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Der Beginn aller Wissenschaften ist das Erstaunen, daf} die Dinge so sind, wie sie sind.

Aristoteles (384 - 322 v. Chr.), griechischer Philosoph, Schiiler Platos,
Lehrer Alexanders des Grof3en von Mazedonien
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1. Zusammenfassung

In den meisten intrazelluldren Abbauprozessen von Proteinen erfolgt zunichst ein Angriff auf Zielproteine
iiber ATP-abhédngige Proteasen. Diese Proteasen sind in der Regel grof8ere makromolekulare Komplexe,
die eine faBartige Architektur aufweisen und ihre proteolytischen Aktivititen in eigenen
Reaktionskammern durchfiihren. Da diese Reaktionskammern fiir die meisten gefalteten Proteine
unzugénglich sind, miissen diese zunédchst von spezifischen ATPasen gebunden und entfaltet werden bevor
sie weiter zum katalytischen Zentrum geleitet werden konnen. Dort werden die Zielproteine zu Peptiden
mit einer Lange von 6-12 Aminosduren gespalten und wieder freigesetzt. Um die Abbauprodukte der Zelle
fir den Metabolismus wieder zur Verfiigung zu stellen, miissen diese kurzen Peptide zu freien
Aminosduren weiter hydrolysiert werden. In Thermoplasma acidophilum wird dies unter anderem von der

Tricorn-Protease und den Tricorn-Faktoren F1, F2 und F3 bewerkstelligt.

Die Tricorn-Protease aus Thermoplasma acidophilum ist ein homohexameres Enzym mit einem
Molekulargewicht von 121 kDa pro Untereinheit. Der Hexamere Komplex stellt die katalytisch aktive
Einheit dar. Der Name leitet sich von der Dreispitz-dhnlichen Struktur des hexameren Komplexes aus
elektronenmikoskopischen Aufnahmen ab. /n vivo kann eine ikosaedrische Capsidstruktur, bestehend aus
20 hexameren Untereinheiten und einem Molekulargewicht von 14.6 MDa beobachtet werden. Diese
supramolekulare Organisation konnte der effizienteren Substratzufiihrung an mit Tricorn interagierenden
Aminopeptidasen (F1, F2, F3) dienen. Diese Aminopeptidasen hydrolysieren die von der Tricorn-Protease

freigesetzten Di- bis Tetra-Peptide weiter zu freien Aminosduren.

Fiir rontgenkristallographische Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit rekombinant exprimierte
Tricorn-Hexamere kristallisiert und analysiert. Es wurde der Versuch der ab initio Phasierung durch
Kombination von elektronenmikroskopischen und rontgenkristallographischen Daten mit einer aus 3D-
Rekonstruktionen erhaltenen Elektronendichte zu atomarer Auflosung unternommen. Der Einsatz von

Molekularer Ersatz Techniken fiihrte zu einem Atommodell mit einer Aufldsung von 2.2 A.

Untersuchungen an einem funktionellen Homolog der Tricorn-Protease aus Pyrococcus furiosus der
Trilobed-Protease wurden ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt. Dabei gelang es geeignete
Bedingungen fiir ein Kristallwachstum der N-terminalen Propellerdoméne wie auch der Gesamtprotease zu
etablieren. Der Name der Protease leitet sich ebenfalls aus der elektronenmikroskopisch beobachteten

Kleeblatt-dhnlichen Struktur ab.
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Rontgenkristallographische Untersuchungen der Trilobed-Propellerdoméne fithrten zu einem Atommodell
mit einer Auflosung von 2.0 A. Die Trilobed-Propellerdomiine wie auch beide Propellerdomiinen der
Tricorn-Protease gehoren der Familie der ,,non-Velcro” Propeller an. Bei diesen Propellerdoménen erfolgt
ein offener Ringschlufl zwischen dem ersten und letztem Propellerblatt. Im Gegensatz zu den ,,Velcro”
Propellerdominen, bei denen jeweils das letzte Propellerblatt sowohl von N- wie auch C-terminalen f3-

Faltblattstrangen gebildet wird.

Ein hypothetisches Modell der Gesamtprotease wird im Rahmen dieser Arbeit vorgestellt und bedarf

weiterer rontgenkristallographischer Untersuchungen fiir dessen Bestitigung.

Teile dieser Arbeit wurden verdftentlicht bzw. sind in Vorbereitung:

Bosch, J., Tamura, T., Bourenkov, G., Baumeister, W., and Essen, L. O. (2001). Purification,
crystallization, and preliminary X-ray diffraction analysis of the tricorn protease hexamer from

Thermoplasma acidophilum. Journal of Structural Biology /34, 83-87.

Bosch, J., Tamura, T., Baumeister, W., Essen, L. O. (2003). 2.0 A Crystal structure of the Trilobed f-

Propeller Domain from Pyrococcus furiosus. Manuskript in Vorbereitung.

Bosch, J., Tamura, T., Essen, L. O., Baumeister, W. (2003). Alternative Substrate pathway reveals

disagreement with previous Tricorn results. Manuskript in Vorbereitung.
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2. Einleitung

2.1 Allgemeine Einfithrung

Proteasen sind in der Natur weit verbreitet und erfiillen eine Vielfalt an Funktionen. Beispielsweise
codieren virale Gene fiir Proteasen, die in der Lage sind, Vorldauferproteine ihrer viralen Strukturproteine
zu spalten um sie nutzen zu konnen. Bakterien produzieren verschiedene extrazelluldre Proteasen, um
andere Proteine in ihrer Umgebung abzubauen und anschlieBend zu verwerten. Hohere Organismen sind in
der Lage mit Hilfe von Proteasen verschiedene Funktionen wie Nahrungsmittel-Verdauung, Spaltung von
Signalpeptiden, Kontrolle von Blutdruck und Blutgerinnung etc. auszufiihren. Viele Proteasen sind
Bestandteile von groflen Multienzym-Komplexen, andere sind unabhingige Einzelproteine oder bilden
Homooligomere. Multimere Proteasen konnen dabei eine faBartige Struktur ausbilden, die es ihnen erlaubt
Reaktionen in einem kontrolliertem Umfeld ablaufen zu lassen (Lupas et al., 1997). Haufig werden durch

Proteasen enzymatisch katalysierte im Vergleich zu nicht katalysierten Reaktionen unter identischen

Bedingungen um den Faktor 10%-10'? beschleunigt. In vivo wird die Aktivitdt vieler Proteasen durch

endogene Inhibitoren reguliert.

Die dreidimensionalen Strukturen einer Vielzahl kleinerer Proteasen und der entsprechenden Inhibitor-
Komplexe wurden mit NMR- oder rontgenkristallograpischen Methoden bestimmt. Sie erlauben einen
generellen RiickschluB3 auf die vier verschiedenen Protease-Familien (Serin-, Cystein-, Aspartat- oder
Metallo-Proteasen), denen alle bisher charakterisierten Proteasen angehoren. Die Einteilung erfolgt anhand
der am aktiven Zentrum beteiligten Reste und ihres Wirkungsmechanismus. Je nach Angriffsort
unterscheidet man weiter nach Endo- und Exoproteasen. Endoproteasen spalten das Substrat an jeweils
spezifischen, internen Aminosduren und erzeugen so ein fiir jedes Protein charakteristisches Peptidmuster.
Dagegen bauen Exoproteasen Peptidketten von ihrem C- oder N-terminalen Ende her unspezifisch ab. Bis
auf wenige Ausnahmen sind Angehorige einer Protease-Familie evolutiondr miteinander verwandt. Die
dreidimensionale Anordnung der Reste im aktiven Zentrum und in der direkt benachbarten Umgebung

bestimmen die Substratspezifitit der Protease.
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2.2 Spezielle Einfithrung

Eine in dem Archaeon Thermoplasma acidophilum entdeckte, hochmolekulare Protease, die aufgrund ihres
Erscheinungsbildes in elektronenmikroskopischen Aufnahmen als Tricorn-Protease (franzosisch Tricorne
= Dreispitz) benannt wurde, nimmt in der proteolytischen Abbaukette des Organismus eine zentrale Rolle
zwischen 20S Proteasom und Aminopeptidasen ein (Tamura et al.,, 1996). Die optimalen
Reaktionsbedingungen der Protease liegen bei einem pH-Wert von 8.2 - 8.5 bei 65°C und somit leicht {iber
der optimalen Wachstumstemperatur von 55°C. Die natiirliche Umgebung von Thermoplasma acidophilum
sind Kohlereservoirs mit Pyritvorkommen und organischen Materialien bei einem pH-Wert von 2. Die
katalytisch aktive Einheit der Tricorn-Protease setzt sich aus einem homohexameren Komplex mit einem
Molekulargewicht der Untereinheiten von jeweils 121 kDa, zusammen. Sie weist tryptische und

chymotryptische Eigenschaften auf.

Denaturierte und entfaltete Proteine werden in der Zelle zundchst vom 20S Proteasom in Fragmente mit
einer Lidnge von 6-12 Aminosduren gespalten. Diese Spaltprodukte konnen nicht direkt von
Aminopeptidasen in freie Aminosduren hydrolysiert werden. Die Tricorn-Protease ist jedoch in der Lage
solche Peptidfragmente in Di- bis Tetrapeptide weiter zu hydrolysieren und sie dadurch Aminopeptidasen
zuginglich zu machen (Tamura et al., 1998). Die freigesetzten Aminosduren stehen dem Organismus
wieder fiir anabole Prozesse zur Verfiigung Abbildung 2.1 faBt dies in einer schematischen Ubersicht

zusammen.

Free amino
acids

Ji @
‘:> G 5 u:"'
®

Proteasome
+ AAA ATPase
or Tricorn protease Aminopeptidases
other ATP-dependent
proteases

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des proteolytischen Abbauweges in 7. acidophilum
(Tamura et al.,1998).
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Durch biochemische Untersuchungen konnte eine Anderung der Substratspezifitit der Tricorn-Protease
beobachtet werden, wenn diese mit den Tricorn-interagierenden Faktoren F1, F2 und F3 inkubiert wurde
(Tamura et al., 1996). Dabei entstanden neuartige Substratspezifititen, die bei den Einzelkomponenten
nicht vorhanden waren. Weiterhin konnte gezeigt werden, daf3 die Peptidfragmente zunichst von Tricorn
vorprozessiert und anschliefend von den Aminopeptidasen zu einzelnen Aminosduren abgebaut werden

(Tamura et al., 1998).

Ungewohnlich ist die Fahigkeit der Tricorn-Protease in vivo einen supramolekularen Komplex, bestehend
aus 20 hexameren Tricorn-Untereinheiten mit einem Gesamtmolekulargewicht von 14.6 MDa, zu bilden.
Die Capsid-Struktur mit einem Durchmesser von ca. 55 nm folgt einer ikosaedrischen Symmetrie und
entspricht der GroBe eines Virus (Walz et al., 1997). Abbildung 2.2 zeigt die Tricorn-Capsid-Struktur

entlang der Filinffach-, Dreifach- und Zweifach Symmetrieachse.

Abb. 2.2: Oberflichendarstellung der Capsid-Struktur mit einer nominellen Auflésung von 1.3 nm
entlang der Fiinffach-, Dreifach- und Zweifach Symmetrieachse (Walz et al., 1999).

Als mogliche Funktion der Capsid-Struktur wurde eine Geriistfunktion fiir die Ausbildung eines
Multienzym-Komplexes mit den Faktoren F1, F2 und F3 und somit eine verbesserte Zufiihrung der
vorprozessierten Substrate zu den Aminopeptidasen in Erwidgung gezogen. Bislang konnte jedoch kein
direkter biochemischer Nachweis fiir eine stabile Interaktion zwischen den Faktoren F1, F2 und F3 mit

Tricorn erbracht werden.
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Anhand von Sequenzhomologien konnten zu Tricorn verwandte Proteasen in weiteren Organismen
identifiziert werden z.B. Sulfolobus acidocaldarius, Streptomyces coelicolor, Shewanella putrefaciens,
Prevotella sp. RS2. In manchen Organismen wurden keine zu Tricorn-sequenzhomologen Proteine
gefunden. Da diese Organismen aber ebenfalls ausgeschiedene Peptidfragmente des Proteasoms zu
einzelnen Aminoséduren weiterprozessieren, um sie wieder in den Stoffwechsel der Zelle einzubinden, muf3
dies durch ein zu Tricorn funktionell homologes Protein oder iiber andere Proteasen erfolgen (Tamura et

al., 2001).

Ein solches Beispiel stellt die Trilobed-Protease aus dem hyperthermophilen Archaecon Pyrococcus
furiosus dar. Pyrococcus wichst bei Temperaturen von 70 bis 106°C, die optimale Wachstumstemperatur
betrdgt etwa 80°C. Die Trilobed-Protease (72 kDa) weist nur geringe Sequenzhomologie zu Tricorn (121
kDa) auf und entspricht groBenméBig nur etwa der Hélfte einer Tricorn-Untereinheit. Sie ist jedoch
funktionell gesehen eng mit der Tricorn-Protease verwandt. Erste elektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigen eine trimere Anordnung der Untereinheiten mit einem Gesamt-Molekulargewicht

von ca. 220 kDa. Der N-terminale Teil der Trilobed-Protease wurde iiber Sequenz- und

Strukturhomologien als p-Propellerdoméne identifiziert, der C-terminale Teil entspricht einer o/p-

Hydrolase Doméne (Tamura et al., Manuskript in Vorbereitung).

B-Propellerdoméinen sind ubiquitdr in Archden, Bakterien und Eukaryonten vertreten. Sie konnen als
unabhéngige Doméne oder in Verbindung mit anderen Doménen eine Vielzahl an Funktionen iibernehmen
(Fiilop et al., 1999). Beispielsweise sind sie unter anderem beteiligt an der Substraterkennung, dem
intrazelluldirem Transport, der Immunantwort, der Zellinvasion, dem Hormonmetabolismus, der

Stiitzfunktion oder dem Abbau von Zuckern und Sauren. Tabelle 2.1 zeigt eine kleine Auswahl bereits

rontgenkristallographisch untersuchter -Propellerdoménen.

Anzahl . . .
irsjpailia s Biiier Protein Funktion Organismus PDB Referenz
4 Himopexin ?am'Bmd‘mg und  Oryciolagus IQHU |  Faberetal., 1995
ransport cuniculus
5 Tachylektin | 2uckererkennung, | Tachyleum ITL2 |  Beisel ctal., 1999
Immunantwort tridentatus
6 Neuraminidase Eptfgmen ven Influenza-Virus INN2 | Varghese et al., 1983
Sialsdure
7 Methylamin- Ox1_dat10n primérer | Thiobacillus )BBK | Vellicaux et al., 1989
dehydrogenase |Amine versutus
Methanol- Oxidation primérer  |Methylophilus .
8 dehydrogenase |Alkohole methylotrophus 4AHH Xia etal,, 1992

Tab. 2.1: Ubersicht einiger Proteine mit B-Propellerdomiinen. Es wurden jeweils die zuerst gefundenen
Strukturen einer Familie in Bezug auf die Anzahl der Propellerblétter aufgefiihrt.
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Abbildung 2.3 zeigt die oben tabellarisch aufgefiihrten Proteine als Fadenmodell ihrer C,-Kette mit einem

Gradienten von blau zu rot im Uhrzeigersinn vom N-Terminus beginnend. Die einzelnen Propellerblitter
sind am deutlichsten bei Tachylektin (2) zu erkennen, da sie fast identisch sind und nur geringe
Unterschiede in ihrer Sequenz zueinander aufweisen. Im Gegensatz dazu ergaben Untersuchungen an 226
B-Untereinheiten von G-Proteinen (7-bléttrige Propellerdoméne) eine Sequenzidentitit von nur 16 %.
Trotz dieser geringen Identitit wird die Grundtopologie der Propellerdoméne beibehalten. Wie Murzin
(1992) beschreibt, ist der hydrophobe Charakter der an den Kontakten zwischen zwei benachbarten
Propellerblittern beteiligten Reste fiir die Propellerdoménenstruktur wichtig. Aus diesen Betrachtungen

ergibt sich auch die generelle Préiferenz zu einer 7-bléttrigen Propellerdoméne.

Abb. 2.3: Ubersicht einiger p-Propellerdomidnen mit unterschiedlicher Anzahl an
Propellerblittern (4-8). Nur die Reste der C,-Kette sind in einem Gradienten von blau (N-
Terminus) zu rot (C-Terminus) dargestellt. 1) 1QHU - Hamopexin (Faber et al., 1995)
2) 1TL2 - Tachylektin (Beisel et al., 1999) 3) INN2 - Neuraminidase (Varghese et al., 1983) 4)
2BBK - Methylamindehydrogenase (Vellieux et al., 1989) 5) 4AHH - Methanoldehydrogenase
(Xia et al., 1992).
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Nur bei vierblattrigen Propellerdoménen sind Disulfidbriicken zwischen den einzelnen Propellerblittern
zwingend erforderlich, um die Stabilitdt zu gewihrleisten. Ein Propellerblatt umfal3t in der Regel vier
antiparallel verlaufende (-Faltblattstringe und ist zwischen 40 und 80 Aminosduren lang. Benachbarte
Propellerblitter werden tiber hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoftbriicken stabilisiert. Die
Funktion einer Doméne wird durch die Aminoséduren der Schleifenbereiche und benachbarter Doménen

bestimmt.

Ein weiterer Faktor, der die Stabilitdt der Propellerdoménen erhoht, ist die Art des Ringschlusses. Hierbei
unterscheidet man zwischen zwei Moglichkeiten; ,,Velcro” (KlettverschluB) und ,,non-Velcro”. Bei der
Klett-Variante kommt der Ringschluf3 des Propellers unter Beteiligung sowohl von N-terminalen wie auch
C-terminalen p-Faltblattstringen im ersten Propellerblatt zustande. Am haufigsten ist das 1:3 Motiv zu
beobachten. Der ,,non-Velcro” SchlieBmechanismus wurde bisher nur in einer Struktur, der Prolyl-
Oligopeptidase aus Schwein (POPase), beobachtet (Fiilop et al.,1998). Abbildung 2.4 verdeutlicht den

Unterschied der verschiedenen RingschluBmechanismen anhand von Beispielen.

Abb. 2.4: Griin sind jeweils die N-terminalen, rot die C-terminalen p-Faltblatter dargestellt. In 1-3
ist jeweils nur das erste Propellerblatt in einer Seitenansicht gezeigt, Wasserstoffbriicken sind als
Striche zwischen N- und C-terminalen Faltbléttern zu erkennen. 1) INN2 (Varghese et al., 1983)
mit dem géngigsten 1:3 Motiv. 2) 1A12 (Renault et al., 1998) mit einem 2:2 Motiv. 3) 2BBK
(Vellieux et al., 1989) mit einem 3:1 Motiv. 4) 1A12 (Renault et al., 1998) als Gesamtiibersicht der
Propellerdoméne mit Velcro-Ringschluf3. 5) Prolyl-Oligopeptidase (Fiilop et al.,1998) als einzige
bisher bekannte Struktur ohne Velcro-Ringschluf3.
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2.3 Ziel der Arbeit und Motivation

Durch eine Kombination von Rontgenkristallographie und bereits vorhandenen Daten aus der
Elektronentomographie sollte der Versuch einer ab initio Mittelung am Beispiel der Tricorn-Protease
unternommen werden. Eine Etablierung dieser Methode und somit eine generelle Anwendung auf weitere
grof3e, makromolekulare Komplexe hétte den Vorteil, das weite Feld elektronenmikroskopischer Daten
nutzen zu konnen, um an die Phaseninformation zu gelangen. Dadurch wére eine aufwendige Suche nach

geeigneten Schwermetallderivaten fiir Anfangsphasen nicht notig.

Aus dem resultierenden 3D-Strukturmodell konnten Hinweise {iber die genaue Lage der katalytischen
Reste sowie deren Funktionsmechanismus gewonnen werden, die fiir weitere Arbeiten an Mutanten notig
sind. Weiterhin konnen aus der Struktur Mechanismen fiir die Ausbildung der supramolekularen Capsid-

Struktur abgeleitet werden.

Die bisherigen elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Trilobed-Protease, einem funktionellem
Homologen der Tricorn-Protease, zeigten eine trimere Anordnung. In diesem Zusammenhang ist es
interressant, wie beide Proteasen bei unterschiedlich ausgeprigter Gesamtstruktur ihre Funktion als solche
erfillen. Weitere Informationen beziiglich Thermostabilitit konnten aus dem Vergleich der

Strukturmodelle der Tricorn- bzw. Trilobed-Protease gewonnen werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Substanzen

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Substanzen von den Firmen Fluka (Buchs,
Schweiz), Merck (Darmstadt, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland) und USB (Cleveland, USA) bezogen und besallen mindestens den Reinheitsgrad pro analysi.
Wissrige Losungen wurden mit deionisiertem und filtriertem Wasser aus einer Deionisierungsanlage der
Firma Millipore (Eschborn, Deutschland) angesetzt. Konzentrationsangaben sind fiir Fliissigkeiten in (v/v),

fiir Feststoffe in (w/v) angegeben.

3.1.2 Gerite und Verbrauchsmaterialien

ADSC (Povay, USA): Quantum-4 CCD-Detektor

Amersham Biosciences (Uppsala, Schweden): FPLC-System AKTA Purifierl10, Entsalzungssiule HiPrep
26/10 Desalting, Gelfiltrationsmaterial Superose 6 Fast Flow, Gelfiltrationsmaterial Sephacryl S-300,

Gelfiltrationsmaterial Superdex 75, ResourceQ, Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (High Sub)
Avestin Inc. (Ottawa, Canada): Emulsiflex C5 Cell Disruptor

Beckman (Miinchen, Deutschland): Kiihlzentrifuge Avanti J-25

Charles Supper Company (Massachusetts, USA): Doppelfokusierendes Spiegelsystem 7616

Deutsches Elektronensynchrotron (DESY, Hamburg): Synchrotron MeBstation BW6 (MPG/GBF),
Synchrotron-Mefstation X31, BW7B (EMBL)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland): Kiihlzentrifuge 5417R, Laborzentrifuge 5415C

European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich): Synchrotron MefBstation ID14-3,
ID 14-1 (EMBL) ID 09

Hampton Research (Laguna Niguel, USA): Crystal Screen und Crystal Screen II, Kristallisationsplatten

VDX, silikonisierte Glasplattchen
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MarResearch (Hamburg, Deutschland): Image Plate MAR300, MARCCD-Detektor

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Millipore (Eschborn, Deutschland): Deionisierungsanlage Milli-Qplus PF, Sterilfilter 0.45 um Millex-HA
Mytron (Heiligenstadt, Deutschland) Kristallziichtungsschrank WBK 120

National Synchrotron Light Source (NSLS, Brookhaven, USA); Synchrotron-MefBstation X12B, X25,
X12C

Novagen (Madison, Wi USA)
Olympus (Hamburg, Deutschland): Stereomikroskop SZH10
Oxford Cryostreams (Oxford, England): Cryostream Oxford

Pall-Filtron (Northborough, USA): Ultrafiltrations-Einheit Jumbosep, Macrosep, Microsep (10, 30, 100
kDa)

Qiagen (Valencia, USA): Nickelchelat Matrix Ni-NTA Superflow
Rigaku (Berlin, Deutschland): Rontgengenerator RU-200

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Strategene (La Jolla, CA USA)
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3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Gentechnische und mikrobiologische Methoden

Alle Gerite zum Arbeiten mit Bakterien wurden vor und nach Benutzung autoklaviert oder mit 70 %

Ethanol sterilisiert, alle verwendeten Losungen wurden entweder autoklaviert oder sterilfiltiert.

3.2.2 Plasmide und Bakterienstamme

Mos-Blue E. coli endA1 hsdR17(rk12-mk12+)supE44 thi-1 recAl gyr A96relAl
(Amersham) lac[F' proA+B+lacqZD M15:Tn10(TcR)]

E. coli BL21(DE3) B strain F" ompT hst(rB'mB') dem’ Tet" gal\(DE3) endA Hte

CodonPlus™-RIL
(Stratagene) [argU ileY leuW Cam']

E. coli B834(DE3)pLysS L o
B strain F" ompT hsdSB(rg'mg") gal dcm met (DE3)

(Novagen)

Zur rekombinanten Expression nativer Proteine wurde der Bakterienstamm E. coli BL21-
CodonPlus™(DE3)-RIL (Stratagene) eingesetzt. Der methioninauxotrophe Stamm E. coli B834 (DE3)
pLysS (Novagen) wurde fiir die Expression von selenomethioninmarkiertem Protein verwendet. Dieser
Stamm besitzt das Plasmid pLysS, welches neben einer Chloramphenicolresistenz ein Gen fiir die
Expression von Lysozym sowie einen Inhibitor der T7-RNA-Polymerase enthilt. Nach Induktion der

Zellen wird dadurch auch Lysozym exprimiert, das den Zellaufschluss erleichtert.

12



MATERIAL UND METHODEN

Xbal 6.84 Hindlll 6.91

HindIll 6.56, Xhol 7.07

Xbal 0.06 BamHI 0.06  EcoR) 0.08 b

Hindlll 0.03

a

Xhol 6.25

Hindlll 5.94,
EcoRI 6.55.

Neol 6.36\%\

Hindlll 5.94.

Ndel 5.20. TLP Propeller

Xbal 5.16.

pT7-7-TRI
5.70 kb Tricorn

pET22-TLP B
6.41 kb

pET22-TLP

BamHI 1.65 7.23 kb

P

S Ndel 5.20
Hindlll 1.74

Xbal 5.16
BamHI 1.83

EcoRI 1.90 EcoRV 3.93
Xbal 3.34
Hindlll 2.17 EcoRV 3.93

Abb. 3.1: a) Plasmidkarte der Tricorn Protease in pT-7-7 ligiert. b) Plasmidkarte der Trilobed

p-Propellerdoméne (Met 1 - Lys 348) in pET22b. c) Plasmidkarte der Trilobed-Protease (Met 1 - 620
Glu) in pET22b. Die auf den Plasmiden liegende Ampicillin Antibiotika-Resistenz sind mit AP
gekennzeichnet.

3.2.3 Transformation von rekombinanten Plasmiden in E. coli

3.2.3.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Aus den erworbenen Stimmen wurden zundchst 1 ml LB-Flissigkulturen mit dem entsprechendem
Antibiotikum inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden 100 ml
LB Medium mit den bendtigten Antibiotika versetzt und mit dieser 1 ml Vorkultur beimpft. Das
Zellwachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei A=600 nm verfolgt. Nach Erreichen einer
ODg00=0.5 wurden die Zellen bei 2000 x g, 5 Minuten, 4 °C geerntet. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen; anschlieBend wurde das Zellpellet in 30 ml kaltem (4 °C) TFB1-Puffer
resuspendiert und fiir 90 Minuten auf Eis inkubiert.

Nach erneutem Abzentrifugieren und Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 4 ml eiskaltem
TFB2-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden zur weiteren Verwendung in 200 ul Aliquots in sterilen

Eppendorf Reaktionsgefdlen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70 °C aufbewahrt.

TFB1-Pufter (steril filtriert) | 100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 30 mM KAc, 10 mM CaCl,,

15 % Glycerin, pH 5.8
TFB2-Puffer (autoklaviert) |10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CacCl,, 15 % Glycerin,

pH 8.0
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3.2.3.2 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Die bei —70 °C gelagerten kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit 10 — 50 ng
Plasmid-DNS fiir 30 Minuten auf Eis mit gelegentlichem Schiitteln inkubiert. Durch einen 90 Sekunden
dauernden Hitzeschock in einem 42 °C Wasserbad nehmen die kompetenten Zellen die Plasmid-DNS auf.
Nach einer zweiminiitigen Abkiihlphase auf Eis werden die Zellen in 500 ul SOC-Medium resuspendiert
und in einem sterilen Rohrchen 1 h bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Um positive Transformanten zu
identifizieren, werden 100 pl der Zellsuspension auf LB-Agarplatten mit dem jeweils selektiven

Antibiotikum tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.2.3.3 Stammhaltung

Einzelkolonien von LB-Agarplatten mit Selektiv-Antibiotikum werden in 10 ml Fliissigkultur {iber Nacht
inkubiert. Diese Kultur wird mit 10 ml sterilem 50 % Glycerin versetzt und gut durchmischt. Anschlieend
werden Aliquots zu je 1 ml in Schraubdeckelrohrchen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei

—180 °C aufbewahrt.

3.2.3.4 Plasmid-Reinigung (Miniprep)

Verwendet wurde der Plasmid Mini Kit der Firma QIAGEN. Puffer P1, P2, P3, QBT, QC und QF sind im
Kit enthalten, Isopropanol, 70 % Ethanol und TE-Puffer miissen selbst angesetzt werden.

Die Reinigungsprozedur wurde leicht modifiziert.

Zusammensetzung der Puffer:

P1 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A
P2 200 mM NaOH, 1 % SDS
P3 3 M Kaliumacetat pH 5.5

QBT 750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % Isopropanol, 0.15 % Triton X-100

QC 1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % Isopropanol

: aCl, 50 mM Tris pH 8.5, o Isopropano
QF 1.25 M NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 8.5, 15 % 1 1
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Arbeitsprotokoll:

e Das Zellpellet einer Ubernachtkultur aus 10 ml LB-Medium wurde in 400 ul Puffer P1 vollstindig
resuspendiert. Nach Zugabe von 400 ul Puffer P2 und griindlichem, aber vorsichtigem Mischen wurde
5 Minuten bei RT inkubiert.

* AnschlieBende Zugabe von 400 pl vorgekiihltem Puffer P3 zum Ansatz und weitere 5 Minuten
Inkubation auf Eis (Neutralisierung und Ausfillung des SDS Mitfillung von Zell-Debris, Proteinen
und chromosomaler DNS, nicht aber der kleineren Plasmide).

* 10 Minuten Zentrifugieren bei 15000 rpm [21000 x g] und 4 °C (Entfernen des Debris).

* Fiir jede Plasmid-Reinigung verwendet man ein eigenes QIAGEN-tip 20, das zuvor mit 1 ml QBT-
Puffer dquilibriert wurde.

e Der Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren auf das QIAGEN-tip 20 (Anionenaustauscher)
aufgetragen (DNS bindet an das Sdulenmaterial).

e Uberstand vollstindig durchlaufen lassen; 4x Waschen mit je 1 ml QC-Puffer (Entfernung von
eventuellen Kontaminanten, z.B. RNA, RNase, DNS-bindende Proteine und unspezifische,
hydrophobe Interaktionen).

* Die Elution der Plasmid-DNS erfolgte mit 800 pl Puffer QF (alkalischer pH und erhohte
Salzkonzentration).

* Durch Zugabe von 600 pl Isopropanol wurde die Plasmid-DNS gefillt. 30 Minuten Zentrifugieren bei
15000 rpm [21000 x g].

* Das DNS-Pellet wurde mit 1 ml 70 % EtOH gewaschen (Entfernung von restlichem Salz) und
anschlieffend fiir 5 Minuten an Luft getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 50 pl sterilem TE-

Puffer aufgenommen.
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3.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese von DNS

DNS-Fragmente werden generell ihrer Gro3e nach in Agarose-Gelen zwischen 0.5 % bis 2 % getrennt. Als
DNS-Standard verwendet man z.B. BstEII-geschnittene A-DNS. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich

1 % Agarose-Gele benutzt.

1 % Agarose (Firma FMC, Typ SeaKem LE) wurde in TAE-Puffer aufgelost und in einem
Mikrowellengerit zum Kochen gebracht. Die erhitzte Agarose-Losung wurde nach dem Abkiihlen auf ca.
50 °C in eine vorbereitete Gelwanne gegossen. Mit einem Gelkamm wurden Taschen fiir die Proben
ausgespart. Die Proben wurden mit 1/10 Probenauftragspuffer vermischt und in die Taschen pipettiert. Als
Referenz zur Bestimmung der Fragmentlangen wurden 5 pl [100 ng/ul] A-BstEII-Marker aufgetragen, der
Elektrophoreselauf erfolgte bei 60 mA und ca. 60 V fiir 1-2 h.

Nach der Gelelektrophorese wurden die Agarose-Gele mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid
[10 pg/ml] fir 15-30 Minuten gefarbt, iiberschiissiges EtBr wurde durch 15 miniitiges Waschen mit

H>04est. entfernt. AnschlieBend wurden die Gele unter UV-Licht bei einer Wellenldnge von 366 nm fiir

Dokumentationszwecke fotografiert.

Probenauftragspuffer |0.25 % Bromphenolblau gelost in 50 % Glycerin

TAE-Puffer (50x) 40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, | mM NaEDTA, pH 8.5
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3.2.4 Nihrmedien und Puffer

Alle verwendeten Medien wurden 20 Minuten bei 1 bar Uberdruck und 121 °C autoklaviert. Festmedien
wurde 15 g Agar pro Liter zugesetzt. Antibiotika (aus sterilfiltrierten Aliquots) wurden den Medien kurz
vor dem Beimpfen zugesetzt. Bei Festmedien erfolgte die Zugabe der sterilfiltrierten Antibiotika nach

Abkiihlung auf 45 °C.

LB-Medium 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton, pH 7.4 ad 1 I HyOpjgest

15 g/l Agar in LB-Medium, Autoklavieren; nach Abkiihlung mit Antibiotika
LB-Agarplatten
versetzen; in Plastik-Petrischalen ausgief3en

0.5 % Hefeextrakt, 2 % Trypton, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQy,
SOC-Medium
20 mM Glucose, pH 7.0

200 ml M9-Salzlosung, 2.0 ml 1 M MgSQOy, 20 ml 20 % Glucoseldsung,

M9-Medium
0.1ml 1 M CaCl,-Losung, ad 1 1 HyOpjgest

64 g NazHPO4 -7 HQO, 15 g KH2P04, 2.5 g NaCl, 5.0 g NH4C1,
MO9-Salzlésung
ad 1 1 H2Opidest

12.0 g Bacto-Trypton, 23.9 g Hefeextrakt, 8.0 ml Glycerin, 2.2 g KH;POy4,

TB-Medium
9.4 g KoHPOy, pH 7.0, ad 1 1 HyOpjgest
TE-Pufter 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 1 mM EDTA
Puffer A 300 mM NacCl, 50 mM NaH,POy4, 4 mM MgSOy, pH 6.0
Puffer B 300 mM NacCl, 50 mM NaH,POy, 10 % (v/v) Glycerin, pH 8.0
Puffer C 300 mM NacCl, 50 mM NaH,POy, 10 % (v/v) Glycerin, 300 mM Imidazol, pH 8.0
Pufter D 50 mM Tris/HCI, pH 8.0
Puffer E 50 mM Tris/HCI, 2 M NacCl, pH 8.0
Puffer F 20 mM Tris/HCI, pH 8.0
Puffer G 50 mM NaH,POy, pH 8.0
Puffer H 50 mM NaH;,POq4, 2 M NaCl, pH 8.0
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TB-Medium diente als Nahrmedium fiir £. coli BL21 (DE3) Zellen zur Expression nativer Proteine.
Fir die Expression von Selenomethionin-markierten Proteinen wurden B834 (DE3) Zellen in
Minimalmedium M9 (Sambrook et al., 1989) unter Zugabe von 50 mg/l L-Selenomethionin kultiviert.
Fiir ein beschleunigtes Zellwachstum wurde das Medium zusitzlich mit allen anderen Aminosauren
(jeweils 50 mg/l) angereichert. Alle Medien waren mit Ampicillin und Chloramphenicol

(Endkonzentrationen von 0.1 mg/ml bzw. 0.025 mg/ml) versetzt.

Die Kultivierung von 0.8-1-Fliissigkulturen erfolgte in 2-1-Schikanekolben unter Schiitteln (250 rpm) bei
37 °C. Um eine konstante Sauerstoffzufuhr mittels Diffusion zu gewihrleisten, wurde {iberméfige
Schaumbildung durch Zugabe von ca. 20 pul AntiFoam Se-15 (Sigma) pro 0.8 1 Fliissigkultur unterdriickt.
Die Kolben wurden aus einer Ubernachtkultur angeimpft, die ihrerseits aus einer isolierten Einzelkolonie

hervorging.

Erreichten die Zellen eine ODggy = 2, wurde die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration von 1 mM) induziert. Nach weiteren 10 - 12 h Inkubation wurde die Kultivierung
beendet und die Zellen in einer Zentrifuge abgeerntet (10 min, 5000 x g, 4 °C). Das Zellpellet wurde in
Puffer A resuspendiert (ca. 2 ml pro Gramm Feuchtmasse). Nach Zugabe von Benzonase (Merck, 10 U pro
1 ml Zellsuspension), 1 uM Aprotinin (Sigma) und 0.1 mM Leupeptin (Sigma) wurde die Suspension in
einem FEis-Wasser-Gemisch mit einem Emulsiflex C5 Cell Disruptor (Avestin Inc.) bei 200 MPa
aufgeschlossen. Das Lysat wurde dann abzentrifugiert (45 min, 75000 x g, 4 °C), der klare Uberstand

dekantiert und direkt fiir die ersten Reinigungsschritte verwendet.
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3.2.5 Proteinreinigung

Alle siulenchromatographischen Trennungen wurden mit dem FPLC-System AKTA-Purifier 10
(Amersham Biosciences) durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der nativen und der mit Selenomethionin-

markierten Proteine erfolgten nach den gleichen Protokollen.

3.2.5.1 Proteinisolierung der Tricorn-Protease

Das partikelfreie Rohlysat wurde mit in Puffer A voradquilibriertem Ni-NTA Superflow-Material in einem
Becherglas auf einem Magnetriihrer bei 4 °C fiir 120 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die Séule bei
Raumtemperatur gepackt, indem ein konstanter Unterdruck durch eine Peristaltikpumpe (Biorad) oder eine
50 ml Spritze angelegt wurde. Hierdurch wurde das Rohlysat sukzessiv mit dem darin enthaltenen
Saulenmaterial langsam in die Sédule iiberfithrt. Unter Ausschlufl von Luftblasen wurde der Saulenkopf

leicht auf das Ni-NTA Bett gedriickt und verschlossen. Nach etwa zehn Sdulenvolumina Waschen mit

Puffer A stellte sich eine stabile Absorptionslinie bei A=280 ein. Durch anschlieBendes Waschen mit Puffer
B wurden unspezifisch gebundene Proteine von der Sdulenmatrix ausgespiilt, und nach Erreichen einer
stabilen Absorptionslinie ein Imidazol-Gradient (0 - 300 mM) mit Puffer C iiber 5 Saulenvolumina
gestartet. Das Eluat wurde in 1 ml Fraktionen in Eppendorf ReaktionsgefaBBen gesammelt und anschlieBend

per SDS-PAGE und Aktivitétstest gepriift.

Aktive Fraktionen wurden vereinigt, mit einer HiPrep 26/10 Desalting-Sédule in Puffer D umgepuffert und
anschlieffend iiber einen Anionenaustauscher iiber einen NaCl-Gradienten mit Puffer E weiter aufgereinigt.
Auch hier erfolgte eine Uberpriifung der erreichten Reinheit per SDS-PAGE und Aktivitiitstest.

Die aktiven Fraktionen wurden iiber Spin-Konzentratoren mit einer AusschlufSgroe von 30 kDa auf ein
Volumen von 1.5 — 2 ml eingeengt und anschlieBend per Gelfiltration mit einer Sephacryl S-300 Saule in
Puffer F von Salzen und anderen kleinen Molekiilen getrennt. Nach SDS-PAGE und Aktivitétstest wurde
das gereinigte Protein auf eine Endkonzentration von 10 mg/ml aufkonzentriert und fiir

Kristallisationsanséitze verwendet.
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3.2.5.2 Proteinisolierung der Trilobed-Protease (TLP)

Das Zellpellet wurde pro Gramm Feuchtmasse mit 2 ml Puffer G resuspendiert und mit einem Emulsiflex
C5 Cell Disruptor (Avestin Inc.) bei 200 MPa aufgeschlossen. Das partikelfreie Rohlysat wurde mit Puffer
G um den Faktor fiinf verdiinnt und anschliefend im Wasserbad bei 70 °C fiir 20 Minuten unter
gelegentlichem Schwenken hitzegefillt. Anschlieend erfolgte 10 miniitiges Abkiihlen in einem Eis-
Wasser Gemisch und Uberfiihrung in 500 ml Zentrifugenbecher. Nach Pelletieren der Proteinaggregate bei
6000 x g fiir 20 Minuten bei 4 °C wurde das so vorgeklédrte Lysat in 50 ml Zentrifugenbecher tiberfiihrt
und fiir weitere 60 Minuten bei 75000 x g von restlichen denaturierten Proteinen und Partikeln befreit. Um
das Lysat fiir die ndchste Reinigungsstufe vorzubereiten, wurde NaCl bis zu einer 2 M Endkonzentration
zugefiihrt und fiir 30 Minuten unter Rithren bei Raumtemperatur inkubiert. Eventuell ausgefallene Proteine
wurden mittels Filtration durch einen 0.45 pum Filter entfernt und anschlieBend mit einer FluBrate von

3 ml/min auf eine Hydrophobe Interaktionssidule (Phenyl Sepharose 6 Fast Flow High Sub) aufgetragen.

Nach Waschen mit 10 Sdaulenvolumina Puffer H stellte sich eine stabile Absorptionslinie bei A=280 nm ein.
Ein linearer Gradient iiber 10 Séulenvolumina mit Puffer G fiihrte durch einen abfallenden NaCl-
Gradienten zum Ablosen der gebundenen Proteine von der Sdule, die fraktioniert gesammelt wurden. Nach
Beurteilung der Reinheit der Fraktionen per SDS-PAGE und Aktivitdatsbestimmung wurden die so
ausgewdihlten Fraktionen vereinigt und iiber Nacht gegen Puffer G dialysiert um die Salzkonzentration
weiter zu erniedrigen. Die dialysierte Probe wurde mit einem Resource Q Anionenaustauscher durch einen
linearen NaCl-Gradienten {iber 10 Sdulenvolumina mit den Puffern G und H weiter aufgereinigt. Anhand
eines Aktivitétstests und SDS-PAGE wurden die aktiven und reinen Fraktionen vereinigt und mit einer
HiPrep 26/10 Desalting-Sédule in Puffer F iiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Protein auf 20 mg/ml

aufkonzentriert und fiir Kristallisationsexperimente eingesetzt.
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3.2.5.3 Proteinisolierung der p-Propellerdomiine der Trilobed-Protease

Das partikelfreie Rohlysat wurde mit in Puffer A-voridquilibriertem Ni-NTA Superflow-Material in einem
Becherglas auf einem Magnetrithrer bei 4 °C fiir 60 Minuten inkubiert und anschlieBend wie oben
beschrieben in eine Séule {iberfithrt. Es wurde mit Puffer B gewaschen, bis sich eine stabile
Absorptionslinie einstellte. Danach wurden die gebundenen Proteine iiber einen Imidazol-Gradienten iiber

5 Saulenvolumina mit Puffer C eluiert und fraktioniert gesammelt.

Die gesammelten Fraktionen wurden durch SDS-PAGE auf ihre Homogenitidt gepriift, vereinigt und
anschlieffend {iber eine HiPrep 26/10 Desalting-Saule in Puffer D {iiberfiihrt. Die entsalzte Probe wurde
iiber einen Resource Q-Anionenaustauscher weiter aufgereinigt. Durch einen steigenden Salzgradienten
wurden die gebundenen Proteine von der Sdule verdrangt und fraktioniert gesammelt. Nach einer erneuten
Priifung per SDS-PAGE wurden die homogenen Fraktionen vereinigt und auf ein Volumen von 1.5 ml
aufkonzentriert. AbschlieBend erfolgte eine Gelfiltration iiber eine Superdex 75 Séule. Nach Vereinigung
der homogenen Fraktionen wurden diese auf 30 mg/ml aufkonzentriert und anschlieBend entweder in

Aliquots bei —180 °C gelagert oder sofort fiir Kristallisationsansitze eingesetzt.

3.2.6 Proteinanalytische Methoden

3.2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit diskontinuierlichem Puffersystem (Laemmli et
al., 1970) wurde zur Expressionskontrolle und Uberpriifung einzelner Reinigungsstufen der
Proteinisolation eingesetzt. Proteinproben wurden im Verhiltnis 1:1 mit Auftragspuffer gemischt.
Bakteriensedimente wurden nach Zentrifugation direkt in Auftragspuffer aufgenommen und zur
vollstindigen Denaturierung fiir 5 min bei 95 °C im Heizblock inkubiert. Vor Auftrag auf das Gel wurden
die festen Zellbestandteile abzentrifugiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstirke
von 80 mA pro Gel in einer wassergekiihlten Gelkammer. Als Molekulargewichtsstandard wurde der High
Molecular Standard der Firma Biorad verwendet. Die Gele wurden entweder iiber Nacht in Farbelosung
inkubiert oder fiir wenige Minuten mit Farbelosung in einer Mikrowelle erhitzt und anschlieBend mit

destilliertem Wasser entfarbt.
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3.3 ml H,O bidest, 1.2 ml 0.5 M Tris/HCI pH 6.8, 2 ml 87 %
Auftragspufter
Glycerin, 2 ml 10 % SDS-L6sung, 1 ml 0.1 % Bromphenolblau

Biorad High 20 pl Standard Konzentrat, 380 pl Auftragspufter,

Molecular Standard |5 % Mercaptoethanol

5 % Mercaptoethanol wurden der bendtigten Menge an Auftragspuffer immer frisch zugesetzt.

Der Marker wurde 5 Minuten bei 96 °C erhitzt und anschlieBend bei 4 °C autbewahrt. Pro Gelspur wurden

5 ul Markerlésung verwendet.

4.5 % Acrylamid, 0.1 % Bisacrylamid, 125 mM Tris/HCI pH 6.8,
Sammelgel

0.06 % SDS, 20 pul 10 % APS, 5 ul TEMED

12.5 % Acrylamid, 0,4 % Bisacrylamid, 375 mM Tris/HCI pH 8.8,
Trenngel

0.1 % SDS, 50 ul 10 % APS, 20 ul TEMED
Laufpuffer 192 mM Glycin, 25 mM Tris/HCI pH 8.3, 1 % SDS

40 ml 10 % (NHy),SOy4, 2 % H3POy4, 10 ml Methanol, 400 pl 5 %
Férbelosung

Coomassie G250 Losung

3.2.6.2 Coomassie Firbung nach Neuhoff

Nach der Elektrophorese wurde das SDS-Gel 30 Minuten in einer 12 % TCA-Ldsung bei Raumtemperatur
auf einem Laborschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die TCA-Losung entfernt und das Gel 10 Minuten
mit destilliertem Wasser gewaschen. Nach Entfernen des Wassers wurde das Gel mit ca. 50 ml Farbelosung
in einer luftdicht verschlieBbaren Schiissel fiir 2-6 h bei Raumtemperatur inkubiert (1 h bei 60 °C oder ca.
5 Minuten in der Mikrowelle), iiberschiissiges Coomassie wurde durch Waschen mit destilliertem Wasser

entfarbt (Neuhoff et al., 1988).

Die Gele wurden nach ausreichender Entfarbung des Hintergrunds zurechtgeschnitten und - zwischen zwei

Lagen Cellophanfolie (Biorad) gespannt - fiir ca. 3 h in einer BIORAD-Geltrocknungsanlage getrocknet.
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3.2.6.3 Proteinbestimmung mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten

Die konzentrierte Proteinlosung wurde in einer 100 pl Kiivette in einer 1:20 oder 1:50 Verdiinnung in dem
entsprechenden Puffer mit einem Spektralphotometer vermessen. Dazu wurde ein Wellenldngenscan von
250 nm bis 350 nm durchgefiihrt, um gegebenenfalls vorhandene DNS-Verunreinigungen zu bemerken.

Die vorhandene Proteinkonzentration errechnet sich geméfl dem Lambert-Beer‘schen Gesetz.

c[ptg/ ul]— Ao * Verdunnungsfaktor - Molekul arg ewicht

€= molarer Extinktionskoeffizient; d = Schichtdicke der Kuivette; Molekulargewicht in Da

Der molare Extinktionskoeffizient eines Proteins bei einer Wellenldange von A = 280 nm kann nach
folgender Formel oder durch Angabe der Proteinsequenz mit Hilfe des Programm-Moduls ExPASy-

ProtParam tool (http://expasy.hcuge.ch/sprot/protparam.html) abgeschitzt werden (Pace et al., 1995).

8(280)[;] = 5500-(#Trp J+ 1490- (# Tyr)+ 125- (#Cys)

M:-cm

3.2.6.4 Konzentrierung von Proteinen

Proteine wurden durch Ultrafiltration in Zentrifugenkonzentratoren der Firma Pall Filtron geméiR

Gebrauchsanleitung bei 4 °C aufkonzentriert. Dabei wurden je nach Menge der Proteinlosung Jumbo-,

Macro- oder Microsep Konzentratoren mit einer AusschluBgrofle von 10 kDa fiir die B-Propellerdoméne

von TLP und 30 kDa beziehungsweise 100 kDa fiir die intakten Komplexe von TLP und TRI eingesetzt.
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3.2.6.5 Peptidase-Aktivititsmessung

Um die gleichen Bedingungen fiir alle Proben zu gewéhrleisten, wurde zunéchst ein Reaktionsmix
entsprechend der Probenanzahl gemischt und auf die vorgesehene Anzahl an Eppendorf Reaktionsgefal3en
verteilt. Nach Zugabe der Probe wurde der Ansatz kurz gemischt und solange in ein Eis-Wasser-Gemisch
gestellt, bis alle Ansétze fertig waren. Ein Eppendorf Reaktionsgefdl nur mit Reaktionsmix diente als

Nullwert fiir die spontane Spaltung des Substrats.

Die Reaktion wurde mit der Inkubation der Proben in einem Wasserbad bei 60 °C fiir 30 Minuten gestartet.
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 100 pl 10 % SDS-Losung. Um fiir die
fluorometrische Messung ein ausreichendes Volumen zu erhalten, wurden noch 1000 pl 0.1 M Tris/HCI

pH 9.0 dazu pipettiert.

Die Proben wurden an einem Fluorometer bei einer Absorptionswellenlinge von 360 nm und einer
Emissionswellenldnge von 460 nm gemessen. Da es sich hierbei um eine relative Messung handelte, wurde
zunédchst das Fluorometer anhand der Messung der Referenzproben auf einen 100 % Wert geeicht.
AnschlieBende Messungen wurden in Bezug auf den 100 % Wert angegeben.

Die Berechnung der Aktivitit der einzelnen Proben ergibt sich aus folgender Formel:

o 1 -1 (MeBwert - Nullwert) ]
Aktivitdit  nMxml " xh "'|= > x [AMC-Standard] x Verdiinnungsfaktor x Zeit
100% Wert gemittelt

Die spezifische Aktivitit 146t sich mit Kenntnis der Proteinkonzentration ausrechnen.

10 ul 0.2 mM AMC in DMSO, 90 ul 25 mM Tris/HCI pH 7.5,
100% Referenz
100 pul 10 % SDS-Losung, 1000 pl 0.1 M Tris/HCI pH 9.0

10 ul 0.5 M Tris/HCI pH 8.0, 10 ul 1 mM H-AAF-AMC, 75 pul Milli Q,
Reaktionsansatz
5 ul Protein-Fraktion
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3.3 Rontgenkristallographische Methoden

3.3.1 Proteinkristallisation

Eine wesentliche Grundbedingung fiir eine Rontgenstrukturanalyse ist das Vorhandensein von
Proteinkristallen, die zunidchst ,,geziichtet” werden miissen. Voraussetzung fiir die Kristallisation von
Proteinen ist aber die Bildung stabiler Kristallisationskeime aus einer iibersittigten Losung. Ublicherweise
erfolgt dies durch eine kontinuierliche Erhohung der Protein- und Fillungsmittelkonzentration durch

Diffusion innerhalb eines abgeschlossenen Systems.

Da die Bestimmung der Kristallisationsbedingungen fiir Proteine auf rein empirischen Methoden basiert,
handelt es sich meist um eine zeitintensive und unter Umstdnden mithsame Prozedur, beispielsweise im
Auffinden von geeigneten Pufferlosungen. Das bedeutet, dal3 die verschiedenen EinfluB3faktoren, die das
Kristallisationsverhalten und das anschlieBende Kristallwachstum beeinflussen, fiir eine erfolgreiche
Kristallzucht vorab in Testreihen bestimmt werden miissen. Zu diesen bestimmenden Faktoren zédhlen
beispielsweise die Temperatur, der pH Wert, die Pufferart, die Konzentration und die Art des

Fallungsmittels, die lonenstirke, sowie die Proteinkonzentration und die Reinheit des Proteins.

Zum Austesten einer groBeren Zahl von Bedingungen wird das Prinzip des Sparse-Matrix-Screens
angewandt (Jancarik et al., 1991; Cudney et al., 1994). Diese Screens basieren auf bereits bekannten
Kristallisationsbedingungen und enthalten damit eine begrenzte Anzahl an freien Kristallisations-
parametern fiir das Kristallwachstum. Die Auswertung von Sparse-Matrix-Screens gibt somit Hinweise auf
das jeweilige Verhalten des Proteins unter den vordefinierten Bedingungen. Darauf aufbauende
Rasterscreens ermoglichen dann eine weitere Verfeinerung der Kristallisationsbedingungen um schlieBlich
Einkristalle zu erhalten. Fiir eine weitere Optimierung der Bedingungen lassen sich auch verschiedene
Kristallisationstechniken anwenden. Zu den gebriduchlichsten Techniken zéhlen: Hanging Drop, Sitting

Drop, Kristallisation unter Ol, Mikrodialyse und die Kristallisation in einer Kapillare.

Die zur Dampfdiffusionstechnik gehorenden Verfahren der Hanging Drop beziehungsweise Sitting Drop
Technik sind anhand einer schematischen Zeichnung in Abbildung 3.2 néher erldutert.

Einige pl der konzentrierten Proteinlosung werden mit dem gleichen Volumen Reservoirlosung vermischt.
Durch die unterschiedlichen Partialdriicke des Wassers wird dem hidngenden bzw. sitzendem Tropfen

solange Wasser entzogen, bis sich ein Gleichgewicht zwischen Tropfen und Reservoir eingestellt hat.
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Dabei konnen unterschiedliche Effekte auftreten: Durch den Wasserentzug steigt sowohl die
Proteinkonzentration wie auch die Fillungsmittelkonzentration (Salz, PEG, etc.). Die erhohte
Salzkonzentration kann die Loslichkeit des Proteins erhohen oder erniedrigen (Einsalz- bzw.
Aussalzeftekt). SchlieBlich kann die Erhohung des Prizipitanz aber auch ein ungeordnetes Ausfillen des
Proteins zur Folge haben. Idealerweise kommt es aber zur Keimbildung (Nukleation) und darauthin zu
geordnetem Kristallwachstum.

Kristallisationstropfen

silikonisiertes Deckglas Kristallisationstropfen

/@% — ﬁi LS

T~

Mikro-Bridge

Reservoir Reservoir

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Hanging- und Sitting-Drop Technik. In beiden Féllen
ist eine Seitenansicht eines einzelnen Reservoirs einer VDX bzw. Linbro Platte der Firma
Hampton Research dargestellt.

3.3.2 Datensammlung und Datenreduktion

Einkristalle werden mit Schleifen aus Kunstfasern (Hampton Research) aus den Kristallisationslosungen
gefischt und in fliissigem Stickstoff anschlieBend schockgefroren. Um die Ausbildung von
Wasserkristallen zu vermeiden mull zunéchst gepriift werden, ob der Kristallisationspuffer fiir Messungen
unter Cryo-Bedingungen geeignet ist. Hierfiir wird eine Schleife mit dem Kristallisationspuffer benetzt

und anschlieBend in fliissigem Stickstoff oder im Cryostrahl schockgefroren.
Eine erste Rontgenstrahlenuntersuchung gibt Aufschluf3, ob sich Eiskristalle in der Losung gebildet haben.

Dies ldBt sich durch Pulverringe, die Eis anzeigen (3.66 A, 2.5 A, 1.9 A), im Beugungsbild leicht

feststellen. Falls Vereisung beim Schockgefrieren eintritt, mufl der Einkristall zunichst in eine andere,
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geeignetere Cryoldsung tiiberfiihrt werden. In der Regel wird dies durch sukzessive Erhéhung der
Konzentration von Glycerin, langkettigen Polyethylenglykolen oder Zuckern erreicht. Dabei sollten die
Kristalle in dieser Cryoldsung stabil sein und keinerlei morphologische Verdnderungen aufweisen.

Der tiefgefrorene Einkristall wird auf einem Goniometerkopf im Rontgenstrahl zentriert und anschlieBend
wihrend der Belichtungszeit um einen bestimmten Drehwinkel von 0.5 — 2° auf einer Drehanode (Rigaku
RU-200, 50 kV, 80 mA) mit MAR345 Bildplatte (Image-plate, MAR Research) vermessen.
Untersuchungen mittels Synchrotronstrahlung (DESY Hamburg, ESRF Grenoble, NSLS Brookhaven)
ergaben Datensétze fiir eine hochaufgeloste Feinstrukturanalyse. Die Diffraktionsbilder werden dabei mit
einer CCD Kamera detektiert. Um eine moglichst effiziente und optimale Nutzung der verfiigbaren
Synchrotronzeit zu gestatten, werden mehrere Einkristalle bereits an der Drehanode vorcharakterisiert und

im tiefgefrorenem Zustand in einem Trockendewar (CP100) transportiert.

Die Bestimmung der Zellparameter und der Orientierung des Kristalls, sowie die Integration der
Reflexintensitidten erfolgte mit dem Programm MOSFLM v6.1 (CCP4, 1994). Um einen optimalen und
moglichst vollstindigen Datensatz zu sammeln (hohe Redundanz, Friedel-Paare in engem zeitlichen
Abstand gemessen), wurde die Option STRATEGY nach der Indizierung und Abschitzung der Mosaizitét
durchgefiihrt. Die Datenreduktion und Skalierung wurde mit dem Programm SCALA und TRUNCATE
(CCP4, 1994) durchgefiihrt. Zur Beurteilung der Qualitdt eines Datensatzes wurde durch Vergleich

symmetriedquivalenter Reflexe der sogenannte Rgyp,-Wert (reliablility index) berechnet.

3.3.3 Phasierung

Proteinstrukturen konnen mit verschiedenen Methoden geldst werden. Bei kleinen Proteinen (ca. 1500
Atome) und atomarer Auflosung kann der Einsatz sogenannter direkter Methoden z.B. Shake & Bake
(Weeks et al., 1999), arp/Warp (Perrakis et al., 1997; Perrakis et al., 1999), ACORN (CCP4, 1994) bereits

mit einem nativen Datensatz zum Erfolg flihren.

Da die meisten Proteine jedoch grofler sind und meist auch die Reflexe hoherer Ordnung nicht gemessen
werden konnen, kann der Einsatz der direkten Methoden bei den meisten Proteinen nur zur Losung
sogenannter Substrukturen herangezogen werden. Als Substrukturen werden die Positionen von
Schwermetallen bezeichnet, die zuvor entweder durch Inkubation des Kristalls in Kristallisationspuffer mit
Schwermetall oder durch Bioinkorporation von beispielsweise Selen-substituiertem Methionin wahrend

des Zellwachstums in das Protein eingebaut wurden.
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Die Technik des Einbaus von Selenomethionin ist von erheblichen Vorteil (Hendrickson et al., 1985,
Hendrickson et al.,, 1989), da man nicht verschiedene Schwermetalle ausprobieren muf}, um ein
brauchbares isomorphes Derivat zu erhalten. Ein Selenatom reicht aus, um ca. 7-10 kDa Protein zu
phasieren und seine geordnete Lage im Kristallgitter stellt einen weiteren Vorteil dar. Der Verlauf der
Peptidkette kann in den meisten Fillen anhand der Position der Selenatome eindeutig identifiziert werden.
Das Selenatom weist zudem eine weitere Eigenschaft auf, die fiir die Rontgenkristallographie von
Bedeutung ist: Normalerweise sind die Intensititen der zwei Reflexe I(h,k,l) und I(-h,-k,-1), die durch
Inversionsymmetrie miteinander verkniipft sind und als Friedel-Paare bezeichnet werden, identisch
(Friedelsches Gesetz). Die Intensititen der Friedel-Paare konnen sich jedoch bei Anwesenheit bestimmter
Schwermetallatome messbar unterscheiden. Liegt das Rontgenabsorptionsmaximum (K- oder L-Kante) des
eingesetzten Metalls beispielsweise in der Ndhe der verwendeten Wellenlédnge, kommt es zur Mitwirkung
der Elektronen aus inneren Schalen am Streuvorgang und so zur anomalen Dispersion durch eine

Phasenverschiebung.

Die Phasierung mit der MAD-Methode (multiple anomalous dispersion) erfordert die Anwesenheit von

einem oder mehreren anomal streuenden Atomen, deren Absorptionskanten bei zugdnglichen Wellenldngen

liegen (A=0.6 A — 2 A) (Hendrickson et al., 1991). Die unterschiedlichen anomalen Beitrige bei
verschiedenen Wellenldngen im Bereich der Absorptionskante fiihren zu Intensitdtsunterschieden zwischen
den einzelnen Datensétzen, die analog zur MIR-Methode fiir die Phasierung verwendet werden konnen.
Fiir eine eindeutige Phasierung miissen mindestens zwei Datensédtze bei verschiedenen Wellenldngen
gemessen werden. Ein erfolgreiches MAD-Experiment kann Phasen anhand eines Kristalls bis zur
Auflésungsgrenze dieses Kristalls liefern, da man in der Regel keine Isomorphieprobleme wéhrend der

Messung beobachtet.

Der isomorphe Ersatz (MIR - multiple isomorphous replacement) - eingefiihrt von Bragg und Perutz
(Bragg et al., 1954; Green et al., 1954; Perutz, 1956) - beruht auf dem Einbau von Schwermetallen (z.B.
Pt, Hg, Au, etc.) in das Kristallgitter. Isomorpher Ersatz bedingt, da3 das Kristallgitter durch den Einbau
von Schwermetallatomen nur geringfiigige (< 1 %) beziehungsweise keine Verdnderungen verglichen mit
dem urspriinglichen (nativen) Kristallgitter aufweist. In diesem Falle ist es notwendig einen nativen
Datensatz (ohne Schwermetall) und mindestens zwei unterschiedliche Derivate zu vermessen um eine
erfolgreiche Phasierung durchzufiihren. Die Lage des Schwermetallatoms kann dabei entweder iiber

Pattersontechniken oder, wie oben beschrieben mit direkten Methoden gelost werden.
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Eine weitere Methode zur Phasierung stellt der molekulare Ersatz dar. Hierbei werden bekannte
sequenzhomologe Strukturen verwendet, um die unbekannte Struktur zu phasieren. Dies erfordert die
korrekte Platzierung der bekannten Struktur in der Elementarzelle der unbekannten Struktur. Etablierte
Programme wie AMORE (CCP4, 1994) oder MOLREP (Vagin and Teplyakov, 1997) werden fiir diese

Technik eingesetzt.

Ein Spezialfall des molekularen Ersatzes stellt die Phasierung mit einem niedrig aufgelGsten,
elektronenmikroskopischen Modell dar. In diesem Fall muf3 zunéchst diese Modell fiir den weiteren
Einsatz in rontgenkristallographischen Programmen dahingehend modifiziert werden, dal3 das Modell nur
positive Dichte enthilt. Nach erfolgreicher Losung der Kristallpackung kann die atomare Struktur durch
anschliefende Phasenextension durch nichtkristallographische Mittelung (non crystallographic averaging)

zu hoherer Aufldsung gelost werden.

3.3.4 Modellbau und Strukturverfeinerung

Die aus der Phasierung bestimmte Elektronendichte kann durch Dichtemodifikation wie z.B. Solvent
Flattening oder nichtkristallographische Mittelung der Proteindichte, optimiert werden. Anschlieend wird
anhand der Proteinsequenz ein moglichst vollstindiges Strukturmodell in die Dichte eingepal3t. Bei hoher
Auflésung und definierten Startphasen kann dies auf automatisierter Weise mittels Computerprogrammen
teilweise oder vollstindig erfolgen arp/Warp (Perrakis et al., 1997; Perrakis et al., 1999), X-AUTOFIT
(Quanta, 2002), MAIN (Turk, 1996), MAID (Levitt, 2001). Bei der Strukturverfeinerung werden
stereochemische Randbedingungen, z.B. Bindungslingen, Torsionswinkel, hédufige Rotamere etc.,
beriicksichtigt, um eine mdglichst hohe Ubereinstimmung zwischen gemessenem Experiment und
Strukturmodell zu erhalten. Dieser Prozess verlauft zyklisch, bis keine Verbesserung des Modells mehr
moglich ist. Zur qualitativen Beurteilung des optimierten Strukturmodells werden mehrere statistische

Faktoren einbezogen, wie z.B. Ree.
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3.3.4.1 Tricorn-Protease

Der Versuch, die Struktur ausschlieflich iiber Phasenextension aus den niedrig aufgelGsten
elektronenmikroskopischen Phasen zu erhalten konnte leider nicht erfolgreich mit einem Strukturmodell
abgeschlossen werden. Es wurden jedoch zahlreiche Erkenntnisse aus dieser Kristallform gewonnen, die
anhand der klassisch gelosten Struktur der Tricorn-Protease (Brandstetter et al., 2001) ohne

Einschriankungen bestétigt wurden.

Trotz einer Vielzahl isomorpher Schwermetalldatensitzen konnte kein Derivat identifiziert werden. Somit
war eine Phasierung iiber den Isomorphen Ersatz nicht moglich. Durch Kenntnis der dreidimensionalen,
niedrig aufgeldsten elektronenmikroskopischen Hexamer-Struktur der Tricorn-Protease war es aber
moglich, ein Packungsmodell fiir die vorhandene Kristallform abzuleiten und eine ab initio Mittelung,
ausschlieBlich bestimmt durch die Abgrenzung zwischen Solvent und Protein, mit hoher Auflosung

durchzufuhren.

3.3.4.2 B-Propellerdomiine der Trilobed-Protease

Schweratompositionen wurden automatisch durch Pattersontechniken mit dem Programm SOLVE
(Terwilliger et al., 1999) gefunden. Die Verfeinerung der Positionen und Besetzungsgrade erfolgte mit dem
Programm MLPHARE (CCP4, 1994). Nach einer Dichtemodifikation und Optimierung der Phasen mit
RESOLVE (Terwilliger, 1999) wurden erste atomare Strukturmodelle automatisch mit dem Programm
MAID (Levitt, 2001) erstellt. Ausgehend von diesem unvollstindigen ersten Strukturmodell wurden die
fehlenden Aminosduren durch Begutachtung der Elektronendichtekarten mit Hilfe des Programmes O
(Jones et al.,1991) in Kombination mit dem Verfeinerungsprogramm CNS 1.1 (Briinger et al., 1998) in

einem zyklischen Verfahren manuell soweit wie moglich ergénzt.

3.3.4.3 Trilobed-Protease

Erste Versuche, die gesamte Trilobed-Protease zu kristallisieren, fiihrten im Verlauf dieser Arbeit zu
vielversprechenden Einkristallen. Eine erste rontgenkristallographische Charakterisierung der Kristalle war
bislang jedoch nicht moglich.

Die Strukturlésung der gesamten Protease sollte entweder iiber einen molekularen Ersatz mit der [3-

Propellerdomine der Protease, oder durch Derivatisierung mit den bereits fiir die TLP- Propellerdoméne

erfolgreich verwendeten Schwermetallatomen moglich sein.

30



MATERIAL UND METHODEN

3.4 Benutzte Programme zur Erstellung der Abbildungen

Da fiir die verschiedenen Abbildungen dieser Arbeit zahlreiche Programme verwendet wurden, sind diese
der Ubersicht halber mit dem Typ der Abbildung versehen und tabellarisch in alphabetischer Reihenfolge
aufgefiihrt. Die liberwiegende Anzahl an Abbildungen wurde mit dem Programm DINO (Philippsen, 2002)
erstellt und wird im Verlauf dieser Arbeit nicht weiter zitiert. Abbildungen, die nicht mit DINO

(Philippsen, 2002) erstellt wurden sind entsprechend gekennzeichnet.

Programm Author Art der Abbildung

schematische Zeichnungen,
Hintergrundverlaufe

Modellstrukturen, Oberflachen,
Elektronendichtekarten

Adobe Photoshop 6.0/ Adobe Systems Incorporated

DINO 0.8.4-22 Philippsen, 2002

GRASP 1.3.6 Nicholls et al., 1991 Elektrostatische Ladungsverteilungen

Kaleidagraph 3.0.4 Abelbeck Software, 1994 |Graphen

MSMS 2.5.3 Sanner et al., 1996 Oberflachenberechnungen

07.0 Jones et al., 1991 Elektronendichtekarten
Persistence of Vision .

POV-Ray 3.5 Development Team, 2002 Rendern der DINO Abbildungen

RagTime 5.6.2 RagTime GmbH, 2001 | Tabellen, Skizzen, Graphen

Rasmol 2.7.2 Sayle et al., 1995 Ubersichtsdarstellungen
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4. Ergebnisse

4.1 Tricorn-Protease

4.1.1 Rekombinante Expression und Proteinreinigung

Reinheit und Ausbeute an rekombinantem Tricorn konnte gegeniiber vorherigen Reinigungsverfahren
(Tamura et al.,1996; Bosch, 1998) um das Zehnfache auf ca. 10 mg pro Liter Medium weiter gesteigert
werden. Die Hauptursache fiir die erhohte Ausbeute lag in der Verwendung von E.coli Zellen mit Helfer-
Plasmiden, die fiir tRNA's mit in E.coli seltenen Codons fiir Arginin, Isoleucin und Leucin kodieren. Die
Expression und Reinigung des Proteins erfolgte wie im Material- und Methodenteil dieser Arbeit

beschrieben (vgl. Punkt 3.2.5.1).

a b
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Abb. 4.1: a) 12.5 % SDS-PAGE Gel der Ni-NTA gereinigten Fraktionen mit dazugehdrendem
Chromatogramm (b). Nach Kldren des Lysats wurde 1 pl des Rohextrakts links neben der
Marker Bande (M) aufgetragen, ansonsten wurden jeweils 3 pl der gesammelten 1 ml
Fraktionen (#1-15) mit der gleichen Menge Auftragspuffer versehen und auf das SDS-PAGE
Gel mit einer Hamilton Spritze appliziert.

Die aktiven Fraktionen wurden nach Auswertung des SDS-PAGE Gels (vgl. Abbildung 4.1) vereinigt und
gegebenenfalls auf ein Gesamtvolumen von 10 ml mit Jumbosept oder Macrosept Konzentratoren
(AusschluBBgroBle 30 kDa) aufkonzentriert, um anschlieBend durch Anionenaustauschchromatographie

weiter gereinigt zu werden.
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Abb. 4.2: a) 12.5 % SDS-PAGE Gel nach Anionenaustauschchromatographie mit
Chromatogramm (b). Um den Reinigungserfolg zu verdeutlichen wurde 1 pl Rohextrakt und
I pl des Ni-NTA Pools neben die Marker Bande aufgetragen. Auf den weiteren Spuren des
SDS-PAGE Gels ist jeweils 1 pl der nach dem Anionenaustauscher gesammelten Fraktionen
aufgetragen.
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Im Chromatogramm in Abbildung 4.2 ist eine leichte "Schulter" ab Fraktion #8 zu erkennen. Je nach
Qualitdt der Praparation konnte diese bei hoherer Salzkonzentration eluierende Tricorn-Population bis zu
90% der Gesamtproteinmenge ausmachen. In diesem Fall war es nicht moglich, erfolgreiche
Kristallisationsbedingungen zu finden. Die weiteren Reinigungsversuche wurden abgebrochen und mit

einer frischen Kultivierung erneut gestartet.

Die aktiven Fraktionen wurden nach Vergleich mit der SDS-PAGE Analyse vereinigt und auf ein
Endvolumen von 1.5 - 3 ml eingeengt. Eine maximale Proteinkonzentration von ca. 30 mg/ml wurde dabei
nicht iiberschritten, um bei der anschlieBenden Gelfiltration einen negativen Einfluss auf die Trennleistung

zu vermeiden.

Abbildung 4.3 zeigt die Ergebnisse der Gelfiltrationsreinigung der Tricorn-Protease. Durch die beim
Aufkonzentrieren auftretende hohe Proteinkonzentration, kam es teilweise zur Ausbildung von Tricorn-
Aggregaten, zum Teil auch in Capsid-Form, welche im AusschluBvolumen der Sédule (Fraktionen #1 - #6)
von intakten Homohexameren getrennt werden konnten. Fiir die anschlieBenden Kristallisations-
experimente wurden die Fraktionen #8 - #40 vereinigt und auf eine Endkonzentration von 10 mg/ml

eingestellt.
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Abb. 4.3: a) 12.5 % SDS-PAGE Gel nach abschlieBender S-300 Sephacryl-Gelfiltration mit
Chromatogramm (b). 1 pl des Rohextrakts wurde neben die Markerspur aufgetragen. In Spur
1 bis 9 wurden jeweils 5 pl von jeder dritten Fraktion beginnend mit Fraktion #8 aufgetragen.

Durch die beschriebene Reinigungsprozedur konnte die Homogenitdt der fiir die Kristallisations-

experimente verwendeten Proteinlosung deutlich verbessert werden, wie der Vergleich mit einer frither

eingesetzten Proteinldsung zeigt (Abbildung 4.4). Einzelne Tricorn-Kristalle wurden in Puffer

resuspendiert und auf ihre H-AAF-AMC-Aktivitdt positiv getestet. Mittels SDS-PAGE Analyse wurde die

Homogenitédt der Kristalle untersucht (Bosch, 1998). Wie aus Abbildung 4.4 ersichtlich, bestanden die

Kristalle nahezu ausschlieflich aus der Tricorn Proteinbande. Durch die erhohte Ausbeute an homogenem

Tricorn-Material konnten deutlich groere Tricorn Kristalle geziichtet werden.

Abb. 4.4: 125 % SDS-PAGE Gel des zur
Kristallisation eingesetzen Proteins (TRI 7.5.1998)
und daraus hervorgegangene Kristalle (TRI
Kristall). FEinzelne Kristalle wurden aus der
Kristallisationslosung entfernt und mit
Reservoirlosung kurz gewaschen. AnschlieBend
wurden die Kristalle in 20 mM Tris pH 8.0
aufgelost und mit SDS-Auftragspuffer vermengt.
Unter optimierten Expressionsbedingungen konnte
die Homogenitit der Aufreinigung deutlich
gesteigert werden, wie anhand eines Vergleichs
zwischen den Proteinbanden der Proben TRI
7.5.1998 und TRI 11.10.2001 im SDS-PAGE Gels
zu erkennen ist.
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4.1.2 Kristallisation und Datensammlung

Mit Hilfe der Sparse-Matrix-Screens ,,Crystal Screen” und ,,Crystal Screen II* konnte eine erste

Kristallisationsbedingung mit Mikrokristallen gefunden werden. Die Optimierung dieser Bedingungen

lieferte stabile Kristalle mit einer durchschnittlichen GroBe von ca. 0.25 x 0.25 x 0.2 mm’ (siehe

Abbildung 4.5 b).

b 100 um

Abb. 4.5: a) Tricorn-Mikrokristalle aus Hampton Crystal Screen I Bedingung 23 (200 mM MgCl,,
100 mM HEPES pH 7.5, 30% PEG 400). b) Tricorn-Kristalle, die unter optimierten
Kristallisationsbedingungen (200 mM MgCl,, 100 mM HEPES pH 6.0, 300 mM 1,6-Hexanediol,
10% Glycerin, 18% PEG 250 DME) erzeugt wurden. Beide Fotografien wurden unter
polarisiertem Licht aufgenommen. c) Oszillationsaufnahme eines Tricorn-Kristalls aufgenommen
am ESRF Grenoble ID09 (Aw=0.25°,t= 10 s).

Erste rontgenkristallographische Charakterisierungen erfolgten an einer Drehanode (U = 50 kV, I = 80 mA,
CuK,: A = 1.5418 A) bis zu einer maximalen Aufldsung von 3.3 A. Der Tricorn Kristall wurde direkt aus

der Kristallisationsldsung in fliissigem Stickstoff schockgefroren, anschlieBend mit einer Cryozange auf
die Drehanode aufgesetzt und bei 100 K vermessen. In einer kontinuierlichen Serie von
Oszillationsaufnahmen (Drehwinkel Aw= 1°, Belichtungszeit t = 3600 s) wurden insgesamt 120°
vermessen. Die Datenreduktion wurde mit dem Programm MOSFLM v6.1 (CCP4, 1994) durchgefiihrt.

Aus diesem Datensatz ging hervor, dal} es sich um eine monokline Symmetrie mit der Raumgruppe C2 und

den Zellparametern a=310 A, b=164 A, c=221 A, p= 105.4° handelte.
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Um einen moglichst vollstindigen Datensatz zu erhalten wurde zunéchst die Orientierung des Kristalls
anhand einer Einzelbelichtungsaufnahme und der STRATEGY-Option des Programms MOSFLM v6.1
(CCP4, 1994) analysiert. Die Datensammlung wurde dann wie von der STRATEGY-Routine
vorgeschlagen begonnen. Um eine hohere Redundanz zu erhalten wurde iiber die fiir diese Raumgruppe
geforderten 180° hinaus weiter gesammelt. Insgesamt wurden Daten iiber einen Drehwinkelbereich von

200° aufgenommen. Ein hochaufgeldster, vollstindiger nativer Datensatz bis 2.2 A wurde an der

Beamline ID09 (A = 0.7535 A, Drehwinkel Aw = 0.25°, Belichtungszeit t = 10 s ) des ESRF, Grenoble

gemessen (vgl. Tabelle 4.1).

Datensammlung Tricorn, nativ

X-ray Beamline, Wellenldnge ID09, 0.7535 A
Detektor MAR CCD 130 mm
Raumgruppe C2

Einheitszelle in A 307.48, 163.15,220.93, = 105.51°
Aufldsung 44 -22 A

Anzahl gesammelter Reflexe 5957126

Anzahl einzigartiger Reflexe 525533

Mosaizitit 0.29°

Wilson B-Faktor 34 A2

I/o(I) 59(2.3)

Rinerge 0.082 (0.247)
Vollstdndigkeit 99.1 (94.2)

Tab. 4.1 Statistik des hochaufgeldsten nativen Tricorn-Datensatzes (ESREF,
Grenoble ID09). Werte in Klammern entsprechen den statistischen Werten in der
héchsten Auflsungsschale des Datensatzes von 2.32 —2.20 A.

Es wurden zudem noch verschiedene Schwermetallderivate und ein Selenomethioninderivat an
verschiedenen MeBstationen gesammelt (Desy BW6, X31, BW7b, NSLS X25, X12b, X12¢, ESRF ID14-1,

ID14-3) sieche Tabelle der potentiellen Schwermetallderivate im Anhang 8.1.

Sofern es moglich war, wurden die Schwermetallderivate an den Absorptionskanten des jeweiligen
Schwermetallatoms gemessen, um vorhandene anomale Signale zu maximieren. Da die meisten Derivate
durch Einlegen in eine Mischung aus Schwermetallosung und Kristallisationspuffer iiber Stunden bis Tage
erfolgte, wurden die so ,,getrinkten” Kristalle fiir wenige Sekunden durch Kristallisationspuffer ohne
Schwermetall gezogen. Schwermetallatome, die entweder unspezifisch gebunden waren oder sich in der

umgebenden Losung befanden, konnten dadurch grof3tenteils entfernt werden.
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Durch die Aufnahme eines Rontgenfluoreszenzspektrums wihrend der Belichtung mit Rontgenstrahlen
148t sich eine Aussage treffen, ob eventuell Schwermetallatome an das Protein gebunden sind oder nicht.
Eine qualitative und quantitative Aussage iiber das Derivat 148t sich dabei jedoch nicht treffen, da die
Bindungsstellen der Schwermetallatome auch ungeordnet sein konnten und damit nicht fiir eine Phasierung

bei hoher Auflosung geeignet wiren.

4.1.3 Auswertung der Daten und Herleitung eines Packungsmodells

Die Berechnung des Matthews-Koeffizienten (Matthews, 1968) ergab einen Hinweis auf 6 oder 9
Molekiile in der asymmetrischen Einheit mit 66 % beziehungsweise 43 % Solvent-Gehalt. Aus der mit
dem Programm MOLREP (Vagin and Teplyakov, 1997) berechneten Selbstrotationsfunktion ist eindeutig
die 32 Punktsymmetrie des Molekiils wieder zu erkennen, wodurch die Orientierung des Partikels in der
asymmetrischen Einheit festgelegt ist (Bosch et al., 2001). Die dreizdhlige Achse des Partikels lauft dabei

nahezu parallel mit der kristallographischen a-Achse (Abbildung 4.6 x=180°), das Partikel ist um 2.62° zur

b-Achse verkippt wie in Abbildung 4.6, x=120°, zu erkennen ist.

Chi= 180.0 Chi= 120.0

RFmax = 0.6738E+08 RFmax =  0.5446E+08

Abb. 4.6: Selbstrotationsfunktion des nativen Datensatzes gesammelt an der Beamline ID09
ESRF, Grenoble (benutzte Daten 40 — 2.5 A). Der Konturierungslevel der Karten wurden
automatisch durch das Program MOLREP (Vagin and Teplyakov, 1997) bestimmt. Deutlich
zu erkennen ist die Verkippung der dreizdhligen Achse (griiner Pfeil).
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Bei Berechnung einer nativen Pattersonmap (Abbildung 4.7 a) féllt ein hoher Peak bei (1/3 0 1/3) auf der
uOw-Sektion der Einheitszelle auf. Dieser sogenannte Pseudo-Ursprungspeak ist abhidngig von der
Auflésung, bis zu der die Pattersonmap berechnet wurde. Bei niedriger Auflésung entspricht seine Hohe
90% des Ursprungspeaks bei (0 0 0), mit Zunahme der Auflosung nimmt die relative Hohe des Pseudo-

Ursprungspeaks kontinuierlich ab (vgl. Abbildung 4.7 b).
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Abb. 4.7: a) Native Pattersonmap des ID09 Datensatzes mit einem Konturierungslevel von 5 o
(nativer Datensatz benutzte Daten 40-15 A). b) Zusammenhang zwischen Ursprungspeak und
Pseudo-Ursprungspeak in Abhéngigkeit der gewéhlten Auflosung.

Unter Berticksichtigung der Ergebnisse aus der Selbstrotationsfunktion ergeben sich zwei Moglichkeiten
fir die Packungsmodelle. Die Kristallpackung besteht entweder nur aus einem Hexamer pro
asymmetrischer Einheit, verschoben um ca. (1/3 0 1/3), oder aus 1 1/2 Hexameren, wobei durch die
kristallographische Symmetrie aus einem nahe des Ursprungs positionierten Trimer ein vollstindiges

Hexamer entsteht.

Beide Modelle sind allein durch die Pattersonmap nicht zu unterscheiden, auch ein erster Blick auf die
Selbstrotationsfunktion 1483t beide Modellstrukturen moglich erscheinen. Bei genauerer Untersuchung der
relativen Hohe des Pseudo-Ursprungspeaks ergeben sich jedoch deutliche Unterschiede, die die

Moglichkeit eines Hexamer-Modells ausschlief8en (siche Abbildung 4.8 und Abbildung 4.9).
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Abb. 4.8 Vergleich der Selbstrotationsfunktion und Pattersonmap der beiden Modelle zu den
realen Daten. Die Pattersonmap der realen Daten wurde iibersichtshalber mit 5 o beginnend
konturiert, fiir die Modelle wurde ein 3 o-Konturierungslevel mit 1 o Konturierungsstufen
verwendet. a) reale Daten. b) Modell mit 1.5 Hexameren pro asymmetrischer Einheit. c)
Modell mit einem Hexamer pro asymmetrischer Einheit.

Aufgrund der 32 Symmetrie des Tricorn-Partikels 146t sich eine um 60° um die dreizidhlige Achse rotierte,
dquivalente Losung mit 1 1/2 Hexameren (Nonamer) nicht a priori ausschlieBen. Auch eine Kombination
ist denkbar, das wiirde heillen Partikel T (von Trimer, im Ursprung gelegen) ist relativ zu Partikel H (von

Hexamer, um ca. 1/3 0 1/3 verschoben) um 60° verdreht, womit sich die Anzahl der theoretisch moglichen

Losungen auf vier erhoht (Abbildung 4.9).
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Abb. 4.9: Schematische Représentation der vier moglichen Modelle in der Aufsicht, entlang der
dreizdhligen Achse und in der Seitenansicht. Jeweils in blau dargestellt ist das in der Ndhe des
kristallographischen Ursprungs befindliche Trimer, in rot hingegen das um (1/3 0 1/3) vom
Ursprung verschobene Hexamer. a) TOHO Modell. b) TOH60 Modell. ¢) T60HO Modell. d)
T60H60 Modell. e) Vergleich der Pseudo-Ursprungspeakhdhen der einzelnen Modelle zu den
realen Daten von ID09 (schwarz dargestellt).

Eine weitere Diskriminierung zwischen dem TOHO- und dem T60H60-Modell ist mit diesen Methoden
nicht moglich. Demzufolge wurden beide Losungen zunéchst als dquivalent betrachtet und mit ihnen
weiter parallel verfahren, um gegebenenfalls mit einem weiteren Unterscheidungskriterium beide

moglichen Kristallpackungen voneinander unterscheiden zu kénnen.
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4.1.4 NCS-Mittelung - Einstufung der Tricorn-Protease

Die molekulare Mittelung zwischen Untereinheiten stellt eine der effektivsten Dichtemodifikations-
techniken in der Proteinkristallographie dar. Die zugrundeliegende Theorie ist weitestgehend bekannt, und
ihre Anwendung wurde in vielen Beispielen erfolgreich bestdtigt. Vorausgesetzt wird dabei, dall chemisch
identische Molekiile in physikalisch unabhidngigen Umgebungen entweder innerhalb eines Kristalls oder
innerhalb unterschiedlicher Kristallformen ihre Konformation beibehalten. Somit ist es moglich, durch
Uberlagerung der Elektronendichten der einzelnen Molekiile eine Verbesserung des Signal- zu-Rausch
Verhiltnisses zu erreichen und zwar um den Faktor Jﬁ, mit N der Anzahl der Kopien des Molekiils, zu
erreichen (Kleywegt and Read, 1997). Das Signal-zu-Rausch Verhéltnis wird dabei stark verbessert, so daf3
auch aus unvollstindigen Datensdtzen durch Einsetzen extrapolierter Reflexe Erfolge erzielt werden
konnen. Ein besonders extremes Beispiel stellt die Strukturlosung der Glycerinaldehyd-
phosphatdehydrogenase aus 7rypanosoma brucei dar. Hier wurden durch Sechsfachmittelung 63 % der
fehlenden Reflexe extrapoliert, die Startphasen wurden in diesem Falle jedoch iiber molekularen Ersatz mit
einem homologen Protein erhalten (Vellieux et al., 1993). Eine kurze Ubersicht geldster Strukturen in

Kombination mit NCS-Mittelung gibt Tabelle 4.2, auf die einzelnen Beispiele geht der folgende Text kurz

ein.
Protein kDa Startphasen NCS| A | Jahr |Referenz
GAP-Dehydrogenase 2124 MR 6 [2.4/1993 Vellieux et al., 1993
McKenna et al., 1992
DX174 ~6200| CpMV 12 AMR,EM | 60 |3.4/1992
Rossmann, 1995
50 S Ribosom Hefe ~1700 EM, Cluster 1996 | Thygesen et al., 1996
BTV blue tongue virus | ~4100 Cryo-EM, 30 |3.5|1997 | Grimes et al., 1997
Pseudoatommodell
ClpP 301 EM, HA 7/1412.311998 Wang et al., 1998
Hefe Polymerase 11 555 Cluster 5 | 1999 |Fu et al., 1999
70 S Ribosom ~2500 Cryo-EM/MR 7.811999 | Cate et al., 1999
RDV rice dwarf virus ~6520 ab initio, 15 |20 |1999 |Naitow et al., 1999
Pseudoatommodell

50 S Ribosom

. . 1~1700 EM, HA, MR MCA|2.4|2000|Ban et al., 2000
Haloarcula marismortui

Tricorn-Protease 720 Cryo-EM/MR 3-9 12.212001 Bosch et al., 2001
Tricorn-Protease 720 Cluster 6 12.0/2001 |Brandstetter et al., 2001
Poliovirus ~8500 ab initio 30 | 3 {2001 Miller et al., 2001

Tabelle 4.2: Strukturen, die unter anderem durch den Einsatz von elektronenmikoskopischen Daten
und NCS-Mittelung gelost werden konnten. Die Einteilung erfolgte nach den Ausgangsbedingungen
der Startphasen. MR - molecular replacement, Cluster - Schwermetallcluster, HA - Heavy Atom,
EM - Elektronenmikroskopische Informationen, MCA - multi crystal averaging
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Molekulare Mittelung ist keine neue Methode in der Kristallographie (Rossmann and Blow, 1962), sie

wird jedoch in der Regel fiir hochsymmetrische Molekiile wie beispielsweise icosaedrischen Viren

eingesetzt wie z.B. ®X174 (McKenna et al., 1992; Rossmann, 1995; Miller et al., 2001), BTV blue-tongue
virus, (Diprose et al., 1999; Grimes et al., 1997; Grimes et al., 1999), RDV rice-dwarf virus (Naitow et al.,
1999). Eine aktuelle Ubersicht iiber icosaedrische Viren gibt (Reddy et al., 2001) Virus Particle Explorer -

VIPER, http://mmtsb.scripps.edu/viper/.

Die Polymerase Il aus Hefe wurde ebenfalls durch eine Kombination von Elektronenmikroskopie,
Rontgenkristallographie und mehreren Schwermetallclustern durch Phasenextension erfolgreich gelost (Fu
et al., 1999). Hierbei wurden die Schwermetallcluster zunédchst als punktformige Riesenatome in einer
Orientierung behandelt, um Startphasen aus einem MAD-Experiment zu erhalten. Durch Modifikation der
modellierten Schwermetallatome als sphérisches Modell mit einem gemeinsamen Schwerpunkt und den
Atomen in verschiedenen Orientierungen konnten Phaseninformationen bis zu 5 A erhalten werden. Eine
genauere Ubersicht iiber die Benutzung solcher Schwermetallcluster wird bei Thygesen et al. (1996) und

Knablein et al. (1997) gegeben.

Fiir makromolekulare Komplexe, deren Einheiten sich meist nur geringfiigig unterscheiden, wurde diese
Technik bereits mit Erfolg in der Strukturbestimmung der ClpP-Protease aus E.coli angewandt (Wang et
al., 1998). Hierbei wurde zunéchst ein Zylinder - entsprechend der aus den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen erhalten Ausmalle - als Modell verwendet. Die Positionierung des Partikels in der
Einheitszelle wurde durch die Lage der siebenzéhligen Symmetrieachse eindeutig bestimmt. Eine 14-fach-
Mittelung war erst nach anfanglicher Siebenfachmittelung moglich. Dadurch konnte die zweizéhlige Achse
des Molekiils eindeutig bestimmt und eine Mittelung bis zur Auflosungsgrenze der gesammelten Daten

durchgefiihrt werden.

Die Kombination von elektronenmikroskopischen Aufnahmen und Rontgenkristallographie fiihrte auch im
Fall der 50S und 70S Ribosomen-Struktur zum Erfolg (Thygesen et al., 1996; Ban et al., 2000; Cate et al.,
1999; Cate and Doudna, 2000; Cate, 2001). Anhand cryoelektronenmikroskopischer Aufnahmen wurden
Masken erstellt und diese in pseudoatomare Modelle im PDB Format umgewandelt. Dadurch vereinfachte
sich die Handhabung der elektronenmikroskopischen Daten wesentlich. Die Strukturlosung konnte analog

einem molekularen Ersatz mit dem pseudoatomaren Modell durchgefiihrt werden.
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Eine weitere Moglichkeit, die Umhiillende eines makromolekularen Komplexes zu erhalten, besteht in der
Anwendung von Kleinwinkelstreuung, wobei hier die Informationen direkt aus der Proteinlosung
gesammelt werden (Rees, 1990; Hao et al., 1999; Ockwell et al., 2000). AnschlieBend kann diese Hiille fiir
einen molekularen Ersatz, beispielsweise mit MOLREP (Vagin and Teplyakov, 1997) oder FSEARCH

(Hao, 2001), eingesetzt werden.

Im Fall der Tricorn-Protease konnte aufgrund der Packungsanalyse (siche Ergebnisse 4.1.3) eine Mittelung
mit den abgeleiteten NCS-Operatoren durchgefiihrt werden (Bosch et al., 2001), obwohl durch die
Translationssymmetrie keine echte neunfache Mittelung moglich war, da translationsverwandte Reflexe
nicht unabhéngig voneinander sind (Rossmann, 1995; Kleywegt, 1996; Kleywegt and Read, 1997;

Rossmann et al., 2001).

Abbildung 4.10 zeigt die Zunahme des Signal-zu-Rausch Verhiltnis in Abhingigkeit von der Anzahl der
unabhéngiger Kopien sowie den Bereich, in dem die Tricorn-Protease und die bereits erwahnten Beispiele

einzuordnen sind.
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Abb. 4.10: Zunahme des Signal-zu-Rausch Verhiltnis durch Mittelung in Abhéngigkeit von der
Anzahl der unabhéngigen Kopien eines Molekiils pro asymmetrischer Einheit.
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4.1.5 Ab initio Mittelung durch Phasenextension mit einer umhiillenden Maske

Aus cryo-elektronentomographischen Aufnahmen des Tricorn-Capsids (Walz et al., 1997; Walz et al.,
1999) wurde durch 3D-Rekonstruktion und Mittelung eine Hexamer-Maske mit einer nominellen
Auflésung von 13 A generiert (siehe Abbildung 4.11 a-c). Aufgrund der Verwendung eines inkorrekten
VergroBBerungsfaktors fiir die zur 3D-Rekonstruktion benutzten EM-Aufnahmen, muflte das Hexamer-
Partikel zunidchst isotrop um 8 9% geschrumpft werden, bevor es als umhiillende Maske fiir die
kristallographischen Daten eingesetzt werden konnte. Aus der geschrumpften Hexamer-Maske wurde
gemil der 32-Punktsymmetrie eine Monomer-Maske mittels eines einfachen Perl-Skripts erzeugt (siche
Abbildung 4.11 d). Die elektronenmikroskopischen Daten wurden mit dem EM program package (Hegerl,

1996) fiir den weiteren Einsatz in ein CCP4 Format umgewandelt.

Abb. 4.11: a) Tricorn-Capsid EM Aufnahme. b) 3D-Rekonstruktion des Capsids.
c) Ausgeschnittenes Hexamer aufgrund der icosahedrischen Symmetrie. d) Durch 32-
Punktsymmetrie erzeugte Monomer-Maske in Aufsicht und Seitenansicht. Die so erzeugte
Monomer-Maske wurde fiir ab initio Mittelung bei niedriger Auflésung als Startmaske zur
Unterscheidung zwischen Protein und Solvens eingesetzt und kontinuierlich mit steigender
Auflosung weiter verfeinert.
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Abb. 4.12: Schematische Darstellung der Mittelung und die dazu verwendeten Programme.
Der grau schattierte Kasten reprisentiert die Ausgangsinformationen, die durch elektronen-
mikroskopische Aufnahmen gewonnen wurden. Mit dem Programm 6d-RAVE (Kleywegt et al.,
1992) wurden die bereits vorhandenen elektronenmikroskopischen Informationen in Form eines
Maskenmodells mit den rontgenkristallographisch erhaltenen Daten vereinigt und eine
nichtkristallographische Mittelung der Daten durchgefiihrt. Mit dem Programm DM (CCP4, 1994)
wurden die Start NCS-Operatoren kontinuierlich mit Zunahme der hinzugefiigten Reflexe hoherer
Ordnung verfeinert. Nach Aktualisierung der Monomer-Maske und der NCS-Operatoren wurde ein
neuer Mittelungszyklus mit 6d-RAVE (Kleywegt et al., 1992) gestartet. Wenn es zu keiner
signifikanten Verbesserung in Bezug auf die Korrelation zwischen gemessenem und berechneten
Strukturfaktor bzw. einer Erh6hung der NCS-Korrelation kam, wurde ein neuer Mittelungszyklus
unter Hinzunahme von weiteren Reflexen hoherer Ordnung gestartet.

Abbildung 4.12 fait die verfolgte Strategie fiir die ab initio Mittelung in einem Schema zusammen. Die
NCS-Operatoren wurden aufgrund der 32 Punktsymmetrie und des Translationsvektors fiir die zwei
moglichen Packungsmodelle errechnet und sukzessive mit steigender Auflosung verfeinert. Als
Qualitdtskriterium diente der Rpuor und die Konnektivitidt der berechneten Elektronendichten. Zudem
wurde die Korrelation zwischen elektronenmikroskopischer Dichte und gemittelter Dichte visuell auf

Ubereinstimmungen iiberpriift.
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Mit Zunahme der Auflésung wurden mehr Details im Inneren des Hexamers sichtbar, die auch in der EM-
Struktur bereits zu erkennen waren und nicht durch Einsatz der Monomer-Maske eingefiihrt wurden, so

daf3 sich eine Losung als richtig erwies.

Abbildung 4.13 zeigt den Verlauf der Mittelung anhand der R-Faktoren bzw. der Korrelationsstatistiken
der beiden moglichen Packungsmodelle (TOHO, T60H60) in Abhédngigkeit von der verwendeten
Auflésung. Ebenfalls in diese Abbildung integriert ist die Anzahl der verwendeten Reflexe fiir die

entsprechende Auflésungsgrenzen.
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Abb. 4.13: Vergleich der R-Faktor und Korrelations-Statistiken der beiden mdoglichen
Packungsmodelle TOHO und T60H60 in Abhingigkeit von der Aufldsung (in A) nach ab initio
Mittelung mit einer umhiillenden Monomer-Maske. Die Mittelung erfolgte zunichst in 1 A
Schritten mit einer Anfangsauflosung von 45 - 30 A in jeweils 10 Mittelungszyklen pro
Aufldsungsschale. Ab einer nominellen Auflsung von 10 A erfolgte die Phasenextension in
0.5 A Schritten, ebenfalls mit 10 Mittelungszyklen. Der exponentielle Anstieg der Anzahl der
verwendeten Reflexe in Abhingigkeit von der Aufldsung (in A) ist ebenfalls dargestellt.

Der kurzfristig sprunghafte Anstieg des R-Faktors bei einem neuen Mittelungszyklus unter Einbeziehung
noch nicht gemittelter Reflexe hoherer Ordnung ist charakteristisch fiir dieses Verfahren. Jedem neu
hinzugefiigtem Reflex wird zunichst eine willkiirliche Phase zugeordnet. Erst durch die anschlie3ende
Mittelung und Phasenextension stabilisiert sich die Phaseninformation in Abhéngigkeit von der bereits
vorhandenen Phaseninformationen der niederen Ortsfrequenzen fiir jeden hinzugefiigten Reflex. Aus
diesem Grunde ist es wichtig, eine moglichst genaue Kenntnis der Kristallpackung und kristallographische

Daten bei niedrigen Ortsfrequenzen zu haben.
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. /(0,0,0) c

Abb. 4.14: a) Schnitt durch eine Elektronendichte Darstellung des TOHO Modells bei einer
nominellen Aufldsung von 6 A entlang der dreizihligen Symmetrieachse. b) Schnitt durch eine
Elektronendichte Darstellung des T60H60 Modells bei einer nominellen Aufldsung von 6 A
entlang der dreizdhligen Symmetrieachse. Beide Elektronendichten wurden normiert und sind
bei einem Konturierungslevel von 1.5 o dargestellt. ¢) Schematische Darstellung der
Einheitszelle als Packungsmodell entlang der dreizéhligen Symmetrieachse (1) und in
Seitenansicht (2-3). Das Packungsmodell wurde durch Positionieren der elektronen-
mikroskopischen Dichte und unter Anwendung der C2 Symmetrie erstellt.

Eine Diskriminierung der beiden Packungsmodelle voneinander ist aufgrund der gezeigten Statistiken
nicht moglich. Durch den direkten Vergleich der beiden Elektronendichten kann jedoch das TOHO Modell
aufgrund der etwas hoheren Konnektivitdt favorisiert werden (Abbildungen 4.14 a+b). Abbildung 4.14 ¢

zeigt zur Verdeutlichung den Aufbau einer Einheitszelle in verschiedenen Perspektiven.

Rot skizziert ist jeweils in den drei Ansichten ein Homohexamer der Tricorn-Protease. Anhand des
Packungsmodells konnte der korrekte VergroBBerungsfehler der 3D EM-Rekonstruktion ermittelt werden,
da eine nicht isotrop um 8 % geschrumpfte Dichte zu groBflichigen Uberlappungen der einzelnen

Hexamere gefiihrt hétte.
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Da die Konnektivitdt der gemittelten Dichte nicht weiter verbessert werden konnte, wurde der Versuch
unternommen, eine Multi-Doménen-Mittelung (MDA - multi domain averaging) durchzufiihren. Unter
Multi-Doménen-Mittelung versteht man die getrennte Mittelung des Trimers (nahe dem Ursprung) und des
translatierten Hexamers (1/3 0 1/3) mit jeweils einer eigenen Maske. Der Vorteil dieser Methode liegt zum
einen darin, zumindest flir das Trimer gute Resultate zu erhalten. Zum anderen kann die Ungenauigkeit des
Translationsvektors, der ausschlieflich iiber Pattersonmethoden bestimmt wurde, durch zyklische NCS-

Optimierung des translatierten Hexamers minimiert werden.

Abbildung 4.15 zeigt einen statistischen Vergleich der bisherigen Neunfachmittelung und der Multi-
Doménen-Mittelung in Abhingigkeit von der Auflosung. Ein deutlicher Unterschied wird vor allem im
Verlauf des R-Faktors sichtbar. Bis zu einer nominellen Aufldsung von 7.5 A ist kein wesentlicher Anstieg

des R-Faktors zu erkennen, bei der Neunfachmittelung betrigt der Anstieg 10 %.
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Abb. 4.15: Vergleich von Korrelation und R-Faktoren zwischen Neunfachmittelung und
Multi-Doménen-Mittelung in Abhingigkeit von der Auflosung in A. Fiir die Multi-Doménen -
Mittelung werden zwei Monomer-Masken bendtigt, eine fiir das Trimer und eine fiir das
translatierte Hexamer. Anschliefend erfolgt die Mittelung dieser beiden Bereiche unabhéngig
voneinander. Aufgetragen wurde jeweils nur der letzte Mittelungszyklus pro
Auflosungsschritt, insgesamt erfolgte auch hier die Mittelung iiber 400 Einzelzyklen.

Um die Qualitéit der Elektronendichte besser beurteilen zu konnen, wurde anhand einer durch molekularen

Ersatz (MR - engl. molecular replacement) erhaltenen Losung mit den Koordinaten 1K32 (Brandstetter et

al. 2001) ein Stiick einer a-Helix (Asp855 - Gly877) exemplarisch in Abbildung 4.16 hervorgehoben.
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Der Verlauf einer a-Helix ist bei geringen Phasenfehlern bereits in Elektronendichten mit einer nominellen
Auflésung von ca. 6 A erkennbar. Die Abbildungen 4.16 a-c zeigen die Elektronendichten nach neunfacher

ab initio Mittelung. Wie aus der Abbildung 4.16 b ersichtlich ist, kann die C,-Hauptkette in der 8 A

Darstellung der Elektronendichte nach Neunfachmittelung weitgehend nachvollzogen werden. Allerdings

ist eine Zuordnung der Seitenketten auch bei héherer Auflésung von 5 A noch nicht méglich.

Abb. 4.16: Gegeniiberstellung einer a-helikalen Region bei
unterschiedlichen Auflésungen nach ab initio Neunfachmittelung
(a-c) bzw. Multi-Domédnen Mittelung (d-f) im Vergleich zur MR-
Losung (g+h). In Rot ist der a-helikale Bereich von Asp855 bis
Gly877 hervorgehoben. Die Elektronendichte ab 10 im Radius von
6 A um die C,-Hauptkette ist in den Bildern a bis h in griin als
Gittermodell dargestellt.

a) 12 A Elektronendichte nach Neunfachmittelung. b) 8 A
Elektronendichte nach Neunfachmittelung. ¢) 5 A Elektronendichte
nach Neunfachmittelung. d) 12 A Elektronendichte der MDA. ¢) 8
A Elektronendichte der MDA. Hier ist bereits der Verlauf der C-
Hauptkette erkennbar. f) 5 A Elektronendichte der MDA. Die C,-
Hauptkette ist noch weitgehend erkennbar, eine Zuordnung der
Seitenketten ist jedoch nicht méglich. g) 2.2 A Elektronendichte
der MR-Losung, die Elektronendichten der Seitenketten sind gut
definiert h) 6 A Elektronendichte der MR-Lésung. Aufgrund des
geringeren Phasenfehlers ist selbst bei einer nominellen Auflosung
von 6 A der Hauptkettenverlauf gut zu erkennen.
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Die Abbildungen 4.16 d-f zeigen die Elektronendichten nach Multi-Doménen-Mittelung bei den gleichen
nominellen Auflosung wie in Abbildung 4.16 a-c. Eine bessere Interpretierbarkeit der Elektronendichte im
Vergleich zur Neunfachmittelung ist erkennbar. Jedoch ist auch hier keine Seitenkettenzuordnung moglich.
Die Elektronendichten in Abbildung 4.16 g+h wurden anhand der MR-Losung bei 2.2 A respektive 6 A

berechnet. Da im Falle einer MR-L6sung der Phasenfehler geringer ausfillt als bei der ab initio Mittelung,

ist selbst bei 6 A die Hauptkette der a-Helix deutlich zu erkennen.

Die folgende Abbildung 4.17 zeigt anhand der einzelnen Aminosiurereste eines Monomers, wie gut die
Ubereinstimmung zwischen den Koordinaten 1K32 und den gemessenen Daten in der Raumgruppe C2 ist.
Die mittlere Korrelation zwischen den verwendeten Koordinaten und der berechneten Elektronendichte
betrdgt 0.927, der mittlere R-Faktor 0.072. Bis auf geringe Abweichungen der Seitenketten ist der Verlauf

der C,-Hauptkette nahezu identisch.
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Abb. 4.17: Korrelation und R-Faktor der einzelnen Aminoséurereste (39-1061) der
MR-L6sung mit 1K32 zur Elektronendichte der Tricorn-Kristalle in Raumgruppe
C2. Eine gute Ubereinstimmung ist anhand des Graphen zu erkennen.

Die MR-L6sung bestitigt somit das TOHO Packungsmodell und die 1 1/2 Hexamere in der asymmetrischen

Einheit, mit einem gravierenden Unterschied - dem Translationsvektor des versetzten Hexamers.
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Der Translationsvektor wurde aufgrund des Pseudo-Ursprungspeaks mit Hilfe des Programms MOLREP
(Vagin and Teplyakov, 1997) mit (0.339 0.000 0.339) bestimmt. Aus der MR-Losung ging jedoch ein
Translationsvektor von (0.331 0.000 0.331) hervor, dies entspricht einer Abweichungum 2.2 A, 0 A, 1.9 A

von der tatsdchlichen Position.

Die verfeinerte Position des translatierten Hexamers nach Multi-Doménen-Mittelung betrug in
fraktionellen Einheiten (0.3348 0.000 0.3324) bei einer nominellen Aufldsung von 3 A. Abbildung 4.18
zeigt, wie sich die Position des Hexamers in Abhingigkeit von der Auflosung verdndert und zu einer
Position konvergiert (schwarzer Kreis). Der griine Kreis stellt die Position der durch molekularen Ersatz
ermittelten Position des Hexamers dar. Ausgehend von den korrekten NCS-Operatoren wurde das
Mittelungsprotokoll erneut zu Testzwecken gestartet. Bei einer nominellen Aufldsung von 3 A wird dabei

eine zum molekularen Ersatz nahezu identische Position erreicht (blauer Kreis).

A 715
714
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O/.//
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\O
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81,8 82 82,2 82,4 82,6 82,8 83 83,2 83,4 83,6 83,8 A

Abb. 4.18: Darstellung der absoluten Position (in A) des translatierten Hexamers. In rot dargestellt
und mit Strichen verbunden sind die einzelnen Positionen in Abhédngigkeit von der verwendeten
Auflésung (10 A bis 3 A). Der schwarze Kreis zeigt die Position des Hexamers nach der Mittelung
bei einer Aufldsung von 3 A, der griine Kreis die tatséichliche Position des Hexamers, bestimmt durch
molekularen Ersatz. Blau reprédsentiert die Position des Hexamers nach einer Testrechnung mit den
korrekten NCS-Operatoren bei 3 A.
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4.1.6 NCS-Mittelung - Problematik Tricorn-Protease

Wie bereits zuvor erwéahnt, wurde die Maske eines Tricorn-Partikels aus elektronenmikroskopischen 3D-
Rekonstruktionen erhalten (Walz et al., 1997; Walz et al., 1999). Eine Monomermaske wurde durch
Anwendung der 32 Punktsymmetrie generiert, und um einen Vergroferungsfehler zu kompensieren,
isotrop um 8 % geschrumpft (Bosch et al., 2001). Die Kalibrierung der VergroBerung
elektronenmikroskopischer Aufnahmen ist, bezogen auf atomare Auflosung, nicht sehr verldBlich weil

dabei Abweichungen von bis zu 5 % auftreten konnen (Rossmann et al., 2001).

Ein pseudoatomares Modell wurde entsprechend der erwarteten Menge an Atomen aus der
Elektronendichte des Hexamers generiert und fiir den molekularen Ersatz eingesetzt. Zum damaligen
Zeitpunkt waren diese Optionen fiir niedrig aufgeloste Modelle noch nicht in dem Programm MOLREP
(Vagin and Teplyakov, 1997) implementiert. FSEARCH (Hao, 2001) befand sich noch in der
Entwicklung. Das Programmpaket CNS 1.1 (Briinger et al., 1998) ist nicht in der Lage mit einem
pseudoatomaren Modell zu arbeiten. Ein molekularer Ersatz mit diesem pseudoatomaren Modell konnte

nicht zur Phasierung der Struktur verwendet werden.

Generell mufiten die meisten Software-Pakete an die Dimensionen der Tricorn-Protease angepallt werden,
da diese in der Regel nicht fiir Strukturen mit ca. 100000 Atomen ausgerichtet waren. Auch eine
Limitierung des Arbeitsspeichers von 1 Gigabyte fiihrte im Falle der RAVE-Mittelung zu einer
Beschrinkung des verwendeten Gridintervalls auf 1 A in allen Achsen fiir die Elektronendichtekarten.
Empfohlen wird jedoch 1/3 bis 1/4 der maximalen Auflésung. Bei einer Aufldsung von 2.2 A entspriiche

dies einem Gridintervall von 0.7 - 0.5 A bzw. einem Arbeitsspeicherbedarf von ca. 2.5 Gigabyte.

Die Datensammlung an ID09 fiihrte zu einen hochredundanten Datensatz, der bis auf 75 Reflexe im
Aufldsungsbereich von 223 - 45 A vollstindig war, die Anzahl der einzigartigen Reflexe bis zu einer
Auflésung von 2.2 A betrug 525533. Abbildung 4.19 zeigt die Vollstindigkeit des Datensatzes in Bezug
auf die Auflésung, der rote Balken markiert die Aufldsungschale im Bereich von 45 - 5.97 A, in der die
oben genannten 75 Reflexe nicht gemessen werden konnten. Anhand der Tabelle sind die exakten Werte
fiir die einzelnen Auflosungsbereiche und deren Redundanz abzulesen. Wie bereits in Kleywegt (1996)
angesprochen und in Wang et al. (1998) und Cate (2001) hervorgehoben wurde, ist es wichtig, einen
moglichst hochredundanten und vollstindigen Datensatz fiir die Mittelung einzusetzen, da es ansonsten zu

fragmenthaften Dichten in den Randbereichen zwischen Solvens und Protein kommt.
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Auflosung in A Vollstindig | Redundanz | Reflexe

100 _ 45 597 98,7 4.0 26968
597 4,74 100 4.1 26682

] _ 4,74 4,14 100 4.2 26653

4,14 3,76 100 42 26538

3,76 3,49 100 42 26595

3,49 3,29 100 4.2 26485

329 3,12 100 42 26534

95 3,12 2,99 100 4.1 26469
B 2,99 2,87 100 4.1 26501

2,87 2,77 100 4.1 26463

2,77 2,69 100 4.1 26493

2,69 2,61 100 4.1 26541

2,61 2,54 100 4.1 26436

2,54 2,48 100 4.1 26453

90 - 2,48 242 100 4.1 26462
2,42 2,37 100 4.0 26446

2,37 2,32 99.9 4.0 26448

Tt 1 1 1T Tt Tt Tt T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 717 2’32 2,28 98’4 4.0 26485
SRILAJAERIZRITAZLYESIEI] 228 224 94,4 3.8 26407
TOXES T T oM O N a0 M o W S S\l N I SNl o\ I N I SVl S N I SNl N Il N\ } 224 220 89,9 3.0 26441

Abb. 4.19: Darstellung der Vollstdndigkeit in Prozent des nativen ID09 Datensatzes in Abhangigkeit
von der Aufldsung in A. Neben der grafischen Darstellung sind in der Tabelle die exakten Werte
inklusive der gemessenen Redundanzen pro Auflosungsschale aufgefiihrt.

Reflexe niederer Ortsfrequenzen bestimmen vorwiegend den Trennbereich zwischen Solvens und Protein
und sind somit fiir eine Abgrenzung duBerst wichtig. Es ergeben sich jedoch mehrere Probleme bei der

Datensammlung dieser Reflexe.

Bedingt durch den gegebenen Aufbau einer Mef3station kann eine Messung der niederen Ortsfrequenzen
unmoglich sein, da beispielsweise der Detektorabstand nicht zu noch ldngeren Distanzen hin variiert
werden kann. Hinzu kommt die Problematik der Absorption der Rontgenstrahlen durch Luft im Bereich
zwischen Kristall und Detektor und dadurch zu einer Verfilschung der Intensititen. Dieser Effekt kann

durch ein mit gasformigen Helium gefluteten Strahlengang minimiert werden.

An manchen MeBstationen ist die Distanz zwischen Kollimator und Beamstop limitiert. Idealerweise sollte
man einen punktformigen Beamstop direkt auf die Beryllium-Platte des CCD-Detektors anbringen, um
moglichst alle niederen Ortsfrequenzen bis auf den F (0, 0, 0) Reflex zu messen. Da die Intensititen mit
geringerer Auflosung zunehmen, ist es notwendig, entweder den Primérstrahl der Rontgenquelle zu
attenuieren oder die Belichtungsdauer so weit zu minimieren, dafl es zu keinen iiberséttigten Reflexen
kommt. Zudem ist es wichtig, den Rontgenstrahl auf den Detektor direkt nicht aber auf den aufgesetzten
Kristall zu fokussieren, um eine moglichst kleine Fliche pro Reflex in Bezug auf die zur Verfligung

stehende Detektorflache zu erhalten (Cate, 2001).
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Die Datensétze werden in zwei Laufen gesammelt, zunichst ein hochaufgeloster, anschlieBend ein niedrig
aufgeloster Datensatz. Eine gute Ubersicht iiber MeBstrategien wird bei Dauter (1999) gegeben. Da meist
jedoch die Zeit an einer MefBstation limitiert ist, mufl in der Regel ein Kompromill zwischen nahezu

perfekten und brauchbaren Daten gefunden werden.

Anhand einer berechneten Selbstrotationsfunktion mit dem Programm MOLREP (Vagin and Teplyakov,
1997) und der Interpretation einer nativen Pattersonmap konnte das Tricorn-Hexamer-Partikel in der
asymmetrischen Einheit positioniert werden. Fiinf mogliche Packungsmodelle wurden auf ihre Konsistenz
mit den beobachteten Daten verglichen, jedoch durch Untersuchungen der Hohe des Pseudo-
Ursprungspeaks konnten die Packungsmodelle auf nur zwei Moglichkeiten reduziert werden. Eine
makroskopische Packungsanalyse, wie sie beispielsweise in Bachmann et al. (1989), Bacher et al. (1992)
oder Meining et al. (1995) mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Gefrier-Atz-Priparaten durchgefiihrt
wurde, war im Fall der Tricorn-Protease nicht notwendig, da sie nicht zu einer Unterscheidung der beiden

Moglichkeiten hétte beitragen konnen.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, war das Ziel dieser Arbeit unter anderem durch Kombination
elektronenmikroskopischer mit rontgenkristallographischen Daten eine Phasierung zu atomarer Auflosung
zu ermoglichen. Versuche, geeignete Schwermetallderivate zu erhalten, schlugen fehl. Eine Tabelle der
gemessenen Schwermetallderivate ist im Anhang 8.1 aufgefiihrt. Da somit fiir die Phasierung der Struktur
keinerlei Phaseninformation aus Schwermetallderivaten eingesetzt werden konnte, wurde der Versuch
unternommen, die Struktur ausschlieBlich durch Phasenextension unter Einsatz einer aus
elektronenmikroskopischen 3D-Rekonstruktionen erhaltenen Maske zu losen (Lunin et al.,2000; Roversi et

al., 2000).
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4.1.7 NCS-Mittelung - Schluf3folgerung

Die aus der Mittelung hervorgegangenen Dichten wurden nachtraglich mit der Dichte verglichen, welche
sich aus dem molekularen Ersatz ergab. Daraus lieen sich riickwirkend Schliisse fiir weitere ab initio

Mittelungsexperimente ziehen.

Zunichst wurde die in Abbildung 4.12 vorgestellte Mittelungsprozedur anhand von Tricorn-Testdaten
verifiziert. Ausgehend von den idealen NCS-Operatoren und der aus dem molekularen Ersatz erhaltenen
Position des Hexamers wurden Mittelungsversuche mit Monomer-Masken bei verschiedenen Auflésungen
gestartet. Die Monomer-Masken entsprachen dabei nicht den tatsdchlichen Monomeren der Tricorn-
Protease, sondern wurden geméiB der 32 Punktsymmetrie willkiirlich erzeugt. Als Datensatz dienten
einerseits echte Daten (ID09), andererseits ein aus den Koordinaten generierter Datensatz ohne Rauschen
sowie ein um die fehlenden 75 Reflexe aufgefiillter Datensatz. Abbildung 4.20 zeigt den Verlauf des R-

Faktors in Abhingigkeit von der Auflosungsgrenze, zu der gemittelt wurde.
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Abb. 4.20: Verlauf des R-Faktors in Abhidngigkeit der Auflésungsgrenze unter unterschiedlichen
Startbedingungen. Die Mittelung wurde jeweils ab einer Auflosungsgrenze von 20 A gestartet. Als
Startdichte wurde eine 30 A Elektronendichte verwendet. Diese Elektronendichte wurde anhand der
Losung aus dem molekularen Ersatz berechnet.
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Abb. 4.21: Elektronendichtekarten der verschiedenen Modellrechnungen bei einer Auflésung von 6 A.
Exemplarisch wird nur ein kleiner Teil der Elektronendichte gezeigt. Der p6-Propeller von Met39 bis
Asp310 ist rot hervorgehoben. a) Ergebnisse der Mittelung mit realen Daten. b) Ergebnisse der Mittelung
mit reinen Modell-Daten. c) Ergebnisse der Mittelung mit einem vervollstindigten Datensatz. Bei diesen
Mittelungen wurde jeweils ohne eine Anfangsdichte gemittelt, d-f zeigen die Ergebnisse nach Mittelung
ausgehend von einer Startdichte, die einer 30 A Elektronendichte entspricht. d) Ergebnisse der Mittelung
mit realen Daten. ) Ergebnisse der Mittelung mit reinen Modell-Daten. f) Ergebnisse der Mittelung mit
einem vervollstindigten Datensatz. Der Vergleich der Elektronendichten der ersten Reihe (a-c) mit denen
der zweiten Reihe (d-f) zeigt deutlich einen qualitativen Unterschied. Wenn eine Startdichte bei geringer
Auflosung an der richtigen Position bereits vorgegeben wird, werden die Phasendatensitze scheinbar
stabilisiert. Zwar ist in ¢ ebenfalls ein Propeller zu erkennen, allerdings verzehrt und verschoben. Ein
moglicher Grund konnte bei Skalierungsfehlern zwischen niedrig aufgeldsten EM-Strukturfaktoren und
rontgenkristallograpisch ermittelten Strukturfaktoren liegen.

Eine zuverldssige Skalierung der elektronenmikroskopischen Daten wire wiinschenswert, ist aber nicht
notwendigerweise erforderlich, da zunéchst verschieden skalierte Masken, Elektronendichten oder
pseudoatomare Modelle in einem brute force approach auf ihre Verwendbarkeit hin iiberpriift werden
konnten. Vorraussetzungen dafiir wiren allerdings ausreichende Computerresourcen und eine
parallelisierte Software, die in der Lage ist mit verschiedenen Masken, Elektronendichten oder
pseudoatomaren Modellen zundchst einen molekularen Ersatz durchzufiihren, diese Ergebnisse
miteinander zu vergleichen und anschlieBend zu gewichten. Anhand der Gewichtung konnten ein oder

mehrere erfolgsversprechende Modelle fiir eine anschlieBende ab initio Mittelung eingesetzt werden.
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Um zuverldssige Ergebnisse erzielen zu konnen, miifite auch die Datensammlung der niederen
Ortsfrequenzen optimiert werden, um moglichst (bis auf den F (0, 0, 0)-Reflex) vollstindige

kristallographische Datensétze zur Verfiigung zu haben.

Es konnte somit prinzipiell gezeigt werden, dal3 diese Vorgehensweise fiir weitere Projekte von Nutzen
sein konnte, falls beispielsweise molekularer Ersatz mit homologen Proteinen oder Derivatisierung des
Proteins nicht moglich wéren. Es muf jedoch eine grobe Vorstellung der Proteinhiille bei einer Auflésung

von ca. 40 - 20 A vorhanden sein.

Denkbar wére auch die Konstruktion eines pseudoatomaren Modells aus verschiedenen ,,Grundtopologien
unter Beriicksichtigung von Symmetrie und Grée des Molekiils, wie in Abbildung 4.22 schematisch zu
sehen ist. Eine kritische Analyse der Randbereiche nach wenigen Mittelungszyklen zu héherer Auflosung
konnte Aufschliisse iiber den tatsdchlichen Verlauf der Maske geben und gegebenenfalls durch

Modifikation der Startmaske zum Erfolg fiihren.

a

Abb. 4.22: Schematische Darstellung moglicher Grundtopologien makromolekularen Komplexe.
a) Homotrimer ohne zentrale Pore; mit einer zentralen Pore (Trilobed-Protease) und als
Homohexamer (Tricorn-Protease). b) Homohexamer ohne zentrale Pore; Homohexamer mit zentrale
Pore; Hexamer bestehend aus zwei Untereinheiten; Hexamerringe aus zwei Untereinheiten;
gemischte Hexamerringe aus zwei Untereinheiten (Thermosom). ¢) Heptamer ohne zentrale Pore;
Heptamer mit zentrale Pore; Heptamerringe (GroEL)
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4.1.8 Strukturlosung der C2-Kristallform durch molekularen Ersatz mit 1K32

Anhand der Koordinaten der Tricorn-Protease 1K32 in einer anderen Kristallform (Brandstetter et al.,
2001) konnte die C2-Kristallform der Tricorn-Protease durch molekularen Ersatz mit dem Programm
MOLREP (Vagin and Teplyakov, 1997) gelost werden. AnschlieBende Verfeinerung der Struktur mit dem
Programm CNS 1.1 (Briinger et al., 1998) erbrachte einen Ry = 26.2 % und einem Rgree = 27.2 %.
Durch TLS-Verfeinerung mit dem Programm REFMAC 5.1.24 (CCP4, 1994) konnte der Ry, = 24.3 %
bzw. Rpree = 25.6 % weiter gesenkt werden. Eine ausfiihrliche Analyse der Struktur mit PROCHECK
(CCP4, 1994) ist im Anhang 8.2 zu finden. Bis auf rotamere Anordnungen einzelner Seitenketten ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Koordinaten von 1K32 und der C2-Kristallform.

Abbildung 4.23 a zeigt die Anordnung der einzelnen Molekiile zueinander innerhalb der asymmetrischen

Einheit, die einzelnen Monomere sind in verschiedenen Farben dargestellt. In Abbildung 4.23 b ist
exemplarisch ein Monomer hervorgehoben. Das Monomer ist in fiinf Doméinen gegliedert, einen [36-
Propeller (gelb, M39-D310), einen B7-Propeller (blau, A326-K675), eine a/f Doméne (violett, S681-

G752), eine PDZ-Domine (rot, R761-D855) und einer katalytischen Doméne (griin, 856-N1061). Die
katalytischen Reste (H746, S965, D966) sind als Kalottenmodell dargestellt.

Abb. 4.23: a) Anordnung der neun Monomere in der asymmetrischen Einheit nach molekularem Ersatz;
die einzelnen Monomere sind in jeweils unterschiedlichen Farben als Bédndermodell und

Oberflichenmodell dargestellt. b) Darstellung der einzelnen Dominen der Tricorn-Protease [(6-

Propeller (gelb), p7-Propeller (blau), a/f Domine (violett), PDZ-Domaéne (rot), katalytischen Doméne
(griin). Als Kalottenmodell sind die katalytischen Reste hervorgehoben.
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Abbildungen 4.24 a + b zeigen die einzelnen Monomere des Homohexamers in Auf- und Seitenansicht, um
eine vereinfachte Zuordnung der einzelnen Ketten zu ermoglichen. Ein Monomer ist als Bandermodell
hervorgehoben, die Farbcodierung entspricht der vorhergehenden Abbildung 4.23 b. Deutlich zu erkennen
ist das Ineinandergreifen der einzelnen Monomere. Abbildung 4.24 c¢ zeigt erneut eine Ubersicht der

Tricorn-Protease, die Dominen sind hier farbcodiert.

a

Abb. 4.24: a) Aufsicht entlang der dreizéhligen Achse auf ein Homohexamer der Tricorn-Protease.
Monomere Untereinheiten sind in unterschiedlichen Farben als Oberflichen dargestellt. Ein
Monomer ist als Baéndermodell mit den einzelnen Doménen in verschiedenen Farben hervorgehoben.
b) Zwei Seitenansichten des Homohexamers. c) Ubersicht der Dominen innerhalb des
Homohexamers. Deutlich erkennbar ist die Ausbildung eines Ringes um die zentrale Pore durch die
7-Propeller (blau). d) Blick durch den $7-Propeller (blau) ausgehend von der zentralen Pore auf ein
aktives Zentrum, représentiert als Kalottenmodell der beteiligten Aminosdurereste.
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Der B7-Propeller bildet einen Ring um die zentrale Pore und trigt somit entscheidend zur Ausbildung und

Stabilisierung des Homohexamers bei. Durch Vergleich mit Abbildung 4.11 b kann gefolgert werden, daf3

jeweils drei B6-Propeller Doménen pro Homohexamer an der Bildung von Kontakten zu anderen [6-

Propellern benachbarter Homohexamere beteiligt sind, um die supramolekulare Struktur eines Capsids zu

ermoglichen. Abbildung 4.24 d zeigt einen potentiellen Weg durch den f7-Propeller, den ein Substrat zum

aktiven Zentrum laut Brandstetter et al. (2001) gehen konnte.

Anhand Abbildung 4.25 a kann man eine hohere Konzentration geladener Aminosdurereste im
Randbereich der zentralen Pore feststellen. Ausgehend von der zentrale Pore werden zudem noch
verzweigte hydrophobe Kavitdten ausgebildet (vgl. Abbildung 4.25 c). Diese Kavititen waren bereits in
den 3D-Rekonstruktionen der elektronenmikoskopischen Daten deutlich sichtbar (Tamura et al., 1996;

Walz et al., 1997; Walz et al., 1999).

Abb. 4.25: Verteilung der sauren (rot, Asp, Glu) und basischen (blau, Arg, Lys) Aminosédurereste.
a) Aufsicht entlang der dreizéhligen Achse, die zentrale Pore ist verhéltnismaBig stark von geladenen
Aminosduren umgeben. b) Seitenansicht der Tricorn-Protease. ¢) Medianschnitt entlang der griinen
Achse in Ausschnitt a.

60



ERGEBNISSE

[Surface Potential BEEE 5.7 0.000

Abb. 4.26: Verschiedene Ansichten der elektrostatischen Ladungsverteilung der Tricorn-Protease
berechnet mit dem Programm GRASP (Nicholls et al.,1991) bei einer Salzkonzentration von 200 mM. a)
Aufsicht entlang der dreizéhligen Achse. b) Seitenansicht. ¢) Ansicht entlang eines Medianschnitts
entsprechend der vorherigen Abbildung.

Abbildungen 4.26 a+b zeigt die elektrostatische Ladungsverteilung auf der Oberfliche des Hexamers bei

einer Salzkonzentration von 200 mM. In der aufgeschnittenen Seitenansicht sind groBflachige negativ

geladene Bereiche (rot) zu erkennen.
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4.2 Trilobed-Protease B-Propellerdoméine

4.2.1 Expression und Proteinreinigung

Die Expression erfolgte wie im Material- und Methoden-Teil beschrieben (vgl. Punkt 3.2.5.3). Das Protein
wurde in groBen Mengen exprimiert, pro Liter TB-Medium betrug die Ausbeute an gereinigtem Protein ca.
200 mg. Ein Aktivititstest zur Uberpriifung der Funktionalitit des Proteins war nicht mdglich, da es sich
um die nichtkatalytische Doméne handelt. Da die Domine mit einem C-terminalen Hisg-tag versehen war,
konnte als erster Reinigungsschritt eine Affinitditschromatographie mit Ni-NTA eingesetzt werden, siche

Abbildung 4.27.
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Abb. 4.27: a) 12.5% SDS-Gel der NiNTA Fraktionen und dazugehorigem Chromatogramm (b). 1 pl
Rohextrakt wurde nach Pelletieren des Zelldebris aufgehoben. Deutlich zu erkennen ist die
Uberexpression der Propellerdomine bereits im Rohextrakt. Jeweils 3 ul der gesammelten 1000 pl
Fraktionen wurden auf die verbleibenden Spuren des SDS Geles aufgetragen.

Die Fraktionen 5-16 wurden vereinigt und anschliefend tiber eine HiPrep 26/10 Desalting-Séule in den
Laufpuffer fiir den Anionenaustauscher umgepuffert. Um die Kapazitit des Anionenaustauschers durch die
Proteinmenge nicht zu iiberschreiten, wurden mehrere identische Reinigungen nacheinander durchgefiihrt,

exemplarisch ist eine Reinigung in Abbildung 4.28 zu sehen.
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Abb. 4.28: a) Chromatogramm nach der Anionenaustauschchromatographie und
entsprechendes 12.5 % SDS-Gel (b). Aufgetragen wurden jeweils 1 pl von 1000 pl pro
gesammelter Fraktionen. Da die Gesamtproteinmenge aus 1 Liter TB Medium nach der Ni-
NTA-Reinigung etwa 250 mg betrug, wurde die Anionenaustausch-chromatographie unter
identischen Bedingungen mehrfach wiederholt, um die maximale Bindungskapazitit des
Sadulenmaterials von ca. 50 mg/ml nicht zu {iberschreiten.

Die vereinigten Fraktionen wurden zum Abschlul noch iiber eine Superdex 75-Gelfiltrationssédule
gereinigt (siche Abbildung 4.29) und auf 30 mg/ml in Konzentratoren mit einer Ausschlu3groBe von 10
kDa aufkonzentriert. Ein Teil des Proteins wurde in 500 pl Aligouts bei —180 °C in fliissigem Stickstoff fiir

spatere Verwendung gelagert.
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Abb. 4.29: a) Chromatogramm nach dem Gelfiltrationslauf und entsprechendes 12.5 % SDS-
Gel (b). Aufgetragen ist jeweils 1 ul der 1000 pul pro Fraktion. Wie durch den Vergleich der
Abb. 4.27 und 4.28 zu ersehen ist, zerfdllt ein Teil der Doméne wéhrend der Reinigung.

4.2.2 Kristallisation der B-Propellerdoméine

Erste Kristallisationsansdtze wurden im Hanging-Drop-Verfahren bei verschiedenen Temperaturen (4 °C,

20 °C, 30 °C) mit identischer Proteinkonzentration, aber unterschiedlichen Mengen an Glycerin in der

Proteinlosung (0 %, 10 %, 20 %) in Sparse Matrix Screens angesetzt.

In mehreren Bedingungen konnten Mikrokristalle identifiziert werden. Bei 100 mM Natriumcitrat pH 6.5,

20% v/v 2-Propanol, 20% w/v PEG 4000 wuchsen lange diinne Nadeln, und unter 100 mM Natriumacetat

pH 4.6, 8% w/v PEG 4000 wuchsen dagegen grof3e Einkristalle, siche Abbildung 4.30. Diese Bedingung

wurde weiter auf pH-Optimum und Fallungsmittelkonzentration verfeinert, bis reproduzierbare Einkristalle

mit einer GroBe von 0.4 x 0.4 x 0.25 mm® in gro3en Mengen hergestellt werden konnten.
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Abb. 4.30: Bilder von Kristallen der p-Propellerdoméne der Trilobed-Protease.
a) Nadelbiindel aus Hampton Crystal Screen I Bedingung 40 (100 mM Natriumcitrat pH 6.5, 20% v/v
2-Propanol, 20% w/v PEG 4000). b) Kristalle aus Hampton Crystal Screen I Bedingung 37 (100 mM
Natriumacetat pH 4.6, 8% w/v PEG 4000). ¢) Einkristall unter optimierten Bedingungen gewachsen
(100 mM Natriumacetat pH 4.4, 20 mM MgCl,, 300 mM 1,6-Hexanediol, 10% w/v PEG 4000). Die
Aufnahmen B und C wurden unter polarisiertem Licht aufgenommen, die Kristalle sind ansonsten
farblos.

Beim Austesten der Kristalle an der Drehanode zeigte sich, daf3 die Kristallisationsbedingung nicht optimal
fir Messungen unter Cryobedingungen war, da sich beim Schockfrieren Eiskristalle bildeten. Dennoch
streuten die Kristalle bereits zu einer Auflosung von 2.7 A. Durch die einwirkenden Scherkrifte aufgrund
der unterschiedlichen Ausdehnung des Wassers war es dem Zufall iiberlassen, ob ein Kristall eine hohe

oder eine niedrige Mosaizitit aufwies.

Eine Optimierung der Kristallisationslésung durch Zusatz von steigenden Mengen an Glycerin und
kurzfristiges Uberfithren der Kristalle in diese Losungen fiihrte dazu, daB sich kaum mehr Eiskristalle
beim Schockfrieren des Kristalls bilden konnten (siehe dazu die folgenden Abbildungen 4.31 a und 4.31
b). Weiterhin konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Zunahme der Mosaizitiat und der Abnahme
der Natriumacetat-Konzentration und somit einer Verschiebung des pH-Wertes zu neutralem pH des

Tropfens beobachtet werden.

65



ERGEBNISSE

Abb. 4.31: Diffraktionsbilder mit charakteristischen Eisringen, a) aufgenommen an einer
Drehanode, eine hohe Mosaizitdit wird durch nicht optimale Einfrierbedingungen
hervorgerufen. Der Plattenrand entspricht einer Aufldsung von 3.5 A, Aw= 1°, t = 1200 s.
b) Diffraktionsbild aufgenommen an der Beamline BW6; die Einfrierbedingungen konnten
soweit optimiert werden, dafl die Mosaizitit durch das Einfrieren des Kristalls nicht weiter
erhoht wurde. Die Kristalle konnten allerdings nicht vollig eisfrei eingefroren werden. Der
Plattenrand entspricht einer Auflésung von 2.0 A, Aw=0.5°,t=15s.

4.2.3 Auswertung der Daten

Datenreduktion und Skalierung der Datensdtze erfolgte mit den Programmen MOSFLM v6.1 (CCP4,
1994) und SCALA (CCP4, 1994). Mit dem Programm TRUNCATE (CCP4, 1994) wurden die Intensitdten
in Strukturfaktoren umgewandelt. Als Raumgruppe wurde P2,2,2; anhand der ausgeloschten Reflexe mit
HKLVIEW (CCP4, 1994) identifiziert. Um jeweils einen vollstindigen Datensatz zu sammeln, wurde
anhand einer Einzelexposition die Orientierung des Kristalls mit der Option STRATEGY und TESTGEN
in MOSFLM (CCP4, 1994) im Rontgenstrahl bestimmt. Potentielle Schwermetallderivate wurden
zusétzlich mit der Option ANOMALOUS versehen, um die korrekte Datensammlungstrategie fiir eine

maximale Ausbeute an anomalen Daten zu ermitteln.

Tabelle 4.3 zeigt eine ausfiihrliche Statistik des hochauflésenden, nativen Datensatzes bis 2.0 A. Sofern es
moglich war, wurden die potentiellen Schwermetallderivate an der Absorptionskante des jeweiligen
Schwermetalls gemessen und per Fluoreszenzspektrum verifiziert, dal sich Schwermetallatome im
Kristallverbund befanden. Eine Zusammenfassung der gemessenen Schwermetallderivate ist in Tabelle 4.4

gegeben.
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Datensammlung Trilobed B-Propellerdoméne, nativ
X-ray Beamline, Wellenldnge BW6, 1.0713 A
Detektor MAR CCD 130 mm
Raumgruppe P2,2,2,
Einheitszelle in A 54.93, 88.22, 154.03
Auflésung 19.96 -2.0 A
Anzahl gesammelter Reflexe 856280

Anzahl einzigartiger Reflexe 45304

Mosaizitit 0.49°

Wilson B-Faktor 50 A2

I/o(I) 44.7 (4.5)

Rinerge 0.029 (0.354)
Vollstandigkeit 88 (95.6)

Tab. 4.3: Statistik des nativen Datensatzes der Trilobed -Propellerdoméne gemessen an
BW6 DESY, Hamburg. Die Zahlen in Klammern beschreiben die hdchste
Aufldsungsschale von 2.07-2.00 A.

Schwermetal Ir; PtBry PtClg ReCl ReO UAc
Beamline BW6 BW6 BW6 BW6 BW6 ID14-1

Wellenldnge 1.1051A | 1.0713A 1.0713 A 1.1762 A 1.1762 A 0.933 A
Einheitszelle in A

a 54.87 54.82 54.92 54.87 55.07 55.33
b 88.09 88.50 88.18 87.63 88.72 88.44
c 153.99 153.89 153.93 154.09 153.96 153.99
Auflossung | 20-29A | 20-25A | 20-25A | 20-29A | 20-29A | 20-2A
Mosaizitit 549 485 446 881 756 512
Us(D) 215(6.8) | 18.6(2.8) | 27.6(4.6) | 189(4.8) | 159(7.0) | 6.4(2.0)

Rumerge 0.033 (0.131)|0.044 (0.318)|0.024 (0.162)/0.029 (0.129)0.043 (0.107)|0.082 (0.349)
Vollstandigkeit | 99.8 (99.7) | 99.5(98.6) | 92.9(98.3) | 94.3(85.5) | 97.2(75.6) | 83.5(64.3)
Phasing Power 0.29 0.67 0.78 0.83 - 1.10
Bindungsstellen 6 9 6 5 - 10

Tab. 4.4: Statistik der gesammelten Schwermetallderivate BW6 DESY, Hamburg beziehungsweise
ID14-1 ESRF, Grenoble. Die Schwermetallderivate wurden jeweils an ihrer spezifischen
Absorptionskantenwellenlinge gemessen, um ein vorhandenes anomales Signal zu maximieren.

67



ERGEBNISSE

4.2.4 Phasierung und Strukturlésung

Erste Schwermetallpositionen wurden automatisch bis zu einer Auflosung von 2.5 A mit Hilfe des
Programmes SOLVE (Terwilliger et al., 1999) in wenigen Stunden gefunden. Aus der daraus
resultierenden Dichte konnte bereits die typische p-Propeller-Struktur erkannt werden. Desweiteren war
eindeutig zu erkennen, daB3 sich zwei Monomere in der asymmetrischen Einheit befanden. In den
folgenden Abbildungen wird der Ubersicht halber jeweils nur ein Monomer (Molekiill A) der

asymmetrischen Einheit dargestellt.

Eine Verfeinerung der Schwermetallpositionen und Uberpriifung der Hindigkeit erfolgte mit dem
Programm MLPHARE (CCP4, 1994). Dichtemodifikation und Verbesserung der Phasen mit
Phasenextension bis 2 A erfolgte mit dem Programm RESOLVE (Terwilliger, 1999). Die daraus
resultierende, normierte Dichte wurde zur automatischen Dichteinterpretation mit dem Programm MAID
(Levitt, 2001) und der bekannten Aminoséduresequenz eingesetzt. Das daraus resultierende Modell war
bereits zu etwa 50 % vollstindig und in der Aminosaduresequenz korrekt zugeordnet. Schleifenregionen

wurden von MAID (Levitt, 2001) nicht interpretiert, da diese in der Dichte zu schwach definiert waren.

Ausgehend von diesem ersten Strukturmodell wurden die fehlenden Regionen manuell mit dem Programm
O (Jones, 1991) hinzugefiigt und mit CNS 1.1 (Briinger et al., 1998) durch Modifikationen solange

verfeinert, bis keine weitere Verbesserung des freien R-Faktors mehr erbracht wurde (Rwoi= 25.9 %
Rpree= 31.5 %). 20 Zyklen TLS-Verfeinerung und weitere 30 Zyklen Positions-Verfeinerung der einzelnen

Atome mit dem Programm REFMAC 5.1.24 (CCP4, 1994) fiihrte zu einer wesentlichen Verbesserung des

freien R-Faktors (Rworc= 23.1 % Rgree= 27.6 %). Hierbei wurde jedes einzelne Blatt eines Propellers als

TLS-Gruppe definiert.

Eine ausfiihrliche Analyse der Struktur mit dem Programm PROCHECK (CCP4, 1994) befindet sich im
Anhang 8.3.
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4.2.5 Struktur der Trilobed B-Propellerdoméne

Wie aus Abbildung 4.32 zu ersehen ist, handelt es sich bei der Trilobed p-Propellerdoméne um eine
siebenbléttrige B-Propeller-Struktur. Jedes Blatt ist wiederum aus vier antiparallel verlaufenden f-

Faltblattern mit unterschiedlich langen Schleifenregionen aufgebaut. Die einzelnen -Faltblattstrange sind
zueinander verkippt, wodurch sich eine Ahnlichkeit mit einem Flugzeugpropeller ergibt. Dieser modulare
Grundbaustein ist in Archaea, Bacteria und Eukarya in unterschiedlichsten Proteinen mit einer Vielzahl
von Funktionen wie beispielsweise Signalgebung, Protein-Protein-Interaktion, Ligandenbindung oder
diverse enzymatische Funktionen vertreten (Paoli, 2001). Trotz einer geringen Sequenzhomologie
zwischen den strukturell bereits bekannten Propellerdoménen bleibt die Gesamttopologie mit Variationen
in den Schleifenbereichen und der Anzahl der Propellerblétter zwischen vier und acht erhalten.

Anzumerken ist, dal der Bereich von Aminosdure 125 bis 150 in Molekiil A und B in der bisherigen
Elektronendichte der Trilobed p-Propellerdomine nicht zu erkennen ist. Lediglich das Tripeptid PAW
(Aminoséure 138-140) wird durch hydrophobe Wechselwirkung mit dem Schleifenbereich in Molekiil B
(Aminosdure 194-197) im Kristallverbund arretiert (Vergleich Abbildung 4.43). Ebenfalls nicht
interpretierbar ist der N-terminale Bereich von Aminosdure 1 bis 10 und der C-terminale Bereich von

Aminosaure 348 bis 356.

Abb. 4.32: a) Aufsicht auf die p-Propellerdomine. b) Seitenansicht der f-Propellerdoméne. Zur
besseren Unterscheidung der einzelnen Blitter sind diese in verschiedenen Farben dargestellt und in
Klammern die damit assozierten Aminosiurereste, im Uhrzeigersinn vom N-Terminus beginnend:
Blatt 1 griin (11-59), Blatt 2 pink (63-103), Blatt 3 rot (107-170), Blatt 4 blau (174-216), Blatt 5
cyan (219-256), Blatt 6 gelb (266-297) und Blatt 7 (304-347) violett.
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Im Gegensatz zu den meisten Propellerdoménen, beispielsweise von G-Proteinen oder Integrinen, zeigt die

B-Propellerdoméne der Trilobed-Protease keinen auf den ,,Velcro““-Mechanismus beruhenden Ringschluf3

des Propellers. Als ,,Velcro®“ oder KlettverschluB wird die Ausbildung des letzten Propellerblattes

bezeichnet, wenn dieses sowohl aus N-terminalen wie auch aus C-terminalen [-Faltblattstringen besteht.

Am héaufigsten ist das 1:3 Motiv zu finden.

Der Ringschlu3 erfolgt bei der Trilobed B-Propellerdomine wie auch bei der (-Propellerdoméne der
Prolyl-Oligopeptidase (POPase) aus Schwein (Fiilop et al, 1998) nur durch hydrophobe

Wechselwirkungen zwischen den Propellerbléttern eins und sieben. Eine schematische Darstellung ohne

Beriicksichtigung der tatsichlichen Liangenverhidltnisse der einzelnen (-Faltblattstringe bzw.

Schleifenregionen ist in Abbildung 4.33 a gegeben. Die Farbgebung der einzelnen Propellerblitter

entspricht der aus Abbildung 4.32, die Nummerierung der einzelnen f-Faltblattstringe eines
Propellerblattes erfolgt vom Zentrum der Struktur nach auflen hin. Die jeweiligen Propellerblitter sind mit

eingefarbten Zahlen kenntlich gemacht. Abbildung 4.33 b zeigt schematisch die héufigsten
KlettverschluBmechanismen fiir die Ausbildung einer p-Propellerdomidne mit vier anti-parallel

verlaufenden p-Faltblattstrangen.

C
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Abb. 4.33: a) Topologiediagramm der TLP p-Propellerdomine. Vom N-Terminus beginnend sind die

7

einzelnen Propellerblitter wie in Abb. 4.32 coloriert und nummeriert. Die jeweiligen (3-Faltblétter sind
vom Zentrum der Struktur ausgehend nach auBen nummeriert. Der RingschluB3 der Propellerstruktur
erfolgt tiber hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Propellerbléttern eins und sieben. b) Der
hiufigste Ringschluf3 einer Propellerdoméne erfolgt liber einen sogenannten Klettmechanismus.
Dabei wird das letzte Propellerblatt sowohl von N-terminalen wie auch C-terminalen f3-

Faltblattstringen gebildet. Exemplarisch sind nur Moglichkeiten mit vier anti-parallel verlaufenden f3-
Faltblattstrangen gezeigt wie sie beispielsweise in Sialidase (Crennell et al., 1996, 1SIL,1:3 Motiv),
RCCI1 (Renault et al., 1998, 1A12, 2:2 Motiv) und Nitritreduktase (Chen et al., 1998, 2BBK, 3:1
Motiv) vorkommen.
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Eine weitere Variation des KlettverschluBmechanismus wird durch die Ausbildung eines Propellerblatts

aus fiinf p-Faltblattstrangen oder unter Einbeziehung einer a-Helix erzielt. Nur bei den vierbléattrigen [3-
Propellerdoménen wird eine Stabilisierung der Gesamtstruktur durch Ausbildung von Disulfid-Briicken

erreicht.

Eine Darstellung der Bindungstellen der Schwermetallatome ist in Abbildung 4.34 zu sehen. Zur
Vereinfachung wurden nur Bindungsstellen in Molekiil A beriicksichtigt. Die Positionen der einzelnen
Schwermetallatome wurde durch Differenzdichteberechungen zwischen nativem und derivatisiertem
Datensatz und anschlieBendem automatischen Herausgreifen der hochsten Dichten mit dem Programm
Peakmax (CCP4, 1994) ermittelt. Durch die Kombination mehrerer Schwermetalldatensidtze konnten gute
Anfangsphasen mit dem Programm SOLVE (Terwilliger et al., 1999) ermittelt werden. Eine statistische

Auswertung der Daten wurde bereits in Tabelle 4.4 gegeben.

Ou Ort Ort OHg ORe @ Ir

Abb. 4.34: a) Schwermetallbindungsstellen in Molekiill A in der Aufsicht und b) in der
Seitenansicht. Die Bindungsstellen wurden durch Differenzdichteberechnungen zwischen dem
nativen Datensatz und den jeweiligen Schwermetall-Datensdtzen bestimmt. Da zwei
verschiedene Platinsalze fiir die Derivatisierung eingesetzt wurden, sind diese hier in
unterschiedlichen Farben dargestellt (violett PtBry, griin PtCly).

Wie eingangs erwéhnt befinden sich zwei Molekiile in der asymmetrischen Einheit. Nach Verfeinerung der
Struktur mit CNS 1.1 (Briinger et al., 1998) zeigen sich deutliche Unterschiede in Bezug auf die Verteilung
der B-Faktoren in beiden Molekiilen, wie aus Abbildung 4.35 zu sehen ist. Blau gezeigte Bereiche weisen

dabei einen niedrigen B-Faktor auf, rote oder gelbe Bereiche einen hohen. In Molekiil A liegt der

durchschnittliche B-Faktor bei 34 A%, in Molekiil B dagegen bei durchschnittlich 54 A?,
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Abb. 4.35: Verteilung der B-Faktoren in beiden Molekiilen, blau niedriger B-Faktor, rot hoher
B-Faktor. Der Gradient verlduft zwischen 15 und 80 A’ Die gelben Bereiche stellen

B-Faktoren >80 A dar. Bei genauer Betrachtung sind weitere Unterschiede zu erkennen, da
manche Bereiche in Molekiil A (a) zugeordnet werden konnten, nicht aber in Molekiil B (b)
und umgekehrt.

Die Unterschiede in den durchschnittlichen B-Faktoren lassen sich anhand der Kristallpackung erkliaren
(siche Abbildung 4.36). Molekiil A bildet Kristallkontakte zu drei benachbarten Molekiilen aus, Molekiil B
nur zu zwei benachbarten Molekiilen. Die Bereiche mit hohen B-Faktoren (Blétter 1, 2 und 7 in
Molekiil B) weisen eine hohe Flexibilitit und damit verbunden auch eine schlecht definierte
Elektronendichte in diesen Regionen auf. Haufig ist hier keine vollstindige Zuordnung der Seitenketten

moglich, teilweise ist auch die C-Hautpkette lediglich fragmentiert vorhanden.

Abb. 4.36: Ausschnittsansicht des
Kristallgitters der Trilobed -
Propellerdoméne erstellt mit
RASMOL (Sayle et al., 1995).
Niedrige B-Faktoren sind blau, rot
hohe B-Faktoren dargestellt.

Gut zu erkennen sind die flexiblen
Schleifenbereiche des Molekiils B
mit entsprechend hohen B-Faktoren.
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Nach Superposition der beiden Molekiile sind die Unterschiede in den Schleifenbereichen deutlich zu
erkennen, in blau ist Molekiil A und in rot Molekiil B dargestellt (siche Abbildung 4.37). Die Bereiche mit

besonders groen Unterschieden in der C,-Kette sind anhand der Aminoséurereste kenntlich gemacht.

Abb. 4.37: Superposition der C,-Hauptketten von Molekiil A (blau) und B (rot) der Trilobed

B-Propellerdomine in Auf- und Seitenansicht. Unterschiedliche Abschnitte wurden durch
Beschriftung der Start- und Endpunkte der jeweiligen Aminosdurereste hervorgehoben. In
Molekiil A (blau) sind folgende Aminosdurereste nicht in der Elektronendichte zuzuordnen:
His189-Lys198 und in Molekiil B (rot) Ala34-Lys40 sowie Asp341-Ala347. Die Bereiche von
Lys234-Glu242 und Tyr249-Glu253 weisen einen unterschiedlichen Kettenverlauf der C-
Positionen auf.

Aufgrund der pseudo-siebenfache Symmetrie der einzelnen Propellerblitter lassen diese sich ebenfalls
iibereinander legen und auf Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede hin untersuchen. Die einzelnen Blétter

unterscheiden sich allerdings in ihrer Gesamttopologie nur geringfiigig (siche Abbildung 4.38 a).
Abbildung 4.38 b verdeutlicht anhand eines Propellerblattes die Torsion der einzelnen B-Faltblattstrange

zueinander, so daf} es fast zu einer 90°-Verkippung zwischen dem ersten und vierten Strang kommt.

Wie aus Tabelle 4.5 ersichtlich ist, weisen die einzelnen Propellerblitter nur eine geringe Sequenzidentitét

fir die zur Deckung gebrachten Reste auf. Die entsprechenden C,-Atome der jeweiligen Blétter lassen

sich dennoch mit geringfiigigen Abweichungen iibereinander legen (vgl. Abbildung 4.38 a).
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Phell

Asn60

Abb. 4.38: a) Superposition der einzelnen Propellerbldtter der TLP-f Doméne. Blatt 1 ist als
Bindermodell hervorgehoben, die anderen Blitter des Propellers sind aus Ubersichtsgriinden als
Fadenmodell dargestellt. Die Farbgebung der einzelnen Propellerblitter erfolgte in Anlehnung an
Abbildung 4.32. b) Seitenansicht des ersten Propellerblattes vom Zentrum der Struktur ausgehend
betrachtet. Die einzelnen (-Faltblattstringe sind zueinander leicht verkippt, so dal zwischen dem
innersten und dem duBersten Strang ein deutlicher Torsionswinkel von nahezu 90° zu erkennen ist.

Blatt # Anzahl | Ubereinstimmung | Identische | r.m.s.d. | Strukturelle
Reste in C,-Atomen Reste in A Diversitit

1 50 18 16.7 % 0.96 5.45

2 44 24 16.7 % 0.83 2.68

3 44 21 19.0 % 1.52 6.38

4 40 19 15.8 % 0.87 4.46

6 40 25 28,0 % 0.99 2.93

7 44 25 32.0% 1.05 3.10

Tab. 4.5: Auswertung der durch Superposition mit dem Programm TOP (Lu, 2000) erhaltenen
statistischen Werte. Gezeigt sind die Anzahl der Reste der Propellerblitter und ihre jeweiligen
Ubereinstimmungen der C,-Atom-Positionen mit Blatt 5. Von den Ubereinstimmungen ausgehend
wurden die identischen Reste prozentual wiedergegeben. Anhand des r.m.s.d.-Wertes ist die
Abweichung der C,-Atome abzulesen. Aufgrund der strukturellen Diversitit zwischen zwei

Propellerbléttern konnen phylogenetische Beziehungen zueinander aufgezeigt werden.
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4.2.6 Strukturbasiertes Sequenz-Alignierung der B-Propellerblitter

Anhand der mit dem Programm TOP (Lu, 2000) superpositionierten Propellerblétter wurden funktionell
identische bzw. konservierte Reste identifiziert und mit den Programmen JOY (Mizuguchi et al.,1998) und
ClustalX (Thompson et al., 1997) aligniert. Abbildung 4.39 a zeigt die strukturbasierte Alignierung der
Aminosduresequenzen in Bezug auf die einzelnen Propellerblitter. In der topologischen Reprisentation
kann an der Hohe der Balken der Konservierungsgrad einzelner Reste abgelesen werden. Abbildung 4.39 b
zeigt eine mogliche evolutiondre Entwicklung der einzelnen Propellerblitter, berechnet mit ClustalX
(Thompson et al., 1997) aufgrund ihrer Sequenzhomologien zueinander und unter Ausschlufl von
Genaustausch zwischen den Spezies. Demnach sind die Blatter 6 und 7 die urspriinglichsten, die weiteren
Blitter konnten durch Genduplikation und Insertionen bzw. Mutationen in den Schleifenbereichen aus

ihnen hervorgegangen sein.

d
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Abb.  439: a) Strukturbasierte  Sequenz- |, Blatt 4
Alignierung der sieben  Blitter der -
Propellerdoméne berechnet mit Clustal X — Blatt 1
(Thompson et al, 1997). Die topologische

Darstellung stellt die konservierten Aminosiure-
positionen dar.

b) Phylogenetische Repréisentation der
Verwandschaft zwischen den einzelnen Blittern — Blatt 3
der Struktur. Die Blitter 6 und 7 sind die
urspriinglichsten aus denen die weiteren Blatter

— Blatt 2

—— Blatt 5
durch konservative Substitution beziehungsweise
Insertion von Schleifenbereichen hervorgegangen
sein konnten. — Blatt 6
L Blatt 7
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4.2.7 Oberflicheneigenschaften der Trilobed B-Propellerdomiine

In der folgenden Abbildung 4.40 sind die Oberflacheneigenschaften der TLP-f Propellerdoméne aufgrund
der Lage von geladenen und hydrophoben Aminosdureresten dargestellt. Deutlich sichtbar ist die
Anhidufung saurer Reste im Bereich der Pore. An der dem Cytosol zugewandten Seite zeigt sich eine
Gesamtverteilung der geladenen Reste, die an den siebenbléttrigen f-Propeller erinnert (Abbildung 4.40
a). Die Unterseite der Doméne, die in der Gesamtstruktur dem aktivem Zentrum zugewandt sein konnte, ist
dagegen von grof3flichigen hydrophoben Bereichen iiberzogen (Abbildung 4.40 b). Ebenfalls gut zu
erkennen ist die trichterformige Anordnung der Domine, die sich im Gesamtkomplex in Richtung auf das
aktive Zentrum der katalytischen Domine erweitert (Abbildungen 4.40 c+d). Abbildung 4.41 zeigt alle
Asparaginsdurereste eines Molekiils. An der Porendffnung entsteht durch eine Haufung von 9 sauren

Resten ein geladener Ring.

Abb. 4.40: a) Aufsicht und Verteilung der sauren (rot, Asp, Glu) und basischen (blau, Arg,
Lys) Aminosdurereste. b) Aufsicht und Verteilung der polaren (cyan, Ser, Thr, Tyr, His, Cys,
Asn, Gln), aromatischen (griin, Phe, Tyr, Trp) und aliphatischen (gelb, Ala, Gly, Ile, Leu, Met,
Pro, Val) Reste. ¢) Bodenansicht der sauren und basischen Reste. d) Bodenansicht der polaren,
aromatischen und aliphatischen Reste.
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Abb. 4.41: Aufsicht entlang der pseudo-
siebenfachen =~ Achse der TLP-f
Propellerdoméne. Als Stdbchenmodell
sind sdmtliche Asparaginsdurereste
hervorgehoben.

Nur die Reste, die sich unmittelbar in
der Néhe der Porenéffnung befinden,
sind entsprechend ihrer Position
gekennzeichnet. Sie sind an der
Ausbildung eines sauren  Ringes
beteiligt.

Abbildung 4.42 zeigt die elektrostatische Ladungsverteilung an der Oberfliche der TLP-8
Propellerdomine unter physiologischen Bedingungen, berechnet mit dem Programm GRASP (Nicholls et
al.,1991). In den beiden Schnitten ist die Ladungsverteilung innerhalb der Pore gut zu erkennen

(Abbildung 4.42 c). Der saure Ring ist im oberen Teil der Pore annéhernd geschlossen.

[Surface Potential [-26.589  -13.295 0.000

b

Abb. 4.42: Elektrostatische Ladungsverteilung berechnet mit dem Programm GRASP (Nicholls et
al.,1991) bei einer Salzkonzentration von 200 mM; die Anordnung des Molekiils entspricht der
vorherigen Abbildung. a) Aufsicht. b) Bodenansicht. c¢) Seitlicher Medianschnitt, um die
Ladungsverteilung innerhalb der Offnung sichtbar zu machen.
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4.2.8 Tripeptid PAW gebunden an Trilobed B-Propellerdoméne

Wihrend der Verfeinerungsprozedur konnte eine deutlich sichtbare Dichte zwischen beiden Molekiilen in
der asymmetrischen Einheit eindeutig der Aminosduresequenz PAW zugeordnet werden. Dieses Tripeptid
entspricht einem Teil des fehlenden Schleifenbereiches zwischen Aminosdure 125 - 150, genauer gesagt
handelt es sich um die Aminoséurereste 138 - 140. Abbildung 4.43 zeigt die beiden Molekiile in der
asymmetrischen Einheit nach B-Faktoren eingefarbt. Das Tripeptid ist als Stabchenmodell hervorgehoben
und mit der entsprechenden Elektronendichte bei einem Konturierungsgrad von 1.5 o umgeben. Eine

vergrof3erte Darstellung der Region, an die das Peptid gebunden ist, ist in Abbildung 4.43 b zu sehen.

Durch diese Interaktion wird der Schleifenbereich von Molekiil B in der Region von His189 bis Phe199 in
seiner Flexibilitit eingeschrinkt und kann in die vorhandene Elektronendichte modeliert werden. In

Molekiil A konnte dieser Bereich nicht zugeordnet werden, da selbst bei einem Konturierungsgrad von

0.5 o nur Fragmente des C-Riickgrats des Schleifenbereiches erkennbar waren.

Abb. 4.43: PAW-Tripeptid gebunden von einem Schleifenbereich (Pro194, GIn195, Tyr196, Phel97) in
Propellerblatt Nr. 4 von Molekiil B. Beide Molekiile sind entsprechend ihrer B-Faktoren eingeférbt. a)
Ubersicht einer asymmetrischen Einheit, die Elektronendichte um das Tripeptid ist mit einem

Konturierungsgrad von 1.50 in cyan dargestellt. b) AusschnittsvergroBerung der Peptidbindungsregion.
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Abbildung 4.44 a zeigt anhand einer Oberflichenreprisentation den Interaktionsbereich des Tripeptid PAW

eingefirbt nach hydrophoben und hydrophilen Aminosdureresten. Das Tripeptid ist als Stdbchenmodell

hervorgehoben und mit der entsprechenden Elektronendichte bei einem Konturierungsgrad von 1.50 in
blau umgeben. Abbildung 4.44 b zeigt eine elektrostatische Ubersicht der beiden Molekiile in der
asymmetrischen Einheit als halbaufgeschnittene GRASP (Nicholls et al.,1991) Darstellung. Der griine
Pfeil deutet die Peptidbindungstelle zwischen den beiden Molekiilen an. Moglicherweise dient der in die
Peptidbindung involvierte Schleifenbereich (His189 - Phel199) der Substraterkennung und -zufiihrung zum
aktiven Zentrum der Trilobed-Protease. Weitere rontgenkristallographische Untersuchungen kénnten eine

Antwort auf diese Frage geben.

a b

Abb. 4.44: a) Verteilung der polaren (cyan, Ser, Thr, Tyr, His, Cys, Asn, Gln), aromatischen (griin,
Phe, Tyr, Trp) und aliphatischen (gelb, Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Pro, Val) Reste im Bereich der
Peptidbindung. b) Elektrostatische Ladungsverteilung unter physiologischen Bedingungen in dieser
Region. Das Peptid wurde in dieser Abbildung aus Ubersichtsgriinden nicht dargestellt, der griine Pfeil
deutet die Peptidbindungsstelle an.
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4.3 Trilobed-Protease

4.3.1 Expression und Proteinreinigung der Trilobed-Protease

Die Expression erfolgte wie im Material- und Methoden-Teil dieser Arbeit beschrieben (vgl. Punkt
3.2.5.2). Das Protein konnte in groBen Mengen von 30 mg pro Liter TB-Medium isoliert werden. Anhand
eines Aktivitdtstest (siche Punkt 3.2.6.5) wurden die aktiven Fraktionen nach den jeweiligen

Reinigungsstufen ermittelt und vereinigt.

Das intakte Protein wird als Trimer mit einer Gesamtmasse von ca. 220 kDa gereinigt, um im SDS-PAGE
Gel eine Monomer-Bande mit 72 kDa zu erhalten, muflite der SDS-Auftragspuffer zusitzlich mit 0.1%
TCA Endkonzentration versetzt werden. Abbildung 4.45 zeigt zwei SDS-PAGE Gele nach einer
hydrophoben Interaktionschromatographie des hitzegefdllten Rohlysats. Die Fraktionen 4-108 wurden

vereinigt und iiber Nacht im Auftragspuffer der Anionenaustauschchromatographie dialysiert.
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Abb. 4.45: 12.5% SDS-PAGE der Fraktionen nach hydrophober Interaktionschromatographie.
Spur I enthélt 1 pl Rohextrakt nach AufschluB der Zellen; Spur II 1 pl des hitzegefillten,
abzentrifugierten Uberstandes. In den Spuren III + IV sind das hitzegefillte, resuspendierte Pellet
bzw. 1 pl des DurchfluBes der hydrophoben Interaktionssdule zu sehen. Die weiteren Spuren sind
entsprechend der gesammelten Fraktionsnummern benannt, es wurden jeweils 3 ul von 1000 pl
aufgetragen.
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Abbildung 4.46 zeigt ein SDS-PAGE Gel nach Anionenaustauschchromatographie. Deutlich erkennbar ist
die Zunahme der Homogenitét des Proteins im Vergleich zum ersten Reinigungsschritt. Die Fraktionen 2-

12 wurden vereinigt und anschlieBend auf eine Proteinkonzentration von 20 mg/ml eingeengt.

I M 23456 7 89101112131415 16

kDa ‘ N - ——
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45
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21,5

Abb. 4.46: SDS-Gel nach Anionenaustauschchromatographie. In Spur I wurde 1 pl der
vereinigten Fraktionen des 60-100% Waschschrittes aufgetragen. Deutlich zu sehen ist die
Abtrennung von Verunreinigungen, die stirker an die Séulenmatrix binden als die Trilobed-
Protease. Die Spuren 2-16 enthalten jeweils 3 pul von 1000 pl der gesammelten Fraktionen.
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4.3.1 Kristallisation der Trilobed-Protease

Abbildung 4.47 a zeigt 1 pl des konzentrierten Proteins auf einem 12.5% SDS-Gel. Erste
Kristallisationsansitze bei 20 °C im Hanging-Drop-Experiment eines Sparse-Matrix-Screens (Jancarik et
al., 1991; Cudney et al., 1994) fiihrte zu vielversprechenden Kristallen, wobei sich unter identischen
Bedingungen moglicherweise zwei unterschiedliche Kristallformen ausbilden, wie in Abbildung 4.47 b

und ¢ zu sehen ist.

Abb. 4.47: a) 12.5% SDS-PAGE der konzentrierten Proteinpréparation. b) Nadelformige

Kristalle der Trilobed-Protease mit einer maximalen Gréfe von ca. 800 x 80 x 80 um3 (20 °C,
18% PEG 8000, 2% MPD, 200 mM MgCl,, 100 mM MES pH 6.5). c¢) Oktaedrische Kristalle

der Trilobed-Protease mit einer maximalen Gréf3e von 40 x 20 x 20 um3 (20 °C, 18% PEG 8000,
6% MPD, 200 mM MgCl,, 100 mM MES pH 6.5). In beiden Fillen wachsen die Kristalle aus
prézipitiertem Protein, dadurch wird eine Fokussierung mit einer Digitalkamera erschwert.

Die nadelféormigen Kristalle sind bereits nach 48 h sichtbar und wachsen weitere 2-3 Wochen zu einer

maximalen GroBle von ca. 800 x 80 x 80 um3. Wihrend der Wachstumsphase 16st sich das Prizipitat
nahezu vollstindig auf. Die oktaedrische Kristallform erscheint nach ca. 4-6 Tagen, teilweise unter

identischen Bedingungen wie die nadelférmigen Kristalle. Ein signifikantes Wachstum ist nicht erkennbar

und das Prézipitat 16st sich nicht auf, die Dimensionen dieser Kristalle betrdgt ca. 40 x 20 x 20 um3 .

Eine Strukturlésung der Trilobed-Protease sollte durch einen molekularen Ersatz anhand der Trilobed f3-
Propeller Struktur moglich sein. Fiir den Fall, dafl die -Propeller Struktur in der Gesamtstruktur eine

deutlich andere Konformation als in der TLP—f3 Propellerdoméne einnimmt, sollten die bereits fiir die 3-
Propellerdomine gefundenen Schwermetallderivate auch fiir die Gesamtstruktur eingesetzt werden

konnen.
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5. Analyse und Diskussion

5.1 Tricorn-Protease

5.1.1 Funktion und Doméinenaufbau der Tricorn-Protease

Die Tricorn-Protease ist in fiinf Dominen unterteilt, sie enthélt zwei N-terminale B-Propellerdominen

(P6:M39-D310; B7:A326-K675), gefolgt von zwei o/ff Doméanen (C1:S681-G752; C2:R856-N1061), die
wiederrum durch eine PDZ-dhnliche Doméne (PDZ:R761-D855) voneinander getrennt sind. Die Lage der
PDZ-Domine wurde bereits von Ponting et al. (1999) korrekt vorhergesagt. Abbildung 5.1 gibt sowohl

einen schematischen wie auch einen raumlichen Aufbau der Tricorn Doménen wieder, die katalytischen

Reste (H746, S965, D966) sind als Kalottenmodell hervorgehoben.

4 po p7 PDZ
M39 - D310 A326 - K675 R761 - D855
Cl C2
S681 - G752 R856 - N1061

Abb. 5.1: a) Schematische Darstellung der b
Dominenorganisation der Tricorn-Protease pro
Untereinheit. Die beteiligten Reste der Doménen
sind mit Start- und Endpunkten angegeben.

b) Bédndermodell einer Untereinheit, die Farben
wurden entsprechend der Doménenorganisation
gewdhlt, die an dem aktiven Zentrum beteiligten
Reste sind als Kalottenmodell hervorgehoben. Der
B6-Propeller (gelb) liegt im peripheren Bereich
eines Tricorn Homohexamers, der P7-Propeller
(blau) bildet dagegen die =zentrale Pore des
Homohexamers aus.
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Abb. 5.2: a) Oberflichendarstellung des aktiven Zentrums der Tricorn-Protease nach
elektrostatischem Potential eingefédrbt. Die S1-Bindungsstelle ist sauer (rot), S2/S3 sind stark basisch
und S4/S5 leicht positiv geladen (Brandstetter et al. 2001). b) In blau ist die Elektronendichte eines
kovalent an S965 gebundenen Trideka-Peptid-Inhibitors zu erkennen (Kim et al. 2002).

Abbildung 5.2 zeigt eine AusschnittsvergrofSerung des aktiven Zentrums der Tricorn-Protease in einer
aufgeschnittenen Oberfldchendarstellung. Die beiden Reste H746 und S965 wurden sowohl durch
Mutationsstudien als auch durch kovalente Bindung von Inhibitoren bestdtigt, jedoch konnte bisher in
keiner der verdffentlichten Stukturen eine derartig inhibitorische Bindung zu D966 nachgewiesen werden.

Die Tricorn-Protease zdhlt somit zu der Familie der Serin-Proteasen, wie bereits eingangs erwihnt wurde.

Der katalytische Mechanismus des aktiven Zentrums sowie die Substraterkennung der Tricorn-Protease
wurde bereits in Brandstetter et al. (2001) und Kim et al. (2002) besprochen. Die Funktion der beiden (3-

Propellerdoménen bleibt jedoch unklar, wie im folgenden erldutert werden soll.
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Abb. 5.3: a) Struktur der Prolyl-Oligopeptidase in Seitenansicht und entlang der B-Propellerdoméne.
Das aktive Zentrum ist in beiden Ansichten als Kalottenmodell hervorgehoben. b) Seitenansicht und
Sicht entlang des B7-Propellers einer Untereinheit der Tricorn-Protease. Das aktive Zentrum ist
ebenfalls als Kalottenmodell hervorgehoben. Die Reste R369, R414, R645 und K646 sind als
Stabchenmodell hervorgehoben, sie bilden einen Verschlul3 zur Pore des 37-Propellers aus.

Brandstetter et al. (2001) folgern aus der Struktur der Prolyl-Oligopeptidase (Fiilop et al., 1998) eine
dhnliche Funktion fiir den f7-Propeller der Tricorn-Protease (TRI-7), siche Abbildung 5.3 a. In diesem

Falle wiirde durch den B7-Propeller das Substrat zum raumlich direkt darunterliegenden aktiven Zentrum

geleitet werden. Zuvor miifite jedoch der Verschlufl bestehend aus den Resten R369, R414, R645 und
K646 geodffnet werden.

Abbildung 5.4 a zeigt eine Tricorn 37-Untereinheit als Oberflichendarstellung saure und basische Reste
erscheinen rot bzw. blau gefarbt, mit Blick entlang dem TRI-B7-Propeller Kanal. Der VerschluB,

angedeutet durch einen griinen Pfeil, versperrt den Eingang des P7-Propellers zum darunterliegenden

aktiven Zentrum. Abbildung 5.4 b zeigt eine GRASP (Nicholls et al.,1991) Darstellung des
halbaufgeschnittenen TRI-f7-Propeller Kanals, in der Seitenansicht ist der Verschlu nochmals sehr

deutlich zu erkennen. Der weite TRI-[37-Propeller Kanal wird durch den blauen Pfeil angedeuet.

85



ANALYSE UND DISKUSSION

Abb. 5.4: a) Oberflichendarstellung einer Tricorn [7-Untereinheit nach sauren (rot, Asp, Glu) und
basischen (blau, Arg, Lys) Resten eingeférbt. Der griine Pfeil deutet den Verschlul zum aktiven Zentrum
an, der durch die Reste R369, R414, R645 und K646 versperrt ist. b) Elektrostatische Ladungsverteilung
im inneren des TRI-B7-Propeller Kanals (blauer Pfeil). Deutlich zu erkennen ist auch hier der Verschluf3
des Propeller Kanals (griiner Pfeil). c) Oberflichendarstellung der POPase entlang des Propeller Kanals
nach sauren (rot, Asp, Glu) und basischen (blau, Arg, Lys) Resten eingefarbt. In griin sind die Reste des
aktiven Zentrums hervorgehoben. d) Hypothetische Oberflachendarstellung einer Tricorn Mehrfach-
Mutante (R414A/D465A/K646A/A643-645) mit freiem Zugang durch den 7-Propeller Kanal auf die in
griin hervorgehobenen Reste des aktiven Zentrums.
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Im direkten Vergleich dazu ist in Abbildung 5.4 c eine Oberfldchendarstellung der POPase entlang des f3-
Propeller Kanals zu sehen. Hier ist ein deutlicher, frei zuginglicher Kanal zum darunterliegenden aktiven
Zentrum, dessen Reste in griin hervorgehoben sind, zu erkennen. Abbildung 5.4 d zeigt ein hypothetisches
Modell ebenfalls als Oberflichendarstellung einer Tricornuntereinheit Mehrfach-Mutante, mit den
Mutationen R414A/D465A/K646A/A643-645. Wie unschwer zu erkennen ist, wird der Kanal freigegeben,

und das Substrat konnte ungehindert zum aktiven Zentrum gelangen.

Erste biochemische Charakterisierungen dieser Mutante zeigen keine erhOhte Aktivitdt gegeniiber dem
Wildtyp (Tamura, personliche Korrespondenz). Diese Ergebnisse lassen zwei Schlu3folgerungen zu:
Erstens der B7-Propeller besitzt keine substratzufithrende Funktion zum aktiven Zentrum sondern dient nur
der Stabilitdt des Homohexameren Komplexes und zweitens, es existiert ein alternativer Weg fiir das

Substrat zum aktiven Zentrum.
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5.1.2 Alternativer Weg des Substrats zum aktiven Zentrum der Tricorn-Protease

Abbildung 5.5 a zeigt einen alternativen, frei zuginglichen Weg zum aktiven Zentrum (griin). Dargestellt

ist die Oberfldche des Molekiils nach sauren und basischen Resten. Im Vergleich zu Abbildung 5.4 d wurde

die Tricorn Untereinheit um ca. 45° nach links und etwas nach unten verkippt. Die Lage des TRI-7-
Propellers ist mit einem blauen Pfeil angedeutet. Benachbarte Untereinheiten blockieren den Zugang zum

aktiven Zentrum nicht, der Ubersicht wegen wurde aber auf diese Abbildung hier verzichtet.

Abbildung 5.5 b zeigt die Ladungsverteilung an der Oberfldache in diesem Bereich. Es besteht demzufolge
gar nicht die Notwendigkeit fiir das Substrat, durch den 7-Propeller zum aktiven Zentrum gefiihrt zu
werden. Ein Vergleich der Porendurchmesser an der engsten Stelle zwischen dem B7-Propeller und dem

alternativen Weg zeigt auch, da3 der alternative Weg weiter gedffnet ist als der 7-Propeller.

Abb. 5.5: Alternativer Weg zum aktiven Zentrum (griin) einer Tricorn Untereinheit. a) Mit einem blauen

Pfeil ist die Lage des TRI-f7-Propellers angedeutet, der Zugang iiber den alternativen Weg zum aktiven
Zentrum (griin) wird nicht durch benachbarte Untereinheiten im Tricorn-Hexamer oder Tricorn-Capsid
eingeschrinkt. b) Elektrostatische Ladungsverteilung berechnet mit dem Programm GRASP (Nicholls et
al.,1991) bei einer lonenkonzentration von 200 mM im Bereich des aktiven Zentrums.

88



ANALYSE UND DISKUSSION

Um die potentielle substratzufiihrende Funktion des PB7-Propellers zu unterbinden, wurde eine weitere
Mutante anhand der Strukturdaten entwickelt. Durch Ausbildung einer Disulfidbriicke innerhalb der Pore
des B7-Propellers zwischen den mutierten Resten (Arg414Cys, Ala643Cys) sollte der Zugang fiir ein
Substrat vollstindig versperrt werden. Abbildung 5.6 zeigt ein hypothetisches Modell einer TRI-B7-

Propellerdomine der Cysteindoppelmutante. Weitere biochemische wie auch rontgenkristallographische

Charakterisierungen werden ndtig sein, um eine eindeutige Klarung herbeizufiihren.

a b

Abb. 5.6: Hypothetisches Modell einer Tricorn-Cysteindoppelmutante (R414C, A643C) im
Eingangsbereich des TRI-B7-Propeller Kanals. a) Bidndermodell des TRI-B7-Propellers, die beiden
mutierten Reste sind als Stdbchenmodell hevorgehoben und bilden eine Disulfid-Briicke aus.
b) Oberflichendarstellung des TRI-B7-Propellers nach sauren und basischen Resten eingefarbt. Ein

Fadenmodell des TRI-B7-Propellers mit den beiden hervorgehoben Cysteinresten ist unter der
Oberflache zu erkennen.

Sollte sich nach Nachweis einer vorhandenen Disulfidbriicke durch rontgenkristallographische
Untersuchungen, eine dem Wildtyp dhnliche spezifische Aktivitit zeigen, wére dies ein Beweis fiir die
Substratzufiihrung zum aktiven Zentrum {iber den alternativen Weg. Dies wiirde nicht im Einklang mit den

von Brandstetter et. al, (2001) ver6ffentlichten Ergebnissen stehen.
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5.1.3 Ausbildung des supramolekularen Tricorn-Capsids

Wie aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen bereits ersichtlich (Walz et al., 1997; Walz et al., 1999),
werden in Thermoplasma acidophilum Tricorn-Capside in vivo wie auch rekombinant in vitro ausgebildet.
Den Tricorn-Capsiden wurde unter anderem die Funktion eines Geriistes zugeschrieben, an dem weitere
Aminopeptidasen tempordar binden bzw. mit der Tricorn-Protease interagieren, um die von der Tricorn-
Protease freigesetzten Peptidfragmente weiter in ihre Bestandteile - die einzelnen Aminosduren -

abzubauen und sie somit den Prozessen in der Zelle wieder zur Verfligung zu stellen.

Abbildung 5.7 zeigt ein an die Elektronendichte des Capsids angepaltes Tricorn-Hexamer in einer
Oberfldchendarstellung. Eine Untereinheit des Hexamers ist hier als Bandermodell hervorgehoben und
entsprechend der Doménengrenzen (vgl. Abbildung 5.1 b) eingefarbt. Gut zu erkennen ist die Ausbildung
von Kontakten zu benachbarten Tricorn-Hexameren, jeweils drei Untereinheiten sind an der
Kontaktbildung beteiligt (durch rote Markierungen angedeutet). Eine genauere Betrachtung der Kontakte

zwischen den einzelnen Tricorn-Hexameren wird in der folgenden Abbildung 5.8 gegeben.

Abb. 5.7: Raumliche Anordnung eines Tricorn-Hexamers in die Elektronendichte eines Tricorn-
Capsids. Die Kontaktstellen zu benachbarten Tricorn-Hexamere sind durch rote Markierungen
gekennzeichnet
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Abb. 5.8: Transparente Oberflachendarstellung benachbarter Tricorn-Hexamere entlang der fiinfzidhligen
Symmetrie eines Capsids von aulen (a) und innen (b) betrachtet. Die beteiligten Tricorn-Hexamere sind
als Bandermodell in unterschiedlichen Farben hervorgehoben. Die folgenden Abbildungen c-f zeigen
jeweils links die Kontaktflichen des ersten Hexamers und rechts im Bild die des zweiten Hexamers aus
dem in a rot angedeuteten Ausschnitt. ¢) Béndermodell und Oberflichendarstellung der Tricorn-
Hexamere entlang einer zweizdhligen Symmetrieachse. Die Reste des aktiven Zentrums sind als
Kalottenmodell hervorgehoben. d) Verteilung der polaren (cyan, Ser, Thr, Tyr, His, Cys, Asn, Gln),
aromatischen (griin, Phe, Tyr, Trp) und aliphatischen (gelb, Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Pro, Val) Reste.
e) Verteilung der sauren (rot, Asp, Glu) und basischen (blau, Arg, Lys) Reste. f) Verteilung der B-

Faktoren als Oberfldchendarstellung mit einem Gradienten zwischen 2 Az(blau) und 45 Az(rot).
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Abbildungen 5.8 a+b zeigen zunichst in einer Ubersichtsdarstellung die Anordnung der Tricorn-Hexamere
innerhalb eines Capsids entlang der fiinfzéhligen Symmetrieachse. Anhand der Oberfldcheneigenschaften
der Molekiile konnen mogliche Regionen fiir Interaktionen bei der Ausbildung eines Capsids ndher
untersucht werden. In Abbildung 5.8 c¢ kann anhand der unterschiedlich gefirbten Domédnen der
Untereinheiten leicht die zweizdhlige Symmetrieachse zwischen den beiden Hexameren erkannt werden.
Die weiteren Abbildungen d-f stellen die Oberflichen fiir beide Hexamere mit unterschiedlichen

Eigenschaften dar. Aus diesen Abbildungen 146t sich vermuten, daB3 beide Untereinheiten eng miteinander

interagieren konnen, da sie Komplementér aufeinander abgestimmt sind. Auffillig ist die C-terminale o-

Helix (Reste 1045-1060) wie in Abbildung 5.9 a mit griinen Pfeilen angedeutet ist.

Abb. 5.9: a) Nach B-Faktoren eingefirbtes Béndermodell zweier benachbarter Tricorn-Hexamere

innerhalb eines Capsids. Die zur c2-Doméne gehorende C-terminale a-Helix (griine Pfeile, Asp1045-

Argl060) konnte mit den Resten (rote Pfeile, DGKDLR, 260-265) der P6-Propeller-Doméne
interagieren und zur Ausbildung der Capsid-Struktur beitragen. Zudem konnten die 11 C-terminal
fehlenden Aminosédurereste (NWNEELPQRPS, 1061-1071), die in der vorhandenen Kristallstruktur
nicht zu erkennen waren, ebenfalls an der Wechselwirkung zum benachbarten Hexamer beteiligt sein.
b) Seitliche Oberflachendarstellung der Kontaktregion zwischen zwei benachbarten Hexamere (polar =
cyan, aromatischen = griin, aliphatischen = gelb, sauer = rot und basisch = blau). In der unmittelbaren
Kontaktregion ist ein hydrophober Bereich von geladenen Resten umgeben (schwarzes Oval). Bei der
Ausbildung der Capsid-Struktur wird dieser hydrophobe Bereich an drei Kontaktregionen pro Tricorn-
Hexamer weitestgehend vom hydrophilen Cytosol abgeschirmt. Die geladene C-terminale a-Helix ist
mit einem griinen Pfeil gekennzeichnet.
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Die fehlenden 11 C-terminalen Reste (1061-1071) der Tricorn-Untereinheit waren nicht in der
Elektronendichte zu erkennen und konnten ungeordnet und flexibel sein. Solche flexiblen Bereiche sind
nicht ungewohnlich in viralen Strukturen, wenn diese isoliert kristallisiert wurden. Im Gesamtverbund
kristallisiert dienen sie meist zur Verkniipfung und Stabiliserung ein oder mehrerer Untereinheiten (San

Martin et al., 2001).

Eine Wechselwirkung der verldngerten o-Helix (1045-1060) mit den Resten (260-265) der p6-

Propellerdomine konnte aufgrund der entgegengesetzt geladenen Reste zu einer starken Bindung fiithren

(rote Pfeile). Da an der Ausbildung der Kontakte fiir die Bildung eines Capsids jeweils drei 6-Propeller
pro Tricorn-Hexamer zumindest teilweise bendtigt werden, ist es fraglich, ob diese als Ausgang fiir die

prozessierten Peptidfragmente dienen konnen, wie Brandstetter et al. (2001) folgern.

Wie in der seitlichen Oberfldchendarstellung in Abbildung 5.9b zu sehen ist, wird eine grof3e hydrophobe
Flache von geladenen Resten umgeben. Durch den Kontakt zweier benachbarter Hexamere werden diese
hydrophoben Bereiche von der hydrophilen cytosolischen Umgebung abgeschirmt und unterstiitzen somit

ebenfalls die Ausbildung einer Capsid-Struktur.

Auch unter Beriicksichtigung der vorhandenen Kavitdten innerhalb eines Tricorn-Hexamers erscheint es
eher wahrscheinlich, daB3 die prozessierten Peptide entweder durch Diffusion wieder in die zentrale Pore
des Tricorn-Hexamers gelangen oder iiber eine weit gedffnete Pore zwischen den 6-Propellern zweier
benachbarter Untereinheiten entlassen werden. Abbildung 5.10 a zeigt schemenhaft die Umrisse eines
Tricorn-Hexamers und in rot hervorgehoben das verzweigte Netzwerk der Kavitidten. Die Berechnung der
Kavitidten erfolgte mit dem Programm MAMA (Kleywegt, 1992) nach dem Delaney-Algorithmus
(Delaney et al., 1992; Kleywegt and Jones, 1994). Als Kalottenmodell sind die Reste der aktiven Zentren
dargestellt. Abbildung 5.10 b gibt einen vergroBerten Ausschnitt aus Abbildung 5.10 a rdumlich und als
Biandermodell wieder. Deutlich sichtbar ist der Unterschied im Durchmesser der beiden moglichen
Substratwege zum aktiven Zentrum (griine Pfeile). Der p7-Propellerkanal ist abgesehen vom Verschluf3,
zwischen 5x10 A und 20x25 A weit, der Kanal des alternativen Weges dagegen ist am Eingang etwa

20x25 A geweitet und verjiingt sich zum aktiven Zentrum auf ca. 5x5 A.
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Abbildung 5.10 c zeigt die elektrostatische Ladungsverteilungen an der Oberflidche, berechnet mit dem

Programm GRASP (Nicholls et al.,1991) und einer lonenkonzentration von 200 mM, von zwei
benachbarten B6-Propeller eines Tricorn-Hexamers. Die obere der beiden Abbildungen entspricht der Lage
der TRI-p6 wie sie in Abbildung 5.9 b zu sehen ist. Durch eine Drehung um etwa 45° werden zwei Poren

zwischen den beiden B6-Propellerdomiinen deutlich sichtbar. Sie haben einen Durchmesser von 5x8 A und
stehen in direkter Verbindung mit dem zentralen Kavititennetzwerk. Sie wiren somit als potentielle

Ausginge fiir prozessierte Peptide denkbar.

Abb. 5.10: a) Schematische Darstellung des C
verzweigten Kavitidtennetzwerkes (rot) eines
Tricorn-Hexamers in der Aufsicht. b) VergroBerte
Darstellung des griin markierten Bereichs aus a.
Die Kavititen sind in rot gehalten und die
Doménen der Tricorn Untereinheiten sind als
Bindermodell bzw. das aktive Zentrum als
Kalottenmodell hervorgehoben. c) Austrittspore

zwischen zwei P6-Propeller Untereinheiten als
elektrostatische Oberflachendarstellung berechnet
mit dem Programm GRASP (Nicholls et al.,
1991). Die obere Abbildung entspricht der Lage
der PB6-Propellerdoménen aus b. Die untere
Abbildung zeigt die beiden Poren zwischen den
6-Propellerdoménen, mit einem Durchmesser
von ca. 5x8 A, die mdglicherweise als
Austrittspforte der prozessierten Substrate dienen
(griine Pfeile).
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5.1.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden der ab initio Mittelung fithrten zwar nicht zur gewiinschten
atomaren Struktur der Tricorn-Protease, es konnte jedoch gezeigt werden, daB3 ein groBes Potential in
dieser Methodik steckt und eine Weiterentwicklung sinnvoll erscheint. Im Fall der Tricorn-Protease
scheiterte der Versuch der ab initio Strukturlosung hauptsidchlich an der Ungenauigkeit der
Positionsbestimmung hervorgerufen durch die Pseudosymmetrie. Andere erfolgreiche Beispiele der ab

initio Mittelung sind in der Literatur vor allem bei Virusstrukturen zu finden.

Vor allem grof3e makromolekulare Komplexe, die bereits in der Vergangenheit elektronenmikroskopisch
untersucht wurden, konnten die notwendige Phaseninformationen fiir eine ab initio Mittelung zu hoheren
Auflésungen liefern. Meist ist hier eine Phasenbestimmung iiber Schwermetallderivate schwierig oder
unmoglich, obwohl geeignete Kristalle fiir rontgenkristallographische Untersuchungen zur Verfligung
stechen. Selbst wenn keine tomographischen Daten vorhanden sind, konnten aus 1D EM-Daten

Pseudoatommodelle konstruiert und diese fiir eine ab initio Mittelung eingesetzt werden.

Durch die Kombination der beiden Fachgebiete Elektronenmikroskopie und Rontgenkristallographie
konnten biologische Funktionsweisen sowie Interaktionen zwischen Proteinen und Untereinheiten auf
einer makroskopischen Skala betrachtet werden. In diesem Zusammenhang werden besonders die
Tomographie von ganzen Zellen und die verschiedenen, weltweiten laufenden Structural Genomics-
Projekte interessant. Erste Ziele solcher Projekte werden Proteine mit hohem, medizinisch oder biologisch
relevantem Interesse sein. Makromolekulare Komplexe werden zundchst aufgrund ihrer hdoheren
Komplexitét nur einzeln unter hohem Zeitaufwand bearbeitet werden konnen. Hier konnte die Methode der
ab initio Mittelung eingesetzt werden konnen und zu einer Zeitersparnis sowohl im Bezug auf der Suche
nach geeigneten Schwermetallderivaten wie auch in der Strukturlésung beitragen. Mit aus einer ab initio
Mittelung gewonnenen Anfangsphasen zu mittlerer Aufldsung von etwa 6 A kdnnten dann im spiteren
Verlauf Schwermetallpositionen sichtbar gemacht werden, die zuvor aufgrund der geringen Streukraft

einzelner Schwermetallatome nicht erkannt werden konnten.
Weitere Mutationsstudien, insbesondere solche die den TRI-f7 Kanal selektiv blockieren, werden fiir die

eindeutige Identifizierung des Substratweges von groflem Nutzen sein und miissen rontgenkristallo-

graphisch weiter untersucht werden.
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5.2 Trilobed-Protease

5.2.1 Funktion und Doméinenaufbau der Trilobed-Protease

Die Trilobed-Protease ist in zwei Dominen eingeteilt, einem N-terminalen siebenblittrigen B-Propeller

(M1-K348) und einer C-terminalen katalytischen Domine (T349-E620), die der Familie der o/f-
Hydrolase zugeteilt wurde. Abbildung 5.11 a gibt eine schematische Ubersicht der Trilobed-Protease
wieder, in Abbildung 5.11 b ist eine Sequenz-Alignierung der katalytischen Doméne eines Teils der S9C
Familie dargestellt (Rawlings et al.,2002). Der Ubersicht wegen wurden nur die Sequenzen der POPase
und Tricorn-Protease mit der Sequenz der Trilobed-Protease verglichen. Die Reste des aktiven Zentrums

sind durchgehend konserviert erhalten und in rot markiert.

a B7-Propeller Doméne katalytische Doméne
M1 - K348 T349 - E620

b

*::* *kkk : : : *: . * **k% * . * :*._*
TLP —-—-=-- LEIDGWYMKP-ELKEGE-—-———==—=——— KAPVIVFVHGGPKGMYGYY--FKYEMOLMAAKGYYIVYVNPRGSNGYSEDFALRVLTRTGLEDFQD 80
TRI == e e e e e e e PLIVYIHGGP-TSFSYA-SFLDRTSIYLGYGFNVFAPNYRGSVGKGRRYAELNVGDLGGKDFDD 62
POP_Maus VQYADLDFEAILLQPSNSPDKS-—-—-—-———---— QVPMVVMPHGGPHSSFVTAW-MLFP-AMLCKMGFAVLLVNYRGSTGFGQDSILSLPGNVGHQDVKD 86
POP_Schwein VQYAGLDFEAILLQPSNSPEKT-------——-——— QVPMVVMPHGGPHSSFVTAW-MLFP-AMLCKMGFAVLLVNYRGSTGFGQODSILSLPGNVGHQDVKD 86
POP_Mensch VQYAGLDFEAILLQPGSPPDKT---—===——=—— QVPMVVMPHGGPHSSFVTAW-MLFP-AMLCKMGFAVLLVNYRGSTGFGQODSILSLPGNVGHQDVKD 86
ruler 1l....... 100 20..cc0cnn 30cccecens 40..cc00e 50ccccc0ee 60..cc00ee 70ccececes 80.cccecen 90.cceees 100
: .33 . T @ W &y kg H it 5 g : : - SHET B . Sy
TLP ILNGIE--EFLKLEPQADRERIGITGISYGGYMTNWALT--QSDLFKAGISENGISYWLTSYAFSDIGLWFDKEVI----GE-NPLE---NENFRRLSPL 168
TRI VISGIE--FLK-NTGKIATDRIYITGGSYGGYMSALAVM--KTDIFRASVSLFGISDWVSFHGVSNLHLWDRLHMD---—~ A-DPWA---FKKYDEYSPI 148

POP_Maus VQFAVQ--QVLOEEH-FDARRVALMGGSHGGFLSCHLIG-QYPETYSACIARNPVINIVSMMGTTDIPDWCMVETGFPYSN-DYLPDLNVLEEMLDKSPI 181
POP_Schwein VQFAVE--QVLQEEH-FDAGRVALMGGSHGGFLSCHLIG-QYPETYSACVVRNPVINIASMMGSTDIPDWCMVEAGFSYSS-DCLPDLSVWAAMLDKSPI 181
POP_Mensch VQFAVE--QVLQEEH-FDASHVALMGGSHGGFISCHLIG-QYPETYRACVARNPVINIASMLGSTDIPDWCVVEAGFPFSS-DCLPDLSVWAEMLDKSPI 181

ruler ....... 110.ccceces 1200000 130ccecees 140.cc0e e 150.ccce0s 160....... 170 cecees 180....... 190. ... 200
B EEE KEE o o HE gEE =X o e 3 o33 oz *, o2
TLP FYAKNVKAPILLIHS-LEDYRCPLDQSLMFYHVLKDLGKEAYIAIFKRGAHGHS-——-—----—— e 221
TRI RIMHEPKTPTLLMHG-IKDPYVPIGQYYEFYRFLKEKNCEVRMIVFPREGHGFTEKEHIRRQYMETIRFMKDH--———===— 220
POP_Maus KYIPQVKTPVLLMLG-QEDRRVPFKQGLEYYHALKARNVPVRLLLYPKSTHALSEVEVESDSFMNTVLWLHTHLGS--—--- 256
POP_Schwein KYAPQVKTPLLLMLG-QEDRRVPFKQGMEYYRVLKARNVPVRLLLYPKSTHALSEVEVESDSFMNAVLWLCTHLGS-—----— 256
POP_Mensch RYIPQVKTPLLLMLG-QEDRRVPFKQGMEYYRALKTRNVPVRLLLYPKSTHALSEVEVESDSFMNAVLWLRTHLGS-—---~ 256
ruler ....... 210.ccawss 220..c004 230..c0000 240..v0s0 250.:casns 260....... 270.ceswns 280..

Abb. 5.11: a) Schematischer Uberblick der Dominenorganisation der Trilobed-Protease. Der N-
terminale Teil von Aminosiure 1-348 wurde in dieser Arbeit mit rontgenkristallographischen Methoden
untersucht. Der sich anschlieBende katalytische Teil der Protease ist als o/f-Hydrolase Domine durch
sequenzhomologien bestdtigt worden. b) Sequenz-Alignierung der katalytischen Doméne der Trilobed-
Protease (TLP), Tricorn-Protease (TRI), POPase aus Schwein, Maus und Mensch erstellt mit dem
Programm Clustal-X (Thompson et al., 1997). Die katalytischen Reste sind jeweils in rot
hervorgehoben.
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Durch eine Superposition der TLP-f3 Propellerdoméne mit Prolyl-Oligopeptidase (POPase) wurde eine

Chimire bestehend aus der katalytischen Doméne der POPase und der Trilobed p-Propellerdoméne
erzeugt. Diese Chimére diente als Zielmodell fiir eine Superposition mit einer mit dem Programm

LIBELLULA (Juan et al., 2002 ) vorhergesagten Struktur der C,-Positionen fiir die katalytische Doméne

der Trilobed-Protease. Abbildung 5.12 a zeigt die katalytische Domine der POPase (blau) und die
vorhergesagte katalytische Domiine der Trilobed-Protase (rot). Eine gute Ubereinstimmung der beiden
Strukturen bei einer Sequenzidentitit von 19.3 % spiegelt sich ebenfalls in einem niedrigen r.m.s.d. Wert

zwischen den katalytischen Doménen wieder, der fiir 259 C,-Positionen nur 0.67 A betriigt. Die Reste des

aktiven Zentrums der POPase sind als Stibchenmodell hervorgehoben, weitere Details zur

dreidimensionalen Strukturvorhersage sind im Anhang 8.4 zu finden.

Die iiber Sequenzhomologien und biochemisch bestdtigten Reste (Tamura, personliche Korrespondenz)
des aktiven Zentrums (Ser467, Asp547 und His581) sind in der vorhergesagten Struktur als
Stabchenmodell hervorgehoben. Die Propellerblitter sind vom N- zum C-Terminus im Uhrzeigersinn

angeordnet und wie bereits im Ergebnisteil dieser Arbeit eingefarbt. Die vorhergesagten C,-Positionen der

katalytischen o/f-Hydrolase Doméne sind in braun dargestellt.

In der Seitenansicht (vgl. Abbildung 5.12 b) ist zwischen den beiden Domaénen ein Spalt zu erkennen, der
mit einem griinen Pfeil gekennzeichnet ist. Da es sich hierbei nur um eine strukturelle Vorhersage handelt,
konnte dieser Spalt moglicherweise in der Gesamtstruktur nicht vorhanden sein. Sollte sich jedoch durch
rontgenkristallographische Untersuchungen erweisen, dal3 dieser Spalt vorhanden ist, konnte dies als
Ausgang fiir die Substrate oder auch als Zugang fiir groBBere Substrate dienen, wie es auch Harris et al.,
2001 fiir POPase aus Pyrococcus furiosus durch einen Klappmechanismus zwischen den beiden Doméanen
postulieren. Die Flexibilitdt der Doméinen zueinander wére allerdings nur in der Monomerform moglich,
als Trimer wire ein solcher Klappmechanismus mit der hier hypothetischen Anordnung des Trimers nur

schwer vorstellbar (vgl. Abbildung 5.14 b).
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Abb. 5.12: a) Superposition der katalytischen
Doméne der POPase (blau) und der mit
LIBELLULA (Juan et al., 2002) vorhergesagten
Struktur fiir den katalytischen Bereich der Trilobed-
Protease (rot). b) Hypothetisches Bandermodell in
Seitenansicht der Trilobed-Protease, zusammen-
gesetzt aus der rontgenkristallographisch erhaltenen
B-Propeller  Struktur  und  der  strukturell
vorhergesagten katalytischen Doméne (braun). Die
einzelnen Propellerblétter der TLP-f Doméne sind
wie bereits im Ergebnisteil dieser Arbeit eingeférbt,
wobei auf das erste N-terminale Propellerblatt
(grin) im Uhrzeigersinn die weiteren Propeller-
blétter folgen. Die Reste des aktiven Zentrums sind
in allen Ansichten als Stdbchenmodell hervor-
gehoben. ¢) Hypothetisches Bandermodell mit Sicht
entlang des B7-Propellers auf das aktive Zentrum.
Die absolute Lage der Seitenketten der katalytischen
Reste wurde durch Superposition des aktiven
Zentrum der POPase modeliert.

In der Aufsichtsdarstellung (vgl. Abbildung 5.12 c) ist erneut das Grundprinzip der rdumlichen Anordnung
des aktiven Zentrums unterhalb des p-Propeller Kanals zu erkennen. Noch deutlicher wird dies in der

Oberflachendarstellung mit Blick entlang des p-Propeller Kanals der Trilobed-Protease sichtbar (vgl.
Abbildung 5.13 a). Wie in anderen Abbildungen zuvor sind hier die am aktiven Zentrum beteiligten Reste

in griin hervorgehoben, die Oberflidche ist nach sauren (rot) und basischen (blau) Resten eingefarbt.
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Abb. 5.13: a) Oberflichendarstellung des hypothetischen Modells der Trilobed-Protease mit Blick
entlang des B7-Propellers auf das aktive Zentrum (griin) nach sauren (rot, Asp, Glu) und basischen (blau,
Arg, Lys) Resten eingefarbt. b) Verteilung der polaren (cyan, Ser, Thr, Tyr, His, Cys, Asn, Gln),
aromatischen (griin, Phe, Tyr, Trp) und aliphatischen (gelb, Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Pro, Val) Reste in
einem seitlichem Medianschnitt der Trilobed-Protease. Die Reste des aktiven Zentrums sind als
Stdbchenmodell hervorgehoben und teilweise sichtbar. Die Reste der katalytischen Doméne wurden

basierend auf der vorhergesagten Struktur eingefirbt. Die trichterformige Offnung der B-Propeller-
domine zum aktiven Zentrum ist gut sichtbar.

In der aufgeschnittenen Seitenansicht ist der trichterformige Verlauf des P7-Propeller Kanals mit der
geweiteten Offnung in Richtung des aktiven Zentrums deutlich zu erkennen (sieche Abbildung 5.13 b). Die
iiberwiegend hydrophoben Oberflaichen des geweiteten Kanals wurden als Hinweis fiir eine dem Cytosol
abgewandte Seite angenommen und darauf basierend ein hypothetisches Gesamtmodell der Protease
konstruiert. Die Reste des aktiven Zentrums sind in der halbaufgeschnittenen Darstellung als
Stabchenmodell dargestellt. Der Reaktionsraum ist iiberwiegend mit hydrophoben Resten ausgekleidet und

konnte einem globulédren Protein von ca. 7 kDa Platz bieten.
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5.2.2 Hypothetische Anordnung der Trilobed-Protease als Trimer

Die Reinigung der Trilobed-Protease erfolgt als intaktes Trimer, als solches ist es auch in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar. Abbildung 5.14 zeigt eine 3D-Rekonstruktion des
Trilobed-Trimers mit einer nominellen Aufldsung von 40 A (Tamura et al., unverdffentlichte Ergebnisse).
Aufgrund der geringen Auflosung wurde das hypothetische Modell einer Trilobed Untereinheit manuell in
die Elektronendichte angepalit. Abbildung 5.14 b zeigt die hypothetische Anordnung als Trimer. Auf eine
raumlich exaktere Beziehung der einzelnen Monomere zueinander kann aufgrund der fehlenden
rontgenkristallographischen Erkentnisse der katalytischen Domine nur spekulativ eingegangen werden.
Die Kontaktregion (griiner Pfeil) zwischen zwei Monomeren scheint komplementidr aufeinander
abgestimmt zu sein. Weitere rontgenkristallographische Untersuchungen sind ndétig um eine exaktere

Aussage treffen zu konnen.

Abb. 5.14: a) 3D-Rekonstruktion der Trilobed-Protease bei einer Auflosung von ca. 40 A. b)
Trimer-Modell nach einer manuellen Anpassung des hypothetisches Trilobed-Modells in die 40 A
Elektronendichte. Die TLP-f3 Propellerdoméne ist in griin hervorgehoben, die bislang unbekannte
und nur auf Strukturvorhersagen basierende katalytische Doméne hingegen in blau. In grau ist die
Oberfliche der Struktur dargestellt, der Ubersichthalber wurde auf eine iiberlagerte Darstellung
der Elektronenmikroskopischen Dichte verzichtet.
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5.2.3 Funktion der B-Propellerdoméine in der Trilobed-Protease

Durch einen Vergleich mit anderen Proteasen, die einen -Propeller in ihrer Struktur enthalten, lassen sich

mogliche Funktionen der -Propellerdoméne fiir die Trilobed-Protease ableiten. Im folgenden werden die

drei bislang bekannten Strukturen mit einer offenen ,,Velcro” Topologie nédher miteinander verglichen.

Einerseits wird durch den geringen Porendurchmesser des p-Propeller Kanals dem Substrat aufgrund des
GroBenausschluBBprinzip Mechanismus der freie Zugang zum aktiven Zentrum versperrt (Fiilop et al.,

2000; Polgar, 2002). Andererseits werden aber auch die Proteine in der Zelle vor unkontrolliertem Abbau

durch die B-Propellerdoméne vor der katalytischen Domine geschiitzt. Durch diese Kompartimentierung
konnen die katalytischen Funktionen der Protease in einer kontrollierten Umgebung spezifisch stattfinden

(Lupas et al., 1997).

Eine Substraterkennung oder Vorselektion der Substrate konnte moglicherweise anhand der
Oberflacheneigenschaften der B-Propellerdoméne stattfinden, bevor die geeigneten Substrate dem aktiven
Zentrum durch den f-Propellerkanal zugefiihrt werden. Denkbar ist auch eine Flexibilitdt des $-Propellers,

da im Falle der Trilobed-Protease der Ringschluf3 nicht auf dem ,,Velcro”’-Mechanismus beruht. Dadurch

konnte der Porendurchmesser wie in einem Atmungsprozess gedffnet und geschlossen werden (Andrade et

al., 2001). Moglicherweise stellt die Modellstruktur der Trilobed p-Propellerdoméne den gedffneten

Zustand des Propellers dar, da nur die nichtkatalytische Doméne kristallisiert wurde.

Ein Vergleich zwischen den B-Propellerdominen der Trilobed-Protease (a), POPase (b) und TRI-f7 (c)

wird in Abbildung 5.15 gegeben. In rot ist ein Fadenmodell unter der transparenten Oberflache der
jeweiligen Doméne zu sehen. Die Strukturen wurden mit Hilfe des Programms TOP (Lu, 2000) in den C—

Positionen superpositioniert und der Ubersicht halber nebeneinander dargestellt. Eine Seitenansicht der
drei Strukturen ist jeweils unter der Aufsicht zu sehen. In der dritten Zeile der Abbildung ist jeweils die
dem aktiven Zentrum zugewandte Seite der Propellerdominen gezeigt, dabei sind die polaren (cyan),

aromatischen (griin) und aliphatischen (gelb) Reste hervorgehoben.
Der Porendurchmesser im Eintrittsbereich der TLP-3 Propellerdoméne ist deutlich sichtbar weiter gedffnet

(@ 5x10 A) als es in der Struktur der POPase (@ 5x5 A) zu beobachten ist. Wie bereits zuvor besprochen,

wird dem Substrat im Fall der TRI-f7 Doméine durch die Reste R369, R414, R645 und K646 der direkte
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Weg zum aktiven Zentrum versperrt, so dafl keine freizugéngliche Pore sichtbar ist. Vergleicht man den
Durchmesser der drei Strukturen im Reaktionsraum zeigt sich, daB3 der TRI-B7 Propeller der engste mit
etwa 8x15 A ist, hier verlduft der Kanal eher tunnelartig ohne GroBeninderungen. POP-B7 und TLP-B7

haben #hnlich weite Reaktionsrdume mit einem Durchmesser von 20x20 A bzw. 20x25 A, wodurch sich

ein charakteristischer trichterférmige Kanal ergibt.

b

Abb. 5.15: Vergleich der f-Propellerdoménen in Auf- und Seitenansicht der Trilobed-Protease (a),
Prolyl-Oligopeptidase (b) und TRI-f7 Domine (c). Die einzelnen Strukturen wurden mit dem
Programm TOP (Lu, 2000) superpositioniert. Unter der transparenten Oberflache ist jeweils in rot ein
Fadenmodell der entsprechenden Doméne zu sehen. Der deutlich weiter gedftnete zentrale Kanal der
TLP-B gegeniiber der POPase ist gut sichtbar, wohin gegen kein Kanal bei der TRI-f7 Doméne zu
erkennen ist. Auffillig ist das fast kreisrunde Oberfldchenprofil der TLP-B gegeniiber den beiden
anderen Strukturen, die eher oval und gestaucht wirken. Der Vergleich der Innenseiten der
Propellerdoménen eingefdrbt nach Verteilung der polaren (cyan, Ser, Thr, Tyr, His, Cys, Asn, Gln),
aromatischen (griin, Phe, Tyr, Trp) und aliphatischen (gelb, Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Pro, Val) Reste
zeigt deutliche Unterschiede zwischen den Strukturen auf.
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Der Vergleich der Oberfldachen zeigt, dal die TLP- Propellerdoméne fast einen Kreis bildet, wihrend bei
den anderen Strukturen eher ein ovaler Charakter iiberwiegt und die einzelnen Propellerblitter sich nicht

regelméBig etwa alle 50° iibereinander legen lassen. Dies konnte ein Hinweis auf eine ,.entspannte”

Variante der Propellerdoméne der Trilobed-Protease sein. Die TRI-B7 Doméne wirkt dagegen stark

gestaucht in der Aufsicht entlang des Kanals.

Vergleicht man die Innenseiten der Propellerdoménen miteinander, so féllt einem sofort die iberwiegende

Anzahl an hydrophoben Resten in der TLP-$ gegeniiber den anderen Strukturen auf. Dies konnte
moglicherweise auf die hohere Umgebungstemperatur von Pyrococcus furiosus und damit verbunden die
Notwendigkeit vermehrt durch hydrophobe Wechselwirkungen die Struktur zu stabilisieren

zuriickzufiihren sein.

Nur die Strukturlosung des Gesamtproteins wird dariiber Aufschluf3 geben kénnen, ob es eine ,,entspannte”
(offene) und eine geschlossene Konformation der Trilobed-Protease gibt. Dann wird es auch mit
Modellrechnungen moglich sein, eine eventuelle Substratzufuhr kleinerer globuldrer Proteine durch einen

Klappmechanismus zwischen den beiden Doménen ndher zu betrachten.

Eine schematische Ubersicht iiber die hier vorgestellten Varianten der Substratzufuhr der Trilobed-Protease
ist in Abbildung 5.16 wiedergegeben, dabei symbolisieren griine Pfeile mogliche Wege des Substrats zum

aktiven Zentrum.

a ! b ! C ! d ‘
Abb. 5.16: Schemazeichnung der vier Substratzufuhr-Mdoglichkeiten am Beispiel der Trilobed-Protease.
Die Substrataufnahme konnte a) iiber eine sehr enge Pore, b) iiber eine geweitete Pore mit einem
geeigneten Filtermechanismus durch Substratvorselektion, z.B. Ladung, c¢) durch aktive Erweiterung
der Pore wie in einem Atmungsprozess oder d) durch einen Klappmechanismus zwischen zwei
Dominen erfolgen. Hierbei kann das Substrat sowohl durch die Pore wie auch durch den Spalt

zwischen den Dominen zum aktiven Zentrum gelangen. Die Substratzufuhr ist jeweils durch griine
Pfeile gekennzeichnet.
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5.2.4 Ausblick

Die Strukturlosung der Trilobed-Protease konnte mdglicherweise als weiteres Testmodell fiir eine ab initio

Mittelung dienen, wobei fiir diesen Testfall bereits Modellphasen bis 2.2 A fiir die TLP-B7
Propellerdomine existieren. Eine Verfeinerung der ab initio Technik konnte durch Vergleiche zwischen
den verschiedenen Modellphasen aus ab initio Mittelung mit einer 40 A Elektronendichte,
Pseudoatommodellen und einer Molecular Replacement Losung zu einer allgemein einsetzbaren Strategie

fiir weitere Projekte fithren.

Anhand der Gesamtstruktur der Trilobed-Protease konnte die ,,offene” und ,,geschlossene” Konformation

der B-Propellerdomidne und damit eine Art Atmungsmechanismus fiir die Substrataufnahme genauer
untersucht werden. Co-Kristallisations Experimente mit ldngeren Peptiden konnten zur Klirung der
Substratzufiihrung beitragen und somit einen Klappmechanismus zwischen den beiden Untereinheiten fiir
die Substrataufnahme als unwahrscheinlich erscheinen lassen. Durch Mutationsstudien konnte die
Substratspezifitidt weiter untersucht werden, in diesem Zusammenhang wire auch eine Untersuchung der

Thermostabilitiat der Protease von Interesse.
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7. Abkiirzungen

(VIv)
(Wiv)
3D
A

Abb.

ADSC
AMC
AP
APS
bzw.
ca.
CCD
DESY
DME
DMSO
DNS
E. coli
EM
EMBL
engl.
ESRF

EtOH

Volumenanteil in Prozent

Masse pro Volumen in Prozent
Dreidimensional

Angstrom (= 0.1 nm)

Abbildung

Acetat

Area Detector Systems Corporation
7-Amido-4-methyl-coumarin

Ampicillin

Ammoniumperoxidisulfat
beziehungsweise

circa

Charged Coupled Device

Deutsches Elektronensynchrotron, Hamburg
Dimethylether

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Escherichia coli

Elektronenmikroskopie

European Molecular Biology Laboratory
englisch

European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble

Ethanol
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FOM

FPLC

HEPES

IPTG

kDa

LB

mA

MAD

MCA

MDA

MDa

MES

mg

min

MIR

ml

mM

MOPS

engl. figure of merit

engl. fast performance liquid chromatography
Gramm oder Beschleunigungskraft
Stunde
Hydroxyethylpiperazinoethansulfonsdure
Isopropyl-p -D-thiogalaktopyranosid
Kilodalton

Liter

Luria-Bertani

molar

Milliampere

engl. multiple anomalous dispersion
engl. multi crystal averaging

engl. multi domain averaging
Megadalton

Morpholinoethansulfonat

Milligramm

Minute

engl. multiple isomorphous replacement
Milliliter

Millimolar

Millimeter

Morpholinopropansulfonsédure
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MPa Megapascal

MPI Max-Planck-Institut

MR engl. molecular replacement

n.b. nicht bestimmt

NCS engl. non-crystallographic symmetry
ng Nanogramm

Ni-NTA Nickel-Nitrilo-Tri-Essigsédure

nm Nanometer (=1 0~ m)

NSLS National Synchrotron Light Source, Brookhaven
OD optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDB engl. Protein Data Base

PEG Polyethylenglykol

POPase Prolyl Oligopeptidase

r.m.s.d. engl. root mean square deviation
rpm engl. rounds per minute

S Svedberg (1073s)

SDS Natriumdodecylsulfat

Tab. Tabelle

TB Terrific Broth

TCA Trichloressigsédure

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylendiamin
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TLP
TLP-B
TLS
TRI

Tris

vgl.

z.B.

Trilobed-Protease

Trilobed-Protease [3-Propellerdoméne
engl. translation, liberation, screw-rotation
Tricorn-Protease
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Unit

Volt

vergleiche

zum Beispiel

mikro (10 )

Aminosduren wurden gemdl3 der [IUPAC-IUB Comission on Biochemical Nomenclature im

Einbuchstabencode angegeben.
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8. Anhang

8.1 Tricorn - gemessene Schwermetallderivate

Schwermetall Auflosung A Zellparameter
EtHgCl, 50-5A 0.9402 |310.60, 161.41, 220.10, p = 105.75 °
TagCl ), 50-8 A 0.949 [309.45, 163.46,221.53, 3 =105.67 °
TagBri2 45-6 A 0.949 |306.91, 163.10, 221.68, p =105.86 °
HgBr 35-6A 0.949 [305.60, 162.34,219.62, f =105.51°
K,PtClg 45 -4 A 0.949 [306.62, 162.43,219.99, f =105.76 °
[W30,(0A¢)s(H20)3](CF3S03), 100-7 A | 0.9310 |307.07, 163.36,221.83, p = 105.38 °
KgHS1WoV3049:3H,O (MADI) 100 -4.6 A | 1.2134 |304.22, 162.72, 220.12, p = 105.20 °
KcHSiWoV3049:3H,0 (MAD2) 100 -4.6 A | 1.2140 |304.67, 163.06,220.61, f = 105.13 °
KgHS1WV3040:3H,0 (MAD3) 85-43A 1.1160 |305.21, 163.20, 220.70, f = 105.06 °
KsHy[(PhSn)3(P2WsOs9)] - 6 HXO | 90 -4.6 A | 1.2134 |308.73, 162.71, 221.20, p = 105.33 °
K14[NaPsW300110]'n H2O 67-4.7A | 0.8441 |308.18, 163.04,221.15, p =105.35°
K5[(BuSn)(P,W17061)]-10 H,O 50-5A 0.9072 1307.30, 162.90, 220.90, f = 105.58 °
Se (MADI1) 30-2.8A | 0.9797 |308.41, 163.22,221.57, p = 105.65 °
Se (MAD2) 30-29A 0.9795 ]308.36, 163.88, 221.65, p = 105.40 °
Se (MAD3) 30-3.2A | 0.9464 |311.54,164.91,225.73,p=105.52°
PIP 30-3.8A 0.934 [309.03, 163.59,221.41, 3 =105.64°
TAMM 39-45A 0.934 [309.28, 162.88,220.93,  =105.91 °
NdCl; 25-37A 0.934 [311.05, 163.82,222.56, f =105.99 °
AuCly 40-35A 0.934 |307.26, 163.51,220.91, p=105.75°
PtCly 49-33A 0.934 |307.76, 163.15,220.33,  =105.26 °
Ir(1V) 50-6 A 0.934 (306.77,162.79,220.27,  =105.71°
Ir(11D) 48-35A | 0.934 |309.40, 163.14, 220.90, p = 105.76 °
PCMB 40-3.5A 0.934 [305.48, 163.22,220.84,  =105.84 °
K,PtClg 48 -4 A 1.0713 ]306.26, 163.24, 221.06, p = 105.88 °
K,PtBr4 48 -4 A 1.0713 |307.05, 163.26, 220.67, = 105.74 °
AuCly 40-3.1A 1.0392 |310.50, 163.24,221.53, 3 =105.55°
K,ReClg 40-4 A 1.1763 |307.58, 163.02,221.14, = 105.74 °
[r(I1T) 48 -4 A 1.105 |306.60, 162.40,219.96, p = 105.75 °
KsReOy4 40-35A 1.1763 |308.72, 162.84, 220.53, p = 105.70 °
Xe 39-4A 0.979 1309.27, 163.43,221.04,=105.34°
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8.2 Tricorn - Procheck Ergebnisse

PROCHECK PROCHECK
Ramachandran Plot : puee |
; Ramachandran plots for all residue types
TRI ¢2 - Chain A _
1 | S DY GLUTTIA) TRI_c2 - Chain A
‘ b
. =1 72) Asn (44)
135 N 4 B Ala (48) Arg ( o
B [ T g = ! rﬁjﬂ?: T
b - : : g g
SER 21 (A) -~ mﬂﬂ Aas
90 90 1 - 904 _'\;79 ‘m
901 ASNZS(A) - = — _ %) P ; ‘Eu i+t il
b o= ] 1 ARG B63 (A) & =
L. " 2 = = smas | . u 0 0 o Y
= w B =
90 90 90
- E : :
@
8 ‘ ‘ - J\;ﬁl F
= -180 S0 [ 90 150 -180 o ) % ko 180 S0 [] 9o 140
3 Phi Phi Phi
<
~ “ Asp (85) Cys (5) Gln (12)
1
- i M
i gt H
90 90 90
L
=
- i : % 0
7_,_,7 & 0 " 0 0 |
Alo17
SER 965 gA) : . ] ]
L a
135-[R 498 (A7 (‘111\ 362(A) . 90 o0 0
- J‘l‘ R [ 90 150 -150 o ) %0 ko -1%0 S0 [) B 150
J"E = s Phi Phi Phi
‘ 9 4 3
-180  -135 -90 -45 135 180 )
Phi (degrees) Glu (63) e His (19)
Plot statistics ﬁﬁﬂ% 2
Residues in most favoured regions [A,B.L] 766 87.0% " -
Residues in additional allowed regions [a.b.l.p] 104 118% - o Bl
Residues in generously allowed regions [~a,~b, 8 0.9% Z =He] (] i £~
Residues in disallowed regions 2 0.2% 0 i
Number of non-glycine and non-proline residues 50 # %
Number of end-residues (excl. Gly and Pra) 2 0 s
Number of glycine residues (shown as triangles) 92 .,
Number of proline residues 48
-180 S0 [ 90 [ En [] 9o 140
Total number of residues 1022 Phi Phi
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and Refactor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions. Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.
PROCHECK PROCHECK
Page 2 Page 3
Ramachandran plots for all residue types Ramachandran plots for all residue types
TRI_c2 - Chain A TRI_c2 - Chain A
Ile (84) Leu (68) Lys (57) o Tyr (54) Val (64)
= S Fe " Miae
%0 % LI Bt 3 %0 %
[ o o0 B 0
5 .\;{;5 m o = ‘m b B
= of .% 0 <o % 0
50 S 90 P . 90 90 90
_\a‘)l
180 90 [ %0 150 -180 <o ) 90 150 -180 90 [ % I 180 30 ) Jo 150 150 90 ) Jo 150
Phi Phi Phi Phi Phi
Met (22) Phe (54) Pro (48)
- T 180 E
B
90 i E oa] . CHE 90
& 0 5 3 0 \E:EDD ] 0 h
a o g
40 f 50 ’ e 40 Bou”
180 90 [ % 150 -180 <o ) B 150 -180 90 [ %
Phi Phi Phi
Thr (54) Trp (8)
180: 1807 0
O
AL3s it
90 90 L] 90 m:
& 0 0
W cncsl B " it A w0
A 498 ]
-]
-180) S0 [ % 150 -180 So ) o 150 -180 D) [ £
Phi Phi Phi
Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled. Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better. Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 str s at resolution 2.0A or better.

121



ANHANG

PROCHECK

Chil-Chi2 plots
TRI_¢2 - Chain A

Page 1

Asp (85)

PROCHECK

Chil-Chi2 plots
TRI_c2 - Chain A

Lys (57)

Met (23)

Page 2

Phe (54)

3 360 3 3
270 270 270 270 270
a o
2 2
Yoo 180 C s 180 180
90 90 a0 90 90
£ 1o B 360 90 180 ED 3 0 360 0
Chi-1 Chi-1 Chi-1
, Cys () , Tyr (54)
T T 1 E
270 270 ;| 270 270
o a
O 504 - : 180- 180 T
f
el
;
%0 : o0 o0 0
- =
|
H H |
9 1o B0 360 90 180 ED 360
Chi-1 Chi-1
His (19) Leu (68)
| i i 1 N
- — gl ,4‘ -——
270 270- 270- 3
I !
L :
9ot 150 1804 -
90 90 90
£ 1o B 360 90 180 2T0 360 0
Chi-1 Chi-1
Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled. Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better. Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or berter.
PROCHECK PROCHECK

%-tage of residues in most favoured regions

Bad contacts per 100 residues

Standard deviation (kcal/mol)

TRI_c2

lntii Ramachandran plot quality assessment

Main-chain parameters

- Chain A

b Peptide bond planariy - omega angle sd
Al

80 2 20
kg
2
60 s 15
3
40 3 10
2
3
201 R
B
.
o 15 20 25 35 40 10 15 20 25 30 33
Resolution (Angstroms) Resolution (Angsiroms)

l;, Measure of bad non-bonded interactions

d. Alpha carbon tetrahedral distortion

20.(

Zeta angle standard dev. (degrees)

O
0 oLs 20 2% 3's 10 1s 20 25 30 3s
Resolution (Angsfroms) Resolution (Angstroms)
20 ¢. Hydrogen bond energies £, Overall G-factor
E
3
L
&
0.5 s
2.0
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35
Resolution (Angstroms) Resolution (Angstroms)
Plot statistics
Comparison values  No_ of
No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter dwapts  value  valie  width  from mean
residues in A, B, L 880 870 813 10.0 0.6 Inside
angle st dev 1020 L4 6.0 3.0 1.5 BETTER
<. Bad contacts / 100 residues 3 0.3 6.4 10.0 0.6 Inside
d. Zeta angle st dev 930 09 3 16 -4 BETTER
e H-bond energy st dev 591 08 09 02 04 Inside
£ Overall G-factor 1022 03 0503 25 BETTER

40

40

40

Side-chain parameters

TRI ¢2 - Chain A

a Chi-1 gauche minus

b. Chi-1 trans

4.0

50 50
8 40 2 40
& £
E B,
2 s
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3 ]
2 2 3 2
E] ]
3 3 o
S 10 L] £ 10
) E
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A g
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g B
=2 =t
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B =
3 2 3w
2 3
5 ]
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= 8
# 3
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4.0

- Standard deviation of Chi-2 trans angle
S5

40

30

20

10

Standard deviation (degrees)

TRI_¢2 - Chain

A

Lo 15 20 3
Resolution (Angs

T
0 3
troms)

4.0

Plot statistics

Comparison values  No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter data pts value value width from mean
a. Chi-1 gauche minus st dev 145 105 199 6.5 -1.4  BETTER
b. Chi st dev 278 135 205 53 .13 BETTER
«©. Chi-1 gauche plus st dev 411 1.7 19.0 49 -1.5  BETTER
d. Chi-1 pooled st dev 834 122 197 48 -5 BETTER
e Chi-2 trans st dev 267 123 215 50 -1.8  BETTER
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PROCHECK
Page 1

Residue properties
TRI ¢2 - Chain A

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

10

<

g W

2 60

£ 404

g

- 204

z

= 3 0 55 60 65 70 75 RO 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Residue number

- b. Absolute deviation from mean of omega torsion

4

£ 8

g

£ 6

5 2

B

E

~ 3 0 55 60 65 70 75 8O 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Residue number

s ¢. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

i

2

I

3

g

Z

g

8

S

80 85 90 95
Residue number

100 105 110 115 120 125 130 135

Highlighted residues are those that
deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal

d. Secondary structure & estimated accessibility
A

Key:- /™ Helix

¢. Sequence & Ramachandran regions & Most favoured & Allowed [ Generous ll Disallowed

/\MNJll'W\n /V\NWVV‘ﬂ'"

[ Beta strand —— Random coil  Accessibility shading: Ml Buried O Accessible
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f. Max. deviation (see listing)

2. G-factors

PROCHECK
R . d . Page 2
TRI_c2 - Chain A
a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)
g1
g
2
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£ 404
B
= 2014
z
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Residue number
< 10 b. Absolute deviation from mean of omega torsion
i 1
s 8
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£ o
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g
g
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Residue number

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

Zeta abs. mean dev
-

139

d. Secondary structure & estimated accessibility

Keyi- ™ Helix

e. Sequence & Ramachandnu regions & Most favoured B Allowed [ Generous

miLy VAMAANTA ARMOAALA AMTMASAL AGAA AMTAMTHATIA AR A AAMAAIEL | ANASIAARAANEIY
oy H»m\m\w LY RSN | NPV PLNLGPATIH] LEABCRY 1GRAT PR TRCGT RO W] VRS PR | VIO TVS8 Y1V

f. Max. deviation (see listing)

145 150 155 100 165 170

175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235
Residue number

Highlighted residues are those that
deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal

[ Betastrand —— Random coil Accessibility shading. W Buried [0 Accessible

Disallowed

Dibadls
MC boads
NC angles

Mainchin
Ot n L e R m R A e i AR AR R AR AR AR kAR ARRRA AR AR AR R AR 4B R Aman AR R AR A nana nea s na ]
30 45 s0 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 135 130 135 139 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 235 230 235
PROCHECK PROCHECK
_d rt_ Page 3 _d . Page 4
TRI_c2 - Chain A TRI_c2 - Chain A
. a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro) . a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)
E 5"
4 g
2 £
8 3
239 245 250 255 200 205 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 T 339 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435
Residue number Residue number
. b. Absolute deviation from mean of omega torsion B b. Absolute deviation from mean of omega torsion
£ g1
= M
s, =
S 239 245 250 255 260 205 270 275 280 285 200 295 300 305 3[0 315 320 325 330 335 © 339 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435
Residue number Residue number
s c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion
g i 5
-] < 4
= z
b £
g g 3
% 5 2
£ £ T
8 8
S <

239 245 250 255 260 265 270 275 280 285 200 295 300 305 310 315 320 325 330 335

Residue number Highlighted residues are those that

deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal

d. Secondary structure & estimated accessibility

O Accessible

Keyi- ™ Helix

¢. Sequence & Ramachandran regions & Most favoured B Allowed [ Generou

= Betastrand = Random coil Accessibility shading. W Buried

1 Disallowed

e iy
Gk VP TDEDGFGO 1Y STOLOGKDLRKHT SETDYYFRHLNTDGRRTLFSKGGS 1Y T ENPDT KL ER 1E1GOLES PEDR 1 1§ 1PSKFAEDFSPLOGDL 1A

f. Max. deviation (see listing)

3. G-factors

Dibdrals

MC bomts
NC angles
o

Oversll

RS RERERRRR 8 ARR A NRRR ARAR R AN ARARE
239 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335

339 345 350 355

d. Secondary structure & estimated accessibility

Ke;

e. Sequence & Ramachandran regions 4 Most favoured @ Allowed [ Generous ll Disallowed

360 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435

Residue number

365

Highlighted residues are those that
deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal

O Accessible

<« Helix

C— Betastrand —— Random coil Accessibility shading: W Buried

ABANARA FIA ANTALANAA, ATV ANMSANSIERAANNAAA,
FVSRGOAF 10DVSGTYVLKVP EPLR 1RYVRRGGD TKVAF [EGTREGDFLG | YDYRTGKAEK FEENLONYFANGYDRNGKEAVVANDREE INMIVDLETGK P

f. Max. deviation (see listing)

Mainchuin

et
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PROCHECK PROCHECK
R . d . Page 5 R . d . Page 6
“ a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro) , a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)
Z 51
z 5
3 3
§ Z 80+
] £ 60
£ £ 40
el El
= = 20
IS 5
T 439 445 430 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 535 530 535 e 535 560 565 570 575 580 585 590 595 600 605 610 615 620 625 630 635
Residue number Residue number
. b. Absolute deviation from mean of omega torsion . b. Absolute deviation from mean of omega torsion
¥
4 R
£ z
g H
£ £
= S
) 5
g
£ £
S 430 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525 530 535 © 535 560 565 570 575 580 585 590 395 600 605 610 615 620 625 630 635
Residue number Residue number
s c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion 5 c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion
2 2
s ! s !
g3 Zs
& 2 @é 2
£ £ 2
< ]
g 1 g 1
N 5
439 445 450 435 40D 405 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525 530 535 539 545 550 555 500 505 570 575 580 585 590 595 600 605 610 615 620 625 630 635
Residue number Highlighted residues are those that Residue number Highlighted residues are those that
deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal
d. Secondary structure & estimated accessibility d. Secondary structure & estimated accessibility
Keyi- of™ Helix = Betastrand —— Random coil Accessibility shading: W Buried O Accessible Key:- o™ Helix = Betastrand —— Random coil Accessibility shading: Wl Buried O Accessible
e. Sequence & Ramachandran regions a Most fawud B Allowed [ Generous l Disaliowed e. Sequence & Ramachandran regions & Most favoured @ Allowed [ Generous ll Disallowed
0 o
R TERSHEAM 1 1OF T 1SONSRE (AVGEPLRICE [0 WOA TIVVERIEGRR AT ENSHYAL A DADSHNL Y1 STRSEDPS PURYYLAE SFETV ok P PGSR KL PRI EAC Y DLNIVR LS ORI 1 1LEES LIS PGP AT ROAT KL KAV TRRV T KNALTD
. Max. deviation (see listing) . Max. deviation (see listing)
g. G-factors
e
bl
it
Dibadrls
NC b MC b
N it
Mekcheia Msichain
vl [ Ot
439 445 450 435 460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 5[0 515 530 535 530 535
PROCHECK PROCHECK
R . d . Page 7 R . d . Page 8
a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro) a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)
i 10 H 10
g g
£ £
Z E
e &l
z z
639 5 650 0635 6060 665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 TIS 720 725 730 735 T 739 745 750 735 760 705 770 775 780 785 790 795 800 805 810 815 820 825 830 835
Residue number Residue number
. b. Absolute deviation from mean of omega torsion b. Absolute deviation from mean of omega torsion
5
< R
g4 £
E 6 ]
S 2 =
E g
C 639 645 630 635 660 605 670 675 680 685 690 695 700 705 710 715 720 725 730 735 S 739 745 730 735 700 765 730 735 780 785 790 795 800 805 810 815 §20 835 §30 8IS
Residue number Residue number
s c¢. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion
5
£ £
= ] T4
EEER g3
4 24 % 2
£ £ 2
£ £l
g 1 s 1
N N
639 645 630 635 660 665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 715 720 725 730 735 739 745 730 755 760 765 770 775 780 785 790 795 800 805 810 815 820 825 830 835
Residue number Highlighted residues are those that Residue number Highlighted residues are those that
deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal
d. Secondary structure & estimated accessibility d. Secondary structure & estimated accessibility
Key:- o™ Helix [ Betastrand  —— Random coil  Accessibility shading: W Buried [0 Accessible Key:- o™ Helix [ Betastrand —— Random coil Accessibility shading: W Buried [ Accessible
e. Sequence & Ramachandran regions & Most favoured @ Allowed [ Generous ll Disallowed ¢. Sequence & Ramachandran regions & Most favoured B Allowed [ Generous I Disallowed
LRLSADRK TVMVRKDDGK | YTFPLEK PEDERTVETDKRPLVSS IHEEFLQMYDEAWKLARDNYWNEAVAKE | SER | YEKYRNLVPLCK TRYDLSNV I VEM QGEYRTSHS YEMGGTFTDKDPERSGR | ACDFKLDGDHYVVAKAYAGDY SNEGEKS P [ FEYG I DPTGYL LED | DGETVGAGSN | YRVL S EKAGTSAR IRLS
f. Max. deviation (see listing) . Max. deviation (see listing)
g. G-factors
e
£l
e
Dikedets
Meboats
Meni
Maiocheia

Overall

n|
639 645 650 655 660 665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 TI5 720 725 730 735

124




ANHANG

PROCHECK PROCHECK
R .d . Page 9 R ,d . Page 10
TRI_c2 - Chain A TRI_c2 - Chain A
) a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro) . a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)
i 10 i 10
8 g
H H
E £
g 5
rl ;é
T w30 845 850 855 800 805 870 875 880 845 890 895 900 905 910 915 920 925 930 935 T 939 9d5 930 935 960 965 970 975 980 985 990 995 10001003 10101015 102010251030 1035
Residue number Residue number
. b. Absolute deviation from mean of omega torsion . b. Absolute deviation from mean of omega torsion
=
%! FRU
£ £
£ £
= ]
g 5
£ g
© 839 84S 830 855 800 805 870 875 BHO 84S 890 89S 900 905 910 9IS 920 925 930 935 © 939 9ds 930 935 960 965 970 975 980 985 990 995 10001005 10101015 1020 1025 105
Residue number Residue number
c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion
S5
i 4
: s !
g i
3 G 2
£ £ 2
2 S
= 2 1
N S
839 845 830 835 800 805 870 875 BK0 883 890 89S 900 905 910 915 920 923 930 935 939 945 950 955 960 965 970 975 980 985 990 995 10001003 101010151020 102510301035
Residue number Highlighted residues are those that Residue number Highlighted residues are those that
deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal
d. Secondary structure & estimated accessibility d. Secondary structure & estimated accessibility
Koy of™ Helix [ Beta strand —— Random coil  Accessibility shading: B Buried O Accessible Key:s of™ Helix [ Betastrand —— Random coil Accessibility shading: W Buried D Accessible
e. Sequence & Ramachandran regions & Most favoured 8 Allowed [ Generous Il Disallowed e. Sequence & Ramachandran regions & Most favoured B Allowed [ Generous ll Disallowed
n_m 0 0A faninm oA AT T oa sosaamann sansaaman, T ansaransan a nan anen e smensane sqpasnonaallh, o anem ansnsnsapean
TKGGDKRDLMIL [LDDDRF | RVRSWYEANRRYVHERSKGT 16 111 PIMGMUGLNER VRLF INES SYQGL I VDVRINGGGFVSQL | 1 EKINNKRIGYDNP RRGTLSPYPTNSVRGK | 1A | TNEYAGSDGD FSFS FRKLGLGKL | GTRTWGGVVG ETIKRAE 1DG TVL TQPE FAFWE RDAGEGVENYGYDFDVE 1 EVAPH
f. Max. deviation (see listing) . f. Max. deviation (see listing)
i .
g. G-factors
e
el el
G
Diis
MC bt
Rt b
Miiachaia Msschsin
Overall 8 N S N N N N NN SN NEE ENEEE AN ENNES ANEE s nnnnan Overall H\HH\|‘\H\HH\HH\HH\HH\HIHHHH\HH\I\\\\I\\\\I\\\\HIHHIHHIHHIHHH\HIHHIHI
839 845 850 835 860 865 870 875 880 885 890 895 900 905 9L0 95 920 925 930 935 939 945 950 955 960 965 970 975 980 985 990 995 10001005 101010151020 102510301035
© = cis-peptide
PROCHECK PROCHECK
Resid i - Main-chain bond length -
TRI ¢2 - Chain A TRI ¢2 - Chain A
L . C-N C-N c0
. a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro) (except Pro) (Pro)
51 :
z i
= |
g 80 i
£ - | . .
Z I ! 5 I
I g s g g
0 g : g g
8 el £ f £ £
1039 10451050 1055 1060 |
Residue number :
N b. Absolute deviation from mean of omega torsion OB TR Uh 1h2 Uhe 190 the %3 The 180 Thd ThE U The T A0S Th 123 157 1 s
z 1
2 CA-C cac CA-CB
% 81 (except Gly) (Gly) {Ala}
E 6
£ 4
22 | z z z
g Alinendl 0 i 2 =
S 1039 10451050 1055 1060 ] g g
Residue number £ E £
c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion
g 0 0 0
= 7] 140 144 148 152 156 160 164 139 143 147 151 155 159 1.63 140 144 148 152 156 160 164
H
g CA-CB ¥e N-CA
% (lle,Thr,Val) (the rest) (except Gly,Proy
£
E
N
1039 1045 1050 1055 1060 . . .
Residue number Highlighted residues are those that g g 2
deviate by more than 2.0 st. devs. from ideal 4 3 2
. . = = 3
d. Secondary structure & estimated accessibility £ 2 2
Key:- <™ Helix [ Betastrand —— Random coil Accessibility shading. W Buried 0 Accessible . . .
: 2 146 1S 3 .5 62 1.66 K 53157 16 6! 3 71 E 53157
e. Sequence & Ramachandran regions 4 Most favoured 8 Allowed [ Generous Il Disallowed 142 146 130 154 138 1602 166 LS A LS T LB 1 T s
ARM ATPANISANANAN N-CA N-CA
DYLSGRDPQIDYAIDAL | EELR (Gly)y (Pro)
f. Max. deviation (see listing)
5
H g
= =
0 0
18 187 L4 145 189 153 157 154 158 142 146 150 154 158

Mainchan

Oversll

OO, O 02
1039 1045 1050 1055 1060

Black bars > 2.0 st. devs. from mean
Solid and dashed lines represent the mean and standard deviation values as per Engh & Huber small-molecule data.
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PROCHECK

Page 1

Main-chain bond angles
TRI_c2 - Chain A

CA-C-N CA-C-N CA-C-N
(except Gly,Pro) (Glyy (Pray

Frequency

41 441

Frequency
Frequency

106 111 16 131 136 131 100 106 11 tle 131 136 131 W01 106 11 116 131 136 131

0-C-N N N-CA
(except Pro) Pro) (except Gly.Pro)

Frequency

Frequency
Frequency

13158 107 12 1d7 k2 k1 106 111

C-N-CA

(Pro)

Frequency

Frequency
Frequency

0 0
o 1ls 1o 1ds 1o 13 107 1l fy k2 iy ks s 1l 1fs

9] CB-CA-C CB-CA-C
(Alay (lle, Thr, Val)

Joo1ls e 13s

Frequency

Frequency
Frequency

Black bars > 2.0
Solid and dashed lines represent the mean and standard devi:

0
to s tdo 135 tho 135 95 100 to 115 130 135 499 104 108 14 1l 134

. devs. from mean.

fon values as per Engh & Huber small-molecule data.

Frequency

Frequency

Frequency

Black bars > 2.0 st. devs. from mean.
Solid and dashed lines represent the mean and standard de

Main-chain bond angl e
CB-CA-C N-CA-C
(the rest) (except Gly.Pro)
T 441 T 441
Qi Vo
5 1B »
by o Z
2 P 2
2 Il 3
& . =
2 i i 2
= . =
% 0
I3 i3 12 7 7 ik
N-CA-C N-CA-CB
(Pro) (Ala)
441 441 -
= > |
2 2 :
5 5 !
2 2 !
g -4 i
2 2 H
= = '
i
05 . < . 0
e 11 tle 121 126 95 100 105 1o 1ls 120 125 96 101 s 131 126
N-CA-CB N-CA-CB
(Pro) (the rest)
441
z
2
E
El
2
&
0
98 103 18 113 108 95 100 10s 1o tls 120 125

dorb signifies data points off the graph in the direction shown.
fon values as per Engh & Huber small-molecule da

PROCHECK

Frequency

Frequency

RMS di fr 1 ity
ARG ASN ASP
60 60
_s0 50
Z ES
2 2
g40 g 40
2 3
30 FEd
=20 =
10 10
0 0 0
obo 001 0b2 0b3 0bs 005 000 0b1 002 0b3 0ba 005 000 001 062 0b3 004 005
GLN GLU HIS
601 601
. 50 501
o =
2 210
407 U‘IO- 04 <
2 5
230 3 304
=20 = o]
10 10
s Eap
0 001 002 003 004 005 0 0b1 002 0by 004 005 0.00 0b2 003 004 003
PHE TRP TYR
601 60-1
50 S0
= =
by g
£ 40 £ 40
2 E
304 304 Z a0+
=20 = 2]
10 10
o i P — 0 el B
obo 001 002 003 0bs 005 000 0b1 002 0b3 0ba 005 000 001 062 0b3 004 005

Histograms showing RMS distances of planar atoms from best-fit plane.
Black bars indicate large deviations from planarity: RMS dist > 0,03 for rings, and > 0.02 otherwise.
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8.3 Trilobed B-Propellerdoméine - Procheck Ergebnisse

PROCHECK PROCHECK
tlp-beta_refmac - Chain A tlp-beta_refmac - Chain B
T T ] b T 7 [,
| s - ]! y
* 77 77
L . =
-1
1
= — = AsNa(a)
| s
- N E F‘ —
I L KB ’il 4
=4 _ag " ©
@ ] ]
I NN )
= A =
Z | ta 2 L.
ALA 196 (A)
_— J AL .\.121 A) -
.
=90 —asp 310 (A) ) 4,—,7 -90 ASP 10 (B) J_li.
ARG 180 (A) ARG 180 (B)
= a
1350 ] | T \ 135" ] ‘ P .
p | .,,‘ . bl p‘
0 ~b
r ‘ . 4 m ‘ _1 IS
T T U T T U
180 <135 90 45 45 90 135 180 180 <135 90 45 45 90 135 180
Phi (degrees) Phi (degrees)
Plot statistics Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 238 86.9% Residues in most favoured regions [A,B,L] 228
Residues in additional allowed regio 30 10.9% 38
Residues in generously allowed regic 3 y Residues in generously 2
Residues in disallowed regions 3 Residues in disallowed 2
Number of non-glycine and non-proine residues N Nurnber of non-glycine and non-proline residues 270
Number of end- 8 Number of en es (exel. Gily and Pro) 3
Number of glyci 17 Number of gl ues (shown as triangles) 17
Number of proline 9 Nuitiber of proline residues 8
Total number of residues 308 Total number of residues 301
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected and R-factor no greater than 20%. a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions. 1o have over 90% in the most favoured regions.
PROCHECK PROCHECK
Page 1 Page 1
Ramachandran plots for all residue types Ramachandran plots for all residue types
tlp-beta_refmac - Chain A tlp-beta_refmac - Chain B
Ala (20) Arg (14) Asn (14) Ala (13) Arg (15) Asn (12)
e e g gom Ods 4 big. g
i 7 B - g n : oy
90 90 90- o gp{:iiM 90411 90 g
n (S
= . o &
7 g 7 Lo q i
] 0 0 o 0 ~ o ik : 04 i B
N m an gt u N e ;
90 L] 90 00 00 'Ea“' 904 50
[ L]
= :
s g0 1) o 180 k0 Jo ) % 150 -150 Jo [ 90 [ 150 o L) fi) o 150 Jo ) % 150 150 ) [) & 150
Phi Phi Phi Phi Phi Phi
Asp (21) Cys (-) Gln (2) Cys (-) Gln (3)
[Sa e T ;
ul : i :
& = A g
90 i ﬁ 90 90 90 90 90
= z
& 0 0 £ 0 0 0
90 00 90318 90 90
-180 o ] 90 130 -180 EQ [] 50 180 -180 EQ [ 50 180 J0 [] 90 180 -180 Jo [ 90 150 -180 3o [) % 150
Phi Phi Phi Phi Phi Phi
Glu (33) Gly (17) - His (3) Glu (35) Gly (17) N His (4)
1500
5]
o = o o Him iy 0
% 3 % o R 90 90 : - : | g
- )] . AL
7 = S ;
& 0 %EE:D F £, g 0 5 0
s ;
90 : 904 g 90 o0 a 00 =] 90
2 i o o
= : L
o i
RITI ) ) g 10 180 90 ] [ 150 180 Jo [) % A% o ) 7 o -0 Jo ) % o ko Jo ) @ 18
Phi Phi Phi Phi Phi Phi
Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled. Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better. Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.
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PROCHECK
Page 2

Ramachandran plots for all residue types
tlp-beta_refmac - Chain A

lle (25) Leu(21) Lys (32)
150
0 0 o0
-0 -0 e ‘ T
~180 . u 90 130 - 130 . u Rt 130 -1%0 - u Rt 130
Phi Phi Phi
Met (5)
0 0 o0
-8} -8} 90
9 130 -180 - [ W 130 - o 130
Phi
o Thr (13)
0 0 o0
-8} -8} 90
~180 . u 90 130 - 130 . u Rt 130 -1%0 - u Rt 130

Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformaticns as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

PROCHECK
Page 2

Ramachandran plots for all residue types
tlp-beta_refmac - Chain B

Ile (26) Leu (20) Lys (31)
D g e
= HEAE: : :
%0 %0 % 0 %‘
z, o] ,
#y g S\
. L 5%
50 Bl 90 T ! 90
B 245
3 B o
-180 o [ % 150 -180 o [ % 150 -180 o [ % 150
Phi Phi Phi
Met (6) Phe (16) Pro (8)
s OO B %
=} %
90 90 90
{ R =
£ o 0 2 0
i . T
90 ; 90 : 90
B4
|
-180 ED [} %0 180 -180 S0 [} %0 180 -180 So [} 50 150
Phi Phi Phi
Ser (14) Thr (13) Trp (9)
o o]
i = Ciole
90 90 90
'z o [ L
& 0 4 0
=3 =
90 v = = ) 90 ke : 90
180 30 [ %0 130 -180 S0 [ %0 130 -180 o [ %0 130
Phi Phi Phi

Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

PROCHECK
Page 3

Ramachandran plots for all residue types
tlp-beta_refmac - Chain A

Tyr (12)

i <

Val (20)

o o

Psi

90 : 0

Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.
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Page 3

Ramachandran plots for all residue types
tlp-beta_refmac - Chain B

Tyr (14) Val (20)
D-:EI T =

%0 EE:‘ o0

< S 0
]
)

90 2 90

-180 En [ % 150 -150 o ] B 180
Phi Phi

Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.
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PROCHECK

Page 1

Chil-Chi2 plots

tlp-beta_refmac - Chain A

Asn (14)

270 270 270
o
~ 10T 180- 150 T I R | R |
%0 %0 90
1o 20 360 : 360 180 0
Chi-1 Chi-1 Chi-1
Cys ()
270 270
e
~ s 180-
9 9
0
270 270
)
s 180-
% %
0

Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

PROCHECK

Page |

Chi1-Chi2 plots

tlp-beta_refmac - Chain B

Arg (15)

===t -
270 k 270
q |
= L
~ 180- 180
i
!
a0 a0
90 180 360 360 0
Chi-1
:
'
o
!
270- 270 270 1
9 \
by
= i)
S s 150 s i
L
:
!
0 0 o0
i
:
;
0 360 0
70 70 70
o
~ g0 1801 180
00 e 5
0 0 0

Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

PROCHECK
Page 2

Chil-Chi2 plots

tlp-beta_refmac - Chain A

Met (6) Phe (17)
: i
i L
o i i i
= ! i i i
~1g0 180T =4 1804 == =f=mm=m T Tt P
1 i i i
i i i i
90 90 o) - i | i
20 20 N o0 ful u: m
T 3
H 1
360 90 180 2h0 360 0
Chi-1
270 270
o
s 180
90 90
1
90 180 20 360
Chi-1

Numbers of re:
Shading shows

dues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score
vourable conformations as obtained from an analysis of 163 structu

-3.00) are labelled
at resolution 2.0A or better.
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Page 2

Chil-Chi2 plots

tlp-beta_refmac - Chain B

Phe (16)

270 270
~
(SR 180
%0 90
]
i
0 90 180 B 360
Chi-1
270
q]
~ 1o
90
0

Numbers of r
Shading shows

idues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
vourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.
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Bad contacts per 100 residues

Standard deviation (kcal/mol)

Y-tage of residues in most favoured regions

Main-chain parameters

tlp-beta_refmac - Chain A

ol Ramachandran plot quality as:

h Peptide bond planarity - omega angle sd

80

60+

404

204

Standard deviation (degrees}

N —

1.0

15 20 25 3.0
Resnluli(m (Angstroms

Re\omtmn (Angstmm\

d. Alpha carbon tetrahedral distortion

3 Measure of bad non-bonded interactions
i

Zeta angle standard dev. (degrees)

15 20 25 30
Resolution (Angstron

e Hydrogen bond energies

g

o
[ N = B R
S o> i
=
S
=
]
s
g

520 30 35 40
Resolution (An; 5

f. Overall G-

in

G-factor
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8.4 Strukturvorhersage der katalytischen Doméine der Trilobed-Protease

O e 11 1 0 0 e BN
Ped ——— -

Pred: CCCCCCCCCEEEEECCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHCCCEEEEECCCCCCCCC
AA: MAKLKTFEPVHFRYKSLDLEIDGWYMKPELKEGEKAPVIVEFVHGGPKGMYGYYFKYEMQLMAAKGYYIVYVNPRGSNGYS

10 20 30 40 50 60 70 80
conf : 133300333233333333333333333333333333525113353333333333330009553333223023333335330at
Pred: QUD€ ) —————>— )4

Pred: CHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCEEEEEECCHHHHHHHHHHCCCCCEEEEEECCCHHHHHHHCCCCH
AA: EDFALRVLTRTGLEDFQDILNGIEEFLKLEPQADRERIGITGISYGGYMTNWALTQSDLFKAGISENGISYWLTSYAFSD

90 100 110 120 130 140 150 160
conf : 133300393333333=333333133333333233333333132333333333333333333332333233333333 00330k
Pred: IEE—— —> ] j—————————

Pred: HHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEECCCCCCCCC
AA: IGLWFDKEVIGENPLENENFRRLSPLFYAKNVKAPILLIHSLEDYRCPLDQSLMFYHVLKDLGKEAYIATFKRGAHGHST

170 180 190 200 210 220 230 240

conf : 111130333333333333330333335333337033333 3¢
Pred: __g 1

Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCHHCCCCCCCCCCCCCC
AA: RGQPRHRMKRYKLFVEFFERKLKKYEEGFPIEKILKELE

250 260 270

Legend:

+

= strand Pred: predicted secondary structure

(:) = helix Conf: ]:]] ]][ = confidence of prediction
—

= coil AA: target sequence
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