel (3.2.2) beschrieben,
ist der Bereich zwischen dem ersten Cystein und dem letzten Cystein (Cys™-Cys'*) von
Sclerostin durch Disulfidbriicken vernetzt. Eine Sekundérstrukturvorhersage identifiziert fir
diesen Bereich mehrere Sekundéarstrukturelemente. Fur die N- und C-terminalen Bereiche vor
und nach dem ersten bzw. letzten Cystein (Aminosaurereste GIn*-Ser®® und Lys**-Tyr??), die
reich an Prolinen sind und einen niedrigen Antell an hydrophoben Aminosauren beinhalten,
ergab die Sekundarstrukturvorhersage, dass die Bereiche keine Sekundérstrukturelemente
beinhalten. Die N- und C-terminalen Bereiche von Sclerostin liegen daher wahrscheinlich
flexibel vor, wodurch sie leichter fir Proteasen und deren Abbau zuganglich sind. Die
massenspektrometrische Analyse des so entstandenen Sclerostin-Fragments ergab, dass das
Fragment héchstwahrscheinlich dem Bereich von Glu**-Cys**? entspricht, was dem Cystein-
reichen Teil des Proteins gleichkommt.

Durch eine limitierte Proteolyse mit der Protease GluC sollte das Fragment gezielt hergestellt
werden. Abbildung 17 B zeigt den zeitlichen Verlauf der Proteolyse von murinem Sclerostin
aus Sf9-Zellkultur und E.coli-Expression (siehe 2.9.2) mit GIuC nach ein, zwei und drei
Stunden. Hierfr wurden 100ug Protein (0.3mg/ml) im Verhdltnis 100:1 mit GluC versetzt.

Es entsteht, analog zur Lagerung bei 4°C, unter anderem ein Fragment mit einem apparenten
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Molekulargewicht von etwa 18000Da. Auflerdem entstehen noch ein oder mehrere
Spaltprodukte mit hdheren apparenten Molekulargewichten (ca. 25000Da), die aber mit der
Zeit zu dem Fragment mit dem apparenten Molekulargewicht von etwa 18000Da abgebaut
werden. Ein moglicher Grund warum die Proteolyse der beiden Proteine aus Sf9-Zellkultur
und E.coli-Expression nicht zu identischen Spaltprodukten fihrt ist, dass Sclerostin aus

E.coli-Expression nicht glykosyliert ist.

A St F B_StSOEO S1 E1 S2 E2 S3 E3
791w 66
gg_: 45
35T -
30w 25 .--!-‘:—'-
20« e - - -
14w
- |
C
St TO 1h 2h 4h 19h
66+
45
30
20 = &
14y et Bl

Abbildung 17: A) SDS-PAGE-Analyse des wahrend der Lagerung bei 4°C durch Proteolyse
entstandenen Sclerostin-Fragments. B) Zeitlich limitierte Proteolyse von murinem Sclerostin aus Sf9-
Zellkultur (S) und aus E.coli-Expression (E) mit GluC. Die SDS-PAGE-Analyse zeigt Proben zu Beginn
des Experiments (S/EQ) und nach 1, 2, und 3 Stunden. C) Zeitlich limitierte Proteolyse von murinem
Sclerostin-AC (aus Sf9-Zellkultur) mit GIuC. Die SDS-PAGE-Analyse zeigt Proben zu Beginn des
Experiments (TO) und nach 1, 2, 4 und 19 Stunden. Die Pfeile markieren das Protease-stabile
Fragment, was dem Cystein-reichen strukturierten Bereich von Sclerostin entspricht.

Die Hinweise auf unterschiedlich strukturierte Bereiche fuhrten zu der Idee, Sclerostin N- und
C-Terminal zu verkirzen. Dabel entstanden die in Kapitel 3.3 beschriebenen Varianten
murines Sclerostin-AC und murines Sclerostin-ANC. Die Proteolyse der C-termina
verkiirzten Variante von Sclerostin (murines Sclerostin-AC, Gln'-Arg'™) mit GluC fihrte
ebenfalls nach einiger Zeit zu dem stabilen Fragment mit einem apparenten Mol ekulargewicht
von etwa 18000Da (Abb. 17 C). Die massenspektrometrische Analyse dieses 18000Da-
Fragments ergab, dass es sich um den N-termina verkiirzten Teil aus Aminosiure Asn®-
Arg'* von Sclerostin handelt (siehe Kapitel 3.3, Abb. 19 E). Es werden also die ersten 35
Aminosauren des N-Terminus abgespalten.
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Eine andere Methode detaillierte Informationen bezlglich Faltung und Flexibilitdt eines
Proteins zu erhaten, ist die NMR-Spektroskopie. Der Vergleich der *HN-2D-HSQC-
Spektren wildtypischem Sclerostins mit dem der N- und C-terminal verkirzten Variante des
murinen Sclerostinss:ANC zeigt eindeutig, dass der Cystein-reiche Bereich von Sclerostin
strukturiert vorliegt, wahrend die Aminosduren des N- und C-terminalen Bereichs ungefaltet
und flexibel sind (siehe 3.6.1). Anhand dieser Ergebnisse lasst sich Sclerostin in dre
Regionen gliedern: Die N- und C-terminalen Bereiche (GIn'-Glu® und Lys***-Tyr?*®) sind
flexibel und ungefaltet und die Cystein-reiche Domane von Sclerostin (Asn®*-Cys™*) liegt

strukturiert vor.

3.3 Gewinnung verkdurzter Sclerostinvarianten

Um die Region von Sclerostin einzugrenzen, welche die Inhibition des Wnt-Signalwegs
vermittelt, sollte Sclerostin N- und C-termina verkirzt werden. Zunachst wurde die
kodierende Sequenz fur das C-termina verklrzte Konstrukt des murinen Sclerostins-AC
zwischen die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol des Expressionsvektors pMK1
kloniert. Das Konstrukt kodiert fir die Aminosauren GIn' bis Arg* und endet zwei
Aminosauren hinter dem letzten Cystein der Sequenz (Abb. 20). Es weist, wie das
wildtypische Konstrukt, eine N-terminale Hexahistidinsequenz gefolgt von ener
Thrombinschnittstelle auf. Die Sequenz befindet sich im Anhang. Das Plasmid
mMSOSTAC_pMK1 wurde mit BacVector'M-3000-Triple Cut Virus DNA (Novagen) (vgl.
2.4.4, Abb. 18 A) in Sf9-Zellen kotransfiziert. Die Expression und Sekretion von murinem
Sclerostin-AC wurde nach der zweiten Virusamplifikation mittels Western-Blot bestétigt
(Abb. 18 B). Murines Sclerostin-AC wurde analog zu dem wildtypischen murinen Sclerostin
exprimiert und aufgereinigt (siehe Kapitel 2.6) (Abb. 18 C, D, E). Die Ausbeute an murinem
Sclerostin-AC  betrug 1.6mg/ml und war somit doppelt so hoch im Vergleich zu
wildtypischem Protein (Tabelle 16).

Aulerdem sollte eine Sclerostinvariante generiert werden, bel der sowohl der N- als auch der
C-Terminus deletiert sind (Aminosauren Va*®-Arg'*). Diese Variante wurde analog zu
murinem Sclerostin-AC  kloniert und mit BacVector'-3000-Triple Cut Virus DNA
(Novagen) in Sf9-Insektenzellen kotransfiziert. Der Western-Blot nach der zweiten
Virusamplifikation zeigte alerdings, dass diese Proteinvariante nicht sekretiert wurde.
Moglicherweise ist der Verlust beider Glykosylierungsstellen nachteilig fir die sekretorische
Expression in Insektenzellen. Ahnliche Beobachtungen wurden auch fir den Interleukin-4
Rezeptor (IL-4R) gemacht (mtndliche Mittellung von Prof. Dr. Thomas Mller).
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Abbildung 18: A) Vektorkarte von mSOST_AC_pMK1. B) Western-Blot der zweiten Virusamplifikation
von murinem Sclerostin-AC. Als primarer Antikérper wurde ein Anti-His-Tag Antikérper verwendet. C)
SDS-PAGE-Analyse der Metallchelat-Affinitditschromatographie. W: Waschfraktion, 1-3: murines Scle-
rostin-AC enthaltende Fraktionen. D) Chromatogrammprofil der Kationenaustauschchromatographie
von murinem Sclerostin-AC. E) SDS-PAGE-Analyse der vereinigten Fraktionen der Kationen-
austauschchromatographie unter reduzierenden Bedingungen. Die Pfeile kennzeichnen die
Proteinbande des murinen Sclerostins-AC.

Reinigungsschritt: murines humanes murines
Sclerostin Sclerostin Sclerostin-AC
(PMK1) (PMK1) (PMK1)
Ni-Saule * 1.8mg/l 0.84mg/l 5mg/l
| onenaustauscher 0.8mg/l 0.4mg/l 1.6mg/l

Tabelle 16: Gewinnung von rekombinantem murinen Sclerostin, humanem Sclerostin und murinem
Sclerostin-AC aus Sf9-Zellkulturuberstand. Die mg-Angaben beziehen sich auf einen Liter
Zellkulturiberstand. (* Gesamtproteinmenge, enthalt Verunreinigungen.)
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Abbildung 19: A) SDS-PAGE-Analyse der praparativen Proteolyse von murinem Sclerostin-AC mit
GIluC. vS: vor Proteolyse, nS: nach Proteolyse (beides unter reduzierenden Bedingungen). B)
Chromatogrammprofil der Kationenaustauschchromatographie von murinem Sclerostin-ANC. C) SDS-
PAGE-Analyse der Kationenaustauschchromatographie von murinem Sclerostin-ANC unter
reduzierenden Bedingungen nS: nach Proteolyse, 9-11: Protein enthaltende Fraktionen. D)
Aminosduresequenz von murinem Sclerostin-AC. Die Aminosduren, nach denen GIluC die
Peptidbindung hydrolysiert (Asp (D) und Glu (E)) sind rot hervorgehoben. Die blaue Sequenz wurde
durch die Protease GIuC entfernt. Der schwarze Pfeil markiert die Spaltstelle. E) Massenspektrum der
durch Proteolyse mit GIuC hergestellten Trunkationsvariante des murinen SclerostlC nach
Dekonvolution als einfach positiv geladenes lon. Das Molekulargewicht von 12266.587Da (roter Pfeil)
entspricht dem Sequenzbereich Asn**-Arg'**. (*) Die beiden Molekulargewichte 12365.583Da und
12463.572Da entsprechen ebenfalls dem Sequenzbereich von Asn®*-Arg™**, wobei wahrscheinlich ein
bzw. zwei Phosphationen (98Da) nichtkovalent angelagert sind.
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N-Terminus Cystinknoten C-Terminus

mSclerostin. AC (AS: Q1-R144)

Abbildung 20: Schematische Darstellung der verschiedenen Sclerostinvarianten: murines Sclerostin,
murines Sclerostin-AC und murines Sclerostin-ANC.

Da die Expression einer N- und C-terminal verkirzten Sclerostinvariante in Sf9-Zellen nicht
erfolgreich war, musste die Variante proteinchemisch oder in einem anderen heterologen
Expressionssystem hergestellt werden. Dabel wurde die in Kapitel 3.2.3 beschriebene
analytische Proteolyse von murinem Sclerostin-AC mit GluC zugrunde gelegt. Murines
Sclerostin-AC aus Sf9-Zellkultur wurde in Natriumphosphatpuffer gelést, mit GluC im
Verhdtnis von 1:100 versetzt und Uber Nacht bel Raumtemperatur inkubiert. Der Ansatz
wurde Uber ene Kationenaustauschchromatographie (siehe 2.6.2) aufgereinigt (siehe
Abbildung 19). Fir die Analyse des Spaltprodukts wurde das Protein mittels , reversed
phase’-HPLC entsalzt und gefriergetrocknet. Die Probe wurde in 50% Methanol, 1%
Essigsaure gelost und mit Hilfe eines ESI-FT ICR Massenspektrometers untersucht. Die
Analyse ergab ein Molekulargewicht von 12266.587Da fir das Proteol yseprodukt, was einem
N- und C-terminal verkiirzten Sclerostin mit der Sequenz Asn® bis Arg*** entspricht
(theoretisches Molekulargewicht dieses Abschnitts betragt 12266.202Da). Aus 700ug
murinem Sclerostin-AC konnten so 300pg murines Sclerostin-ANC (Asn® bis Arg'*, siehe
Abb. 20) gewonnen werden.
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3.4 Charakterisierung der biologischen Wirkung von Sclerostin

und Varianten

Fur einige Mitglieder der DAN-Familie (DAN, Cerberus, Gremlin) wurde gezeigt, dasssieds
direkte Antagonisten des BMP-Signalwegs fungieren (Hsu, et al., 1998). Auch flr Sclerostin
wurde beobachtet, dass es die BMP-stimulierte ektope Knochenbildung hemmen kann (van
Bezooijen, et al., 2007). Im Gegensatz zu Gremlin, DAN und Cerberus fungiert Sclerostin
alerdings nicht als direkter BMP-Antagonist, sondern inhibiert den kanonischen Wnt-
Signalweg durch Bindung an LRP5/6 (Li, et al., 2005, van Bezooijen, et al., 2007). Der BMP-
Signalweg und der kanonische Wnt-B-Catenin-Signalweg wirken nachgeschaltet im
Differenzierungsprozess von Pr&Osteoblasten zu reifen, knochenbildenden Osteoblasten,
wodurch die Wirkung von Sclerostin auf den BMP-Signalweg erklart werden kann (Rawad,
et al., 2003). Um die in Sf9-Zellen hergestellten Sclerostinvarianten auf ihre biologische
Aktivitdt zu testen, wurden mehrere zellbasierende Nachweisverfahren durchgefihrt. Der
Einfluss von Sclerostin auf den BMP- und den kanonischen Wnt-§3-Catenin-Signalweg wurde
mit Hilfe eines Signalweg-spezifischen Reportergen-Nachweisverfahrens getestet, wobel die
Genexpression der ,Firefly“-Luciferase unter die Kontrolle eines Signalweg-spezifischen
Promotors gestellt wird. AulRerdem wurde Sclerostin noch in einem Nachweisverfahren
getestet, in dem die Induktion der akalischen Phosphatase (ALP) Expression bestimmt wird.
Die akalische Phosphatase gehdrt zu den Markerproteinen fur differenzierende Osteoblasten.
Durch Zugabe von BMPs wird die Differenzierung von Pr&Osteoblasten zu Osteoblasten
induziert. Wie von Rawadi et al. gezeigt, wird durch das Aktivieren des BMP-Signalwegs
zunéchst die Expression von Wnt-Proteinen induziert. Dadurch kommt es zu einer
Aktivierung des kanonischen Wnt-B-Catenin-Signalwegs, was letztlich zur Bildung von
alkalischer Phosphatase fuhrt (Rawadi, et al., 2003) (siehe Abb. 8). Die Menge der
exprimierten akalischen Phosphatase kann bestimmt werden, indem die ALP-abhangige
Dephosphorylierung von para-Nitrophenyl phosphat (PNPP) photometrisch detektiert wird.

3.4.1 Einfluss von Sclerostin auf den kanonischen Wnt-pB-Catenin-
Signalweg
Um die biologische Aktivitat der Sclerostinvarianten aus Sf9-Zellkultur (oder von Dickkopf-
1, hDkk-1) zu Uberprufen, wurden die rekombinanten Proteine in einem Wnt-Reportergen-

Nachweisverfahren getestet (siehe 2.11.6). Hierfir wurden HEK293T Zellen mit dem
Super8xTopFl ash Reporterkonstrukt (von Randall Moon zur Verfigung gestellt, (Veeman, et
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al.,, 2003)) transfiziert. Nach 24 Stunden wurde das zu testende Protein in einer
Konzentrationsreihe (1 bis 500nM) zu den transfizierten Zellen gegeben. Durch die Zugabe
murinem-Wnt3a-haltigem Medium 10% (v/v) (oder Kontroll-Medium als

Negativkontrolle) wurde der kanonische Wnt-Signalweg induziert. Dadurch kommt es zur

von

Transkription und Translation des TCF/LEF-kontrollierten Reportergens, der , Firefly“-

Luciferase.
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Abbildung 21: A) Balkendiagramm des Wnt-Reportergen-Nachweisverfahrens mit murinem Sclerostin
aus Sf9-Zellkultur. B) Balkendiagramm des Wnt-Reportergen-Nachweisverfahrens mit humanem
Sclerostin  aus  Sf9-Zellkultur. C) Halblogarithmische Darstellung des Wnt-Reportergen-
Nachweisverfahrens mit murinem Sclerostin (rot), murinem Sclerostin-AC (blau), murinem Sclerostin-
ANC (grtn) mit Analyse der Konzentration, die fur eine halbmaximale Inhibition notwendig ist (ICsp).
RLU steht fur relative Lumineszens. D) Balkendiagramm des Wnt-Reportergen-Nachweisverfahrens
mit humanem Dickkopf-1 (hDkk1) von der Firma Peprotech.

Die Ergebnisse belegen, dass murines und humanes Sclerostin die Expression der ,, Firefly*“-
Luciferase dosisabhangig hemmen kénnen (siehe Abb. 21 A, B). Auch die C- sowie die N-
und C-terminal verkirzten Sclerostinvarianten zeigen eine dem wildtypischen Sclerostin

ahnliche biologische Aktivitdt im Wnt-Reportergen-Nachweisverfahren. Dabel zeigt murines
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Sclerostin-AC eine mit dem Wildtyp vergleichbare Aktivitdt, wahrend murines Sclerostin-
ANC eine um den Faktor fiinf geringere biologische Aktivitit aufweist (Abb. 21 C). Die aus
den Daten ermittelten Konzentrationen fur eine halbmaximale Inhibition (ICso-Werte)
betragen in etwa 100nM fir murines Sclerostin, 80nM fir murines Sclerostin-AC und 450nM
fur murines Sclerostin-ANC. Die Daten zeigen, dass die flexiblen Termini von Sclerostin
keine essentielle Funktion fur die Inhibition der Wnt-Aktivitéat haben.

Humanes Dickkopf-1 inhibiert die Wnt-responsive Expression der , Firefly“-Luciferase
ebenfalls dosisabhéngig, zeigt aber verglichen mit Sclerostin schon bei wesentlich niedrigeren
Konzentrationen einen deutlichen Effekt (siehe Abb. 21 D).

3.4.2 Einfluss von Sclerostin auf den BMP-Smad1/5/8- Signalweg

Mit Hilfe enes BMP-Smadl/5/8-Reportergen-Nachweisverfahrens und enes ALP-
Nachweisverfahrens sollte der Einfluss von Sclerostin auf den BMP-Smadl/5/8-Signalweg
analysiert werden. In Abbildung 22 A, B sind die BMP-Smadl/5/8-Reportergen-
Nachweisverfahren fir Sclerostin im Vergleich mit einem direkten BMP-Antagonisten, der
von Willebrand Faktor Typ C Doméne 1 (VWC1) von Crossveinless-2 (CV2), dargestellt
(Zhang, et al.,, 2008). Fur das Reportergen-Nachweisverfahren wurde die Zedlllinie
C3H10T 1/2-BRE-Luc verwendet, die mit dem BM P-responsiven Reporterkonstrukt p(BRE),-
Luc stabil transfiziert ist (zur Verfiigung gestellt von Peter ten Dijke). Die Zellen wurden mit
200ng/ml BMP2 stimuliert und mit steigenden Konzentrationen der zu testenden
Modulatorproteine bzw. Proteindoméanen versetzt. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die
Zéellen lysiert und die exprimierte Luciferasemenge bestimmt (siehe Kapitel 2.11.7). Es wird
deutlich, dass Sclerostin im Gegensatz zum direkten BMP-Antagonisten CV2-VWC1 auch
bei hoheren Konzentrationen die Bildung der Luciferase nicht signifikant zu hemmen vermag,
wahrend die VWC1-Domane eine direkte Inhibition des BMP-Signalwegs erreicht. Dies
belegt, dass Sclerostin, wie auch in der Literatur beschrieben, keine direkte Hemmung auf den
BMP-Signalweg ausiibt (van Bezooijen, et al., 2007). In Abbildung 22 C und D sind hierzu
im Vergleich die Wnt-Reportergen-Nachweisverfahren fur die VWC1-Doméne von
Crossveinless-2 und fur Sclerostin dargestellt. Hier wird deutlich, dass nur Sclerostin den
Wnt-Signalweg inhibiert, wohin gegen die VWC1-Domédne des BMP-Antagonisten
Crossveinless-2 keinen Einfluss auf diesen Signalweg austibt.

In Abbildung 22 E ist das Bakendiagramm des ALP-Nachweisverfahrens fir murines
Sclerostin (aus Sf9-Zellkultur) dargestellt. Die Induktion der alkalischen Phosphatase wurde
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in MC3T3E1l-Zellen (Osteoblastenvorlauferzelllinie) gemessen. Die Zellen wurden in
osteogenem Medium (mit 300ng/ml BMP-2) mit steigenden Konzentrationen von murinem
Sclerostin versetzt und fur vier Tage inkubiert (siehe Kapitel 2.11.8). Hier zeigt sich, dass
Sclerostin  die BMP2-induzierte Bildung der akalischen Phosphatase bei  hohen
Konzentrationen hemmen kann. Sclerostin inhibiert hier vermutlich nicht direkt den BMP-
Signalweg, vielmehr inhibiert es den BMP2-induzierten Wnt-p-Catenin-Signalweg (van
Bezooijen, et al., 2007).
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Abbildung 22: Balkendiagramm des BMP-Reportergen-Nachweisverfahrens in C3H10T1/2-BRE-luc
Zellen. (RLU= relative Lumineszenz). Die Zellen wurden mit 200ng/ml BMP2 stimuliert. Die Doméne
VWC1 des direkten BMP-Antagonisten Crossveinless-2 inhibiert die BMP-responsive Expression der
.Firefly“-Luciferase dosisabhéngig (A). Murines Sclerostin zeigt keinen inhibitorischen Einfluss auf den
BMP-Signalweg (B). Balkendiagramm des Wnt-Reportergen-Nachweisverfahrens in HEK293T-Zellen.
CV2-VWC1 beeinflusst die Expression der Wnt-responsiven ,Firefly“-Luciferase nicht (C). Murines
Sclerostin inhibiert die Expression der Whnt-responsiven ,Firefly“-Luciferase dosisabhangig (D).
(Molekulargewicht von Sclerostin: 23612.5Da, von CV2-VWC1: 7071.1Da) E) Balkendiagramm des
ALP-Nachweisverfahrens mit murinem Sclerostin in MC3T3E1-Zellen. Die Zellen wurden mit 300ng/ml
BMP2 stimuliert. AuBerdem wurden steigende Mengen am murinem Sclerostin zugegeben. Sclerostin
inhibiert die ALP-Expression dosisabhangig.
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3.4.3 Analyse der direkten Protein-Protein-Interaktion zwischen
Sclerostin und LRP6 bzw. Sclerostin und BMP7

Durch Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie (SPR, ,surface plasmon resonance”)
lassen sich Protein-Protein-Interaktionen in Echtzeit detektieren und so Bindungskinetiken
analysieren.

Unter den Bedingungen der Totalreflektion entsteht am Ubergang zweier benachbarter
Medien, mit unterschiedlichen optischen Dichten, ein senkrecht dazu verlaufendes
exponentiell abklingendes Feld (evaneszente Welle). Wird zwischen die beiden Medien eine
dinne Goldschicht eingebracht, so regt die evaneszente Welle Elektronenwolken (sog.
Plasmonen) in diesem Goldfilm an. Das Phdnomen das hierbei beobachtet wird, wird als
Oberflachenplasmonresonanz bezei chnet.

Das Messprinzip der Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie beruht auf der Detektion
der zeitlichen Verschiebung des Resonanzwinkels (Winkel der Totalreflektion). Durch
Anlagerung von Ligandenmolekilen an die auf einem Sensorchip immobilisierten
Rezeptormolekile kommt es zur Veranderung im Brechungsindex des optisch dinneren
Mediums. Dieses resultiert in einer Verschiebung des Winkels der Totalreflexion.

Der fur das BIAcore System verwendete Sensorchip besteht aus einer diinnen Goldschicht
und einer Tragermatrix und ist in vier Flusszellen unterteilt, auf die unterschiedliche
Rezeptormolekile an der Tragermatrix immobilisiert werden konnen. Oberhalb des
Sensorchips ist die optische Einheit angebracht, die aus einem Glasprisma besteht. Durch das
Einstrahlen von polarisiertem Laserlicht kommt es an der Oberflache zwischen Prisma und
Anaytlosung zu Totareflexion und zur Entstehung der evaneszenten Welle, welche die
Elektronen der dazwischen liegenden Goldschicht anregt. Werden nun die gebundenen
Rezeptormolekile mit Ligandenmolekilen perfundiert und kommt es zur Bindung zwischen
diesen, so andert sich der Brechungsindex, woraus eine Verschiebung des Resonanzwinkels
resultiert. Dieser ist proportional zur Massenzunahme auf der Chipoberflache. Die Anderung
des Brechungsindexes und damit die Massendnderung auf der Chipoberflache im Zeitverlauf,
wird in einem so genannten Sensogramm dargestellt. Als Einheit fir die Anderung des
Resonanzwinkels werden RU (,, resonance units*) verwendet.

Die Immobilisierung des Rezeptors kann durch unterschiedliche chemische Verfahren
erfolgen. Es gibt einerseits die direkte Immobilisierung, wobel Carboxylgruppen der
Oberflachenmatrix zundchst mit EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid) und
NHS (N-Hydroxysuccinimid) aktiviert werden und anschlieffend der Rezeptor Uber
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Amingruppen an die aktivierten Carboxylgruppen gebunden wird. Anschlief3end werden nicht
benutzte aktivierte Stellen mit Ethanolamin abreagiert. Bel dieser Methode kann der Rezeptor
allerdings auch Gber mehrere Amingruppen an die Chipoberfléche gekoppelt werden, was oft
zur Inaktivierung des Rezeptors fuhrt. Um dies zu verhindern, wird zunéachst Streptavidin
direkt auf der Chipoberflache immobilisiert. Anschlief3end wird der zuvor biotinylierte
Rezeptor Uber die Biotin-Streptavidin-Interaktion gezielt auf die Oberflache aufgebracht.
Durch milde Reaktionsbedingungen, bei denen die Rezeptormolekile nur ein bis maximal
zweima biotinyliert werden, kann eine mehrfache Kopplung eines Rezeptormolekils an die
Matrix weitestgehend verhindert werden (siehe 2.5.5).

Ein Messzyklus besteht aus drel typischen Phasen: Bel Perfusion mit Analytlésung kommt es
zur Bindung von Ligand an den immobilisierten Rezeptor (Assoziationsphase). Diese
Bindung fuhrt nach einiger Zeit zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes (Equilibrium-
Bindung) in der sich Assoziation und Dissoziation im Gleichgewicht befinden. Nach
Beendigung der Perfusion mit Ligand wird nur mit Puffer gespult und der Komplex
dissoziiert (Dissoziationsphase). Die Kinetikparameter der Bindung kénnen durch das
Langmuir’sche-Gesetz beschrieben werden, da ein Reaktionspartner immobilisiert ist und
somit dessen Konzentration konstant bleibt (siehe 2.12).

Da das Messprinzip der SPR auf einer Anderung des Brechungsindexes beruht, kénnen schon
geringste Konzentrationsanderungen der Pufferkomponenten zu einer Anderung des
Resonanzwinkels fuhren und somit die durch Bindung des Anayten hervorgerufene
Anderung des Brechungsindexes verandern. AuRerdem konnen Proteine unspezifisch mit der
Trégermatrix interagieren, was ebenfalls zu einer Veranderung des Resonanzwinkels fihrt.
Um dies zu umgehen, wird auf einer der vier Flusszellen kein Rezeptor immobilisiert
(Leerkanal). Das, auf dieser Flusszelle, detektierte Sensogramm wird zur Normierung von den

Sensogrammen der anderen Flusszellen subtrahiert.

Mittels diessr Methode wurde die Bindung von Sclerostin an seine putativen
Interaktionspartner LRP6 und BMP7 analysiert (siehe Kapitel 2.12). Durch die hohe positive
Oberflachenladung tendiert Sclerostin zu unspezifischer Bindung. Daher wurden zunéchst
Messbedingungen ermittelt, unter denen nur ,spezifische® Interaktionen zwischen den
Proteinen mdglich sind. Um solche Bedingungen zu ermitteln, wurde die extrazellulére
Doméne des IL-4Ra (Interleukin 4 Rezeptor Alpha) als Negativkontrolle gpezifische

Interaktionen verwendet. IL-4Ra weist eine hohe negative Oberflachenladung auf (pl 5.7) und

sollte deshalb bei geringer lonenstérke unspezifisch an Sclerostin binden. Als Kontrolle fir
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eine spezifische Interaktion wurde hingegen ein Antikorper-Fab-Fragment (AbD09095 von
AbD-Serotec, siehe 3.7) gewdhlt, welches gegen murines Sclerostin aus Sf9-Zellkultur
selektiert worden war. Beide zuvor biotinylierten Proteine (IL-4Ra und AbD09095) wurden
auf die ersten beiden, mit Streptavidin beladenen, Flusszellen eines CM5-Sensorchips
immobilisiert. Die Messbedingungen wurden nun so gewahlt, dass Sclerostin unter diesen
Bedingungen keine Bindung an den IL-4Ra zeigt, aber eine Bindung an das Antikrper -Fab-
Fragment dennoch detektiert werden kann. Diese Analyse ergab, dass die Erhdhung der
Salzkonzentration des Messpuffers auf 300mM Natriumchlorid die unspezifische ionische
Interaktion von Sclerostin an IL-4Ra verhindert. Nun wurden die zu analysierenden
biotinylierten Proteine LRP6 (extrazelluléare Domane, von R&D) und BMP7 Uber die Biotin-
Streptavidin Bindung an die zwei noch freien, mit Streptavidin beladenen, Flusszellen des
Sensorchips gekoppelt. Die an den Chip gebundenen Proteine (IL-4Ra, AbD09095, LRP6,
BMP7) wurden mit steigenden Konzentrationen (25nM, 50nM, 475nM, 2uM, 5uM 10uM)
von murinem Sclerostin, murinem Sclerostin-AC und murinem Sclerostin-ANC in HBS300
perfundiert. In Abbildung 23 sind die erhaltenen Sensogramme der Messungen, nach
Subtraktion des IL-4Ra-Sensogramms, fir eine Analytkonzentration von 2uM dargestel|t.

LRP6
Ka Kqg Koin) Kbeg)
[10°M™s7] [10°s7] (uM] [uM]
murines Sclerostin 1 6+2 0.1 2
humanes Sclerostin 2+3 4+3 0.2 9
murines Sclerostin-AC 3+4 10+2 04 7
murines Sclerostin-ANC 4+5 10+3 0.3 -
BMP7
Ka Kqg Koin) Kbeg)
[10°M7s7] [107%57] [UM] [uM]
murines Sclerostin 3%3 3+4 0.1 1
humanes Sclerostin 0.5+0.2 1.6+0.2 0.3 4
murines Sclerostin-AC 34 74 0.2 20
murines Sclerostin-ANC 0.8+0.8 14+8 2 18

Tabelle 17: Kinetikparameter (Ka, K4, Kpwin, Kbpeq) der Bindung von Sclerostin  und
Trunkationsvarianten an LRP6, BMP7.
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Abbildung 23: SPR-Analyse der Interaktion von Sclerostin mit seinen putativen Interaktionspartnern
BMP und LRP. Beispielhaft sind die Sensogramme der Interaktionen von Sclerostin mit BMP-7 bzw.
der extrazellularen Doméne von LRP6 fir eine Analytkonzentration von 2uM dargestellt. A) Bindung
von murinem Sclerostin (aus E.coli-Expression) an LRP6 (rot) und BMP7 (blau). B) Bindung von
murinem Sclerostin-AC (aus E.coli-Expression) an LRP6 (rot) und BMP7 (blau). C) Bindung von
murinem Sclerostin-ANC (aus E.coli-Expression) an LRP6 (rot) und BMP7 (blau).

Wildtypisches murines Sclerostin a's auch die Varianten murines Sclerostin-AC und murines
Sclerostin-ANC binden unter den gewihlten Bedingungen sowohl an LRP6 als auch an BMP7
mit ahnlicher Charakteristik. Alle Varianten zeigen eine schnelle Assoziation sowie eine sehr
schnelle Dissoziation. Der Verlauf der Bindungskurve weist auf eine biphasische Kinetik hin,
was auf das Vorhandensein von Bindungsstellen mit unterschiedlicher Affinitét hindeutet. Die
Bindung von Sclerostin an diese unterschiedlichen Bindungsstellen erfolgt mit
unterschiedlichen  Kinetiken, deren Assoziationsphase und Dissoziationsphase im
Sensogramm Uberlagern. AulRerdem wird fir die Bindung von Sclerostin an BMP7 und LRP6
kein Gleichgewicht (Plateau im Sensogramm) erreicht. Die Kinetikparameter der Interaktion
mit schneller Assoziation und Dissoziation wurden, wie in Kapitel 2.12 beschrieben,
berechnet und sind in Tabelle 17 aufgelistet. Aufgrund des biphasischen Verlaufs der
Bindung konnen sie jedoch nur as GrofRenordnungen interpretiert werden, da fur die
Berechnung der Parameter das Langmuir'sche-Modell ener Eins-zu-Eins-Interaktion

verwendet wurde. Die Abweichung zwischen Kpin) und Kpeg um den Faktor 20 und mehr

99



Ergebnisse

resultiert wahrscheinlich aus der Wahl des, fur die Berechnung der Kpeq) bendtigten, Reg-
Werts. Dieser entspricht der Anzahl der RUs im Gleichgewichtszustand der Bindung, also im
Plateau des Sensogramms. Da die Bindung von Sclerostin an LRP6 und BMP7 kein
Gleichgewicht erreicht, kann der Re-Wert nicht exakt identifiziert werden. Infolge der
experimentellen Schwierigkeiten kann somit nur ausgesagt werde, dass Sclerostin als auch die
Trunkationsvarianten LRP6 und BMP7 mit dhnlichen Affinitéten binden, die im niedrigen
HUM-Bereich liegen. Dartiber hinaus ergab die SPR-Analyse der Bindung von Sclerostin an
BMP-2 und BMP-6, dass Sclerostin keine differenzierte Spezifitét fiur die getesteten BMPs
aufweist und somit BMP-2, BMP-6 und BMP-7 mit &hnlichen Affinitaten bindet.

3.5 Aufreinigung von Sclerostin und Varianten aus E.coli

Fur eine Strukturanalyse grof3erer Biomolekile (bei Proteinen mit mehr als 100 Aminosauren)
durch NMR-Spektroskopie ist eine Markierung der zu analysierenden Proteine mit den
Isotopen °N und **C unerlasslich, um die Protonensignale durch isotopen-editierte
dreidimensionale Spektren auflésen zu konnen. Hierfir werden die Proteine in Bakterien
exprimiert, weshalb eine Expressions- und Isolierungsstrategie fir Sclerostin aus E.coli-
Bakterien erarbeitet werden musste. Die Isotopenmarkierung erfolgt dann durch die
Kultivierung der Bakterien in Minimalmedium, welches als Kohlenstoffquelle **C-markierte
Glucose und als Stickstoffquelle *>N-markiertes Ammoniumchlorid enthalt.

Die acht Cysteinreste von Sclerostin bilden, wie in Kapitedd 3.2.2 gezeigt, vier
Disulfidbricken. Das Zytoplasma von wildtypischen E.coli-Bakterien ist jedoch ein
reduzierendes Kompartiment, so dass die Thiolgruppen der Cysteine hier normalerweise
reduziert vorliegen. Es gibt mehrere Strategien die Reduktion der Thiolgruppen zu umgehen
und die Bildung von Disulfidbrticken in E.coli-Bakterien zu ermdglichen. Einerseits kdnnen
E.coli-Stamme (z.B. Origami™) verwendet werden, in denen die Gene trxB und gor, die fiir
die Thioredoxinreduktase und die Glutathionoxidoreduktase kodieren, deletiert sind. Beide
Enzyme gehdren zum zelleigenen Redoxsystem. Ihre Abwesenheit fuhrt zu einer Anderung
des cytoplasmatischen Redoxpotentials, was die Bildung von Disulfidbriicken auch im
Zytoplasma von E.coli erlaubt. Die zusédtzliche Expression des Proteins als Fusion mit
Thioredoxin kann die Loslichkeit des gewlinschten Proteins zusétzlich erhéhen, gleichzeitig
wirkt Thioredoxin als Chaperon und verbessert die Proteinfaltung. Eine weitere Strategie ist
die Sekretion der exprimierten Proteine in das Periplasma von E.coli. In diesem
Kompartiment ist die Bildung von Disulfidbrticken aufgrund des oxidativen Redoxpotentials
und der Anwesenheit von Disulfidisomerasen moglich. Durch die Expression as Fusion mit
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dem Maltose-Binding-Protein (MBP) oder den Disulfidisomerasen DsbA, bzw. DsbC kann
die Lodlichkeit des fusionierten Proteins ebenfalls erhoht werden. Durch die zusétzlich
exprimierten Disulfidisomerasen kann die Bildung ,fascher” Disulfidbricken zudem
verringert werden. Beide Expressionsstrategien wurden fir die Expression von Sclerostin in
E.coli angewendet. Die Expression von Sclerostin al's Thioredoxinfusion in Origami™ Zellen
fuhrte dazu, dass ein Grofiteil des Proteins as unldsliche Einschlusskérper im Zytoplasma
synthetisiert wurde. Bei der Expression von Sclerostin als MBP-, DsbA- und DsbC-Fusion
wurde ein weitgehender proteolytischer Abbau der Fusionsproteine beobachtet. Eine weitere
Moglichkeit besteht darin, Sclerostin unléslich in Form von Einschlusskdrpern im
Zytoplasma von E.coli zu exprimieren. Diese kbnnen durch Zentrifugation mechanisch
isoliert und fur die Renaturierung in Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid geldst werden.
Diese Strategie lieferte grofiere Mengen an |6slichem, gefaltetem und hochreinem Sclerostin.

Fur die Expression von murinem Sclerostin, murinem Sclerostin-AC und murinem Sclerostin-
ANC in E.coli-Bakterien als unlésliche Einschlusskdrper wurde die kodierende Sequenz
(ohne Signalsequenz) von murinem Sclerostin und dessen Trunkationsvarianten in den
Expressionsvektor pET28b (Novagen) zwischen die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol
kloniert. Das Expressionskonstrukt mSOST_pET28b kodiert fiir die Aminosiuresequenz Gln*

bis Tyr?*?

von reifem murinen Sclerostin, mSOSAC pET28b fiir die Aminosduresequenz
GIn' bis Arg*** und mSOSTANC_pET28b fiir die Aminosduresequenz Asn® bis Arg** (siehe
Abb. 24). Alle Konstrukte enthalten eine N-terminale Hexahistidinsequenz sowie eine
nachgeschaltete Thrombinschnittstelle. Die Sequenzen aller Konstrukte sind im Anhang
hinterlegt. Fir die Expression wurden die Konstrukte in Rosetta™™ (DE3)-Zellen transformiert.
Der E.coli-Stamm (Rosetta™(DE3)) tragt zusétzliche Gene, die fiir die tRNAs firr Arg, Leu,
Ile und Pro kodieren. Diese tRNAs werden vor allem fir die Translation eukaryontischer
Gene benttigt, da durch die Benutzung unterschiedlicher Codons in Bakterien und
eukaryontischen Expressionssystemen eine Limitation dieser tRNAs in E.coli zu einem
Abbruch der Trandation fuhrt. Durch die Expression von Sclerostin in Rosetta™™ (DE3)-
Zellen wurde, verglichen mit ener Expression in BL21-Zellen, eine deutliche
Ausbeutestei gerung an Einschlusskorpern erzielt.

Die Proteine wurden entweder, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, in Terrific Broth Medium
exprimiert oder, falls isotopenmarkiertes Protein benttigt wurde, in M9-Minimalmedium (wie
in Kapitel 2.3.2 beschrieben). Die Proteinexpression wurde mittels SDS-PAGE-Anayse
kontrolliert. Die SDS-PAGE-Analyse der Proben vor Zugabe von IPTG und nach ener

dreistiindigen Expressionsphase zeigte deutlich, dass die Probe nach der Expressionsphase
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das Uberexprimierte Protein enthielt (siehe Abb. 25). Die Zellen wurden mittels
Zentrifugation geerntet und das Feuchtgewicht der Zellen bestimmt (siehe Tabelle 18).

Xhol Xhol
F1 ori mSOST F1 ori mSS;STIﬂ.C
M13 origin Ndel M13 origin e o
Thrombin site 9 Thrombin site

His-Tag His-Tag

KanR KanR

mSOST_pET28b
5869 bp mSOES?E%Cl:)F_)pETQSb

ColE1 origin
9 ColE1 origin

Xhol

mSOSTANC
Ndel
Thrombin site
His-Tag

C

F1 ori
M13 erigin

KanR

mMSOSTANC_pET28b
5629 bp

ColE1 origin

Abbildung 24: Vektorkarten. A) mSOST_pET28b. B) mSOSTAC_pET28b. C) mSOSTANC_pET28b.
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Abbildung 25: Expressionskontrolle mittels SDS-PAGE-Analyse. A) Expression von murinem
Sclerostin, B) Expression von murinem Sclerostin-AC und C) Expression von murinem Sclerostin-
ANC. VI steht fur die Probe vor Zugabe von IPTG, nl steht fur die Probe nach dreistindiger
Expressionsphase. St steht fir Standard. Die Pfeile markieren die Proteinbande des murinen
Sclerostins (links), murinen Sclerostins-AC (mitte) und murinen Sclerostins -ANC (rechts).
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Um die Einschlusskorper zu isolieren, wurden die in TrisEDTA-Puffer resuspendierten
Zéellen zundchst mit Lysozym versetzt und durch eine Ultraschallbehandlung aufgeschl ossen.
Die Einschlusskorper wurden durch Zentrifugation isoliert und die Ultraschallbehandiung
wurde zur weiteren Reinigung nochmals wiederholt. Nach der Isolierung wurden die
Einschlusskorper mit TrissEDTA-Puffer / 2% Triton X100 gewaschen (resuspendiert) und
durch Zentrifugation vom Uberstand getrennt. Das Feuchtgewicht der isolierten
Einschlusskorper wurde bestimmt (Tabelle 18). Anschlielend wurden diese in 6M
Guanidiniumhydrochlorid gelost und durch Zugabe von B-Mercaptoethanol reduziert. Die
Losung wurde zur Proteinextraktion Uber Nacht gerthrt. Anschlief3end wurde das gelGste
Protein mittels Metallionen-Affinitatschromatographie unter denaturierenden Bedingungen
gereinigt (sehe 2.7.2). Die Protein-enthaltenden Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE
analysiert (siehe Abbildung 26).

A B C
St12 3 45 SstD 1 2 3 4 5 St ADW 1 2 3 4
66

66 2=
45 - - 45 45 :
35— 30_ 35_ - Yy —

L1 TR |
= ve 20| BSOSO 25

: A -

14 = 14+ 14

Abbildung 26: SDS-PAGE-Analyse der Protein-enthaltenden Fraktionen der Metallchelat-
Affinititschromatographie unter denaturierenden Bedingungen. A) 1-5: Murines Sclerostin-enthaltende
Fraktionen. B) D: Durchlauf. 1-5: Murines Sclerostin-AC-enthaltende Fraktionen. C) A: Auftrag, D:
Durchlauf, W: Waschen, 1-4: murines Sclerostin-ANC-enthaltende Fraktionen. Die Pfeile markieren
die Proteinbande des murinen Sclerostins (links), murinen Sclerostins-AC (mitte) und murinen
Sclerostins _ANC (rechts). St steht fiir Standard.

Fur die Renaturierung des Proteins wurde der pH-Wert der Proteinlésung auf pH 8.0
eingestellt, die Thiolgruppen wurden durch Zugabe von Dithiothreitol reduziert und die
Proteinlosung wurde auf eine Konzentration von 20mg/ml konzentriert. Das Konzentrat
wurde bel Raumtemperatur tropfenweise im Verhdtnis 1:100 unter RUhren in
Renaturierungspuffer verdinnt und der Reaktionsansatz anschlief3end fur funf Tage bei 4°C
inkubiert. Die Renaturierungsldsung wurde vierfach gegen 10 Volumina des Auftragspuffers
fur die anschlieffende Kationenaustauschchromatographie dialysiert (siehe 2.7.4) und dann
auf eine Carboxymethyl-Sepharose-Saule aufgetragen. Die Elution der gebundenen Proteine
erfolgte durch einen linearen NaCl-Gradienten (siehe Abb. 27).
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Abbildung 27: Analyse der

Kationenaustauschchromatographie von Sclerostin und dessen

Trunkationsvarianten. Chromatogrammprofile der Kationenaustauschchromatographie von murinem
Sclerostin (Al), murinem Sclerostin-AC (B1) und murinem Sclerostin-ANC (C1). SDS-PAGE-Analyse
der Protein-enthaltenden Fraktionen unter nichtreduzierenden Bedingungen fur murines Sclerostin
(A2), murines Sclerostin-AC (B2) und murines Sclerostin-ANC (C2). Die Pfeile markieren
Proteinbanden der unterschiedlichen Faltungskonformere der Sclerostinvarianten.

Abbildung 28 (nachste Seite): RP-HPLC von Sclerostin und Varianten. Chromatogrammprofile der
RP-HPLC von murinem Sclerostin (Al), murinem Sclerostin-AC (B1) und murinem Sclerostin-ANC
(C1). SDS-PAGE-Analyse der Protein-enthaltenden Fraktionen unter nichtreduzierenden
Bedingungen fir murines Sclerostin (A2), murines Sclerostin-AC (B2) und murines Sclerostin-ANC
(C2). Die Pfeile markieren die unterschiedlichen Faltungskonformere der Sclerostinvarianten. D) SDS-
PAGE-Analyse der final gereinigten Sclerostinvarianten unter nichtreduzierenden Bedingungen (a)
und unter reduzierenden Bedingungen (b) fur murines Sclerostin-ANC( 1), murines Sclerostin-AC( 2)
und murines Sclerostin (3). Die Pfeile markieren die Proteinbanden der drei Sclerostinvarianten.
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Die Analyse der Eluate mittels SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen zeigte,
dass wahrend der Renaturierung zwei unterschiedliche Faltungskonformere entstehen, die
sich durch unterschiedliches Laufverhalten im SDS-Gel unterscheiden (siehe Abb. 27). Wird
die Proteinlésung vor der Analyse reduziert, so ist nur noch die untere Proteinbande im Gel
sichtbar. Die getrennte Analyse der biologischen Aktivitét beider Konformere in einem Wnt-
Reportergen-Nachweisverfahren ergab, dass das Konformer, mit dem hoheren apparenten
Molekulargewicht, eine zehnfach hohere biologische Aktivitdt als das zweite Konformer
aufweist. Fraktionen, die zum groften Teil dieses Fatungskonformer enthielten, wurden
vereinigt und mit 20mM Tris-Puffer pH 8.0 im Verhdltnis 1:1 verdinnt, um die Prézipitation
von Sclerostin zu vermeiden. Die abschlief3ende Reinigung von wildtypischem Sclerostin und
dessen Trunkationsvarianten erfolgte mittels ,reversed phase’-HPLC (siehe 2.7.5). Die
Elution der Proteine erfolgte durch einen optimierten nichtlinearen Gradienten. Wie im
Chromatogrammprofil zu sehen, eluieren alle Sclerostinvarianten in zwei Peaks (siehe Abb.
28). Wie die SDS-PAGE-Anayse unter nichtreduzierenden Bedingungen zeigt, enthalt der
erste Peak das Faltungskonformer mit hoherer biologischer Aktivitéat, wahrend der zweite
Peak das Faltungskonformer mit dem niedrigeren apparenten Molekulargewicht enthdt (siehe
Abb. 28). Fraktionen, die ausschliefdlich das aktivere Faltungskonformer in reiner Form
enthielten, wurden vereinigt und gefriergetrocknet.

Protein murines Sclerostin murines murines Sclerostin-ANC

Sclerostin-

AC

| sotopenmarkierung - N - N BN, B¢
Zellfeuchtgewicht pro | 3.5¢/I 3.3g/l 3.3g/I 3u/l 4g/I 4g/l
| Expressionskultur
Feuchtgewicht 200mg/lg 125mg/g | 200mg/g | 220mg/g 110mg/g 100mg/g
Einschlusskorper
Ni-Saule 4mg/g  3.3mg/g 7mg/g 6.6mg/g 4.4mg/g 3.5mg/g
lonenaustauschsaule 14mg/lg 0.57mg/g| 1.4mg/g 3mg/g 0.6mg/g 0.85mg/g
RP-HPLC 0.32mg/g 0.18mg/g| 0.5mg/g 1.1mg/lg 0.23mg/g 0.28mg/g

Tabelle 18: Aufreinigung von Sclerostin und dessen Trunkationsvarianten aus E.coli-Expression. Die
mg-Angaben beziehen sich auf das fur die Proteinisolierung eingesetzte Zellfeuchtgewicht.
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In Tabelle 18 sind die Ausbeuten (Zellmasse oder Protein) nach den verschiedenen
Reinigungsschritten dargestellt. Die verkirzten Sclerostinvarianten murines Sclerostin-AC
und Sclerostin-ANC konnten im Vergleich zu dem wildtypischen Protein in zwei bis dreifach
hoherer Ausbeute erhalten werden. Durch die Expression in Minimalmedium mit
isotopenmarkierten  Stickstoff- und/oder Kohlenstoffquellen verschlechterte sich die
Proteinexpression in alen Falen.

Die gereinigten Proteine wurden, wie in Kapitel 2.9.1 beschrieben, massenspektrometrisch
untersucht. Die Anayse ergab, dass das N-terminale Methionin in alen Féalen vollsténdig
posttranslational prozessiert wurde und an dem reifen Protein fehlt. Fir ale Proteine konnte
das korrekte Molekulargewicht experimentell bestimmt werden. Abbildung 28 D zeigt eine
SDS-PAGE-Analyse der Sclerostinvarianten unter reduzierenden und nichtreduzierenden
Bedingungen. Wildtypisches murines Sclerostin und murines Sclerostin-AC bestehen aus
mindestens zwel Proteinspezies, wie die Doppelbande im SDS-Gel unter reduzierenden
Bedingungen belegt. Massenspektrometrische Untersuchungen der Proteine belegten, dass
zusétzliche Aminosduren am N-Terminus prozessiert und proteol ytisch abgespalten wurden.
Neben dem vollsténdigen Protein konnten Spezies detektiert werden, denen die Aminosauren
1 bis 36 oder 1 bis 42 fehlen.

Alle aus E.coli-Zellkultur isolierten Sclerostinvarianten wurden in einem Wnt-Reportergen-
Nachweisverfahren auf ihre biologische Aktivitét getestet (Kapitel 2.11.6). Die Varianten
zeigten eine dosisabhangige Hemmung der Wnt-responsiven ,, Firefly*“-Luciferase Expression
mit 8hnlicher Aktivitét und entsprechen hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitét den aus Sf9 —
Zdlkultur isolierten Proteinen.

Fur die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde die N-terminal angehangte
Hexahistidinsequenz durch enzymatische Proteolyse mittels Thrombin abgespalten. Hierfir
wurde murines Sclerostin bzw. murines Sclerostin-ANC (oder die isotopenmarkierten
Proteine) in Tris-Puffer pH 7.5 gelost und mit 0.1U biotinyliertem Thrombin pro mg
Sclerostinprotein versetzt (siehe 2.7.6). Nach Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur
wurde die Protease durch Bindung an Streptavidin-Agarose aus der Lésung abgetrennt und
die verbleibende Proteinldsung durch RP-HPL C aufgereinigt. Wie am Beispiel von murinem
Sclerostin-ANC (Abbildung 29 A, B) gezeigt, entstehen wdahrend der Proteolyse zwel
Spaltprodukte, die mittels RP-HPLC sehr gut voneinander getrennt werden konnen. Die
apparenten Molekulargewichte der beiden Produkte kénnen unter reduzierenden Bedingungen
in der SDS-PAGE-Analyse unterschieden werden (Abb. 29 B). Die massenspektrometrische
Analyse der beiden Elutionsfraktionen ergab (siehe 2.9.1), dass die zweite Fraktion das
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Protein mit dem erwarteten Molekulargewicht von 12680,603Da enthielt, wahrend das
Protein in der ersten Fraktion 18 Dalton schwerer ist. (Das theoretische Mol ekulargewicht des
erwarteten Produktes betragt 12679.357Da). Eine Massendifferenz von 18 Dalton entspricht
dem Molekulargewicht eines Wassermoleklls (Abbildung 29 C, D), woraus geschlossen
werden kann, dass Thrombin innerhalb der Cystein-reichen Doméane von Sclerostin eine
zweite Peptidbindung unter Addition von Wasser hydrolysiert. Fraktionen, die das
erwinschte vollstandige Spaltprodukt enthielten, wurden vereinigt. Wie in Abbildung 29 B
gezeigt, konnte durch die Wahl der optimalen Thrombinkonzentration die Menge des

Nebenprodukts minimiert werden.
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Abbildung 29: Entfernung der Hexahistidinsequenz von murinem Sclerostin-ANC durch enzymatische
Proteolyse mit Thrombin. A) RP-HPLC Chromatogramm nach der Thrombinspaltung. B) SDS-PAGE-
Analyse nach Thrombinspaltung von murinem Sclerostin-ANC. vS) vor Spaltung, a) nach Spaltung mit
einer Thrombinkonzentration von 0.1U/mg, b) nach Spaltung mit einer Thrombinkonzentration von
0.5U/mg, c) nach Spaltung mit einer Thrombinkonzentration von 2U/mg. 8-10) Erste Fraktion der RP-
HPLC. 12-14) Zweite Fraktion der RP-HPLC. Die SDS-PAGE-Analyse erfolgte unter reduzierenden
Bedingungen. C) Massenspektrum der Fraktion 9 nach Dekonvolution. D) Massenspektrum der
Fraktion 12 nach Dekonvolution. Die beiden Spaltprodukte unterscheiden sich in ihrem
Molekulargewicht durch 18Da.
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3.6 Analyse der dreidimensionalen Struktur von Sclerostin

mittels NMR-Spektroskopie

Fur die Strukturaufklérung von Sclerostin mittels NMR-Spektroskopie wurden die Proteine
murines Sclerostin und murines Sclerostin-ANC in 250ul 20mM Kaliumphosphatpuffer pH
6.0, 50mM Natriumchlorid, 5% D,0, 0.2% Natriumazid gel6st (siehe Kapitel.: 2.13.1) und in
ein NMR-Rohrchen Uberfuhrt. Die Proteinkonzentration der unmarkierten und markierten
Proben betrug zwischen 0.25 und 1mM.

Alle NMR-Messungen wurden von Dr. Peter Schmieder oder Monika Beerbaum (Leibnitz-
Institut fir Molekulare Pharmakologie, Berlin, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Hartmut Oschkinat)
durchgefihrt (siehe Kapitel: 2.13.2). Alle gemessenen Spektren sind in Tabelle 23 im Anhang
aufgelistet und wurden, wie in Kapitel 2.13.3 beschrieben, prozessiert.

3.6.1 NMR-spektroskopische Analyse von Sclerostin

Anhand erster NMR-spektroskopischer Analysen sollte bestimmt werden, welche der drei
Sclerostinvarianten (murines Sclerostin, murines Sclerostin-AC oder murines Sclerostin-
ANC) fiir die Strukturaufkldrung am besten geeignet ist. Kriterien hierfiir waren, dass die
Variante einerseits biologisch aktiv ist und andererseits moglichst wenige flexible Bereiche
enthalten sollte, um eine Uberlappung der NMR-Signale in den Spektren gering zu halten.
Die zellbasierenden Nachweisverfahren ergaben, dass der Cystein-reiche Teil des Proteins fir
die Wnt-inhibierende Funktion von Sclerostin ausreicht. Weiterhin weist eine gezielte
Proteolyse darauf hin, dass N- und C-Terminus von Sclerostin flexibel vorliegen (siehe
Kapitel 3.2.3). Bel nahezu identischer biologischer Aktivitét sollte nun durch den Vergleich
von H™N 2D-HSQC Experimenten der drei Varianten bestimmt werden, welche Variante
nur strukturierte Bereiche enthdt. Das 'H™N 2D-HSQC Experiment liefert ein
zweidimensionales heteronukleares Spektrum mit Kreuzsignalen zwischen einem °N-
Stickstoffkern und seinem kovaent verknipften Proton. Dies sind in Proteinen nahezu
ausschliefdlich die Amidprotonen und Amidstickstoffe der Proteinhauptkette. Da die
chemische Umgebung der Amidbindung die Lage des NMR-Signals beeinflusst (also die Art
der Aminosaure sowie ihre unmittelbare Nachbarschaft), geben diese Kreuzsignale en
hochaufgel 6stes Bild der Umgebung, in der die einzelnen Aminosauren lokalisiert sind. Unter
Annahme, dass ein Protein véllig entfaltet ist, sind alle Kreuzsignale in der *H-Dimension
innerhalb eines schmalen Streifens zwischen 7.5 und 8.5ppm des Spektrums lokalisiert.

Bereiche zwischen 7-7.5ppm und 8.5-12ppm in der ‘H-Dimension sind hingegen
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charakteristisch fur Aminosauren, die Teil ein@ -Faltblattstruktur sind. Kreuzsignale von
Aminosauren, die sich ina -helikalen Bereichen oder Schleifen befinden, sind zwar ebenfalls
in dem Streifen zwischen 7.5 und 8.5ppm lokalisiert, unterscheiden sich jedoch in Intensitét
und Linienbreite. Aufgrund der schmaleren Linienbreite, bedingt durch die langsamere
Relaxation der Magnetisierung der angeregten Zustande von flexiblen Bereichen, ist hier die
Intensitdt der Kreuzsignale von Aminosauren in ungeordneten dynamischen Bereichen
grofder.
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Abbildung 30: *H™®N 2D-HSQC Spektrum von A) murinem Sclerostin-ANC und B) murinem Sclerostin.
Der Streifen in dem die Kreuzsignale von Aminosauren aus ungefalteten Bereichen lokalisiert sind, ist
durch die zwei roten Linien gekennzeichnet.

Fir die Analyse wurden zunéchst *H®N 2D-HSQC Spektren von murinem Sclerostin und
murinem Sclerostin-ANC aufgenommen (siche Abb. 30). Aufgrund der typischen Verteilung
und den Linienbreiten der Kreuzsignale zeigt das in Abbildung 30 dargestellte Spektrum von
murinem Sclerostin-ANC, dass die Cystein-reiche Doméane des Proteins gefaltet vorliegt, und
dass Sclerostin vor allem B-Faltblattelemente enthdlt. Der Vergleich mit dem Spektrum des
nichttrunkierten Proteins ergab, dass die zusétzlichen Aminosduren des N- und C-Terminus
eine ungefaltete Konformation aufweisen und aufgrund der schmalen Linienbreiten flexibel
und dynamisch ungeordnet vorliegen missen. Da die Kreuzsignale der Aminosauren des
gefalteten Bereichs in beiden Spektren nahezu identische Positionen aufweisen, konnte
Uberdies gefolgert werden, dass die Trunkation von N- und C-Terminus des Proteins keinen
Einfluss auf die Struktur des gefalteten Bereiches hat. Aus diesem Grund wurde die Variante
murines Sclerostin-ANC fiir die weitere Strukturanalyse gewahlt.
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3.6.2 Zuordnung der chemischen Verschiebungen

Die Zuordnung der NMR-Signale der Proteinhauptkette von murinem Sclerostin-ANC
erfolgte auf der Basis eines heteronuklearen 3D-Spektrensatzes, der die folgenden
» 1ripleresonanz”-Experimente enthdt: CBCA(CO)NH, CBCA(N)NH und HN(CA)CO,
HNCO.

Auf der Basis der 'H-""N-Kreuzsignale in der *H-">N-Projektion werden 2D *H-*C-Streifen
in den °N-Scheiben der 3D-Spektren isoliert, die den Spinsystemen einer Aminosaure bzw.
einer Aminosiurepaarung entsprechen. Fir jede Aminosiure wird somit ein 2D-'H-*C-
Streifen mit der ihr eigenen °N-chemischen Verschiebung des Amidstickstoffs erhalten. Der
2D-'H-'3C Streifen zeigt nun im Fall des CBCA(CO)NH Spektrums Kreuzsignale zwischen
dem Amidproton der eigenen Aminoséure in der *H- und **N-Dimension und den Co- und
CB-Atomen der vorigen Aminosdure in der **C-Dimension. Im Fall des CBCA(N)NH
Spektrums enthalt der 2D-Streifen in der **C-Dimension die Information tiber die chemischen
Verschiebungen fir die G - und CB-Atome der vorigen und der eigenen Aminoséaure. Die
chemischen Verschiebungen der Co- und CB-Atome einer Aminosdure werden von der
chemischen Umgebung der eigenen Seitenkette beeinflusst und sind somit charakteristisch fir
die jewellige Aminosaure (Cavanagh, et al., 1996). Fur die sequenzielle Zuordnung werden
beliebig zwei korrespondierende *H-3C-Streifen im CBCA(CO)NH und im CBCA(N)NH als
Startpunkt ausgewahlt (siehe Abb. 31 A). Die Ca- und CB- Signale der eigenen Aminosaure
im CBCA(N)NH-Streifen werden nun dazu verwendet, im CBCA(CO)NH nach einem H-
3C-Streifen zu suchen, der identische Co- und Cp- Signae aufweist. Uber die
charakteristischen Ca- und CB-Verschiebungen konnen die einzelnen Aminosduretypen
identifiziert und mit Abschnitten in der Proteinsequenz verglichen werden.

Nach erfolgreicher Identifizierung eines Sequenzabschnitts wurden die chemischen
Verschiebungen fur HN, N, Co und CP in die im Anhang aufgeflihrte Tab elle der chemischen
Verschiebungen dbernommen. Abschlief3end wurde die Zuordnung mit dem Spektrenpaar
HN(CA)CO und HNCO uberprift. Hier enthalten die 2D-Streifen allerdings die Information
Uber die chemische Verschiebung des Carbonylkohlenstoffs (CO) der vorigen, bzw. der
vorigen und der eigenen Aminosiure und basieren somit auf unabhangigen *CO-
Kohlenstoff-Verschiebungsdaten. Abbildung 31 zeigt exemplarisch die Zuordnung zweier
Sequenzbereiche von murinem Sclerostin-ANC aus den Spektrenpaaren CBCA(CO)NH und
CBCA(N)NH (Aminosaure Ser**3-va®®) und HN(CA)CO und HNCO (Aminoséure Gly**'-
Ala™).
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Abbildung 31: A) Zuordnung der Sequenzbereiche Ser™**-Arg™® mit Hilfe der Spektrenpaare
CBCA(CO)NH (a), CBCANNH (b). B) Zuordnung der Sequenzbereiche Gly**’-Ala™*® mit Hilfe der
Spektrenpaare und HN(CO)CA (c), HNCO (d).
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Die fehlenden chemischen Verschiebungen fir die Protonen (Ha, HB, Hy, Hd etc.) und
Kohlenstoffe (Cy, C9, etc.) der Seitenketten wurden aus den heteronuklearen 3D-Spektren
(HBHA(CO)NH und H(C)(CO)NH-TOCSY, CBCA(CO)NH und CC(CO)NH-TOCSY,
HCCH-TOCSY und HCCH-COSY) gewonnen. Im HBHA(CO)NH Spektrum werden die
chemischen Verschiebungen der Ha- und HB-Protonen einer Aminoséaure tber das Carbonyl
mit dem Amidproton der darauf folgenden Aminoséure korreliert. Das Spektrum erhélt die
Information Uber die chemischen Verschiebungen fir bd und HB einer Aminodure bei d er
chemischen Verschiebung des Amidprotons der nachsten Aminosaure. Das H(C)(CO)NH-
TOCSY Kkorreliert die vollstandige Seitenkette einer Aminosaure mit dem Amidproton der
darauf folgenden Aminosaure und gibt somit Auskunft tber die chemischen Verschiebungen
far K, HP, Hy, HS, etc. ciner Admieodel der chemischen Verschiebung des
Amidprotons der ndchsten Aminoséure. Die Information fir die Kohlenstoffe (§ C9, etc.)
der Seitenketten wurden nach analogem Prinzip aus dem Spektrum CC(CO)NH-TOCSY
erhalten. Die Zuordnung der Protonen zu ihren gekoppelten Kohlenstoffen wurde durch die
Spektren HCCH-TOCSY und HCCH-COSY uberpruft. Die ldentifikation der chemischen
Verschiebungen der Aromaten-Protonen wurde im 2D-NOESY - und 2D-TOCSY -Spektrum

vorgenommen.

FUr murines Sclerostin-ANC konnten so insgesamt 91 von 113 Aminosduren vollstindig
zugeordnet werden. Von den verbleilbenden 22 Resten konnten 19 Aminosauren partiell und
fur drei Aminosduren keine chemischen Verschiebungen zugeordnet werden. Einige
Aminosauren zeigten NMR-Signale mit grof3er Linienbreite, was auf eine Flexibilitdt auf der
langsamen bis mittleren NMR-Zeitskala hinweist. Diese Aminosauren (Tyr>, Ser™, Cys™,
Arg®, GIu*, Cys*, GIy*®, Asp'®, Phe'”, Cys'®, 11e"°) sind Teil des Cystinknotens oder
liegen in unmittelbarer Néhe dazu. Daraus l18sst sich schlief3en, dass der Cystinknoten von
Sclerostin wahrscheinlich eine langsame Dynamik im ps-Bereich aufweist. Beispielhaft fir
die Zuordnung der Aminosauren sind in Abbildung 32 die Amidprotonenkreuzsignale des
'H™N 2D-HSQC Spektrums von murinem Sclerostin-ANC  mit ihren  zugehdrigen

Aminosauren beschriftet.
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Abbildung 32: "H'>N 2D-HSQC-Spektrum von murinem Sclerostin-ANC. *) Nicht zugeordnete "H'°N-

Kreuzsignale. Es handelt sich wahrscheinlich um ein zweites *H**N-Kreuzsignal von Gly*® oder Gly'*,

was durch Konformationsanderungen des N-Terminus und der Schleife in der Spitze des 2. Fingers
bedingt ist.

3.6.3 Sekundarstrukturanalyse von murinem Sclerostin-ANC

3.6.3.1 Sekundarstrukturanalyse aus NOESY-Spektren

Ein NOE-Kreuzsignal zwischen zwel Protonen entsteht, wenn der Abstand zwischen beiden
Protonen kleiner as 5A ist. Das Volumen des NOE-Kreuzsignads ist hierbei invers
proportional zum Abstand in der sechsten Potenz. Fir die Sekundérstrukturelemente a-Helix
und pB-Fatblatt sind, aufgrund der besonderen Anordnung der Hauptkettenprotonen,
charakteristische NOE-Kreuzsignale im 2D-NOESY -Spektrum zu erwarten. Im p-Faltblatt ist
der Abstand des Amidprotons der Aminosaure i+1 (HNi+1) und des Ha Protons der

Aminosaure i (id ;) etwa 2.2A, was zu einem starken , sequenziellen® NOE-Kreuzsignal
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(i-j))=1 fdhrt. Firo. -helikale Bereiche gilt, dass der Abstand zwischen den Amidprotonen
benachbarter Aminoséuren (NH; — NHis1) etwa 2.5A betrégt, wodurch ebenfalls ein starkes
»sequenzielles® NOE-Kreuzsignal entsteht. Durch die Schleifenanordnung in helikalen
Elementen kommen sich zudem die Hauptkettenatome von Aminosaure i und Aminosaure i+3
bzw. i+4 nahe. Hier betragt der Abstand zwischen demuH -Proton der Aminosaure i (H )
und dem Amidproton der Aminosiure i+3 (NHi.3) etwa 3.5A, weshab ein so genanntes

»Medium-range” -NOE-Kreuzsignal (|i-j|)<4 beobachtet werden kann.

Um die Sekundarstrukturelemente von murinem Sclerostin-ANC zu ermitteln, wurden oben
genannte NOE-Kreuzsignale in den Spektren 3D-N-HSQC-NOE-HSQC (Kreuzsignale
zwischen Amidprotonen) und 3D-N-HSQC-NOESY gesucht. Die Intensitdt der Signale
wurde klassifiziert (stark, mittel und schwach) und gegen die Aminosduresequenz
aufgetragen. FUr murines Sclerostin-ANC  wurden zwei Bereiche mit typischer -
Faltblattstruktur bestimmt: Der erste Bereich ist unregelmaig (B1: Tyr*>-Thr®, p2: Leu®-
Asp®, B3: Cys®-Ser®, p4: Thr'’-Glu™), der zweite Bereich weist ein regelmaRiges
antiparalleles B-Faltblatt auf (B5: Arg>-Leu™, 6: Arg™ -Leu™®) (siehe Abbildung 33).

3.6.3.2 Sekundarstrukturanalyse nach Wishart

Die chemischen Verschiebungen der Ha-, Ca-Atome und des Carbonylkohlenstoffs einzelner
Aminosauren eines Proteins zeigen eine Korrelation mit der vorliegenden Sekundéarstruktur.
Durch die Zugehorigkeit einer Aminosaure zu einem bestimmten Sekundérstrukturelement
erfahren Ho, Ca wund der Carbonylkohlenstoff charakteristische Hoch- bzw.
Tieffeldverschiebungen verglichen mit ihren chemischen Verschiebungen in ungeordneten
Peptiden (,,random-coil*). Wishart et al. entwickelte die hier angewandten Analysemethoden
(siehe 2.13.6 ) (Wishart, et al., 1992). Im Fall der Ha-Protonen wird fir jede Aminosdure aus
der Differenz zwischen tatséchlich beobachteter Ha-Protonen-Verschiebung und ihrem
entsprechenden Wert in ungeordneten Strukturen ein chemischer Verschiebungsindex (CSl)
abgeleitet (= Messwert — ,,random-coil”-Wert). Eine negative Abweichung von mehr als
—0.1ppm entspricht dabei einem Index von —1, eine Abweichung von mehr als +0.1ppm
einem Index von +1. Dazwischenliegende Werte ergeben einen Index von 0. Der chemische
Verschiebungsindex wird anschlief3end gegen die Aminosauresequenz aufgetragen. Ist der

chemische Verschiebungsindex fur einen Abschnitt von drei oder mehr Aminosduren —1, so
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weist dieser Bereich eine helikale Sekundéarstruktur auf, ein V erschiebungsindex von +1 steht
fur p-Faltblattelemente.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der B-Faltblatter in den Fingern 1 und 2 von murinem
Sclerostin-ANC. Experimentelle NOE-Kreuzsignale zwischen Amidprotonen sind als blaue Pfeile
eingezeichnet, NOE-Kreuzsignale zwischen Ha-Protonen als rote Pfeile und NOE-Kreuzsignale
zwischen HN;.; und Haq; sind als griine Pfeile dargestellt. Die resultierenden Wasserstoffbriicken sind
als gestrichelte Linien dargestellt.

Fur das Ca-Atom und den Carbonylkohlenstoff jeder Aminosdure werden ebenfalls die
Differenzen der ,random-coil-Werte® und der Messwerte (AS = ,random-coil-Wert* —
Messwert) gebildet und die Ergebnisse werden gegen die Aminosauresequenz aufgetragen.
Hier zeigen Abweichungen mit negativem Vorzeichen a-helikae Bereiche an, wahrend
Abweichungen mit positivem Vorzeichen auf Bereiche mit p-Faltblatt Struktur hinweisen. In
Abbildung 34 sind die Ergebnisse der Sekundarstrukturanalyse fir murines Sclerostin-ANC
dargestellt. Die Grafik macht deutlich, dass murines Sclerostin-ANC generell ein Protein mit
nur geringem Sekundarstrukturanteil darstellt. Es konnten keine o-helikalen Bereiche
identifiziert werden, alerdings wurden mit dieser Methode ebenfalls zwei Bereiche mit f3-
Faltblatt-Stuktur identifiziert, die mit den aus NOESY -Spektren identifizierten Bereichen
{ibereinstimmen. Sie wurden mit Finger 1 und Finger 2 bezeichnet. Der N-Terminus (Gly -
Ser®) und der Schleifenbereich (Gly®-Phe'®) scheinen ebenso keine Sekundarstruktur-
elemente zu enthalten, der ermittelte CSI mit negativen Werten und die A3(Ca)- und Ad(CO)-
Werte mit positiven Abweichungen sind fr eine regulére Sekundarstruktur (a-helikal oder f3-

Faltblattstrang) inkonsistent.
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der Abweichung der einzelnen chemischen Verschiebungen in
murinem  Sclerostin-ANC von den ,random-coil-Werten. Oben sind die identifizierten
Sekundérstrukturelemente von murinem Sclerostin-ANC schematisch dargestellt: Pfeile stehen fir (-
Faltblattstrange. A) Chemischer Verschiebungsindex (CSI) der Protonen fir murines Sclerostin-ANC
nach Wishart (Wishart, et al., 1992). Die Balken kennzeichnen die Abweichungen von den ,random-
coil*-Werten, die gréRer 0.1 (Balken nach oben) oder kleiner -0.1 (Balken nach unten) sind. Fir die
chemische Verschiebung von Ca (B) und dem Carbonylkohlenstoff CO (C) sind Absolut-Werte der
Differenz von (,random-coil“-Wert — Messwert) in ppm angegeben.
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3.6.4 Strukturanalyse

Fur die Berechnung der Struktur von murinem Sclerostin-ANC wurden insgesamt 1143
Abstdnde auf der Basis einer semiquantitativen Analyse von NOE-Kreuzsignalen aus
verschiedenen 2D- und 3D-NOESY -Experimenten gewonnen. Die Abstandsinformationen
wurden in 3 Klassen stark (1.8-2.5A), mittel (1.8-3.5A) und schwach (1.8-5A) unterteilt
(siehe 2.13.7). Als unterer Grenzabstand wurde fir ale Klassen 1.8A (van-der-Waals-
Abstand) gewéhlt, da jeweils nur ein NOE-Experiment gemessen und somit keine exakte
quantitative Beziehung der NOE/Abstandsbeziehung abgeleitet werden konnte. Die
Distanzeinschrénkungen lassen sich in 471 NOE-Kreuzsignale innerhalb von Aminoséuren
(,intraresidue*), 280 sequenzielle NOE-Kreuzsignale (Ji-j[)=1, 75 so genannte ,, Medium
range”-NOE-Kreuzsignale (Ji-j[)<4 und 317 sogenannte ,,.Long range“-NOE-Kreuzsignale
(i-j)>4 einteilen (siehe Tabelle 19). In Abbildung 35 sind alle in der Strukturberechnung
verwendeten NOE-basierenden Abstande als gestrichelte Linien in der finalen Struktur von
murinem Sclerostin-ANC dargestellt. Die statistische Auswertung ergibt durchschnittlich 11.8
NOE-basierende Absténde pro Aminosaure, was in erster Naherung nur eine relativ geringe
»Strukturgenauigkeit” der hier bestimmten Struktur von murinem Sclerostin-ANC erwarten
lasst. Aus Abbildung 35 wird allerdings deutlich, dass der Grofdell der
Abstandsinformationen in Finger 1 und Finger 2 von murinem Sclerostin-ANC ermittelt
wurden. Hier wurden auch die meisten NOE basierenden Abstande der ,, Medium-range”- und
»Long-range" -Klasse gefunden. In dieser Region des Proteins wurden somit deutlich mehr als
11.8 NOE-basierende Abstdnde pro Aminosaure ermittelt, was bedeutet, dass die
»Strukturgenauigkeit® dieser Region deutlich besser ist. Im Schleifenbereich, im
verbleibenden N-Terminus und im Bereich des Cystinknotens konnte nur eine geringe Zahl
von NOE-Kreuzsignalen identifiziert werden. Die in diesen Regionen ermittelten NOEs
zéhlen fast ausschliefdich zu den , intraresidue”- und den sequenziellen-NOEs. Aufgrund des
unterschiedlichen Strukturierungsgrades des Schleifenbereichs und der Finger wurden beide

Bereichein der weiteren Analyse getrennt betrachtet.

Mit Hilfe des Programms TALOS wurden Torsionswinkel fur die Proteinhauptkette (¢ und
V) auf der Basis der chemischen Verschiebungen von Ha, Ca,, CB, CO und N ermittelt (siehe
2.13.8). Aus diesen Berechnungen konnten @ und W Torsionswinkel fur 87 Aminosauren

erhalten werden.
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Abbildung 35: Darstellung der aus NOE-Kreuzsignale ermittelten Abstandsinformationen. Die
Abstande sind als Linien in die finale Struktur von murinem Sclerostin-ANC eingezeichnet.

Winkel- und Distanzdaten fur die Strukturberechnung

NOE basierend:

Gesamt 1143
sintraresidue“-NOEs 471
sequenzielle-NOEs ([i-j[)=1 280
»Medium-range”-NOEs (|i-j|)<4 75
»Long-range*-NOEs (|i-j|)>4 317
NOESAminosaure 11.8
Wasserstoffbriicken 9
Torsionswinkel 78
Chemische Verschiebungen der Ca-, Cp-Atome 78

Tabelle 19: Experimentelle Daten fir die Strukturberechnung.
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Die Abstands- und Torsionswinkelinformationen wurden zusammen mit den Daten fur die
chemischen Verschiebungen der Ca- und CB-Atome von 78 Aminosauren und den neun, aus
der Sekundérstrukturanalyse ermittelten, Wasserstoffbriicken der Strukturberechnung
zugrunde gelegt (siehe 2.13.9). Basierend auf einem ,,ssimulated annealing” Protokoll, welches
ausgehend von ener Startstruktur eine Proteinfaltung simuliert, wurden 100 Strukturen
berechnet (Nilges, et al.,, 1988). Hierfir wurde die Software XPLOR verwendet. Das
verwendete Protokoll simulierte dabei das Aufheizen einer Startstruktur mit der Sequenz von
murinem Sclerostin-ANC auf 2000K und die anschliefende molekulare Dynamik unter
Einwirkung geometrischer Einschrénkungen und experimenteller Daten Uber einen Zeitraum
von 10ps. Anschlief?end wird die Peptidkette einer langsamen, Uber 5ps andauernden,
AbkUhlung auf 100K unterzogen. Aus den 100 erhatenen Strukturen wurden 15 Strukturen
auf der Basis der niedrigsten Gesamtenergie und der geringsten Zahl an Abstands- und
Winkelverletzungen ausgewédhlt. Die Strukturen wurden so ausgewdhlt, dass keine
systematischen Abstandsverletzungen um mehr as 0.2A und keine systematischen
Winkelverletzung um mehr als 15° beobachtet werden konnten. Anschlief3end wurde aus den
15 Strukturen eine gemittelte Struktur errechnet, welche die Strukturschar représentierte. Die
Qualitdt der Struktur wurde anhand der Energien fur die Geometrie und deren
Standardabweichungen  abgeschédtzt. Die Mittelwerte der Energien und  der
Standardabweichung von der idealen Geometrie sind in Tabelle 20 zusammengefasst. Die
Berechnung der mittleren Quadratwurzelabweichung von der gemittelten Struktur fur das
vollstandige Proteinriickgrat aller 15 Strukturen ergab einen Wert von > 5 A, was durch die
hohe Flexibilitét von ,Loop*-Bereich und N-Terminus begriindet ist. Wurden die flexiblen
Regionen (Aminosaure 36-56, 79-113, 138-144) von der Berechnung ausgeschlossen, ergab
sich eine mittlere Quadratwurzel abweichung von der gemittelten Struktur von (0.63 + 0.09A).
Die Qualitdt der Hauptkettentorsionswinkelverteilung wurde mit dem Programm
PROCHECK ermittelt (Laskowski, et al., 1996). Die ®-, Y-Winkelvertellung im
Ramachandran-Diagranm zeigte fir ale 15 Strukturen, dass die Torsionswinkel der
Hauptkette fur 69.3% der Aminosauren in Bereichen liegen, die energetisch als besonders
gunstig klassifiziert sind, 27.2% in energetisch erlaubten Bereichen, 3.3% in energetisch noch
erlaubten Bereichen und nur 0.3% in energetisch verbotenen Bereichen (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Ramachandran-Diagramm der Aminosaurereste aller 15 Strukturen von murinem

Sclerostin-ANC
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Struktur Statistik:

R.M.S.D der experimentellen Distanzeinschrankungen (NOE) (A) 0.022 £ 0.003
R.M.S.D der Winkeleinschrankungen (TALOS) (deg.) 5.676 + 0.651

R.M.S.D von der idealen Geometrie:

Bindungen (A) 0.003 + 0.0004
Winkel (deg.) 0.497 + 0.033

Energien (kcal/mol) der 15 Strukturen:

Enoe 41.7+10.0
EBindung 153+4.1
Ewinke 107.5+ 14.6
Evan-der-waals 38.8+119
Etorsionswinkel 346+7.9

R.M.S.D der gemittelten Struktur (A):

Proteinriickgrat der Aminosauren 57-78 und 114-138 0.63+0.09
Nichtwasserstoffatome der Aminosduren 57-78 und 114-138 1.17+£0.11
Proteinrtickgrat der Aminosauren 57-78 und 114-138 0.71+0.17
(far ale 100 Strukturen)

Nichtwasserstoffatome der Aminosduren 57-78 und 114-138 1.28+0.17

(far ale 100 Strukturen)

Analyse mit PROCHECK:

Aminosduren in  energetisch  glnstigen  Regionen  des 69.3 (821)
Ramachandran-Diagramms (%)

Aminosauren in energetisch erlaubten Regionen (%) 27.2 (322)
Aminosauren in energetisch noch erlaubten Regionen (%) 3.3(39)
Aminosauren in energetisch verbotenen Regionen (%) 0.3(3)

Tabelle 20: Statistische Daten der Strukturanalyse.
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3.6.5 NMR-Struktur von murinem Sclerostin-ANC (Asn®**-Arg***)

Die Strukturberechnung fir murines Sclerostin-ANC ergab eine Struktur mit nur geringem
globuléren Charakter. Sie besteht aus drei Schleifen, die von dem zentralen Cystinknoten in
zwel Richtungen ausgehen (siehe Abb. 37). Der Cystinknoten wird durch die Disulfidbriicken
zwischen Cys™-Cys'®, Cys®-Cys, Cys*-Cys'* gebildet (siehe Abb. 38 A). Zwe der
Schieifen, Finger 1 (His-Leu™®) und Finger 2 (Asp'*-Cys'*’) verlaufen hierbei in eine
Richtung und bilden jewells ein antiparalleles 3-Faltblatt. Die dritte Schleife, hier ds ,, Loop*
bezeichnet (Gly*-Phe'”"), verlauft in die entgegengesetzte Richtung und weist keine regulére
Sekundérstruktur auf.
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» :‘\_,‘,“ o ..g ‘_t‘,:
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Finger 1 Finger 1 y

i
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.~ Finger 2 ‘.~ Finger 2

Abbildung 37: A) Stereoansicht der Strukturschar von murinem Sclerostin-ANC aus 15 Strukturen (nur
Hauptkettenatome  ohne Protonen). B) Stereoansicht der Béanderdarstellung  mit
Sekundarstrukturelementen der NMR-Struktur von murinem Sclerostin-ANC: B-Faltblattbereiche sind
als Pfeile dargestellt. Die Disulfidbriicken sind als Linien in gelb dargestellt. Alle Strukturbilder wurden
mit dem Programm PyMOL erstellt (DeLano, 2002).
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A

Abbildung 38: (Stereoansicht) A) Schematische Darstellung des Cystinknotens von murinem
Sclerostin. B) VergroRerte Darstellung des Bereiches um Pro™ des ersten Fingers. Pro’* ist fur das
Uberkreuzen der Strange in Finger 1 verantwortlich. C) Abbildung der B-Schleife von Finger 1.
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Finger 1 enthdlt zwei kurze B-Faltblattbereiche (Abb. 37 B), der erste Abschnitt besteht aus
Strang Bl (His®™-Tyr*®) der antiparallel zu Strang B4 (Glu’’-Leu’®) verlauft. Der zweite
Abschnitt befindet sich in der Spitze von Finger 1 und besteht aus den antiparallelen Stréngen
B2 (Thr®®-Asp®) und B3 (Cys®-Arg™). Zwischen diesen kurzen B-Faltblattbereichen liegt
Pro™, welches einerseits dafirr verantwortlich ist, dass der regulare Verlauf des p-Faltblatts
unterbrochen wird und andererseits einen Knick des Proteinriickgrates induziert, der dazu
fuhrt, dass sich beide Stréange von Finger 1 kreuzen (Abb. 38 B). Beide Strange des ersten
Fingers werden in der Fingerspitze durch eine B-Schleife verbunden, die durch zwel
Wasserstoffbriicken zwischen Carbonylsauerstoff und Amidprotonen der Reste Asp® und
Cys™ stabilisiert wird (Abb. 38 C). Finger 2 enthdlt ein langes antiparalleles p-Faltblatt
bestehend aus den Strangen B5 (Arg*3-Cys'?) und B6 (Arg*’-Ser™®). Der Bereich zwischen
beiden Fingern besteht aus hydrophoben Resten (Leu™, Val™, Leu®, Ser™, Leu'®, va'®,
va™ GIn*Y, Leu™, va®), deren hydrophobe Wechselwirkungen Finger 1 und 2
stabilisieren (Abb. 39).

Abbildung 39: (Stereoansicht) Hydrophober Bereich zwischen Finger 1 und Finger 2 von murinem
Sclerostin-ANC.

In dieser Region kdnnen keine polaren Interaktionen zwischen dem Proteinrlickgrat beider
Finger beobachtet werden. In den Fingerspitzen werden die beiden Finger durch die
zusitzliche Disulfidbriicke zwischen Cys® (B-Strang 3) und Cys®® (B-Strang 5) verbunden
und somit fixiert. Dieser Bereich wird zusétzlich durch zwei Wasserstoffbriicken zwischen

den Carbonylsauerstoffen und den Amidprotonen von Arg™ und Leu'? stabilisiert. Hier
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Uberkreuzen sich die Fingerspitzen, was durch hydrophobe Wechselwirkungen der
Aminosauren Leu* und Leu® und den aiphatischen Bereichen der Seitenketten von Arg™*
und Ser’ stabilisiert wird (Abb. 40).

Abbildung 40: Stereoansicht des hydrophoben Bereichs, der durch das Uberkreuzen der Finger
entsteht.

loo loo

(Val 97-Trp100) (Val 97-Trp100)

Abbildung 41: (Stereoansicht) Uberlagerung der 15 Strukturen im Schleifenbereich ,Loop* (Val®’-

Trp™") von murinem Sclerostin-ANC.

Abbildung 37 A und Abbildung 41 verdeutlichen, dass grof3e Bereiche des Proteins flexibel
zu sein scheinen. Hierzu zahlen der N-Terminus (Asn®*-Cys™), die zweite, , Loop“ genannte,
Schleife und der Bereich des Cystinknotens. Die Aminosduren des Cystinknotens und der

ndheren Umgebung zeigen Kreuzsignale mit relativ grof3er Linienbreite. Aul3erdem konnten

126



Ergebnisse

in diesem Bereich nur wenige ,Medium-range®- und , Long-range’-NOE-Kreuzsignale
identifiziert werden. Aufer den Cysteinresten sind alle Aminosdureseitenketten des
Cystinknotens nach aufRen gerichtet. Es konnten weder Wasserstoffbriicken zwischen den
Strangen, noch zwischen den Seitenketten im Cystinknoten identifiziert werden, die diesen
Bereich stabilisieren kénnen. Auch sind keine hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den
Aminosauren des Cystinknotens moglich. Werden die 15 Strukturen in der Spitze des
,Loop“-Bereichs (Asn®-Trp'®) tiberlagert, so wird deutlich, dass eine partielle Ordnung im
Schleifenbereich des ,Loop“-Bereichs vorliegt (siehe Abb. 41). Diese entsteht durch die
beiden Tryptophanreste Trp® und Trp'® und weitere hydrophobe Aminosiuren in der
direkten Nachbarschaft, die durch hydrophobe Wechselwirkungen die Fexibilitdt des

»Loop“-Bereichs verringern.

In Abbildung 42 ist die Ladungsverteilung fur murines Sclerostin-ANC dargestellt. Hierfiir
wurden die Aminosduren in vier Gruppen unterteilt. Die negativ geladenen Aminosauren Glu
und Asp sind in rot, die positiv geladenen Aminosauren Arg und Lys in blau, die
ungeladenen, polaren Aminosauren Ser, Thr, Asn und GIn in grin und die hydrophoben
Aminosauren Gly, Ala, Vad, Leu, lle, Met, Phe, Tyr, Trp, His und Pro in grau gefarbt
dargestellt. Fur die verschiedenen Ansichten wurde die Struktur um jewells 90° in der Y-
Achse rotiert. Durch die 15 Argininreste und sechs Lysinreste weist murines Sclerostin-ANC
eine positive Nettooberflachenladung auf. Die bei neutralem pH positiv geladenen Arginine
und Lysine sind in murinem Sclerostin-ANC vor allem in Finger 2 (acht Arginine, zwei
Lysine) und in der Spitze des ,Loops‘ (zwel Arginine, ein Lysin) konzentriert. Verglichen
mit Finger 2 sind in Finger 1 eine geringere Anzahl positiv geladener Aminosauren lokalisiert
(drei Arginine, ein Lysin). Negativ geladene Aminosauren (drel Glutamate, finf Aspartate)

sind hingegen vereinzelt Uber die Struktur verteilt.
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Abbildung 42: (Stereoansicht) Ladungsverteilung von murinem Sclerostin-ANC. Die Aminosauren sind
in 4 Klassen unterteilt. Rot: Asp, Glu. Blau: Arg, Lys. Grin: Ser, Thr, GIn, Asn. Grau: Gly, Ala, Val,

Leu, lle, Cys, Phe, Tyr, Trp, His, Pro. Die Struktur von murinem Sclerostin-ANC wurde fir jede
Darstellung jeweils um 90° um die Y-Achse gedreht.
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3.6.6 N {*H} Hetero-NOE-Experiment

Um die Ursache fir die ungeordneten Bereiche von murinem Sclerostin néher zu
charakterisieren, wurde ein N{*H} Hetero-NOE-Experiment durchgefiihrt, welches eine
Aussage Uber die Flexibilitét der Proteinhauptkette erlaubt. Dabei wird die lokae
Beweglichkeit des H-N Bindungsvektors jeder einzelnen Aminosaure durch die Bildung des
®N{'H} Hetero-NOEs analysiert. Fir jede Aminosaure wird ein *°N{'H} Hetero-NOE-Wert
zwischen -1 und +1 berechnet (siehe 2.13.10). Je niedriger dieser Wert ist, desto dynamischer
ist der N-H-Bindungsvektor dieser Aminosdure. Mit Hilfe dieses Experiments sollte
untersucht werden, ob der ,Loop“-Bereich von murinem Sclerostin-ANC tatsichlich
dynamisch ist oder der geringe Strukturierungsgrad auf eine unzureichende Identifizierung
von NOE-Kreuzsignalen zurtickzufUhren ist. In Abbildung 43 A sind die Hetero-NOE-Werte
der Aminosauren von murinem Sclerostin-ANC gegen die Aminosduresequenz aufgetragen.
Fir die Aminosauren des N-Terminus und des ,, Loop“-Bereichs wurden niedrige *>N{*H}
Hetero-NOE-Werte erhalten, wahrend fir Aminosauren in den beiden Fingern Werte nahe 1
erhalten wurden. Dies belegt, dass der N-Terminus und der ,Loop“-Bereich in der Tat
flexibel und dynamisch sind. Zum Vergleich ist in Abbildung 43 B die mittlere
Quadratwurzelabweichung (R.M.S.D.) der Ca-Position der einzelnen Aminoséuren aller 15
Strukturen (Uiberlagert im Bereich der beiden Finger: Leu®®-Leu®, Arg*3-va™®) von der Ca-
Position der entsprechenden Aminosdure in der gemittelten Struktur gegen die
Aminosauresequenz aufgetragen. Die flexiblen Regionen von murinem Sclerostin-ANC,
,Loop*-Bereich und N-Terminus, weisen niedrigere >N{*H} Hetero-NOE-Werte auf und
sind durch hohe R.M.S.D.-Werte gekennzeichnet. Abbildung 43 C zeigt den ,, Sausage-Plot”
der gemittelten Struktur von murinem Sclerostin-ANC. Flexible Bereiche, die eine hohe
geometrische Abweichung von der gemittelten Struktur aufweisen erscheinen hier rot,
strukturierte Bereiche sind blau dargestellt.
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Abbildung 43: A) N {1H} Hetero-NOE-Experiment. (Schwarzer Balken: steht fir die Aminoséure
Prolin in der Aminoséauresequenz, *: Signale dieser Aminoséuren waren nicht auswertbar, Raute: Fir
diese Aminosauren war der N {*H} Hetero-NOE nicht auswertbar, da aufgrund von Uberlappung von
Signalen, die Integration einzelner Signale nicht durchfihrbar war.) B) Darstellung der mittleren
Quadratwurzelabweichung der Ca-Position der einzelnen Aminoséuren aller 15 Strukturen (Uberlagert
im Bereich der beiden Finger: Leu®®-Leu’®, Arg"*-val™®") von der Ca-Position der Aminosaure in der
gemittelten Struktur. C) ,Sausage Plot“-Darstellung der gemittelten Struktur von murinem Sclerostin-
ANC. In der Banderdarstellung von murinem Sclerostin-ANC (Aminosaure 48-144) sind die aus den
R.M.S.D.-Werten berechneten Temperaturfaktoren graphisch dargestellt. Die Farbe blau steht fur
einen niedrigen Temperaturfaktor und kennzeichnet Regionen mit hoher Rigiditat, die Farbe Rot steht
fir einen hohen Temperaturfaktor und kennzeichnet flexible und dynamische Regionen. Der
Durchmesser der Banderdarstellung korreliert mit der Flexibilitat.

130



Ergebnisse

3.7 Anti-Sclerostin Fab-Fragmente

In Kooperation mit der Firma AbD-Serotec entstanden acht Anti-Sclerostin Fab-Fragmente.
» Phage Display” -Selektion, Expression und Aufreinigung der Fab-Fragmente wurden von der
Firma ADbD-Serotec durchgefthrt. Fur die ,Phage Display“-Selektion wurde dem

Unternehmen humanes und murines Sclerostin aus Sf9-Zellkultur zur Verfligung gestellt.

Fur die Selektion der Fab-Fragmente gegen rekombinantes humanes und murines Sclerostin
wurde die HUCAL GOLD™ Antikérperbibliothek von MorphoSys verwendet (Knappik, et
al., 2000, Rothe, et al., 2008). Die Antigen-Proteine wurden biotinyliert (EZ-link Sulfo-NHS-
LC-Biotin, Pierce) und Antigen-bindende Fab-Fragmente wurden in einem so genannten
»Solution panning” angereichert (Steidl, et al., 2008). Nach drei Runden einer derartigen
Selektion mittels ,,Phage Display® wurden die cDNAs der Sclerostin bindenden Fab-
Fragmente in einen Expressionsvektor umkloniert, der eine Herstellung der Fab-Fragmente in
E.coli-Bakterien erlaubt. Die Fab-Fragmente weisen am C-Terminus der Fd-Kette eine
Thrombin-Schnittstelle und einen Myc-Hiss-Affinitdtstag auf. Von jeder Antikorperselektion
wurden 368 Klone im ELISA auf Bindung an humanes und murines Sclerostin getestet.
Sclerostin  bindende Fab-Fragmente wurden in E.coli-Bakterien exprimiert und durch

Affinitdtschromatographie aufgereinigt.

3.7.1 Charakterisierung der Fab-Fragmente mittels Oberflachen-

plasmonresonanz-Spektroskopie

Die Bindungsparameter der Fab-Fragment-Bindung an humanes und murines Sclerostin
wurden mittels Oberfl&chenplasmonresonanz-Spektroskopie analysiert. Hierfir wurden die
Fab-Fragmente zunéchst biotinyliert und anschlief3end an die mit Streptavidin beladenen
Kandle des Sensor Chips gekoppelt (siehe 2.5.5, 2.12). Die an der Chipoberfléche
immobilisierten Fab-Fragmente wurden mit steigenden Konzentrationen (5nM, 10nM, 15nM,
20nM, 30nM 40nM) von murinem und humanem Sclerostin, sowie den Trunkationsvarianten
murines Sclerostin-AC und murines Sclerostin-ANC in HBS150-Puffer perfundiert. Die
Parameter der Interaktion wurden, wie in Kapitel 2.12 beschrieben, berechnet und sind in
Tabelle 21 dargestellt. Die Affinitéten der Bindung aller Fab-Fragmente an die verschiedenen
Sclerostinvarianten liegen im niedrigen nanomolaren Bereich.
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Das Fab-Fragment AbD09094 bindet speziesspezifisch an murines Sclerostin, alle anderen
Fab-Fragmente binden sowohl humanes a's auch murines Protein. Die geringe Zahl spezies-
spezifischer Fab-Fragmente, die in der Selektion erhalten wurden, kdnnen durch die geringen
Sequenzunterschiede von humanem und murinem Sclerostin erklart werden (siehe Abb. 44).
Die meisten Fab-Fragmente, die gegen humanes Sclerostin selektiert wurden, binden mit etwa
zweifach niedrigerer Affinité auch murines Sclerostin. Alle Fab-Fragmente binden zudem die
Trunkationsvarianten murines  Sclerostin-AC ~ und  murines  Sclerostin-ANC ~ mit
Bindungsaffinitdten, die mit der Bindung an wildtypisches murines Sclerostin vergleichbar
sind. Dies spricht dafir, dass die Bindeepitope dler Fab-Fragmente im
Aminosauresequenzbereich zwischen Asn® und Arg*** von murinem Sclerostin lokalisiert

sind.
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Abbildung 44: Aminosauresequenzvergleich von humanem (oben) und murinem (unten) Sclerostin.
Der Vergleich wurde mit der Programm Clustal W Software des EMBL European Bioinformatik Institut
erstellt (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).
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Fab- ) murines Sclerostin
Fragment Antigen ka[10°MsT] kq[107s7 K bkiny [NM] K b(ec) [NM]
AbD09094 mSclerostin 6.2+7 3.7+0.8 6.0 28.0
AbD09095 mSclerostin 16.7+3 1.9+04 11 33
AbD09096 mSclerostin 9.0x1 0.2+0.05 0.2 -
AbD09097 mSclerostin 6.0+0.6 0.5+0.1 0.9 -
AbD09098 hSclerostin 23.3+5 11.7+0.8 50 115
AbD09099 hSclerostin 21.0+6 6.3+0.3 3.0 10.8
AbD(09100 hSclerostin 64.1+21 21.4+4 34 3.9
AbD09101 hSclerostin 10.4+5 7.05+1 6.8 105
Fab- . humanes Sclerostin
Fragment Antigen k.[10°M1sT| kq[103sT Koin [NM] Kpeq [NM]
AbD090%4 mSclerostin - - - -
AbD09095 mSclerostin 4.1+3 25.8+3 87.6 77.8
AbD09096 mSclerostin 10.5+3 0.6+0.1 15 -
AbD09097 mSclerostin 6.8+0.6 1.4+0.06 2.0 -
AbD09098 hSclerostin 9.9+5 6.2+0.7 6.3 3.8
AbD09099 hSclerostin 9.2+2 6.3+0.5 6.9 8.9
AbD09100 hSclerostin 51.2+10 9.3+2 18 1.9
AbD09101 hSclerostin 8.3+2 0.1+0.05 0.1 45
Fab- ) murines Sclerostin-AC
Fragment Antigen k.[10°M1sY| kq[103sY Koin [NM] Kpeq [NM]
AbD09094 mSclerostin 4.6x1 3.7+0.9 228 35.2
AbD09095 mSclerostin 17.2+5 1.8£0.3 1.0 18
AbD09096 mSclerostin 12.4+0.2 0.3£0.1 0.2 -
AbD09097 mSclerostin <0.1 <01 -
AbD09098 hSclerostin 23.0+4 19.2+3 84 9.5
AbD09099 hSclerostin 15.7+6 9.3+0.6 59 8.0
AbD(09100 hSclerostin 58.8+30 19.3+4 33 5.7
AbD09101 hSclerostin 10.7+5 7.0x1 6.5 13.7
Fab- . murines Sclerostin-ANC
Fragment Antigen k.[10°M1sY| kq[10°s7 K bkiny [NM] K p(eey [NM]
AbD09094 mSclerostin 4.2+2 4.2+04 15.8 58.8
AbD09095 mSclerostin 18.2+7 1.6x0.2 0.9 25
AbD09096 mSclerostin 14.4+3 0.2+0.1 0.2 -
AbD09097 mSclerostin 18.2+5 1.1+0.2 0.6 -
AbD09098 hSclerostin 22.2+12 13.7x2 6.2 7.7
AbD09099 hSclerostin 15.3+6 6.0+0.7 3.9 6.8
AbD(09100 hSclerostin 81.3+40 15.8+2 19 4.0
AbD09101 hSclerostin 18.0+5 5.9+2 32 7.4

Tabelle 21: Daten der

Interaktion der

einzelnen Fab-Fragmente mit den verschiedenen

Sclerostinvarianten. Die Spalte ,Antigen” enthalt die Sclerostinvariante murines (m) Sclerostin und

humanes (h) Sclerostin, die fur das jeweilige Fab-Fragment als Antigen verwendet wurde.
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3.7.2 Charakterisierung der Fab-Fragmente mittels Wnt-Reportergen-

Nachweisverfahren

Um Hinweise auf den Aminosduresequenzbereich von Sclerostin zu erhalten, der fir die
Inhibition des Wnt-Signalwegs verantwortlich ist, wurden die Fab-Fragmente in einem Wnt-
Reportergen-Nachweisverfahren auf ihren Einfluss auf die Whnt-inhibitorische Wirkung von
Sclerostin  getestet. Fab-Fragmente, welche die Inhibition des Wnt-Signalwegs durch
Sclerostin neutralisieren, binden im selben Aminosauresequenzbereich von Sclerostin, der fr
die Interaktion zwischen Sclerostin und LRP5/6, bendtigt wird. Kann durch andere Verfahren
das Bindeepitop von Sclerostin an das neutralisierende Fab-Fragment bestimmt werden, so ist
dies ein erster Hinweis auf die Aminosauren von Sclerostin, die an der direkten Interaktion
von Sclerostin und LRP5/6 beteiligt sind.

1.2
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mWnt3a + - + + + + + + + +
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Abbildung 45: Wnt-Reportergen-Nachweisverfahren fur die Fab-Fragmente AbD09097 und AbD09101
der Firma AbD-Serotec. AbD09097 neutralisiert die Inhibition durch Sclerostin dosisabhangig,
AbDO09101 zeigt hingegen keinen Einfluss auf die Inhibition des Wnt-Signalwegs durch Sclerostin.
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Das Wnt-Reportergen-Nachweisverfahren wurde, wie in Kapitel 2.11.6 beschrieben,
durchgefuhrt. 500nM Sclerostin wurde mit steigenden Konzentrationen des jeweiligen Fab-
Fragments gemischt, fur 15min inkubiert und zu den SuperTopHF ash8x-transfizierten
HEK293T-Zellen gegeben. Abbildung 45 zeigt das Bakendiagramm des Wnt-Reportergen-
Nachweisverfahrens fur die beiden Fab-Fragmente AbD09097 und AbD09101. Das Fab-
Fragment AbD09101 zeigt keinerlei Einfluss auf die Inhibition des Signalwegs durch
Sclerostin, selbst in héheren Konzentrationen nicht. Das Fab-Fragment AbD09097 hingegen
neutralisiert die Inhibition des Wnt-Signalwegs durch Sclerostin dosisabhangig. Bereits ein
1:10 stochiometrisches Verhdtnis von AbD09097 und Sclerostin zeigt eine Abschwéchung
des inhibitorischen Effekts von Sclerostin.

3.7.3 Bestimmung des Bindeepitops von Sclerostin an AbD09097
mittels NMR-Spektroskopie

Um die Aminosduren von Sclerostin zu identifizieren, die an der Bindung von Sclerostin an
das Fab-Fragment AbD09097 beteiligt sind, wurden *H®>N 2D-HSQC-Spektren von uniform
N-markiertem freien Sclerostin-ANC und *°N-markiertem Sclerostin-ANC im Komplex mit
dem Fab-Fragment AbD09097 (stochiometrisches Verhdtnis 1:1) verglichen. Dadie Lage der
'H™N-K reuzsignale im Spektrum von der chemischen Umgebung der Aminosauren abhangt,
fuhr die Komplexbildung zu Anderungen in der chemischen Umgebung der an der Bindung
beteiligten Aminosauren und damit zu einer Anderung der chemischen Verschiebungen der
Signale dieser Aminossuren. Abbildung 46 zeigt die Uberlagerung beider *H®N 2D-HSQC-
Spektren (murines Sclerostin-ANC in grin, Komplex aus murinem Sclerostin-ANC und
AbDO09097 in rot). Die Bindung des Fab-Fragments beeinflusste die Lage der *H™N-
Kreuzsignale von Sclerostin auf unterschiedliche Weise. Die *H*N-Kreuzsignale einiger
Aminosauren traten bei stark veranderten chemischen Verschiebungen auf (Ser™, Leu™,
His®, Cys®, Trp®, Arg™, Asp'® Lys"® Arg*), andere Signale bei nur schwach
veranderten chemischen Verschiebungen (Glu*?, Tyr®, Leu”, GlIy*?, GIn®, Asn®, Ala®,
Gly®, Arg®, va®, Lys®, Trp®(E1), Trp'®(E1), Trp'®, Asn'®, Gly**, GIn*"’, Ser™*) und
wieder andere Signale anderten nicht die chemische Verschiebung, sondern die Signae
verloren durch die Linienverbreiterung an Intensitat (Cys™, Ser®, e va®® Ala®). In
Abbildung 47 A sind digenigen Aminosdauren durch Balken gekennzeichnet, deren
Amidproton-Amidstickstoff-Kreuzsignale durch die Fab-Fragment-Bindung die chemischen
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Verschiebungen anderten. Es wird deutlich, dass die betroffenen Aminosauren vor alem im

flexiblen ,Loop*-Bereich angesiedelt sind (Leu™-Asp™™®

). Zudem scheinen auch die
Aminosauren in der unmittelbaren Umgebung des Cystinknotens von der Bindung des Fab-
Fragments beeinflusst zu werden. Die Position der betroffenen Aminosduren in der Struktur
ist in Abbildung 47 B, C dargestellt. Die hier genannten Ergebnisse basierend auf NMR-
Titrationsexperimenten stimmen gut mit den Resultaten aus ,, Peptide-mapping*-Studien der
Firma Pepscan Uberein. Durch das , Peptid-mapping”-Verfahren identifizierte die Firma
Pepscan zwei lineare Bindeepitope in der Aminosduresequenz von humanem Sclerostin for
die Bindung des Fab-Fragments AbD09097. Die erste Region umfasst den Bereich um den
ersten Cysteinrest GIu*-Tyr® (in murinem Sclerostin), die zweite Region den flexiblen
,Loop*-Bereich Arg®™-Trp® (minimales Epitop, murines Sclerostin). Beide Bereiche konnten

durch die hier vorgestellte NMR-Bindungsstudie bestétigt werden.
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Abbildung 46: Uberlagerung der beiden 'HEN 2D-HSQC-Spektren von isoliertem murinen (grin) und
®N-markiertem Sclerostin-ANC im Komplex mit dem Fab-Fragment AbD09097 (rot). Die
Amidstickstoff-Amidproton-Kreuzsignale der Aminoséuren, deren Positionen sich im Spektrum durch
Bindung des Fab-Fragments gedndert haben, sind beschriftet. *) siehe Abbildung 32.
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Abbildung 47: A) Darstellung der durch die Bindung des Fab-Fragments AbD09097 beeinflussten

'"H™N-Kreuzsignale aufgetragen

gegen

die Aminosauresequenz von

murinem  Sclerostin.

*) Aminosauren, denen kein Signal im "H**N 2D-HSQC-Spektrum zugeordnet werden konnte. P) steht
fur die Aminosaure Prolin. B) Darstellung der Van-der-Waals-Oberflache und Banderdarstellung von
Sclerostin. Die durch die Bindung des Fab-Fragments AbD09097 beeinflussten Aminosaurereste sind
in rot hervorgehoben. C) Darstellung der Van-der-Waals-Oberflache und Bé&nderdarstellung des um
90° um die Y-Achse rotierten Molekiils.
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4 Diskussion

4.1 Methodische Strategien

4.1.1 Expression von Sclerostin in Sf9-Insektenzellen

Eine Grundvoraussetzung fur die strukturelle und funktionelle Charakterisierung von
Sclerostin ist zundchst die Expression und Aufreinigung von biologisch aktivem Protein.
Sclerostin ist ein extrazelluldr lokalisiertes Protein mit Disulfidbricken, welches nur in
Eukaryonten vorkommt. Daher sollte Sclerostin  zunéchst in einem heterologen,
Saugerzellsystem-ahnlichen Expressionssystem exprimiert werden, welches den Transport
durch das sekretorische System unterstitzt und mogliche posttranslationale Modifikationen
anfugt.

Ein moglicher Ansatz ware die Expression von Sclerostin in Saugerzellen selbst (z.B.
HEK293T-Zellen), beispielsweise durch die transiente Transfektion eines Expressions-
plasmids oder die Herstellung einer stabilen Zelllinie. Diese Methode erfordert jedoch eine
aufwendige, fur grofkere Proteinmengen schwierig skalierbare Zellkultur und grof3e Mengen
an Plasmid-DNA. Das Sf9-Insektenzell-Expressionssystem bietet durch seine Vorzige
(einfache Vermehrung der Zellen, einfache Herstellung des Virus fur die Expression,
Expression durch Virusinfektion der Zellen, leichte Amplifikation des Virus, hoher
Durchsatz) eine bessere Alternative fur die heterologe Expression von Sclerostin im
Groldmalistab. Dieses Expressionssystem lieferte aktives Protein, in 0.2-1mg Mengen pro
Liter Zellkultur. Die Aktivitdt konnte durch verschiedene biologische Nachweisverfahren
belegt werden (siehe 3.4).

Verglichen mit anderen, in diesem Expressionssystem exprimierten Proteinen, wie z.B.
DRAGON (8-10mg/l Zellkulturiberstand, Tina Hellmann personliche Mitteilung) konnten fir
Sclerostin nur niedrige Ausbeuten (0.2—1mg/I ZellkulturUberstand) erhalten werden, was
mehrere Grinde haben kann. Hierzu zdhlt moglicherweise eine geringe Tranglationsleistung,
verursacht durch mRNA-Sekundéarstrukturen, Abbau durch sekretierte Proteasen oder die
geringe Sekretion des Proteins durch die Zellen. Um die Auswirkung unterschiedlicher
Sequenzen im 5-Bereich des SOST-Expressionskonstrukts zu untersuchen, wurden zwei
verschiedene Expressionsvektoren (pACGP67 und pMK 1) verwendet, die sich durch die Lage
des Hexahistidintags und der Proteaseschnittstelle unterscheiden. In pACGP67 befindet sich
die kodierende Sequenz fur den Hexahistidintag und die Thrombinschnittstelle hinter, in
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pPMK1 vor dem fir Sclerostin kodierenden Bereich. Der pMK1-Vektor bietet auf3erdem eine
weitere Moglichkeit Einfluss auf die Expression zu nehmen. Durch die Verwendung des
pMK1-Vektors konnte linearisierte VirussDNA vom Typ BAC-3000 (Novagen) verwendet
werden, welche nach Rekombination einen Virus generiert, in dem das Gen v-cath fir eine
sekretierte virale Protease deletiert ist. So konnte durch die Kombination von Anderungen des
5-Bereiches der mRNA und die Verringerung ins Medium sekretierter Proteasen die

Ausbeute an murinem und humanem Sclerostin verdoppelt werden.

Ein weiterer Grund liegt eventuell in der ineffizienten Sekretion des Proteins oder in der
Bindung von Sclerostin an die Zelloberflache, wodurch die Menge an Sclerostin im
ZelkulturGberstand verringert wird. Mittels Western-Blot Analyse der Expressionsstudien
von Sclerostin in verschiedenen Expressionssystemen (Sf9-Zellen, Drosophila melanogaster
Zéellen (S2-Zellen) und HEK293T-Zellen) konnte bestétigt werden, dass Sclerostin in den
Uberstand sekretiert wird, jedoch auch immer im Zelllysat vorhanden war. Hierbel konnte
nicht zwischen ineffizienter Sekretion oder Bindung an die Zellen nach Sekretion
unterschieden werden. Veverka et al. publizierten, dass Sclerostin eine Bindestelle fir
Heparin besitzt, wodurch es an membranstandige Proteoglykane auf der Oberflache von
Zellen zu binden vermag (Veverka, et al., 2009). Durch Zugabe von Heparin in verschiedenen
Konzentrationen zu Sclerostin exprimierenden HEK293T-Zellen konnten Veverka et al.
zeigen, dass bei gleicher Sclerostingesamtmenge die Proteinmenge im Zellkulturiiberstand
durch die Zugaben von Heparin erhoht werden konnten (Veverka, et al., 2009). Dieses
Ergebnis deutet auf eine Bindung von Sclerostin an die Zelloberflache und gegen eine
ineffiziente Sekretion des Proteins hin. Eigene Versuche, die Ausbeute an humanem
Sclerostin aus Insektenzel Ikultur durch die Zugabe von Heparin zu erhéhen, fuhrten jedoch zu

keiner nennenswerten Ausbeutesteigerung.

Durch die Wahl des Expressionssystems sollte nicht nur die native Faltung des Proteins,
sondern auch das Anfligen mdglicher posttrandationaler Modifikationen gewdhrleistet
werden. In besonderen Féllen sind posttranslationale Modifikationen wie die Glykosylierung
essentiell fur die biologische Aktivitét eines Proteins (Elliott, et al., 2004, Saremba, et al.,
2008, Ulloa-Aquirre, et al., 1999). So ist im Fall von BMP-6 die Glykosylierung des Proteins
essentiell fur die Bindung an den Typ-1-Rezeptor ActR-I (Activin-Rezeptor-1) (Saremba, et
al., 2008). BMP-6, welches in E.coli-Bakterien exprimiert wird und somit nicht glykosyliert
ist, ist nicht in der Lage an seinen , Signaling“-Rezeptor ActR-I zu binden und ist somit in
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C2C12-Z€llen biologisch inaktiv. Sclerostin wird in den Insektenzellen an der N-terminalen
N-Glykosylierungsstelle (Asn®®) glykosyliert. Die Glykosylierung hat alerdings keinen
Einfluss auf die Inhibition des Wnt-Signawegs durch Sclerostin, da auch von E.coli-
Bakterien exprimiertes Sclerostin in den von uns verwendeten Nachweisverfahren biologisch
aktiv ist (siehe 3.5).

4.1.2 Expression von Sclerostin in E.coli-Bakterien

Fur die Strukturaufkldrung von Sclerostin war eine Herstellung des Proteins aus E.coli-
Bakterien erforderlich, da das nach der in unserem Labor etablierten Methode aus Sf9-Zellen
gewonnene Protein aus mehreren Grinden ungeeignet ist. Einerseits ist die durch
Insektenzellen angefiigte Glykosylierung fur eine Kristalisation nachteilig, da sie die
Loslichkeit der Proteine stark erhéht und zudem oft heterogen erfolgt. Eine Unterdriickung
der Glykosylierung durch Zugabe von Inhibitoren wie Tunicamycin oder durch
Substitutionsmutanten verringert in den meisten Fallen die Ausbeute drastisch und stellt somit
keine Alternative dar. Andererseits ist die fur die NMR-Spektroskopie erforderliche
Markierung der Proteine mit den NMR-aktiven Isotopen N und *C im
Insektenzellkultursystem sehr kostenintensiv, da hier en auf isotopenmarkierten

Aminosauren basierendes Medium bendtigt wird.

Da Sclerostin ein extrazellulares Cystinknotenprotein mit vier Disulfidbriicken ist, erscheint
eine zytoplasmatische |6sliche Expression von Sclerostin ohne Hilfsmittel nicht mdglich. Ein
fur die BMP-Rezeptoren etabliertes Verfahren, die Expression des Proteins im Zytoplasma
von E.coli-Bakterien mit verdndertem Redoxpotential durchzufiihren, welches die Bildung
von Disulfidbriicken ermdglicht, fuhrte im Fall von Sclerostin zur Expression von
unléslichem Protein. Eine weitere Strategie, Sclerostin in den periplasmatischen Spalt zu
sekretieren, erwies sich als nicht erfolgreich, da ein Grofdeil des Proteins, aufgrund der
flexiblen Bereiche, von dort vorkommenden Proteasen abgebaut wurde. Daher wurde
Sclerostin letztlich im Zytoplasmain Form unlgslicher Einschlusskorper exprimiert, die nach
Zellaufschluss und einem Waschschritt isoliert und in 6M Guanidiniumhydrochlorid gel 6st
wurden. FUr die Renaturierung von Sclerostin wurde auf vorhandene Ruickfaltungsprotokolle
fur Cystinknotenproteine, den BMPs, zurtickgegriffen und diese fur die Renaturierung von
Sclerostin optimiert. Dabei lieferte der Ruckfaltungspuffer fur BMP-6 mit anschlief3ender
Dialyse die hochste Ausbeute an aktivem Sclerostin.
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4.1.3 Strukturaufklarung

Fur die hochauflosende Strukturaufkl&rung eines Proteins stehen zwei, grofiteils
komplementére Methoden zur Verfliigung, NMR-Spektroskopie und Roéntgenstrukturanal yse.
Beide Verfahren haben sehr unterschiedliche Ansdtze und stellen teils spezifische
Anforderungen an die Proteineigenschaften der Probe. Fir die NMR-Spektroskopie sollte ein
Protein eine hohe Loslichkeit aufweisen, da Konzentrationen zwischen 0.5 und 1mM in der
Regel notwendig sind. Fir die Messung der Amidprotonensignale muss durch die
Pufferbedingungen ein leicht saurer pH-Wert erreicht werden (pH 4.5-6.5) und aufgrund des
Messverfahrens sind zudem niedrige Salzkonzentrationen (max. 50mM NaCl) erforderlich, da
sonst durch die Mikrowellenstrahlung eine zu starke Erwérmung der Proteinprobe erfolgt. Fur
die Kristallisation von Proteinen sind ebenfalls hohe Konzentrationen in der Regel zwischen
5-10mg/ml notwendig, allerdings soll hier letztlich eine kontrollierte Unldslichkeit erreicht
werden, die zur Kristallisation des Proteins fuhrt. Flexible Bereiche in Proteinen konnen die
Einordnung in en darres Kristalgitter storen. Die biochemische Anayse der
Domanenstruktur zeigt allerdings deutlich, dass Sclerostin flexible Termini besitzt, was sehr
wahrscheinlich eine Kristallisation des Proteins verhindern oder zumindest behindern wiirde
(siehe 3.2.3). Aus diesem Grund wurde, nach ersten erfol glosen Kristallisationsversuchen, die
NMR-Spektroskopie as Methode gewdhit. Obwohl flexible Bereiche fur die NMR-
Spektroskopie kein grundlegendes Hindernis darstellen, fiihren ungeordnete Bereiche zu einer
starken Uberlagerung der Protonensignale, was die Zuordnung der Signale im Rahmen der
Auswertung erschwert. Da der Aufwand der Auswertung Uberproportional mit der Zahl der
Signale ansteigt, ist die Anzahl der Atome und damit die Anzahl der Aminosduren eines
Proteins ebenfalls ein limitierender Faktor fur die NMR-Spektroskopie. Der reife Tell von
Sclerostin umfasst 192 Aminosauren. Daher wurde nach Prifung der biologischen Aktivitat
der Sclerostin-Trunkationsvarianten das kirzeste biologisch aktive Protein mit 113

Aminosauren fur die Strukturaufklérung verwendet.

Die Strukturaufkldrung erfolgte mittels Standard-Methoden fir Proteine mittlerer Grofe.
Durch die Markierung des Proteins mit den NMR-aktiven Isotopen >N und *3C konnten so
genannte ,, Tripleresonanz”-Experimente verwendet werden, die eine Trennung Uberlagerter
Protonensignale ermoglicht und eine schnelle Zuordnung der NMR-Signale adler H-, C- und
N-Kerne erlaubt. Die Zuordnung der Hauptkettenatome erfolgte Uber die , Tripleresonanz”-
Spektrenpaare CBCA(CO)NH und CBCA(N)NH. Allerdings war es mittels dieser beiden

Spektren nicht mdglich, ale Aminosauren zuzuordnen. Besonders im Bereich des
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Cystinknotens traten, wahrscheinlich bedingt durch eine langsame Dynamik im ps-Bereich,
Signalverbreiterungen auf, weshalb die hiervon betroffenen Aminosduren nicht identifiziert
werden konnten. Zur Uberprifung der Zuordnung und um fehlende Aminosauren eventuell
dennoch identifizieren zu konnen, wurde ein weiteres , Tripleresonanz”-Spektrenpaar,
HN(CA)CO und HNCO, benutzt. Die Zuordnung der bisher identifizierten Aminosauren
konnte hierdurch bestétigt werden. Zudem konnten weitere vier Aminosauren identifiziert

werden.

4.2 Vergleich der NMR-Strukturen von murinem und humanem
Sclerostin

Die Struktur von murinem Sclerostin-ANC gliedert sich in drei Regionen, den zentralen
Cystinknoten, den ,,Loop“-Bereich und die Finger. Sie bestehen aus zwel Schleifen (Finger 1
und Finger 2), die eine definierte B-Faltblattstruktur bilden und durch eine zusétzliche
Disulfidbricke in den Fingerspitzen miteinander verbunden sind. Der ,Loop“-Bereich,
ebenfalls ein Schleife, welche vom Cystinknoten isoliert in die entgegengesetzte Richtung
verlauft, ist flexibel und unstrukturiert (siehe Abb. 37). Zeitgleich mit der Veréffentlichung
der Struktur von murinem Sclerostin-ANC, wurde die NMR-Struktur des gesamten reifen

Teils von humanem Sclerostin (GIn'-Tyr*®

) von Veverka et al. publiziert (Veverka, et al.,
2009). Das humane Protein weist ebenfalls hoch flexible N- und C-Termini und einen
flexiblen ,Loop"-Bereich auf, auch die Disulfidverbrickungsmuster beider Proteine sind
identisch. Die zwel Finger des humanen Proteins, die sich ebenfalls in den Fingerspitzen
Uberkreuzen, wo sie durch eine weitere Disulfidbriicke verbunden sind, weisen wie im
murinem Protein antiparallele B-Faltblattelemente auf. Bei ndherer Betrachtung beider
Strukturen wird jedoch deutlich, dass die Positionen der Ca-Atome in beiden Strukturen um
mehrere A voneinander abweichen. Die groften Unterschiede treten hierbei in Finger 1 und

im Cystinknoten auf (siehe Abb. 48).

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen humanem und murinem Protein (im reifen
Tell sind nur 21 Aminosduren unterschiedlich, siehe Abb. 44) sind die beobachteten
strukturellen Differenzen zwischen beiden Proteinen bemerkenswert. Da die Abweichungen
mit grofiter Wahrscheinlichkeit nicht auf Sequenzunterschiede zuriickzufthren sind, mtissen

andere Grinde, insbesondere in der Auswertung der Strukturdaten, gesucht werden.
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Abbildung 48: A) Uberlagerung der Banderdarstellung (Finger 1 und Finger 2) von humanem (rot,
ohne N- und C-Terminus) und murinem (grin) Sclerostin in Stereoansicht. B) Uberlagerung der
Banderdarstellung des ersten Fingers von murinem (grin) und humanem (rot) Sclerostin in
Stereoansicht.

Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit verwendeten Ansatz, haben Veverka et al., nach der
manuellen  Zuordnung der chemischen  Verschiebungen die  Ermittlung  der
Abstandsinformation, also die Zuordnung der NOE-Kreuzsignale, automatisch durch das
Programm Candid vorgenommen (Herrmann, et al., 2002). Aufgrund der grof3en Anzahl von
Aminosauren in flexiblen Bereichen hat Sclerostin viele Amidprotonen mit chemischen
Verschiebungen in einem eng begrenzten ppm-Bereich (7.5-8.5ppm) (siehe Abb. 30), was zu
Signaliberlappungen fuhrt und die Signalzuordnung enorm erschwert. Selbst fur die
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Trunkationsvariante von murinem Sclerostin, mit einer deutlich geringeren Zahl von NOE-
Kreuzsignalen im Vergleich zum wildtypischen Sclerostin, war eine vollstandige Zuordnung
aller NOE-Kreuzsignale nicht méglich. Das wildtypische humane Protein weist, verglichen
mit der Trunkationsvariante, durch die beiden flexiblen Termini eine deutlich gréfere Anzahl
an NOE-Kreuzsignalen auf und somit auch deutlich mehr Uberlappende NOE-Kreuzsignale.
Dies erschwert ein automatisches Zuordnungsverfahren der Kreuzsignae und kann unter

Umsténden zu falschen Abstandsinformationen fuhren.

Die strukturellen Differenzen konzentrieren sich vor allem auf den Cystinknoten und den
ersten Finger. Die im murinen Protein fur diesen Finger charakteristischen Elemente wie die
—Schleife in der Fingerspitze, die zwei kurzen (3-Faltblattelemente (murines Sclerostin: 1:
Tyr®-Thr®, p2: Leu®-Asp®®, B3: Cys®-Ser™, B4: Thr”’-Glu’™®) und das Kreuzen der beiden
Hauptkettenstrange an Aminosaurerest Pro’, sind im humanen Protein nur in ghnlicher Form

zu finden und werden im Folgenden genauer analysiert (siehe Abb. 48 B).

In Abbildung 49 sind die Fingerspitzen der Finger 1 von murinem Sclerostin (grin, A) und
humanem Sclerostin (turkis, B) dargestellt. In murinem Sclerostin bildet die Proteinhauptkette
in der Fingerspitze cine B-Schleife aus, die durch zwel Wasserstoffbriicken (magenta)
zwischen dem Amidproton von Cys®® und dem Carbonylsauerstoff von Asp®® sowie zwischen
dem Amidproton von Asp®® und dem Carbonylsauerstoff von Cys™ stabilisiert wird.
Hinweise auf die Ausbildung dieser Wasserstoffbriicken (in magenta) geben die NOE-
Kreuzsignale zwischen den Amidprotonen von Cys® und Asp®, die durch ein NOE-
Kreuzsignal mit mittlerer Intensitét (Abstand: 3.5A+0.5A) gekennzeichnet sind und ein NOE-
Kreuzsignal mit hoher Intensitat (Abstand: 2.5A+0.5A) zwischen den Ho-Protonen von Arg™
und Thr®.

Die Schleife in der Fingerspitze von humanem Sclerostin weist eine andere Konformation
auf. Hier werden keine Wasserstoffbriicken zwischen den Amidprotonen und den
Carbonylsauerstoffen von Cys™ und Asp® ausgebildet, da hier die Abstande, im Vergleich
zum murinen Sclerostin, zwischen den beteiligten Atomen um etwa 1A langer sind. Die in
diesem Bereich fir das murine Protein ermittelten Abstandsinformationen (NOE-
Kreuzsignae: HN66 — HN69 3.5A+0.5A, Ha70 — Ho65 2.5A+05A, HN64 — HN71
3.5A+0.5A) sprechen jedoch gegen die Konformation im humanen Protein und fiir eine durch
Wasserstoffbriicken stabilisierte -Schleife, wie in der Struktur des murinen Proteins.
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Abbildung 49: A) Stereoansicht der B-Schleife des ersten Fingers von murinem Sclerostin.
Wasserstoffbriicken sind in magenta dargestellt. Die gestrichelten Linien und Zahlen reprasentieren
die gemessenen Abstidnde in A. B) Stereoansicht der Schleifenregion des ersten Fingers von
humanem Sclerostin. Die gestrichelten Linien und Zahlen reprasentieren die gemessenen Abstande in

Abbildung 50 zeigt den oberen Abschnitt des ersten Fingers von humanem Sclerostin. In der
NMR-Struktur des humanen Proteins bildet dieser Bereich, im Gegensatz zur Struktur des
murinen Proteins, ein regelmaliges antiparalleles p-Faltblatt mit den (in der Abbildung
eingezeichneten) charakteristischen Abstanden der Amidprotonen gegeniberliegender
Aminosauren zueinander (humanes Sclerostin: Val’” NH — Arg® NH 2.6A, Glu™ NH — Phe®
NH 2.9A, Va® — Leu® HN 3.1A). Diesen charakteristischen Abstanden miissten NOE-
Kreuzsignale mit entsprechenden Intensitéten (Volumina) zuzuordnen sein. Jedoch weder im
3D-NOE-HSQC-NOE Spektrum, welches Amidprotonen, die einen Abstand von kleiner as

5A zueinander aufweisen, miteinander korreliert, noch im 2D-NOESY- oder 3D-°N-

146



Diskussion

NOESY -Spektrum konnten diese charakteristischen NOE-Kreuzsignale beobachtet werden.
Fiir den Abstand humanes Sclerostin Va® NH — Leu® NH von 3.1A (murines Sclerostin:
Val™ NH — Leu®™ NH) wird kein NOE-Kreuzsignal beobachtet, fiir den Abstand humanes
Sclerostin Glu™ NH — Phe®® NH von 2.9A (murines Sclerostin: Glu”’ NH — Tyr®® NH) wird
nur ein NOE-Kreuzsignal mit niedriger Intensitdt beobachtet, welches somit einem Abstand
von 5A+0.5A entspricht. Uber den Abstand humanes Sclerostin Val”” NH — Arg® NH von
2.6A (murines Sclerostin: Val ™ NH — Arg®® NH) kann keine Aussage getroffen werden, da
die chemischen Verschiebungen beider Amidprotonen identisch sind und somit das
Kreuzsignal auf der Diagonalen des Spektrums zu liegen kommt. Alleine diese beiden
gravierenden Distanzabweichungen sprechen gegen ein regelmaiiigfs -Fatblattelement in

diesem Bereich der Struktur.

Abbildung 50: Stereoansicht des B-Faltblattelements im ersten Finger von humanem Sclerostin. Die
Wasserstoffbriicken sind in magenta dargestellt. Die gestrichelten Linien und Zahlen reprasentieren
die gemessenen Abstande in A.

Eine andere Mdglichkeit, Wasserstoffbriicken in einem Protein zu identifizieren, ist die
Methode, alle austauschbaren Protonen durch Deuterium zu ersetzen und die entsprechenden
Austauschzeiten durch 2D-""N-HSQC-Spektren mit unterschiedlichen D,O-Einwirkzeiten zu
messen. Amidprotonen von Aminosduren, die in rigiden Sekundarstrukturelementen
lokalisiert sind, werden nur mit langsamen Kinetiken von Deuterium ersetzt und erzeugen
auch nach einigen Minuten in D,O noch ein messbares Protonensignal. Fir murines
Sclerostin konnte diese Art der Wasserstoffbrtickenbestimmung nicht erfolgreich angewendet
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werden. Die Zeit vom Pufferaustausch bis zur ersten Messung reichte aus, alle austauschbaren
Protonen gegen Deuterium zu ersetzen. Diese Beobachtung spricht somit gegen eine starre

Struktur und l&sst eine relativ flexible Faltung des Proteins vermuten.

Durch das regelmdaliige p-Faltblattelement im oberen Bereich des ersten Fingers von
humanem Sclerostin wird auch der Cystinknoten in der humanen Struktur stabilisiert. Durch
die Wasserstoffbriicke in humanem Sclerostin zwischen dem Carbonylsauerstoff von Val®
und dem Amidproton von GIu® erhdlt das darauf folgende Cys®™ eine eindeutige
Konformation, wodurch die Disulfidbriicke zwischen Cys™ und Cys**? starrer wird. Ein
starrer Cystinknoten kann durch die hier vorgelegten Ergebnisse nicht bestétigt werden.
Dieser Bereich liegt im murinen Protein flexibel vor, was durch mehrere Beobachtungen
belegt werden kann. Einerseits konnten die Aminosduren in dieser Region nur partiell
zugeordnet werden, da aufgrund der Flexibilitdt Unterschiede im Relaxationsverhaten dazu
fuhren, dass die Linienbreiten dieser Signale stark zunehmen. Andererseits scheint es auch
unwahrscheinlich, dass der Cystinknoten eine starre Konformation aufweist, da er durch
keinerlei van der Waals- oder sonstige Wechselwirkungen stabilisiert wird. Auf3er den
Cysteinresten zeigen die Seitenketten aler Reste des Knotens nach aufen und kénnen
untereinander nur wenige stabilisierende Wechselwirkungen ausbilden. Die Cysteinreste, die
nach innen zeigen, weisen in der murinen Struktur alle die stabilste Disulfidkonformation
gauche-gauche-gauche, mit Diederwinkeln CB-S-S'-CB” von etwa 90° + 20°, auf (Nakamura,
et al., 1997, Sugeta, et al., 1972). Konformationsanderungen (nach gauche-gauche-trans oder
trans-gauche-gauche) der Disulfide tragen moglicherweise ebenfalls zur Destabilisierung des

Knotens bei.

Abbildung 51 zeigt die Region um die Aminoséurereste Pro™ (murin, griin, A) und Pro™
(human, tirkis, B) des Fingers 1 von murinem sowie humanem Sclerostin. Damit die beiden
Finger von Sclerostin sich im unteren Drittel Gberkreuzen und ein hydrophobes ,, Core® bilden
koénnen, missen sich beide, vom Cystinknoten ausgehende, Hauptkettenstrange des ersten
Fingers kreuzen, was durch einen Knick der Proteinhauptkette in der Nahe des
Aminosaurerests Pro™ (murines Protein) bzw. Pro™ (humanes Protein) erreicht wird. Die in
diesem Bereich lokalisierten Aminosduren sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51: A) Stereoansicht der Region um Pro’* im ersten Finger von murinem Sclerostin. B)
Stereoansicht der Region um Pro’® im ersten Finger von humanem Sclerostin. Die gestrichelten Linien
und Zahlen reprasentieren die gemessenen Abstande in A.

Tabelle 22 verdeutlicht, dass die Torsionswinkel @ und W dieses Bereichs sich fur enige
Aminosauren um mehr as 30° unterscheiden (Ser, Ala, Lys, Pro, etc.). Die Unterschiede in
der Hauptkettenkonformation bedingen auch Unterschiede in der Orientierung der
Seitenketten zueinander. Dies betrifft vor allem die Absténde der Ringprotonen des Aromaten
(H& und He von Phe® im murinen Protein und Tyr®™ im humanen Protein) zu den HB- und
H&-Protonen von Pro™ bzw. Pro™ und dem Ha bzw. der Methylgruppe von Ala’® im murinen
Protein bzw. Ala™ im humanen Proteine (siehe Abb. 51). Fir die Nzhe zwischen der
Methylgruppe von Thr® und den Hp-Protonen von Pro’® im humanen Protein von etwa 2.5A

gibt es in unseren Daten kein NOE-Kreuzsignal, ebenso wenig fiir die Distanz von 3.5A
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zwischen den Hp-Protonen von Pro’® und den H3-Protonen des Tyr®™ im humanen Protein

oder den Abstand zwischen H&-Protonen von Pro’® und den He-Protonen von Tyr®.

Eindeutige NOE-Kreuzsignale konnten jedoch fir die Abstdnde zwischen Ho bzw. der

Methylgruppe von Ala”® im murinen Protein und den HS- und He-Protonen von Phe®®

identifiziert werden, was in diesem Fall gegen die Konformation in der humanen Struktur

spricht.
Aminosdure Lageim Aminosaure Lageim
murines D[] ¥ [°] Ramachandran | humanes ®[°] | ¥[°] | Ramachandran
Sclerostin -Diagramm Sclerostin -Diagramm
Ser™ -89 160 B Ser™ -55 133 B
Ala’™ -147 28 h Ala™ 72 -24 H
Lys™ -79 143 B Lys™ -139 160 B
Pro™ -51 122 B Pro’ -69 165 B
va™ -136 145 B va” -188 142 B
Thr™ -119 128 B Thr™® -92 131 B
Glu” -143 150 B Glu™ -123 134 B
Thr® -121 79 b Thr® -130 135 B
Arg®™ -125 124 b Arg™ -156 155 B
Phe® -109 -79 h Tyr® 91 125 B
Leu™ -171 137 B val® -94 148 B
Thr® -133 132 B Thr®’ -147 134 b

Tabelle 22: Torsionswinkel einiger Aminosduren des ersten Fingers von murinem und humanem
Sclerostin. Die vierte und achte Spalte gibt die Lage der Aminosdure aus Spalte eins im
Ramachandran-Diagramm an. B steht fur B-Faltblattregion, b steht fir noch erlaubte p-Faltblattregion,
H steht fur a-helikalen Bereich und h steht fir noch erlaubten a-helikalen Bereich.
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4.3 Vergleich der Sclerostin-Struktur mit Strukturen anderer
Cystinknotenproteine

Der Vergleich der Sclerostin-Struktur mit anderen Strukturen durch das Programm
TOPMATCH (Wiederstein, 2008) ergab nur wenige homologe Strukturen. Eine geringe
Ahnlichkeit wurde nur zu anderen Cystinknotenproteinen, wie den monomeren
Untereinheiten der BMPs und Activine oder der f-Kette von humanem Choriongonadotropin
(hCG) festgestellt, wobei die Unterschiede der Ca-Positionen zwischen den Proteinen
erheblich sind. Der Grund hierfirr ist, dass die Ahnlichkeit dieser Proteingruppe einzig durch
die architekturbestimmenden Einschrénkungen des Cystinknotens und den dadurch
festgelegten Verlauf der Protel nhauptkette bedingt ist.

Werden die beiden Cystinknoten von Sclerostin und BMP-2 im Detail miteinander
verglichen, lassen sich auch hier erhebliche Abweichungen der Ca-Positionen der
involvierten Cysteine als auch der anderen Aminosduren voneinander erkennen (siehe Abb.
52 C). Der Cystinknoten von Sclerostin scheint im Vergleich zu den Cystinknoten der BMPs
weniger starr zu sein. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass die ersten Reste C-termina vom
ersten Cysteinrest des Knotens der BMPs in einem regul@ren -Faltblatt angeordnet sind
(Scheufler, et al., 1999). Auch das p-Fatblatt im zweiten Finger von BMP-2 verlauft bis in
den Cystinknoten und enthélt die Cysteine Cys’™, Cys'*! und Cys'. Die Cysteine des
Cystinknotens von Sclerostin hingegen sind nicht Teil eines Sekundarstrukturelements. Auch
wird der Cystinknoten von Sclerostin nicht wie der Knoten der BMPs von der Schleife
stabilisiert. Dieser Bereich bildet in den BMPs eine a-Helix (al) aus, die Teil der
Dimerisierungsstelle der beiden Monomere ist (siehe Abb. 52 B, 53). Die Strukturierung in
diesem Bereich durch die a-Helix und die weitere Monomeruntereinheit fuhrt dazu, dass der
Cystinknoten stabilisiert wird. Der ,,Loop“-Bereich von Sclerostin ist hingegen stark flexibel.
In diesem Bereich ist die Ausbildung von stabilisierten Sekundérstrukturelementen @ie -
Faltblatt oder a-Helix nicht méglich, da keine hydrophoben Bereiche, die in der Regel im
Inneren von Proteinen anzutreffen sind und durch hydrophobe Interaktionen stabilisiert
werden, entstehen konnen. Da Sclerostin kein Dimer bildet, fehlt ene zweite
Monomeruntereinheit wie in den BMPs, bel denen die nach aul3en zeigenden hydrophoben
Reste der Helix durch hydrophobe Interaktionen mit Aminosduren der zweiten Untereinheit

stabilisiert werden.
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Finger 1

Abbildung 52: A) Stereoansicht der Banderdarstellung von murinem Sclerostin. B) Stereoansicht der
Banderdarstellung eines reifen Monomers von BMP-2. (Scheufler, et al., 1999) C) Uberlagerung der
Ca-Atome beider Cystinknoten von murinem Sclerostin und BMP-2 in Stereoansicht (Sclerostin in
griin, BMP-2 in cyan). (* Cystein welches beide Monomere von BMP-2 kovalent verbriickt.)
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Finger 1 und Finger 2 von Sclerostin sind, wie die korrespondierenden Finger der BMPs,
hoch strukturiert und bilden B-Faltblétter. Im Gegensatz zu den BMPs st die Festigkeit beider
Finger durch eine, die Flexibilitét einschrankende Disulfidbriicke in den Fingerspitzen und
durch den zwischen den zwei Fingern entstehenden hydrophoben Bereich bedingt. Den BMPs
fehlt im Vergleich dazu diese zusétzliche Disulfidbriicke. Sie wird hier mdglicherweise nicht
bendtigt, weil beide Finger in den BMPs durch die Dimerisierung und die dadurch
entstehenden Wechselwirkungen zwischen Resten der Finger des einen Monomers mit Resten

der Helix al des anderen Monomers fixiert werden.
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Abbildung 53: Banderdarstellung des dimeren BMP-2 (rechts um 90° in der X-Achse gedreht)
(Scheufler, et al., 1999).

Humanes Choriongonadotropin (hCG), ein Glykoproteinhormon, welches die zelluléaren und
hormonellen Funktionen der Ovarien reguliert, besteht aus zwei Untereinheiten, einer a-Kette
und einer B-Kette, deren zentrales strukturgebendes Element ebenfalls ein Cystinknoten ist
(Lapthorn, et al., 1994) (siehe Abb. 54). Der Bereich des Cystinknotens beider Untereinheiten
ist hoch strukturiert und enthdp -Faltblattelemente, die nach Dimerisierung beider
Untereinheiten ein siebenbléttrige’ -Faltblatt bilden. Die a-Kette hat dartiber hinaus noch
zwei weitere Disulfidbriicken, welche die beiden kurzen Termini an den Cystinknotenbereich
fixieren. Die beiden Finger der a-Kette beinhalten wenige Sekundérstrukturelemente. Der
»Loop“-Bereich hingegen weist in der Spitze eine a-Helix auf. Die B-Kette, die gewisse
Ahnlichkeit zu Sclerostin zeigt, hat wie Sclerostin eine Disulfidbriicke, die beide Spitzen der
Finger verbindet und zwei weitere Disulfidbriicken, die den langen C-Terminus strukturieren
und ihn an der Fingerspitze von Finger 1 fixieren. Nach der Dimerisierung fungiert der C-
Terminus der B-Kette als Gurt fur den ,,Loop“-Bereich der a-Kette, der zwischen Finger 1

und C-Terminus hindurch ragt.
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Abbildung 54: A) Stereoansicht der Béanderstruktur von humanem Choriongonadotropin (hCG)
bestehend aus a-Kette (lila) und B-Kette (cyan) (Lapthorn, et al., 1994). Der als ,Gurt" fungierende C-
Terminus der B-Kette ist in magenta dargestellt. B) Stereoansicht der Banderdarstellung von murinem
Sclerostin. C) Stereoansicht der Banderdarstellung der 8 -Kette von humanem Choriongonadotropin.
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Auch im Fall von humanem Choriongonadotropin fuhrt die Dimerisierung dera - und p-Kette
zu einer relativ globuldaren Struktur, in der die Sekundarstrukturelemente durch die
Dimerisierung stabilisiert werden. Im Gegensatz zu dem reifen Teil von BMP-2 hat Sclerostin
lange und flexible Termini. Die B-Kette von humanem Choriongonadotropin hat nur einen
langen C-Terminus, der durch eine Disulfidbriicke an Finger 1 fixiert ist und bel der
Dimerisierung eine bedeutende Rolle spielt. Der N-Terminus ist ebenfalls nur wenige
Aminosauren lang. Welche Bedeutung die Termini von Sclerostin haben, ist bisher unklar.
Sie spiden jedoch nur eine untergeordnete Rolle fir die Wnt-Signalweg-inhibierende
Funktion des Proteins in den von uns verwendeten Zellverfahren (siehe 3.4.1). Sie kdnnten
alerdings bei der Fixierung des Proteins an der extrazelluldren Matrix mitwirken und so
verhindern, dass Sclerostin durch Diffusion seinen Wirkort verlasst. Eine M6glichkeit, dies zu
testen, ware das Bindungsverhaten von Sclerostin an eine Heparinsdule zu bestimmen und
dieses mit dem Bindungsverhalten der Trunkationsvarianten zu vergleichen. Aul3erdem
konnten die Termini eine Rolle bei der Bindung mdoglicher Ko-Faktoren spielen oder

eventuell nach proteol ytischer Prozessierung al's Peptidfragmente andere Aufgaben erfillen.

Nicht nur die langen Termini von Sclerostin sind flexibel, sondern auch der so genannte
»Loop“-Bereich liegt unstrukturiert vor, worauf schon die hohe Anzahl von Glycinresten und
hydrophilen Aminosauren dieser Schleife hindeutet (Abb. 55).

C®GPARLLPNA IGRVKWWRPNGPDFRC*®?

Abbildung 55: Aminosduresequenz des , Loop"-Bereichs von murinem Sclerostin zwischen
Cys* und Cys'®.

Der ,,Loop"-Bereich enthdlt darlber hinaus vier Prolinreste, die in Abstdnden von wenigen
Aminosauren in der Sequenz angeordnet sind. Prolinreste sind weder mit eines. -Helix noch
mit -Faltblattelementen vereinbar, da durch das Fehlen des Amidprotons die essentielle
Wasserstoffbriicke zum Carbonylsauerstoff des Restes i—4 in der a-Helix oder zum
Carbonylsauerstoff des gegeniiberliegenden Restes in einemf -Faltblattelement nicht mdglich
ist, was eine Unterbrechung des Sekundérstrukturelements zur Folge hat.

Ein nennenswerter Anteil aller Proteine beinhaltet unstrukturierte Regionen, oder besteht aus

vollstandig ungefalteten Bereichen, die bel Bindung des Interaktionspartners spontan
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Strukturen ausbilden (Dyson, et al., 2005). Diese Mdglichkeit konnte auch fur den ,, Loop*-
Bereich von Sclerostin in Betracht gezogen werden, der wie die Bindungsstudien mit dem
neutralisierenden Fab-Fragment AbD09097 ergaben, die fir die Wnt-Signalweg-inhibierende
Funktion wichtigen Aminosauren beinhaltet (siehe Kapitel 3.7.3).

4.4 Vergleich von Sclerostin mit bekannten BMP-Antagonisten

Die BMPs, Mitglieder der TGF-B-Superfamilie, tiben nicht ausschliefdich eine osteoinduktive
Funktion aus, sondern beeinflussen zahlreiche Stadien der Embryogenese, wie die
Dorsa/Ventral-Musterbildung, die Organogenese sowie die Entwicklung unterschiedlicher
Gewebetypen (Hogan, 1996). Dabel fungieren sie als Signamolekiile des BMP-Signawegs
(siehe Abb. 56 A). Durch Bindung des homodimeren BMPs an je zwei, as Typ-1 und Typ-II
bezeichnete, Serin-/Threoninkinase-Rezeptoren wird die Signalkaskade induziert (Abb. 56 B).
Im Signalkomplex transphosphoryliert die konstitutiv aktive Serin/Threoninkinase-Doméane
des Typ-llI-Rezeptors den Typ-1-Rezeptor in der GS-Box, einem Glycin-Serin-haltigen
Sequenzbereich, wodurch die Typ-1-Rezeptorkinase aktiviert wird (Massague, 1998, Reddi,
1997, ten Dijke, et al., 2003). Die Typ-I-Rezeptorkinase phosphoryliert anschlieRend so
genannte R-Smad-Proteine (,, Rezeptor-regulierte-Smads®, Smad: ,,Small mother against
decapentaplegic*), die nach Oligomerisierung mit ,, Common-mediator-Smads® (Smad-4) in
den Zellkern wandern, wo sie mit anderen Proteinen interagieren und als Transkriptionsfaktor
die Transkription von BMP-responsiven Genen induzieren (Heldin, et al., 1997, Massague,
1998). Die Mitglieder der TGF-p-Superfamilie |6sen abhangig von ihrer Zugehdrigkeit zu den
BMP- oder TGF-B/Activin-Untergruppen in der Regel entweder die Smad-2/3- oder Smad-
1/5/8-Signalwege aus, indem die Rezeptoren BMPR-IA, BMPR-IB und ActR-1 (Activin-
Rezeptor 1) spezifisch die R-Smads-1, -5 und -8 und ActR-1B, ActR-IC und TBR-1 spezifisch
die R-Smads-2 und -3 phosporylieren (Moustakas, et al., 2001).

Fur die Formierung des BM P-Signalkomplexes binden Mitglieder der BM P-Untergruppe (mit
Ausnahme von BMP-6 und BMP-7) die Typ-1-Rezeptoren (BMPR-1A, BMPR-IB) hochaffin
im so genannten ,, Wrist“-Epitop (Wrist = Handballen), was durch die a-Helix (al1) des einen
Monomers und der Innenseite der zwei Finger des zweiten Monomers gebildet wird (siehe
Abb. 56 C). Dabei wird die Struktur eines BMP-Monomers haufig mit dem Modell der
»offenen linken Hand“ beschrieben (Daopin, et al., 1992). Die a-Helix reprasentiert den
Daumen und die B-Faltblattstrénge bilden die Finger aus. Die Typ-l1-Rezeptoren (BMPR-II,
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ActR-1l und ActR-11B) binden das ,Knuckle*-Epitop mit deutlich niedrigerer Affinitét
(,Knuckle® = Fingerknochel), welches der Aullenseite der zwei Finger eines Monomers
entspricht (Weber, et al., 2007) (siehe Abb. 56 C). Da BMPs homodimere Proteine sind und
somit an je zwei Typ-1- und Typ-1I-Rezeptoren binden, spielen Aviditétseffekte bel der
Bildung des Signakomplexes eine grof3e Rolle. Die sequenzielle Bindung von BMP an den
Typ-I-Rezeptor erfolgt mit einer Affinitdt von 30-50nM (1:1-Interaktion) (Heinecke, et al.,
2009), die ssmultane Bindung an zwei Typ-1-Rezeptoren ist mit einer Affinitét von etwa 1nM
deutlich hoher (1:2-Interaktion) (Heinecke, et al., 2009). Dieser Effekt entsteht vor alem
durch Anderungen der Dissoziationsgeschwindigkeit, da durch die lokale Nahe der beiden
Rezeptoren BMP-2 wesentlich langsamer aus dem Komplex dissoziiert. Die erneute Bindung
an den lokalen proximalen Rezeptor erfolgt in diesem Fall schneller as die Dissoziation aus

dem noch verbleibenden Ligand-Rezeptor-Kompl ex.

Die Regulation des BMP-Signalwegs erfolgt auf verschiedenen Ebenen. Innerhalb der Zelle
wird das Signal durch inhibitorische Smad-Proteine oder Phosphatasen modelliert (Massague,
et al.,, 2000). Die Rezeptoren bzw. Smad-Proteine kdnnen Uber die Ubiquitin-abhangige
Proteolyse abgebaut werden (Zhu, et al., 1999). Weiterhin kann die Transkription durch
Repressoren verhindert werden (Wotton, et al., 2001). Auf Ebene der Zellmembran
beeinflussen membranstéandige Pseudorezeptoren (z.B. BAMBI) oder Ko-Rezeptoren (z.B.
DRAGON) das Signal (Babitt, et al., 2006, Onichtchouk, et al., 1999), wéhrend der
Signalweg auf extrazelluldrer Ebene durch Modulatorproteine aus mehreren Proteinfamilien
reguliert wird. Hierzu gehoren unter anderem die Noggin-Familie, die DAN-Familie (DAN,
Cerberus, Gremlin, Sclerostin) und die Chordin-Familie (Chordin, Chordin-like-2,
Crossveinless-2, etc.) (Massague, et al., 2000). Wie aus den drei bisher bekannten Strukturen
von BMP/Modulatorprotein-Komplexen (Noggin/BMP-7, Follistatin/Activin-A, Follistatin-
like 3/Activin-A CV-2-VWCLBMP-2) ersichtlich, weisen die Modulatorproteine strukturell
wenig Gemeinsamkeiten auf (Groppe, et al., 2002, Harrington, et al., 2006, Stamler, et al.,
2008, Thompson, et al., 2005, Zhang, et al., 2008). Sie unterscheiden sich nicht nur in der
Grofl3e, sondern auch stark in ihrem strukturellen Aufbau. Was sie jedoch verbindet, ist die Art
und Weise der Signalweginhibition.
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Abbildung 56: A) Schematische Darstellung des BMP-Signalwegs. B) Banderdarstellung des ternéren
BMP-Signalkomplexes aus BMP-2, BMP-Rezeptor-lIA (extrazellularer Teil) und Activin-Rezeptor-1IB
(extrazellularer Teil (Weber, et al., 2007). C) Banderdarstellung der in der X-Achse um 90° gedrehten
Komplexstruktur. Die beiden Typ-I-Rezeptorbindestellen (,Wrist“-Epitope) und die Typ-II-
Rezeptorbindestellen (,Knuckle“-Epitope) sind in die Abbildung eingezeichnet.
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Abbildung 57: Banderdarstellung von BMP-Antagonisten und humanem Sclerostin. (Die Strukturen
der Antagonisten stammen aus den Komplexstrukturen mit BMP-2 oder Activin-A (siehe Abb. 58) A)
Von Willebrand Typ C Doméane 1 von Crossveinless-2 (Zhang, et al., 2008), B) Noggin (Groppe, et al.,
2002), C) Follistatin (Thompson, et al., 2005) D) humanes Sclerostin (Veverka, et al., 2009).

Als Beispid fur den molekularen Inhibitionsmechanismus der Chordinfamilie soll die
Struktur des Komplexes der Von Willebrand Typ C Doméne 1 von Crossveinless-2 (CV-2
VWC-1) und BMP-2 diskutiert werden (Zhang, et al., 2008) (Abb. 57 A). Die Mitglieder der
Chordinfamilie sind durch ihren modularen Aufbau charakterisiert. Die dabei am haufigsten
anzutreffende Doméne ist die Von Willebrand Typ C Doméne (VWC-Domaéne), welche unter
anderem BMPs und ,Twisted Gastrulation* (Tsg) binden kann. Dabei kénnen sich die
Bindungseigenschaften unterschiedlicher VWC-Doméanen innerhalb eines Proteins stark
unterscheiden. Im Fall von Crossveinless-2 bindet beispielsweise nur die erste VWC-Domaéne
von insgesamt funf VWCs an BMP-2. Aul3er den funf aneinander gehangten VWC-Doménen
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besteht Crossveinless-2 noch aus einer Von Willebrand Typ D Doméane (VWD-Doméne) und
einer Trypsininhibitor-ghnlichen Cystein-reichen Domane. Uber die C-terminale VWD-
Doméne bindet Crossveinless-2 an die Heparansulfat-Proteoglykane und ist somit
membranassoziiert (Coffinier, et al., 2002, Rentzsch, et al., 2006). Die BMP-bindende
Doméne VWC-1 von Crossveinless-2 (Zebrafisch) besteht aus etwa 66 Aminosduren und
kann strukturell in drei Bereiche unterteilt werden, einen N-Terminus (Leu’-Ser®), der as
,Clip* bezeichnet wird, eine N-terminale Subdomane SD1 (Cys’-Lys*) und eine C-terminale
Subdomane SD2 (Cys®*-Gly®) (siehe Abb. 57 A). Die Subdomane SD1 besteht aus einem
dreistrangigen, antiparallelen f-Faltblatt, mit einem kurzen unregelmaliigen ersten Strang und
zwel langeren regelméaldigen weiteren Stréngen. Die erste Subdoméne wird durch zwel
Disulfidbricken stabilisiert. Die Subdomane SD2 weist en kurzes antiparaleles
zweistrangiges -Faltblatt auf und wird durch drei Disulfidbricken stabilisiert, von welchen
eine die Subdomanen SD1 und SD2 verbindet. Die VWC1-Doméane von Crossveinless-2
weist dhnlich wie Sclerostin keinen globul&ren Charakter auf und besitzt auch kein

hydrophobes,, Core".

Ahnlich wie der Namensgeber der Modulatorproteinfamilie, Chordin, zeigt auch
Crossveinless-2 sowohl BMP-inhibierende as auch BMP-aktivierende Aktivitét, wobei die
Mechanismen dieser Effekte noch nicht im Detaill aufgeklart sind (Serpe, et al., 2008,
Wagner, et al., 2002). Es gibt zwel Faktoren, welche die gegensétzliche Aktivitdt von
Crossveinless-2 beziiglich den BMPs beeinflussen, einerseits die Konzentration, andererseits
der Ligandentyp. Bei einer Modulation der Crossveinless-2-Konzentration kann ein
biphasischer Effekt beobachtet werden. Mit steigenden Konzentrationen von Crossveinless-2
steigt zundchst das BMP-Signal bis zu einem Maximum, um anschlieRend bel weiter
ansteigenden Crossveinless-2-Konzentrationen wieder zu sinken (Kelley, et al., 2009, Serpe,
et al, 2008). In Drosophila-Zellkultur kann dieser biphasische Crossveinless-2-
Konzentrationseffekt fur das BMP-7 dhnliche Gbb (,, Glass bottom boat”) beobachtet werden,
wohin gegen ein Dpp-Signa (Dpp: ,, Decapentaplegic’, BMP-2 Homolog) durch steigende
Crossveinless-2-K onzentrationen ausschliefdlich inhibiert wird. Ein moglicher Mechanismus
der zu einer Pro-BMP-Aktivitat fuhrt wére, dass der Crossveinless-2-BMP-Komplex im
Gleichgewicht mit einer dritten Komponente, namlich dem BMP-Typ-I-Rezeptor steht, der
ebenfalls an Crossveinless-2 bindet. Dies wirde zu einem Austausch von BMPs zwischen
Crossveinless-2 und dem Rezeptor fuhren, welcher abhangig ist von der Crossveinless-2-

Konzentration und den Bindungsaffinitéten des gebundenen BMPs. Durch den Austausch
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wird BMP entweder dem Rezeptor zugefihrt (Pro-BMP-Aktivitét) oder vom Rezeptor
entfernt (Anti-BMP-Aktivitét) (Serpe, et al., 2008). Ein anderer moglicher Mechanismus
wére, dass Crossveinless-2 das BMP-Signa durch Bindung an BMPs inhibiert und dass der
Pro-BMP-Effekt unabhangig von der BMP-Bindung erfolgt, durch z.B. Bindung an andere
BMP-Modulatorproteine wie Chordin oder ,, Twisted Gastrulation® (Ambrosio, et al., 2008,
Zakin, et al., 2008, Zhang, et al., 2008).

Fur den BMP-inhibierenden Effekt von Crossveinless-2 scheint alleinig die Domane VWC1
verantwortlich zu sein, wobei die Domane BMP &hnlich einer Heftklammer bindet und
hierbel sowohl die Typ-I- as auch die Typ-l1-Rezeptorbindestellen blockiert (siehe Abb. 58
A, D). Pro BMP-Dimer binden zwe Crossveinless-2-Proteine. Hierbel blockiert die
Subdoméne SD1 das ,, Knuckle*-Epitop, also die Bindestelle des Typ-11-Rezeptors und der N-
Terminus faltet wie eine Heftklammer Uber die zwel Finger des BMP-Monomers und bindet
im , Wrist“-Epitop, wodurch auch die Bindestelle des Typ-I-Rezeptors abgeschirmt wird
(Zhang, et al., 2008).

Die Subdoméne SD1 blockiert nur einen kleinen Tell des Typ-1l1-Rezeptorepitops durch
vorwiegend hydrophobe Interaktionen. Dabei stellen die Disulfidbriicke zwischen Cys®-
Cys® und 1l€?! die Hauptbindungsdeterminanten dieser Interaktion dar. Beide Cysteinreste
sind in allen VWC-Doménen der Chordin-Familie konserviert und auch 1€ ist in der Regel
zumindest durch Aminosauren mit grof3en hydrophoben Resten ersetzt. Die umgebenden
Reste variieren stark in den unterschiedlichen VWC-Domanen der Chordin-Familie und
bieten dadurch die Méglichkeit die Bindungsaffinitét der VWC-Doménen an die BMPs zu
modulieren (Zhang, et al., 2008).

Die Interaktion zwischen dem N-Terminus von Crossveinless-2 und dem ,, Wrist“-Epitop von
BMP-2 basiert auf funf Wasserstoffbriicken zwischen Crossveinless-2 und BMP-2, die auf
Crossveinless-2-Seite  durch  Hauptkettenatome gebildet werden. Hierdurch spielt der
Seitenkettentyp keine grof3e Rolle fur die Interaktion, wodurch eventuell die geringe
Sequenzkonservierung der VWCs in der Clipregion erklért werden kann. Auf3erdem wird die
Interaktion durch die ausschliefdliche Verwendung von Hauptkettenatomen hoch kooperativ.
Die Interaktion umfasst auch hydrophobe Wechselwirkungen, wobei die Seitenkette von 1€
(Crossveinless-2) die , knob-into-hole“-Interaktion des Phe®® von BMPR-IA nachahmt
(Zhang, et al., 2008).
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Die SD1-Doméne von Crossveinless-2 bindet BMP-2 auch ohne die ,, Clip*-Region, jedoch
mit niedriger Affinité. Dies gilt wahrscheinlich ebenso fur die ,Clip“-Region. Die hohe
Affinitét der Interaktion von Crossveinless-2 und BMP-2 von 20nM wird somit durch die
hohe Kooperativitat der Bindung von N-Terminus und SD1 generiert, so dass die einzelnen

Regionen nur eine geringe Affinitat bewerkstelligen missen (Zhang, et al., 2008).

Noggin ist ein sekretiertes Glykoprotein, besteht aus 232 Aminosauren (humanes Noggin)
und bildet ein Gber eine Disulfidbriicke kovalent verbriicktes Homodimer. Es besteht aus
einer N-terminalen Halfte mit einer grof3en Zahl negativ geladener Aminosauren (Glu, Asp)
und einer Cystein-reichen C-terminalen Héfte (Groppe, et al., 2002) (siehe Abb. 57 B).
Durch die dazwischen angeordnete Heparinbindungsstelle wird Noggin wahrscheinlich an die
Z€lloberflache gebunden und dort immobilisiert. Die N-terminale Halfte besteht aus sich
abwechselnden Schleifen- und a-helikalen Sekundérstrukturelementen, wovon Helixa3 und

a4 Teil der Dimerbindestelle des Homodimers sind. Die C-terminale Héfte beinhaltet einen
Cystinknoten, der anders as bei den Familienmitgliedern der DAN-Familie aus 12
Aminosauren bestent (CXsC, CXC, C, C). Auch in diesem Fal wird die Struktur der
Cystinknoten-bildenden  C-termindlen Halfte durch die architekturbestimmenden
Eigenschaften des Cystinknotens vorgegeben. Zwel der drei von dem Cystinknoten
ausgehenden Schleifen (Finger 1 und Finger 2), bilden p-Faltblattelemente aus. Die
Fingerspitze von Finger 2 wird durch eine zusétzliche Disulfidbriicke stabilisiert. Die dritte
vom Cystinknoten ausgehende Schleife besteht, anders as bei Sclerostin, nur aus sieben
Aminosauren und ist Teil der Dimerbindestelle. Die Dimerisierung der beiden Noggin-
Monomere erfolgt in einer so genannten , Kopf-zu-Kopf*-Formation, wobel die beiden
Helices a3 und 04, kurz vor dem ersten Cysteinrest des Knotens, zur Dimerisierung beitragen.
Beide Monomere werden durch eine Disulfidbriicke kovalent verbunden, die aus den letzten

C-terminalen Cysteinen des jeweiligen Monomers gebildet wird.

Aus der Komplexstruktur von Noggin und BMP-7 wird deutlich, dass die
Inhibitionsmechanismen von Noggin und der VWC1-Doméne von Crossveinless-2 nach
ahnlichem Prinzip erfolgen (Zhang, et al., 2008) (siehe Abb. 58 B, E). Da Noggin en
Homodimer bildet, ist die Komplexstdchiometrie von Noggin und BMP-7 1:1. Noggin besetzt
wie Crossveinless-2 sowohl die Typ-1- a's auch die Typ-I1-Rezeptorbindestellen von BMP-7.
Wie eine Heftklammer blockieren die ersten zehn Reste des N-Terminus, ebenfalls ,, Clip®
genannt, das konkave , Wrist“-Epitop (Typ-I-Rezeptorbindestelle), wobel ein Prolinrest von
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Noggin die , knob-into-hol€e*-Wechselwirkung des Phenylaaninrests der Typ-I-Rezeptoren
BMPR-IA und BMPR-IB imitiert. Die darauf folgenden Reste des N-Terminus und die
beiden Finger der C-terminalen Héalfte binden das konvexe , Knuckle*-Epitop (die Typ-II-
Rezeptorbindestelle). Die Noggin-BMP-7-Interaktion weist fir beide Bindestellen
vorwiegend hydrophoben Charakter auf.

A
CvV-2VwWC1, Cv-2VWcC1,

c Follistatin, Follistating

Cv-2VWC1,
A BMP-2,

.I~-.-. N L _: e *$) s i
. : y -, -y ) L3 ,.'._ .
CV-2VWC1,

Follistating

Abbildung 58: Banderdarstellung der verschiedenen BMP/BMP-Antagonisten-Komplexstrukturen: A)
Komplex der VWC-1 von Crossveinless-2 mit BMP-2 (Zhang, et al., 2008). B) Komplex aus Noggin
und BMP-7 (Groppe, et al., 2002). Komplex aus Follistatin und Activin-A (Thompson, et al., 2005).
Abbildung aus Zhang et al, 2008, 14, Developmental Cell ibernommen (Zhang, et al., 2008), mit
Genehmigung durch Elsevier.

Die Interaktion von Follistatin und Activin A, einem weiteren Mitglied der TGF-B-Familie,
zeigt ebenfalls Moglichkeiten der Inhibition von TGF-B- und BMP-Mitgliedern auf. Auch in
diesem Fall blockiert das modular aufgebaute Follistatin sowohl die Typ-1- as auch die Typ-
I1-Rezeptorbindestellen des Activin A-Homodimers (Thompson, et al., 2005) (siehe Abb. 57
C, 58 C, F). Hierbei wird das ,,Knuckle"-Epitop (die Typ-I1-Rezeptorbindestelle) durch die
Domaénen FSD1 und FSD2 gebunden. Im Gegensatz zu Noggin und Crossveinless-2 wird das
»Wrist“-Epitop (Typ-I-Rezeptorbindestelle) hier jedoch von einer globuléren N-terminalen
Domane (ND) von Follistatin abgeschirmt.

Neben der Noggin- und Chordin-Familie zéhlen auch Mitglieder der DAN-Familie zu den
BMP-Antagonisten (Hsu, et al., 1998). Bisher gibt es hierfir noch keine Antagonist/BMP-
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Komplexstrukturen, die Hinweise beziglich des Inhibitionsmechanismus dieser Familie
liefern wiirden. Die in dieser Arbeit vorgestellte Struktur von Sclerostin, bietet jedoch erste
Einblicke in strukturelle Besonderheiten dieser Familie. Aufgrund der Zugehorigkeit zur
DAN-Modulatorproteinfamilie wurde Sclerostin zunéchst ebenfalls als BMP-Antagonist
eingestuft und die Interaktion zwischen beiden Proteinen durch verschiedene Methoden belegt
(Kusu, et al., 2003, Winkler, et al., 2003). Auch unter den von uns gewdahlten Bedingungen
bindet Sclerostin immer noch an BMP-7, BMP6 und BMP-2, wenn auch mit sehr niedrigen
Affinitdten im uM -Bereich (siehe 3.4.3). Zudem weisen die SPR-Messkurven der Interaktion
einen biphasischen Verlauf auf und aufgrund des stetig ansteigenden Kurvenverlaufs wéhrend
der Assoziation scheint die Interaktion nicht in ein Gleichgewicht zu minden. Die von
Winkler et al. vertffentlichten Affinitdten (0.9-3.4nM) konnten von uns nie reproduziert
werden (Winkler, et al., 2003).

Sowohl Sclerostin as auch die BMPs erfordern aufgrund ihrer Oberflachenbeschaffenheit
spezielle Messbedingungen. Durch die grof3e Zahl von Argininen und Lysinen weist
Sclerostin eine positive Oberflachenladung auf, die bei niedrigen Salzkonzentrationen zu
unspezifischen ionischen Wechselwirkungen fihren kann. Um diese unspezifischen
Wechselwirkungen mit der Chipoberflache zu verhindern, wurden die Messungen unter
hohen Salzkonzentrationen durchgefiihrt. Auch fir SPR-Messungen mit BMPs werden
normalerweise Hochsalzbedingungen gewahlt, um unspezifische Wechselwirkungen der
basischen Reste zu vermeiden. Die Wahl der Messbedingungen bedeutet allerdings fur die
Sclerostin/BMP-Interaktion, dass einerseits auch spezifische ionische Wechselwirkungen
unterdrickt und andererseits unspezifische hydrophobe Interaktionen verstérkt werden
kénnen. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob die messbaren niederaffinen
Interaktionen zwischen Sclerostin und BMP-7 bzw. BMP-2 spezifisch oder unspezifisch sind.
Unter physiologischen Bedingungen liegt die Affinité der 1:1-Interaktion von BMP-2 und
seinem auf der Zellmembran lokalisierten Typ-1-Rezeptor BMPR-IA bei 30-50nM (Heinecke,
et al., 2009). Durch Aviditatseffekte ist die Interaktion mit zwei Typ-1-Rezeptoren, wie im
Signalkomplex auf der Zellmembran, durch eine langsamere Dissoziation deutlich affiner
(Heinecke, et al., 2009). Die bekannten BMP-Antagonisten verhindern jedoch den ersten
Schritt némlich die Rekrutierung von BMPs an die Zelloberflache durch den Typ-I-Rezeptor.
Um diesen Schritt effektiv zu inhibieren, binden die bekannten Antagonisten BMP-2 mit
deutlich hoherer Affinitét im Vergleich zur Interaktion von BMP-2 mit seinem Typ-I-

Rezeptor (Crossveinless-2 Kp = 22nM (Rentzsch, et al., 2006), Noggin Kp = 19pM
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(Zimmerman, et al., 1996), Chordin Kp = 12nM (Rentzsch, et al., 2006), Follistatin Kp =
20nM (Amthor, et al., 2002)). Im Gegensatz hierzu ist die Affinité von Sclerostin und den
BMPs deutlich niedriger (etwa 1uM) as die Bindung von BMP-2 an die Typ-I-Rezeptoren
und wirde unter physiol ogischen Bedingungen nicht ausreichen, um ein BMP-Signal effizient
zu inhibieren. Bei Abschdtzung der bendtigten lokalen Sclerostinkonzentration fur eine
effektive Inhibition der BMP-2/Typ-I-Rezeptor-Interaktion durch Sclerostin nach folgender
Formel,

Ki=1Cso/(1+(L1/Kp))

wéren etwa 10-100uM Sclerostin notwendig, um die Interaktion mehr als 90% zu inhibieren
(IC50=1uM). Fur die Berechnung der Konzentration, die fir eine halbmaximalen Inhibition
bendtigt wird (ICsp), wird fur die Dissoziationskonstante des Inhibitors (K;) der
Sclerostin/BMP-2-Interaktion en Wet  von  1uM  angenommen, fur die
Ligandenkonzentration (Lt) von BMP-2 im Gewebe 100pM (Shimmi, et al., 2003) und fur
die Dissoziationskonstante (Kp) der BMP-2/BMPR-1A-Interaktion 50nM. Derart hohen
Konzentrationen fur Inhibitoren im Gewebe sind derzeit jedoch nicht bekannt. Die niedrige
Affinitdt der Sclerostin-BMP-Interaktion deutet somit eher auf eine unspezifische
Wechselwirkung beider Proteine hin. Hierflr spricht auch, dass Sclerostin, im Gegensatz zu
erwiesenen BMP-Antagonisten (z.B. der Doméne VWC-1 von Crossveinless-2) im BMP-
Reportergen-Nachweisverfahren ein direktes BMP-Signal nicht zu inhibieren vermag (siehe
3.4.2) (van Bezooijen, et al., 2007), wahrend Sclerostin den Wnt-Signalweg direkt hemmt.

Es stellt sich die Frage, ob auch anhand der nun bekannten Struktur von Sclerostin ein
Einfluss des Proteins auf den BMP-Signalweg al's direkter Antagonist ausgeschlossen werden
kann. Wie erwahnt, zeigen die bekannten Antagonistenstrukturen bisher keinerle
Gemeinsamkeiten, @hneln sich aber in Art und Weise des Inhibitionsmechanismus. Die
vorgestellten Antagonisten blockieren sowohl die Typ-I- as auch die Typ-ll-
Rezeptorbindestellen des BMP-Dimers entweder durch verschiedene Doménen, oder durch
die Kombination einer Doméane und des N-Terminus, der in Art einer Heftklammer die Finger
Uberspannt und das ,, Wrist“-Epitop blockiert.

Aufgrund der Struktur kann Sclerostin zwar nicht als BMP-Antagonist ausgeschlossen
werden, da es aber nicht aus verschiedenen Doménen aufgebaut ist, ist ein

Inhibitionsmechanismus nach dem Prinzip von Follistatin schwer vorstellbar. Somit bleibt
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aternativ ein Crossveinless-2- oder Noggin-ahnlicher Mechanismus nach dem Prinzip einer
Heftklammer.

Sclerostin dahnelt strukturell der C-terminalen Hafte von Noggin, da es sich hier ebenfalls um
ein Cystinknotenprotein handelt. So konnte, wie bel Noggin, der Fingerbereich von Sclerostin
moglicherweise im ,,Knuckle*-Epitop von BMPs binden und einer der flexiblen Termini
konnte als Clip fungieren und das , Wrist“-Epitop blockieren. Dagegen spricht jedoch, dass
die Finger von Sclerostin keine hydrophoben und nach auf3en gerichteten Aminosauren
aufweisen, die wie im Fall von Noggin und Crossveinless-2 durch hydrophobe Interaktionen
das , Knuckle’-Epitop blockieren konnten. Hydrophobe Aminoséuren, die nach auf3en
gerichtet sind, kommen nur im ,,Loop"-Bereich von Sclerostin vor.
AuRerdem zeigen der C-Terminus und der vordere Teil (GIn'-Glu®) des N-Terminus von
Sclerostin - keinen Einfluss auf die Bindung an BMP-7, da die Bindung der
Trunkationsvarianten von murinem Sclerostin an BMP-7 analog zum wildtypischen Protein
verlauft (siehe Kapitel 3.4.3). Sie fungieren somit nicht als,, Clip* und tragen auch nicht durch
einen kooperativen Effekt zur Steigerung der Bindungsaffinitat bei. Um auszuschlief3en, dass
die Aminosauren Asn®**-Tyr*® die Clip-Funktion Ubernehmen, miisste Sclerostin weiter N-
terminal verkirzt werden und die Interaktion mit BMPs analysiert werden.

Da Sclerostin also nicht Uber mehrere Doméanen verfigt und wahrscheinlich auch keine
» Clip*-Region besitzt, kann davon ausgegangen werden, dass Sclerostin eher kein klassischer
BMP-Antagonist ist.

Um letzte Zweifel auszuschlief3en und eindeutig zu kldren, ob Sclerostin BMPs in definierten
Bindeepitopen bindet, konnten Kompetitionsstudien mit den Fab-Fragmenten der Firma AbD-
Serotec durchgefihrt werden. Nach Abschluss der Bindeepitop-Charakterisierung der Fab-
Fragmente an Sclerostin, musste fur eine spezifische Sclerostin-BMP-Interaktion ein Fab-
Fragment identifizierbar sein, welches mit BMPs um die Bindung an Sclerostin konkurriert
und somit ein spezifisches Epitop abdeckt. Kann kein einzelnes Fab-Fragment identifiziert
werden, oder konkurrieren mehrere Fab-Fragmente mit unterschiedlichen Sclerostin-
Bindeepitopen mit den BMPs um die Sclerostinbindung, so kann ein spezifisches Bindeepitop
der BMPs auf Sclerostinseite und somit eine spezifische Wechselwirkung von BMPs und
Sclerostin ausgeschl ossen werden.
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4.5 Sclerostin, Mitglied der DAN-Familie?

Die anfangliche Einordnung von Sclerostin in die DAN-Familie flhrte zu der Annahme, dass
Sclerostin wie ale Mitglieder dieser Familie als Antagonist der TGF-B-Familie fungiert
(Avsian-Kretchmer, et al., 2004, Biben, et al., 1998, Hsu, et al., 1998). Wie im vorigen
Kapitel diskutiert, hat Sclerostin jedoch keinen direkten Einfluss auf den BMP-Signaweg,
was bedeutet, dass Sclerostin kein direkter BMP-Antagonist ist. Worauf beruht dann aber die
Zuordnung zu dieser Proteinfamilie und macht diese Einordnung noch immer Sinn? Die
Sequenzidentitdt der in Abbildung 59 A anaysierten Vertreter der DAN-Familie (DAN,
Gremlin, Cerberus, USAG-1 und Sclerostin) beschrénkt sich einzig auf die Cysteine des
Cystinknotenmotivs und der zwei zusétzlichen Cysteine, die in Sclerostin die beiden Finger
Uber eine Disulfidbriicke kovaent verbinden. Die verbleibende Sequenz weist eine Identitat
von kleiner 3% auf. FUr Sclerostin und USAG-1 hingegen liegt die Sequenzidentitét bei 38%.
Dies spiegelt sich auch im phylogenetischen Baum der analysierten Proteine wider (siehe
Abb. 59 B). Hier teilt sich der Baum in zwel Hauptarme, zum einen Sclerostin und USAG-1
und zum anderen DAN, Gremlin und Cerberus. Die Proteine Sclerostin und USAG-1
unterscheiden sich aufRerdem von den anderen verwandten Vertretern durch das Fehlen des
Cysteins, zwei Aminosauren vor Cys™® (Nummerierung bezieht sich auf murines Sclerostin),
welches im Fal von Cerberus fur die kovalente Verbrickung bel der Dimerisierung
verantwortlich ist (Biben, et al., 1998). Auch die isoelektrischen Punkte der Proteine weichen
deutlich voneinander ab. Gremlin, Sclerostin und USAG-1 weisen plsum 9.5 auf, DAN einen
pl von 5.5 und Cerberus einen pl von 7.7. Diese Differenzen in der Oberflachenladung weisen
auf mogliche Varianzen in der Funktion der Proteine hin. Die Lénge der Termini ist ebenfalls
sehr uneinheitlich. Der N-terminale Bereich vor dem ersten Cystein variiert zwischen 18
Aminoséuren im Fall von DAN und 144 Aminosauren im Fall von Cerberus. Da die Termini
keinerlei homologe Bereiche enthalten, wurden sie im Sequenzvergleich nicht mit

einbezogen.

Daes sich bei allen Vertretern der DAN-Familie um Proteine mit Cystinknotenmotiv handelt,
ist es sehr wahrscheinlich, dass sie auch strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen. Wie der
Cystinknoten vorgibt, werden drei Schleifen von dem Knotenmotiv ausgehen, wovon zwel
Schleifen (Finger 1 und 2) wahrscheinlich B-Faltblattelemente ausbilden.
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A Finger 1
c'nm | I C E R BC BEm(C
hSclerostin 54 EYSCRELHFTRYVTDGPCESAKPVT LVCSGQc 86
mSclerostin 52 EYSCRELHYTRFETDGPC SAKPVTELVCSGQC 84
hUSAGI S0 - VGCHELRST|AY1SDGQCTS 1 SPLKELVCAGEC 81
mUSAGI 50 - VGCIUELRSTI4YI1SDGQCTSISPLKELVCAGEC 8
hGremlinl 68 - DWCJATQP LKQT IHEEGCNSRT- I INRECYGQC 98
mGremlinl 68 - DWC|ATQP LKQT IHEEGCNSRT- [I INREC 98
hDAN 17 - AWCIEAKNITQIVGHSGCEAKS- RACLGQC 47
mDAN 16 - AWCEAKNITQ IVGHSGCEAKS - RAC 46
hCerberus 142 WETCRTVPFSQTETHEGC@KVV-VQ NLC Fe 173
mCerberus 143 - ETCIATVP FNQT AHEDCIQKVV— VOQNNLCFGHC 173
Loop
] ] c
hSclerostin 87 GPARLLPNAIGR- - - GKWW- RP SGPDFRC 111
mSclerostin 85 GPARLLPNAIGR--- VKWW- RPNGPDFRC 109
hUSAGI 82 LPLPVLPNWIGGGYGTKYWSRRSSQEWRC 110
mUSAGI 82 LPLPVLPNWIGGGYGTKYWSRRSSQEWRC 110
hGremlin| 99 NSF- YIPRHIRKE- - - - - - EGSFQSCSFC 120
mGremlinl 99 NSE- YIPRHIRKE- - - - - - EGSFQSCSFEC 120
hDAN 48 FSY- SVPNTFPQS- - - - - - TESLVHCDSC 69
mDAN 47 FS8Y- SVPNTFPQS- - - - - - TESLVHCDSC 68
hCerberus 174 GS8V- HEP- - - GAA- - - - - - QHSHTSCSHC 192
mCerberus 174 SS8I-REP- - - GEG- - - - - - ADAHSFCSHC 192
Finger 2
(S | ] [ ] [ S
hSelerostin 112 LCPGGEAPRAR- - KVRLVASCKCKRLTRF 150
mSclerostin 110 LCPGGAAPRSR- - KVRLVASCKCKRLTRF 148
hUSAGI 111 CEDG-STRTY--KETVVTACkCﬂRYTRO 148
mUSAGI 11 CQDG- STRTY- - KITVVTACKCKRYTRQ 148
hGremlin| 121 NCPELQPPTKK—KRVTRVKQCICIS]DLD 160
mGremlinl 121 NCPELQPPTKK- KRVTRVKQCRCISIDLD 160
hDAN 70 ECPGHEEVPRVDKLVEKHLHCSCQACGKE 110
mDAN 69 ECPGHEEVPRVDKLVEKIVHCSCQACGKE 109
hCerberus 193 NCTELSSVIK- - - VWMLVEECQCKVKTEH 230
mCerberus 193 NCTSPTPVVK- - - MVUMQVEECQCMVKT ER 230
B C
Pro®
Leu®®
IhGremIin-1
ImGremlin-1
I hCerberus CYS;'J'-CYSZ"':
L mCerberus E;z 2;’2 "
hDAN
LmDAN
—hSclerostin
L——mSclerostin
|hUSAG-1 Arg'™
ImUSAG-1

Abbildung 59: A) Sequenzvergleich einiger Vertreter der DAN-Familie. Fir den Sequenzvergleich
wurden nur die Aminosauren zwischen dem ersten und dem letzten Cystein des Cystinknotenmotivs
verwendet. Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm Clustalw?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) erstellt. Die farbigen Quadrate oberhalb des
Sequenzvergleichs markieren die Aminosdauren mit dem hochsten Konservierungsgrad. B)
Phylogenetischer Baum einiger Vertreter der DAN-Familie. Der phylogenetische Baum wurde mit dem
Programm Jalview erstellt und basiert auf dem erstellten Sequenzvergleich. C) Banderdarstellung von
murinem Sclerostin-ANC. Die Aminosauren mit dem héchsten Konservierungsgrad innerhalb der
DAN-Familie sind in der Struktur farbig hervorgehoben.
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Der Aminosiuresequenzbereich der Proteine zwischen Cysteinrest C* und Cysteinrest C?
(Finger 1) zeigt wenig Sequenzhomologie (Abb. 59 A, C). Aul3er dem konservierten
Cysteinrest C°, der im murinen Sclerostin die beiden Finger verbindet, sind noch die
Aminosauren Va®, va™ und Va” in den verwandten Vertretern durch homologe
Aminosauren (lle oder Leu) ausgetauscht. Sie sind Teil des hydrophoben Bereichs, der die
zwel Finger in murinem Sclerostin durch hydrophobe Kontakte stabilisiert. Der fur die
Konformation der Hauptkette wichtige Prolinrest Pro’* (murines Sclerostin), ist hingegen nur
in Sclerostin und USAG-1 konserviert und fehlt in DAN, Gremlin und Cerberus.

Die Anzahl der Aminoséuren der Schleifenbereiche spielt aber eine wichtige Rolle fir die
Bildung der Disulfidbriicken des Knotens. Wurde der Aminosauresequenzbereich zwischen
den Cysteinen Cys™ und Cys® (Finger 1) bzw. Cys'® und Cys* (Finger 2) von murinem
Sclerostin durch die entsprechenden Aminosauren von Gremlin ausgetauscht, konnte das
denaturierte Protein nicht rickgefatet werden. Wurde hingegen der N-Terminus von
Sclerostin durch den entsprechenden Aminosauresequenzbereich von Gremlin ersetzt, konnte
das chimére Protein rickfalten und zeigte biologische Aktivitét im Wnt-Reportergen-

Nachweisverfahren.

Der Vergleich des , Loop*-Bereichs zwischen den Cysteinresten C* und C* zeigt, dass in
diesem Bereich die groften Unterschiede vorliegen (Abb. 59 A, C). AulRer dem Prolinrest
(Pro™ murines Sclerostin), der konserviert ist und Leu™, welches homolog ersetzt ist (lle,
Va, Phe), ist keine Sequenzahnlichkeit vorhanden. Die grof3e Anzahl von Prolinresten und
Glycinresten, die ein Charakteristikum dieses Sequenzbereichs von Sclerostin darstellen, sind
nur in USAG-1 teillweise konserviert und fehlen in DAN, Gremlin und Cerberus vollstéandig.
Auffallig ist zudem die grol3e Varianz der , Loop“-Lange, wobel USAG-1 in diesem Bereich
vier Aminosauren mehr, DAN und Gremlin drei Aminosauren weniger und Cerberus sogar
sechs Aminosauren weniger aufweisen al's Sclerostin.

Wie die Studien mit den Anti-Sclerostin Fab-Fragmenten ergaben, liegt der fur die Wnt-
Signalweg-inhibitorische Funktion von Sclerostin verantwortliche Sequenzbereich in dieser
Region des Proteins. Daraus kann gefolgert werden, dass Gremlin, DAN und Cerberus,
aufgrund der grolen Unterschiede in diesem Sequenzbereich, wahrscheinlich keine
antagonistische Wirkung auf den Wnt-Signalweg ausiiben werden.

Ein weiterer Unterschied in diesem Sequenzbereich ist der zusétzliche Cysteinrest drel
Aminossuren vor C*, welcher in Sclerostin und USAG-1 fehlt. Er dient entweder wie im Fall

von Gremlin und Cerberus dazu, dass je zwei Monomere dimerisieren (Biben, et al., 1998,

169



Diskussion

oder, wie fur DAN angenommen wird, fur die Bildung einer zusétzlichen intramolekularen
Disulfidbricke mit einem weiteren Cysteinrest drei Aminosduren hinter C6 {Avsian-
Kretchmer, 2004 #10). Wird fur Gremlin und Cerberus von einer Dimerbildung ausgegangen,
so wird der ,,Loop"“-Bereich dieser Proteine mit an der Ausbildung der Dimerkontaktstelle
beteiligt sein und durch das zweite Monomer strukturell stabilisiert werden. Somit konnte die
Ausbildung von einer a-Helix wie in den BMPs oder B-Faltblattelementen fir diesen Bereich

maoglich werden, was einen deutlichen Unterschied zu Sclerostin darstellt.

Der Sequenzbereich der analysierten Proteine zwischen den Cysteinresten C* und C° (Finger
2, Abb. 59 A, C), ist ebenfalls unterschiedlich. Auch hier variiert die Anzahl der
Aminosauren, wobei sich die Unterschiede auf den Schleifenbereich in der Fingerspitze
beschranken. Es sind jedoch auch hier die Aminoséaurereste Va™®, va™* und Va**’ (murines
Sclerostin) homolog ausgetauscht (I1e oder Leu), die mit den hydrophoben Resten des ersten
Fingers durch hydrophobe Wechselwirkungen die beiden Finger stabilisieren. Aul3erdem sind
der Cysteinrest Cys'®® und der Leucinrest Leu™* (murines Sclerostin) in alen analysierten
Proteinen konserviert. Beide Reste sind essentiell fir die Fixierung der sich Gberkreuzenden
Fingerspitzen. Der Cysteinrest C bildet eine Disulfidbriicke mit C und Leu™ ist fiir
hydrophobe Wechselwirkungen mit VVa® des ersten Fingers notwendig.

Auffallig ist jedoch, dass der hohe Anteil von Argininen und Lysinen, der in Sclerostin und
USAG-1 konserviert ist, in DAN und Cerberus durch andere Aminosduren ersetzt ist.
Gremlin hat in diesem Bereich ebenfalls einen hohen Anteil an Argininen und Lysinen. Diese
befinden sich alerdings im Vergleich zu Sclerostin an anderen Positionen. Da diese Arginine
und Lysine laut Veverkaet al. in Sclerostin Teil der Heparinbindungsstelle sind, kann daraus
gefolgert werden, dass DAN und Cerberus in diesem Bereich wahrscheinlich keine

Heparinbindungsstelle aufweisen. (Veverka, et al., 2009).

AbschlieRend lasst sich sagen, dass sich die strukturelle Ahnlichkeit zwischen DAN,
Cerberus, Gremlin und Sclerostin wahrscheinlich auf wenige Bereiche konzentriert. Diese
sind der Cystinknoten und die daraus folgende Schleifenarchitektur. Finger 1 und Finger 2
werden wahrscheinlich Faltblattelemente ausbilden, wobel sich diese Elemente in Lange und
Lage von Sclerostin unterscheiden werden. Ahnlichkeiten treten im hydrophoben Bereich
zwischen den Fingern auf. Hier sind die meisten hydrophoben Reste konserviert oder
homolog ersetzt und bilden daher wahrscheinlich ein dhnliches Interaktionsnetzwerk. Die

Fingerspitzen werden sich moglicherwelise ebenfalls Uberkreuzen, da die beiden Cysteine, die
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in Sclerostin die Finger kovalent verbinden und die beiden hydrophoben Reste Va® und

LeulZl

(murines Sclerostin), die einen hydrophoben Bereich zwischen den Fingerspitzen
bilden, konserviert sind. Unterschiede bestehen besonders in der ,,Loop“-Region und in der
Dimerisierung der anderen Vertreter der DAN-Familie (Cerberus und Gremlin). Aufgrund der
sehr geringen Sequenzhomologie, der Dimerbildung und der unterschiedlichen Funktionen
der Proteine wére die Einordnung von Sclerostin und USAG-1 in eine eigene Familie oder

Unterfamilie somit erforderlich.
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4.6 Inhibitionsmechanismen von Wnt-Signalweg-Antagonisten

Der kanonische Wnt-B-Catenin-Signalweg (siehe Kapitel 1.4) wird auf der extrazellularen
Ebene durch verschiedene Modulatorproteine reguliert. Wif-1, ein sekretiertes Protein mit
konservierter WIF-Doméne und sFRPs (,secreted frizzled-related proteins‘), |6sliche
dominant-negative Rezeptoren mit einer N-terminalen Cystein-reichen Doméne (CRD), die
hoch homolog und strukturell identisch zu der Liganden-Bindungsdomane der Frizzled-
Rezeptoren ist, regulieren den Wnt-Signalweg durch die direkte Bindung an Wnt, wodurch
die Bildung des Signalkomplexes verhindert wird (Hsieh, et al., 19993, Hsieh, et al., 1999b,
Kawano, et al., 2003). Dkk-Proteine (Dickkopf), USAG-1 und Sclerostin hingegen inhibieren
den Signaweg durch die Interaktion mit dem Wnt-Ko-Rezeptor LRP5/6. Dkk-Proteine
(Dickkopf-1, -2, -4) binden hierbei an den Ko-Rezeptor LRP5/6 und einen weiteren Rezeptor
Kremenl/2. Die Bildung dieses terndren Komplexes fuhrt zur Endozytose der Rezeptoren,
wodurch die Menge von LRP5/6 auf der Zelloberfléche reguliert, bzw. verringert wird (Mao,
et al., 2003, Mao, et al., 2002, Mao, et al., 2001).

Als putative Bindestelle fur Dkk-Proteine wurde der dritte YWTD-Typ-B-Propeller
zusammen mit der EGF-8hnlichen Doméne von LRP5/6 identifiziert, wobel auch die ersten
beiden YWTD-Typ-B-Propeller-Domanen eine schwache Bindung von Dkk-Proteinen zeigten
(siehe Abb. 60). Es wird vermutet, dass die EGF-ahnlichen Domanen von LRP5/6 fur die
Proteinbindung keine Rolle spielen und somit lediglich die YWTD-Typ-p-Propeller-
Domaénen das Bindeepitop darstellen.

Wnt Dkk
Sclerostin
LRP5/6 oeoeoeee oeeoeeoe oeoeeee oeeeee ()|

f=Propeller 1 [-Propeller 2 [=Propeller 3 f=Propeller 4
R="YWTD-Repeat”
(Wiederholung)

[ Signalpeptid I EGF Domiine Transmembrandomane

@ Propellerblatt - Zytoplasmatische Domine

. LA Domaine
| YWTD Motiv | PPSP Motiv

Abbildung 60: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von LRP5/6. Abbildung nach Ai et al.,
2005, Mol Cell Biol (Ai, et al., 2005).

172



Diskussion

LDLR-p-Propeller LDLR-p-Propeller

Nidoge-f-Propeller Nidoge-p-Propeller

Abbildung 61: Beispiele fur die Interaktion eines Proteins mit einer typische@ -Propeller-Doméne. A)
Stereoansicht der intramolekularen Interaktion der Doméanen R4 und R5 des LDL-Rezeptors mit der §3-
Propeller-Doméane des LDL-Rezeptors (Rudenko, et al., 2002). B) Stereoansicht der Interaktion der
Doménen LE3 und LE4 von Laminin mit der B-Propeller-Domé&ne von Nidogen (Takagi, et al., 2003).

Fir die Interaktion eines Proteins mit einer typischen -Propeller-Doméne sind derzeit einige
wenige Strukturbeispiele bekannt. Eine Variante stellt die intramolekulare Interaktion der
vierten LA-Doméne mit der YWTD-Typ-p-Propeller-Doméne des LDL-Rezeptors dar
(Rudenko, et al.,, 2002). Hier bindet die LA-Domane (R4 und R5) seitlich auf den
Propellerblédttern (siehe Abb. 61 A). Ein anderes Beispiel reprasentiert die Interaktion von
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Laminin mit der YWTD-Typ-p-Propeller-Doméne von Nidogen, beides Proteoglykane der
extrazelluldren Matrix (Takagi, et al., 2003). Hier bindet Laminin quer Uber die Mitte des
YWTD-Typ-B-Propellers hinweg unter Nutzung der zentralen Mulde des -Propellers. Eine
flexible Schleife (,Loop A“) von Laminin flllt die zentrale Mulde des Propellers aus, wobei
Val® (Laminin, ,Loop A“) hydrophobe Wechselwirkungen zu 11e®*, 11€*", Trp***® und
Phe''** (Nidogen) ausbilden (siehe Abb. 61 B) (Takagi, et al., 2003). Der Aminosaurerest
Asn®®? (Laminin, ,,Loop A“) bildet zwei komplementére Wasserstoffbriicken nach Asn'®® aus

und Asp®® (Laminin, , Loop A“) formt eine Salzbriicke mit Arg®’ (Nidogen).

Die Bindung von Dkk-Proteinen an die YWTD-Typ-B-Propeller-Domanen von LRP5/6
erfolgt moglicherweise nach einem dhnlichen Prinzip wie die Laminin/Nidogen-Interaktion.
Durch Mutagenesestudien in der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5 konnten
mehrere fur die Dkk-Bindung essentielle Aminosduren identifiziert werden, die ale
gleichsam einem Amphitheater um und in der Propellermitte angeordnet sind (siehe Abb. 62).
Dabel verringerten die Mutationen E721A und W781A die Bindung von Dkk-1 an LRP5 um
mehr as 40% und zeigen somit den groféten Effekt (Zhang, et al., 2004).

Abbildung 62: Ergebnis der Mutagenesestudie in der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von
LRP5. Die im Modell der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5 farbig dargestellten Reste
werden fur die Dkk-1 Bindung bendtigt. Das Modell basiert auf der Kristallstruktur der YWTD-Typ-8-
Propeller-Doméane des LDL-Rezeptors (Jeon, et al., 2001). Die Abbildung wurde mit Genehmigung der
American Society of Microbiology aus Zhang et al., 2004, Molecular and Cellular Biology, 24, p4680
Ubernommen (Zhang, et al., 2004)

Lijun Chen et al. publizierten 2008 die NMR-Struktur der zweiten Cystein-reichen Doméne
(CRD2) von murinem Dkk-2 (Chen, et al., 2008) (siehe Abb. 63, 64). Dieser Teil des Proteins
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bindet an LRP5 und vermittelt die inhibitorische Funktion von Dkk auf den Wnt-Signalweg
(Chen, et al., 2008, Li, et al., 2002). Die Struktur unterteilt sich in zwel Subdoménen mit
ahnlicher Topologie. Beide Subdomanen bestehen aus drel antiparallelen -Faltblattern, die
durch flexible Schleifen verbunden sind. Die Struktur erh&lt ihre Stabilitdt durch finf

Disulfidbriicken, von denen eine die beiden Subdomanen verbindet.

Durch Mutagenesestudien in der zweiten Cystein-reichen Domane (CRD2) von murinem
Dkk-2 konnten Aminosauren identifiziert werden, die an der Bindung von Dkk-2 an LRP5
beteiligt sind. Die Auswahl der zu mutierenden Aminoséuren in der Dkk-CRD2-Doméne
basierte auf der Annahme, dass die, in der Mutagenesestudie als fir die Interaktion wichtig,
identifizierte Aminosaure Glu™" der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Domane von LRP5 eine
Salzbricke mit einem basischen Rest der Dkk-CRD2-Doméne bilden konnte. Dies wirde
einem Interaktionsmechanismus wie im Fall von Laminin und Nidogen entsprechen (Takagi,
et al., 2003). Der korrespondierende Rest zu Glu™ (YWTD-Typ-B-Propeller-Doméne von
LRP5) im Nidogen-Propeller ist Glu®, der mit Lys™® in Laminin eine Sal zbriicke bildet. Aus
diesem Grund wurden alle basischen Aminosauren (Arg, Lys, His) in Dkk-CRD2 durch
Glutamat ersetzt. So konnten verschiedene Mutanten identifiziert werden, die eine reduzierte
Bindung an LRP6 zeigen und im Reportergen-Nachweisverfahren keine inhibierende
Funktion mehr besitzen (H210E, K217E, R242E, H267E, K205E) (Chen, et al., 2008).

Basierend auf den Mutagenesestudien in der dritten YWTD-Typ-p-Propeller-Doméane von
LRP5 und in der zweiten Cystein-reichen Doméne (CRD2) von murinem Dkk-2 wurden
»Docking”-Experimente mit dem Programm HADDOCK durchgefihrt, die in einem Model
der Interaktion zwischen Dkk-CRD2 und der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von
LRP5 zusammengefasst sind (siehe Abb. 63 B). Das Interaktionsmodell zeigt, dass die
Aminosaure Glu™ der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5 wahrscheinlich
zwei mogliche Salzbriicken zu Trp?™? und His™® der Dkk-CRD2-Doméne bildet. AuRerdem
bestehen nach diesem Modell hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Trp?*? und Phe'*® der
Dkk-CRD2-Doméne und Trp"® und Tyr™® der dritten Y WTD-Typ-B-Propeller-Doméne von
LRP5. Weitere Salzbriicken kénnen eventuell zwischen Asp®®’ der dritten YWTD-Typ-B-
Propeller-Domane von LRP5 und Lys” und Arg®* der Dkk-CRD2-Domane geformt werden
(Chen, et al., 2008). Die Aminosduren der Dkk-CRD2-Doméne, welche an der Interaktion mit
LRP5 beteiligt sind, sind vorwiegend in Schleifenregionen lokalisiert.
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Abbildung 63: Interaktionsmodell der Bindung der CRD2 von Dkk-2 an die dritte YWTD-Typ-B-
Propeller-Doméane von LRP5. A) Banderdarstellung des Komplexes. B) Detailausschnitt der putativen
Bindestelle mit maoglichen Seitenketteninteraktionen. Die gestrichelten Linien reprasentieren
Wasserstoffbriicken. Die nummerierten Aminosauren in Klammern reprasentieren murines Dkk-2. Die
gestrichelten Pfeile verweisen auf die korrespondierenden Reste der ersten beiden YWTD-Typ-B-
Propeller-Doméanen von LRP5 im unteren Kasten. Die Abbildung wurde mit Genehmigung von JBC
aus Chen et al., 2008, JBC, 238, p23369 Ubernommen (Chen, et al., 2008).

Aufgrund der Sequenzhomologie und strukturellen Ahnlichkeit der ersten drei YWTD-Typ--
Propeller-Doméanen von LRP5/6 passt die Dkk-CRD2-Doméne nach der vorliegenden
Modellierung in die Bindetasche aler drei YWTD-Typ-B-Propeller-Doménen, bindet
allerdings mit hoher Affinitdt nur die Bindetasche der dritten YWTD-Typ-p-Propeller-
Doméne, da die korrespondierenden Aminosauren zur Hauptbindungsdeterminante Glu’** der
dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5 in den beiden anderen YWTD-Typ-p-
Propeller-Domanen Aspartatreste sind (Asp™ Propeller eins, Asp*”® Propeller zwei) (siehe
Abb. 63 B). Die Seitenkette von Aspartat ist um eine CH,-Einheit kirzer, weshalb nach
diesen Model keine Sazbriicke zwischen Asp™ der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-
Doméne bzw. Asp*® der zweiten YWTD-Typ-B-Propeller-Domane und Trp?? bzw. His?°

der Dkk-CRD2-Doméane gebildet werden kann, was zur Abschwéchung der Bindung fhrt
(Chen, et al., 2008).
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Abbildung 64: A) Banderdarstellung der zweiten Cystein-reichen Doméne von Dkk-2. B) und C)
Banderdarstellung wurde jeweils um 90° in der Y-Achse rotiert. Die an der Bindung von LRP5
beteiligten Reste sind in Cyan hervorgehoben. Die an der Bindung von Kremen beteiligten Reste sind
in magenta dargestellt.

Fur die Inhibition des Wnt-Signalwegs durch Dkk-Proteine, spielt aufRerdem noch die
Interaktion mit den membranstandigen Kremen-Rezeptoren eine wichtige Rolle, welche zur
Internalisierung des LRP5/6-Dkk-Kremen Komplexes fuhrt. Auch Kremen-1/2 bindet Dkk-
Proteine in der zweiten Cystein-reichen Doméane (Wang, et al.,, 2008). Durch
Mutagenesestudien in dieser Domane konnte gezeigt werden, dass das Bindeepitop fir die
Kremen-Rezeptoren an die CRD2-Doméane von Dkk-1 auf der gegeniiberliegenden Seite des
Epitops fir LRP5/6 lokalisiert ist und unter anderem aus den Aminossureresten Lys™?, Ser'%®
und Arg™®’ besteht (siehe Abb. 64) (Wang, et al., 2008).

4.7 Putativer Interaktionsmechanismus von Sclerostin und
LRP5/6

Neben den Dkk-Proteinen (Dkk-1, -2, -4) ist auch Sclerostin ein Antagonist des kanonischen
Wnit-B-Catenin-Signalwegs. Wie unsere Daten belegen, vermégen sowohl Sclerostin als auch
die Trunkationsvarianten Sclerostin-AC und Sclerostin-ANC das Wnt-Signal in einem
Reportergen-Nachweisverfahren direkt zu hemmen. Im direkten Vergleich ist Dkk-1 jedoch
der bessere Inhibitor und weist eine deutlich niedrigere Konzentration fir eine halbmaximale
Inhibition (1Cso) auf. Uber die Griinde dafiir kann allerdings keine Aussage getroffen werden,
solange die Inhibitionsmechanismen beider Proteine nicht auf molekularer Ebene aufgeklart
sind. Wie die Dkk-Proteine inhibiert Sclerostin den Signalweg ebenfalls durch eine direkte
Interaktion mit den Wnt Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6. Hierfir sprechen genetische
Aspekte, wie die ,,High-Bone-Mass*-Mutationen in LRP5, die einen &hnlichen Phanotyp wie
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Defekte im SOST-Gen auslésen und Ko-Immunopréazipitationsstudien, die eine direkte
Interaktion zwischen beiden Proteinen belegen (L, et al., 2005, Semenov, et al., 2006).

Mittels SPR-Analyse konnten nun erstmals die direkte Interaktion zwischen Sclerostin und
der extrazelluldren Doméane von LRP6 anaysiert und die Parameter der Bindung bestimmt
werden. Erstaunlicherweise wurde in den ersten Messungen die Bindung von Sclerostin an
die extrazelluldre Doméne von LRP6 unter den gewdahlten Hochsal zmessbedingungen mit
einer Affinitdt zwischen 500nM und 1uM bestimmt, was fir eine funktionell relevante
Interaktion relativ niedrig erscheint (siehe 3.4.3). Dabei muss jedoch berlicksichtigt werden,
dass die Hochsal zmessbedingungen, die gewahlt wurden, um unspezifische Interaktionen von
Sclerostin mit der Chipoberfléache zu unterdriicken, ebenfalls etwaige spezifische ionische
Wechselwirkungen zwischen Sclerostin und LRP6 schwéchen. Trotzdem miissten, um mit der
berechneten Bindungsaffinitdt eine adaquate Inhibition zu gewdhrleisten, die lokalen
Konzentrationen von Sclerostin entweder sehr hoch sein, oder die Affinitéat fir LRP5/6 durch
zusétzliche Interaktionen mit einem bisher unbekannten Ko-Rezeptor durch kooperative
Effekte erhoht werden. Die Affinitdt der Dkk-LRP5/6-Interaktion auf transfizierten Zellen
liegt hierzu im Vergleich bei 0.5nM und konnte von uns auch mittels SPR-Analyse bestétigt
werden (Mao, et al.,, 2001). Bel diesen, kirzlich durchgefihrten SPR-Messungen konnte
alerdings beobachtet werden, dass durch die Regeneration der Chipoberflache die
immobilisierte extrazelluld&re Doméne von LRP6 denaturiert bzw. destabilisiert wird, und
daraufhin Dkk-1 nicht mehr binden konnte. Auch fur Sclerostin konnte mit neu auf der
Chipoberflache immobilisiertem LRP6 eine erhdhte Bindungsaffinitét (20-100nM) bestimmt
werden (unpublizierte Daten, van Pee K., Hellmann T., Weidauer S., Miller T.D.). Die
Regeneration der Chipoberflache zeigte in diesem Fall jedoch nur geringe Auswirkung auf die
Bindung von Sclerostin an LRP6. Das Bindeepitop von Dkk-1 ist sensitiv fur die
Regenerationsprozedur in dem SPR-Messverfahren, daher fiihrt eine einmalige Regeneration
zur Zerstorung des Bindeepitops. Fur Sclerostin trifft dieses in geringerem Malie zu, so dass
nach einem Regenerationszyklus eine Verschlechterung der Bindeaffinitdt aber kein
vollstandiger Bindungsverlust wie bel Dkk-1 auftritt. Diese Ergebnisse sind jedoch als
vorlaufig zu betrachten, da nur ein kleiner Teil des immobilisierten LRP6 Bindungsaktivitét
zeigte. Die hohere Bindungsaffinitét von Sclerostin und LRP6 muss daher in nachfolgenden
Experimenten bestétigt werden. AulRerdem ist die mogliche Instabilitét der extrazelluldren

Domaéne von LRP6 zu berticksichtigen und genauer zu untersuchen.
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Bindungsstudien mit verkirzten LRP5-Konstrukten auf ganzen Zellen begrenzten die
putativen Bindestellen fur Wnt und Sclerostin auf die ersten beiden YWTD-Typ-p-Propeller
und EGF-ahnlichen Domanen (Li, et al., 2005, Mao, et al., 2001). Da Wnt und Sclerostin im
Bereich der ersten beiden YWTD-Typ-B-Propeller-Doméanen mit LRP5/6 wechselwirken,
wére eine direkte Kompetition der beiden Proteine um eine Bindestelle ein moglicher
Mechanismus der Sclerostininhibition. Die direkte Kompetition von Wnt und Sclerostin kann
jedoch ausgeschlossen werden, da Wnt-Proteine Sclerostin nicht aus einem Sclerostin/LRP5-
Komplex auf ganzen Zellen verdrangen kénnen, wahrend Dkk dies allerdings vermag (L1, et
al., 2009).

Auch fir Sclerostin wird angenommen, dass die EGF-ahnlichen Doménen von LRP5/6 fir die
Proteinbindung keine Rolle spielen und die Hauptinteraktion mit den YWTD-Typ-B-
Propeller-Doménen von LRP5/6 stattfindet. Dabel sprechen einige Beobachtungen fur eine
Interaktion zwischen Sclerostin und der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5/6
nach dhnlichem Mechanismus analog der Interaktion von Laminin nfit der -Propeller-
Doméne von Nidogen oder Dkk-2 mit der dritten YWTD-Typ-p-Propeller-Doméane von
LRP5/6.

Wie die zuvor beschriebenen Mutagenesestudien und das Interaktionsmodell der Interaktion
der zweiten Cystein-reichen Doméane von Dkk-2 mit der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-
Doméne von LRP5 suggerieren, fungiert die Aminosaure Glu™ der dritten YWTD-Typ-B-
Propeller-Doméane von LRP5 as eine Hauptbindungsdeterminante fur die Interaktion der
zweiten Cystein-reichen Domane von Dkk-2 mit der dritten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane
von LRP5 (Chen, et al., 2008). Der korrespondierende Rest zu Glu’® der dritten YWTD-Typ-
B-Propeller-Doméne ist die Aminossure Asp™™ der ersten YWTD-Typ-pB-Propeller-Domane
von LRP5, welche zu den ,High-Bone-Mass*-Mutationen des LRP5-Gens gehort, die eine
Bindung von Sclerostin an LRP5 verhindern (Semenov, et al., 2006). Von den sechs derzeit
bekannten ,High-Bone-Mass‘-Mutationen (G171V, D111Y, G171R, A214T, A242T, T253l)
verhindern nach Analyse des Strukturmodells der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane
von LRP5 wahrscheinlich nur die ersten drei Mutationen (G171V, D111Y, G171R) direkt die
Bindung von Sclerostin an LRP5/6, die anderen drel Mutationen (A214T, A242T, T253I)
liegen im Inneren der YWTD-Typ-B-Propeller-Domane und fuhren sehr wahrscheinlich zu
inaktiven Faltungsvarianten (siehe Abb. 65 B). Die Aminosédure Asp™™! der ersten YWTD-
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Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5 kodnnte somit eine der Hauptbindungsdeterminanten fur
die Sclerostin-LRP5 Interaktion darstellen.

Bel genauer Betrachtung der Oberflachenladungsverteilung der beiden Bindepartner
Sclerostin und der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméne von LRPS féllt auf, dass die
beiden Proteine komplementére Oberfl&chenladungspotential e aufweisen (siehe Abb. 65). Die
Flache oberhalb und um Asp™* der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-Domane von LRP5 weist
ein stark negatives Ladungspotential auf. Sclerostin hingegen weist zwei Regionen mit stark
positivem Oberflachenpotential auf. Die eine Region umfasst Finger 2, die andere Region
befindet sich im oberen ,Loop“-Bereich des Proteins. Diese Beobachtung deutet auf die
Beteiligung von ionischen Wechselwirkungen durch Salzbriicken bei der Interaktion beider

Proteine hin.

*, Finger 1 Finger 2

LRP5
mSclerostin B-propeller 1

Abbildung 65: A) Elektrostatisches Potential dargestellt auf der Van-der-Waals-Oberflache von
murinem Sclerostin. Dunkelblaue Areale stellen ein stark positives Oberflachenladungspotential
(5kT/e) dar, dunkelrote Areale markieren ein stark negatives Oberflachenladungspotential (-5kT/e).
Die elektrostatischen Potentiale wurden mit der Software APBS unter Annahme einer lonenstéarke von
150mM NaCl und dem Kraftfeld AMBER 7.0 fur die Protonierung, berechnet. B) Elektrostatisches
Potential dargestellt auf der Van-der-Waals-Oberflache der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane
von humanem LRP5. Das Strukturmodel fir die erste YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5
wurde mit Hilfe des Programms Swiss-Model basierend auf der Struktur der 3-Propeller-Doméne des
LDL-Rezeptors erstellt. Mutationen in der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméane von LRP5, die zu
einem ,High-Bone-Mass"“- Phanotyp fuhren, sind hervorgehoben.

Nach Ausschluss der beiden Termini von Sclerostin, die nach unseren Daten keinen, oder nur
geringen Einfluss auf die inhibierende Funktion von Sclerostin auf den Wnt-Signalweg
ausiiben, kommen aufgrund der komplementéren Ladungsverteilung nur der ,,Loop“-Bereich

oder Finger 2 as mdgliche Bindeepitope auf Sclerostinseite in Frage. Laut Veverka et al.
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stellt der Finger 2 von Sclerostin jedoch die Bindestelle fur Heparin dar, was dazu fuhrt, dass
Sclerostin an der Zelloberflache verankert wird (Veverka, et al., 2009). Somit verbleibt nur
die ,Loop"“-Region des Proteins als potentielle Bindestelle. Dies steht auch im Einklang mit
den bisher bekannten Interaktionsmodellen (Laminin/Nidogen, Dkk/LRP5), wo in beiden
Falen Aminosauren des Liganden, die in relativ flexiblen Schleifenbereichen lokalisiert sind,
die Interaktionen mit den Aminosduren der Propellermulde des Rezeptors eingehen. Die
Anayse der in Kapitel 3.7 beschriebenen Anti-Sclerostin Fab-Fragmente der Firma AbD-
Serotec untermauern diese These. Wie wir zeigen konnten, neutralisiert das Fab-Fragment
AbDQ09097 die inhibitorische Wirkung Sclerostins auf den Wnt-Signalweg (siehe Kapitel
3.7.2, 3.7.3). ,,Peptidmapping” -Experimente der Firma Pepscan (J.W.Back) mit Sclerostin
homologen Peptiden und den Fab-Fragmenten, sowie unsere NMR-Bindungsstudien ergaben,
dass das Bindeepitop dieses Fab-Fragments im ,, Loop”-Bereich (Arg96-W100) von Sclerostin
lokalisiert ist.

Die Charakterisierung der Bindeepitope der Anti-Sclerostin Fab-Fragmente (AbD09094,
AbD09100 und AbDO09101) mittels NMR-Bindungsstudien und ,Peptidmapping"-
Experimenten lokalisiert die Bindestellen der Fab-Fragmente AbD09100 und AbD09101 auf
die Fingerregion und das Epitop fur AbD09094 auf wenige Aminosauren des N-Terminus
von Sclerostin. Diese drel Fab-Fragmente zeigten darUber hinaus im Wnt-Reportergen-
Nachweisverfahren keinen neutralisierenden Effekt auf die inhibitorische Wirkung von
Sclerostin  auf den Wnt-Signalweg. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die
antagonistische Funktion Sclerostins durch ein definiertes Bindeepitop im , Loop“-Bereich
von Sclerostin vermittelt werden muss, und dass sowohl die Termini as auch die

Fingerregion von Sclerostin keinen Einfluss darauf haben.

Die bisherigen Ergebnisse fihren zu folgendem Modell fur die Sclerostin/LRP5-Interaktion.
Aminoséuren des oberen , Loop"-Bereichs von Sclerostin (Lénge: 50A, Durchmesser: 20 A)
binden moglicherweise nach Laminin-ahnlichem Prinzip im und um die zentrale Mulde
(224A%) der ersten YWTD-Typ-B-Propeller-Doméne von LRP5 (Oberflache: 11200A2).
Dieser Bereich weist ein stark negatives Oberflachenpotential auf und stellt somit die putative
Bindestelle fiir Sclerostin mit einer Flache von etwa 1660A2 dar. (Von dieser Flache weisen
560A? einen hydrophoben Charakter und 1100A? einen hydrophilen oder geladenen Charakter
auf.) Dabel konnte die ionischen Interaktion zwischen Asp™' der ersten YWTD-Typ-p-
Propeller-Doméane von LRP5 und einem Arginin-, Lysin- oder Asparagin-Rest des oberen

»Loop"-Bereichs eine der Hauptbindungsdeterminanten darstellen.
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Ob weitere Telle (Finger 1 und Finger 2) noch zusétzliche Interaktionen mit anderen
Bereichen von LRP5 eingehen, einen Ko-Rezeptor binden, oder ob die Bindung von
Sclerostin an die Zelloberflache Teil des Inhibitionsmechanismus ist, bleibt weiterhin

ungeklart.

4.8 Ausblick

Langfristiges Ziel ist die Entwicklung eines osteoanabolen Therapeutikums, welches den
Wnit-Signalweg durch den Eingriff in die Sclerostin/LRP5/6-Interaktion moduliert. Hierfir ist
jedoch die detalllierte Kenntnis des molekularen Mechanismus, wie Sclerostin die
Aktivierung durch Wnt inhibiert, von entscheidender Bedeutung. Die Kenntnisse des
Inhi bitionsmechani smus beschranken sich bis dato auf wenige Details. So ist bisher ungeklart,
wie Sclerostin das Wnt-Signal inhibieren kann, wenn keine direkte Konkurrenz zwischen Wnt
und Sclerostin um LRP5/6 beobachtet werden kann. Benutzen Sclerostin und Wnt tatséchlich
getrennte Bindeepitope? Fuhrt die Bindung von Sclerostin an LRP5/6 durch allosterische
Effekte zu Konformationsanderungen im Rezeptor, wodurch Wnt nicht mehr binden kann,
oder handelt es sich um einen Mechanismus, wie fir die Dkk-Proteine beschrieben, in dem
der LRP5/6-Sclerostinkomplex durch Endozytose von der Zelloberfléche entfernt wird?

Auch wenn in dieser Arbeit erste Hinweise auf die Bindeepitope der Sclerostin/LRP5/6-
Interaktion erhalten wurden, bleibt weiterhin offen, welche Aminosduren im Einzelnen an der
Interaktion von Sclerostin und LRP5/6 auf beiden Seiten beteiligt sind. Bindet Sclerostin nur
an die este YWTD-Typ-B-Propeller-Doméne, welche interessanterweise alle bisher
bekannten ,, High-Bone-Mass'-Mutationen enthdlt, oder sind weitere Regionen z.B. die zweite
YWTD-Typ-p-Propeller-Doméane oder die EGF-Doménen ebenfalls an der Interaktion
beteiligt?

Aullerdem ist fraglich, ob die im Rahmen dieser Arbeit bestimmte Affinita der
Sclerostin/LRP6-Interaktion von 100nM-1uM unter physiologischen Bedingungen ausreicht,
die Inhibition des Wnt-Signalwegs zu erklaren. Werden eventuell ein oder mehrere Ko-
Rezeptoren bendtigt, welche die Affinitdt der Sclerostinbindung an die Zelloberfléche
erhdhen und somit essentiell fur die Inhibition des Signalwegs durch Sclerostin sind, oder
spielt in diesem Zusammenhang die von Veverka et al. beobachtete Heparinbindung eine
Rolle (Veverka, et al., 2009)?

Die in dieser Arbeit etablierten Methoden und nun zur Verfiigung stehenden Werkzeuge

konnen genutzt werden, um einige dieser Fragen zu beantworten. Sclerostin,
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Trunkationsvarianten und Einzelaminosduremutanten sowie die gegen Sclerostin gerichteten
Fab-Fragmente konnten fur Signaltransduktionsstudien verwendet werden. Hierzu zdhlen
einerseits die derzeit intensiv betriebene Suche nach einem Sclerostin-Korezeptor und
andererseits  Studien, die Auskunft Uber ene mogliche Internaliserung des
Sclerostin/LRP5/6-Komplexes in das Zellinnere geben. Die etablierten Expressions- und
Aufreinigungsprotokolle  fir  Sclerostin @ konnten  fur  die  Herstellung  von
Einzelaminosduremutanten besonders im ,, Loop”-Bereich von Sclerostin genutzt werden, um
das Bindeepitop von Sclerostin an LRP5/6 im Detail zu bestimmen. AulRerdem bietet das die
Sclerostinaktivitdt neutraliserende  Fab-Antikorperfragment  AbD09097 einen ersten
hochinteressanten Startpunkt fir die Entwicklung eines osteoanabolen Therapeutikums.
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5 Zusammenfassung

Die Knochenhomoostase erfolgt durch das Zusammenspiel mehrerer Zelltypen. Wahrend die
Osteoblasten fur den Knochenaufbau verantwortlich sind, resorbieren die Osteoklasten
Knochengewebe. Beide Vorgénge werden durch die Osteozyten streng reguliert. Eine Stérung
im strikt regulierten Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau kann daher
zu Knochenkrankheiten wie Osteoporose fuhren. Auf molekularer Ebene erfolgt die
Kommunikation zwischen den einzelnen Zelltypen tber zwei wichtige Signalwege, den der
»Bone Morphogenetic Protein“-Superfamilie (BMPs) und den der Wnt-Proteine. Die
Signalibertragung wird hierbei durch sekretierte Faktoren induziert, die an Rezeptoren auf
der Zelloberflache binden. Deren Aktivierung fuhrt zu einem intrazelluléren Signal, welches
letztlich die Expression von Zielgenen reguliert. Beide Signalwege werden auf mehreren
Ebenen, extrazellulér, membransténdig und intrazelluldr reguliert. Das 2003 identifizierte
Sclerostin ist ein Vertreter der extrazelluléaren Regulatorproteine und wurde aufgrund seiner
Zugehdrigkeit zur DAN-Familie zunéchst félschlicherweise als direkter Inhibitor des BMP-
Signalwegs eingestuft. Mittlerweile wird alerdings davon ausgegangen, dass Sclerostin den
Wnt-Signalweg negativ reguliert, indem es die Wnt Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 bindet,
die beide zu der Familie der ,Low-density lipoprotein receptors' gehdren. Uber den
molekularen Inhibitionsmechanismus von Sclerostin war jedoch zum Startpunkt dieser
Dissertationsarbeit wenig bekannt.

Daher wurde Sclerostin im Rahmen dieser Arbeit biophysikalisch und biochemisch
charakterisiert. Die Aufklarung mittels NMR-Spektroskopie ergab fur Sclerostin eine
Struktur, die sich in drel Regionen gliedert: den Cystinknoten, sowie einen , Loop"-Bereich
und die Fingerregion. Vom zentralen Cystinknoten gehen drei Peptid-Schleifen in zwei
entgegengesetzte Richtungen aus. Schleife eins und drel bilden eine definierte (-
Faltblattstruktur und dhneln zwel Fingern einer Hand. Die zweite Schleife, welche vom
Cystinknoten isoliert in die entgegengesetzte Richtung verlauft (,Loop*), ist wie die beiden
langen N- und C-Termini flexibel und unstrukturiert. Die in Zusammenarbeit mit der Firma
AbD-Serotec entstandenen Fab-Fragmente ermdglichten die Bestimmung des Bindeepitops
der Sclerostin/LRP5-Interaktion im Bereich der unstrukturierten dritten Schleife von
Sclerostin.

Die Struktur von Sclerostin und die Identifikation des Bindeepitops auf Sclerostinseite geben
nun erste Einblicke in den molekularen Mechanismus der Sclerostin/LRP5-Interaktion. Diese

Kenntnis kann fir die Entwicklung von Kleinmolekdlinhibitoren mittels rationalem
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Drugdesign genutzt werden, welche, wie auch der in Kooperation entwickelte die
Sclerostinaktivitat neutralisierende Antikdrper AbD09097, hochinteressante Ansétze fir

neuartige anabole Therapien von Krankheiten mit Knochenschwund darstellen.

6 Summary

Different cell types like osteoblasts, osteoclasts and osteocytes maintain bone homeostasis.
While osteoblasts build up bone, osteoclasts resorb bone tissue and both actions are tightly
regulated by the osteocytes. Imbalance between bone formation and resorption will lead to
various bone diseases, e.g. osteoporosis. On a molecular level communication between these
cell types occurs through two maor signalling pathways, i.e. the bone morphogenetic proteins
(BMPs) and the Wnt-factors. In both pathways signal transduction is induced by secreted
factors, which bind to cell surface receptors. This activation leads to an intracellular signal
that finally regulates expression of target genes. Both pathways are tightly regulated at
various cellular levels, extracellular, a the membrane as well as intracellular. Sclerostin,
which was identified in 2003, is a member of the extracellular modulator proteins. Initialy it
was wrongly classified as a direct inhibitor of the BMP-signalling pathway due to its
classification as a member of the DAN-family. Meanwhile it became apparent that sclerostin
targets the Wnt-pathway by binding to the Wnt co-receptors LRP5 and LRP6, which belong
to the family of low-density lipoprotein receptors. At the beginning of this work very little
was known about the molecular mechanism how sclerostin inhibits the Wnt-pathway.

The structure analysis of sclerostin employing NMR-spectroscopy revealed in a modular
architecture, which can be divided into three regions. the central, characteristic cystine knot,
the loop-region and the two fingers. From the cystine knot three loops emanate in two
opposite directions. Loop one and loop three form defined 3-sheet structures resembling two
fingers of ahand. Loop two, which runs into the opposite direction, is unstructured and highly
flexible like the long N- and C-termini. Antibody fab-fragments, which were generated in
collaboration with AbD-Serotec, facilitated the mapping of the binding-epitop of sclerostin to
LRP5/6, highlighting an extended area of the unstructured loop region of sclerostin as the
LRP5/6 binding site.

The high-resolution structure of sclerostin and the identification of the LRP5-binding-epitop
yield first insights into the molecular mechanism of sclerostin-LRP5 interaction. This
knowledge can now be used to develop small-molecule inhibitors by rational drug design,
which are, like the sclerostin activity neutralising fab-fragment AbD09097, highly interesting

targets for new bone-anabolic therapies of diseases characterised by bone loss.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Aminosauresequenzen

8.2 Humanes Sclerostin (www.uniprot.org/uniprot/Q9BQB4)

MQLPLALCLV
ENNKTMNRAE
TELVCSGQCG
GEAPRARKVR
SAKANQAELE

CLLVHTAFRV

NGGRPPHHPF

PARLLPNAIG

LVASCKCKRL
NAY

VEGQGWQAFK
ETKDVSEYSC
RGKWWRPSGP
TRFHNQSELK

(Die Signalsequenz ist in grin dargestellt.)

NDATEIIPEL
RELHFTRYVT
DFRCIPDRYR
DFGTEAARPQ

8.3 Murines Sclerostin (www.uniprot.org/uniprot/Q99P68)

MQPSLAPCL I
NQTMNRAENG
LVCSGQCGPA
APRSRKVRLV
KANQAELENA

CLLVHAAFCA

GRPPHHPYDA

RLLPNAIGRV

ASCKCKRLTR
Y

VEGQGWQAFR
KGVSEYSCRE
KWWRPNGPDF
FHNQSELKDF

(Die Signalsequenz ist in grin dargestellt.)

NDATEVIPGL
LHYTRFLTDG
RCIPDRYRAQ
GPETARPQKG

8.4 Sequenzen der Expressionskonstrukte

GEYPEPPPEL
DGPCRSAKPV
AQRVQLLCPG
KGRKPRPRAR

GEYPEPPPEN
PCRSAKPVTE
RVQLLCPGGA
RKPRPGARGA

Im Folgenden sind die cDNA- und Aminosauresequenzen der in der Arbeit beschriebenen

Expressionskonstrukte angegeben. Die Konsensussequenz der Restriktionsendonukleasen ist

in rot dargestellt, die Hexahistidinsequenz in blau und die Thrombinschnittstelle in grin. In

der angegebenen Aminosauresequenz sind die Aminosduren grau dargestellt, die aus dem

V ektor resultieren.
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Anhang

8.4.1 mSOST_pACGP67b

GP67 signal 5aMHl BamHI
PH Promotor

mSOST_pACGP67b
10391 bp

GCGCATTCTGCCTT
TGCGGCGGATCTTGGATCCGAGGGCCAGGGGTGGCAAGCCTTCAGGAATGATGC
CACAGAGGTCATCCCAGGGCTTGGAGAGTACCCCGAGCCTCCTCCTGAGAACAA
CCAGACCATGAACCGGGCGGAGAATGGAGGCAGACCTCCCCACCATCCCTATGA
CGCCAAAGATGTGTCCGAGTACAGCTGCCGCGAGCTGCACTACACCCGCTTCCTG
ACAGACGGCCCATGCCGCAGCGCCAAGCCGGTCACCGAGTTGGTGTGCTCCGGC
CAGTGCGGCCCCGCGCGGCTGCTGCCCAACGCCATCGGGCGCGTGAAGTGGTGG
CGCCCGAACGGACCGGATTTCCGCTGCATCCCGGATCGCTACCGCGCGCAGCGGG
TGCAGCTGCTGTGCCCCGGGGGCGCGGCGCCGCGCTCGCGCAAGGTGCGTCTGGT
GGCCTCGTGCAAGTGCAAGCGCCTCACCCGCTTCCACAACCAGTCGGAGCTCAAG
GACTTCGGGCCGGAGACCGCGCGGCCGCAGAAGGGTCGCAAGCCGLCGGLCCGGL
GCCCGGGGAGCCAAAGCCAACCAGGCGGAGCTGGAGAACGCCTACGGATCCTTG
GTCCCTCGAGGAAGCCATCACCATCACCATCACGGAGCATAATGA

EGQGWQAFRNDATEVIPGLGEY PEPPPENNQTMNRAENGGRPPHHPY DAKD
VSEY SCRELHY TRFLTDGPCRSAKPVTELVCSGQCGPARLLPNAIGRVKWWRPNGPD
FRCIPDRY RAQRVQLLCPGGAAPRSRKVRLVASCKCKRLTRFHNQSELKDFGPETAR
PQKGRKPRPGARGAKANQAELENAY GSLVPRGSHHHHHHGA
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Anhang

8.4.2 hSOST_pACGP67b

GP67 signal 5aMHl BamHI
PH Promotor

hSOST_pACGP67b

10397 bp

GCGCATTCTGCCTT
TGCGGCGGATCTTGGATCCGAGGGCCAGGGGTGGCAGGCGTTCAAGAATGATGC
CACGGAAATCATCCCCGAGCTCGGAGAGTACCCCGAGCCTCCACCGGAGCTGGA
GAACAACAAGACCATGAACCGGGCGGAGAACGGAGGGCGGCCTCCCCACCACCC
CTTTGAGACCAAAGACGTGTCCGAGTACAGCTGCCGCGAGCTGCACTTCACCCGC
TACGTGACCGATGGGCCGTGCCGCAGCGCCAAGCCGGTCACCGAGCTGGTGTGCT
CCGGCCAGTGCGGCCCGGCGCGCCTGCTGCCCAACGCCATCGGCCGCGGCAAGT
GGTGGCGACCTAGTGGGCCCGACTTCCGCTGCATCCCCGACCGCTACCGCGCGCA
GCGCGTGCAGCTGCTGTGTCCCGGTGGTGAGGCGCCGCGCGCGCGCAAGGTGCG
CCTGGTGGCCTCGTGCAAGTGCAAGCGCCTCACCCGCTTCCACAACCAGTCGGAG
CTCAAGGACTTCGGGACCGAGGCCGCTCGGCCGCAGAAGGGCCGGAAGCCGLGG
CCCCGCGCCCGGAGCGCCAAAGCCAACCAGGCCGAGCTGGAGAACGCCTACGGA
TCCTTGGTCCCTCGAGGAAGCCATCACCATCACCATCACGGAGCATAATGA

EGQGWQAFKNDATEIIPELGEY PEPPPELENNKTMNRAENGGRPPHHPFETK
DVSEY SCRELHFTRYVTDGPCRSAKPVTELVCSGQCGPARLLPNAIGRGKWWRPSGP
DFRCIPDRY RAQRVQLLCPGGEAPRARKVRLVASCKCKRLTRFHNQSELKDFGTEAA
RPQKGRKPRPRARSAKANQAELENAY GSLVPRGSHHHHHHGA
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Anhang

8.4.3 mSOST_pMK1

LacZ alpha

F1 ori

6xHis-Tag

AmpR Thrombin site

ColEA origin /™ Xhol

ATGGTCCATCATCACCACCATCACTCCGCGGGTTTGGTGCCCAGAGGATCCGAGG
GCCAGGGGTGGCAAGCCTTCAGGAATGATGCCACAGAGGTCATCCCAGGGCTTG
GAGAGTACCCCGAGCCTCCTCCTGAGAACAACCAGACCATGAACCGGGCGGAGA
ATGGAGGCAGACCTCCCCACCATCCCTATGACGCCAAAGATGTGTCCGAGTACAG
CTGCCGCGAGCTGCACTACACCCGCTTCCTGACAGACGGCCCATGCCGCAGCGCC
AAGCCGGTCACCGAGTTGGTGTGCTCCGGCCAGTGCGGCCCCGCGCGGCTGLCTGC
CCAACGCCATCGGGCGCGTGAAGTGGTGGCGCCCGAACGGACCGGATTTCCGCT
GCATCCCGGATCGCTACCGCGCGCAGCGGGTGCAGCTGCTGTGCCCCGGGEGEGLG
CGGCGCCGCGCTCGCGCAAGGTGCGTCTGGTGGCCTCGTGCAAGTGCAAGCGCCT
CACCCGCTTCCACAACCAGTCGGAGCTCAAGGACTTCGGGCCGGAGACCGCGCG
GCCGCAGAAGGGTCGCAAGCCGCGGLCCCGGCGCCCGGGGAGCCAAAGCCAACCA
GGCGGAGCTGGAGAACGCCTACTGACTCGAG

MVHHHHHHSAGLVPRGSEGQGWQAFRNDATEVIPGLGEY PEPPPENNQTMNRAEN
GGRPPHHPYDAKDV SEY SCRELHY TRFLTDGPCRSAKPVTELVCSGQCGPARLLPNA
IGRVKWWRPNGPDFRCIPDRY RAQRV QLLCPGGAAPRSRKVRLVASCKCKRLTRFH
NQSELKDFGPETARPQKGRKPRPGARGAKANQAELENAY
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Anhang

8.4.4 hSOST opt_pMK1

LacZ alpha

F1 ori

6xHis-Tag
Thrombin site
{BamH]I

AmpR

ColE1 origin / ™ Xnhol

ATGGTCCATCATCACCACCATCACTCCGCGGGTTTGGTGCCCAGAGGATCCAGAT
CTGAGGGCCAGGGCTGGCAGGCCTTCAAGAACGATGCCACCGAGATCATCCCCG
AGCTGGGCGAGTACCCCGAGCCCCCACCCGAGCTGGAGAACAACAAGACCATGA
ACCGCGCCGAGAACGGCGGACGCCCACCACACCACCCCTTCGAGACCAAGGATG
TGAGCGAGTACAGCTGCCGCGAGCTGCACTTCACCCGCTACGTGACCGATGGCCC
CTGCCGCAGCGCCAAGCCCGTGACCGAGCTGGTCTGCAGCGGCCAGTGLGGLCC
AGCCCGCCTGCTGCCCAACGCCATCGGACGCGGAAAGTGGTGGCGCCCCAGCGG
CCCAGATTTCCGCTGCATCCCCGATCGCTACCGCGCCCAGCGCGTGCAGCTGCTG
TGCCCAGGCGGCGAGGCCCCACGTGCCCGTAAGGTCCGCCTGGTGGCCAGCTGC
AAGTGCAAGCGCCTGACCCGCTTCCACAACCAGAGCGAGCTGAAGGATTTCGGC
ACCGAAGCCGCCCGTCCACAGAAGGGCCGCAAGCCACGCCCACGLCGLCeaGCTCC
GCCAAGGCCAACCAGGCCGAACTGGAAAATGCCTACTCTAGATAATAACTCGAG

MVHHHHHHSAGLVPRGSRSEGQGWQAFKNDATEIIPELGEY PEPPPELENNKTMNR
AENGGRPPHHPFETKDVSEY SCRELHFTRYVTDGPCRSAKPVTELVCSGQCGPARLL
PNAIGRGKWWRPSGPDFRCIPDRY RAQRV QLL CPGGEAPRARKVRLVASCKCKRLT
RFHNQSELKDFGTEAARPQKGRKPRPRARSAKANQAELENAY SR
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Anhang

8.4.5 MSOSTAC_pMK1

LacZ alpha
M13 origin
F1 ori

6xHis Tag
Thrombin site
BamHI

AmpR

mMSOSTAC_pMK1
5780 bp mMSOSTAC

ColE1 origin Xhol

ATGGTCCATCATCACCACCATCACTCCGCGGGTTTGGTGCCCAGAGGATCCGAGG
GCCAGGGGTGGCAAGCCTTCAGGAATGATGCCACAGAGGTCATCCCAGGGCTTG
GAGAGTACCCCGAGCCTCCTCCTGAGAACAACCAGACCATGAACCGGGCGGAGA
ATGGAGGCAGACCTCCCCACCATCCCTATGACGCCAAAGATGTGTCCGAGTACAG
CTGCCGCGAGCTGCACTACACCCGCTTCCTGACAGACGGCCCATGCCGCAGCGCC
AAGCCGGTCACCGAGTTGGTGTGCTCCGGCCAGTGCGGCCCCGCGCGGCTGCTGC
CCAACGCCATCGGGCGCGTGAAGTGGTGGCGCCCGAACGGACCGGATTTCCGCT
GCATCCCGGATCGCTACCGCGCGCAGCGGGTGCAGCTGCTGTGCCCCGGGEGGLG
CGGCGCCGCGCTCGCGCAAGGTGCGTCTGGTGGCCTCGTGCAAGTGCAAGCGC
TAGTAACTCGAG

HHHHHH LVPRGSEGQGWQAFRNDATEVIPGLGEY PEPPPENNQTMNRAEN

GGRPPHHPYDAKDV SEY SCRELHY TRFLTDGPCRSAKPVTELVCSGQCGPARLLPNA
IGRVKWWRPNGPDFRCIPDRY RAQRVQLLCPGGAAPRSRKVRLVASCKCKR
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Anhang

8.4.6 mSOST_pET28b

F1 ori
M13 origin Ndel

KanR

mSOST_pET28b
5863 bp

ColE1 origin

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGLCCGLGLEEE
AGCCATATGGAGGGCCAGGGGTGGCAAGCCTTCAGGAATGATGCCACAGAGGTC
ATCCCAGGGCTTGGAGAGTACCCCGAGCCTCCTCCTGAGAACAACCAGACCATG
AACCGGGCGGAGAATGGAGGCAGACCTCCCCACCATCCCTATGACGCCAAAGAT
GTGTCCGAGTACAGCTGCCGCGAGCTGCACTACACCCGCTTCCTGACAGACGGCC
CATGCCGCAGCGCCAAGCCGGTCACCGAGTTGGTGTGCTCCGGCCAGTGCGGLCC
CGCGCGGCTGCTGCCCAACGCCATCGGGCGCGTGAAGTGGTGGCGCCCGAACGG
ACCGGATTTCCGCTGCATCCCGGATCGCTACCGCGCGCAGCGGGTGCAGCTGCTG
TGCCCCGGGGGCGCGGCGCCGCGCTCGCGCAAGGTGCGTCTGGTGGCCTCGTGCA
AGTGCAAGCGCCTCACCCGCTTCCACAACCAGTCGGAGCTCAAGGACTTCGGGCC
GGAGACCGCGCGGCCGCAGAAGGGTCGCAAGCCGLCGGLCCCGGLCGCCCGGGGAG
CCAAAGCCAACCAGGCGGAGCTGGAGAACGCCTACTGACTCGAG

MGSSHHHHHHSSGLY PRGSHMEGQGWQAFRNDATEVIPGLGEY PEPPPENNQTMNR
AENGGRPPHHPYDAKDVSEY SCRELHY TRFLTDGPCRSAKPVTELVCSGQCGPARLL
PNAIGRVKWWRPNGPDFRCIPDRY RAQRVQLLCPGGAAPRSRKVRLVASCKCKRLT
RFHNQSELKDFGPETARPQK GRKPRPGARGAKANQAELENAY
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8.4.7 mSOSTAC_pET28b

Xhol

. mSOSTAC
F1 ori

M13 origin

KanR

mSOSTAC_pET28b
5740 bp

ColE1 origin

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGLCCGLGLEEE
AGCCATATGGAGGGCCAGGGGTGGCAAGCCTTCAGGAATGATGCCACAGAGGTC
ATCCCAGGGCTTGGAGAGTACCCCGAGCCTCCTCCTGAGAACAACCAGACCATG
AACCGGGCGGAGAATGGAGGCAGACCTCCCCACCATCCCTATGACGCCAAAGAT
GTGTCCGAGTACAGCTGCCGCGAGCTGCACTACACCCGCTTCCTGACAGACGGCC
CATGCCGCAGCGCCAAGCCGGTCACCGAGTTGGTGTGCTCCGGCCAGTGCGGLCC
CGCGCGGCTGCTGCCCAACGCCATCGGGCGCGTGAAGTGGTGGCGCCCGAACGG
ACCGGATTTCCGCTGCATCCCGGATCGCTACCGCGCGCAGCGGGTGCAGCTGCTG
TGCCCCGGGGGCGCGGCGCCGCGCTCGCGCAAGGTGCGTCTGGTGGCCTCGTGCA
AGTGCAAGCGCTAGTAACTCGAG

MGSSHHHHHHSSGLYV PRGSHM EGQGWQAFRNDATEVIPGLGEY PEPPPENNQTMNR

AENGGRPPHHPYDAKDVSEY SCRELHY TRFLTDGPCRSAKPVTELVCSGQCGPARLL
PNAIGRVKWWRPNGPDFRCIPDRY RAQRVQLLCPGGAAPRSRKVRLVASCKCKR
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8.4.8 mSOSTANC_pET28b

Xhol
MSOSTANC

F1 ori
M13 origin Thrombin site

KanR

mMSOSTANC_pET28b
5629 bp

ColE1 origin

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGLCCGLGLEEE
AGCCATATGAATGGAGGCAGACCTCCCCACCATCCCTATGACGCCAAAGATGTGT
CCGAGTACAGCTGCCGCGAGCTGCACTACACCCGCTTCCTGACAGACGGCCCATG
CCGCAGCGCCAAGCCGGTCACCGAGTTGGTGTGCTCCGGCCAGTGCGGCCCCGLCG
CGGCTGCTGCCCAACGCCATCGGGCGCGTGAAGTGGTGGCGCCCGAACGGACCG
GATTTCCGCTGCATCCCGGATCGCTACCGCGCGCAGCGGGTGCAGCTGCTGTGCC
CCGGGGGCGCGGCGCCGCGCTCGCGCAAGGTGCGTCTGGTGGCCTCGTGCAAGT
GCAAGCGCTAGTAACTCGAG

MGSSHHHHHHSSGLV PRGSHMNGGRPPHHPY DAKDVSEY SCRELHY TRFLTDGPCR
SAKPVTELVCSGQCGPARLLPNAIGRVKWWRPNGPDFRCIPDRY RAQRVQLLCPGG
AAPRSRKVRLVASCKCKR

207



Anhang

8.5 NMR-Experimente

Experiment Referenz Datenpunkte Seepwidth (ppm) Isotopen- Misch-
markierung zeit

F3 F2 F1 F3 F2 F1

1D-H (Cavanagh, et al., 1996) - - 8192 - - 16.66 -

BN 2D-HSQC (Chazin, et al., 1987) - 2048 | 128 - 16.66 49.81 BN

BN-NOESY-HSQC (Cavanagh, et al., 1996) 1024 | 100 9 1666 | 1333 | 49.81 BN 80msec

BN-TOCSY-HSQC (Cavanagh, et al., 1996) 1024 | 256 | 128 | 16.66 13.33 | 4981 BN 33msec

N-HMQC-NOE-HSQC 1024 | 160 | 128 | 16.68 | 29.63 | 29.63 BN

NOESY (Macura, et al., 1980) - 8192 | 1024 - 16.68 | 13.89 - 80msec

TOCSY (Griesinger, et al., 1988) - 4096 | 1024 - 1668 | 13.89 - 33msec

3C-NOESY-HSQC (Cavanagh, et al., 1996) 1024 | 96 96 | 16.993 | 13.89 | 69.03 BN, BC 80msec

CBCA(CO)NH (Guntert, et al., 1989) 1024 | 96 96 16.66 66.27 | 49.53 BN, Bc

CBCA(N)NH (Gonzalez, et al., 1991) 1024 | 96 9 1666 | 66.27 | 4953 BN, Bc

HNCO (Ikura, et al., 1990) 1024 | 96 96 16.67 417 5.02 BN, Bc

HN(CA)CO (Brunger, et al., 1986) 1024 | 96 96 16.67 417 5.02 BN, BC

HBHA(CO)NH (Grzesiek, et al., 1993) 1024 | 96 9 16.66 6.67 5.02 BN, Bc

H(C)(CO)NH-TOCSY 1024 | 96 9 16.66 6.67 5.02 BN

CC(CO)NH-TOCSY 1024 | 96 9 1666 | 66.27 5.02 BN, BC

HCCH-TOCSY (Bax, et al., 1090b) 1024 | 128 | 128 | 16.66 16.66 6.66 BN, Bc 20msec

HCCH-COSY (Bax, et al., 19903) 1024 | 128 | 128 | 1666 | 16.66 6.66 BN, Bc

N{*H} Hetero-NOE (Peng, et al., 1994) - 1024 | 256 - 16.68 29.62 BN

Tabelle 23: NMR-Experimente
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8.6 Chemische Verschiebungen von murinem Sclerostin-ANC

AS HN Ha. HB1 HB2 Hyl Hy2 H51 H&2 Hel Hs2 BN Co Ca CB Cy [ Ce
Gly-4 3.28 170.22 | 43.06

Ser-3 8.61 4.4 375 115.49 17421 | 58.03 63.65

His-2 846 | 467 317 120.33 17423 | 55.09 28.82

Met-1 841 | 438 2.01 1.9 2.50 2.44 121.87 17497 | 5519 3244 | 3169

Asn36 807 | 442 2.76 263 125.16 176.47 | 54.77 40.61

Gly37 837 | 387 114.14 175.03 | 4534

Gly3s 838 | 388 108.53 175.07 | 44.87

Arg39 806 | 453 1.74 16 3.08 121.29 17384 | 5357 29.96

Pro40

Pro41 431 2.15 1.66 191 371 3.56 176.55 | 6260 31.84

His42 843 | 451 3.06 118.00 17406 | 54.95 28.96

His43 8.45 47 3.03 120.91 17259 | 5296

Pro44 43 217 1.76 187 3.61 3.43 176.5 63.24 318 27.31 50.37
Tyr4s 811 | 447 2.94 119.55 175.31 57.6 38.13

Asp46 809 | 446 26 255 122.84 175.68 | 53.37 41.16

Alad7 811 | 414 1.32* 124.78 177.87 | 5271 18.95

Lys48 825 | 418 173 134 158 29 118.97 176.44 | 56.41 3244 | 24.43 28.88 41.88
Asp49 815 | 456 2.73 2.62 176.35 54.02 40.09

vals0 796 | 394 2.01 0.79** 119.94 17629 | 6227 3204 | y1/2)20.65
Ser51 826 | 428 374 118.20 17466 | 58.75 63.41

Glus2 816 | 415 178 211 2.01 121.49 175.62 | 56.29 2974 | 3533

Tyrs3 7.86 | 463 2.66 119,55 175.00 | 56.81 39.00

Ser54 844 | 455 3.73 115.27 173.7 57.81 64.96

Cys55 843 | 456 2.69 2.560 120.52 54.16 43.13

Arg56 7.97 15 112 0.77 3.36 329 119.94

Glus7 4.65 167 212 175.16 | 55.42 2968 | 3562

Leu58 843 | 452 162 1.39 141 0.79** 126.13 175.4 53.69 4383 | 27.22 | §1/2)23.2
His59 851 | 525 2.96 2.83 118.39 173.74 | 54.39 30.8

Tyr60 8.9 4.95 2.81 122.26 174.08 | 56.01 40.63

Thrél 8.62 51 373 0.88* 121.87 17350 | 61.03 7000 | 2186

Arg62 856 | 468 1.76 2.95 2.68 122.45 174.8 54.24 3254 | 2537

Phe63 885 | 448 2.75 120.33 175.8 59.74 38.99

Leu64 807 | 465 154 1.43 1.63 087  0.76* 122.45 17622 | 5344 4336 | 27.46 | 51)26.0952)23.2
Thré5 8.4 5.02 4.18 1.07* 112,59 17391 | 59.76 7165 | 2145

Asp66 774 | 456 2.38 229 120.52 175.96 | 53.69 42.96

Gly67 9.02 | 354 417 11859 17358 | 44.79

Pro68 46 2.15 175 195 3.73 358 176.11 | 36.15 3217 | 3536

Cys69 785 | 512 3.49 239 119.36 17322 | 56.74 48.42

Arg70 875 | 531 162 173 1.48 2.8 2.73 122.26 17581 | 54.46 34.49

Ser71 927 | 412 379 122.07 17339 | 59.16 63.79

Ala72 883 | 413 1.49* 124.00 177.82 | 54.49 18.97

Lys73 794 | 469 177 14 16 114.14 174.1 52.33 33.89

Pro74 4.68 1.86 1.53 3.14 3.02 17581 | 61.93 31.39

va75 858 | 435 191 087 077 117.23 174.9 59.85 3379 | y1)21.5572)19.77
Thr76 838 | 484 3.74 0.95% 120.13 172.65 | 6154 69.5 21.07

Glu77 871 | 467 1.96 2.24 125.74 17425 | 54.07 3264 | 3527

Leu78 782 | 481 117 13 052 0.43 123.04 175.9 53.67 4343 | 27.95 51/2)23.35
val79 829 | 4.00 171 0.75** 121.10 175.14 | 60.99 3393 | 2083

Cys80 8.9 49 2.61 24 126.91 17337 | 5191 37.55

Ser81 847 | 4.66 353 118.20 17328 | 56.77 65.01

Glys2 844 | 01)4.4502)3.76 111.43 173.08 | 44.23

GIng3 838 | 441 2.01 1.87 2.46 117.42 176.76 | 55.14 3288 | 3155

Cys84

Glyss

Prog6 4.18 1.99 172 321 311 176.65 62.6 3177 | 27.09 49.13
Alag? 827 | 408 119+ 124.58 177.67 | 52.38 19.03

Arg8s 812 | 421 1.66 1.45 3.04 118.39 17553 | 55.39 30.6 43.14
Leug9 803 | 428 1.45 1.45 0.73** 122.45 17668 | 54.46 4212 | 2686 | 51)24.7352)23.34
Leu90 809 | 447 151 0.78** 124.2 175.42 | 52.82 41.63

Prog1 4.25 212 18 18 37 354 176.82 | 63.32 3166 | 27.32 50.19
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AS HN Ha, HB1 HB2 Hyl Hy2 Hs1 Hs2 Hel He2 BN Co Ca cB Cy cs Ce
Asn92 826 | 452 2.73 116.65 17492 | 5312 38.15

Ala93 79 | 422 1.20% 123.04 17769 | 5244 19.16

11e94 7.9 4.03 1.78 y11)1.38712)1.11y2*)0 81 51%) 0.77 118.78 176.86 | 61.46 38.05 ¥1)27.3772)17.28 51)13.04
Glygs 832 | «1)3.902)3.81 111.81 17406 | 45.03

Arg96 799 | 424 17 147 3.01 120.13 176.36 | 55.92 30.56 4315
Val97 793 | 397 184 y1¥)0.7572*)0.71 119.94 17612 | 6197 3234 | y12)0.77

Lys98 822 | 406 1.49 1.16 152 2.81 123.81 17594 | 56.37 3238 | 24.44 29.05 4192
Trp99 769 | 462 3.16 120.13 175.37 56.5 29.45

Trpl00 775 | 442 2,93 122.84 17489 | 57.34 29.38

Arg101 7.6 424 1.54 1.38 3.01 124.00 173.2 52.96 30.44

Pro102 4.06 211 178 18 338 3.25 17652 | 62.96 3171 27 50.04
Asnl03 | 835 46 2.69 117.81 17508 | 52.97 38.58

Gly104 794 | 393 108.72 17139 | 4443

Pro105 427 1.79 1.83 347 175.8 62.34 3153 | 26.62 494
Aspl06 | 791 | 411 2.59 123.76 179.45 54.4 4021

Phe107 793 | 509 335 3.33

Arg108 8.61 4.4 2,04 2.03 2.83 3.37 17419 | 62.63 33.96

Cys109 847 | 447 2.95 122.25 17583 | 57.98 38.03

1110 828 | 439 17 117 0.72* 0.42¢ 121.03 175.74 | 60.91 41.06

Pro111 467 1.82 17 3.76 17596 | 63.47 32.67 51.06
Aspll12 8.7 472 251 211 121.87 174.3 53.46 42.16

Argl13 719 | 447 1.66 15 312 116.07 174.9 54.97 3238 | 27.84 43.09
Tyrl14 8.75 51 2.66 120.33 17529 | 56.88 4211

Argl15 9.6 4.76 1.8 16 142 318 3.05 119.94 17345 | 53.82 2865 | 26.96 42.99
Alall6 865 | 530 1.23¢ 125.16 177.20 | 50.27 20.52

GIn117 876 | 453 1.77 213 121.68 17393 | 5441 32.97

Argl18 884 | 478 1.67 1.45 3.08 126.52 17579 | 55.68 30.31 | 2805 43.03
val119 907 | 436 1.89 0.82¢* 125.74 174.14 60.3 3463 | yU2)21.14

GIn120 862 | 467 1.92 2.26 2,07 124.78 17512 | 54.84 3017 | 3417

Leu121 919 | 436 157 0.97 1.366 063  047* 126.13 17454 | 5542 3278 | 27.79 | 51)26.252)24.59
Leu122 851 | 454 1.81 1.49 1.62 094  0.82* 122.65 17752 | 53.69 4132 | 2715 | §1)25.06 52)22.46
Cysl23 922 | 505 3.03 2.43 124.2 17198 | 52.05 437

Pro124 459 1.94 2.28 1.94 3.69 352 17806 | 62.88 3223 | 27.08 50.5
Gly125 874 | 01)3.902)3.78 107.75 17546 | 46.28

Gly126 857 | 1)3.9902)3.67 108.72 17412 | 44.83

Ala127 7.09 | 418 1.28* 122.84 176.66 | 51.57 19.31

Alal28 826 | 436 1.31% 124.58 17491 | 52.33 18.25

Pro129 468 217 176 1.93 37 357 17423 | 62.96 3241 | 27.15 49.95
Arg130 861 | 467 1.86 152 1.69 314 3.02 119.74 17579 | 54.34 3311 27.2 4379
Ser131 862 | 517 361 3.65 116.84 17412 | 57.23 64.62

Arg132 867 | 461 1.56 14 3.09 123.62 173.99 53.9 33.87 43.04
Lys133 868 | 482 16 1.26 1.09 1.55 2.8 124.58 17581 | 5545 3285 | 2503 29.32 4164
Val134 8.85 45 1.98 0.8** 122.65 17388 | 59.72 344 | y1)21.2y2)19.77
Arg135 848 | 481 1.58 1.32 2.83 124.78 175.20 55.2 31.04 | 27.65 4327
Leul36 906 | 484 1.54 143 0.76** 126.9 176.31 | 52.92 4424 | 2636 | §51/2)23.02
Val137 9.3 4.84 2.14 ¥1¥)0.96 72*) 0.66 124.78 176.05 | 65.33 3116 | yU2)22.72

Alal38 925 | 447 1.06* 129.03 176.4 51.39 20.7

Ser139 772 | 437 3.88 112,01 17230 | 57.46 64.75

Cysl140 896 | 542 284 25 118.78 17408 | 53.09 4256

Lysl41 943 | 454 1.68 144 1.59 2.94 120.71 17339 | 54.87 36.64

Cysl42 84 512 2.84 2.95 118.97 17432 | 54.06 4271

Lys143 928 | 448 1.84 157 1.38 1.58 2.94 126.91 17427 | 55.29 3549 | 24.16 29.29 4201
Argl44 808 | 406 1.31 114 2.76 129.42 18111 | 57.59 30.9 26.6 43.19

Tabelle 24: Chemische Verschiebungen von murinem Sclerostin-ANC.
durch ein * gekennzeichnet.
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AS H82 Hel H&* Her Hz HS81L Hel Hz2 HH2 Hz3 HE3
His42 716 844

His43 72 847

Tyr45 703 6.71

Tyr53 6.8 6.61

His59 849 693

Tyr60 6.99 6.65

Phe63 728 71 737

Trp99 716 1014 74 713 705 747
Trp100 702 1004 736 71 69 7.24
Phel09 71 727

Tyrl14 6.82 6.63

Tabelle 25: Chemische Verschiebungen der Aromatenprotonen von murinem Sclerostin-ANC

8.7 Eintrdge von Strukturen in die RCSB-Datenbank

Die Atomkoordinaten und die Liste der NOE-Distanzeinschrankungen fur die NMR-Struktur
von murinem Sclerostin-ANC wurden unter dem Zugangscode 2KD3 in der Proteindatenbank
(Protein Data Bank, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics, Rutgers
University, New Brunswick, NJ; http://www.rcsb.org) hinterlegt.
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8.9 Abkirzungen

Abb.
ActR-I
ALP
Amp
APC
BMD
BMP
BMPR-I
BSP
CAM
DAN
cDNA
Coll
Ccosy
CRD
Da
dH,0
ddH,O
Dkk
DNA
DTT
dNTP
E.coli
EDTA
EGF
FCS
FID
GSH
GSK-3
GSSG
hCG
Hepes
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Abbildung

Activin-Rezeptor-I

Alkalische Phophatase

Ampicillin

“ Adenomatous polyposis coli”

“Bone mineral density” Knochendichte
“Bone morphogenetic protein”

“Bone morphogenetic protein receptor 1”
“Bone sialoprotein”

Chloramphenicol

“Differential screening-selected gene aberrant in neuroblastoma’
kodierende DNA

Kollagen 1

Correlation Spektroscopy
Cystein-reiche Doméane

Dalton

destilliertes Wasser

doppelt destilliertes Wasser
Dickkopf-Proteine
Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

Desoxynukl eotidtriphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

“Epidermal growth factor”

fotales Kalberserum

“Free Inducation Decay”

Glutathion reduziert

Glycogen Synthase Kinase 3
Glutathion oxidiert

humanes Choriongonadotropin
N-2-Hydroxyehtyl pi perazin-N"-2-ethansul fonsdure
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HPLC
HSQC
IPTG
Kan

LB
LEF
LRP5/6
M-CSF
MOI
MOPS
MTT
My
MyoD
NMR
NOESY
ODsoo
ONPG
OPG
OPN
PAGE
PBS
PCR
pfu
PTH
PU-1
PPARYy
RANK
RANKL
rpm

RT

RU
SDS
Sf9

Hochdruck-Fl issigkeits-Chromatographie

,» Heteronuclear single guantum coherence®

I sopropyl-3-D-thiogal actopyranosid
Kanamycin

LuriaBroth

“Lymphoid enhancer factor”

“Low densitiy lipoprotein receptor related protein 5/6”
» Macrophage colony stimulating factor"
“Multiplicity of infection”
3-N-(Morpholino)-Propansulfonséure
3-(4,5-Dimethyldiazol-2yl)-2,5-di phenyl-tetrazoliumbromid-tetrazolium
Mol ekulargewicht

» Myogenic differentiation factor”

K ernspinresonanz-Spektroskopie

Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
optische Dichte bei 600nm
o-Nitrophenyl-3-D-Gal actopyranosid
Osteoprotegerin

Osteopontin

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
Phosphat-gepufferte Salzl 6sung
Polymerasekettenreaktion

» Plague forming Units*

Parathyroid Hormon

Transkriptionsfaktor

» Peroxisome proliferator-activated receptor y*
receptor activator of nuclear factor kB
receptor activator of nuclear factor kB ligand
Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

»resonance units*

Natriumdodecylsulfat

Spodoptera fungiperda (Klon9)
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B
TBR-I
TCF
TEMED
TFA
TGF-B
TNF
TOCSY
Tris
Tsg
USAG-1
VA
VWC
Wif
Wnt

wit
YWTD

“Secreted frizzled- related protein”
“Small mother of decapentaplegic’

“(Sex determining region Y )-box”
Terrific Broth

»transforming growth factor-f3 receptor 1*
“T-cell factor”
N,N,N",N"-Tetraethylendiamin
Trifluoressigsaure

“transforming growth factor-p”

tumor necrosis factor

Total Correlation Spectroscopy
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
“Twisted gastrulation”

“Uterine sensitization-associated gene”
Virusamplifikation

Von Willebrand Typ C-Doméne

» Wnt inhibitory factor”

»Wingless* und ,, Int-1"

wildtypisch

Tyrosin, Tryptophan, Threonin und Asparaginsaure

Die Ein- und Dreibuchstabenabkirzungen der Aminosauren entsprechen den Empfehlungen

der IUPAC-IUB Kommission fir biochemische Nomenklatur.
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