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Summary

Shigellosis is an inflammatory disease of the colon caused by a bacterial infection with Shigella.
This disease predominantly occurs in developing countries and claims a high number of victims
per year. To develop pathogenicity, the bacteria have to penetrate the epithelial cells of the
colon. To enter the cells, they use a type lll secretion system. IpgC — a class Il chaperone —is
essential for the active infection of endothelial cells due to its multiple interactions with
invasion proteins. The focus of this thesis was to find a lead structure for the inhibition of IpgC

function.

The protocol for heterologous production and purification of IpgC was adopted from previous
works and slightly modified. The first step was to find a crystallization condition for IpgC.
Initially, a protein variant shortened by four amino acids at the C-terminus was used. With this
variant a crystallization condition was found. However, this condition resulted in crystals that
had a too low scattering power, most likely due to high solvent content. To obtain a better
crystallizable protein variant, the principle of surface entropy reduction was used. At the same
time, another variant, which was additionally shortened by nine amino acids at the N-termi-
nus, was used for the crystallization experiments. With this protein variant crystals with high

scattering power were finally obtained (Section 3.6-3.7).

Despite the fact that these crystals were predominantly twinned, the apo structure of IpgC
was able to be determined. With a resolution of 1.58 A, it was the first high-resolution crystal
structure of IpgC. Compared to already deposited IpgC-structures, a previously unobserved
dimer arrangement of the protein was obtained. This could be of importance in the future,

because IpgC also exists in solution as a dimer (Section 3.8).

With the same crystallization condition, it was possible to perform a crystallographic fragment
screening using an in-house fragment library comprising 96 structurally diverse fragments. Ten
fragment hits were identified which had bound to the protein at a total of five different sites.

Most of the fragments had bound in a pocket in the interface of the dimer (Section 3.9).

The 96 fragments were again used to perform a thermal shift assay. This assay aimed to
confirm the hits found in the crystallographic fragment screening. However, no fragments
were found that increased the melting point of the protein which would have indicated a

stabilizing effect. Instead, 26 fragments were identified that lowered the melting point of the



protein. These included some of the crystallographic fragment hits which had bound to the
dimer interface. This was explained by the fact that some of these fragments destabilize the

dimer by breaking hydrogen bonds between chain A and chain B of the protein (Section 3.10).

The fragments found in the dimer interface were considered as a good starting point for
further drug development. In silico docking was used in order to identify potential follow-up
compounds. For this purpose, the program SeeSAR was used. By using only commercially
available compounds for docking, synthesis of the compounds was initially avoided. Based on
promising docking results and using three different fragment hits as a starting point, 17 follow-

up compounds were selected (Section 3.11).

On the basis of soaking experiments and subsequent crystal structure determination, the
follow-up compounds that actually form a complex with IpgC were to be determined. Two
compounds were clearly identified as hits. Another compound represented a potential hit.
Two of these compounds (U08 and U11) had bound in interface pocket 1, as expected. One of
these two follow-up compounds (U11) confirmed the binding mode observed for fragment
J20 and filled the hydrophobic region of the binding pocket more completely than J20.
Contrary to expectations based on docking, the third compound (U09) occupied a completely
different binding site. However, this binding site is of great importance. It is the only known
binding site of an interaction partner so far. It is the binding site of IpaB. With U09 and U11,
two follow-up compounds were identified which are of great importance for further experi-

ments (Section 3.12).

Spal3 — part of the type Ill secretion system — was to be cloned, recombinantly produced and
purified in order to determine the three-dimensional structure of the IpgC-Spal3 complex by
X-ray crystallography. A protocol for heterologous production and purification of Spal3 was
established. Using a GST tag, only insoluble protein was obtained. Using an MBP tag, Spal3
was produced and purified in soluble form. However, Spal3 was found to be present in a
highly aggregated form that made purification difficult. As a result, Spal3 was not able to be
obtained completely pure and monodisperse. The coproduction of Spal3 together with its

interaction partner IpgC was not successful either (Section 3.1).

Rather than crystallography, a peptide microarray was performed to obtain information about
the interaction of lpgC with Spal3. Small peptide sequences out of Spal3 were fixed on a

membrane. Using appropriate antibodies, the interaction of IpgC with these sequences was



to be detected. This was done to determine the binding epitope of Spal3. However, the
results were not conclusive. Only one of three positive controls was successful. For two of the
Spal3 peptides a very weak signal was obtained. However, these peptide sequences were not
confirmed as binding epitopes in initial experiments by MST. This was partially due to the

limited solubility of the peptides (Section 3.3).

The binding epitopes of MxiE and IpaC had already been identified in previous works. Here,
co-crystallization experiments were performed to determine the crystal structure of the
complexes with IpgC. Concerning the co-crystallization of IpgC with the binding epitope of
MNxiE, crystals with a good scattering power were obtained several times. However, the
respective structures revealed that the peptide was not bound. Using the published condition
for co-crystallization of IpgC with the IpaB binding epitope, the co-crystallization of IpgC with
the binding epitope of IpaC was successful. Here, however, the collected data set to 2.62 A

resolution was not able to be resolved for presently unexplained reasons (Section 3.5).
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1. Einleitung

1.1. Shigellenruhr — eine vernachlassigte Tropenerkrankung

1.1.1. Shigellenruhr

Die Shigellenruhr, haufig auch als Shigellose, Bakterienruhr oder Shigellendysenterie bezeich-
net, ist eine entziindliche Erkrankung des Dickdarms, ausgelost durch eine bakterielle Infek-
tion. Verursacher dieser Erkrankung ist eine Bakteriengattung namens Shigella. Ausreichend
fir eine Infektion sind bereits weniger als 100 Shigella-Bakterien. Shigella-Bakterien sind
demnach sehr virulent. Folgende Symptome stehen bei dieser Erkrankung im Vordergrund:
wassrige oder blutige Durchfalle, Fieber, Bauchkrampfe und Appetitlosigkeit. Die Bakterien
konnen sich dort am besten verbreiten, wo viele Menschen auf engem Raum zusammenleben
und die sanitaren Einrichtungen und Hygienepraktiken zu wiinschen Ubriglassen. Die meisten
Infektionen treten daher in Entwicklungslandern auf, besonders betroffen sind Afrika, Slida-
sien und Zentralamerika (siehe Abbildung 1.1-1).! Es wird von etwa 165 Millionen Fillen und
bis zu 1.1 Millionen Toten jahrlich weltweit ausgegangen.? Haufig sind Kinder unter finf Jahren
schwer betroffen und {iberleben eine solche Infektion nicht. Ubertragen wird die Infektion
entweder durch direkten Kontakt mit einer infizierten Person oder tiber kontaminiertes Trink-

wasser bzw. kontaminierte Nahrung.!

Abbildung 1.1-1: Shigellenruhr-Pandemien. Gebiete, in denen bereits Shigella-Pandemien ausgebrochen sind,
sind farbig markiert. Die erste Pandemie, bei der das Bakterium auch zum ersten Mal isoliert wurde, trat in Japan
in den 1890ern auf (rot markiert). Zentralamerika war um etwa 1970 von einer Pandemie betroffen (griin mar-
kiert). Weitere Pandemien traten zwischen 1975 und 1990 in Afrika und Asien auf (gelb und orange markiert)
(Abbildung in Anlehnung an LEVINE et al.3).
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1.1.2. Shigella-Bakterien

Bei Shigella-Bakterien handelt es sich um eine Gattung gramnegativer unbeweglicher Stab-
chenbakterien, die zur Familie der Enterobakterien gehdren. Sie sind sehr eng mit Escherichia
coli verwandt.* Entdeckt wurde diese Bakteriengattung von einem japanischen Wissenschaft-
ler namens Kiyoshi Shiga.> Nach ihm wurde die Gattung letztendlich auch benannt. Es gibt vier
verschiedene Spezies von Shigella (S), die wiederum eine Reihe unterschiedlicher Serotypen
bzw. Subserotypen besitzen: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei. Die letzten drei
Spezies verursachen eher milde Erkrankungen. S. flexneri ist in Entwicklungslandern weit
verbreitet. S. dysenteriae fiihrt dagegen haufig zu schweren Verldufen.® Eine besondere Rolle
spielt S. dysenteriae Typ 1. Dieser Typ produziert das sogenannte Shiga-Toxin, welches noch
einmal auf andere Weise zum Fortschreiten der Infektion beitragt. Beim Shiga-Toxin handelt
es sich um ein zytotoxisches Protein, welches die eukaryotische Proteinbiosynthese hemmt.
Dies erreicht das Protein Uiber seine Fahigkeit, die N-glykosidische Bindung eines bestimmten

Adenosins der ribosomalen RNA zu spalten.®

1.1.3. Mechanismen der Epithelzellinvasion

Ein kritischer Schritt in der Pathogenese der Shigellenruhr ist der Befall der Epithelzellen.
Bekannt ist, dass die Epithelzellinvasion durch Shigellen zum (iberwiegenden Anteil von der
basalen Seite aus erfolgt und nicht von der apikalen Seite der Zelle.” Wahrscheinlich stellen
die dort auf der Oberflache vorhandenen Glykolipide ein Hindernis dar. Daher muss die Infek-
tion auf indirektem Wege erfolgen. Dies gelingt vor allem iber M-Zellen (engl. microfold cells).
M-Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems. Sie nehmen Uber Endozytose auf der
apikalen Seite der Epithelzellen Antigene (u.a. Bakterien bzw. Viren) auf und geben sie auf der
basalen Seite der Epithelzellen durch Exozytose wieder ab. Dort werden die Antigene an
Makrophagen weitergeleitet, die ebenfalls zu den Zellen des Immunsystems gehéren und fir
die Zerstoérung solcher Antigene zustindig sind.2 M-Zellen kénnen jedoch auch von Bakterien
und Viren als Eindringmaoglichkeit ausgenutzt werden. Auch Shigellen erhalten so den Zutritt.
Allerdings werden diese nicht von Makrophagen zerstort. Im Gegenteil: Shigellen sind, wie
andere Bakterien auch, in der Lage, durch bestimmte Mechanismen den Zelltod der Makro-
phagen einzuleiten.’ Die absterbenden Makrophagen schitten Interleukin-18 aus. Auf der
basalen Seite angelangt, sind die Bakterien fahig, mithilfe ihres Typ-Ill-Sekretionssystems in

die Epithelzellen einzudringen. Von dort aus kdnnen sie auch in benachbarte Epithelzellen
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gelangen und sich vermehren. Abbildung 1.1-2 fasst dies graphisch zusammen. Die befallenen
Epithelzellen setzen Interleukin-8 frei. Interleukin-18 und Interleukin-8 leiten Reaktionen ein,

die den Bakterien helfen, den Befall der Epithelzellen weiter zu verstirken.1%11

1
) M-Zelle 3) intra- / interzelluldre Ausbreitung

' N /l J
Makrophage/z) \ \ Makropinocytose durch

3) 4)  Colonepithelzelle

€

(Apoptose nach Shigella-Befall)

Abbildung 1.1-2: Epithelzellinvasion der Shigellen. 1) Eintritt iiber die M-Zellen. 2) Aufnahme durch Makropha-
gen und Einleitung der Apoptose. 3) Ankunft auf der basalen Seite. 4) Mittels T3SS sekretierter Effektorproteine
induzierte Makropinocytose. 5) Intra- und interzellulére Ausbreitung (Abbildung in Anlehnung an SANSONETTI et
al.®?).

1.1.4. Typ-lll-Sekretionssystem

Um Substanzen von einem Ort zum anderen zu transportieren, z.B. vom Zellinneren ins Zell-
dullere, benutzen Bakterien sogenannte Sekretionssysteme. Diese Sekretionssysteme sind
Teil der bakteriellen Zellmembran. Es gibt verschiedene Arten von Sekretionssystemen. lhr
Mechanismus und ihr Aufbau hdngen u.a. von der Art der Bakterien ab, denn gramnegative
Bakterien besitzen im Gegensatz zu grampositiven Bakterien zwei Membranen. In gramnega-
tiven Bakterien kdnnen sechs Sekretionssysteme unterschieden werden (Typ I-VI).13 Darunter
befindet sich das Typ-IllI-Sekretionssystem (T3SS), welches sowohl die innere also auch die
duBere bakterielle Zellmembran durchdringt und sogar den Zugang in eine eukaryotische
Wirtszelle schaffen kann. Ein solches T3SS befindet sich u.a. in Salmonella, Yersinia,
Escherichia, Pseudomonas und Shigella.** Etwa 20-30 verschiedene Proteine sind am Aufbau
des T3SS beteiligt, viele von ihnen mit einer Vielzahl von Kopien. Ein nicht unbedeutender Teil
des T3SS befindet sich im extrazellularen Bereich und wird aufgrund seiner Erscheinungsform
als Nadel bezeichnet. Tritt die Spitze der Nadel in Kontakt mit einer eukaryotischen Zelle, so
wird die Sekretion von zwei Effektorproteinen in Gang gesetzt. Im Falle von Shigella sind das
IpaB und IpaC (Ipa: Invasion plasmid antigen). Bevor die beiden Invasine IpaB und IpaC jedoch

sekretiert werden, liegen sie beide im Cytoplasma als Komplex mit dem Chaperon lpgC
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(Ipg: Invasion plasmid gen) vor. Die Aufgabe von IpgCist es, IpaB und IpaC zu stabilisieren und
eine verfriihte Interaktion derselbigen zu verhindern.'® Die Komplexe, bestehend aus einem
Chaperon und einem Invasin, treten mit T3SS-Proteinen in Wechselwirkung, die sich auf der
cytoplasmatischen Seite befinden. Zu nennen ist hier Spal3 (Spa: surface presentation of
antigens protein).'® Spal3 leitet den IpgC-lpaB- bzw. IpgC-lpaC-Komplex an Spad7 weiter.
Spa4d7 ist eine ATPase, die die notige Energie fiir den Transport von Proteinen durch das T3SS
in Shigella liefert. Es wird vermutet, dass alle Effektorproteine vor ihrer Sekretion in irgendei-
ner Weise mit Spa47 interagieren.'’ IpaB und IpaC werden letztendlich entfaltet durch den
Tunnel bis an die Spitze der Nadel geleitet und sind dort mitverantwortlich fir die Ausbildung
einer Pore in der eukaryotischen Wirtszellmembran. So entsteht ein direkter Durchgang vom
bakteriellen Cytoplasma bis ins Cytoplasma der Wirtszelle und weitere Effektoren kdnnen in
die eukaryotische Zelle injiziert werden und Entziindungsprozesse in Gang setzen. In Abbil-

dung 1.1-3 ist ein vereinfachter Mechanismus des T3SS von Shigella dargestellt.

Wirtszelllmembran / .
L ! ) ) |
\ \\ f
Kontakt mit IpaB/IpaC-Pore
Wirtszelle
C
o
AuBere — — 1
Membran
|
Peptido- ' ) " ()Ol' () (
glycan Y f/ A ! @

Innere IpgC

Membran § Spal3

IpaC _. .
'&|ng b8 w . weitere Effektoren

Abbildung 1.1-3: Schematische Darstellung des T3SS von Shigella. Anfangs ist das T3SS inaktiv. Bei Kontakt mit
der Wirtszellmembran kommt es zur Sekretion der Invasine IpaB und IpaC, zwei Proteine, die mitverantwortlich
sind fiir die Porenausbildung innerhalb der Wirtszellmembran. Zuvor liegen IpaB und IpaC jeweils komplexiert mit
IpgC (einem Chaperon) im Cytoplasma vor. IpgC transferiert IpaB und IpaC zur cytoplasmatischen Seite des T3SS.
Dort interagiert der Komplex mit Spal3, einem T35S-Protein. Spal3 leitet die beiden Proteine weiter ins Innere
des T3SS. Nach Porenbildung durch IpaB und IpaC kénnen weitere Effektoren direkt aus dem Cytoplasma des
Bakteriums in die Wirtszelle injiziert werden.
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Hat IpgC die Invasine IpaB und IpaC an Proteine des T3SS Ubergeben, so ist es frei flr die
Interaktion mit weiteren Proteinen. IpgC fungiert namlich nicht nur als Chaperon, sondern
auch als Co-Aktivator in Zusammenarbeit mit dem Transkriptionsfaktor MxiE (Mxi: membrane
expression of invasion plasmid antigens protein). Zunachst ist MxiE durch einen Anti-Aktivator
(OspD1, Osp: outer surface protein) inaktiviert und kann daher nicht an eine spezifische
DNA-Sequenz binden. Ist freies IpgC im Cytosol vorhanden und bleibt das Translokon geoffnet,
so tritt OspD1 ebenfalls den Weg durch das T3SS an. Nun kann IpgC mit MxiE interagieren und
als Komplex mit MxiE an eine spezifische DNA-Sequenz binden, um so die RNA-Polymerase zu
rekrutieren. Dadurch kommt es zur Transkription von Genen, die fiir weitere, ,,spate” Effektor-

proteine kodieren (siehe Abbildung 1.1-4).1%1°

@ Sekretion durch —  Transkriptionder Gene
Typ-lll-Translokon fir ,spate “ Effektoren

Abbildung 1.1-4: IpgC in der Funktion als Co-Aktivator fiir die Transkription der Gene weiterer Effektoren.
a) Das Translokon ist inaktiv. IpaB und IpaC liegen als Komplex mit IpgC vor. Durch die Wechselwirkung mit dem
Anti-Co-Aktivator OspD1 und dem dazugehérigen Chaperon Spals5 kann MxiE nicht an die DNA binden.
b) Das Translokon ist aktiv. IpaB und IpaC werden sekretiert. Ebenso konnte OspD1 in die Wirtszellmembran
geschleust werden. IpgC ist frei und kann mit MXxiE interagieren. MXxiE ist zusammen mit IpgC in der Lage, an
spezifische DNA-Sequenzen zu binden und somit die Transkription von Genen weiterer, ,,spéter” Effektoren frei-
zugeben.

1.1.5. Behandlung und Pravention

Bei akuten Shigella-Infektionen, beispielsweise beim Auftreten von blutigem Durchfall, wird
die Gabe eines Antibiotikums empfohlen. In den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation
(engl. World Health Organization, WHQ) ist Ciprofloxacin seit vielen Jahren die erste Wahl bei
der Behandlung einer solchen Infektion.? Dieses Antibiotikum gehért zur Gruppe der Fluorchi-
nolone. Fluorchinolone hemmen sowohl die Topoisomerase Il (auch Gyrase genannt) als auch

die Topoisomerase V. Beide spielen eine wichtige Rolle bei der DNA-Synthese.? Nur bei

5
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Shigella-Stammen, die eine Resistenz gegen Ciprofloxacin entwickelt haben, werden andere
Antibiotika, wie z.B. Pivmecillinam, Ceftriaxon oder Azithromycin, angewandt. Viele Antibio-
tika, die anfangs zur Behandlung der Shigellenruhr verwendet wurden, kommen inzwischen
aufgrund manifestierter Resistenzen nicht mehr in Frage. Darunter fallen u.a. die anfangs

hiufig eingesetzten Antibiotika Ampicillin, Chloramphenicol und Tetracyclin.?

Besser als die Behandlung von bereits bestehenden Infektionen ist sicherlich die Vermeidung
von Infektionen durch praventive MalRnahmen. Es gibt bislang noch keine Impfung gegen eine
Infektion mit Shigella-Bakterien. Somit konnen Infektionen momentan nur durch Hygiene-
malnahmen vermieden werden. Dazu gehort in erster Linie griindliches Handewaschen. In
Entwicklungslandern miisste demnach in erster Linie ein Bewusstsein fiir den richtigen
Umgang mit Trinkwasser und Nahrungsmitteln geschaffen werden. Der Zugang zu sauberem
Trinkwasser miisste gewahrleistet werden. Auch der Transport und das Lagern von Trinkwas-
ser misste auf eine Weise erfolgen, dass Kontaminationen ausgeschlossen werden. Bei der
Zubereitung von Nahrung missten ebenfalls Regeln befolgt werden, wie z.B. die Regel, dass
rohe Nahrungsmittel vor dem Verzehr gekocht werden sollten. Ein weiterer wichtiger Aspekt

ist die korrekte Entsorgung menschlicher Ausscheidungen.!
1.1.6. Wie entstehen Antibiotikaresistenzen?

Schon seit einigen Jahren kommt es immer haufiger zur Ausbildung von Resistenzen gegen
gebrduchliche Antibiotika. Aber wie schaffen es Bakterien, der Wirkung von Antibiotika zu
entgehen? Mittlerweile sind viele, jedoch immer noch nicht alle Mechanismen aufgeklart. Eine
Moglichkeit, die Bakterien haben, ist dafiir zu sorgen, dass eine geringere Menge an Antibio-
tikum seinen Wirkort erreicht. Das gelingt den Bakterien entweder durch eine reduzierte
Durchladssigkeit der Zellmembran oder durch einen erhéhten Abtransport mithilfe sogenann-
ter Efflux-Pumpen (heute auch Membran-ATPasen genannt) aus der Zelle heraus. Hierbei
handelt es sich um einen unspezifischen Resistenzmechanismus, da dieser nicht von der Art
des Antibiotikums abhangt. Eine reduzierte Durchldssigkeit kann beispielsweise durch eine
Herabregulation unspezifischer Transmembranproteine bzw. durch einen Austausch gegen
spezifischere Membranproteine erreicht werden. Ein erhéhter Abtransport aus der Zelle

heraus gelingt z.B. durch Uberexpression der Gene, die fiir Efflux-Pumpen kodieren.
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Resistenzen kdnnen zudem durch eine Verdnderung des Targets entstehen. Dies geschieht
u.a. durch Punktmutationen oder Hinzufligen chemischer Gruppen (z.B. Methylgruppen). So
kann das Antibiotikum nicht mehr effizient binden, die eigentliche Funktion des Targets bleibt
dabei jedoch erhalten. Auch eine Uberproduktion des Targets kann zur Ausbildung einer
Resistenz fluhren. Das Antibiotikum kann zwar binden, allerdings bleiben geniigend Tar-
get-Molekiile unbeeinflusst, sodass diese weiterhin ihrer Funktion nachgehen kénnen und

somit dafiir sorgen, dass die Zelle liberlebt.

Neben der Veranderung des Targets kann allerdings auch die Veranderung des Antibiotikums
zur Resistenzentwicklung fuhren. Eine Mdglichkeit ist die Inaktivierung des Antibiotikums
mittels Hydrolyse. Daneben gibt es diverse Enzymklassen, die eine Veranderung des Antibio-
tikums durch Ubertragung von z.B. Phosphor- oder Acylgruppen herbeifiihren kénnen. Durch

diese hinzugefiigten Gruppen ist dann die Bindung des Antibiotikums sterisch gehindert.?%22
1.1.7. Wie weit ist die Impfstoffforschung?

Bislang ist noch kein Impfstoff gegen Shigella-Bakterien zugelassen. Friihe Studien haben
allerdings bereits gezeigt, dass ein Schutz vor einer solchen Infektion durch eine Impfung
maéglich ist.>7%>. Was aber macht die Entwicklung eines effizienten Impfstoffs so schwierig? Es
sind die vier verschiedenen Spezies mit insgesamt knapp 50 verschiedenen Serotypen, die eine
umfassende Immunisierung nahezu unmaoglich machen. Ein Impfstoff misste gleichzeitig vor
einer Infektion moglichst vieler Serotypen schiitzen oder zumindest vor einer Infektion jener
Serotypen, die am meisten verbreitet sind bzw. von denen die groRte Gefahr ausgeht. Studien

zufolge sind das die Serotypen S. flexneri 2a, 3a und 6 und S. sonnei.?®

Viele zurzeit in der Entwicklung befindliche Impfstoffe zur Bekampfung der Shigellenruhr
konzentrieren sich auf O-spezifische Polysaccharide (O-Antigene). Diese bestehen aus vielen
Oligosaccharid-Einheiten (O-Einheiten) und sind die einzigen Antigene von Shigella. Sie sind
Bestandteil der Lipopolysaccharide (LPS) auf der duBeren Zellmembran. lhre Struktur ist sehr

variabel und unterscheidet sich je nach Serotyp deutlich.?’

Ein Bereich der Impfstoffforschung beschaftigt sich mit der Entwicklung eines Impfstoffs, der
auf abgeschwachten, lebenden Zellen beruht. Diese sorgen flir eine Immunantwort, |6sen
jedoch keine Erkrankung aus. Die Abschwachung lebender Zellen wird beispielsweise durch

den Einsatz mutierter Varianten erzielt. Hier soll die Studie von KoTLOFF et al.28 und die Studie
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von ORR et al.?® Erwdhnung finden. Dort kommen mutierte Varianten zum Einsatz, deren

Fahigkeit, sich fortzubewegen bzw. zu vermehren, vermindert ist.2°

Daneben gibt es Impfstoffkandidaten, die auf einer anderen Wirkungsweise beruhen und als
Konjugatimpfstoffe bezeichnet werden. Diese bestehen meist aus einem Antigen (Polysaccha-
rid) und einem Protein, das als Tragermolekiil fungiert. Die Kopplung des Antigens an ein
Tragermolekil hat eine verstarkte Immunantwort zur Folge. Heute ist bekannt, dass ein Anti-
gen alleine nicht in der Lage ist, eine Thymus- (T-) zellabhdngige Immunantwort hervorzuru-
fen. Dies ist aber gerade dann erforderlich, wenn Kleinkinder durch eine Impfung geschitzt
werden sollen.3? Auch einige potentielle Konjugatimpfstoffe befinden sich bereits in klinischen
Studien der Phase | und Il, wie z.B. das synthetisch hergestellte Glykokonjugat vom Institut
Pasteur in Paris®! und das von der Firma LIMMATECH BioLoGIcs AG in der Schweiz rekombinant

hergestellte Glykokonjugat.??

Neben den bekannten Methoden der Impfstoffherstellung gibt es weitere Anséatze, die bei der
Entwicklung eines Impfstoffes zum Schutz vor Shigella-Infektionen verfolgt werden. Zum
einen gibt es Impfstoffkandidaten, bei denen Serotyp-spezifische und konservierte Antigene
von Shigella kombiniert werden.?® Diesen Ansatz verfolgt z.B. das Walter Reed Army Institute
of Research in den Vereinigten Staaten mit ihrem Impfstoffkandidaten Invaplex. Er besteht
aus Lipopolysacchariden und den Proteinen IpaB und IpaC.2334, Zum anderen wird an der
Entwicklung von Impfstoffen gearbeitet, die auf duReren Membranpartikeln aus gentechnisch
veranderten gramnegativen Bakterien (engl. generalized modules for membrane antigens,
GMMA) basieren. Diese Art von Impfstoff besteht aus Lipiden und Proteinen der duReren
Membran, aber auch aus l6slichen Komponenten des Periplasmas und stellt somit ein aus
mehreren Komponenten bestehendes Vakzin dar. Am Beispiel von S. sonnei wurde ein solcher

Impfstoff bereits in klinischen Studien getestet und zeigt eine hohe Immunogenitat.3°
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1.2. IpgC - Klasse-llI-Chaperon
1.2.1. Tertiarstruktur

IpgC ist ein Klasse-llI-Chaperon, welches im bakteriellen Cytosol vorliegt. Es besitzt mit nur
18 kDa ein sehr geringes Molekulargewicht. Wie andere Chaperone dieser Art hat IpgC einen
sehr niedrigen isoelektrischen Punkt (p/: 4.6, mit Expasy®® ermittelt). Die dreidimensionale
Struktur von lpgC wurde erstmals im Jahr 2009 von LUNELLI et al.3” mittels Rontgenkristallogra-
phie bestimmt. IpgC besitzt acht a-Helices. Sieben der acht a-Helices sind so angeordnet, dass
mehrere Tetratricopeptid-Wiederholungen (engl. tetratricopeptide repeats, TPR) entstehen.
Bei diesem Strukturmotiv handelt es sich um zwei antiparallele a-Helices. Durch die Wieder-
holung von mindestens drei solcher Strukturmotive kommt es zur Ausbildung einer rechtshan-
digen Superhelix. So entsteht eine konkave und eine konvexe Seite. Die konkave Seite spielt
eine entscheidende Rolle bei Protein-Protein-Interaktionen, da sie eine hervorragende Inter-
aktionsflache fir eine a-Helix eines Interaktionspartners darstellt.3® Die konvexe Seite hinge-
gen nimmt eine entscheidende Rolle bei der Dimerisierung ein.?® Der Teil des Proteins, der an
der Ausbildung der Superhelix beteiligt ist, ist relativ starr. Darlber hinaus besitzt IpgC einen
recht flexiblen Teil bestehend aus einer langen Schleife und einer weiteren a-Helix (a-Helix 1).
In der von LUNELLI et al. bestimmten IpgC-Struktur spielt diese a-Helix eine entscheidende Rolle
bei der Ausbildung einer Dimerstruktur.3’” Die dreidimensionale Struktur eines IpgC-Mono-

mers ist in Abbildung 1.2-1 dargestellt.

Abbildung 1.2-1: Dreidimensionale Struktur des IpgC-Monomers. Das Protein ist als Bdndermodell dargestellt.
Die drei TPR-Motive sind in unterschiedlichen Blauténen voneinander abgehoben. Die a-Helix, die den Beginn
eines vierten TPR-Motivs darstellt (a-Helix 8 (H8)), ist in Griin gezeigt. Der flexible Bereich des Proteins, bestehend
aus einer langen Schleife und a-Helix 1 (H1), ist in Dunkelrot dargestellt. Diese Abbildung wurde mithilfe der
Struktur mit dem PDB-Code 3gyz*’ erzeugt.
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1.2.2. Komplexstruktur mit dem Bindungsepitop von IpaB

Bislang ist nur eine Komplexstruktur von IpgC mit einem seiner Interaktionspartner bekannt.
Dabei handelt es sich um die Struktur von IpgC mit dem Bindungsepitop des Invasins IpaB.
Diese Struktur ist ebenfalls von LUNELLI et al.3” bestimmt worden. Zusatzlich existiert eine
zweite Struktur dieses Komplexes. LOKAREDDY et al.*® konnten ebenfalls die Komplexstruktur
von IpgC mit dem Bindungsepitop von IpaB bestimmen. Im Grunde sind sich die Strukturen
sehr dhnlich. Der einzige Unterschied besteht darin, dass LUNELLI et al. ein 22 Aminosduren
langes Peptid (IpaB°7?) verwendet haben, LOKAREDDY et al. dagegen haben mit IpaB!¢72 einen
viel langeren Teil des IpaB-Proteins fiir die Kokristallisation eingesetzt. Dies war darin begriin-
det, dass LOKAREDDY et al. eine zweite Chaperon-Bindedomane (CBD) von IpaB ermitteln
konnten, die sich im Bereich der Aminosauren 15-45 befindet. Somit waren in dem Teil, den
LOKAREDDY et al. zur Kristallisation nutzten, beide CBDs enthalten. Durch die Verwendung
beider CBDs kam es zu einer Anderung des Verhéltnisses von IpgC und IpaB. Wahrend LUNELLI
et al. mit ihrer Struktur ein 1:1-Verhaltnis beobachten konnten (an jeder Proteinkette des
IpgC-Dimers hatte jeweils ein IpaB>'72 gebunden), konnten LOKAREDDY et al. feststellen, dass
pro IpgC-Dimer nur ein IpaB'®72 gebunden hat. LOKAREDDY et al. begriindeten dies so, dass die
CBD 1 zwar nicht in der Elektronendichte zu erkennen sei, seine Prasenz aber wahrscheinlich
die Interaktion eines weiteren IpaB'®72-Molekiils verhindert hatte. In Abbildung 1.2-2 ist zu

erkennen, in welcher Art und Weise IpaB mit IpgC interagiert.

Abbildung 1.2-2: Komplexstruktur von IpgC mit der CBD 1 von IpaB. Das Protein ist als Bindermodell in Rosa
dargestellt. Zur besseren Ubersicht sind nur die a-Helices 2-8 gezeigt. Die Aminoséureseitenketten von Asp37,
Tyr40, Tyrd4, Tyrd7, Asp71 und Lys142 sind als Stdbchenmodelle gezeigt. C-Atome dieser Aminosduren sind rosa.
Das IpaB-Peptid ist ebenfalls als Stéibchenmodell dargestellt. C-Atome des IpaB-Peptids sind grau. Auch Glycerol-
molekiile sind als Stéibchenmodelle gezeigt, die entsprechenden C-Atome sind lila. O-Atome sind rot und N-Atome
blau. Zwischen IpaB-Peptid und Protein bzw. Glycerolmolekiilen ausgebildete H-Briicken sind als schwarz gestri-
chelte Linien dargestellt. Diese Abbildung wurde mithilfe der Struktur mit dem PDB-Code 3gz13” angefertigt.
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Das bei LUNELLI et al. zur Kristallisation verwendete IpaB-Peptid hatte auf der konkaven Seite
der durch TPR-Domanen ausgebildeten Superhelix gebunden und geht dort vermehrt Gber
seine Hauptkette H-Briicken mit dem Protein ein.3” In der Struktur von LOKAREDDY et al. bindet

das IpaB-Peptid auf sehr dhnliche Art und Weise.*°

1.3. Proteinkristallographie

1.3.1. Vom Protein in Losung zur dreidimensionalen Proteinstruktur

Die ersten Proteinkristalle konnten mehr oder weniger durch Zufall vor etwa 150 Jahren
beobachtet werden. Das erste Protein, dessen Struktur mithilfe der Rontgenkristallographie
bestimmt werden konnte, war Myoglobin.** Mittlerweile ist die Proteinkristallographie zur
Bestimmung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen nicht mehr wegzudenken. Die
erste Bedingung fiir eine erfolgreiche Kristallisation eines Proteins ist die hohe Reinheit der
Proteincharge. Je reiner das Protein (auch konformative Reinheit erforderlich), desto héher
ist die Wahrscheinlichkeit, optimale Kristalle zu erhalten. Zudem muss eine geeignete
Losungsmittelzusammensetzung gefunden werden, um das Protein in den kristallinen Zustand
zu Uberfiuhren. Die Suche nach einer solchen Lésung ist allerdings nicht einfach und haufig
sehr zeitintensiv. Hier muss nach dem Motto ,trial and error' verfahren werden. Je mehr
Bedingungen getestet werden, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine optimale
Bedingung gefunden wird. Heutzutage kann dieser Arbeitsschritt, besonders in der Anfangs-
phase, von Pipettierrobotern lGbernommen werden. Eine Optimierung vieler einzelner
Parameter ist erforderlich, um letztendlich optimale Kristalle zu erhalten. Dazu gehoéren:
Temperatur, Salzgehalt, pH-Wert und vieles mehr. Weiterhin muss eine Ubersittigung der
Losung erzielt werden. Erst dann kommt es zur Ausbildung von Kristallisationskeimen und
schlieBlich zum Kristallwachstum. Wie aber kommt es zu einer Ubersittigung der Lésung? Dies
kann mithilfe unterschiedlicher Methoden erreicht werden, beispielsweise durch Entzug von
Wassermolekdilen, die das Protein in Losung halten. Eine Methode ist die sogenannte Dampf-
diffusion. Dabei kommt es durch Diffusion zum Ausgleich eines anfdnglich bestehenden
Konzentrationsgradienten zwischen Proteintropfen und Reservoirlésung und letztlich zur
Ubersattigung der Proteinldsung. Die Voraussetzungen fir eine hoffentlich erfolgreiche Kris-

tallisation sind damit geschaffen.*?
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1.3.2. Wenn Rontgenstrahlung auf Kristalle trifft

Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur der Proteinmolekiile im Kristallgitter erfolgt
mithilfe von Rontgenstrahlung. Trifft Rontgenstrahlung auf einen Kristall, so wird diese abge-
lenkt. Ursachlich dafir ist die Wechselwirkung der Rontgenstrahlung mit den Elektronen der
Atome im Kristall. Die Elektronen werden angeregt und geben selbst wieder Strahlung in Form
von Wellen ab. Da die Wellenlange der eingesetzten Rontgenstrahlung und die Abstdande im
Kristallgitter eine vergleichbare GroRenordnung besitzen, kommt es zu Interferenzerschei-
nungen. Das Phanomen der Rontgenbeugung an Kristallen geht auf MAx VON LAUE zurlick, der
diese Entdeckung bereits im Jahr 1912 machte.*® Auf diesen Erkenntnissen aufbauend folgte
ein Jahr spater die Erkenntnis, dass mithilfe der Rontgenbeugung die Strukturaufklarung von
Kristallen moglich ist. Dies gelang Vater und Sohn BRAGG. Mithilfe der Bragg-Gleichung, die
beschreibt, unter welchen Bedingungen es zu konstruktiver Interferenz kommt, kann das auf
einem Detektor entstandene Diffraktionsbild, bestehend aus vielen einzelnen Reflexen, die

zusammen ein Beugungsmuster ergeben, erklart werden.
Bragg-Gleichung: nA = 2d sin(¢p)*

(n: natiirliche Zahl; A: Wellenlénge der Réntgenstrahlung; d: Abstand zwischen parallelen Git-

terebenen; @: Winkel zwischen Réntgenstrahl und Gitterebene)

Um alle Informationen zu erhalten, die benétigt werden, um beispielsweise die Struktur eines
Proteins bestimmen zu kénnen, muss der Kristall aus verschiedenen Winkeln mit Rontgen-
strahlung bestrahlt werden, da nur so alle Gitterebenen einmal die richtige Orientierung
besitzen, um die Bedingungen fir konstruktive Interferenz zu erfillen. Erst die Summe
mehrerer hundert Diffraktionsbilder flhrt letztendlich zu einem vollstandigen Datensatz. Die
sogenannte Fourier-Transformation, ein spezielles mathematisches Verfahren, hilft, aus den
Beugungsbildern das Molekil in Form einer Elektronendichte-Karte zu erzeugen (siehe Abbil-
dung 1.3-1). Allerdings gibt es notwendige Informationen, die dem Beugungsbild nicht
entnommen werden kénnen. Die Intensitdt der Reflexe und somit die Amplitude bzw. die
Anzahl der Elektronen einer Gitterebene lasst sich bestimmen, die Informationen lber die
einzelnen Phasen gehen allerdings verloren. Dieses Problem wird als ,Phasen-Problem”
bezeichnet. Die Information, die durch die fehlenden Phasen verloren geht, ist deutlich
wichtiger als die Information, die aus der Intensitat gewonnen wird. Es gibt daher verschie-

dene Verfahren, die fehlenden Phasen wiederzugewinnen. Ein Verfahren ist der sogenannte
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,molekulare Ersatz” (engl. molecular replacement, MR). Dieses Verfahren findet Anwendung,
wenn die Struktur des Proteins bzw. die Struktur eines dhnlichen Proteins bereits bekannt ist.
Die Sequenzidentitat sollte mindestens 25 % betragen.*> Durch Lésen der Rotations- und
Translationsfunktion mithilfe eines geeigneten Startmodells kénnen erste Phasen fiir die neue
Struktur erhalten werden. Ein weiteres Verfahren ist die ,anomale Dispersion”. Es wird
zwischen anomaler Dispersion unter Verwendung verschiedener Wellenlangen (engl.
multiple-wavelength anomalous dispersion, MAD) und anomaler Dispersion unter Verwen-
dung einer einzigen Wellenlange (engl. single-wavelength anomalous dispersion, SAD) unter-
schieden. Im Grunde geht es darum, dass die Phasenverschiebung von der Wellenldange der
Rontgenstrahlung abhangig ist. Bei der anomalen Dispersion werden anomale Streuelemente
bendtigt. Diese kdnnen in der Proteinkristallographie durch Selenomethionin ins Protein
eingefligt werden. Flir anomale Streuer gilt das Friedelsche Gesetz nicht mehr, sodass durch
die anomalen Differenzen die Position der anomalen Streuer berechnet werden kann und

dadurch eine experimentelle Phasenbestimmung moglich ist.*
§ 7

Abbildung 1.3-1: Der Weg vom Proteinkristall zur dreidimensionalen Struktur. Proteinkristalle werden mit R6nt-
genstrahlung bestrahlt. Auf einem Detektor kann ein aus vielen Reflexen bestehendes Diffraktionsbild erhalten
werden. Durch Drehung des Kristalls werden viele solcher Diffraktionsbilder erhalten. Mithilfe der Fourier-Trans-
formation kann aus diesen Beugungsbildern eine Elektronendichte-Karte erstellt werden. Durch Anpassung des
Modells an diese Elektronendichtekarte und Wiedergewinnung der Phasen kann am Ende die dreidimensionale
Struktur des Proteins erhalten werden.

©

]

»

Mit diesen Methoden gelingt die Phasenbestimmung allerdings nur naherungsweise. In einem
iterativen Prozess muss die Phaseninformation Schritt fir Schritt verbessert werden, die
Struktur muss ,verfeinert” werden. Dazu wird das anfanglich verwendete Modell an die
ermittelte Elektronendichte angepasst. Mit diesem verbesserten Modell wird erneut eine
Elektronendichte-Karte erzeugt, mit leicht verbesserten Phasen. Die verbesserte Elektronen-
dichte-Karte wird erneut verwendet, um das Modell anzupassen und so weiter. Der Weg, der
beschritten werden muss, um eine Proteinstruktur zu |6sen, ist in Abbildung 1.3-1 noch einmal

graphisch dargestellt.
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1.3.3. Fehler im Kristallgitter — Verzwilligung

Proteinkristalle besitzen immer gewisse UnregelmaRigkeiten im Kristallgitter. Kein realer
Kristall ist perfekt. Ein Kristall kann als Zusammensetzung vieler kleiner Kristalle angesehen
werden, deren Ausrichtungen leicht gegeneinander verschoben sind, auch Mosaikstruktur
genannt. Das Modell der Mosaikstruktur geht auf C. G. DARWIN zurtiick.*® Die Mosaizitit von
Kristallen gibt Aufschluss darliber, wie stark die einzelnen kleinen Kristalle gegeneinander
verschoben sind. Es gibt allerdings auch UnregelmaRigkeiten, die nur gelegentlich auftreten
und zu enormen Schwierigkeiten fiihren konnen. Verzwilligung stellt ein solches Problem dar.
Ein Kristall ist verzwillingt, wenn er aus mehreren Doméanen besteht, die durch eine Symme-
trieoperation, dem ,Verzwilligungsgesetz“, ineinander Uberfiihrt werden kénnen. Das Ver-
zwilligungsgesetz stellt dabei aber keine Symmetrieoperation der Punktgruppe des Kristalls
dar.*’ Neben dem Verzwilligungsgesetz wird die Verzwilligung durch eine weitere GréRe
charakterisiert, dem ,Verzwilligungsgrad”. Dieser macht Aussagen Uber das Verhaltnis des
relativen Volumens der einzelnen Domanen.*® Das Problem, welches bei verzwillingten Kris-
tallen auftritt, ist, dass liberlagerte Diffraktionsbilder erzeugt werden. Diffraktionsbilder der
einzelnen Domdnen werden zeitgleich erfasst. Das kann entweder dazu fiihren, dass alle
Reflexe oder nur ein Teil der Reflexe Giberlappen. So kann es vorkommen, dass sich starke
und schwache Reflexe Uberlagern und die Intensitdtsverteilung eines solchen Datensatzes
stark von der Intensitatsverteilung eines normalen Datensatzes abweicht. Auch heute noch
kommt es vor, dass Forschungsstudien beim Auftreten verzwillingter Kristalle zum Stillstand
kommen, bis Kristalle erhalten werden, die nicht verzwillingt sind. Manchmal ist die Suche
nach einer neuen Kristallisationsbedingung einfacher als die Auswertung der Daten verzwil-
lingter Kristalle. Dank moderner Rechenprogramme ist die Auswertung verzwillingter Daten-
satze mittlerweile allerdings moglich. Oft werden aufgespaltene oder zerbrochene Kristalle
ebenfalls als verzwillingt bezeichnet. Dies ist jedoch nicht korrekt. Kristallen kann nicht immer
angesehen werden, ob sie verzwillingt sind oder nicht. Ein besserer Weg, um Verzwilligung
festzustellen, ist die Analyse der Intensitatsstatistiken. Wenn die Intensitaten signifikant von
den zu erwartenden Intensitaten fir einen unverzwillingten Datensatz abweichen, ist eine

Verzwilligung wahrscheinlich.*®
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1.4. Fragment-basiertes Wirkstoffdesign

Beim strukturbasierten Wirkstoffdesign geht es um die Entwicklung von Wirkstoffen basie-
rend auf einer bereits bekannten 3D-Struktur des Targets. Dem gegeniiber steht das ligand-
basierte Wirkstoffdesign, welches zum Einsatz kommt, wenn die Struktur des Targets noch
nicht bekannt ist. Das strukturbasierte Wirkstoffdesign wird auch als gezieltes, rationales
Design bezeichnet.”® Im Grunde geht es um das Auffinden von Molekilen, die in der Binde-
tasche des Zielproteins binden (siehe Abbildung 1.4-1). Diese werden im weiteren Verlauf

optimiert, um eine moglichst hohe Affinitat zu erzielen.

Fragmente
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Abbildung 1.4-1: Fragment-basiertes Wirkstoffdesign. Durch die Verwendung vieler, sehr kleiner Molekiile (Frag-
mente) werden jene Molekiile ermittelt, die optimale Interaktionen mit dem Target in einem Teilbereich der
Bindetasche eingehen.

Fragment-basiertes Wirkstoffdesign (engl. fragment-based drug design, FBDD) erfreut sich
seit einigen Jahren grolRer Beliebtheit. Im Gegensatz zum Hochdurchsatz-Screening (engl.
high-throughput screening, HTS) kommen hierbei Verbindungen mit einem deutlich geringe-
ren Molekulargewicht zur Anwendung. Unter dem Begriff ,Fragment” werden meist Verbin-
dungen verstanden, die ein Molekulargewicht kleiner als 300 Da aufweisen.>! Ein Vorteil in
der Verwendung kleinerer Verbindungen ist, dass passgenaue chemische Strukturen gefun-
den werden kdnnen, die optimale Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen. Die Oberfla-
che eines Proteins kann viel effizienter nach Wechselwirkungen abgesucht werden. Es kommt
zu deutlich héheren Hit-Raten. AulRerdem nimmt die Anzahl an mdéglichen Verbindungen mit
zunehmender Grofle der Verbindung zu. Somit sind Fragment-Bibliotheken (mehrere hundert
Verbindungen) um einige GroRRenordnungen kleiner als Bibliotheken, die beim HTS zum
Einsatz kommen (mehrere tausend Verbindungen).>? Das hat eine deutliche Kostenreduktion
zur Folge, zumal die kleinen Molekile meist nicht synthetisiert werden miissen, sondern
gekauft werden kdnnen. Aus diesem Grund ist FBDD auch fiir die akademische Forschung
erschwinglich.”® Die erzielten Fragment-Hits dienen als Startpunkt fiir die Entwicklung hoch-
affiner Verbindungen.
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Den Anfang in FBDD machten SHUKER et al.>* vor genau 25 Jahren. Sie entwickelten eine Kern-
spinresonanz- (engl. nuclear magnetic resonance-, NMR-) basierte Methode, mit deren Hilfe
kleine organische Molekiile, die an Proteinen gebunden haben, identifiziert, optimiert und
verknipft werden kénnen. Diese Methode ist auch bekannt unter dem Namen ,SAR by NMR",
wobei SAR fiur Strukturwirkungsbeziehung (engl. structure-activity relationship) steht. Da
allerdings die NMR-Methode routinemaRig nur fir kleine Biomolekiile mit einem Molekular-
gewicht kleiner 30 kDa geeignet ist, die zudem in ausreichender Menge (= 200 mg) zur Verfi-
gung stehen missen, kam es in den darauffolgenden Jahren zur Entwicklung weiterer Metho-
den. Aufgrund der kleinen Fragmente, die eine sehr geringe Affinitdt im Bereich von
0.1-100 mm aufweisen, mussten die zu entwickelnden Detektionsmethoden sehr sensitiv sein.
Eine Methode, mit deren Hilfe die Identifizierung von Protein-Ligand-Interaktionen in der
Vergangenheit bereits gelang, ist das Thermal-Shift-Assay (TSA).>>=>’ Diese Methode wird in
Kapitel 1.7 ausfihrlich beschrieben. Der Vorteil dieser Methode ist die einfache, schnelle und
ressourcensparende Handhabung.®® Auch die native Massenspektrometrie (MS) stellt eine
ausreichend sensitive Methode zur Identifizierung schwach affiner Liganden dar, wie es
SWAYZE et al.>® und Ockey et al.?® bereits in den Jahren 2002 und 2003 zeigen konnten. Der
Vorteil dieser Methode besteht darin, dass nur sehr kleine Mengen an Target und Ligand
bendtigt werden und es keiner Markierung bedarf.?! Bei einer anderen Methode, der Oberfla-
chenplasmonenresonanzspektroskopie (engl. surface plasmon resonance spectroscopy, SPR),
muss das Target auf einem Sensor-Chip immobilisiert werden (es gibt allerdings auch den
umgekehrten Fall, dass die zu untersuchenden Verbindungen immobilisiert werden). Durch
die Interaktion einer Verbindung mit dem immobilisierten Target kommt es zu einer Verande-
rung des Brechungsindexes der Chip-Oberflache. Dieser kann sehr genau bestimmt werden.
Meist ,,nur” als sekundare Methode verwendet, konnte in der Vergangenheit gezeigt werden,
dass auch SPR als Pre-Screening-Methode angewandt werden kann.?%%3 Auch diese Methode
erfordert nur eine sehr geringe Menge an Protein, da der Chip mit dem immobilisierten
Protein regeneriert werden kann. Die isothermale Titrationskalorimetrie (engl. isothermal
titration calorimetry, ITC) ist eine Methode, die zur Bestimmung enthalpischer und entropi-
scher Bindungsbeitrage angewandt wird und eher selten in Zusammenhang mit FBDD steht.
Dass diese Methode jedoch als Erganzung zu bereits etablierten Screening-Methoden dienen
kann, zeigen LADBURY et al.%* in ihrer Arbeit. Als letzte und noch relativ neue Methode auf

diesem Gebiet sei die Mikroskalenthermophorese (engl. microscale thermophoresis, MST)
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1.4. Fragment-basiertes Wirkstoffdesign

genannt. Hier kommt es bei Komplexbildung zu einer Veranderung der Bewegungseigenschaf-
ten des Molekils. Durch die Fluoreszenzkopplung des Proteins und der Anwendung eines
minimalen Temperaturgradienten kénnen diese verdanderten Eigenschaften erfasst werden.
Auch MST wurde bereits im Zusammenhang mit FBDD angewandt. Mithilfe von MST sind
nebenbei noch Aussagen liber Effekte wie Proteinaggregation und Proteindenaturierung mog-

lich.®®

Alle genannten Methoden (NMR ausgenommen) haben den Nachteil, dass sie keine struktu-
rellen Informationen liber das Bindungsevent liefern. Friiher oder spater ist eine Methode
notwendig, die diese Informationen liefert, spatestens wenn es um die Hit-Optimierung geht.
Daher stellt die Proteinkristallographie neben der NMR eine gute Pre-Screening-Methode dar,
da so die strukturellen Informationen von Anfang an zur Verfligung stehen. In der Anfangs-
phase des FBDD wurde die Kristallographie erst im spateren Verlauf des Wirkstoffdesigns
eingesetzt, wo bereits mithilfe anderer Methoden vielversprechende Hits ausgewahlt wurden.
Diese Vorgehensweise birgt allerdings eine Gefahr. Zuvor durch andere Methoden ermittelte
Hits kénnen sich durch die Kristallographie als falsch positiv herausstellen oder falsch negative
Hits werden erst gar nicht in die Wirkstoffentwicklung mit einbezogen. Mittlerweile ist die
Proteinkristallographie auch als Pre-Screening-Methode bekannt.®%° Eine Voraussetzung
muss jedoch gegeben sein. Es sollten geniigend Kristalle mit ausreichendem Streuvermdégen
zur Verfligung stehen, ansonsten kann diese Methode sehr zeitintensiv und kostspielig
werden. Es gibt auch Studien, die Ergebnisse unterschiedlicher Screening-Methoden miteinan-
der vergleichen. Auffallig dabei ist, dass nur relativ wenige Fragmente, die mittels kristallogra-
phischen Fragment-Screenings gefunden wurden, auch von anderen Screening-Methoden als
Binder identifiziert werden. Insgesamt ist die Anzahl an Uberlappenden Hits haufig enttdu-

schend gering.”%71

Mittlerweile haben es bereits mehr als 30 aus Fragment-basierten Studien hervorgegangene
Wirkstoff-Kandidaten in die klinische Phase geschafft.>® Der erste Arzneistoff, der aus einem
Fragment-basierten Ansatz hervorging, war Vemurafenib. 2012 erhielt dieser Arzneistoff seine

Zulassung in der Europaischen Union zur Behandlung von Hautkrebs.”?
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1. Einleitung

1.4.1. 96er Fragment-Bibliothek

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Fragment-Bibliothek wurde von der eigenen
Arbeitsgruppe (AG KLEBE, Universitdat Marburg) in Kooperation mit der MX-Gruppe am Helm-
holtz-Zentrum Berlin (HZB) (AG WEiss, BESSY Il) entwickelt. Sie wurde das erste Mal von
HASSAAN et al. ndher beschrieben.”* Zum Giberwiegenden Anteil besteht diese Bibliothek aus
Fragmenten, die gleichzeitig auch Bestandteil einer groReren Bibliothek der Arbeitsgruppe
KLEBE (361er Bibliothek) sind. Die 361er Bibliothek ist aus Fragmenten zusammengesetzt, die
teilweise einer Erweiterung der ,,Rule of Three” entsprechen. Damit sollte der Frage nachge-
gangen werden, ob nicht auch solche Fragmente als Startpunkt zur Entwicklung von Leitstruk-
turen dienen kénnen. Diese Frage konnte mit ja beantwortet werden, denn mehr als 50 % der
im Falle der Aspartatprotease Endothiapepsin (EP) gefundenen Hits folgten nicht streng der
,Rule of Three”.”® Eine Auswahl dieser Fragment-Hits wurde in die 96er Fragment-Bibliothek
Ubernommen. Damit besteht die 96er Fragment-Bibliothek zu einem Grof3teil aus Fragmen-
ten, die an EP gebunden hatten. Diese Liganden besitzen demnach die Fahigkeit, an Proteine
zu binden, was ein entscheidendes Kriterium bei der Entwicklung dieser Fragment-Bibliothek
war. Hinzu kommen einige Fragmente aus der 96er Bibliothek der Arbeitsgruppe WEIss. Auch
von diesen Verbindungen existierte bereits jeweils eine in der PDB deponierte Komplexstruk-
tur. Die Bibliothek wurde durch finf Naturstoffverbindungen der Firma ANALYTICON komplet-

tiert.

Die in dieser Arbeit verwendete 96er Fragment-Bibliothek wurde bereits umfangreich vali-
diert.®®7! Dies erfolgte an acht unterschiedlichen Targets (Proteinkinase A (PKA), tRNA-Guanin
Transglycosylase (TGT), Carboanhydrase Il (CA Il), Thrombin, 17-B-Hydroxysteroid-Dehydro-
genase 14 (HSD-14), Thermolysin, Farnesyl-Pyrophosphat-Synthase (FPPS) und Trypsin.”*

Die 96er Fragment-Bibliothek ist mittlerweile kommerziell erhaltlich bei der Firma JENA
BioscieNCE unter dem Namen ,, Frag Xtal Screen”. Der Screen ist so konzipiert, dass das Soaking

in moglichst wenigen Arbeitsschritten vollzogen werden kann.”>
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1.5. In Silico-Docking

1.5. In Silico-Docking

1.5.1. Vom Fragment-Hit zum hochaffinen Liganden

Konnten mithilfe des Fragment-Screenings Hits an relevanten Stellen des Proteins identifiziert
werden, so geht es im nachsten Schritt darum, diese Hits zu optimieren, um Verbindungen mit
verbesserter Affinitat zu erhalten (siehe Abbildung 1.5-1). Dies kann auf unterschiedlichen
Wegen erfolgen. Der Fragment-Hit kann einmal durch Hinzufligen weiterer Gruppen und mit
der strukturellen Information Gber die Bindetasche des Proteins vergrofRert werden (fragment
growing). Sollten mehrere Fragment-Hits an unterschiedlichen Stellen innerhalb der Bindeta-
sche gebunden haben, kdnnen auch zwei oder mehr Hits miteinander verlinkt werden, indem
nach passenden chemischen Gruppen gesucht wird, die als Linker fungieren (fragment
linking). Uberlagern sich die Fragment-Hits teilweise, so kdnnen die strukturellen Komponen-

ten der einzelnen Verbindungen auch zusammengefihrt werden (fragment merging).>?

Follow-up-Verbindungen
r = ' ':>$ — > ’
» J

Abbildung 1.5-1: Vom Fragment-Hit zum hochaffinen Liganden. Ausgangspunkt ist ein gebundenes Fragment in
der Bindetasche des Targets. Dieses Fragment wird mithilfe computergestiitzter Methoden und Strukturbestim-
mung vergréflert, um letztendlich einen hochaffinen Liganden zu erhalten.

Diese unterschiedlichen Vorgehensweisen kénnen mithilfe computergestiitzter Verfahren
durchgeflihrt werden. Mit ihnen ist es moglich, Bindungsmodi von Molekiilen vorherzusagen.
Dies ermoglicht eine effizientere Arbeitsweise, da nicht alle in Frage kommenden Follow-up-

Verbindungen experimentell getestet werden miissen.

1.5.2. SeeSAR - eine Plattform fiir struktur- und ligandbasiertes molekulares Design

SeeSAR’® ist eine Software-Plattform fir struktur- und ligandbasiertes molekulares Design,
entwickelt von der Firma BIoSoLVEIT. Der Vorteil dieser Plattform ist, dass sie gleich mehrere
fiir das struktur- und ligandbasierte molekulare Design niitzliche Werkzeuge vereinigt. Zwei
u.a. in SeeSAR enthaltene Tools sind die Docking-Software FlexX und die Scoring-Funktion

HYDE.

Mithilfe von FlexX ist eine Vorhersage von Protein-Ligand-Interaktionen méglich. BoHM’” bzw.
KLEBE et al.”® legten den Grundstein fiir das chemische Modell, welches FlexX zu Grunde liegt;
FlexX selbst wurde von RAREY et al.”® entwickelt. Das Programm umfasst drei grundlegende
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1. Einleitung

Aspekte: die Flexibilitdt des Liganden, Protein-Ligand-Interaktionen und eine Scoring-Funk-
tion. Der Ligand besitzt aufgrund einer Vielzahl moglicher Konformationen eine gewisse
Flexibilitat. Es geht zunachst darum, mogliche Konformationen des Liganden zu erzeugen und
Konformationen mit geringer Energie auszuwahlen, die beispielsweise haufig vorkommende
Torsionswinkel aufweisen. Im zweiten Schritt geht es darum, den Liganden in der Bindetasche
zu platzieren. Zuvor muss die Bindetasche definiert werden. Der Ligand wird zunachst in
Bruchstticke (,,Fragmente”) zerlegt. Diese einzelnen Fragmente bzw. ein erstes Fragment wird
in die unterschiedlichen Bereiche der Bindetasche platziert. Diese Positionen werden bewer-
tet. Mit den besten Positionen wird weiterverfahren. Das Fragment wird nun mit einem zwei-
ten Fragment verknipft. Nach und nach wird der Ligand zusammengesetzt. Die Positionen des
vollstandigen Liganden mit den besten Bewertungen werden dem Nutzer anschlieRend
prasentiert. Die Bewertung der unterschiedlichen Posen erfolgt mithilfe einer Abschatzung
der freien Bindungsenergie des Protein-Ligand-Komplexes. Es ist aber auch ein sogenanntes
Templat-basiertes Docking moglich. Ein Templat sollte mindestens fiinf Nicht-Wasserstoff-
atome besitzen und ist in allen zu dockenden Molekiilen enthalten. Es werden bevorzugt
Docking-Posen erzeugt, in denen dieser Teil des Molekiils der Position des Templats in der

Kristallstruktur entspricht.”

HYDE wurde 2008 von REULECKE et al.8% entwickelt und wird seitdem regelmaRig optimiert 81,82
Mithilfe von HYDE werden freie Bindungsenergien unter Einbeziehung von Wasserstoffbri-
ckenbindungen (Hydrogen bonding) und Dehydratisierungsenthalpien (DEhydration energies)
berechnet. Das Konzept dahinter sieht wie folgt aus: Protein und Ligand werden zunachst in
ungebundenem Zustand betrachtet, beide liegen solvatisiert vor. Beim Bindungsevent muss
der Ligand seine Hydrathiille abstreifen und die in der Bindetasche vorhandenen Wassermo-
lekile verdrangen. Dabei werden Wasserstoffbriicken zwischen H.O-Molekiilen und Ligand
bzw. zwischen H,0-Molekilen und Protein gebrochen. Dies wirkt sich ungiinstig auf die
Bindungsenergie aus. Wasserstoffbriicken, die zwischen Ligand und Protein ausgebildet
werden, tragen dagegen giinstig zur Bindung bei. Bei der Verdrangung von H,O-Molekilen aus
hydrophoben Bereichen kommt es ebenfalls zu einem positiven Beitrag zur Bindungsenergie
(Entropiegewinn der H,O-Molekiile). Dies wird auch als ,, hydrophober Effekt” bezeichnet. In
SeeSAR werden fir jedes Atom des Liganden Beitrage zur freien Energie als farbige Koronas

um die jeweiligen Atome ausgegeben.®!
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1.6. Peptid-Microarray

1.6. Peptid-Microarray

Peptid-Microarrays werden mittlerweile flir sehr viele Fragestellungen genutzt, u.a. lassen
sich damit Bindungsepitope bestimmen oder Ligand-Rezeptor-Interaktionen untersuchen.
Auch die Substratspezifitait von Enzymen kann so ermittelt werden.83-8> Bei einem Peptid-
Microarray sind zahlreiche Peptide (manchmal ganze, aus mehreren hundert bis tausend
unterschiedlichen Peptidsequenzen bestehende Bibliotheken) auf einer festen Oberflache
fixiert. Das ermoglicht auch den Einsatz als HTS-Methode, weil in kurzer Zeit mit wenig Auf-
wand viele unterschiedliche Interaktionen untersucht werden kénnen. In den meisten Fallen
kommt heutzutage die SPOT-Synthese zum Einsatz. Durch die Verwendung Fluorenylme-
thoxycarbonyl- (Fmoc-) geschiitzter Aminosauren erfolgt die Synthese der Peptide dabei zeit-
gleich auf einer Membran. Die Anfidnge dieser Methode gehen auf FRANK et al.8® zurlick. Um
die Interaktion der auf der Membran befindlichen Peptide mit einem Protein zu untersuchen,
muss die Membran mit der Proteinlésung zusammengebracht werden. Nach einer Inkubati-
onszeit und mehreren Waschschritten erfolgt der Nachweis der Peptid-Protein-Interaktion.
Dies geschieht mithilfe geeigneter Antikorper. Es kann dabei ein Antikérper verwendet
werden, der unmittelbar gegen das Protein gerichtet ist. Es kann aber auch ein Antikérper
verwendet werden, der gegen ein am Protein befindliches Tag (z.B. His- oder Glutathion-S-
Transferase- (GST-) Tag) gerichtet ist. Wenn diese Antikorper nicht bereits mit einem
Reportermolekiil gekoppelt sind, wird ein zweiter Antikdrper bendétigt, mit dessen Hilfe die
Bindung sichtbar gemacht wird. Ein haufig verwendetes Reportermolekiil ist die Meerrettich-
Peroxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP). Im Zusammenspiel mit einem Substrat erfolgt
der Nachweis hier lber Chemilumineszenz.®>%” Der schematische Ablauf eines Peptid-

Microarrays ist in Abbildung 1.6-1 dargestellt.
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1. Einleitung

a)
b)
c)
d)
Detektion .
—

Abbildung 1.6-1: Schematischer Ablauf eines Peptid-Microarrays. a) Membran mit 12 unterschiedlichen Pepti-
den, dargestellt als Icingliche Stébchen. b) Durch die Inkubation der Membran in Proteinlésung haben Proteinmo-
lekiile auf der Membran gebunden. Allerdings befinden sich darunter auch unspezifisch gebundene Proteinmole-
kile. c) Nach einem Waschschritt sind nur die Proteinmolekiile auf der Membran verblieben, die spezifische
Wechselwirkungen mit den Peptiden auf der Membran eingehen. d) Mit Reportermolekiilen gekoppelte Antikér-
permolekiile haben spezifisch an vorhandenen Proteinmolekiilen gebunden. Die Protein-Peptid-Interaktionen sind
letztendlich als dunkle Spots auf der Membran zu erkennen (Abbildung in Anlehnung an KATz et al.#°).
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1.7. Thermal-Shift-Assay

1.7. Thermal-Shift-Assay

Das Thermal-Shift-Assay (TSA), auch bekannt als Differential Scanning Fluorimetry (DSF), ist
eine Methode, mit deren Hilfe Aussagen (iber die Thermostabilitdt eines Proteins getroffen
werden kdnnen. Sie wird haufig angewandt, um herauszufinden, wie eine Pufferzusammen-
setzung verandert werden muss, um das Protein maximal zu stabilisieren. Gerade im Zusam-
menhang mit der Proteinkristallographie hat sich gezeigt, dass der Erfolg der 3D-Strukturbe-
stimmung maRgeblich von der Qualitat der Proteinlésung abhangt.®8 TSA wird aber auch zur
Bestimmung von Protein-Protein-, Protein-DNA- und Protein-Ligand-Interaktionen einge-

setzt,55:9091

Bei einem TSA-Experiment wird eine Proteinlésung mit einem hydrophoben Fluoreszenzfarb-
stoff (in den meisten Fallen SYPRO Orange) versetzt. Das Protein befindet sich in Losung in
einem Gleichgewicht zwischen korrekter Faltung und ungefaltetem Zustand. Im Optimalfall
liegt das Gleichgewicht sehr weit auf der Seite des gefalteten Zustands. Im Laufe eines TSA-
Experiments wird ein Temperaturgradient gefahren. Mit steigender Temperatur verlagert sich
das Gleichgewicht auf die Seite des ungefalteten Zustands, bis das Protein schliefRlich vollstan-
dig denaturiert vorliegt. Der hydrophobe Farbstoff und das Protein interagieren anfangs
kaum, da das Protein in gefaltetem Zustand an seiner Oberflache (iberwiegend hydrophile
Reste besitzt. Beginnt das Protein sich zu entfalten, werden hydrophobe Bereiche freigelegt
und der Farbstoff kann mit dem Protein interagieren. Nur durch Interaktion mit hydrophoben
Bereichen zeigt der Farbstoff eine Fluoreszenz. Daher steigt im Verlaufe des Experiments die
Fluoreszenz an, bis sie durch Aggregation des Proteins an einem gewissen Punkt wieder sinkt.
Durch diese Fluoreszenzdanderung lasst sich die sogenannte Schmelztemperatur des Proteins
bestimmen. Das ist der Punkt, an dem 50 % des Proteins gefaltet und 50 % ungefaltet vorlie-
gen. Der Schmelzpunkt ist ein MaR fiir die Stabilitat des Proteins und hangt von der Pufferzu-
sammensetzung bzw. vorhandener Interaktionspartner ab, da diese das Protein stabilisieren
konnen. Der Schmelzpunkt befindet sich am Wendepunkt der Schmelzkurve, bei der die
Fluoreszenz gegen die Temperatur aufgetragen wird (siehe Abbildung 1.7-1). Durch Stabilisie-
rung des Proteins wird der Schmelzpunkt in Richtung hoherer Temperatur verschoben. Diese

Anderung der Schmelztemperatur wird auch als ,,thermal shift” bezeichnet.??
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1. Einleitung

Fluoreszenz

Tml Temperatur [°C]
Abbildung 1.7-1: Schmelzkurve eines typischen TSA-Experiments. Auf der Abszisse ist die Temperatur in Grad
Celsius (°C) aufgetragen, auf der Ordinate die Fluoreszenz. Zwei Schmelzkurven sind dargestellt. In Blau ist die
Schmelzkurve eines Proteins mit der Schmelztemperatur Tm1 gezeigt. In Griin ist die Schmelzkurve des Proteins
mit einem gebundenen Liganden dargestellt. Dieser Ligand stabilisiert das Protein, zu erkennen an der héheren
Schmelztemperatur Tm2. In Rot ist die Verschiebung der Schmelztemperatur (engl. thermal shift, ATm) gezeigt.
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2. Zielsetzung

Die Bakteriengattung Shigella ist verantwortlich fiir eine entzlindliche Erkrankung des Dick-
darms, u.a. bekannt unter dem Namen ,Shigellenruhr”. Gerade in Entwicklungslandern, wo
viele Menschen auf engem Raum zusammenleben und die sanitdren Einrichtungen und
Hygienepraktiken zu wiinschen Ubriglassen, fordert diese Erkrankung zahlreiche Todesopfer.
Einen Impfstoff gibt es bislang nicht und gegen die zur Anwendung kommenden Antibiotika
entwickeln sich immer haufiger Resistenzen. Die Shigellenruhr gehért zu den vernachlassigten
Tropenerkrankungen. Diese Arbeit steht im Zusammenhang mit dem LOEWE-Zentrum DRUID,
welches vom Land Hessen gefordert wird und Gber 25 Arbeitsgruppen bzw. mehr als 30
Wissenschaftler und deren Expertise vereint, um zusammen die Entwicklung von Wirkstoffen,

Vakzinen und Diagnostika gegen vernachladssigte Infektionskrankheiten voranzutreiben.

In dieser Arbeit soll das Klasse-lI-Chaperon IpgC aus Shigella flexneri als Target zur Entwicklung
von Wirkstoffen gegen die Bakterienruhr dienen. In erster Linie sollen mithilfe eines kristallo-
graphischen Fragment-Screenings erste Molekiile identifiziert werden, die an unterschiedli-
chen Stellen mit dem Protein interagieren. Daflir muss zunachst eine geeignete Kristallisati-
onsbedingung gefunden werden, die Kristalle mit ausreichendem Streuvermogen entstehen
|asst. Eine Optimierung der gefundenen Fragment-Hits hin zu gréReren, potenteren Wirkstoff-
Kandidaten soll anschlieBend unter Zuhilfenahme von in silico-Docking erfolgen. Zeitgleich
sollen die Komplexstrukturen von IpgC mit den bereits in vorherigen Arbeiten ermittelten
Bindungsepitopen aus IpaC und MxiE — zwei Interaktionspartner von IpgC — kristallographisch
bestimmt werden. Dazu muss eine geeignete Kristallisationsbedingung fir jeden Komplex
gefunden werden. Zudem soll das Protein Spal3 — ein weiterer Interaktionspartner von lpgC
und Teil des Typ-Ill-Sekretionssystems — in einen geeigneten Vektor kloniert, anschlieBend
rekombinant produziert und gereinigt werden. Nach erfolgreicher Reinigung sollen Kristallisa-
tionsstudien zur Ermittlung der Komplexstruktur aus lpgC und Spal3 durchgefiihrt werden.
Ziel ist es, herauszufinden, an welchen Stellen und mit welcher Geometrie IpaC, MxiE und
Spal3 mit IpgCinteragieren, um somit geeignete Wirkstoffe entwickeln zu kdnnen, welche die
Protein-Protein-Interaktionen inhibieren und dadurch weitgehend zum Pathogenitatsverlust

des Erregers fihren.
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2. Zielsetzung
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3.1. Heterologe Produktion und Reinigung von rekombinantem Spal3

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Heterologe Produktion und Reinigung von rekombinantem Spal3

3.1.1. Verwendung des pGEX-6P-mod-Vektors mit GST-Tag und PreScission-Protease-

Schnittstelle

Spal3 ist mit 152 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 17.9 kDa ein relativ kleines
Protein. Da Spal3 ein wichtiger IpgC-Interaktionspartner ist, sollte es in dieser Arbeit produ-
ziert und gereinigt werden. AnschlieRend sollte es fir Kokristallisationsversuche mit dem Cha-
peron lpgC zur Verfligung stehen, mit dem Ziel, die dreidimensionale Struktur des Komplexes

zu bestimmen.

Zundachst sollte versucht werden, Spal3 mithilfe eines N-terminalen GST-Tags aufzureinigen.
Daher kam der Vektor pGEX-6P-mod zum Einsatz. pGEX-6P-mod ist ein durch GrRiMm®3 modifi-
zierter Expressionsvektor, der ausgehend vom Vektor pGEX-6P-1 (AMERSHAM PHARMACIA)
unmittelbar nach der Erkennungssequenz fiir die PreScission-Protease eine Ndel-Schnittstelle
besitzt, um so die Anzahl der zusatzlichen Aminosauren am N-Terminus nach Abspaltung des

GST-Tags zu reduzieren.

Das zuvor Codon-optimierte spal3-Gen wurde anfanglich von EUROFINS GENOMICS im Vektor
pEX-A128 erhalten. Zuvor wurde als 5’-Restriktionsschnittstelle Ndel und als 3"-Restriktions-
schnittstelle BamHI gewahlt. Das Plasmid wurde ,,pEX-A128-spal3“ genannt. Zur Herstellung
des Expressionsplasmides wurde das spal3-Gen mittels PCR amplifiziert, mit den Restriktions-
enzymen Ndel und BamHI verdaut und durch Ligation in den Vektor pGEX-6P-mod eingefligt.
Das erhaltene Plasmid wurde ,,pGEX-6P-mod-spal3” genannt. In Abbildung 3.1-1 ist die

Klonierung schematisch dargestellt.

Nach erfolgter Genexpression in BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL und Zellaufschluss wurde nach
Abtrennung der festen Zellbestandteile das Zelllysat auf eine Glutathion- (GSH-) Saule gela-
den. Durch das anschlieRende Beladen der Sdule mit PreScission-Protease sollte das GST-Tag
vom Zielprotein abgespalten werden, wahrend sich das Zielprotein weiterhin auf der Saule
befand. Es stellte sich jedoch heraus, dass zwar eine Uberproduktion stattgefunden hatte, das

Fusionsprotein aber nicht im Zelllysat, sondern im Zellpellet vorhanden war (nicht gezeigt).
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3. Ergebnisse und Diskussion

Versuche, das Expressionsprotokoll zu optimieren, fiihrten leider nicht zum gewlinschten

Erfolg.

a) pGEX-6P-mod
Smal-- XhoI-
NdeI-- BamHI- EcoRI- Sall-- NotI----
5°= "+ ‘CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCATATGCGGGGATCCCCGGAATTCCCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA - * = 37

HisMetArgGlySerProGluPheProGlyArgLeuGLuArgProHisArgAspEnd

A PreScission™ Protease

b) spa13-PCR-Produkt

NdeI-- BamHI-

5°- - ‘GGTACCACCATATGAAACAATTA. . .spal3. . . GGCATTAGATAGGATCCGAGCTC - - - 3~

MetLysGlnLeu. ..Spal3...GlyIleArgEnd

Abbildung 3.1-1: Schematische Darstellung der Klonierung von spal3 unter Verwendung des Expressionsvek-
tors pGEX-6P-mod. a) Multiple Cloning Site (MCS) des Expressionsplasmids pGEX-6P-mod. Griin hervorgehoben
ist die Erkennungssequenz der PreScission-Protease. Rot hervorgehoben sind die Restriktionsschnittstellen fiir
Ndel und BamHI. b) PCR-Produkt von spal3. Rot hervorgehoben sind die Restriktionsschnittstellen fiir Ndel und
BamH|. Violett hervorgehoben ist die Sequenz des spal3-Gens bzw. die Sequenz des entsprechenden Proteins.

3.1.2. Verwendung des pMALc5x-Vektors mit MBP-Tag und PreScission-Protease-Schnitt-

stelle

Als nachstes wurde versucht, Spal3 als Fusionsprotein mit N-terminalem Maltosebindepro-
tein- (MBP-) Tag in l6slicher Form zu erhalten. Das MBP-Tag ist bekannt dafiir, dass es eine

besonders positive Auswirkung auf die Léslichkeit eines Zielproteins hat.%

Fir die Klonierung wurde das zuvor hergestellte Plasmid ,pGEX-6P-mod-spal3“ verwendet
und mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden die Primer ,,pGEX-spal3-pMAL-for“ und ,pGEX-
spal3-pMAL-back” verwendet. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang (siehe
Tabelle 5.1-6) aufgefiihrt. Als 5'-Restriktionsschnittstelle wurde Sacl und als 3’-Restriktions-
schnittstelle BamHI| gewahlt. Dies fluhrte dazu, dass die im pMAL-c5X-Vektor vorhandene
Erkennungssequenz flir Faktor Xa herausgeschnitten wurde (siehe Abbildung 3.1-2). Das
spal3-Gen wurde allerdings zusammen mit der Erkennungssequenz fiir die PreScission-
Protease aus dem pGEX-6P-mod-Vektor entnommen und durch Ligation in den pMAL™-c5X-

Vektor (NEw ENGLAND BIOLABS) eingefligt.
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3.1. Heterologe Produktion und Reinigung von rekombinantem Spal3

a) pMAL-c5X
Sall--
Sacl-- EcoRV- BamHI-EcoRI-

5°=+++ MBP-Gen....AATTCGAGCTCGAACAAC............c0u0cu.n CGCGATATCGTCGACGGATCCGAATTCCCT - - *= 3

MBP-Tag....AsnSerSerSerAsnAsn.................. ArgAsplleValAspGlySerGluPhePro

A Faktor Xa

b) spal13-PCR-Produkt

SacI-- NdeI-- BamHI-
57—+ GAGCTCG CATATGARA. . .spal3...GGCATTCGCTAAGGATCC ' - 3°

HisMetLys...Spal3...GlyIleArgEnd...

PreScission™ Protease A

Abbildung 3.1-2: Schematische Darstellung der Klonierung von spal3 unter Verwendung des Expressionsvek-
tors pMAL-c5X. a) MICS des Expressionsplasmids pMAL-c5X. Rot hervorgehoben sind die Restriktionsschnittstellen
fiir Sacl und BamHI. b) PCR-Produkt von spal3. Rot hervorgehoben sind die Restriktionsschnittstellen fiir Sacl und
BamHI. Griin hervorgehoben ist die Erkennungssequenz der PreScission-Protease. Violett hervorgehoben ist die
Sequenz des spal3-Gens bzw. die Sequenz des entsprechenden Proteins.

Nach erfolgreicher Genexpression in BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL folgte der erste Aufreini-
gungsversuch. Zunachst sollte mithilfe einer Dextrin-Sepharose-Saule das Fusionsprotein
affinitatschromatographisch Giber das vorhandene MBP-Tag gereinigt werden. Die Abspaltung
des MBP-Tags sollte durch Zugabe der PreScission-Protease zusammen mit einem Pufferaus-
tausch erfolgen. Eine reverse Dextrin-Sepharose-Saule sollte das MBP-Tag und eine reverse
GSH-Saule die PreScission-Protease vom Zielprotein abtrennen. Die SDS-PAGE mit den Proben
der entsprechenden Aufreinigung lasst erkennen, dass die Abspaltung des MBP-Tags vollstan-
dig stattgefunden hatte (siehe Abbildung 3.1-3). Das Fusionsprotein ist an Position 2 in Héhe
der 55-kDa-Markerbande zu erkennen. Nach erfolgtem Schnitt (Position 5) ist diese Bande
nicht mehr zu sehen, dafiir sind zwei Banden in H6he der 40-kDa-Markerbande zu erkennen
und eine sehr schwache Bande in Hohe der 15-kDa-Markerbande. Die PreScission-Protease
(46 kDa) und das abgeschnittene MBP-Tag (43 kDa) weisen eine dhnliche molare Masse auf
und sind daher nur schwer voneinander zu unterscheiden. Anhand der SDS-PAGE wird deut-
lich, dass mithilfe der reversen GSH-Sadule die PreScission-Protease abgetrennt werden
konnte, da im Durchfluss (Position 7) die entsprechende Proteinbande fiir die PreScission-
Protease fehlt. Das MBP-Tag war allerdings nach Passieren der reversen Dextrin-Sepharose-
Sdule und somit auch nach Passieren der reversen GSH-Sdule noch vorhanden. Vermutlich

konnte die im Dextrin-S-Elutionspuffer vorhandene Maltose durch Dialyse nicht vollstandig
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entfernt werden, sodass das MBP-Tag wahrscheinlich durch die gebundene Maltose blockiert
war und somit nicht an die Dextrin-Sepharose-Saule binden konnte. Bereits nach Abspaltung
des MBP-Tags, welche zusammen mit dem Pufferaustausch iber Nacht erfolgte, konnte nur
noch eine sehr schwache Proteinbande fiir Spal3 beobachtet werden. Der Uberwiegende

Anteil des Zielproteins war ausgefallen (weiRes Prazipitat).

Abbildung 3.1-3: SDS-PAGE mit Proben der ersten Reinigung von Spal3. Von links nach rechts: 1: PreScission-
Protease; 2: Eluat der Dextrin-Sepharose-Séule; 3: Eluat der Dextrin-Sepharose-Sdule mit zugesetzter PreScission-
Protease; 4: Proteinmarker; 5: Probe nach vollstindigem Schnitt mit PreScission-Protease (Inkubationszeit: 18 h);
6: Durchfluss der reversen Dextrin-Sepharose-Séule; 7: Durchfluss der reversen GSH-Séule. Rechts ist der Protein-
marker mit den molaren Massen fiir die Markerbanden in kDa dargestellt.

Beim zweiten Aufreinigungsversuch kam nach Dextrin-Sepharose-Sdule und Abspaltung des
MBP-Tags eine Kationenaustauschersaule (HiTrap™ SP HP 5 mL-Saule, GE HEALTHCARE) zum
Einsatz. Aufgrund des sehr hohen pl-Wertes von Spal3 (plspa13: 9.9; mit Expasy3® ermittelt)
hatte eine Bindung des Proteins an eine Anionenaustauschersaule kaum erzielt werden
kénnen. Eine Anionenaustauschersaule hatte somit nur zur Abtrennung des MBP-Tags (p/mee:

3.95; mit Expasy3® ermittelt) dienen kénnen.

Im Sepharose-Bindepuffer (SP-Bindepuffer), mit dem die Kationenaustauschersaule konditio-
niert worden war, befanden sich zu Beginn — wie in der Anleitung der Sdule empfohlen —
50 mm Natriumacetat pH 5.0, 25 mm NaCl und 3 mm Dithiothreitol (DTT). Der entsprechende
Elutionspuffer unterschied sich nur in der Salzkonzentration (1 m NaCl). Es zeigte sich jedoch
bereits wahrend der Dialyse, dass das Fusionsprotein in diesem Puffer nicht stabil war. Das
Fusionsprotein fiel aus. Die Aufreinigung wurde an dieser Stelle abgebrochen. In weiteren
Aufreinigungsversuchen wurden SP-Bindepuffer mit unterschiedlichen pH-Werten getestet

(50 mm MES pH 6.0; 50 mm Natriumphosphat pH 7.0; 50 mm HEPES pH 8.0 bzw. 50 mm BICIN
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pH 8.5). Im Bindepuffer wurde auf den Zusatz von 25 mm NaCl verzichtet. Dabei stellte sich

heraus, dass das Fusionsprotein bei pH-Werten im Bereich von 6.0 bis 8.5 stabil war.

Es konnte kein Peak im Chromatogramm der Kationenaustauschersdule beobachtet werden
(nicht gezeigt). Die entsprechende SDS-PAGE zeigt, dass weder MBP-Tag noch Spal3 an der
Saule gebunden hatten, sondern beide im Durchfluss vorhanden waren (siehe Abbildung
3.1-4, Position 6). Die auf der SDS-PAGE aufgetragene Fraktion 1 (Position 7) war Teil des
Durchflusses, der sich noch auf der Saule befand. Fraktion 13 (Position 8) reprasentiert einen
kleinen Peak, der nach dem Spiilen mit 100 % SP-Elutionspuffer im Chromatogramm zu erken-
nen war. Auch die SDS-PAGEs mit Proben bei Verwendung der anderen Puffer zeigten, dass
sich MBP-Tag und Spal3 stets im Durchfluss befanden (nicht gezeigt). Spal3 war also unab-
hangig vom verwendeten Puffer nicht in der Lage, an der Kationenaustauschersaule zu binden.

Griunde daflir waren zu diesem Zeitpunkt unklar und werden in Kapitel 3.1.4 diskutiert.

Abbildung 3.1-4: SDS-PAGE mit Proben einer Aufreinigung von Spal3 unter Verwendung einer Kationenaus-
tauschersdule. Von links nach rechts: 1: Lysat; 2: Durchfluss der Dextrin-Sepharose-Sdule; 3: Eluat nach Zugabe
der PreScission-Protease; 4: Proteinmarker; 5: Probe nach vollstindigem Schnitt mit PreScission-Protease;
6: Durchfluss der SP-Sdule bei Verwendung von HEPES; 7: Fraktion 1 der SP-Séule bei Verwendung von HEPES;
8: Fraktion 13 der SP-Sdule bei Verwendung von HEPES.
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In einem weiteren Versuch, Spal3 in reiner Form zu erhalten, kam nach vorangegangener
Dextrin-Sepharose-Saule und Abspaltung des MBP-Tags eine GroRenausschlusschromatogra-
phie (engl. size exclusion chromatography) mittels einer SEC-75-Saule (HiLoad™ 26/60 Super-
dex™ 75 prep grade, AMERSHAM BIOSCIENCES) zum Einsatz. Es konnten im Chromatogramm der
SEC-Saule zwei Peaks beobachtet werden (siehe Abbildung 3.1-5). Die entsprechende SDS-
PAGE ist in Abbildung 3.1-6 gezeigt. Das Absorptionsverhaltnis der Wellenlangen 260 nm zu
280 nm, welches Riickschliisse auf die Reinheit eines Proteins erlaubt, wurde photometrisch
mittels Nanodrop bestimmt. Flir den ersten Peak betrug dieses Verhaltnis 1.99, fir den zwei-
ten Peak konnte ein Verhaltnis von 0.71 ermittelt werden. Fir 100 % reine Proteine liegt das
Verhaltnis normalerweise im Bereich von 0.57. Proteine mit 5 % DNA-Verunreinigung weisen
bereits ein Verhaltnis von 1.06 auf.?® Dies l4sst den Schluss zu, dass es sich beim zweiten Peak
um nahezu reines Protein handelte, wahrend in dem zuerst eluierten Protein eine groRe
Menge an Nukleinsdaure-Verunreinigung enthalten war. Dabei wird es sich wahrscheinlich
nicht ausschlieRlich um DNA gehandelt haben, da auch in der entsprechenden SDS-PAGE viele
schwache Banden zu erkennen sind und DNA bekanntlich mittels SDS-PAGE nicht nachgewie-
sen werden kann.
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Abbildung 3.1-5: Chromatogramm der prdparativen SEC-75-Séiule. Auf der Abszisse ist die Zeit in min aufgetra-
gen und auf der Ordinate die UV-Absorption in mAu. Die UV-Absorption ist als dunkelblaue Kurve dargestellt, die
Leitfdhigkeit als rote Kurve, die Temperatur als hellblaue Kurve und der Druck als braune Kurve. Die gesammelten
Fraktionen sind als rote Zahlen angegeben. Bei dieser Abbildung handelt es sich nur um einen Ausschnitt des
Chromatogrammes.
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Abbildung 3.1-6: SDS-PAGE mit Proben der Aufreinigung von Spal3 unter Verwendung einer SEC-Sdule. Von
links nach rechts: 1: Eluat der Dextrin-Sepharose-Sdule; 2: Probe nach Schnitt mit PreScission-Protease;
3: Proteinmarker; 4: Fraktion 9 der SEC-75; 5: Fraktion 21 der SEC-75; 6: Fraktionen 8-11 der SEC-75; 7: Fraktion 9
der préparativen SEC-200. Rechts ist der Proteinmarker mit den molaren Massen fiir die Markerbanden in kDa
dargestellt.

Doch viel entscheidender war die Beobachtung, dass Spal3 trotz einer geringeren molaren
Masse vor dem MBP-Tag eluiert wurde. Der Spal3-Peak erschien unmittelbar zusammen mit
der Laufmittelfront. Es fand anscheinend keinerlei Retention durch die Poren der Sdule statt.
Dies fuhrte zwangslaufig zu der Schlussfolgerung, dass Spal3 in hochaggregierter Form vorlag

und somit zu groRR war, um in die Poren der Sadule einzudringen.

Auch die Verwendung einer HiLload™ 26/60 Superdex™ 200 prep grade (,,SEC-200“) (AMERSHAM
BIOSCIENCES), geeignet zur Trennung von globuldren Proteinen bis zu einer molaren Masse von
600 kDa, lieferte exakt die gleichen Ergebnisse. Auch hier eluierte das Protein mit der Laufmit-
telfront und besal’ ebenso wie unter Verwendung der praparativen SEC-75 Verunreinigungen
(siehe Abbildung 3.1-6, Position 7). Auch der Versuch, auf die Abspaltung des MBP-Tags zu
verzichten, in der Hoffnung, dass das Fusionsprotein eine hohere Stabilitat aufweist, lieferte
die gleichen Ergebnisse (nicht gezeigt). Zeitgleich wurde beobachtet, dass bei Aufkonzentra-
tion unter Verwendung einer Ultrazentrifugationseinheit (Vivaspin® 20 Molecular Weight Cut-
off (MWCO) 30.000, SArRTORIUS) Spal3 im Uberstand vorlag, obwohl es aufgrund seiner mola-

ren Masse im Durchfluss hatte vorliegen missen.

Der Versuch, die Unreinheiten mithilfe eines Hochsalzpuffers zu entfernen, wahrend das
Fusionsprotein auf der Dextrin-Sepharose-Saule gebunden vorlag, misslang. Es konnte bei die-
sem Versuch nur sehr wenig Protein erhalten werden. Es war anzunehmen, dass das Protein
bei hohen Salzkonzentrationen nicht stabil war. Dies konnte bei anderen Aufreinigungsversu-

chen auch fiir das vom Tag befreite Zielprotein beobachtet werden. Eine Salzkonzentration
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von 150 mm fihrte teilweise schon zur Fdllung des Proteins, wohingegen das Protein bei

0-25 mm NaCl keine Tendenz zeigte, auszufallen.

Auch die Zugabe von 0.1 bzw. 0.01 % (V/V) Triton zu dem Dextrin-Sepharose- bzw. SEC-Puffer,
die Reduktion des Salzgehaltes im SEC-Puffer von 150 mm NaCl auf 25 mm NaCl und der scho-
nendere Zellaufschluss mit dem Homogenisator EmulsiFlex-C5 (AVESTIN) lieferten keine ande-

ren Ergebnisse. Auch hier schien das Protein hochaggregiert vorzuliegen.

Ein weiterer Versuch bestand in der Verwendung einer schwachen Anionenaustauschersaule
(HiTrap™ DEAE FF 5 mL-Saule, GE HEALTHCARE) im Anschluss an die SEC-Sdule, um dadurch
eventuell vorhandene DNA zu entfernen. Es konnte tatsachlich ein Peak mit einer UV-Absorp-
tion von lGber 1200 mAu im Chromatogramm der Diethylaminoethyl- (DEAE-) Sdule beobach-
tet werden (siehe Abbildung 3.1-7). Aus der entsprechenden SDS-PAGE ging hervor, dass es
sich dabei um DNA handeln muss, denn es waren keine Banden zu erkennen (siehe Abbildung
3.1-8, Position 9). Das fiir die Proteinlosung erhaltene Absorptionsverhaltnis von 260 nm zu
280 nm deutete jedoch auch nach Durchfiihrung der DEAE-Sdule mit 1.99 weiterhin auf einen
hohen Prozentsatz an DNA-Verunreinigung hin. Um sicherzugehen, dass die DEAE-Saule nicht
Uberladen worden war, wurde sie ein zweites Mal verwendet. Auch beim zweiten Durchgang
konnte ein Peak beobachtet werden, allerdings mit schwacherer Intensitat. Auch diese Pro-

teinprobe lieR keinerlei Banden erkennen (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.1-7: Chromatogramm der Anionenaustauschersdule. Auf der Abszisse ist die Zeit in min aufgetra-
gen und auf der Ordinate die UV-Absorption in mAu. Die UV-Absorption ist als dunkelblaue Kurve dargestellt, die
Leitfdhigkeit als rote Kurve, die Temperatur als hellblaue Kurve, der Anteil an Elutionspuffer als griine Kurve und
der Druck als braune Kurve. Die gesammelten Fraktionen sind als rote Zahlen angegeben.
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Abbildung 3.1-8: SDS-PAGE mit Proben der Aufreinigung von Spal3 unter Verwendung einer Anionenaustau-
schersdule. Von links nach rechts: 1: Lysat; 2: Eluat der Dextrin-Sepharose-Sdule; 3: Probe nach Schnitt mit
PreScission-Protease; 4: Proteinmarker; 5: Fraktion 28 der SEC-Séiule; 6: Fraktion 32 der SEC-Séule; 7: Fraktion 55
der SEC-Sdule; 8: Durchfluss der DEAE-Sdule; 9: Fraktionen 12-16 der DEAE-Sdule (keine Banden auf dem Gel zu
erkennen). Rechts ist der Proteinmarker mit den molaren Massen fiir die Markerbanden in kDa dargestellt.

3.1.3. Koexpression des spal3-Gens zusammen mit dem Gen ipgC0,-4S unter Verwendung

des Expressionsvektors pETDuet-1

Die Koexpression erlaubt die zeitgleiche Expression mehrerer Gene. Sie wird u.a. verwendet,
um die Léslichkeit eines Proteins zu erhéhen, da es durch die Wechselwirkung mit einem
Interaktionspartner meist zur Stabilisierung des schlecht I6slichen Proteins kommt. Daher
sollte das spal3-Gen zusammen mit dem ipgCO0,-45-Gen koexprimiert werden. Sollte nach
erfolgreicher Uberproduktion und Aufreinigung wider Erwarten keine Interaktion zwischen
beiden Proteinen festgestellt werden, sollten die am C-Terminus von IpgC fehlenden Amino-

sauren nachtraglich mittels Mutagenese eingefligt werden.

Als Expressionsvektor wurde pETDuet™-1 (NOVAGEN) gewahlt. Dieser Vektor besitzt zwei Mul-
tiple Cloning Sites (MCS | und MCS Il). Zur Herstellung des bendtigten Expressionsplasmids
wurde mittels PCR das ipgC0,-45-Gen zusammen mit der Sequenz kodierend fiir ein N-termi-
nales GST-Tag und der dazwischen befindlichen Schnittstelle fiir Thrombin aus dem Plasmid
»PHW1-ipgC0,-45“ amplifiziert. Upstream wurde mit dem Primer ,,IpgC0,-4S_pETDuet_for-
ward” eine EcoRV-Schnittstelle und downstream mit dem Primer ,IpgC0,-4S_pETDuet_back”
eine Pacl-Schnittstelle eingefligt. Somit wurde die Sequenz kodierend fiir das in pETDuet-1
eigentlich vorhandene N-terminale S-Tag in der MCS Il entfernt. Ebenso wurde mittels PCR
das spal3-Gen zusammen mit der Sequenz kodierend fir die N-terminale PreScission-
Protease-Schnittstelle aus dem Plasmid ,pGEX-6P-mod-spal3“ amplifiziert. Dabei wurde am

5‘-Ende mit dem Primer ,spal3 pETDuet forward” eine EcoRI-Schnittstelle und am 3‘-Ende
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mit dem Primer ,pETDuet_spal3_backward_2“ eine Notl-Schnittstelle eingefligt. Somit blieb
das N-terminale His-Tag der MCS | erhalten. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im
Anhang (siehe Tabelle 5.1-6) aufgelistet. Das Schema der Klonierung ist in Abbildung 3.1-9

gezeigt.

Zunachst wurde das PCR-Produkt der Amplifikation des ipgC0,-45-Gens in die MCS Il des pET-
Duet-Vektors eingefligt. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt der Amplifikation des spal3-
Gens in die MCS| desselben Vektors eingefligt. Das erhaltene Plasmid wurde ,pET-

Duet_spal3 ipgC0,-45“ genannt.

a) pETDuet (MCS 1)

HindIII
BamHI-EcoRI- NotI----
5"---+ AGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATAA - - - 37

SerHisHisHisHisHisHisSerGlnAspProAsnSerSerSerAlaArgLeuGlnValAspLysLeuAlaAlaAlaEnd

His-Tag
b) spa13-PCR-Produkt
EcoRI- NdeI-- NotI----
5°---- CCGAATTCGCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCATATG. . .spal3. . .TAAGCGGCCGCC - - - 37
LeuGluValLeuPheGlnGlyProHisMet. ..spal3...End
A PreScission™ Protease
c) pETDuet (MCS II)
EcoRV- PacI----
5" -+ ATGGCAGATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCAC. .......... TCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGG ' - 3~
MetAlaAsplLeuAsnTrpIleSerAlaGlyHis........... SerThrSerAlaAlaEnd
S-Tag.
d) ipgCO,-45-PCR-Produkt
HindIII
EcoRV- Pacl----
5°=:-+ TGGATATCGTCCCCTATACTA...GST-Gen. ......cuo.uu... ipgC0,-4S. ..GCAATTCAGTAAGCTTAATTAACC - - -=- 37
TrplleSerSerProlleleu. ..GST-Tag. ... ..ccvvvue. . IpgC0,-4S...AlalleGlnEnd
Thrombin A

Abbildung 3.1-9: Schematische Darstellung der Klonierung von spal3 unter Verwendung des Expressionsvek-
tors pETDuet-1. a) MICS | des Expressionsplasmids pETDuet. Blau hervorgehoben ist die Sequenz fiir das His-Tag.
Rot markiert sind die Restriktionsschnittstellen fiir EcoRl und Notl. b) PCR-Produkt von spal3 mit zusdtzlicher
Erkennungssequenz fiir die PreScission-Protease (griin markiert). Rot hervorgehoben sind die Restriktionsschnitt-
stellen fiir EcoRI und Notl. c) MCS Il des Expressionsplasmids pETDuet. Rot hervorgehoben sind die Restriktions-
schnittstellen fiir ECoRV und Pacl. d) PCR-Produkt der verkiirzten Variante von ipgC (ipgC0,-4S) mit zusdtzlichem
GST-Gen (blau markiert) und Thrombinschnittstelle. Rot hervorgehoben sind auch hier die Restriktionsschnittstel-
len fiir EcoRV und Pacl. Die Sequenz des ipgC0,-4S-Gens und die Sequenz des entsprechenden Proteins sind lila
markiert.
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Nach Genexpression in E.coli-Zellen des Stammes ONE Shot™ BL21(DE3) (INVITROGEN) sollte die
Aufreinigung erfolgen. Ein Aufreinigungsversuch bestand darin, das Zelllysat auf eine GSH-
Saule aufzutragen, um das GST-getaggte IpgCO0,-4S und indirekt Gber Interaktion auch das His-
getaggte Spal3 an die Saule zu binden. Durch Zugabe von Thrombin sollte das GST-Tag abge-
spalten und das mit IpgCO0,-4S interagierende His-getaggte Spal3 eluiert werden. Ein weiterer
Versuch bestand darin, Spal3 Uber sein His-Tag und indirekt Gber Interaktion ebenfalls das
GST-getaggte IpgCo0,-4S an eine Nickelsaule (HisTrap™ HP 5 mL-Saule, GE HEALTHCARE) zu bin-
den. Durch Zugabe von PreScission-Protease sollte das His-Tag abgespalten und der Komplex
aus GST-1pgC0,-4S und Spal3 eluiert werden. Doch letztendlich konnte keine Uberexpression

der Gene erzielt werden.

Die in Abbildung 3.1-10 dargestellte SDS-PAGE der zeitgleichen Aufreinigung von Spal3 und
IpgCO0,-4S zeigt, dass keine ausreichende Uberexpression der Gene stattgefunden hatte. Im
Pellet (Position 5) sind zwar Banden der entsprechenden GroéBen zu erkennen (Bande
zwischen 35 und 40 kDa voraussichtlich fiir GST-1pgC0,-4S und Bande zwischen 15 und 25 kDa
flr His-Spal3), allerdings nur sehr schwach. Die Lysatproben und folglich auch alle weiteren
SDS-Proben sind frei von eindeutig zu erkennenden Banden in diesem Bereich. An dieser Stelle
hatte eventuell eine Optimierung des Expressionsprotokolls erfolgen miissen. Da dies sehr

zeitintensiv sein kann, wurde in dieser Arbeit darauf verzichtet.
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Abbildung 3.1-10: SDS-PAGE mit Proben der Aufreinigung von His-Spal3 und GST-IpgC0,-4S nach Koproduk-
tion. Von links nach rechts: 1: Pellet nach Resuspension mit PBS-Puffer und Zellaufschluss; 2: Lysat nach
Resuspension mit PBS-Puffer und Zellaufschluss; 3: Durchfluss der GSH-Séule; 4: Proteinmarker; 5: Pellet nach
Resuspension mit Nickel-Bindepuffer und Zellaufschluss; 6: Lysat nach Resuspension mit Nickel-Bindepuffer und
Zellaufschluss 7: Durchfluss der Nickelsdule; 8: Peak der Nickelsdule. Rechts ist der Proteinmarker mit den molaren
Massen fiir die Markerbanden in kDa dargestellt.
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3.1.4. Diskussion

Am vielversprechendsten war der Versuch, Spal3 mit N-terminalem MBP-Tag zu produzieren.
Wie in der Literatur beschrieben®*°%, erwies sich das MBP-Tag als besonders nitzlich, da so
eine Uberexpression des Gens erzielt werden konnte und sich das Protein im Zelllysat befand.
Auch die Abspaltung des MBP-Tags mit PreScission-Protease war erfolgreich. Nach einigen
Reinigungsversuchen konnten zudem PreScission-Protease und MBP-Tag erfolgreich vom Ziel-
protein abgetrennt werden. Auch die Menge an Spal3, die erhalten werden konnte, erschien
ausreichend und die Reinheit erschien akzeptabel, zumindest, was die Analyse der Protein-
probe mittels SDS-PAGE angeht. Allerdings stellte sich heraus, dass Spal3 I6sliche Aggregate
bildete und zudem einen hohen Anteil an Nukleinsdure-Verunreinigungen besal3. Dieses

Problem konnte trotz zahlreicher Versuche nicht behoben werden.

Haufig bleibt die Tatsache, dass ein Protein |6sliche Aggregate bildet, unbemerkt, denn Me-
thoden, die dies zum Vorschein bringen (z.B. dynamische Lichtstreuung), werden nicht routi-
nemaRig durchgefihrt. Hier jedoch wurden die |6slichen Aggregate von Spal3 bemerkt, denn
das Protein eluierte ausgesprochen friih bei der GréRBenausschlusschromatographie und
befand sich bei der Verwendung von Ultrafiltriereinheiten mit einem MWCO von 30 kDa nicht
im Durchfluss, sondern im Uberstand. Sehr wahrscheinlich wird das Vorhandensein dieser
Aggregate auch die Ursache dafilir gewesen sein, dass das Protein nicht an der Kationenaus-
tauschersaule binden konnte. Die 16slichen Aggregate waren wahrscheinlich zu gro3, um tber-
haupt in die Poren des Saulenmaterials einzudringen, dhnlich wie bei der GroRenausschluss-
chromatographie. Die Frage ist nur, welche GréRe diese Aggregate besitzen missen, wenn sie
selbst bei Anwendung einer SEC-200 mit der Laufmittelfront eluiert werden. Eine solche Saule
ist normalerweise geeignet zur Trennung von Proteinen bis zu einer molaren Masse von
600 kDa. Es scheint sich um hochmolekulare Aggregate zu handeln, denn niedermolekulare
Aggregate konnen haufig mittels GrolRenausschlusschromatographie voneinander getrennt

werden.

Aber was ist die Ursache fiir das Vorliegen solcher Aggregate und wie konnte ihre Entstehung
eventuell verhindert werden? Es kann im Allgemeinen unterschieden werden zwischen rever-
siblen und irreversiblen Aggregaten. Reversible Aggregate kdnnen durch Veranderung der
Bedingungen, wie z.B. durch Veranderung des pH-Wertes oder der Salzkonzentration wieder

aufgelost werden. Dies scheint hier nicht der Fall zu sein, denn eine Verdnderung des
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3.1. Heterologe Produktion und Reinigung von rekombinantem Spal3

pH-Wertes bzw. der Salzkonzentration oder die Zugabe von Detergenzien fiihrten nicht zum
Erfolg. Es macht den Anschein, als handle es sich hierbei um einen irreversiblen Aggregations-

prozess.

Es scheint so, als lage das Problem schon bei der Proteinexpression, denn nicht nur das Ziel-
protein, sondern auch das Fusionsprotein bildete hochmolekulare, |6sliche Aggregate. Die
entsprechenden SDS-PAGEs (vgl. Abbildung 3.1-8) zeigen, dass eine sehr groRe Menge an
Protein von den Zellen produziert wurde. Einerseits ist eine ,Uber“-Expression erwiinscht,
andererseits ist irgendwann eine Grenze erreicht, bei dem die Proteinkonzentration in der
Zelle zu hoch ist und das Protein in gewisser Weise einen toxischen Effekt auf die Zelle ausiibt.
Zu hohe Proteinmengen fiihren zu einer Uberlastung der Prozesse innerhalb der Zelle. Die
Zelle muss Energie aufwenden, um Protein zu produzieren. Je mehr Energie sie dafiir aufwen-
den muss, desto weniger Energie verbleibt flir andere Prozesse, wie z.B. fiir die Proteinfaltung,
posttranslationale Modifikationen oder den Transport.®”?8 Demnach kann es sein, dass hier
die Produktion einer zu groRen Menge an MBP-markiertem Spal3 zur Bildung hochmolekula-
rer, l6slicher Aggregate geflihrt hat, da die Zelle nicht mehr genligend Energie fiir die Protein-
faltung eriibrigen konnte. Um in diesem Fall die Bildung l6slicher Aggregate zu verhindern,
miusste eine Anpassung des Expressionsprotokolls erfolgen, mit dem Ziel, die Proteinproduk-
tion zu drosseln. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit nicht mehr durchgefiihrt und misste
in weiterflihrenden Experimenten erfolgen. Wenn das Problem der Aggregation behoben
worden ist, wird Spal3 wahrscheinlich auch wieder in der Lage sein, an einer Kationenaustau-
schersaule bzw. GréBenausschlusschromatographiesdule zu binden und die Abtrennung der

noch vorhandenen Verunreinigungen kdnnte erfolgen.
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3.2. Sekundarstrukturvorhersage von Spal3 mit PSIPRED

3.2.1. Ergebnisse

Da die Reinigung von Spal3 in dieser Arbeit leider nicht gelungen war, konnten auch keine
darauf aufbauenden Experimente, wie beispielsweise die Strukturbestimmung mittels
Rontgenkristallographie, erfolgen. Bislang existiert noch keine 3D-Struktur dieses Proteins.
Daher sollte zumindest mit PSIPRED®? eine Sekundarstrukturvorhersage erfolgen. Dazu wurde
die Primarsequenz von Spal3 (siehe Anhang, Abbildung 6.1-1) genutzt. Die Ergebnisse der
Sekundarstrukturvorhersage sind in Abbildung 3.2-1 gezeigt. Zu erkennen ist, dass fir Spal3
eine Gberwiegend a-helikale Struktur vorhergesagt wird. Nur an drei Stellen wird die a-heli-
kale Struktur unterbrochen. Darunter fallen die Aminosaure 13, die Aminosauren 33-35 und

die Aminosduren 56-61, die anscheinend keine erkennbare Sekundarstruktur aufweisen.

conf: IinamniliERz-nRRRRERRRRRRNEREoonnnanalnt

Pred: g 2 —
Pred: CCCHHHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHH
AA: GPHMKQLDKVLKIKDKYQRSVKLIEAHILTLKKKNSLYRD

10 20 30 40

conf: JIINEnRNNRRREEnnnEnonnnsAERENnznnnRNlNEt
Pred: .

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
AA: VEALDKRIIYFLOLENDLEPVGAQSVSQLEFNTRRKIAIVK

50 60 70 80

cont: jlinEmanniERinnnniniNRRRRERRRRRRRNEDnnnt
Pred:

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
AA: KHIIQYQSERILLKGRIEEIQKDIDEANASKRKLLHKESK

90 100 110 120

conf: julNINRNNEnnnEiENRREnn=niNNnnnnilt

Pred: —
Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC
AA: ICKRIGLIKRNNFAKQLILDELSQEDMEKYGIR

130 140 150

Abbildung 3.2-1: Sekundéiirstrukturvorhersage von Spal3 mit PSIPRED®. Verwendet wurde die Primérsequenz
von Spal3. Rosa markiert sind die Bereiche der Sequenz, fiir die eine a-Helix (H) vorhergesagt wird. Schleifen (C)
sind als schwarze Linie dargestellt. Die Zuverldssigkeit der Vorhersage (engl. confidence of prediction, ,,Conf”) ist
durch unterschiedlich grofse blaue Balken dargestellt. Die Aminosduresequenz (AA) ist im Einbuchstabencode an-
gegeben.
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3.2.2. Diskussion

Um die Sekundarstrukturvorhersage zu bewerten, soll diese mit Strukturen von Spal3-ortho-
logen Proteinen verglichen werden. Es existiert beispielsweise die Struktur von CdsO (veralte-
ter Name: CT670). Dabei handelt es sich um das Spal3-orthologe Protein aus Chlamydia
trachomatis.*® Dieses Protein besteht aus zwei langen a-Helices (siehe Abbildung 3.2-2).
Auch die bereits existierenden Strukturen anderer orthologer Proteine zeigen eine solche drei-
dimensionale Struktur, in der zwei lange a-Helices teilweise zu einer Doppelhelix gewunden

sind. Dabei handelt es sich um ein Strukturmotiv, welches auch als ,,coiled-coil“ bekannt ist.101
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Abbildung 3.2-2: Dreidimensionale Struktur des Spal3-orthologen Proteins CdsO aus Chlamydia trachomatis
(PDB-Code: 3k29). Das Protein ist als Bdnder- und Stibchenmodell gezeigt. C-Atome sind lila, O-Atome rot,
N-Atome dunkelblau und S-Atome gelb.

Wird jetzt noch einmal die Sekundarstrukturvorhersage von Spal3 betrachtet, so kénnen
eventuell die Aminosduren 56-61 als Loop identifiziert werden, der die beiden a-Helices mit-
einander verbindet. Die anderen zwei Bereiche, die der Vorhersage nach zu urteilen keine
erkennbare Sekundarstruktur aufweisen, sind mit einer bzw. drei Aminosauren sehr kurz. Hier
stellt sich die Frage, inwieweit diese Vorhersage tatsachlich zutrifft oder ob es sich hierbei
vielleicht nicht doch um Aminosduren handelt, die Teil einer a-Helix sind, allerdings aufgrund
bestimmter Kriterien nicht der Norm entsprechen. Ware das der Fall, dann wiirde Spal3 aus
zwei a-Helices bestehen, die eine 52 Aminosauren lang, die andere 86 Aminosauren lang. Dies
wirde in etwa mit der in Abbildung 3.2-2 gezeigten Struktur von CdsO Ubereinstimmen. Dort

besitzt die eine a-Helix 60 Aminosauren und die andere 92 Aminosauren.
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Wie am Beispiel von CdsO aus Chlamydia trachomatis zu erkennen, existieren zwar 3D-Struk-
turen bekannter Spal3-orthologer Proteine, allerdings existiert bislang noch keine Struktur
eines Spal3-orthologen Proteins zusammen mit einem IpgC-orthologen Protein. Da auch in
dieser Arbeit die Komplexstruktur von IpgC mit Spal3 nicht erhalten werden konnte, bleibt
offen, auf welche Art und Weise Spal3 und IpgC miteinander interagieren. Um dennoch mehr
Uber die Wechselwirkung der beiden Proteine zu erfahren, wurde ein Peptid-Microarray

durchgefihrt, welches im folgenden Kapitel beschrieben wird.

3.3. Peptid-Microarray

Mithilfe eines Peptid-Microarrays sollte zum einen das IpgC-Bindungsepitop von Spal3 ermit-
telt werden. Dazu wurde die vollstandige Sequenz des Proteins in 20er-Peptide unterteilt,
sodass sich die Peptidsequenzen um jeweils etwa zehn Aminosauren Uberschnitten. Zum
anderen sollten mithilfe eines Alanin-Scans die Bindungsbeitrage einzelner Aminosauren des
bereits von HASEWINKEL!?? bestimmten IpgC-Bindungsepitops von MxiE (10er Peptid) ermittelt
werden. Dazu wurde jede der zehn Aminosauren durch ein Alanin ersetzt. Als Positivkontrol-

len dienten die lpgC-Bindungsepitope von IpaB, IpaC und MXxiE.

3.3.1. Reinigung des GST-Fusionsproteins

Da es keinen spezifischen Antikérper gegen das Chaperon IpgC gibt, wurde fiir das Peptid-
Microarray das GST-Fusionsprotein verwendet, welches lber das GST-Tag mithilfe eines
geeigneten anti-GST-Antikorpers nachgewiesen werden kann. Bei der Reinigung des Fusions-
proteins (GST-1pgC0,-4S) traten jedoch Schwierigkeiten auf. Trotz zahlreicher Versuche, das
Fusionsprotein in reiner Form zu erhalten, waren letzten Endes immer noch Verunreinigungen
enthalten (siehe SDS-PAGE in Abbildung 3.3-1). Egal, ob versucht wurde, das Protein mittels
GSH-, DEAE- und SEC-Saule zu reinigen, oder ob direkt nach der GSH-Saule eine Phenyl-Sepha-
rose-Saule verwendet wurde, die Reinheit des Proteins blieb unzuldnglich. Es waren immer
zusatzliche Banden in Hohe der 25-kDa-Markerbande zu erkennen, wobei es sich um das freie
GST-Tag handeln kdnnte. Letzten Endes wurde das Fusionsprotein mittels GSH- und Phenyl-
Sepharose-Saule gereinigt (siehe Material- und Methodenteil, Kapitel 5.3.14). Es wurde

beschlossen, das nicht vollstandig reine Protein flir das Peptid-Microarray zu nutzen.
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Abbildung 3.3-1: SDS-PAGE mit Proben einer Aufreinigung des Fusionsproteins GST-IpgC0,-4S. Von links nach
rechts: 1: Lysat; 2+3: Eluat der GSH-Sdule; 4: Durchfluss der GSH-Sdule; 5: Proteinmarker; 6: Peak 1 der Phenyl-
Sepharose-Sdule; 7: Peak 1 der Phenyl-Sepharose-Sdule nach Aufkonzentration, 8: Peak 2 der Phenyl-Sepharose-
Sdule. Rechts ist der Proteinmarker mit den molaren Massen fiir die Markerbanden in kDa dargestellt.

3.3.2. Nachweis des Fusionsproteins mittels Western Blot

Zunachst wurden GST-IpgCO0,-4S-Proben unterschiedlicher Konzentration und eine Probe von
IpgC0,-4S mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlielend durch Elektrophorese auf eine
NC-Membran transferiert. Mit diesem Versuch sollte gepriift werden, ob die verwendeten
Antikorper auch das GST-Fusionsprotein detektieren. Als Erstantikorper diente ein anti-GST-
Antikorper aus dem Kaninchen mit einer Verdiinnung von 1:1000. Als Zweitantikérper kam ein
aus der Ziege gewonnener Antikdrper gegen Kaninchen-Antikorper mit einer Verdiinnung von
1:5000 zum Einsatz. Die Detektion erfolgte fluoreszenzbasiert am Odyssey Infrared Imaging
System (LI-COR BIoscIENCES). Abbildung 3.3-2 zeigt sowohl die SDS-PAGE als auch den zugeho-
rigen Western Blot. Aus der Abbildung geht hervor, dass das Fusionsprotein durch die verwen-
deten Antikorper detektiert werden konnte, IpgCO0,-4S ohne GST-Tag allerdings nicht detek-
tiert wurde (siehe fehlende Bande im Western Blot). Die Auftragung von 6 pug GST-1pgCO0,-4S
(Position 2) lieR jedoch sowohl auf der SDS-PAGE als auch im Western Blot schwache Banden
in Hohe der 25-kDa-Markerbande erkennen. Wie in Kapitel 3.3.1 bereits vermutet, handelt es
sich hierbei tatsachlich um das freie GST-Tag, da nur so eine Detektion mittels anti-GST-Anti-

korper erklart werden kann.
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Abbildung 3.3-2: Detektion des Fusionsproteins mittels SDS-PAGE (links) und Western Blot (rechts). Die Proben-
auftragung war in beiden Fdllen identisch. Von links nach rechts: 1: Proteinmarker (Molekulargewicht in kDa
angegeben); 2: 6 ug GST-IpgCo,-4S; 3: 0.6 ug GST-IpgCo,-4S; 4: 60 ng GST-IpgC0,-4S; 5: 6 ng GST-IpgCo,-4S; 6:
6 ug IpgCo,-4S.

3.3.3. Ergebnisse

Das Ergebnis des Peptid-Microarrays ist in Abbildung 3.3-3 gezeigt. Zu erkennen ist in erster
Linie ein sehr starkes Signal fiir das Peptid an Position B12. Dabei handelte es sich um das
Bindungsepitop von IpaB, welches hier eine von drei Positivkontrollen darstellt. Zudem ist ein
sehr schwaches Signal fir das Peptid an Position A6 zu erkennen. An dieser Position befand
sich ein aus 20 Aminosauren bestehendes Peptid aus der Sequenz von Spa13 (Spa13°179). An
Position A13 kann ebenfalls eine leichte Dunkelfarbung beobachtet werden, allerdings kénnte
diese Farbung auch durch das starke Signal an Position B12 hervorgerufen worden sein. An
Position A13 befand sich ebenfalls ein Peptid aus der Sequenz von Spal3 (Spa13%22141), Fir
alle weiteren Peptide konnte kein Signal beobachtet werden, auch nicht fiir die zwei weiteren
Positivkontrollen, das IpgC-Bindungsepitop von MxIE an Position B2 und das IpgC-Bindungs-

epitop von IpaC an Position B13.
123456 7 8 9100482413
A _
B

Abbildung 3.3-3: Ergebnis des Peptid-Microarrays. Die Chemilumineszenz-Signale sind als dunkle Spots zu erken-
nen. Beim einzigen klar zu erkennenden Spot handelt es sich um das IpgC-Bindungsepitop von IpaB (lpaB10:
LIPELKAPKS). Die Sequenzen aller Peptide sind in Tabelle 5.4-1 (Kapitel 5.4) aufgefiihrt.
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3.3.4. Diskussion

Wie ist dieses Ergebnis zu bewerten? Zunachst einmal ware zu erwarten gewesen, dass alle
drei Positivkontrollen eindeutig detektiert werden. Wie lasst sich nun die Tatsache erklaren,
dass flr das Bindungsepitop von IpaB ein sehr starkes Signal erhalten wurde, fiir die anderen

beiden Bindungsepitope allerdings kein Signal?

Zundachst einmal muss bericksichtigt werden, dass bei diesem Experiment nicht IpgC, sondern
das GST-Fusionsprotein verwendet wurde. Theoretisch konnten die Bindestellen fiir die Pep-
tide aus MxiE und IpaC durch das an IpgC gekoppelte GST-Tag blockiert worden sein. Aller-
dings wird angenommen, dass das Bindungsepitop von IpaC die gleiche Bindestelle besitzt,
wie das Bindungsepitop von IpaB (siehe Kapitel 3.5.3). In diesem Fall konnte die sterische

Hinderung des GST-Tags nicht als Erklarung fiir das fehlende Signal herangezogen werden.

Das Bindungsepitop von IpaB ist aus der Literatur bekannt. Zur Bestimmung der Bindungsaffi-
nitat des IpaB-Bindungsepitops wurden bei LUNELLI et al. ITC-Messungen durchgefiihrt.3” Der
dabei ermittelte Wert (Kp: 72 um, fir ein etwas langeres Peptid als hier verwendet wurde)
konnte von HASEWINKEL!?? durch MST-Experimente bestitigt werden. Die |pgC-Bindungs-
epitope von MxiE (MxiE10S) und IpaC (lpaC10.5) wurden von HASEWINKEL ermittelt. Die ent-
sprechenden Affinitdten wurden durch MST-Experimente bestimmt. HASEWINKEL ermittelte fiir
den Komplex aus IpgC und IpaC10.5 einen Kp-Wert von 107.0 + 15.7 um und fiir den Komplex
aus lpgC und MxiE10S einen Kp-Wert von 86.8 + 25.4 um. Somit liegen die Bindungsaffinitaten
fur diese beiden Peptide in der gleichen GréBenordnung wie die fir das Peptid aus IpaB.
Demnach hatten die Bindungsepitope von MxIE und IpaC auch ein dhnlich starkes Signal
erzeugen miissen. Die Komplexstrukturen bestehend aus lpgC und den Bindungsepitopen von
MxiE und IpaC konnten bislang noch nicht ermittelt werden. Nur die Komplexstruktur mit dem

Bindungsepitop von IpaB ist bekannt.*0:103

Hinsichtlich der zwei schwachen Signale, die flir zwei Spal3-Peptide beobachtet wurden, muss
bedacht werden, dass die Proteinprobe mit einer geringen Menge an freiem GST-Tag verun-
reinigt war und es sich hierbei auch um den Nachweis einer Wechselwirkung zwischen Peptid
und GST-Tag handeln kdnnte. Diese Ergebnisse miissten beispielsweise durch MST- bzw. ITC-
Messungen validiert werden. In dieser Arbeit sollte versucht werden, mithilfe entsprechender

MST-Experimente die Affinitat der beiden Spal3-Peptide zu ermitteln, allerdings gelang
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bereits die Reproduktion der Bindungsaffinitat fir das IpaB-Peptid mithilfe von MST nicht
(nicht gezeigt). Somit ist nicht klar, ob die beiden Spal3-Peptide keine Affinitdt zum Protein
besitzen oder ob die MST-Methode noch nicht ausreichend etabliert war, um die Affinitat

bestimmen zu kbnnen.

Ein weiterer Grund dafiir, warum eventuell mithilfe des Peptid-Microarrays das Bindungs-
epitop von Spal3 nicht ermittelt werden konnte, ware das Vorliegen eines nicht-linearen
Bindungsepitops. Dabei handelt es sich um ein Bindungsepitop, welches aus mehreren, nicht-
kontinuierlichen Sequenzen zusammengesetzt ist. Es existieren bereits Methoden, die dieses
Problem versuchen zu I6sen, wie beispielsweise die Methode, bei der die verschiedenen Pep-
tide mithilfe eines Linkers verbunden werden, um die rdumliche Distanz der einzelnen
Sequenzabschnitte zu simulieren.? Allerdings stellt sich im Zusammenhang mit der in Kapitel
3.2 durchgefiihrten Sekundarstrukturvorhersage fiir Spal3 die Frage, wie dieser Fall fiir Spal3
konkret aussehen wiirde. Laut Sekundarstrukturvorhersage besteht Spal3 hochstwahrschein-
lich aus zwei sehr langen a-Helices. Folglich ware es vorstellbar, dass sich das Bindungsepitop
aus Aminosauren zusammensetzt, die teilweise Bestandteil der einen a-Helix und teilweise
Bestandteil der anderen a-Helix sind und dass die Affinitat eines Peptids, welches nur einen
Bruchteil des tatsachlichen Bindungsepitops enthilt, zu gering ist, um mithilfe eines Peptid-

Microarrays nachgewiesen werden zu kénnen.

Leider konnten auch mithilfe des Peptid-Microarrays keine Informationen liber die Interaktion
von Spal3 mit IpgC ermittelt werden. Das Experiment ware wahrscheinlich besser mit einem
kleineren Tag (z.B. His-Tag) durchgefiihrt worden. So hatte zumindest eine sterische Hinde-
rung von Seiten des Tags besser ausgeschlossen werden konnen. Daflir hatte aber ein neues
Konstrukt erzeugt werden miissen. Auch bleibt unklar, warum nicht zumindest fiir das Bin-
dungsepitop von IpaC eine Interaktion detektiert werden konnte. Vielleicht ist aber auch das
starke Signal fiir das IpaB-Peptid durch Interaktion mit freiem GST-Tag erzeugt worden. Es
bleibt zu hoffen, dass es sich bei den von HASEWINKEL ermittelten Sequenzen auch tatsachlich

um die korrekten Bindungsepitope handelt.
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3.4. Reinigung des IpgC-Volllangenproteins

In dieser Arbeit wurden vermehrt die Proteinvarianten IpgC0,-4S und IpgC-9,-4S verwendet,
da der Fokus dieser Arbeit auf der Kristallisation des Chaperons lag. Aus der Literatur war
bereits bekannt, dass die Kristallisation von lpgC durch Entfernen der am C-Terminus vorhan-
denen vier Aminosauren ,DIKE” erleichtert wird.3” Aus diesem Grund spielte das Volllingen-
protein in dieser Arbeit eine geringere Rolle. Nichtsdestotrotz sollte das Vollldangenprotein fiir
biochemische Analysemethoden genutzt werden. Nach erfolgter Aufreinigung des Volllangen-
proteins konnten jedoch anhand einer SDS-PAGE zwei kraftige Banden beobachtet werden.
Beide Proteinbanden lagen sehr dicht beieinander und befanden sich in Hohe der 15-kDa-
Markerbande (siehe Abbildung 3.4-1). Durch eine sehr hohe Proteinausbeute blieb dieser

Sachverhalt allerdings zunachst unbemerkt.

Abbildung 3.4-1: SDS-PAGE mit Proben einer Aufreinigung des IpgC-Volllingenproteins. Von links nach rechts:
1: Eluat der GSH-Sdule; 2: Eluat der PD-10-Séule; 3: Proteinmarker; 4: Eluat der DEAE-Séule; 5: Eluat der SEC-
Sdule. Rechts ist der Proteinmarker mit den molaren Massen fiir die Markerbanden in kDa dargestellt.

HASEWINKEL'?? beschreibt dieses Problem in seiner Dissertation, allerdings nicht im direkten
Zusammenhang mit der Reinigung des IpgC-Volllangenproteins. Er beschreibt, dass es ausge-
hend vom Expressionsvektor pGEX-4T-mod bei der Translation neben der Produktion des Voll-
langenproteins haufig auch zur Produktion C-terminal verkirzter Abbruchfragmente kommt.
Dies nahm HASEWINKEL zum Anlass, ein neues Expressionsplasmid (,,pHW1“) zu konstruieren,
bei dem am C-Terminus der Zielgene eine Sequenz fiir ein His-Tag angefiigt wurde. Dies sollte
die Abtrennung der C-terminal verklrzten Abbruchfragmente ermoglichen. Zudem fiihrte das
neue Expressionsplasmid dazu, dass Zielproteine nach Abspaltung des Affinitats-Tags am
N-Terminus nur noch eine zusatzliche Aminosaure besaRen.' Fiir die verschiedenen Protein-
varianten von lpgC ist festzuhalten, dass HASEWINKEL das IpgC-Volllangenprotein ausgehend

vom Vektor pGEX-4T-mod erzeugt hat, die Proteinvarianten IpgC0,-4S und IpgC-9,-4S dagegen
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ausgehend vom neuen Expressionsplasmid pHW1. Der Vektor pGEX-4T-mod kann daher
durchaus die Ursache fiir das nur beim IpgC-Volllangenprotein vorhandene C-terminale
Abbruchfragment sein.

Aufgrund der geringen Massendifferenz konnte das C-terminale Abbruchfragment im Verlauf
der Aufreinigung nicht vom IpgC-Volllangenprotein abgetrennt werden. Daher wurde das Voll-
langenprotein nicht flr biochemische Analysemethoden verwendet. Entsprechend kam die
am C-Terminus verkirzte Variante IpgCO0,-4S zum Einsatz. Es ist zunachst einmal davon auszu-
gehen, dass die vier Aminosdauren am C-Terminus des Proteins nicht an Bindungsprozessen
beteiligt sein werden und daher die Proteinvariante IpgCO0,-4S beispielweise bedenkenlos fir
das in Kapitel 3.3 beschriebene Peptid-Microarray verwendet werden kann. Um langfristig
jedoch bei solchen Experimenten auf das Volllangenprotein zuriickgreifen zu kénnen, sollte
ausgehend von der Proteinvariante IpgC0,-4S das Volllangenprotein durch Mutagenese

erzeugt werden. Dies wurde in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.
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3.5. Kokristallisationsversuche mit IpgC und den Bindungsepitopen von IpaB,

IpaC und MXxiE

In dieser Arbeit wurden Kokristallisationsversuche mit den drei unterschiedlichen IpgC-Vari-
anten (IpgC-Volllangenprotein, IpgC0,-4S und lpgC-9,-4S) und den Bindungsepitopen seiner
Interaktionspartner IpaB, IpaC und MxiE durchgefiihrt. Das IpgC-Bindungsepitop von IpaB war
bereits aus der Literatur bekannt®’, die Bindungsepitope von IpaC und MxiE wurden von HASE-
WINKEL!??2 mittels MST bestimmt. Alle drei Bindungsepitope besitzen eine Affinitat im zwei- bis
dreistelligen mikromolaren Bereich (siehe Tabelle 3.5-1). HASEWINKEL nutzte fir MST-Messun-
gen eine verkirzte, zehn Aminosauren lange Sequenz des von LUNELLI et al. ermittelten Bin-
dungsepitops von IpaB (Sequenz: LIPELKAPKS), da aus der Struktur von LUNELLI et al. ersichtlich
war, dass nicht alle Aminosauren von lpaB>"! mit IpgC interagieren. Auch in dieser Arbeit
wurde als Sequenz fir das IpaB-Bindungsepitop das zehn Aminosauren lange IpaB-Peptid
verwendet, dessen Affinitat sehr wahrscheinlich etwas geringer ist, als die von IpaB>172. Alle
in dieser Arbeit fiir Kokristallisationsversuche verwendeten Peptide waren am N-Terminus

acetyliert und am C-Terminus amidiert, um ladungsfreie Enden zu erhalten.

Tabelle 3.5-1: IpgC-Bindungsepitope der Proteine IpaB, IpaC und MxiE und bekannte Affinitéten.

Bindungsepitop Sequenz Ko [pm] Methode Referenz verwendet
PELKAP 625+ 11 ITC LUNELLI et al.>”
INTTNAHSTSNILIPELKAPKS
72+8 ITC LUNELLI et al.’
IpaB (IpaB®72)
Ac-LIPELKAPKS-NH2

(IpaB10) i i i X
IpaC10.5 Ac-LLKLSEQVQH-NH: 107.0 £ 15.7 MST HASEWINKEL'®? X
MxiE10S Ac-AEKSIHFYHE-NH: 86.8+25.4 MST HASEWINKEL102 X

3.5.1. Reproduktion einer Kristallisationsbedingung fiir IpgC und das Bindungsepitop

von IpaB

Aus der Literatur war die Komplexstruktur von lpgCO0,-4S mit dem Bindungsepitop von IpaB
bereits bekannt.3”49 Es sind zwei Komplexstrukturen in der PDB deponiert, die sich nur durch
die Lange des verwendeten IpaB-Bindungsepitops unterscheiden. Allerdings war in beiden
Fallen die Auflésung nicht iberragend (siehe Tabelle 3.5-2). Daher sollten die dort verwende-

ten Kristallisationsbedingungen reproduziert werden, in der Hoffnung, dass eine Optimierung
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der Bedingung zu einer besseren Auflésung und somit zu einer detailreicheren Elektronen-

dichte fir das Peptid fiihrt. Die Kristallisationsbedingungen sind in Tabelle 3.5-2 aufgefiihrt.

Tabelle 3.5-2: Bekannte Kristallisationsbedingungen fiir IpgC und das Bindungsepitop von IpaB.

Referenz PDB-Code Kristallisationsbedingung IpaB-Peptid
(Auflésung)
LUNELLI et al.3” 3gz1 0.1 M HEPES pH 7.4 IpaB>172
(2.15 A) 20 % PEG 8000

8 % Ethylenglykol
hanging drop-Methode

18 °C
LOKAREDDY et al.% 3gz2 0.1 M ADA pH 6.5 IpaBt672
(2.65A) 1 M Ammoniumsulfat
hanging drop-Methode
18 °C

Da der Versuch, die Bedingung von LOKAREDDY et al. zu reproduzieren, bereits flr das Apo-
Protein gescheitert war, wurde hier nur versucht, die Bedingung von LUNELLI et al. zu reprodu-
zieren. Bei der Reproduktion wurde die Proteinvariante IpgC-9,-4S verwendet. Da der Kp-Wert
des verwendeten Peptids in etwa bekannt war, wurde anfangs der 10-fache Kp-Wert von
IpaB>72 fiir die Kristallisation von 1pgC-9,-4S mit IpaB10 verwendet. Durch leichtes Variieren
der Konzentrationen von PEG 8000 und Ethylenglykol konnte die Bedingung relativ schnell
reproduziert werden. Die erhaltenen Kristalle sind in Abbildung 3.5-1 gezeigt. Es waren sehr

viele diinne Nadeln gewachsen, auch Nadel-Cluster wurden erhalten.

r'#! i e

i
{

Abbildung 3.5-1: Kristalle durch Kokristallisation von IpgC-9,-4S mit dem Peptid IpaB10 unter Verwendung der
von LUNELLI et al.”’ publizierten Bedingung.

Durch eine deutliche Reduktion der PEG-Konzentration wurde versucht, die Anzahl der Kris-
talle zu verringern. Doch dies hatte nur wenig Einfluss auf das Kristallwachstum. Einen deutlich
grofReren Effekt hatte die Verdanderung des pH-Wertes. Als Puffersubstanz kam TRIS zum Ein-
satz. Wahrend bei einem pH-Wert von 7.0 und 7.5 sehr viele kleine Nadeln wuchsen, waren

die Nadeln bei einem pH-Wert von 8.0 bereits deutlich gréer. Ein pH-Wert von 8.5 fiihrte zu
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einzelnen, groRen Kristallen. Dieser pH-Wert wurde bei den nachfolgenden Optimierungsver-
suchen konstant gehalten. Da die Kristalle innerhalb sehr kurzer Zeit wuchsen (meist tber
Nacht), wurden Kristallisationsversuche bei niedrigerer Temperatur (10°C-Schrank) durchge-
flhrt. Durch die geringere Temperatur konnte das Kristallwachstum verlangsamt werden (3-5
Tage). Die Kristalle besaBen zudem eine schonere Kristallform. Kristalle wuchsen mit Seeding,
allerdings gelang die Kristallisation auch ohne. Es konnte durch Seeding kein deutlicher Unter-
schied beobachtet werden. Wurden ohne Seeding PEG-Konzentrationen von 17-20 % (w/V)
bendtigt, waren es mit Seeding 13-16 %. Die besten Kristalle konnten mit 15-19 % PEG 8000,
8 % (V/V) Ethylenglykol und 0.1 m TRIS pH 8.5 bei 10 °C erhalten werden. Die unter dieser
Bedingung gewachsenen Kristalle sind in Abbildung 3.5-2 gezeigt. Die Kristalle hatten groR-
tenteils eine ausgepragte trigonale Morphologie. Als Kryo-Reagenz wurde PEG 8000 in einer
Endkonzentration von 25 % eingesetzt. Am eigenen Rontgengerat zeigten die Kristalle eine
maximale Auflésung von 2.3 A. Am Synchrotron in Berlin (BESSY I, Beamline 14.1) konnte ein
Datensatz mit einer Auflésung von 1.88 A gesammelt werden (,mIm63“). Die Raumgruppe
war R3 und damit nicht identisch zu den Raumgruppen, die von LUNELLI et al. bzw. LOKAREDDY
et al. bestimmt worden waren. Bei LUNELLI et al. lag die Raumgruppe C222; vor, bei LOKAREDDY
et al. die Raumgruppe P3121.3740 Die Zellparameter des in dieser Arbeit erhaltenen Datensat-

zes betrugen 104.7, 104.7 und 89.9 A, 90, 90 und 120°.

Abbildung 3.5-2: Kristalle von IpgC-9,-4S im Komplex mit dem Peptid IpaB10 nach erfolgreicher Optimierung
der Bedingung von LUNELLI et al.”’.

Mit 1.88 A ist die Auflésung des in dieser Arbeit erhaltenen Datensatzes zwar besser als die
Auflésung von den bereits in der PDB deponierten Komplexstrukturen (vgl. Tabelle 3.5-2),
allerdings war die Elektronendichte fiir das Peptid nicht sehr gut erkennbar und auch sonst
Uberzeugte die Qualitat der Elektronendichte nicht. Daher wurde die Struktur nicht weiter
verfeinert. Auch die Erhéhung der eingesetzten Peptidmenge auf den 20-fachen bzw. 30-fa-
chen Kp-Wert erbrachte keine verbesserte Elektronendichte flir das Peptid. Es lasst sich nur

vermuten, warum die Elektronendichte des Peptids trotz besserer Auflésung unzureichend
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war. Der Grund daflr kénnte eventuell sein, dass die ersten 32 Aminosauren von lpgC nicht
im Modell enthalten waren. Dieser Bereich des Proteins schien hier eine vollig andere Konfor-
mation einzunehmen, als in der Struktur von LUNELLI et al. beobachtet werden kann. Es war
zwar Differenzelektronendichte fiir die a-Helix 1 beider Proteinketten vorhanden, doch der
Einbau gestaltete sich aufgrund unzureichend definierter Elektronendichte fir den langen
Loop als sehr schwierig und gelang letzten Endes auch nicht unter Verwendung des ARP/WARP

Web Services, einer automatisierten Software fiir makromolekularen Modellbau04103,

3.5.2. Kokristallisation von IpgC mit dem Bindungsepitop von MxiE

MARXTAL-Screen Nr. 1

Um Kristalle von lpgC im Komplex mit dem Bindungsepitop von MXxIiE zu erhalten, wurde
zunachst am MARXTAL eine ausgiebige Suche nach einer geeigneten Kristallisationsbedingung
durchgeflihrt. Diese umfasste 16 Screens mit je 96 unterschiedlichen Bedingungen (siehe
Kapitel 5.7, Tabelle 5.7-1). Pro Bedingung wurden zwei Tropfen pipettiert. Einer der beiden
Tropfen bestand aus 10 mg/mL 1pgCO0,-4S-Losung und dem Peptid MxiE10S (10-facher
Kp-Wert). Pro 800 uL Proteinlésung wurden 1.6 mg MxIiE10S eingesetzt. Der zweite Tropfen
beinhaltete ein anderes Peptid (siehe Kapitel 3.5.3). Leider konnten mithilfe dieses Screens

keine Bedingungen ermittelt werden, die zum Entstehen von Kristallen fuhrten.

MARXTAL-Screen Nr. 2

Spater wurde ein weiterer Screen am MARXTAL durchgefiihrt. Dieses Mal wurde fiir die Kokris-
tallisation mit MxiE10S (10-facher Kp-Wert) die Proteinvariante 1pgC-9,-4S (10 mg/mL) ver-
wendet. Hier konnte im Gegensatz zu dem Screen, welcher mit der Variante lpgCO0,-4S durch-
geflihrt worden war, eine deutliche Verdanderung mancher Tropfen beobachtet werden.
Darunter fielen die Bedingungen Core | A12, Core Il B5 und JSCG D6, die sich in ihrer Zusam-
mensetzung sehr dhnlich sind (siehe Tabelle 3.5-3). Ebenso war MBC Il A5 unter den in der
engeren Auswahl befindlichen Bedingungen. Exakt die gleiche Bedingung war allerdings
bereits aus der Literatur bekannt (vgl. Tabelle 3.5-2) und konnte nicht reproduziert werden.*°
Zudem gab es zwei Bedingungen, die auch im Tropfen mit zugegebenem IpaC10.5 dhnliche
Ergebnisse lieferten, namlich Core lll E3 und MBC | H3. Da es zwei vielversprechendere Kris-
tallisationsbedingungen gab, wurden die oben genannten Bedingungen zunachst nicht getes-

tet.
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Tabelle 3.5-3: Zusammensetzung der bei MARXTAL-Screen Nr. 2 ermittelten Hits.

Screen Zusammensetzung

Core | A12 0.2 M Magnesiumacetat, 20 % PEG 3350

Core 11l B5 0.2 M Natriumacetat, 0.1 m TRIS pH 8.5, 30 % PEG 4000

JSCG D6 0.2 M Magnesiumchlorid, 0.1 m TRIS pH 8.5, 20 % PEG 8000

MBC Il A5 0.1 M ADA pH 6.5, 1 M Ammoniumsulfat

Core lll E3 0.1 M MES pH 6.5, 1.6 M Ammoniumsulfat, 10 % (V/V) 1,4-Dioxan
MBC I H3 1.5 m Dikaliumhydrogenphosphat

Anions A4 0.1 M Natriumacetat pH 4.6, 0.6 M Trinatriumcitrat

Morpheus 1 A6 30 % (w/V) EDO_P8K (20 % (V/V) Ethylenglycol und 10 % PEG 8000),
0.1 m Morpheus buffer 2 pH 7.5 (0.05 M MOPS und 0.05 M HEPES, pH 7.5),
0.06 M Morpheus divalents (0.03 m MgCl, und 0.03 m CaCl2)

In den Bedingungen Anions A4 und Morpheus | A6 konnte eindeutig Kristallwachstum beo-

bachtet werden (siehe Abbildung 3.5-3).

Abbildung 3.5-3: Kristalle aus dem MARXTAL-Screen mit IpgC-9,-4S und MXxIE10S. Links: Anions A4. Rechts:
Morpheus I A6.

Diese beiden Bedingungen wurden im eigenen Labor nachgestellt. Die Reproduktion von
Anions A4 gelang, die Kristalle besalien jedoch eine vollig andere Kristallform (Kristalle nicht
gezeigt). Weitere Optimierungsversuche wurden im Verlauf dieser Arbeit aus Zeitgriinden
nicht durchgefiihrt. Die Reproduktion von Morpheus A6 fiihrte nach wenigen Ansdtzen zu
Kristallen, die den im MARXTAL-Screen gewachsenen Kristallen sehr dhnlich sahen. Es handelte
sich um lange Nadeln bzw. Stabchen (siehe Abbildung 3.5-4). Die Reproduktion gelang unter
Anwendung der hanging drop-Methode und mit einer leicht erhohten Konzentration an
Morpheus divalents (0.08-0.09 m). Im Reservoir befanden sich 300 uL der Kristallisationslo-
sung. Der Tropfen bestand aus 1 pL Proteinlésung und 1 pL Kristallisationslésung. Diese Kris-

talle wurden anschlielend als Seed-Kristalle verwendet.
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Abbildung 3.5-4: Kristalle nach erfolgreicher Reproduktion von Morpheus | A6 mit IpgC-9,-4S und MxiE10S.

Es wurden die Anteile an EDO_P8K, Morpheus buffer 2 und Morpheus divalents variiert.
Zusatzlich wurden die Anteile von PEG 8000 und Ethylenglykol in EDO_P8K und die Anteile an
MgCl> und CaCl; in Morpheus divalents verandert. AuBerdem wurde Morpheus buffer 2 durch
HEPES bzw. MOPS als Einzelkomponente mit unterschiedlichen pH-Werten ersetzt. Kristalle,
die nach Optimierungsversuchen erhalten werden konnten, sind in Abbildung 3.5-5 darge-
stellt. Die Kristalle hatten eine hexagonale Morphologie. Die beste Bedingung enthielt 30 %
EDO_P8K, 0.1 m Morpheus buffer 2 pH 7.5, 0.06 m CaCl; und 0.02 m MgCl,. Es konnten noch
weitaus groBere und dickere Kristalle erhalten werden, als in Abbildung 3.5-5 gezeigt. Leider
zeigte sich jedoch, dass Kristallwachstum in gleicher Weise stattfand, wenn auf die Zugabe von

MxiE10S zum Kristallisationstropfen verzichtet wurde.

Abbildung 3.5-5: Kristalle nach erfolgreicher Optimierung von Morpheus | A6 mit IpgC-9,-4S und MXxiE10S.

Es wurden Kristalle ,gefischt’, in Kryo-Puffer (+10 % PEG 8000) lberfihrt und in fllissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Auflosung der Kristalle am eigenen Rontgengerat betrug
2.8-3.3 A. Es wurde ein Kristall am Synchrotron vermessen, der in einem Tropfen mit hinzuge-
fligtem Peptid gewachsen war, allerdings auch ein Kristall, der aus einem Tropfen ohne Peptid
hervorging (,mIm92“ ohne MxIiE10S, ,,mIm93“ mit MxiE10S). Die Auflosung des Datensatzes
von 1pgC-9,-45 mit MxiE10S betrug 2.80 A und die des Datensatzes von IpgC-9,-4S ohne
MxiE10S betrug 2.40 A. Die Raumgruppe war in beiden Fallen P3121, die Zellparameter waren
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ebenfalls identisch (122.1, 122.1 und 62.4 A). Beide Datensatze waren nicht verzwillingt. Beim
Betrachten der Struktur fiel auf, dass diese ahnlich war zu der Apo-Struktur, die in dieser
Arbeit bestimmt werden konnte (siehe Kapitel 3.8). Mithilfe von ARP/WARP wurde die a-Helix
1 beider Ketten gebaut. Weitere Differenzelektronendichte, die auf ein gebundenes Peptid
hingedeutet hatte, war nicht zu erkennen. Es musste also festgestellt werden, dass anstelle

eines Komplexes aus Protein und Peptid allein das Protein kristallisiert worden war.

Die hier gefundene Bedingung konnte als Ersatz fur die aus Classics H4 hervorgegangene
Bedingung fir das Apo-Protein dienen, da hier keine Verzwilligung aufgetreten ist, zumindest
nicht bei den zwei bislang vermessenen Kristallen. Eine Tendenz dieser Kristallisationsbedin-

gung zur Verzwilligung kann allerdings dadurch nicht ausgeschlossen werden.

Kokristallisationsversuche mit der Bedingung fiir das Apo-Protein

Es wurde ein Versuch unternommen, die Komplexstruktur von lpgC-9,-4S mit MxiE10S durch
Kokristallisation zu erhalten, indem lediglich zu der Kristallisationsbedingung fiir das Apo-
Protein (vgl. Kapitel 3.7) MxiE10S hinzugegeben wurde. Von MxiE10S wurde der 20-fache
Ko-Wert eingesetzt. Die sonstige Durchfliihrung der Kristallisation blieb unverandert. Dabei
wurden Kristalle erhalten, die in Form und GréRe den Apo-Kristallen dhnlich waren. Die Struk-
tur wurde bestimmt. Es musste allerdings auch hier festgestellt werden, dass keine zusatzliche
Elektronendichte fiir MxiE10S vorhanden war. Es war auch hier lediglich das Protein, welches

kristallisiert wurde und nicht der Komplex aus Protein und Peptid.

MARXTAL-Screen Nr. 3

Bei diesem Screen enthielt einer der beiden Tropfen das Volllangenprotein IpgC und das Pep-
tid MxiE10S (20-facher Kp-Wert). Hier wurde das Volllangenprotein gewahlt, da aufgrund bis-
lang fehlender Ergebnisse Bedenken aufkamen, ob die in den anderen Varianten fehlenden
Aminosauren fiir die Interaktion mit MxiE10S doch notwendig sein konnten. Der Screen
erfolgte bei 20 °C und flihrte zu einem vielversprechenden Hit, namlich MBC | B4. Bei dieser
Bedingung betrug die Proteinkonzentration 5 mg/mL. Die durch den Screen erhaltenen Kris-
talle sind in Abbildung 3.5-6 gezeigt. Die Bedingung bestand aus 0.1 m Natriumkaliumtartrat,
0.1 m TRIS pH 8.5 und 0.4 m Magnesiumsulfat. Das in Abbildung 3.5-6 links gezeigte Bild ist
fiinf Tage nach Ansetzen der Kristallplatten aufgenommen worden. Nach neun bzw. 14 Tagen

wurde ein weiteres Bild aufgenommen. Beim Vergleich dieser Bilder fallt auf, dass die Kristalle
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im Laufe der Zeit kleiner geworden waren, sich folglich also teilweise aufgeldst hatten. Repro-

duktionsversuche dieser Bedingung blieben ohne Erfolg.

Abbildung 3.5-6: Kristalle der Bedingung MBC | B4 aus dem MARXTAL-Screen mit dem IpgC-Vollléingenprotein
und MXiE10S. Von links nach rechts: Kristalle nach fiinf Tagen, neun Tagen, 14 Tagen.

3.5.3. Kokristallisation von IpgC mit dem Bindungsepitop von IpaC

MARXTAL-Screens

Um Bedingungen fir die Kokristallisation von IpgCO0,-4S bzw. 1pgC-9,-4S mit dem Peptid
IpaC10.5 zu identifizieren, wurden MARXTAL-Screens in Auftrag gegeben. Hierbei ergab
sich jedoch eine Schwierigkeit. Die Loslichkeit des Peptids war so gering, dass davon aus-
zugehen war, dass sich keine ausreichende Menge davon in Lésung befand. Der unldsliche
Anteil wurde vor Durchfiihrung der Screens abzentrifugiert. Beim Betrachten der Tropfen,
welche wahrend des MARXTAL-Screens erzeugt worden waren, konnten keine vielverspre-
chenden Bedingungen ermittelt werden. Um die Loslichkeit des Peptids zu verbessern,
wurde es an seinem C-Terminus um die Aminosdure Aspartat (D) erweitert. Das resultie-
rende Peptid wurde als ,1paC11” (Sequenz: LLKLSEQVQHD) bezeichnet. Leider stellte sich
jedoch heraus, dass das von GENSCRIPT georderte Peptid im Vergleich zu IpaC10.5 keine

verbesserte Loslichkeit aufwies.
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Verwendung der von LUNELLI et al. fur IpgC0,-4S und das Bindungsepitop von IpaB publi-
zierten Bedingung

In Kapitel 3.5.1 wurde bereits die Reproduktion der Kristallisationsbedingung von LUNELLI
et al. fur 1pgCo0,-4S und das Bindungsepitop von IpaB beschrieben. Aus der Literatur ist
bekannt, dass PopD und PopB (die IpaC- bzw. IpaB-orthologen Proteine aus Pseudomonas
aeruginosa) in dhnlicher Weise mit PcrH (dem IpgC-orthologen Protein aus Pseudomonas
aeruginosa) interagieren.'%%1%7 Daher wurde versucht, die Kristallisationsbedingung aus
Kapitel 3.5.1 fiir die Kokristallisation von IpgC-9,-4S und dem Bindungsepitop von IpaC zu
verwenden. Die dort beschriebene Kristallisationsbedingung wurde Gbernommen. Es
wurde lediglich eine groRere Menge an IpaCl11 eingesetzt, um bei moglicher Ausbildung
des Komplexes eine bessere Elektronendichte fiir das Peptid zu erhalten. Das bei diesen
Kristallisationsversuchen verwendete IpaCl1-Peptid war freundlicherweise von Dr.
DANIELA MULLER (THM GieRBen) synthetisiert worden und erwies sich als besser 16slich als
das von der Firma GENSCRIPT bezogene Peptid. Es wurde der 20-fache bzw. 30-fache
Kp-Wert (von HASEWINKEL fur IpaC10.5 bestimmt) eingesetzt (0.48-0.72 mg auf 120 ulL Pro-
teinldsung). Tatsachlich konnten hier Kristalle erhalten werden, welche die gleiche Mor-
phologie aufwiesen wie die Kristalle, die auch mit dem Peptid IpaB10 erhalten worden
waren. Durch Optimierungsversuche, welche lediglich aus der Variation der PEG-Konzent-
ration und dem Verhaltnis von Protein- zu Reservoirldsung im Kristallisationstropfen
bestanden, konnten relativ groRRe trigonale Stabchen erhalten werden (siehe Abbildung
3.5-7). Eine PEG-Konzentration im Bereich von 20-25 % (w/V) eignete sich am besten.
Einen positiven Effekt hatte zudem die Verwendung eines hoheren Anteils an Proteinlo-
sung im Kristallisationstropfen (beispielsweise 2.5:1 oder 2.0:1.5). Auch die Kristallisation
bei niedrigerer Temperatur (10 °C) lieferte bessere Ergebnisse. Es konnte so beispiels-
weise ein langlicher Kristall erhalten werden, der eine Dicke von 216 um aufwies (nicht
gezeigt). Die Kristalle wurden in Kryo-Puffer (finale PEG-Konzentration: 30 %) tUberfihrt
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Am Synchrotron konnten zwei Datensatze mit
einer Auflésung von 2.62 A (,mlc12“) bzw. 2.70 A (,mlc10“) gesammelt werden. Die
Raumgruppe war auch hier R3, die Zellparameter waren ebenfalls identisch zu denen aus
Kapitel 3.5.1. Trotz groBer Bemiihungen konnte leider in beiden Fallen keine Strukturlo-

sung erzielt werden. Die Griinde dafiir blieben unklar.
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In Anwesenheit des Peptids MxiE10S konnte mit dieser Kristallisationsbedingung kein
Kristallwachstum beobachtet werden. Ebenso wurde kein Kristallwachstum beobachtet,
wenn versucht wurde, das Protein ohne die Zugabe eines Peptids zu kristallisieren. Daher
konnte das hier beobachtete Kristallwachstum durchaus darauf hindeuten, dass IpaCl1

strukturell einen dhnlichen Komplex mit IpgC eingeht, wie das IpaB-Peptid.

-

Abbildung 3.5-7: Kristalle durch Kokristallisation von IpgC-9,-4S mit IpaC11. Diese Kristalle sind nach erfolgrei-
cher Optimierung der aus der Literatur bekannten Bedingung fiir IpgC0,-4S und das Bindungsepitop von IpaB
gewachsen (siehe Kapitel 3.5.1).
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3.5.4. Diskussion

In dieser Arbeit konnte zwar die aus der Literatur bekannte Kristallisationsbedingung fiir das
Chaperon IpgC mit dem Bindungsepitop von IpaB reproduziert werden, allerdings waren die
Kokristallisationsversuche mit den Bindungsepitopen der Proteine MxiE und IpaC nicht erfolg-
reich. Eine Komplexstruktur von IpgC mit dem MxiE- bzw. IpaC-Peptid konnte im Rahmen

dieser Arbeit leider nicht erhalten werden.

Die Schwierigkeiten bei der Kokristallisation von Proteinen mit Peptiden liegen zum einen
darin begriindet, dass es Kristallen nicht anzusehen ist, ob sie ein gebundenes Peptid enthal-
ten oder nicht. In dieser Arbeit konnte mit unterschiedlichen Bedingungen Kristallwachstum
erzielt werden, allerdings stellte sich nach erfolgreicher Strukturbestimmung stets heraus,

dass das Peptid nicht gebunden hatte.

Zum anderen ist bei Peptiden die weniger zeitintensive und Ressourcen-sparende Soaking-
Methode, die bei Liganden zum Einsatz kommt, meist nicht zielfiihrend. Das liegt daran, dass
die in Proteinkristallen vorhandenen Losungsmittelkanale fiir Peptide haufig zu klein sind und
die Interaktionsstellen aufgrund der Kristallpackung meist nicht frei zuganglich. Studien wie
z.B. die von BALLONE et al.1%8, bei denen Peptide in Proteinkristalle gesoakt wurden, bilden eher
die Ausnahme. Dies erfordert eine Kristallpackung mit hohem Losungsmittelgehalt und frei
zuganglicher Interaktionsstelle. Bei der Kristallstruktur, die in Kapitel 3.8 vorgestellt wird, ist
die Bindestelle fiir IpaB teilweise durch Symmetriedaquivalente blockiert, sodass in diesem Fall
die Komplexstruktur von IpgC und dem Bindungsepitop von IpaB durch Soaking nicht erhalten

werden konnte.

Bei der Kokristallisation von Proteinen mit Peptiden muss zudem meist fir jedes Peptid eine
neue Kristallisationsbedingung gefunden werden, es sei denn, es handelt sich um Peptide von

dhnlicher Lange und gleicher Interaktionsstelle.

Die Affinitaten, die zwischen Chaperonen und ihren Substraten gemessen werden, liegen
Uiblicherweise im mikromolaren Bereich.1% Diese geringen Affinititen kénnen bei der Kokris-
tallisation eines Protein-Peptid-Komplexes zu Problemen fihren. Kurze Sequenzen eines
Proteins, die an der Interaktion mit einem Partnerprotein beteiligt sind, besitzen meist ohne
einen Interaktionspartner keine Sekundarstruktur und liegen ungefaltet vor.''° Die Energie,

die bei der Bildung eines Kristalls durch Interaktion mit Symmetriedquivalenten gewonnen
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wird, liegt in etwa in der gleichen GréBenordnung wie die Energie, die bei der Protein-Peptid-

Komplexbildung frei wird.1'° Damit stehen diese beiden Prozesse in Konkurrenz zueinander.

An dieser Stelle soll noch einmal auf die Kokristallisationsversuche mit MxiE10S eingegangen
werden. Wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben, wurde versucht, mithilfe der Kristallisationsbedin-
gung des Apo-Proteins die Komplexstruktur fir IpgC und MxiE10S zu erhalten. Kristallwachs-
tum fand statt und die Kristalle sahen den Apo-Kristallen sehr dhnlich, allerdings konnte nach
Strukturbestimmung keine Elektronendichte fiir das Peptid beobachtet werden. Wie lasst sich
das erkldaren? Es ware zu erwarten gewesen, dass entweder das Peptid mit einem Bereich des
Proteins interagiert, der sich im Interface des in der asymmetrischen Einheit vorhandenen
Dimers befindet und es folglich zu keiner Kristallbildung kommt. Andererseits kénnte auch
eine vollig neue Kristallform entstehen oder das Peptid konnte mit einem Bereich des Proteins
interagieren, der frei zuganglich ist, sodass es in der Elektronendichte detektiert wird. Hier
kommt eventuell die im vorherigen Abschnitt angesprochene Kompetition zwischen der Inter-
aktion mit Symmetriedquivalenten und der Protein-Peptid-Komplexbildung zum Tragen. Es
konnte sein, dass die Affinitat des Peptids nicht ausreicht, um im Interface des Dimers zu
binden, um so die Kristallbildung zu verhindern bzw. die Bildung einer neuen Kristallform zu

beglinstigen.

In der Literatur werden viele Methoden beschrieben, wie durch Protein-Engineering die Kris-
tallisation von Proteinen erleichtert werden kann.*!112 Allerdings gibt es nur wenig Literatur
dariiber, wie ungewollte Kristallpackungsinteraktionen verhindert werden kdénnen. Durch
Verringerung der Interaktionen mit Symmetriedquivalenten (beispielsweise durch Mutation
interagierender Aminosauren) wird zwar die Protein-Peptid-Komplexbildung wahrscheinli-
cher, allerdings nimmt gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit ab, dass es Gberhaupt zur Kristall-
bildung kommt. Im Falle der Wechselwirkung von IpgC mit MxiE kommt hinzu, dass die genaue
Interaktionsstelle unbekannt ist und daher rationale Protein-Engineering-Methoden nicht
wirklich weiterhelfen. Letztendlich ist auch die Kokristallisation von Proteinen mit Peptiden

grofitenteils ein ,trial and error’-Prozess, wie auch die Kristallisation eines Apo-Proteins.
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3.6. Kristallisationsversuche mit IpgC
3.6.1. Verwendung von IpgCo0,-4S

Versuch der Reproduktion bekannter Bedingungen

Zu Beginn dieser Arbeit existierten in der Literatur bereits finf Kristallisationsbedingungen fiir
das Protein IpgC (siehe Tabelle 3.6-1).374%113 Drei davon bewirken die Kristallisation des Apo-
Proteins, die beiden anderen die Kokristallisation von IpgC mit dem Bindungsepitop von IpaB.

Alle fiir das Apo-Protein bekannten Bedingungen sollten getestet werden.

Tabelle 3.6-1: Bekannte IpgC-Kristallisationsbedingungen fiir das Apo-Protein.

Referenz Proteinvariante PDB-Code (Auflosung) Kristallisationsbedingung
BARTA et al.113 IpgCl0-155 3ks2 0.2 MMgCl2 x 6 H20
(IpgC-9,08) (3.304) 0.1 M BIS-TRIS pH 6.5
25 % PEG 3350
BARTA et a/.113 lpgC2L155 - 0.1 M HEPES pH 7.5
2 M Ammoniumformat
LUNELLI et al.>’ IpgCL-15? 3gyz 0.1 M ADA pH 6.5
(IpgCO0,-4S) (2.15 A) 1 M Ammoniumsulfat

Mit allen drei Bedingungen wurden Kristallplatten angesetzt. Dabei wurden die Konzentratio-
nen der einzelnen Bestandteile in der Reservoirlésung variiert. Auch die Puffersubstanz wurde
durch andere Puffersubstanzen ersetzt und andere pH-Bereiche wurden getestet. Das Ver-
haltnis von Reservoir- zu Proteinldsung im Kristallisationstropfen wurde variiert. Leider war es

jedoch nicht moglich, auch nur eine dieser Bedingungen im eigenen Labor zu reproduzieren.

Reproduktion und Optimierung der Bedingung Core IV E8

Um dennoch eine Kristallisationsbedingung fir IpgC zu ermitteln, wurde ein Kristallisations-
Screen am MARXTAL in Auftrag gegeben. Es wurden dort Platten mit 13 kommerziell erhaltli-
chen Kits und jeweils 96 verschiedenen Bedingungen angesetzt (siehe Kapitel 5.7.1). Die dafir
verwendete Proteinlésung bestand aus 10.7 mg/mL IpgCO0,-4S in 10 mm HEPES pH 7.5, 150 mm
NaCl und 3 mm DTT. Die Platten wurden bei 18 °C gelagert. Es konnte eine Bedingung ermittelt
werden, die Kristalle entstehen lieR. Die Bedingung Core IV E8 fiihrte zu sieben stabchenfor-
migen Kristallen (siehe Abbildung 3.6-1). Die Kristalle erschienen nach etwa sechs Tagen und
erreichten nach ungefahr sechs Wochen ihre finale Gro3e. Die entsprechende Kristallisations-

I6sung bestand aus 1 m Natriumkaliumtartrat, 0.2 m Lithiumsulfat und 0.1 m TRIS pH 7.0.
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.

Abbildung 3.6-1: Kristalle der Bedingung Core 1V E8 aus dem MARXTAL-Screen mit IpgCO0,-4S.

Kristalle aus diesem Tropfen wurden ,gefischt’, in Kristallisationslésung mit hinzugefligtem
Kryo-Reagenz (30 % Glycerol) Gberfiihrt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und am Deut-
schen Elektronensynchrotron (DESY, Hamburg) vermessen. Sie zeigten nur geringes Streuver-
mogen (> 6 A), was vermutlich an ihrer geringen GroRe lag. Allerdings konnte den Streubildern
entnommen werden, dass es sich hierbei um Proteinkristalle handelte (Streubilder nicht
gezeigt). Es folgte der Versuch, diese Kristallisationsbedingung im eigenen Labor zu reprodu-
zieren. Dazu kam zunachst die hanging drop-Methode zum Einsatz. Anfangs wurden Original-
I6sungen der Firma QIAGEN (NeXtal Stock Solutions) und frisches Protein (direkt nach erfolgter
Proteinreinigung) verwendet. Im Reservoir befanden sich 500 uL der jeweiligen Kristallisati-
onslosung. Der Kristallisationstropfen bestand aus 2 L Protein- und 2 pL Reservoirlésung. Die
Kristallplatten wurden bei 18 °C gelagert. Das Testen unterschiedlicher Konzentrationen an
Lithiumsulfat (0.1-0.25 m), unterschiedlicher Konzentrationen an Natriumkaliumtartrat
(0.6-1.2 M) und die Verwendung unterschiedlicher Puffersubstanzen mit verschiedenen
pH-Werten fuhrten letztendlich zum Erfolg. Nach etwa vier Wochen konnten Kristalle in den
ersten Tropfen beobachtet werden (siehe Abbildung 3.6-2). Meist sah es aus, als sei ein groRer
Kristall in sehr viele kleine Kristalle zerfallen. Der groRRe Kristall besaR raue, die kleineren Kris-

talle dagegen scharfe Kanten.

Abbildung 3.6-2: IpgC0,-4S-Kristalle nach erfolgreicher Reproduktion von Core IV E8 im eigenen Labor.
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Unter Verwendung von 0.9-1 M Natriumkaliumtartrat, 0.1 m HEPES pH 6.5 bzw. 0.1 m TRIS
pH 7 und 0.1-0.2 m Lithiumsulfat konnten Kristalle erhalten werden. Unter Verwendung selbst
hergestellter Losungen konnten ebenfalls Kristalle erhalten werden und ebenso, wenn Protein
verwendet wurde, welches nach erfolgter Reinigung zunachst bei -80 °C eingefroren wurde.
Leider dauerte es stets mehrere Wochen, bis Kristalle auf den Platten zu erkennen waren.
Daher wurde versucht, die Kristallisationsdauer mithilfe der streak-seeding-Methode zu ver-
kiirzen. Durch diese Methode konnten Kristalle binnen weniger Tage beobachtet werden
(siehe Abbildung 3.6-3). In der Zwischenzeit war auf die sitting-drop-Methode gewechselt

worden, welche sich ebenfalls als zielfihrend erwiesen hatte.

»

g 80 ‘90 100

Abbildung 3.6-3: Durch Seeding gewachsene IpgC0,-4S-Kristalle der Bedingung Core IV E8.

Verdnderung des Verhaltnisses von Protein- zu Reservoirlésung im Kristallisationstropfen

Um die Kristallisation weiter zu optimieren, wurde der Anteil an Protein- zu Reservoirlésung
im Kristallisationstropfen variiert. Es wurden sowohl 1.5 uL Protein- und 1 pL Reservoirldsung
als auch 1.5 pL Reservoir- und 1 plL Proteinlésung getestet. Ein hoherer Anteil an Reservoirlo-
sung fuhrte zu einer hoheren Anzahl an optisch schéneren Kristallen. Die durch Optimierungs-
versuche erhaltenen Kristalle sind in Abbildung 3.6-4 gezeigt. Auch bei einer Temperatur von
4 °Cwuchsen Kristalle. Die Kristallisation bei 4 °C hatte einen Vorteil. Die Kristalle klebten nicht

am Boden fest und konnten daher leichter ,gefischt’ werden.
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Abbildung 3.6-4: IpgCO0,-4S-Kristalle der Bedingung Core IV E8 nach Optimierung im eigenen Labor.

Verwendung von Glycerol als Additiv

Auf der Suche nach hilfreichen Additiven wurde u.a. Glycerol getestet. Bei Zugabe von 5, 10,
15 bzw. 20 % Glycerol konnte immer noch Kristallwachstum beobachtet werden. Glycerol
beglinstigte sogar die Kristallisation. Dies lasst sich damit begriinden, dass ein Kristallisations-
tropfen mit Glycerol eine deutlich hohere Viskositat aufweist und dadurch bei Anwendung der
streak-seeding-Methode mehr Microseed-Kristalle im neuen Kristallisationstropfen verblei-

ben.

Die oben beschriebenen Kristalle wurden in Kryo-Puffer Gberfihrt und ,gefischt’. Als Kryo-
Reagenz wurden 35 % Glycerol eingesetzt. Trotz groRBer Optimierungserfolge hinsichtlich des
Aussehens der Kristalle konnte am eigenen Réntgengerat nur eine Auflésung von maximal 6 A
erzielt werden. Es wurden Kristalle an verschiedenen Synchrotron-Einrichtungen vermessen
(ELETTRA (Trieste, Italien), ESRF (Grenoble, Frankreich) und DESY (Hamburg, Deutschland)).
Dort betrug die maximale Auflésung der Kristalle 3 A. Es stellte sich heraus, dass die Kristalle
mit 70 % einen sehr hohen Losungsmittelgehalt besallen, was vermutlich der Grund fir das
schlechte Streuvermogen war. Da auch mittels Additiv-Screen keine Verbesserung erzielt wer-

den konnte, wurde auf weitere Optimierungsversuche verzichtet.
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3.6.2. Suche nach einer leichter zu kristallisierenden IpgC-Variante unter Anwendung

des Konzepts der ,Surface Entropy Reduction“

Bei der Suche nach einer Proteinvariante, die leichter zu kristallisieren ist, wurde ein Webser-
ver namens ,Surface Entropy Reduction Prediction Server”, kurz SERp Server, verwendet.
Dieser Webserver hilft beim Design von Proteinvarianten unter Anwendung der Oberfla-
chenentropiereduktion. Mithilfe des SERp Servers konnten drei Cluster identifiziert werden.
Diese drei Cluster sind in Abbildung 3.6-5 gezeigt. Die Cluster sind so angeordnet, dass das
Cluster mit dem hochsten Score, das heilSt mit der hchsten Wahrscheinlichkeit auf Erfolg, an
erster Stelle aufgefiihrt wird. Die Aminosauren besitzen eine abweichende Nummerierung, da
der Server mit einer am N-Terminus verkiirzten Variante verwendet wurde. Geeignete Kandi-
daten weisen ublicherweise einen Score von drei oder hoéher auf. Nach diesem Kriterium
kamen zwei Cluster in Frage. Cluster #1 mit einem Score von 4.23 umfasste die Aminosauren
122-125 (hier:114-117), bestehend aus Lys122, Alal23, Lys124 und Glul25. Das Cluster
enthielt drei vorgeschlagene Mutationen. Lys122, Lys124 und Glu125 sollten zu Alanin mutiert
werden. Diese Aminosduren gehoéren zu a-Helix 7 (siehe Abbildung 3.6-6). Auch das zweite
vorgeschlagene Cluster, welches die Aminosduren 137-140 (hier:129-132) umfasste, besaR
mit 3.01 einen Score von groRer als drei. Auch hier enthielt das Cluster drei Aminosauren, die
zu Alanin mutiert werden sollten, erneut zwei Lysine (Lys138 und Lys140) und ein Glutamat
(Glu137). Zwischen Lys138 und Lys140 befindet sich Leul39, welches zwar zum Cluster
gehorte, aber dem Vorschlag entsprechend nicht mutiert werden sollte. Cluster #2 befindet
sich am N-Terminus von a-Helix 8 (siehe Abbildung 3.6-6). Cluster #3 besall einen Score
unterhalb von drei (2.59) und war demzufolge von den drei Clustern am wenigsten erfolgsver-
sprechend. Es umfasste nur die Aminosaure Lys101 (hier: Lys93), welche zu Alanin mutiert
werden sollte. Dieses Lysin ist Teil eines Loops und damit das einzige Cluster, welches Amino-
sauren eines Loops beinhaltete (siehe Abbildung 3.6-6), was eigentlich erfolgversprechender
erscheint, als Aminosduren einer a-Helix zu mutieren.''* Der Beitrag der Sekundarstrukturvor-
hersage hat sich bei Cluster #3 positiv auf den Score ausgewirkt. Jedoch war der Score insge-
samt noch deutlich geringer als der von Cluster #1 bzw. #2. Dies dlirfte daran liegen, dass hier
nur eine Aminosaure mutiert werden konnte, weil sich keine weiteren Aminosauren in der

Nahe befanden, die ebenfalls flir eine Mutation in Frage gekommen waren.
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Cluster #1: Residues 114 - 117: KAPLKAKECFE
e K114 => A
e K116 => A

e E117 => A SERp Score: 4.23

Cluster #2: Residues 129 - 132: EKLKIKAQ

e E129=>A

e K130 => A
e K132 => A SERp Score: 3.01

Cluster #3: Residues 93 - 93: ALGK

+K93=>A N

SERp Score: 2.59

Abbildung 3.6-5: Darstellung der Ergebnisse des SERp Servers. Fiir Aminosduren (engl. residues) wird der
Einbuchstabencode verwendet. Die Nummer der Aminoséuren stimmt nicht mit den tatséichlichen Positionen der
Aminosduren im Protein iiberein, da aufgrund der verkiirzten Variante Aminosdure 9 als Aminoséure 1 angesehen
wurde. Aminosduren 114-117 entsprechen daher 122-125, Aminoséuren 129-132 entsprechen 137-140 und
Aminoséure 93 besitzt die Nummer 101. Die im Cluster enthaltenen Aminosduren sind unterstrichen. Griin hinter-
legt sind Aminosduren, die fiir eine Mutation zu Alanin vorgeschlagen werden. Hellblau hinterlegt sind zusétzliche
Aminosduren mit hoher Entropie. Grau hervorgehoben sind Aminosduren, die innerhalb eines vorgeschlagenen
Clusters liegen, jedoch nicht mutiert werden sollen, und gelb hinterlegt sind Aminoséuren mit niedriger Entropie.

Glul25

Lys138

Abbildung 3.6-6: Position der drei vorgeschlagenen Cluster im Protein. Das Protein ist als Bdndermodell
dargestellt. Die Aminoséuren, die Bestandteil der drei Cluster sind, sind zusétzlich als Stdbchenmodelle gezeigt.
C-Atome sind rosa, O-Atome rot und N-Atome blau. Ala123 ist in dieser Abbildung nicht zu erkennen, da sich die
Seitenkette auf der Riickseite der entsprechenden a-Helix befindet. Lys101 ist Teil der Schleife, die a-Helix 5 und
6 miteinander verbindet. Lys122-Glu125 befinden sich am N-Terminus von a-Helix 7. Glu137-Lys140 befinden sich
am N-Terminus von a-Helix 8. Fiir diese Abbildung wurde die Struktur mit dem PDB-Code 3gyz*” verwendet.
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Es wurde Cluster #1 ausgewahlt, da es den hochsten Score besali. Zur Herstellung einer fir die
Kristallisation geeigneten Proteinvariante wurden die in Cluster #1 enthaltenen vorgeschlage-
nen Mutationen eingefiihrt. Lysin122, Lysin124 und Glul25 wurden zu Alanin mutiert. Als
Templat diente IpgC-9,-4S. Fir die Mutagenese kam das QuikChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit (AGILENT TECHNOLOGIES) zur Anwendung. Die Produktion der Proteinvariante
wurde entsprechend der Produktion von IpgC bzw. der trunkierten Varianten IpgCO0,-4S und

IpgC-9,-4S durchgefiihrt (siehe Kapitel 5.3.13).

Die Reinigung dieser IpgC-Variante bestand zunachst, identisch zur Reinigung von lpgC bzw.
der trunkierten Varianten, aus einer GSH- und einer anschlieRenden DEAE-Sdulenchromato-
graphie. Das Chromatogramm der GSH-Saule (siehe Abbildung 3.6-7) deutete allerdings
bereits darauf hin, dass sich nur sehr wenig Protein unter den l6slichen Zellbestandteilen
befand. Die maximale UV-Absorption betrug etwa 210 mAu. Im Vergleich dazu lag die maxi-
male UV-Absorption bei einer Reinigung der trunkierten Variante IpgC-9,-4S im Bereich von
1400 mAu. Der Peak in Abbildung 3.6-7 weist gegen Ende der Elution eine seltsame Form auf.
Diese lasst sich durch die geringe Absorption erklaren, da geringe Mengen an Verunreinigun-

gen bei einer sehr kleinen Proteinmenge starker ins Gewicht fallen.

mAu
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Abbildung 3.6-7: Chromatogramm der GSH-Sdule der Reinigung von IpgC-9,-45-K122A-K124A-E125A. Auf der
Abszisse ist das Elutionsvolumen in mL aufgetragen und auf der Ordinate die UV-Absorption in mAu. Die UV-
Absorption ist als dunkelblaue Kurve dargestellt, die Leitfdhigkeit als rote Kurve, der Anteil an Puffer B als griine
Kurve (hier konstant bei 0 %), die Temperatur als hellblaue Kurve und der Druck als braune Kurve.
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Auch das Chromatogramm der DEAE-Saule (siehe Abbildung 3.6-8) zeigt Peaks mit einer sehr
geringen maximalen UV-Absorption. Es ist anzunehmen, dass Peak 1 durch Verunreinigungen
verursacht wurde und Peak 2 den Proteinpeak darstellt. Die Proteinmenge war nach der DEAE-
Saule bereits so gering, dass auf die eigentlich noch folgende SEC-Saule verzichtet wurde, da
es dort noch einmal zu einem nicht unerheblichen Proteinverlust gekommen ware. Die

Reinigung wurde an diesem Punkt abgebrochen.

Eine so geringe Proteinmenge, die kaum einen Peak im Chromatogramm und ebenso keine zu
erkennenden Banden auf der SDS-PAGE (hier nicht gezeigt) erzeugt, ist nicht ausreichend fiir
die Durchfihrung weiterer Experimente, da besonders fiir die Proteinkristallisation grolRe
Mengen an Protein benétigt werden. An diesem Punkt hatte eventuell das Expressionsproto-
koll optimiert werden miussen. Allerdings ist anzunehmen, dass die drei vorgenommenen
Mutationen zu einer drastischen Veranderung der Proteinldslichkeit gefiihrt haben. Es wurden
keine weiteren Optimierungsversuche durchgefihrt, da zeitgleich andere Experimente zum

Erfolg geflihrt hatten.

mAu

10 0 10 20 30 40 5 60 70 80 9 100 110 120 130

Abbildung 3.6-8: Chromatogramm der DEAE-Séiule der Reinigung von IpgC-9,-45-K122A-K124A-E125A. Auf der
Abszisse ist das Elutionsvolumen in mL aufgetragen und auf der Ordinate die UV-Absorption in mAu. Die UV-
Absorption ist als dunkelblaue Kurve dargestellt, die Leitfdhigkeit als rote Kurve, der Anteil an Elutionspuffer als
griine Kurve, die Temperatur als hellblaue Kurve und der Druck als braune Kurve. Die Nummern der gesammelten
Fraktionen sind als rote Zahlen angegeben. Der Laufmittelgradient wurde nach etwa 45 mL Elutionsvolumen
gestartet, ebenso das Sammeln der Fraktionen.
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3.6.3. Verwendung von lpgC-9,-4S

In bereits deponierten Kristallstrukturen von IpgC wurde beobachtet, dass die ersten Amino-
sauren am N-Terminus aufgrund fehlender Elektronendichte nie eingebaut werden konnten.
Da sich Kristallisationsversuche mit IpgC0,-4S als wenig vielversprechend herausgestellt
hatten, wurde versucht, eine zusatzlich am N-Terminus um neun Aminosauren verkirzte
Proteinvariante (,IpgC-9,-4S“) fur die Kristallisation zu verwenden. Diese Variante war bereits

von HASEWINKEL hergestellt, jedoch fiir keinerlei Experimente verwendet worden.0?

MARXTAL-Screen mit IpgC-9,-4S und X-TEW als hinzugefiigtes Additiv

Mit IpgC-9,-4S wurde erneut ein Kristallisations-Screen am MARXTAL durchgefiihrt, wobei pro
Bedingung zwei unterschiedliche Tropfen pipettiert wurden. Flir den ersten Tropfen wurde
IpgC-9,-4S mit einer Konzentration von 9.6 mg/mL verwendet, der zweite Tropfen bestand aus
IpgC-9,-4S (ebenfalls 9.6 mg/mL) und einem hinzugefiigten Additiv. Dieses Additiv tragt den
Namen , Anderson-Evans-Polyoxidwolframat” (X-TEW, [TeWs024]%). Eine schematische Struk-
tur dieses Additivs ist in Abbildung 3.6-9 gezeigt. Es wird in der Proteinkristallographie einge-
setzt, da es einen positiven Einfluss auf die Qualitdt von Proteinkristallen haben soll und
zudem die Strukturlésung noch nicht aufgeklarter Proteinstrukturen aufgrund der enthalte-
nen Wolframatome und des dadurch erzeugten anomalen Signals vereinfacht.1*> Mit seiner
hohen negativen Ladung geht es bevorzugt liber Lysine bzw. Arginine auf der Proteinoberfla-
che elektrostatische Interaktionen mit dem Protein ein. Es kann somit als Briicke zwischen
zwei Proteinmolekiilen wirken.!'> Das Additiv wurde zur Proteinldsung in einer finalen Kon-

zentration von 1 mm hinzugegeben.

Abbildung 3.6-9: 2D-Kugel-Stab-Modell des Additivs X-TEW [TeWs024]°. Das Telluratom ist in Orange gezeigt,
die sechs Wolframatome in Blau und die 24 Sauerstoffatome in Rot. Koordinationen sind als schwarze Linien
dargestellt.
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Reproduktion der mit X-TEW erzielten Kristallisations-Hits

Dieser MARXTAL-Screen lieferte mehrere durchaus vielversprechende Bedingungen. Die
aussichtsreichsten Tropfen waren die, bei denen X-TEW zum Protein hinzugefligt worden war.
Es waren die Bedingungen Cryos A1 und Morpheus I B5, die Kristalle erzeugten. Unter der
Bedingung Cryos Al waren sehr viele Kristalle entstanden (siehe Abbildung 3.6-10 links). Die
zweite Bedingung — Morpheus | B5 — fiihrte zu einem grofRen Kristall am Rand des Tropfens
(siehe Abbildung 3.6-10 rechts). Die Zusammensetzung der entsprechenden Kristallisations-

bedingungen ist in Tabelle 3.6-2 aufgelistet.

Abbildung 3.6-10: MARXTAL-Hits mit IpgC-9,-4S und X-TEW. Links: Cryos A1. Rechts: Morpheus I B5.

Kristalle aus der Bedingung Cryos Al wurden ,gefischt’ (ohne zuséatzliches Kryo-Reagenz, da
Glycerol in der Bedingung enthalten war), in fliissigem Stickstoff schockgefroren und am
Synchrotron in Berlin (BESSY I, Beamline 14.1) vermessen. Uberraschenderweise streuten die
Kristalle bis 2.45 A (,ML-A43“). Dabei besaRen sie bereits eine raue Oberfliche, da sie zum
Zeitpunkt des ,Fischens’ schon etwas alter waren. Die Kristalle besallen die Raumgruppe
P41212 und einen Losungsmittelgehalt von 46 %. Somit konnten Kristalle erhalten werden, die
einen geringeren Loésungsmittelgehalt aufwiesen und eine bessere Auflésung hatten, als die

in Kapitel 3.6.1 beschrieben Kristalle.

Tabelle 3.6-2: Zusammensetzung der mit X-TEW erhaltenen Hits.

Screen Zusammensetzung
Cryos Al 0.0085 ™ Kobalt(ll)chlorid, 0.085 m Natriumacetat pH 4.6, 0.85 % 1,6-Hexandiol,
15 % Glycerol

Morpheus | B5 30 % P550MME_P20K (20 % PEG 550-Monomethylether, 10 % PEG 20000),
0.1 M Morpheus buffer 2 (0.05 M MOPS und 0.05 m HEPES, pH 7.5)
0.09 M Morpheus halogens (0.03 m NaBr, 0.03 m NaF und 0.03 m Nal)
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3.6. Kristallisationsversuche mit IpgC

Beim Betrachten der Struktur fiel allerdings auf, dass die zwei in der asymmetrischen Einheit
vorhandenen Proteinketten mit ihrer konkaven Seite ein X-TEW-Molekiil umschlossen hatten.
Diese Struktur wurde daher nur als eingeschrankt geeignet angesehen, da gerade die konkave
Seite von IpgC mit Interaktionspartnern wechselwirkt und diese hier nicht frei zuganglich war.
Es hatte eine Verdrangung von X-TEW erfolgen missen, um an dieser Stelle Interaktionsstu-
dien im Kristall durchfiihren zu kénnen. Da das Entstehen von Kristallen in dieser Losung
ohnehin nicht im eigenen Labor reproduziert werden konnte, wurde diese Bedingung aufge-

geben.

Der Kristall, der mit Morpheus | B5 erhalten worden war, wurde leider beim Versuch, ihn zu
,fischen’, vollkommen zerstort, da er am Boden der Kristallisationsplatte festklebte. Er konnte
daher nicht vermessen werden. Allerdings konnten die Kristallbruchstlicke noch flr Seeding-

Experimente genutzt werden.

Die Reproduktion von Morpheus I B5 gelang. Es wurden keine Originallésungen bestellt,
sondern selbst hergestellte Losungen verwendet, da so die einzelnen Konzentrationen besser
variiert werden konnten. Die Herstellung der Losungen war nicht trivial. Hier mussten die
Angaben vom Hersteller des Screens genau beachtet werden. Ohne Seeding und der Variation
der einzelnen Konzentrationen wuchsen keine Kristalle. Unter Anwendung der streak-seeding-
Methode konnte jedoch in einem breiten Konzentrationsfenster von P550MME_P20K
(26-32 %) und Morpheus halogens (0.09-0.18 m) die Entstehung von Nadeln beobachtet
werden. Die Kristalle besaBen somit eine vollkommen andere Morphologie als der bei
MARXTAL gewachsene Kristall. Dies lag eventuell daran, dass die Kristallisationsplatte, auf der
der Kristall aus dem MARXTAL-Screen gewachsen war, einen heftigen Stol} erlitten hatte. Das
war im Nachhinein daran zu erkennen, dass viele Tropfen auf dieser Platte nicht mehr vorhan-
den waren. Somit konnte natiirlich die Bedingung, unter der der groRRe dreidimensionale
Kristall gewachsen war, schlecht reproduziert werden. Es stellte sich durch einen weiteren
MARXTAL-Screen heraus, dass auch ohne die Verwendung von X-TEW unter dieser Bedingung
Kristalle wuchsen. Die so erhaltenen Kristalle sind in Abbildung 3.6-11 links dargestellt. Hier
handelte es sich um sehr lange stabchenformige Kristalle, welche den im eigenen Labor erhal-
tenen Kristallen sehr dhnelten (siehe Abbildung 3.6-11 rechts). Allerdings zeigten sowohl die
bei MARXTAL ohne X-TEW gewachsenen Kristalle, als auch die durch Reproduktion im eigenen
Labor erhaltenen Kristalle mit X-TEW nur ein sehr schwaches Streuvermoégen. Weitere Opti-

mierungsversuche flhrten leider nicht zum erhofften Erfolg.
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Abbildung 3.6-11: IpgC-9,-4S-Kristalle der Bedingung Morpheus | B5. Links: Kristalle aus dem MARXTAL-Screen
ohne X-TEW als Additiv. Rechts: Kristalle nach erfolgreicher Reproduktion mit X-TEW als Additiv.

Reproduktion der ohne X-TEW erzielten Kristallisations-Hits

Der mit IpgC-9,-4S durchgefiihrte MARXTAL-Screen lieferte nicht nur Hits mit X-TEW, sondern
auch einige Hits ohne das Additiv. Allerdings sahen diese Hits im Vergleich nicht so vielver-
sprechend aus (siehe Abbildung 3.6-12). Teilweise handelte es sich nur um Phasentrennung
(JCSG G2), teilweise um sogenannte ,,Quasi-Kristalle” (Classics H4, Core 11l B4, MBC | B4). Bei
einer Phasentrennung bildet eine zuvor gelste Verbindung eine zweite flissige Phase. Quasi-
Kristalle besitzen zwar lokal eine regelmalige Anordnung, allerdings sind sie insgesamt nicht
vollkommen periodisch aufgebaut. In einer Bedingung war am Rand des Tropfens ein Kristall-
Cluster zu erkennen (Core IV B9). Die Zusammensetzungen der hier genannten Bedingungen

sind in Tabelle 3.6-3 aufgefiihrt.

Abbildung 3.6-12: MARXTAL-Hits mit IpgC-9,-4S ohne den Zusatz von X-TEW. Oben von links nach rechts:
Classics H4, Core Il B4, Core IV B9. Unten von links nach rechts: JCSG G2, MBC | B4.
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Tabelle 3.6-3: Zusammensetzung der beim MARXTAL-Screen ohne X-TEW ermittelten Hits.

Screen Zusammensetzung

JCSG G2 0.02 m MgClz, 0.1 M HEPES pH 7.5, 22 % Polynatriumacrylat 5100
Classics H4 0.2 M MgCl2, 0.1 m TRIS pH 8.5, 30 % PEG 4000

Core lll B4 1.6 M Ammoniumdihydrogenphosphat, 0.08 m TRIS pH 8.5, 20 % Glycerol
MBC | B4 0.3 M Mg(NOQ3s)2, 0.1 M TRIS pH 8.0, 20 % PEG 2000, 2.17 % MPD

Core IV B9 identisch zu Classics H4

Auch diese Bedingungen wurden teilweise versucht zu reproduzieren. Begonnen wurde mit

MBC | B4. Durch Variation der Konzentrationen (MPD: 0-6 % (V/V), TRIS: 0.1-0.2 m, PEG 2000:

15-30 % (w/V), Mg(NOs)z: 0.2-0.4 M) und unter Verwendung der beim MARXTAL-Screen

gewachsenen ,Kristalle” als Seed-Kristalle konnten erste kristallahnliche Formen erhalten

werden. Sie dhnelten deutlich den , Kristallen” aus dem MARXTAL-Screen. Leider konnte durch

Optimierungsversuche keine verbesserte Kristallform erhalten werden.
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3.7. Kristallisation von IpgC-9,-4S mit Classics H4

Da die Bedingungen Classics H4 und Core IV B9 zu 100 % identisch waren und in beiden
Bedingungen Kristalle bzw. kristalldhnliche Formen beobachtet werden konnten, wurden
diese Bedingungen ebenfalls getestet. Im Folgenden wird diese Bedingung nur noch als
Classics H4 bezeichnet. Es fiel auf, dass diese Bedingung der Kristallisationsbedingung von
BARTA et al., welche aus 0.1 m BIS-TRIS pH 6.5, 25 % (w/V) PEG 3350 und 0.2 m MgCl; besteht,
sehr dhnelte.13 Der Unterschied bestand zum einen in der Puffersubstanz und dem pH-Wert
des Puffers, zum anderen in Konzentration und molarer Masse des verwendeten PEGs. Daher
wurde versucht, sowohl Classics H4 als auch die Bedingung von BARTA et al. zu reproduzieren.
Die Reproduktion der Bedingung von BARTA et al. war in vorherigen Versuchen unter Verwen-
dung der Proteinvariante IpgC0,-4S misslungen. Unter Verwendung von IpgC-9,-4S war jedoch
die Reproduktion in beiden Fallen erfolgreich. Die Bedingung Classics H4 sah allerdings nach
ersten Reproduktionsversuchen vielversprechender aus als die von BARTA et al. ermittelte
Bedingung. Kristalle — entstanden durch Reproduktion der Bedingung Classics H4 — sind in
Abbildung 3.7-1 mittig dargestellt. Im eigenen Labor bendétigten die Kristalle ohne Seeding
einige Wochen, bis sie unter dem Mikroskop zu erkennen waren. Durch Erhéhung der MgCl,-
Konzentration und Verringerung des pH-Wertes konnten groRe Erfolge bei der Optimierung
dieser Bedingung erzielt werden. Es wuchsen weniger Kristalle, diese waren jedoch viel
grofer. Erste Seeding-Experimente fihrten zunachst nicht zum Erfolg. Die in Abbildung 3.7-1
rechts dargestellten Kristalle wuchsen (iber einen Zeitraum von vier Wochen und waren ohne

Seeding entstanden. Sie waren stabchenférmig und besaen eine hexagonale Morphologie.

Abbildung 3.7-1: IpgC-9,-4S-Kristalle durch Reproduktion und Optimierung von Classics H4. Von links nach
rechts: MARXTAL-Hit (0.2 m MgClz, 0.1 m TRIS pH 8.5, 30 % (w/V) PEG 4000), Kristalle nach erfolgreicher Repro-
duktion (0.2 M MgClz, 0.1 M TRIS pH 8.5, 30 % PEG 4000), Kristalle nach erfolgreicher Optimierung (0.3 M MgClz,
0.05 M TRIS pH 7.0, 30 % PEG 4000).
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3.7.1. Testen der Kristalle auf ihr Streuvermégen

Die in Abbildung 3.7-1 rechts dargestellten Kristalle wurden ,gefischt’ und in fliissigem Stick-
stoff schockgefroren. Ein zuséatzliches Kryo-Reagenz wurde nicht verwendet. Am eigenen
Rontgengerat wurden die Kristalle auf ihre Streufahigkeit hin untersucht. Die Kristalle zeigten
ein hervorragendes Streuvermogen und in den Diffraktionsbildern waren dartiber hinaus
keine Eisringe zu erkennen, die auf ein fehlendes Kryo-Reagenz hingedeutet hatten. Es konnte
ein erster Datensatz am eigenen Rontgengerat aufgenommen werden. Die Auflosung betrug
2.19 A. Am Synchrotron in Berlin (BESSY Il) wurden spéater ebenfalls einige Datensatze solcher
Kristalle aufgenommen. Die Auflésung dort war teilweise noch einmal um etwa ein halbes
Angstrom besser als am eigenen Rontgengerat. Die Streubilder zeigten ein leicht anisotropes
Streuverhalten, das heil3t, das Streuvermogen des Kristalls war abhangig von seiner Orientie-

rung zum Rontgenstrahl (siehe Abbildung 3.7-2).

Abbildung 3.7-2: Diffraktionsbilder eines IpgC-9,-4S-Kristalls. Aufgenommen wurden diese Diffraktionsbilder bei
einem Kristall-zu-Detektorabstand von 175 mm und einer Belichtungszeit von 300 s. Das linke Bild wurde bei
einem @-Winkel von 0° aufgenommen und das rechte Bild bei einem @-Winkel von 90°. Dieser Kristall zeigte eine
Auflésung von 2.19 A am eigenen Réntgengerdt (MAR345).
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3.7.2. Probleme bei der Bestimmung der korrekten Raumgruppe

Die Bestimmung der Raumgruppe gestaltete sich anfangs als sehr schwierig. Dies lag zum
einen an der Tatsache, dass den meisten Datensatzen durch automatisches Prozessieren eine
falsche Raumgruppe (P6222) zugeordnet worden war, wie sich spater herausstellte. Bei sieben
von acht Datensatzen, die zu Beginn aufgenommen wurden, war dies der Fall. Nur einem
Datensatz wurde automatisch die Raumgruppe P3121 zugewiesen. Es kam der Verdacht auf,
dass viele Kristalle, die mit dieser Bedingung gewachsen waren, verzwillingt waren. Die
Datensatze wurden mit dem Programm Phenix Xtriage des Phenix Paketes!'®!17 guf Verzwilli-
gung (engl. twinning) hin untersucht. Phenix Xtriage zeigte an, dass die beobachteten Intensi-
taten signifikant von den zu erwartenden Intensitdten fiir einen normalen Datensatz abwichen
und somit auf Verzwilligung hinwiesen. Durch das automatische Prozessieren konnte bereits
vor Verwendung von Phenix Xtriage erkannt werden, welche Datensédtze verzwillingt waren
und welche nicht. Dies lag daran, dass alle verzwillingten Kristalle eine hohere Symmetrie

vortauschten, als sie tatsachlich besafSen.

Zum anderen lagen die Schwierigkeiten bei der Strukturbestimmung am Modell, welches fir
den molekularen Ersatz verwendet wurde. Es wurde die Struktur mit dem PDB-Code 3gyz
verwendet, eine Apo-Struktur von IpgC mit einer Auflésung von 2.15 A.37 Bei dieser Struktur
befanden sich zwei Molekiile in der asymmetrischen Einheit. Fiir den molekularen Ersatz
wurde sowohl Kette A, als auch Kette B und ebenso das Dimer getestet. Es konnte jedoch
keine Losung erhalten werden. Eine Losung flir den molekularen Ersatz konnte erst durch
Loschen der ersten 32 Aminosduren erzielt werden. Diese wurden geldscht, weil vermutet
wurde, dass diese Aminosauren in der vorliegenden Struktur eine vollig andere Konformation
eingenommen hatten, als es in den bisher bekannten Strukturen von IpgC der Fall war. Unter
Verwendung von Kette A aus 3gyz ohne die ersten 32 Aminosduren konnte letztendlich die
Struktur bestimmt werden. Die korrekte Raumgruppe lautete P3,21. Die Strukturbestimmung
erfolgte mit dem einzigen Datensatz, der nicht verzwillingt war (PDB-Code: 6scb). Die Auflo-

sung betrug 1.58 A.
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3.7.3. Umgang mit Verzwilligung

Die Kristalle, die ,gefischt’ und fiir die Datensammlung verwendet wurden, boten eigentlich
keinen Anlass anzunehmen, sie seien verzwillingt. Sie waren perfekt gewachsen und wiesen
eine hexagonale Stabchenform auf (siehe Abbildung 3.7-3 links). Wurden jedoch andere
Kristalle betrachtet, die gelegentlich ebenfalls zum Vorschein kamen, konnten UnregelmaRig-
keiten in der Beschaffenheit festgestellt werden. Diese Kristalle besallen unregelmafige

Kanten und Einkerbungen (siehe Abbildung 3.7-3 rechts).

Abbildung 3.7-3: IpgC-9,-4S-Kristalle. Links: Perfekt aussehende Kristalle mit hexagonaler Stidbchenform. Rechts:
Kristalle, die auf Verzwilligung hindeuten kénnten.

Es konnten weitere Besonderheiten festgestellt werden. In Abbildung 3.7-4 links ist ein Kristall
zu erkennen, der so aussieht, als seien zwei trigonale Stdabchen ineinander verwachsen, das
eine um 60° zum anderen verdreht. In der Mitte von Abbildung 3.7-4 ist ein Kristall zu erken-
nen, der eine perfekte trigonale Morphologie aufweist. In der gleichen Abbildung (rechts) ist
ein Kristall gezeigt, der eine perfekte hexagonale Morphologie aufweist. Alle Kristalle, die zur
Bestimmung der Apo-Struktur und fiir spatere Soaking-Experimente verwendet wurden,
besaBen eine hexagonale Morphologie, wie sie in Abbildung 3.7-4 rechts zu sehen ist. Kristalle
mit einer perfekten trigonalen Morphologie waren eher die Ausnahme. Kristalle, wie sie in
Abbildung 3.7-4 links gezeigt sind, konnten haufig (allerdings nicht ganz so gut zu erkennen)

vorgefunden werden, wurden aber fir Strukturbestimmungen nicht verwendet.

Abbildung 3.7-4: IpgC-9,-4S-Kristalle mit unterschiedlicher Morphologie. Mit Rot umkreist sind die Kristalle, die
im obigen Abschnitt beschrieben werden. Links: Kristall, der aus zwei ineinander verwachsenen trigonalen Stéb-
chen besteht, wobei das eine Stidbchen um 60° zum anderen verdreht ist. Mitte: Kristall mit einer perfekten trigo-
nalen Morphologie. Rechts: Kristall mit einer perfekten hexagonalen Morphologie.
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3.7.4. Aligemeine Probleme bei der Durchfiihrung der Kristallisation

Bei der Kristallisation gab es einige Schwierigkeiten. Zum einen dauerte es ohne Seeding
mehrere Wochen, bis die Kristalle grof$ genug waren, um fiir Soaking-Experimente verwendet
werden zu kdnnen. Mit Seeding konnte zwar die Wachstumsdauer deutlich verringert werden,
allerdings durften Seed-Kristalle nicht sehr alt sein. Die Kristalle zeigten namlich nach etwa
drei Monaten keinerlei Streuvermogen mehr und waren daher auch fiir Seeding-Experimente
ungeeignet. Die mittels sitting-drop-Methode gewachsenen Kristalle klebten liberwiegend am
Boden der Kristallplatte fest und konnten nur schwer davon abgelést werden. Sie wurden
beim Versuch, sie vom Boden zu I6sen, haufig zerstort. Auch das Einfetten der Vertiefungen
fiihrte nur zu einer geringen Verbesserung. Beim Ernten der Kristalle bzw. beim Uberfiihren
der Kristalle in Soaking-Lésung machte die auf dem Tropfen befindliche Haut Probleme. Auch
kam es vor, dass Kristalle, die sich unmittelbar unter der Haut befanden, versehentlich mit ihr
entfernt wurden. Hinzu kam, dass alle paar Monate ein neuer Screen durchgefiihrt werden
musste, um weitere Kristalle zu erhalten. Immer wieder musste die PEG-Konzentration, der
pH-Wert und die MgCl,-Konzentration angepasst werden. Dies mag zum einen daran gelegen
haben, dass eine neue Proteincharge verwendet wurde, deren Konzentration und Reinheit
von der vorherigen Charge ein wenig abwich. Zum anderen lag es daran, dass je nach Jahres-
zeit unfreiwillig bei anderen Temperaturen kristallisiert wurde (16-23 °C). Die Kristallisation
von lpgC erwies sich als sehr temperaturempfindlich. Im spateren Verlauf konnten ebenso
Kristalle bei einer Temperatur von 26 °C erhalten werden. Bei dieser Temperatur wurden
deutlich groRere Kristalle erhalten als bei niedrigeren Temperaturen. Weiterhin hat sich
gezeigt, dass PEG 4000, welches zum Kristallisieren verwendet wurde, zwingend von der Firma
RoTH stammen muss. Der Versuch, PEG 4000 der Firma MEeRcK zu verwenden, war nicht erfolg-
reich. Insgesamt war das Ansetzen sehr vieler Kristallplatten notwendig, um ausreichend
Kristalle mit optimaler GroRRe und Beschaffenheit zu erhalten. Der Prozentsatz an verzwilling-
ten Kristallen variierte. Allerdings konnte kein Zusammenhang zwischen verzwillingten
Kristallen und den verwendeten Konzentrationen der einzelnen Komponenten beobachtet

werden.
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3.7.5. Stabilitatsprifungen gegeniiber Dimethylsulfoxid

Um die Kristalle flir ein Fragment-Screening nutzen zu konnen, wurde zunachst ihre Stabilitat
in Anwesenheit von Dimethylsulfoxid (DMSO) gepriift, da die Fragmente als einmolare
Stammldsungen in 100 % DMSO vorlagen. Fir das Fragment-Screening sollte eine Fragment-
konzentration von 100 mm verwendet werden, das heifSt, die Kristalle sollten idealerweise
einen Gehalt von 10 % DMSO tolerieren. Daher wurden Kristalle in Losungen mit unterschied-
licher DMSO-Konzentration Uberfiihrt und nach einer Stunde in fliissigem Stickstoff schockge-
froren. Ihre Streufdhigkeit wurde anhand von zwei Testbildern (90° zueinander) liberpriift. Es
konnte festgestellt werden, dass die Auflésung der Kristalle mit zunehmender Konzentration
an DMSO abnahm, obwohl nur eine Stunde gesoakt wurde. In Abbildung 3.7-5 ist die Aufl6-
sung der Kristalle gegen die Konzentration an DMSO aufgetragen. Es wurden DMSO-
Konzentrationen von 0-12 % in 2%-Schritten getestet. Auch wenn jeweils nur ein Kristall pro
DMSO-Konzentration getestet wurde, kann dennoch ein Trend beobachtet werden. Der
Kristall, der in eine Losung mit 10 % DMSO Uberfihrt worden war, streute nur noch bis etwa
2.9 A am eigenen Rontgengerit. Diese Auflosung wurde gerade noch als ausreichend fiir ein
Fragment-Screening angesehen. Aufgrund der schlechteren Auflésung bei einem Gehalt von
10 % DMSO wurde allerdings die Soaking-Zeit fir das Fragment-Screening auf maximal eine
Stunde begrenzt. Eine langere Soaking-Zeit hatte die Aufldsung wahrscheinlich noch weiter

herabgesetzt.
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Abbildung 3.7-5: Abhdngigkeit der Auflésung von der DMSO-Konzentration. Auf der Abszisse ist die in der
Soaking-Ldsung enthaltene DMSO-Konzentration in % aufgetragen, auf der Ordinate ist die Auflésung in A darge-
stellt. Messpunkte sind als schwarze Punkte gezeigt.
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3.7.6. Diskussion

HASEWINKEL versuchte im Laufe seiner Promotion das IpgC-Volllangenprotein zu kristallisieren.
Dies stellte sich jedoch als duBerst schwierig heraus. Daraufhin erzeugte er eine am C-Termi-
nus um vier Aminosauren verkirzte Proteinvariante, 1pgC0,-4S. Bei LUNELLI et al. wurde
namlich dariber berichtet, dass die Kristallisation von lpgC durch Deletion der vier letzten
Aminosauren erleichtert wird.3” HASEWINKEL'? etablierte ein Reinigungsprotokoll fur IpgCo,-4S,
welches spater von JUNGEL® noch einmal optimiert wurde, um fir die Kristallisation ausrei-
chend reines Protein zu erhalten. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Protokoll baute
auf das Protokoll von JUNGEL auf. JUNGEL konnte wahrend ihrer Promotion durch TSA-Experi-
mente bereits optimale Pufferbedingungen ermitteln, unter denen lpgC eine hohe Thermo-
stabilitdt zeigte. Diese Pufferbedingungen wurden in der vorliegenden Arbeit (ibernommen.
Ebenso konnte JUNGEL anhand dynamischer Lichtstreuung (DLS) zeigen, dass IpgC in diesem
Puffersystem monodispers und frei von Proteinaggregaten vorliegt. Damit hatte sie bereits
gute Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Kristallisation geschaffen. JUNGEL konnte eine erste
Kristallisationsbedingung fir lpgC und das Bindungsepitop von MxiE ermitteln. Diese Bedin-
gung fiihrte zu einem 2.6 A-Datensatz. Es konnte jedoch keine Elektronendichte fiir das Peptid

beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Kristallisationsbedingung fiir das Apo-Protein ermittelt
werden, welche Kristalle mit einer Auflésung von mindestens 2.0-2.5 A entstehen lasst, um
ein Fragment-Screening durchfiihren zu kénnen. Zunachst wurde dafiir ebenfalls die Protein-
variante IpgCO0,-4S verwendet. Mithilfe eines MARXTAL-Screens konnte eine Bedingung ermit-
telt werden, die der Bedingung von JUNGEL sehr dhnlich war, obwohl zuvor die Reproduktion
ihrer Bedingung nicht zum Erfolg geflihrt hatte. Die so ermittelte Bedingung fiihrte jedoch zu
Kristallen, die kein ausreichendes Streuvermoégen besaBen. Der Grund daflir war sehr wahr-

scheinlich der zu hohe Losungsmittelgehalt (70 %).

Der Losungsmittelgehalt von Proteinkristallen liegt normalerweise im Bereich von 26-65 %, im
Durchschnitt bei 43 %, wie MATTHEWS bereits 1968 anhand 116 verschiedener Kristallformen
festgestellt hatte.'*® Dies macht deutlich, dass ein Losungsmittelgehalt von 70 % selbst fur
Proteinkristalle sehr hoch ist. Der hohe Losungsmittelgehalt ist oft ein entscheidender Grund
fiir die bescheidene Streufdhigkeit von Proteinkristallen. Daher erscheint fiir eine gute

Streufahigkeit ein niedrigerer Losungsmittelgehalt von Vorteil. Wenn es allerdings um
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biochemische Untersuchungen wie z.B. die Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkun-
gen geht, ist dagegen ein hoherer Losungsmittelgehalt wiinschenswert, denn mit einem
hoheren Losungsmittelgehalt wird die lokale Umgebung um das Protein im Kristall mit der
Situation in Lésung vergleichbarer.*? Weiterhin sind bei hohem L6ésungsmittelgehalt die

Losungsmittelkanale grofRer und erleichtern somit das Eindiffundieren von Ligand-Molekdilen.

Aufgrund der Tatsache, dass auch eine Optimierung der gefundenen Kristallisationsbedingung
zu keinem besseren Streuvermogen gefiihrt hatte und auch keine andere Bedingung fiir die
Proteinvariante IpgCO0,-4S gefunden worden war, wurde versucht, mithilfe von Protein-
Engineering-Methoden eine leichter kristallisierbare Proteinvariante zu ermitteln. Mithilfe
eines Webservers (SERp Server'?) wurde eine Proteinvariante unter Anwendung der Oberfla-
chenentropiereduktion ermittelt. Dabei wurden dem Vorschlag entsprechend die entropierei-

chen Aminosauren Lys122, Lys124 und Glu125 zu Alanin mutiert.

Die Proteinkristallisation ist ein vorwiegend entropiegetriebener Prozess. Das klingt erst ein-
mal verwunderlich, denn bei der Kristallisation ordnen sich Proteinmolekile in einem Gitter
regelmalig an. Da ware zundchst einmal ein Entropieverlust naheliegender. Warum kommt
es dennoch zu einem Entropiegewinn bei der Kristallisation? Es sind die um die Proteinmole-
kile regelmaRig angeordneten Wassermolekiile, die fiir den Entropiegewinn sorgen. Diese
miuissen bei Ausbildung von Kristallkontakten weichen und liegen anschlielend ungeordnet
vor.12° Neben diesem entropisch giinstigen Effekt bei der Ausbildung von Kristallkontakten
existiert ebenso ein gegenlaufiger Effekt. Aminosauren, die sich auf der Oberflache des
Proteins befinden, beeinflussen nicht nur das Wassernetzwerk (kurze Seitenketten lassen eine
hohere Ordnung der Wassermolekiile zu), beim Kontakt mit einem weiteren Proteinmolekiil
verlieren lange Seitenketten auf der Proteinoberflache (z.B. Lysine und Glutamate) an Flexibi-
litdt. Hier kommt es also zu einem Entropieverlust.!? Studien haben gezeigt, dass bereits
durch Mutation einzelner Aminosauren auf der Oberflache die Kristallisation eines Proteins
deutlich verbessert werden kann, da durch gezielte Mutagenese ein solcher Entropieverlust

verringert wird.12%122

Einerseits sind Lysine und Glutamate in einem solchen Fall pradestiniert dafiir, mutiert zu
werden. Andererseits sind gerade diese Aminosaduren auf der Proteinoberflache fiir eine gute
Proteinloslichkeit wichtig. Eine gute Loslichkeit des Proteins ist flr eine aussichtsreiche Kris-

tallisation ebenso von Bedeutung. Liegt das Problem bei mangelnder Loslichkeit des Proteins
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—fiir die Kristallisation sind hohe Proteinkonzentrationen erforderlich —so werden auch haufig

hydrophobe Aminosauren auf der Proteinoberfliche durch Lysine ersetzt.'??

Die Tatsache, dass die mithilfe des SERp Servers ermittelte Proteinvariante nicht gereinigt
werden konnte, hatte hdchstwahrscheinlich mit der Loslichkeit zu tun. Durch die drei vorge-
nommenen Mutationen — zwei Lysine und ein Glutamat wurden zu Alanin mutiert —wurde die
Proteinl6slichkeit sehr wahrscheinlich zu stark negativ beeinflusst. Vielleicht ware ein
Austausch der Aminosauren durch Serin erfolgreicher gewesen, da so die Loslichkeit nicht
ganz so stark beeinflusst worden ware. Vielleicht ware es aber auch sinnvoller gewesen, eine
Proteinvariante mit weniger Mutationen zu wahlen. Da ware jedoch nur das mithilfe des SERp
Servers ermittelte Cluster #3 in Frage gekommen, bei dem Lys101 durch Alanin hatte ersetzt
werden sollen. Lysine sind die am meisten [6sungsmittelexponierten Aminosauren in Protei-
nen. Lysine machen im Durchschnitt 12-15 % der l6sungsmittelzuganglichen Oberflache eines
Proteins aus. Daher macht es durchaus Sinn, einen Lysin-Rest zu mutieren, da sie meistens auf
der Proteinoberflache lokalisiert sind.*?° Im Falle von IpgC wére die in Cluster #3 vorgeschla-
gene Mutation jedoch nicht unbedingt sinnvoll gewesen. Spatere Kapitel zeigen, dass gerade
Lys101 im Dimer-Interface eine entscheidende Rolle spielt. Lys101 ist zwar Teil einer Schleife,
in der ermittelten Kristallstruktur aber durch seine Lage von entscheidender Bedeutung.
Allerdings ware bei Verwendung einer solchen Proteinvariante eventuell ein ganz anderes
Dimer erzeugt worden und es waren andere Fragment-Hits ermittelt bzw. deutlich weniger

Hits gefunden worden.

Lysine sind eigentlich eher selten im Interface anzutreffen. Wenn jedoch Informationen Gber
die Struktur eines Proteins fehlen, ist die Entscheidung, welche Aminosdure zum Erhalt einer
besser kristallisierbaren Variante mutiert werden soll, schwierig. Bei IpgC lagen zwar Informa-
tionen lber die dreidimensionale Struktur vor, allerdings lagen auch Informationen dariber
vor, dass lpgC verschiedene Dimer-Anordnungen einnehmen kann3”113, Der SERp Server
bericksichtigt zwar Sekundarstruktur und Konservierung der einzelnen Aminosauren, letzt-

endlich besteht jedoch immer ein gewisses Risiko bei der Verdanderung einer Primarsequenz.

Zeitgleich mit dem Prinzip der Oberflachenentropiereduktion wurde ein weiterer Ansatz
verfolgt, um eine Proteinvariante zu erhalten, die leichter zu kristallisieren ist. Aufgrund der
Tatsache, dass in allen bis zu diesem Zeitpunkt bekannten Strukturen die ersten neun Amino-

sauren von lpgC fehlgeordnet waren, wurde beschlossen, eine Proteinvariante fir die
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Kristallisation zu wahlen, bei der nicht nur die letzten vier Aminosaduren fehlten, sondern
zusatzlich weitere neun Aminosauren am N-Terminus. Bei der Kristallisation wirken sich unge-
faltete, flexible Proteinbereiche meist sehr stérend aus. Daher wird die Eliminierung flexibler
N- bzw. C-Termini dringend empfohlen. Eine erschwerte Kristallisation aufgrund eines
flexiblen N-Terminus lasst sich damit begriinden, dass aufgrund dieser Flexibilitat die Anlage-
rung eines weiteren Proteinmolekiils erschwert ist. So lasst sich eventuell auch der hohe
Losungsmittelgehalt der IpgCO0,-4S-Kristalle erklaren. Vielleicht war aufgrund des vorhande-
nen flexiblen N-Terminus keine dichtere Packung moglich. Die Verwendung von trunkierten
Proteinvarianten ist die am haufigsten verwendete Methode des Protein-Engineerings'?® und

flhrte auch in der vorliegenden Arbeit letztendlich zum Erfolg.

Letztlich stellt sich die Frage, ob die Anwendung von Protein-Engineering-Methoden immer
von Vorteil ist. Es ist wahrscheinlich eine Frage des richtigen MaRes. Natirlich steht erst
einmal die Kristallisation eines Proteins im Vordergrund, denn ohne eine erfolgreiche Kristal-
lisation konnen keine strukturellen Informationen Gber das Protein gewonnen werden. Aller-
dings stellt sich spatestens beim Erhalt erster Ergebnisse die Frage, inwieweit die am Protein
vorgenommenen Anderungen das Ergebnis beeinflusst haben kénnten. Beispielsweise kénnte
es sein, dass die Kristallisation des Volllangenproteins zu einem anderen Dimer gefiihrt hatte,
als esin dieser Arbeit fiir die Proteinvariante IpgC-9,-4S beobachtet werden konnte. Vielleicht
ist daher das ,richtige” Dimer von IpgC noch nicht bekannt, da alle bislang bekannten Struk-
turen mit verkiirzten Proteinvarianten erzeugt wurden. Letztendlich sind Anderungen niitzlich
und hiufig auch notwendig, aber Anderungen am Protein sollten immer mit Bedacht durch-

gefuhrt und Ergebnisse kritisch hinterfragt werden.
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3.8. Hochauflosende Kristallstruktur von IpgC-9,-4S

3.8.1. Neuartige Konformation des flexiblen Proteinbereichs

Die Struktur von lpgC-9,-4S konnte trotz anfanglicher Schwierigkeiten bestimmt und in der
PDB deponiert werden (PDB-Code: 6scb). Es befinden sich zwei Molekile in der kristallogra-
phischen asymmetrischen Einheit. Die in Kapitel 3.7.2 bereits beschriebenen Probleme bei
der Strukturbestimmung lagen tatsachlich daran, dass der flexible Teil des Proteins in der hier
beschriebenen Struktur eine vollig andere Konformation eingenommen hatte. Zum flexiblen
Bereich des Proteins gehdren a-Helix 1 (Aminosduren 1-20) und die zwischen a-Helix 1 und
a-Helix 2 befindliche Schleife (Aminosauren 21-32) (siehe Abbildung 3.8-1, Aminosauren in
Gold hervorgehoben). Diese fiir den molekularen Ersatz entfernten Aminosduren wurden
mithilfe des ARP/WARP Web Services eingebaut.19419 |nteressanterweise konnte Kette A erst
ab Aminosaure 24 eingebaut werden, Kette B dagegen war abgesehen von GIn151 vollsténdig
in der Elektronendichte zu erkennen. In Abbildung 3.8-1 ist die F,-F.-Differenzelektronen-

dichte vor Einbau der fehlenden 32 Aminosauren von Kette B dargestellt.

Abbildung 3.8-1: Neuartige Konformation des flexiblen Proteinbereichs. Das Dimer der asymmetrischen Einheit
ist als Bindermodell dargestellt. Die Aminoséuren 24-32 der Kette A sind in Schwarz und die Aminoséuren 33-151
der Kette A in Grau dargestellt. Die Aminoséuren 9-32 der Kette B sind in Gold und die Aminoséuren 33-150 in
Rosa gezeigt. Die Fo-Fc-Differenzelektronendichte ist als griines Netz bei 2.5 o dargestellt. Die Aminoséuren in
diesem Bereich sind zusdtzlich als Stéibchenmodelle gezeigt. C-Atome sind gold, O-Atome rot, N-Atome blau und
S-Atome gelb.
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3.8.2. Dimerisierung

Beim Betrachten der Symmetriedquivalente dieser Kristallstruktur fiel auf, dass ein weiteres
Dimer in Frage kommt. Die beiden moglichen Dimere sind in Abbildung 3.8-2 dargestellt.
Dimer-1 — in Abbildung 3.8-2 links dargestellt — entspricht dem Dimer in der kristallographi-
schen asymmetrischen Einheit. Dimer-2 — in Abbildung 3.8-2 rechts gezeigt — besteht aus
Kette A der kristallographischen asymmetrischen Einheit und Kette B eines Symmetriedaquiva-

lents.

Mithilfe des PISA Servers'?* wurden beide Dimer-Kontaktflichen analysiert. PISA ermittelte fur
Dimer-1 eine Kontaktfliche von 1022.8 A% und fiir Dimer-2 eine Kontaktfliche von 851.2 A2,
Die geschatzte freie Solvatationsenergie, die bei Ausbildung des jeweiligen Dimers gewonnen
wird, betragt in beiden Fallen -73.2 kJ/mol. Dimere mit einer Kontaktflache kleiner als 1000 A2,
wie es bei Dimer-2 der Fall ist, werden auch als transiente Dimere bezeichnet. Transiente
Dimere sind kurzlebiger. In vivo besteht ein Gleichgewicht zwischen Assoziation und Dissozia-
tion.'?> PISA konnte fir Dimer-1 vier H-Briicken und eine Salzbriicke im Interface ermitteln.
Fir Dimer-2 konnten drei H-Briicken und sechs Salzbriicken ermittelt werden (siehe Tabelle

3.8-1).

Dimer-2

Abbildung 3.8-2: Zwei mégliche IpgC-Dimere. Links: Dimer-1. Rechts: Dimer-2. Das Protein ist als Bindermodell
dargestellt. Kette A ist jeweils grau und besitzt die gleiche Orientierung. Die Aminosduren 9-32 der Kette B sind in
Dimer-1 gold und in Dimer-2 tiirkis. Die Aminoséduren 33-150 der Kette B sind in Dimer-1 rosa und in Dimer-2 blau.
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Tabelle 3.8-1: Ubersicht iiber die im Interface ausgebildeten H-Briicken und Salzbriicken.

Dimer H-Briicken Salzbriicken
1 AsnB102 - GIluA125 AspB91 - LysA101
AlaB18 - TyrA80
AspB91 - LysA101
AspB91 - TyrA68

2 GlyB9 - GIuA53 (2x)  ArgB60 - GIUA53 (2x)
ThrB13 - GluA54 GlyB9 - GIuA53 (2x)
AspB17 - ArgA51 (2x)

Die vier H-Brlicken im Interface von Dimer-1 sind relativ gleichmaRig (iber die Kontaktflache
verteilt. Sie besitzen eine Linge von 2.3 bis 2.8 A. Bei der Interaktion zwischen AspB91 und
LysA101 handelt es sich gleichzeitig um eine Salzbriicke. Die im Interface von Dimer-2 ausge-
bildeten H-Briicken und Salzbriicken liegen alle relativ dicht beieinander und erstrecken sich
nicht Gber die gesamte Kontaktflache. An allen drei H-Briicken sind Aminosduren von a-Helix 1
(turkis gefarbte a-Helix in Abbildung 3.8-3 rechts) beteiligt, ebenso an vier der sechs Salzbri-
cken. Nur ArgB60 geht zwei weitere Salzbriicken mit Kette A ein. Hier wird die Bedeutung von
a-Helix 1 fiir die Stabilitdt des Dimers deutlich. Ausgebildete H-Briicken liegen im Bereich von

2.6 bis 2.8 A, vorhandene Salzbriicken zwischen 3.1 und 3.6 A.

ArgB60

Abbildung 3.8-3: Ausgebildete H-Briicken und Salzbriicken im Interface der Dimere. Das Protein ist als Bdnder-
modell dargestellt. Die an Interaktionen beteiligten Seitenketten sind zusdtzlich als Stédbchenmodelle gezeigt.
C-Atome sind in der entsprechenden Farbe der Kette dargestellt, O-Atome sind rot und N-Atome blau. Links:
Dimer-1. Kette A ist in Schwarz (Aminosduren 24-32) bzw. in Grau (Aminosduren 33-151) gezeigt, Kette B in Gold
(Aminosduren 9-32) bzw. in Rosa (Aminosduren 33-150). Rechts: Dimer-2. Kette A ist auch hier grau gefirbt, Kette
B tlirkis (Aminosduren 9-32) bzw. blau (Aminosduren 33-150). H-Briicken und Salzbriicken sind als schwarz gestri-
chelte Linien gezeigt, ihre Abstéinde sind in A angegeben.
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Im Interface von Dimer-1 beruht die Interaktion von a-Helix 1 der Kette B mit Kette A fast
ausschlieRlich auf Van-der-Waals- (VdW-) Wechselwirkungen (siehe Abbildung 3.8-4 links).
a-Helix 1 befindet sich in einer Mulde, die von den a-Helices 3-5 der Kette A ausgebildet wird.
Wird das Interface von Dimer-2 ndher betrachtet, so fallt auch hier auf, dass Gberwiegend
VdW-Wechselwirkungen stattfinden. An diesen Wechselwirkungen ist a-Helix 3 beider Pro-
teinketten beteiligt, genauer gesagt die Aminosauren Leu25, Phe46, Val57, Phe58, Phe61 und
Ile64 beider Proteinketten. Auffillig ist die parallele Anordnung der Phe-Seitenketten,

wodurch rt-r-Wechselwirkungen moglich sind.

PheB46
LeuA25

Abbildung 3.8-4: VdW-Wechselwirkungen im Interface der Dimere. Das Protein ist als Bindermodell dargestellt.
Die im Interface befindlichen Seitenketten sind als Stébchenmodelle gezeigt. C-Atome sind in der entsprechenden
Farbe der Kette dargestellt. Links: Dimer-1. Kette A ist in Grau gezeigt, Kette B in Gold (Aminosduren 9-32) bzw.
in Rosa (Aminosduren 33-150). Rechts: Dimer-2. Kette A ist schwarz (Aminosduren 24-32) bzw. grau (Aminoséu-
ren 33-151) geférbt, Kette B tlirkis (Aminosduren 9-32) bzw. blau (Aminoséuren 33-150).

Um eine quantitative Aussage Uber die hydrophoben Wechselwirkungen in den Interfaces
beider Dimere machen zu kénnen, wurde das Programm Contacsym'?®1?7 verwendet. Dieses
Programm listet alle Interaktionen auf, die zwischen zwei Proteinketten ausgebildet werden.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.8-2 gezeigt.

Tabelle 3.8-2: Interaktionen in den Interfaces beider Dimere, ermittelt mit Contacsym.

Interaktionen im Interface von im Interface von
Dimer 1 Dimer 2

kurze H-Briicke 1 0
H-Briicke 6 4
Salzbriicke 1 4
kurze VdW-Wechselwirkungen 1 2

VdW-Wechselwirkungen 130 130

gesamt 139 140
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Wird die Anzahl der von Contacsym ermittelten H-Briicken bzw. Salzbriicken mit der Anzahl
verglichen, die mithilfe von PISA ermittelt wurde, konnen Abweichungen festgestellt werden.
Dies liegt daran, dass PISA und Contacsym unterschiedliche Kriterien zur Erkennung solcher
Interaktionen heranziehen (siehe Kapitel 5.7.6). Werden die ermittelten VdW-Wechselwir-
kungen miteinander verglichen, so fallt auf, dass im Interface der beiden Dimere exakt gleich
viele Interaktionen dieser Art vorliegen (130). Auch die Gesamtzahl an Interaktionen ist mit
139 bzw. 140 fast identisch. Zudem ist die Summe an H-Briicken und Salzbriicken mit jeweils
8 ebenfalls identisch. Diese Werte bestatigen somit die gleich hohe freie Solvatationsenergie
beider Dimere, die von PISA berechnet wurde (-73.2 kJ/mol). Tabelle 3.8-2 macht zudem deut-
lich, dass die Anzahl an VdW-Wechselwirkungen mit einem Faktor von 16.5 deutlich héher ist

als die Summe an H-Briicken und Salzbriicken.

Typischerweise liegt die Anzahl an ausgebildeten H-Briicken eines Protein-Interfaces zwischen
5 und 10 pro 1000 A2.124 Dimer-1 bestétigt mit sieben H-Briicken diesen Bereich (siehe Tabelle
3.8-2). Dimer-2 liegt mit vier H-Briicken darunter, allerdings ist das ausgebildete Interface auch
kleiner als 1000 A2. Der Beitrag dieser H-Briicken zur freien Solvatationsenergie ist allerdings
eher gering, da auch im Losungsmittel Wasser bei Vorliegen einzelner Proteinketten an diesen
Positionen H-Briicken ausgebildet werden kénnen. Den weitaus gréReren Beitrag zur freien
Solvatationsenergie liefern die im Interface zustande kommenden VdW-Wechselwirkun-

gen.124
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3.8.3. Vergleich mit anderen bereits ermittelten Dimer-Anordnungen

In beiden Dimeren ist der flexible Teil des Proteins maligeblich an der Ausbildung des jeweili-
gen Dimers beteiligt. LUNELLI et al. konnten bereits durch Deletion der ersten 21 Aminosaduren
zeigen, dass ein Dimer ohne diese Aminosauren nicht mehr ausgebildet werden kann und das
Protein aggregiert.3” BARTA et al. konnten jedoch nachweisen, dass das Protein durch Deletion
nur der ersten zehn Aminosauren immer noch als Dimer in Losung vorliegt.'!2 Es ist anzuneh-
men, dass auch bei der in dieser Arbeit verwendeten Proteinvariante ein Dimer in LOsung vor-
liegt, da hier im Vergleich zu BARTA et al. nur die letzten vier Aminosauren zusatzlich entfernt
wurden. Die in dieser Arbeit verwendete Proteinvariante kann somit als Kombination der von
LUNELLI et al. und BARTA et al. verwendeten Varianten angesehen werden, da bei BARTA et al.

die ersten neun Aminosauren und bei LUNELLI et al. die letzten vier Aminosduren fehlten 37113

Wird die hier beschriebene Dimer-Struktur mit allen bereits bekannten Strukturen von IpgC
bzw. dessen Orthologen verglichen, so fallt auf, dass hier ein bislang noch nicht beschriebener
Dimerisierungsmodus vorliegt. Beobachtet werden konnten bislang folgende Anordnungen
der beiden Untereinheiten: head-to-head, back-to-back und head-to-back. In Abbildung
3.8-5 a-c sind diese drei Anordnungen dargestellt. Abbildung 3.8-5 a zeigt die head-to-head-
Anordnung des Chaperons SycD aus Yersinia enterocolitica, die bei BUTTNER et al.'?® beschrie-
ben wird. Diese Anordnung konnte in einigen anderen Strukturen ebenfalls beobachtet
werden 37106113 |n der in dieser Arbeit ermittelten Struktur kann eine dhnliche Dimer-Anord-
nung beobachtet werden. Wie bereits im vorherigen Abschnitt ausgefiihrt wurde, ist hier
jedoch im Vergleich zu den bereits publizierten Strukturen a-Helix 1 an der Ausbildung des
Dimer-Interfaces mageblich beteiligt. Dies war bei den Strukturen von BUTTNER et al. bzw. JoB
et al. so nicht moglich, da dort trunkierte Proteinvarianten verwendet worden waren, in
denen die ersten 20 Aminosduren fehlten.1%6128 Bej LUNELLI et al. waren diese Aminosiuren
zwar vorhanden, jedoch nicht am Aufbau des head-to-head-Dimer-Interfaces beteiligt.3’
Weiterhin unterscheiden sich die bislang ermittelten head-to-head-Anordnungen meist in der
Orientierung der zweiten Kette. In Abbildung 3.8-5 b ist die back-to-back-Anordnung des Cha-
perons PcrH aus Pseudomonas aeruginosa gezeigt, die von JOB et al. beobachtet werden
konnte.1% Auch diese Dimer-Form tritt in weiteren Strukturen auf.l%”122 Bei dieser Dimer-
Variante kommt die Wechselwirkung Uber die beiden konvexen Seiten der Superhelices
zustande. Auch hier konnte bislang aufgrund des Fehlens der entsprechenden Aminosauren

keine Beteiligung von a-Helix 1 beobachtet werden. Bei JoB et al. wird zudem (iber die auffallig
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wenigen Interaktionen zwischen den beiden Proteinketten berichtet.'% In der vorliegenden
Arbeit konnte eine Dimer-Anordnung erhalten werden, die ebenfalls als back-to-back-Anord-
nung bezeichnet werden kann (siehe Abbildung 3.8-5e). Allerdings ist hier wiederum
a-Helix 1 der einen Proteinkette mafRgeblich an der Interaktion mit der anderen Proteinkette
beteiligt. Werden die in Abbildung 3.8-5 b und e gezeigten back-to-back-Anordnungen mit-
einander verglichen, so fallt auf, dass die beiden Proteinketten aus e viel enger aneinander
liegen, als es in b der Fall ist. Eine weitere Assemblierung konnte von LUNELLI et al. beobachtet
werden, die als head-to-back-Anordnung bezeichnet werden kann. Bei dieser Art der Dimeri-
sierung wird ebenfalls die Bedeutung von a-Helix 1 deutlich. LUNELLI et al. und LOKAREDDY et
al.*% sind bislang die einzigen, die diese Anordnung beobachten konnten. Werden die Dimere
aus Abbildung 3.8-5 c und e miteinander verglichen, so fallt auf, dass a-Helix-1 in beiden Fallen

in der Furche liegt, die von den a-Helices 3-5 ausgebildet wird.

head-to-head d

back-to-back

()
M

head-to-back

Abbildung 3.8-5: Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten Dimere mit bereits bekannten Dimer-Anordnungen
von IpgC bzw. dessen Orthologen. a: head-to-head-Anordnung von SycD (PDB-Code: 2vgx*?¢). b: back-to-back-
Anordnung von PcrH (PDB-Code: 2xcc'®). ¢: head-to-back-Anordnung von IpgC (PDB-Code: 3gyz*’). d: head-to-
head-Anordnung der in dieser Arbeit ermittelten Apo-Struktur (PDB-Code: 6scb). e: back-to-back-Anordnung der
in dieser Arbeit ermittelten Apo-Struktur (PDB-Code: 6scb). Alle Proteinketten sind als Bindermodelle dargestellt,
dabei sind die beiden Proteinketten, die das Dimer ausbilden, jeweils unterschiedlich farbig dargestellt. In der
Mitte sind schematische Darstellungen der drei Dimer-Anordnungen gezeigt.
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3.8.4. Magnesium- und Chlorid-lonen

In der Kristallstruktur konnten neben 250 Wassermolekilen auch zwei Magnesium- (Mg-)
sowie zwei Chlorid- (Cl-) lonen eingebaut werden. Es handelt sich um zwei Mg-lonen, deren
sechs Koordinationsstellen jeweils allesamt mit Wassermolekiilen besetzt sind (siehe Abbil-
dung 3.8-6). Die Sauerstoffatome dieser Wassermolekiile sitzen dabei jeweils an den Ecken
eines gedachten Oktaeders. Der Abstand zwischen Mg-lon und O-Atomen der Wassermole-
kiile liegt zwischen 1.9 und 2.2 A. Bei der Kristallisation wurde Magnesiumchlorid-Hexahydrat
verwendet. Es macht den Anschein, als hatten die Mg-lonen, welche somit nur indirekt mit
dem Protein interagieren, ihre Hydrathille erst gar nicht abgestreift. Interessant ist die Binde-
stelle von Mg-2. Dieses befindet sich im Interface von Dimer-1 und dirfte dort vermutlich fir
eine zusatzliche Stabilisierung sorgen. Mg-2 interagiert indirekt (iiber seine erste Hydrathiille)
mit den Aminosduren GlyB22 und AspB27. Diese beiden Aminosduren sind Teil der sehr
flexiblen und langen Schleife, die a-Helix 1 mit a-Helix 2 verbindet. Uber seine zweite Hydrat-
hille interagiert Mg-2 aulerdem mit AlaB18 und AspA91 (siehe Abbildung 3.8-6 rechts). Mg-1
dagegen interagiert mit Kette B der asymmetrischen Einheit und Kette A eines Symmetriedqui-
valents. Die Position von Mg-1 ist allein durch die Kristallpackung bedingt, da das benachbarte
Symmetriedquivalent nicht flir die Ausbildung eines moéglichen Dimers in Frage kommt. Der
Bindungsmodus ist daher nicht gezeigt. Dieses Mg-lon befindet sich in der Nahe der Schleife,
die a-Helix 7 und a-Helix 8 (H7 und H8) der Kette B miteinander verbindet. Die 2F,-F-Elektro-
nendichte beider Mg-lonen und der Bindungsmodus von Mg-2 sind in Abbildung 3.8-6 darge-

stellt.

91



3. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3.8-6: Zwei hexahydratisierte Mg-lonen. Alle sechs Koordinationsstellen beider Mg-lonen sind durch
Wassermolekiile besetzt. Links: Mg-1 mit seiner ersten Hydrathiille. Rechts: Bindungsmodus von Mg-2. Das
Protein ist als Bdndermodell dargestellt. Kette A ist in Grau gezeigt, Kette B in Gold (Aminosduren 9-32) bzw. Rosa
(Aminosduren 33-150). Die an Interaktionen beteiligten Aminosduren sind im Falle von Mg-2 zudem als Stébchen-
modell gezeigt. Dabei sind O-Atome in Rot dargestellt. Interaktionen sind als schwarz gestrichelte Linien darge-
stellt. Beide Mg-lonen sind als griine Kugeln und die O-Atome der H20-Molekiile als rote Kugeln gezeigt. Darge-
stellt ist die 2Fo-Fc-Elektronendichte als blaues Netz bei 1.0 o.

Weiterhin konnten in der Struktur zwei Chlorid-lonen beobachtet werden. Diese konnten
beide durch ein anomales Signal bestatigt werden. Beide Chlorid-lonen befinden sich jeweils
am N-Terminus einer a-Helix. Dies liegt wahrscheinlich darin begriindet, dass eine a-Helix ein
relativ hohes Dipolmoment besitzt, welches sich durch die vielen kleinen Dipolmomente der
Carbonylgruppen der Amidbindungen ergibt.??° Daher kommt es am N-Terminus zur Ausbil-
dung einer positiven Partialladung, was das Binden eines negativ geladenen lons bzw. Mole-
klls beglinstigt. Das erste Chlorid-lon (CI-1) interagiert jeweils mit dem Riickgrat-Stickstoff von
LeuA121 und LysA122 und zusatzlich mit einem Wassermolekil (siehe Abbildung 3.8-7 links).
Die Interaktion mit Ruickgrat-Stickstoffen ist fiir Chlorid-lonen sehr typisch.'30 Cl-2 zeigt eben-
falls diese Art der Interaktion. Es ist durch die Riickgrat-Stickstoffe von GlyB9 (N-Terminus der

Kette B) und SerB12 und zwei Wassermolekile koordiniert (siehe Abbildung 3.8-7 rechts).
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3.8. Hochauflésende Kristallstruktur von IpgC-9,-4S

GlyB9

F LysA122

5.9

LeuA121 SerB10

SerB12
ProA120

——

AlaA119

Abbildung 3.8-7: Zwei Chlorid-lonen am N-Terminus einer a-Helix. Links: Cl-1. Rechts: Cl-2. Fiir beide Chlorid-
lonen ist sowohl der Bindungsmodus gezeigt als auch eine Ansicht aus gréferer Entfernung, die die Position am
N-Terminus einer a-Helix verdeutlichen soll. Die benachbarten Aminoséuren sind als Stdbchenmodelle dargestellt.
Dabei sind C-Atome in Grau bzw. in Gold, N-Atome in Blau und O-Atome in Rot gezeigt. Die Chlorid-lonen sind als
griine Kugeln dargestellt. Interaktionen sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstinde sind in A
angegeben. In den Abbildungen, in denen die Position der Chlorid-lonen aus gréf3erer Entfernung dargestellt ist,
ist das Protein als Bdndermodell gezeigt. Dabei ist Kette A grau und Kette B gold (Aminoséuren 9-32) bzw. rosa
(Aminosduren 33-150).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

Eine aus 96 strukturell verschiedenen Verbindungen bestehende Fragment-Bibliothek, auch
bekannt unter dem Namen , Frag Xtal Screen”, wurde verwendet, um IpgC einem réntgenkris-
tallographischen Fragment-Screening zu unterziehen. Mithilfe dieses Fragment-Screenings
konnten zehn Fragmente als Binder identifiziert werden. Diese Hits konnten an funf unter-
schiedlichen Stellen des Proteins aufgefunden werden. Sieben Fragment-Hits besitzen die
gleiche Bindestelle (siehe Abbildung 3.9-1). Zwei Fragmente konnten an mehr als nur einer
Position eingebaut werden. In Tabelle 3.9-1 sind alle Fragment-Hits mit JENA-ldentifikations-
nummer (JENA-ID) und Strukturformel dargestellt. Die Strukturen aller weiteren Fragmente der

96er Fragment-Bibliothek sind bei HassAAN et al.”* zu finden.

Abbildung 3.9-1: Réntgenkristallographisch identifizierte Fragment-Hits. Das Protein ist als Bdndermodell
dargestellt. Dabei ist Kette A schwarz (Aminosduren 24-32) bzw. grau (Aminosduren 33-151), Kette B gold
(Aminosduren 9-32) bzw. rosa (Aminosduren 33-150). Die identifizierten Fragment-Hits sind als Stdbchenmodelle
dargestellt, dabei besitzen jeweils die C-Atome der Fragmente eine unterschiedliche Farbe. N-Atome sind blau,
O-Atome rot, F-Atome hellblau und Cl-Atome griin. Das Protein in dieser Abbildung wurde mithilfe der Apo-Struk-
tur (PDB-Code: 6scb) erzeugt.
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3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

Tabelle 3.9-1: JENA-IDs und Strukturformeln der identifizierten Fragment-Hits.

QO

JENA-ID Strukturformel JENA-ID Strukturformel
H,N_ __NH
N
J1 HZN/ J33
O
F7IOF
F
©
O\\S)/O
N
U
12 H,N 136 |
HN
Cl
FO NH,
0 OH
J6 J4a5
HN\E>
F
NYN z i
HN_
N NH
J11 J52 o
F
F
N/ N
P
NH,
—N
HNT SN cl H
120 N— 166 \©[ —o0
(0]
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.9.1. Interface-Tasche 1

Sieben von zehn Fragment-Hits besitzen die gleiche Protein-Bindestelle. Diese befindet sich in
einer Tasche zwischen den Proteinketten A und B im Interface des Dimers der asymmetrischen
Einheit (Dimer-1). Diese Tasche wird im Folgenden als ,,Interface-Tasche 1“ bezeichnet. Gebil-
det wird diese Tasche durch die Schleife zwischen a-Helix 5 und 6 der Kette A und der Riick-
seite der a-Helices 5-7 der Kette B (siehe Abbildung 3.9-2). Bei LUNELLI et al. wird die Riickseite
der a-Helices 5-7 auch als Nebenfurche (engl. minor groove) beschrieben, wo evtl. Substrate
binden kénnen.?” Diese Tasche besteht im hinteren Teil aus hydrophoben Aminosauren
(PheA97, PheB97, AlaB94, ValB107 und LeuB129). Im hinteren, unteren Teil befinden sich die
Aminosaureseitenketten von TyrA104, HisA133 und TyrB104. Am Eingang zur Tasche sind die
Aminosauren AsnA102 und GluB125 lokalisiert. Diese beiden Aminosauren verschlieBen in der
Apo-Struktur die Tasche groRRtenteils. AsnA102 ist zeitgleich zusammen mit LysA101 Teil der
Schleife zwischen a-Helix 5 und 6 der Kette A. Weitere am Aufbau dieser Tasche beteiligte

Aminosauren sind CysB126, GInB114 und ThrB110.

Nebenfurche

Helix A5 D

Helix A6

7| Helix B7

Schleife

Abbildung 3.9-2: Interface-Tasche 1. Interface-Tasche 1 befindet sich im Interface des Dimers und wird gebildet
durch die Riickseite der a-Helices 5-7 der Kette B und der Schleife zwischen a-Helix 5 und 6 der Kette A. Das Protein
ist als Bdndermodell dargestellt. Kette A ist in Grau gezeigt, Kette B in Gold (Aminosduren 9-32) bzw. in Rosa
(Aminoséuren 33-151). Diese Abbildung wurde mithilfe der Apo-Struktur (PDB-Code: 6scb) erzeugt.
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3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

3.9.2. Bindungsmodus von J20

J20 ist eines der Fragmente, die in Interface-Tasche 1 gebunden haben. Es konnte mit einer
Besetzung von 100 % eingebaut werden. J20 ist so in der Tasche positioniert, dass der
Pyrrolidinring mit den unpolaren Aminosduren im hinteren Bereich der Tasche hydrophobe
Wechselwirkungen eingeht (siehe Abbildung 3.9-3). Uber den Stickstoff der Nitrilgruppe geht
J20 eine H-Briicke mit dem Carbamoyl-Stickstoff von GInB114 ein. Weiterhin gehen beide
Stickstoffe des Pyrazolrings eine H-Briicke mit jeweils einem H,0-Molekiil ein. Uber eines
dieser H,O-Molekiile geht J20 eine indirekte Interaktion mit Kette A des Proteins ein, namlich
durch die ausgebildete H-Briicke zwischen dem H,O-Molekil und der Hydroxygruppe von
TyrA104. Die Aminogruppe von J20 zeigt in Richtung Tascheneingang und geht eine schwache
H-Briicke (3.5 A) mit dem Riickgrat-Carbonyl-Sauerstoff von LysB122 ein. Im Vergleich zur Apo-
Struktur ist die Seitenkette von GIluB125 fehlgeordnet, obwohl eine direkte H-Briicke mit der
Aminogruppe des Fragments denkbar gewesen ware. Sie wurde aufgrund unzureichender
Elektronendichte nicht eingebaut. Der Bindungsmodus und die Fo-F-Omit-Elektronendichte

sind in Abbildung 3.9-3 dargestellt.

ThrB110

GInB114
AlaB94 \

ValB107

PheB97

TyrB104

PheA97

TyrA104

Abbildung 3.9-3: Bindungsmodus und F.-F.-Omit-Elektronendichte von J20 (PDB-Code: 7axy). Links: Bindungs-
modus von J20. Aminosduren sind als Stdbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von Kette A sind
grau, C-Atome der Aminoséiuren von Kette B rosa. J20 ist ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt. C-Atome von J20
sind in Griin gezeigt. N-Atome sind blau, O-Atome rot und S-Atome gelb. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte
Linien dargestellt, ihre Abstinde sind in A angegeben. Mit dem Fragment interagierende H20-Molekiile sind als
rote Kugeln gezeigt. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.9.3. Bindungsmodus von J2

J2 kann ebenfalls in Interface-Tasche 1 beobachtet werden. Bei diesem Fragment handelt es
sich um 1H-lIsoindol-3-amin. Auch J2 konnte mit einer Besetzung von 100 % eingebaut
werden. Es besitzt mit seinem sechsgliedrigen aromatischen Ring ebenso wie J20 einen
hydrophoben Anteil. Dieser ist im hinteren Bereich der Tasche lokalisiert und geht hydro-
phobe Wechselwirkungen mit den dort befindlichen Aminosauren ein (siehe Abbildung 3.9-4).
Uber seine zwei Stickstoffe geht J2 polare Wechselwirkungen ein. Eine H-Briicke besteht
zwischen der Aminogruppe des Fragments und der Carboxygruppe von GluB125. GluB125
verschlieRt den Eingang zur Tasche, dhnlich wie in der Apo-Struktur. Zudem wird eine H-Bri-
cke zwischen der Aminogruppe und einem H.O-Molekiil ausgebildet. Eine weitere H-Briicke
besteht zwischen dem Indol-Stickstoff und einem H;O-Molekil, welches wiederum eine
H-Briicke mit TyrA104 ausbildet. Somit interagiert auch J2 indirekt mit Kette A des Proteins.

Durch dieses zusatzliche H,O-Molekiil wird der Eingang zur Tasche vollstandig verschlossen.

Wird die hier beobachtete Bindetasche mit der Apo-Struktur verglichen, fallt die abweichende
Konformation von HisA133 ins Auge. In der Apo-Struktur bildet HisA133 eine H-Briicke mit
TyrA104 und eine H-Briicke mit TyrB104 aus. Hier kann keine Interaktion mit TyrA104
beobachtet werden. An dieser Stelle ist unklar, warum diese Interaktion nicht mehr zustande
kommt, da TyrA104 trotz gebundenem Fragment weiterhin als H-Briicken-Donor zur Verfu-
gung steht. TyrA104 interagiert in der vorliegenden Struktur lediglich mit einem H,O-Molekill,

welches jedoch ebenso in der Apo-Struktur vorliegt.

Es konnte ein zweites Molekil von J2 (,J2-2“) in der Elektronendichte beobachtet werden.
Dieses Molekiil ist oberhalb von Interface-Tasche 1 lokalisiert. In Abbildung 3.9-5 ist zusatzlich
zur Position von J2-2 die Position von J2 gezeigt, um die raumliche Nahe der beiden Bindungs-
positionen zu veranschaulichen. J2-2 geht Uiber seine Aminogruppe eine H-Briicke mit einem
H,O-Molekil ein. Dieses H,O-Molekil interagiert nicht direkt mit dem Protein, da es sich
hierbei um ein H,O-Molekil der zweiten Hydrathille handelt. Weiterhin geht J2-2 Gber den
Indol-Stickstoff eine H-Briicke mit der Carboxygruppe von AspB91 ein. AspB91 interagiert (iber
den anderen Sauerstoff der Carboxygruppe mit LysA101. Dabei handelt es sich um eine der
zuvor erwahnten, im Interface von Dimer-1 vorhandenen H-Briicken (siehe Kapitel 3.8.2). Die

Besetzung von J2-2 wurde auf 85 % verfeinert.
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3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

ThrB110

ValB107
l CysB126
e GluB125

AlaB94

. TyrB104

PheA97 LysA101

L

<31
AsnA102
%
TvrAlO%

LeuB129

HisA133

Abbildung 3.9-4: Bindungsmodus und F.-F-Omit-Elektronendichte von J2 (PDB-Code: 7ayw). Links: Bindungs-
modus von J2. Aminosduren sind als Stdbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminoséuren von Kette A sind
grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J2 ist ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt. C-Atome von J2
sind mittelblau. N-Atome sind dunkelblau, O-Atome rot und S-Atome gelb. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte
Linien dargestellt, ihre Abstdnde sind in A angegeben. H0-Molekiile sind als rote Kugeln abgebildet. Rechts:
Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.

&
g

TyrA68 |/

Abbildung 3.9-5: Bindungsmodus und F.-F.-Omit-Elektronendichte von J2-2 (PDB-Code: 7ayw). Links: Bindungs-
modus von J2-2. Das Protein ist als Bdndermodell dargestellt. Kette A ist grau und Kette B rosa. Seitenketten
ausgewdhlter Aminosduren sind zusétzlich als Stibchenmodelle gezeigt, dabei sind C-Atome in der entsprechen-
den Farbe der Proteinkette dargestellt, O-Atome rot und N-Atome blau. J2 und J2-2 sind als Stidbchenmodelle
dargestellt, die entsprechenden C-Atome sind mittelblau. Das H20-Molekiil ist als rote Kugel gezeigt. H-Briicken
sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstéinde sind in A angegeben. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-
Omit-Elektronendichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.
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3. Ergebnisse und Diskussion

In der vorliegenden Struktur sind die Seitenketten der Aminosauren PheA67 und TyrA68 in
der Elektronendichte klar definiert, wohingegen diese in vielen anderen Strukturen meist
fehlgeordnet sind bzw. eine zweite Konformation einnehmen. Die zweite Konformation von
TyrA68 ist hier aufgrund des gebundenen Fragment-Molekiils nicht moglich, da J2-2 diesen
Platz einnimmt. Zudem wird die hier vorliegende Konformation von TyrA68 durch r---Wech-

selwirkungen mit J2-2 stabilisiert.

Nach Einbau von J2-2 verblieb in Molekiilndhe F,-F-Differenzelektronendichte, die eventuell
auf eine zweite Orientierung von J2-2 hindeuten kénnte. Allerdings war diese zu schlecht
definiert, um den Einbau einer zweiten Orientierung zu ermoglichen. Dennoch soll dies hier
Erwdhnung finden. In Abbildung 3.9-6 ist daher eine zweite mogliche Orientierung von J2-2
gezeigt. Zusatzlich ist die verbleibende Differenzelektronendichte gezeigt, die genau dort
positioniert ist, wo die Aminogruppe einer moglichen zweiten Orientierung lokalisiert sein
konnte. Die Aminogruppe des Fragment-Molekiils wiirde so eine H-Briicke mit dem Riickgrat-
Sauerstoff von LeuA99 ausbilden. Die H-Briicke zwischen Indol-Stickstoff und AspB91 bliebe
in leicht abgewandelter Form bestehen. Die verbleibende Differenzelektronendichte kann
nicht durch ein H,O-Molekul verursacht worden sein, da der Abstand zwischen einem solchen

H>O-Molekil und J2-2 zu gering ware.

Abbildung 3.9-6: Bindungsmodus einer méglichen zweiten Orientierung von J2-2. Das Protein ist als Béndermo-
dell dargestellt. Kette A ist grau und Kette B rosa. Seitenketten ausgewdhlter Aminosduren sind zusdtzlich als
Stidbchenmodelle gezeigt, dabei sind C-Atome in der entsprechenden Farbe der Proteinkette dargestellt, O-Atome
rot und N-Atome blau. J2-2 ist ebenfalls als Stdbchenmodell dargestellt, seine C-Atome sind mittelblau. Die zweite
mdégliche Orientierung von J2-2 ist mit einem geringeren Stdbchenradius dargestellt. H-Briicken sind als schwarz
gestrichelte Linien angedeutet, ihre Absténde sind in A angegeben. Die 2Fo-Fc-Elektronendichte nach Einbau von
J2-2 st als blaues Netz bei 1.0 o und die verbleibende Fo-Fc-Differenzelektronendichte als griines Netz bei 3.0 ¢
dargestellt.
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3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

3.9.4. Bindungsmodus von J1

Ein weiteres Fragment, welches in Interface-Tasche 1 gebunden hat, ist J1. Auch J1 konnte mit
einer Besetzung von 100 % verfeinert werden. Ebenso wie die zwei zuvor beschriebenen
Fragment-Hits besitzt auch J1 einen hydrophoben Molekiilanteil, der im hinteren Bereich der
Tasche lokalisiert ist. Dabei handelt es sich um einen 3-Methylphenyl-Rest. Dieser geht hydro-
phobe Wechselwirkungen mit den dort befindlichen Aminosduren ein (siehe Abbildung 3.9-7).
Der andere Teil des Fragments ist in Richtung Tascheneingang gerichtet. Dort geht J1 (iber den
endstandigen Stickstoff der Carbonsaurehydrazid-Gruppe eine H-Briicke mit dem Riickgrat-
Carbonyl-Sauerstoff von LysB122 ein. Denkbar gewesen ware eine weitere direkte H-Briicke
zwischen dem anderen Stickstoff der Carbonsaurehydrazid-Gruppe und der Seitenkette von
AsnA102, allerdings konnte diese aufgrund unzureichender Elektronendichte nicht eingebaut
werden. In Richtung TyrA104 werden keine weiteren H-Briicken ausgebildet. Dort sitzt, wie in
den zuvor beschriebenen Strukturen auch, ein H,O-Molekil, welches mit TyrA104 durch
Ausbildung einer H-Briicke in Wechselwirkung tritt. Dieses H,O-Molekil geht jedoch, wenn
Uberhaupt, nur eine sehr schwache Wechselwirkung mit dem Fragment ein, denn der Abstand
ist mit 4.7 A sehr groR. Die Lage der Seitenkette von GluB125 war in der Elektronendichte nicht

zu erkennen, weshalb diese in Abbildung 3.9-7 fehlt.

PheB97 ValB107
AlaB94

ThrB110

PheA97 ,
4
\N\

GlyA100

LeuB129 B
A

HisA133 LysB122

Hyratod GluB125

LysA101 AsnA102

Abbildung 3.9-7: Bindungsmodus und F.-F.-Omit-Elektronendichte von J1 (PDB-Code: 7nl8). Links: Bindungsmo-
dus von J1. Aminoséuren sind als Stébchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von Kette A sind grau,
C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J1 ist ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt. C-Atome von J1 sind in
Lila dargestellt. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und die C-Atome des DMSO-Molekiils griin. Die
C-Atome der ,,offenen” Konformation der Schleife sind in einem dunkleren Grauton gezeigt. H-Briicken sind als
schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstéinde sind in A angegeben. Wassermolekiile sind als rote Kugeln
abgebildet. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Fragmenten ist J1 anscheinend in der Lage, eine
Konformationsanderung der Schleife, bestehend aus AlaA98-AsnA102, zu bewirken. Es
konnten zwei unterschiedliche Konformationen dieser Schleife in der Differenzelektronen-
dichte beobachtet werden (siehe Abbildung 3.9-8 links). In Abbildung 3.9-8 ist ihre , offene”
Konformation durch einen dunkleren Grauton hervorgehoben. Die Besetzung der geschlosse-
nen Konformation konnte auf 47 % verfeinert werden. Dementsprechend betragt die Beset-
zung der offenen Konformation 53 %. Die Seitenketten von LysA101 und AsnA102 konnten

aufgrund unzureichender Elektronendichte in beiden Fallen nicht eingebaut werden.

Nach Einbau dieser beiden Konformationen verblieb jedoch an Position des Co-Atoms von
LysA101 der geschlossenen Konformation Differenzelektronendichte. Die Vermutung, es
kdnne sich hierbei um ein DMSO-Molekiil handeln, wurde durch ein anomales Signal flr den
Schwefel des DMSO-Molekiils in der anomalen Dichtekarte bestatigt (nicht gezeigt). Es wurde
daher an dieser Stelle ein DMSO-Molekil eingebaut. Da dieses DMSO-Molekil nur vorliegen
kann, wenn sich die Schleife in ihrer offenen Konformation befindet, wurde die Besetzung des
DMSO-Molekiils entsprechend auf 53 % gesetzt. In Abbildung 3.9-8 rechts ist die Elektronen-
dichte nach Einbau der Schleife und des DMSO-Molekiils gezeigt. Der Sauerstoff des DMSO-
Molekiils geht eine H-Briicke mit dem Hauptketten-Amid von AsnA102 der offenen Konfor-

mation ein, deren Linge 2.7 A betragt (H-Briicke in Abbildung 3.9-8 nicht gezeigt).

AlaA98

GlyA100

LysA101

| AsnA102 Zil AsnA102

Abbildung 3.9-8: F.-F.-Differenzelektronendichte und 2F.-F-Elektronendichte der zwei Loop-Konformationen.
Dargestellt sind die Aminosduren Ala98, Leu99, Gly100, Lys101 und Asn102 der Kette A als Stdbchenmodelle. Die
Seitenketten der Aminosduren Lys101 und Asn102 waren in der Elektronendichte nicht zu erkennen und sind somit
auch nicht eingebaut worden. Die C-Atome der geschlossenen Konformation sind in Hellgrau dargestellt, die
C-Atome der offenen Konformation in Dunkelgrau. O-Atome sind rot, N-Atome blau und S-Atome gelb. Die
C-Atome des DMSO-Molekiils sind in Griin gezeigt. Links: Darstellung der Fo-Fc-Differenzelektronendichte vor
Einbau dieser Aminosduren als griines Netz bei 3.0 o. Rechts: Darstellung der 2F,-F-Elektronendichte nach Einbau
der Aminosduren und des DMSO-Molekiils als blaues Netz bei 1.0 o.
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3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

3.9.5. Bindungsmodus von J45

Auch J45 befindet sich in Interface-Tasche 1. Der para-Fluorphenyl-Ring ist im hinteren
Bereich der Tasche positioniert und geht hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Protein ein.
Durch die Aminogruppe, die in Richtung Tascheneingang zeigt, geht J45 eine H-Briicke mit
einem H;0-Molekdl ein, welches wiederum mit dem Riickgrat-Sauerstoff von LysB122 intera-
giert. Zudem bildet J45 zwei weitere H-Briicken mit seiner freien Hydroxygruppe aus. Einmal
interagiert es mit dem Riickgrat-Sauerstoff von LysA101 der geschlossenen Konformation.
Zudem besteht eine H-Briicke mit einem weiteren H,0-Molekdil, welches wiederum mit der
Hydroxygruppe von TyrA104 eine H-Briicke ausbildet. Wie in der Struktur mit J1 (PDB-Code:
7n18) konnte auch hier eine zweite Konformation der Schleife in das Strukturmodell eingebaut
werden. In Abbildung 3.9-9 sind der Bindungsmodus von J45 sowie die zwei Konformationen

der Schleife dargestellt.

ThrB110

LysB122
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Abbildung 3.9-9: Bindungsmodus und Fo-F.-Omit-Elektronendichte von J45 (PDB-Code: 7nrg). Links: Bindungs-
modus von J45. Aminosduren sind als Stdbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminoséuren von Kette A sind
grau, C-Atome der Aminosdéuren von Kette B rosa. J45 ist ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt. C-Atome von J45
sind in Orange gezeigt. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und F-Atome hellblau. H-Briicken sind als
schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstinde sind in A angegeben. Wassermolekiile sind als rote Kugeln
abgebildet. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Besetzung von J45 wurde auf 85 % gesetzt. Sie wurde zwar zunachst auf 91 % verfeinert,
allerdings besaR J45 mit einer Besetzung von 91 % an der Position des F-Atoms negative Fo-Fc-
Differenzelektronendichte. Die geschlossene Konformation der Schleife nimmt eine Beset-
zung von 45 % ein. Die Seitenketten von LysA101 und AsnA102 waren auch in dieser Struktur
fehlgeordnet. Die vom Fragment ausgehenden sehr kurzen H-Bricken zeigen an, dass das
Fragment und die geschlossene Konformation der Schleife eventuell gleichzeitig existieren
kénnen. Das Fragment scheint die Schleife zu einem gewissen Prozentsatz nach aufien zu
driicken, um in der Tasche geniigend Platz zu finden bzw. die Position in der Tasche einneh-
men zu kénnen. Auch in dieser Struktur besitzt HisA133 eine von der Apo-Struktur abwei-
chende Konformation, obwohl auch hier TyrA104 nicht als H-Briicken-Donor vom Fragment

bendtigt wird.

Ebenso ist hier erneut zusatzliche Differenzelektronendichte an Position des Co-Atoms von
LysA101 der geschlossenen Konformation zu beobachten (siehe Abbildung 3.9-10). Allerdings
konnte hier fiir das DMSO-Molekil keine passende Orientierung gefunden werden, in der die
Abstdnde zu umliegenden Aminosauren grof’ genug gewesen waren. Zudem konnte kein
anomales Signal an dieser Position beobachtet werden, weshalb auf den Einbau eines DMSO-

Molekdls verzichtet wurde.

GlyA100

LysA101

AsnA102

Abbildung 3.9-10: Zusditzliche Fo-Fo.-Differenzelektronendichte an Position des Co-Atoms von LysA101 der
geschlossenen Konformation. Dargestellt sind die Aminosduren Gly100, Lys101 und Asn102 der Kette A als Stéb-
chenmodelle. Die Seitenketten der Aminoséuren Lys101 und Asn102 waren in der Elektronendichte nicht zu
erkennen und wurden daher auch nicht eingebaut. C-Atome der geschlossenen Konformation sind in Hellgrau
dargestellt, C-Atome der offenen Konformation in Dunkelgrau. O-Atome sind rot und N-Atome blau. Die verblei-
bende Fo-Fc-Differenzelektronendichte nach Einbau der zwei Konformationen ist als griines Netz bei 3.0 o gezeigt.

104



3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

3.9.6. Bindungsmodus von J66

Ein weiteres Fragment, welches in Interface-Tasche 1 gebunden hat, ist J66. Die Besetzung des
Fragments wurde auf 85 % gesetzt. Sie wurde zwar zwischenzeitlich auf 91 % verfeinert, aller-
dings besaR J66 mit dieser Besetzung im Bereich des Flinfrings rote Differenzelektronendichte.
J66 besitzt einen Halogen-substituierten Benzolring, der im hinteren Bereich der Tasche zu
finden ist, ahnlich zu J45. Bei J66 handelt es sich jedoch nicht um ein F-Atom, sondern um ein
Cl-Atom. Dieser Bereich des Fragments geht mit dem Protein hydrophobe Wechselwirkungen
ein. Der andere Molekiilteil von J66 zeigt in Richtung TyrA104. Dort kommt es zur Ausbildung
einer H-Briicke zwischen dem heterocyclischen Stickstoff, welcher als Donor fungiert, und der
Hydroxygruppe von TyrA104. Der Abstand dieser H-Briicke betrigt 2.4 A. Durch die Wechsel-
wirkung von J66 mit TyrA104 wurde das H.O-Molekiil, welches in vielen Strukturen an der
Position des exocyclischen Sauerstoffs lokalisiert ist, verdrangt. Die beiden Sauerstoffe des
Fragments gehen keine weiteren H-Briicken mit dem Protein bzw. umliegenden H,0-Moleki-
len ein. Es konnten auch hier zwei Konformationen fiir die Schleife mit den Aminosaduren
GlyA100, LysA101 und AsnA102 eingebaut werden. Die geschlossene Konformation ist mit
einer Besetzung von 56 % verfeinert worden. Genau wie in den zwei zuvor beschriebenen
Strukturen verblieb auch hier Differenzelektronendichte an Position des Cs-Atoms von
LysA101 der geschlossenen Konformation. Doch wie in der Struktur mit J45 konnte auch hier
keine optimale Orientierung fiir ein DMSO-Molekiil gefunden werden, welches daher nicht
eingebaut wurde. Der Bindungsmodus von J66 und die Fo-F-~Omit-Elektronendichte des Frag-

ments sind in Abbildung 3.9-11 dargestellt.

105



3. Ergebnisse und Diskussion

\\// AlaBQ4/

N

~//\.ThrB:Llo
ValB107
E TyrBlO4

\\ - ‘y\/ Phe897

Leun99 | '
| PheAd7

GlyA100

\

CysB126

[ —

LysA101 LeuB129

é
TyrA104 AsnA102 ’

®

GluB125

< HisA133

Abbildung 3.9-11: Bindungsmodus und Fo-F.-Omit-Elektronendichte von J66 (PDB-Code: 7nhw). Links: Bindungs-
modus von J66. Aminosduren sind als Stébchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von Kette A sind
grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. C-Atome der geschlossenen Konformation sind in Hellgrau
dargestellt, C-Atome der offenen Konformation in Dunkelgrau. J66 ist ebenfalls als Stéibchenmodell gezeigt. Die
C-Atome von J66 sind pink. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und Cl-Atome griin. H-Briicken sind als
schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstdnde sind in A angegeben. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Omit-
Elektronendichte des Fragment-Hits bei 3.0 o als griines Netz.

3.9.7. Bindungsmodus von J6

Auch J6 gehort zu den Fragmenten, die in Interface-Tasche 1 gebunden haben. J6 besall nach
vollstandiger Verfeinerung eine Besetzung von 93 %. Das Fragment liegt mit seinem 1,3-Ben-
zodioxol-Ring im hydrophoben Bereich der Tasche und geht dort hydrophobe Wechselwirkun-
gen mit dem Protein ein (siehe Abbildung 3.9-12). Ein Sauerstoff des 1,3-Benzodioxol-Rings
befindet sich in H-Briickenabstand zu ThrB110 (2.9 A), allerdings wird das H-Atom dieser
Hydroxygruppe mit dem Riickgrat-Sauerstoff von ProB106 interagieren, da es sich bei einem
Ether-Sauerstoff um einen schwacheren H-Brickenakzeptor handelt. In der Nahe des
Fragment-Stickstoffs befindet sich ein sehr gut definiertes H,O-Molekiil. Mit 3.3 A ist der
Abstand zu diesem H,O-Molekiil sehr groR. Es handelt sich daher nur um eine schwache
H-Briicke. Der Abstand dieses H,0-Molekiils zum Schwefelatom von CysB126 betragt mehr als
3.5 A. J6 geht keine einzige H-Briicke mit dem Protein ein. Der im Tascheneingang befindliche
fliinfgliedrige Kohlenstoffring sorgt fiir eine Fehlordnung der Seitenkette von GluB125. Auch
hier konnten wiederum zwei Konformationen fiir die Aminosauren LeuA99-AsnA102 einge-
baut werden, die geschlossene Konformation mit einer Besetzung von 52 %. Ebenso war

wiederum Differenzelektronendichte vorhanden, die auf ein DMSO-Molekil hindeutete, diese
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war allerdings nicht ausreichend gut definiert, um das Molekiil im Strukturmodell zu beriick-
sichtigen. An Position des Co-Atoms von LysA101 in geschlossener Konformation konnte ein
anomales Signal gemessen werden. Eine Besonderheit, die in dieser Struktur beobachtet
werden kann, ist das parallele Vorliegen von zwei Konformationen fiir HisA133 und dadurch
bedingt flir LeuB129. Es ist allerdings auch hier nicht klar, warum es zur Konformationsande-
rung von HisA133 kommt, da TyrA104 auch hier weiterhin als H-Briicken-Donor zur Verfligung

steht.

ProB106
-

ThrB110
ValB107

PheB97
N

TyrB104

LeuA99

GlyA100

LysA101

v GluB125

TyrA104

V.
¢ HisA133
«®

AsnA102

Abbildung 3.9-12: Bindungsmodus und F.-F-Omit-Elektronendichte von J6 (PDB-Code: 706s). Links: Bindungs-
modus von J6. Aminosduren sind als Stébchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminoséuren von Kette A sind
grau, C-Atome der Aminoséuren von Kette B rosa. C-Atome der geschlossenen Konformation sind in Hellgrau
dargestellt, C-Atome der offenen Konformation in Dunkelgrau. Auch die zweite Konformation von HisA133 ist in
Dunkelgrau gezeigt, die zweite Konformation von LeuB129 in Lila. 16 ist ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt.
C-Atome von J6 sind dunkelgriin. N-Atome sind blau, O-Atome rot und S-Atome gelb. H-Briicken sind als schwarz
gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstinde sind in A angegeben. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronen-
dichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.

3.9.8. Bindungsmodus von J52

Das letzte Fragment, welches in Interface-Tasche 1 aufgefunden werden kann, ist J52. J52 ist
dort so platziert, dass sein 4-Methylcyclohexan-Ring im hydrophoben Bereich der Tasche liegt
und dort hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Protein eingeht (siehe Abbildung 3.9-13).
Uber den Carbonyl-Sauerstoff geht J52 eine direkte H-Briicke mit TyrA104 ein. Hier fungiert
TyrA104 das erste Mal als H-Briicken-Donor. J52 ist somit das zweite Fragment, welches eine
direkte H-Briicke zu TyrA104 ausbildet. Uber den Amid-Stickstoff geht J52 eine H-Briicke mit
einem H;O-Molekil der ersten Hydrathille ein. Die Besetzung von J52 wurde auf 71 %
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verfeinert. Der Imidazolring von J52 ragt aus Interface-Tasche 1 heraus und bildet liber seinen
Stickstoff eine H-Briicke mit einem H,O-Molekil aus. Auch in dieser Struktur konnte die
Schleife zwischen a-Helix 5 und 6 der Kette A in zwei Konformationen eingebaut werden. Bei
der zweiten Konformation handelt es sich jedoch um eine bislang noch nicht beobachtete
Schleifenkonformation. LysA101 behilt in etwa die Konformation bei, wahrend AsnA102 nach
auBen gedreht ist und so Platz macht fiir J52. In Korrelation mit der Besetzung von J52 wurde
die Schleife in offener Konformation zu 71 % und in geschlossener Konformation zu 29 %
verfeinert. HisA133 zeigt in der hier vorliegenden Struktur eine zur Apo-Struktur identische
Konformation, obwohl TyrA104 als H-Briicken-Donor zur Ausbildung einer H-Briicke mit dem
Fragment benétigt wird. HisA133 wird also hier bei der Interaktion mit TyrA104 selbst als

H-Briicken-Donor fungieren.
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Abbildung 3.9-13: Bindungsmodus und F.-Fc-Differenzelektronendichte von J52 (PDB-Code: 7pe0). Links:
Bindungsmodus von J52. Aminosduren sind als Stdbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von Kette
Assind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J52 ist ebenfalls als Stbchenmodell gezeigt. Die C-Atome
von J52 sind beige. N-Atome sind blau, O-Atome rot und S-Atome gelb. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte
Linien dargestellt, ihre Abstinde sind in A angegeben. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Differenzelektronendichte des
Fragments bei 2.5 o als griines Netz.
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3.9.9. Bindungsmodus von J36

Im Gegensatz zu den bislang beschriebenen Fragment-Hits konnte J36 nicht in Interface-
Tasche 1 eingebaut werden, obwohl dort Differenzelektronendichte beobachtet werden
kann. Es fallt zudem auf, dass die Aminosauren der flexiblen Schleife nicht in der geschlosse-
nen Konformation vorliegen. In Abbildung 3.9-14 oben wurde die in der hier vorliegenden
Struktur beobachtete Schleifenkonformation mit der Konformation der Apo-Struktur Gberla-
gert. Es wird deutlich, dass diese nicht libereinstimmen. In der hier vorliegenden Struktur kann
das erste Mal nur die offene Konformation in der Elektronendichte beobachtet werden und
das, obwohl J36 nicht 100 % eindeutig in der Elektronendichte identifiziert werden konnte und
dort letztendlich auch nicht eingebaut wurde. In Abbildung 3.9-14 unten ist die in der Tasche
vorhandene Differenzelektronendichte gezeigt. Zudem ist eine denkbare Position von J36
dargestellt. Zu erkennen ist, dass die Nitrogruppe und das Cl-Atom sehr gut in die vorhandene
Dichte passen. An Position des Cl-Atoms konnte zudem ein anomales Signal beobachtet
werden. Es fehlt allerdings Dichte flr einen Teil des Phenylrings. Hinzu kommt, dass zwar
Differenzelektronendichte vorhanden ist, die der N-Methylmethylamin-Gruppe zugeordnet
werden konnte, allerdings ist diese Position identisch mit der Position, an der in anderen
Strukturen Dichte fir ein DMSO-Molekil beobachtet wurde. Der Stickstoff des Fragments
wirde in der gezeigten Position eine H-Briicke zum Rickgrat-Sauerstoff von GlyA100 ausbil-
den (siehe Abbildung 3.9-14 unten). AulRerdem fehlt Dichte zwischen diesem Stickstoff und
dem Phenylring. Allerdings ldsst sich eine solche konformative Anderung der Schleife nur

durch das Binden eines Liganden erklaren.
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Abbildung 3.9-14: Uberlagerung der Schleifenkonformationen und Fo-Fc-Differenzelektronendichte in Inter-
face-Tasche 1. Oben: Schleifenkonformation der Apo-Struktur und Schleifenkonformation der hier beschriebenen
Struktur im Vergleich. Unten: Fo-Fc-Differenzelektronendichte in Interface-Tasche 1 und denkbare Position von
J36. Aminosduren sind als Stidbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminoséuren von Kette A sind grau,
C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. C-Atome der Apo-Struktur sind braun. J36 ist ebenfalls als Stébchen-
modell gezeigt. Die C-Atome von J36 sind gelb. N-Atome sind blau, O-Atome rot und S-Atome gelb. H-Briicken
sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstdnde sind in A angegeben. Die Fo-Fc-Differenzelektronen-
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dichte ist als griines Netz bei 3.0 o gezeigt.
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J36 konnte zwar nicht in Interface-Tasche 1 eingebaut werden, allerdings konnte an anderer
Stelle Differenzelektronendichte beobachtet werden, die eindeutig diesem Fragment zuge-
ordnet werden konnte. Somit war mit J36 ein weiterer IpgC-Fragment-Komplex erhalten
worden. J36 ist auf einer Symmetrieachse positioniert und wurde mit einer Besetzung von
100 % verfeinert. Diese Position ist insoweit besonders, da sich J36 zwischen Tyrl46 von
Kette A und genau dieser Aminosdure einer symmetriedaquivalenten Proteinkette befindet.
Diese Interaktion beruht ausschliefRlich auf t--Wechselwirkungen, da die aromatischen Ringe
parallel zueinander ausgerichtet sind. In Abbildung 3.9-15 ist neben dem eingebauten Frag-
ment-Hit auch die Lage des Symmetriedquivalents gezeigt (Molekil besitzt diinneren
Stabchenradius), welches nicht ganz deckungsgleich zum eingebauten Fragment ist. Der Stick-
stoff und die daran befindliche Methylgruppe konnten nicht eingebaut werden, da die nétige

Elektronendichte fehlte.

\ 7\\\ =
N TyrA146
B -

Abbildung 3.9-15: Bindungsmodus und Fo.-F-Omit-Elektronendichte von J36 (PDB-Code: 7004). Das Protein ist
als Bdndermodell gezeigt. Kette A ist in Grau dargestellt, Kette A des Symmetriedquivalents in Dunkelgrau. Die
Seitenketten von TyrA146 und TyrA‘146 sind als Stdbchenmodelle gezeigt. J36 ist ebenfalls als Stdbchenmodell
gezeigt, dabei besitzen C-Atome die Farbe Gelb. O-Atome sind rot, N-Atome blau und Cl-Atome griin. Die Fo-Fc-
Omit-Elektronendichte des Fragments ist als griines Netz bei 3.0 o dargestellt.
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3.9.10. Blank-Struktur zeigt DMSO-Molekiil in Interface-Tasche 1

Bei manchen Fragmenten, die in Interface-Tasche 1 gebunden haben, konnte zusatzliche
Elektronendichte beobachtet werden. Dies war der Fall bei den Fragmenten J1, J6, J45 und
J66. J1 wurde mit einer Besetzung von 100 % verfeinert, J6 mit einer Besetzung von 96 %. Bei
J45 und J66 wurde die Besetzung auf 85 % gesetzt. Die Vermutung lag nahe, dass in Interface-
Tasche 1 noch ein weiteres Molekil gebunden haben kénnte. Um dieser Vermutung nachzu-
gehen, wurden Kristalle in Soaking-Losung transferiert, welche kein Fragment, sondern ledig-
lich 10 % DMSO beinhaltete. Mithilfe dieser Methode konnte ein Datensatz erhalten werden,
der im Folgenden als ,,Blank-Datensatz” bezeichnet wird. Wird die mithilfe dieses Datensatzes
ermittelte Struktur betrachtet, so kann in Interface-Tasche 1 Differenzelektronendichte beo-
bachtet werden, die auf ein DMSO-Molekil hindeutet, welches zwei verschiedene Orientie-

rungen einnimmt (siehe Abbildung 3.9-16).
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Abbildung 3.9-16: Bindungsmodus und Fo-F.-Differenzelektronendichte eines in Interface-Tasche 1 gebunde-
nen DMSO-Molekiils (PDB-Code: 7pef). Aminosduren sind als Stéibchenmodelle dargestellt. C-Atome der Amino-
sduren von Kette A sind grau, C-Atome der Aminoséuren von Kette B rosa. Das DMSO-Molekiil mit seinen zwei
unterschiedlichen Orientierungen ist ebenfalls als Stébchenmodell gezeigt, die entsprechenden C-Atome sind
violett. N-Atome sind blau, O-Atome rot und S-Atome gelb. Wassermolekiile sind als rote Kugeln dargestellt.
H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien gezeigt, ihre Abstinde liegen zwischen 2.6 und 3.3 A. Die Fo-Fc-
Differenzelektronendichte des DMSO-Molekiils ist bei 2.5 o als griines Netz gezeigt.

112



3.9. Rontgenkristallographisches Fragment-Screening an IpgC

Wird diese Struktur mit den Strukturen (iberlagert, bei denen sich zuséatzliche Elektronen-
dichte an Position des jeweiligen Fragments befindet, so wird deutlich, dass diese zusatzliche
Elektronendichte hochstwahrscheinlich von einem DMSO-Molekiil herriihrt (siehe Abbildung
3.9-17). Die Vermutung liegt nahe, dass diese zusatzliche, von einem DMSO-Molekil stam-
mende Elektronendichte dazu gefiihrt hat, dass die Besetzung der Fragmente tendenziell zu
hoch verfeinert wurde. Bei den Fragmenten J45 und J66 war dies an der aufkommenden roten
Differenzelektronendichte an Position des Halogenatoms zu erkennen. Daher wurde dort die
Besetzung auf 85 % herabgesetzt. J1 und J6 sind (nahezu) vollstdandig besetzt. Die Tatsache,
dass dennoch zusatzliche Elektronendichte vorhanden ist, hangt womaoglich damit zusammen,
dass der Schwefel des DMSO-Molekiils durch eine deutlich héhere Elektronenzahl auch mit
einer sehr niedrigen Besetzung noch ausreichend Elektronendichte erzeugt. Ein anomales

Signal konnte fir dieses potentielle DMSO-Molekiil allerdings nicht beobachtet werden.

Abbildung 3.9-17: Zusitzliche Differenzelektronendichte einiger Fragment-Hits und Uberlagerung mit dem in
der Blank-Struktur vorhandenen DMSO-Molekiil. a) J1 (C-Atome: lila), b) J6 (C-Atome: griin), c) J45 (C-Atome:
orange), d) 166 (C-Atome: pink). Die Fragmente und das DMSO-Molekiil mit seinen zwei unterschiedlichen Orien-
tierungen sind als Stdbchenmodelle aus je zwei verschiedenen Blickwinkeln dargestellt. Die C-Atome des DMSO-
Molekiils sind violett. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb, Cl-Atome griin und F-Atome hellblau. Die
2Fo-Fc-Elektronendichte und die Fo-Fc-Differenzelektronendichte des Fragments nach vollendeter Verfeinerung
sind als hellblaues bzw. griines Netz bei 1.0 bzw. 3.0 o gezeigt.
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3.9.11.Interface-Tasche 2

Im Dimer-Interface von lpgC existiert eine weitere Tasche, in der ebenfalls ein Fragment-Hit
gefunden wurde. Diese zweite Tasche wird im Folgenden als ,,Interface-Tasche 2“ bezeichnet.
Sie wird durch die Riickseite der a-Helices 5-7 von Kette A und dem C-Terminus von a-Helix B5
bzw. der Schleife zwischen a-Helix 5 und 6 der Kette B ausgebildet. Auch diese Tasche setzt
sich im hinteren Bereich aus unpolaren Aminosauren zusammen. Wenn es sich hierbei nicht
um ein asymmetrisches Dimer handeln wirde, ware diese Tasche vollkommen identisch zu
Interface-Tasche 1. Dies ist jedoch aufgrund der Asymmetrie des Dimers nicht der Fall.
Dennoch sind viele Aminosauren, abgesehen von der zugehdorigen Kette, identisch. Abbildung

3.9-18 zeigt die Position von Interface-Tasche 2 im Dimer.

Helix A7 Helix B6

Schleife

Abbildung 3.9-18: Interface-Tasche 2. Interface-Tasche 2 befindet sich im Interface des Dimers und wird gebildet
durch die Riickseite der a-Helices 5-7 von Kette A und der Schleife zwischen a-Helix 5 und 6 der Kette B. Das
Protein ist als Bandermodell dargestellt. Kette A ist in Schwarz (Aminosduren 24-32) bzw. in Grau (Aminosduren
33-151) gezeigt, Kette B in Gold (Aminoséuren 9-32) bzw. in Rosa (Aminosduren 33-151). Diese Abbildung wurde
mithilfe der Apo-Struktur (PDB-Code: 6scb) erzeugt.
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3.9.12.Bindungsmodus von J11

J11 konnte als einziges Fragment in Interface-Tasche 2 gefunden werden. Die Besetzung
dieses Fragments betrug nach vollendeter Verfeinerung 80 %. Mit seinem 3,4-Difluorphenyl-
Ring bindet es im hinteren Bereich der Tasche und geht dort mit den vorhandenen unpolaren
Aminosdauren hydrophobe Wechselwirkungen ein. Ein F-Atom liegt in H-Briickenndhe zur
Hydroxygruppe von ThrA110, jedoch diirfte dieses H-Atom vielmehr mit dem Riickgrat-Car-
bonyl-Sauerstoff von ProA106 eine H-Briicke eingehen und daher nicht zur Verfliigung stehen.
J11 geht jedoch an anderen Stellen H-Briicken mit dem Protein ein. Eine H-Briicke besteht
zwischen dem protonierten Stickstoff des heterocyclischen Sechsrings und der Carboxygruppe
von AspA98. Eine weitere H-Briicke wird zwischen dem Stickstoff des heterocyclischen Fiinf-
rings und einem H>O-Molekiil ausgebildet. Zudem besteht eine H-Briicke zwischen einem
weiteren Stickstoff von J11 und einem H;0-Molekil, welches wiederum mit dem Carbamoyl-
Stickstoff von GInA114 interagiert. Durch die Wechselwirkung von J11 mit dem Protein kommt
es zwar nicht zu einer Konformationsanderung einer ganzen Proteinschleife, allerdings zur
Fehlordnung der Seitenkette von LysB101. In der Apo-Struktur ist die Seitenkette von LysB101
an der Stelle zu finden, an welcher in der vorliegenden Struktur der 3,4-Difluorphenyl-Ring
positioniert ist. In Abbildung 3.9-19 sind der Bindungsmodus und die Fo-F--Omit-Elektronen-

dichte von J11 gezeigt.

115



3. Ergebnisse und Diskussion

LysB101

AlaB98

ProA106
ThrA110 -~

\
Ay & -.
GInAllfl// 'A\< ﬁ h

/

- ) ,’ 2 . = N
ﬂ‘: ; > § 28 ;
\
s AlaA90 AspAgs{\{\ °

GInA87 JI >

=g

P

Abbildung 3.9-19: Bindungsmodus und F.-F.-Omit-Elektronendichte von J11 (PDB-Code: 7b1u). Links: Bindungs-
modus von J11. Aminoséuren sind als Stdbchenmodelle gezeigt. Dabei sind C-Atome von Kette A in Grau und
C-Atome von Kette B in Rosa dargestellt. 111 ist ebenfalls als Stéibchenmodell gezeigt. C-Atome von J11 sind cyan.
N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und F-Atome hellblau. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte

Linien angedeutet, ihre Abstinde sind in A angegeben. H.0-Molekiile sind als rote Kugeln abgebildet. Rechts:
Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.
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3.9.13.Bindungsmodus von J33

Fragment J33 hat weder in Interface-Tasche 1 noch in Interface-Tasche 2 gebunden. Dieses
Fragment konnte u.a. mit einer Besetzung von 100 % auf einer Symmetrieachse eingebaut
werden, wie es bei J36 ebenfalls beobachtet wurde. Dort ist es — genau wie J36 — zwischen
TyrA146 und TyrA‘146 eines Symmetriedquivalents positioniert und ausschlieBlich durch r-rt-
Wechselwirkungen gebunden (siehe Abbildung 3.9-20). Nicht eingebaut werden konnten auf-
grund fehlender Elektronendichte die beiden Stickstoffe der Amidingruppe. In Abbildung
3.9-20 ist auch die Lage des Symmetriedaquivalents von J33 dargestellt. Es ist an einem gerin-

geren Stabchenradius und der abweichenden Lage der Trifluormethyl-Gruppe zu erkennen.

TyrA'146

'/\«Q -

Abbildung 3.9-20: Bindungsmodus und F.-F--Omit-Elektronendichte von J33 (PDB-Code: 7azv). Das Protein ist
als Béndermodell gezeigt. Kette A ist in Grau dargestellt, Kette A des Symmetriedquivalents in Dunkelgrau. Die
Seitenketten von TyrA146 und TyrA‘146 sind als Stébchenmodelle gezeigt. J33 ist ebenfalls als Stdbchenmodell
gezeigt, C-Atome von J33 sind rot-violett. O-Atome sind rot und F-Atome hellblau. Die Fo-Fc-Omit-Elektronendichte
des Fragments ist als griines Netz bei 3.0 o gezeigt.
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Auch das zweite Molekil von J33 (J33-2) ist an einer Stelle gebunden, an der es mit Symme-
triedquivalenten des Proteins in der Kristallpackung in Wechselwirkung tritt. Es befindet sich
an einer Position, an der es — wenn auch z.T. indirekt Gber H,O-Molekile — mit vier unter-
schiedlichen Proteinketten interagiert. Die Besetzung von J33-2 betrdgt 75 %. Uber seine
Amidingruppe bildet J33-2 gleich vier H-Briicken aus. Mit dem einen Stickstoff interagiert es
mit der Carboxygruppe von Asp38 der Kette B eines Symmetriedquivalents (AspB‘38) und
zugleich mit dem Rickgrat-Sauerstoff von Ser10 der Kette A eines weiteren Symmetriedqui-
valents (SerA’“10). Mit dem anderen Stickstoff geht es ebenfalls eine H-Briicke mit SerA““10
ein, zusatzlich mit einem H,0-Molekiil, welches wiederum mit AspB‘45, SerB‘41, TyrB‘42 und
SerA‘“12 interagiert. Uber seine Trifluormethyl-Gruppe interagiert J33-2 nur indirekt mit dem
Protein. Zwei der drei F-Atome bilden H-Briicken mit H,O-Molekilen aus, die wiederum mit

HisB133, HisA133 und AspB‘37 in Wechselwirkung treten (siehe Abbildung 3.9-21).

J33 und J33-2 spielen fiir die weitere Entwicklung eines potenten Inhibitors keine Rolle, da

ihre Bindungsposition alleine aufgrund der Kristallpackung zustande kommt.

HisB133

lleA"11

SerA”"12

HisA133

AspB’45

Abbildung 3.9-21: Bindungsmodus und Fo-F.-Omit-Elektronendichte von J33-2 (PDB-Code: 7azv). Links:
Bindungsmodus von J33-2. Aminosduren sind als Stébchenmodelle gezeigt. Dabei sind C-Atome von Kette A in
Grau und C-Atome von Kette B in Rosa dargestellt. C-Atome von Kette A eines Symmetriedquivalents sind dunkel-
grau und die von Kette B eines weiteren Symmetriedquivalents lila. J33-2 ist ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt,
die entsprechenden C-Atome sind rot-violett. N-Atome sind blau, O-Atome rot und F-Atome hellblau. H-Briicken
sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstédnde sind in A angegeben. Wassermolekiile sind als rote
Kugeln abgebildet. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte des Fragments bei 3.0 o als griines Netz.
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3.9.14. Protein-Ligand-Interaktionen

Die Interaktionen der einzelnen Fragmente mit dem Protein sollen ein wenig genauer betrach-
tet und miteinander verglichen werden. J33 und J36 werden dabei aullen vorgelassen, da die
entsprechenden Bindestellen fiir ein Wirkstoffdesign kaum relevant sein werden. Betrachtet
werden die Fragmente, die in Interface-Tasche 1 und 2 gebunden haben. Mithilfe von
Contacsym'?®127 wurden die Interaktionen zwischen Protein und Fragment ermittelt. Dies
geschah einmal mit und einmal ohne Beriicksichtigung der Wassermolekiile. Im Falle von J52
wurde zuvor die geschlossene Konformation der Proteinschleife geldscht, im Falle von J1, J6,
J45 und J66 wurde nur die geschlossene Konformation der Schleife beibehalten, da diese
theoretisch zeitgleich mit dem Fragment vorliegen kann. Die ausgegebenen H-Briicken wur-
den noch einmal visuell inspiziert und ihre Anzahl gegebenenfalls korrigiert. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 3.9-2 gezeigt.

Beim Betrachten der Ergebnisse fallt auf, dass ohne die Beriicksichtigung von H,O-Molekiilen
im Schnitt eine direkte H-Briicke zwischen Fragment und Protein ausgebildet wird. Bei Betei-
ligung der H,O-Molekiile sind es dagegen im Schnitt ein bis drei H-Briicken. Werden die VdW-
Wechselwirkungen betrachtet, so kénnen zwischen den Fragmenten deutliche Unterschiede
festgestellt werden. Die Anzahl an VdW-Wechselwirkungen hangt natirlich in erster Linie von
der GroRRe des Fragments ab. Daher ist in Tabelle 3.9-2 zusatzlich die Anzahl an VdW-Wech-
selwirkungen pro Fragment-Atom angegeben. Pro Atom werden 2-3 VdW-Wechselwirkungen
ausgebildet. Am meisten VdW-Wechselwirkungen geht J66 mit 3.3 VdW-Wechselwirkungen
pro Atom ein. J52 und J45 gehen mit 1.9 bzw. 2.1 VdW-Wechselwirkungen pro Atom (in

Abwesenheit von H,0-Molekiilen) am wenigsten Interaktionen dieser Art ein.

Tabelle 3.9-2: Ubersicht iiber die Wechselwirkungen zwischen Protein und Fragmenten.

Anzahl an Interaktionen

Fragment VdW-Wechselwirkungen H-Briicken
ohne H:0 mit H.0 ohne H:0 mit H.0
pro Molekiil pro Atom pro Molekiil pro Atom pro Molekiil
J1 31 2.8 33 3.0 1 1
J2 30 3.0 33 33 1 3
J6 49 3.1 53 3.3 0 1
J11 49 2.9 56 33 1 3
J20 40 3.1 44 3.4 2 4
J45 23 2.1 31 2.8 1 3
J52 31 1.9 39 24 1 3
166 36 3.3 36 3.3 1 1
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3.9.15. Diskussion

Eingeschrankte Zuganglichkeit der Proteinoberflache fiir Fragmente

Wie aus den zuvor beschriebenen Bindungsmodi der Fragment-Hits hervorgeht, binden die
meisten Fragmente in Interface-Tasche 1 (J1, J2, J6, J20, J45, 152, J66). Ein weiteres Fragment
kann in Interface-Tasche 2 beobachtet werden (J11). Daneben existieren noch zwei weitere
Bindestellen, die jedoch allein aufgrund der Kristallpackung zustande kommen (J33 und J36
auf der Symmetrieachse zwischen TyrA146 und TyrA‘146, J33-2 im Kontakt mit gleich mehre-
ren Symmetriedquivalenten). J2 kann zusatzlich an einer Position auf der Oberflache des

Proteins identifiziert werden.

Woran kdnnte es liegen, dass keine weiteren Bindestellen beobachtet werden konnten?

Zum einen muss bedacht werden, dass es sich bei dem hier untersuchten Target um ein
Chaperon handelt, welches im Gegensatz zu einem Enzym kein aktives Zentrum besitzt. Letz-
teres ist als Ziel fiir eine Wirkstoffentwicklung pradestiniert. IpgC tritt mit sehr vielen Protei-
nen auf unterschiedliche Art und Weise in Wechselwirkung. Daher gilt es hier Protein-Protein-
Interaktionen zu storen. Dazu sollte die Proteinoberflache mithilfe des kristallographischen
Fragment-Screenings auf potenzielle Bindestellen hin untersucht werden. Abgesehen von den
zwei im Interface des Dimers vorhandenen Taschen besitzt |pgC keine weiteren tiefen
Taschen. Beim Betrachten der Kristallpackung fallt zudem auf, dass die Zuganglichkeit der Pro-
teinoberflache fir Fragmente an vielen Stellen nur eingeschrankt moglich ist. In Abbildung
3.9-22 ist in Rot die Oberfldache eines Dimers gezeigt und in Blau die Oberflache aller Symme-
triedquivalente im Umkreis von 4 A. Es wird deutlich, dass ein hoher Anteil der Oberfliche
durch umliegende Symmetriedquivalente blockiert wird. In Abbildung 3.9-22 rechts ist das
Dimer mit seinen Symmetriedquivalenten als Bandermodell dargestellt, um die gute Zugang-

lichkeit von Interface-Tasche 1 zu verdeutlichen.
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U/

180°

Abbildung 3.9-22: Darstellung der Oberfldchenzugdinglichkeit im Proteinkristallverbund. Das Dimer der asym-
metrischen Einheit ist in Rot dargestellt, seine Symmetriedquivalente im Umkreis von 4 A sind in Blau gezeigt.
Links ist die Oberfldche der Proteinketten aus zwei Blickrichtungen dargestellt, rechts sind die Proteinketten als
Bdndermodelle gezeigt, um die Zugdnglichkeit von Interface-Tasche 1 (mit einem Pfeil markiert) zu verdeutlichen.
Fiir diese Abbildung wurde die Apo-Struktur (PDB-Code: 6sch) verwendet.

An einem Beispiel soll gezeigt werden, dass manche Bereiche des Proteins durch Kontakt mit
angrenzenden Symmetriedquivalenten nicht anderweitig zuganglich sind. Daflr muss zu-

nachst kurz die Interaktion von IpgC mit dem Protein IpaB erlautert werden.

Bislang ist nur die Bindestelle eines Bindungsepitops von IpaB bekannt, welches zusammen
mit IpgC kokristallisiert wurde. Dieses Peptid bindet an der konkaven Seite der von IpgC aus-
gebildeten Superhelix und tritt dort mit den a-Helices 2-4 der Ketten A bzw. B in Wechselwir-
kung. Uberwiegend handelt es sich um H-Briicken, die tiber Riickgrat-Carbonyl-Sauerstoffe
bzw. Rickgrat-Stickstoffe des Peptids ausgebildet werden. Daneben gibt es jedoch auch z.B.
eine Leu-Seitenkette, die in einer kleinen hydrophoben Tasche des Proteins bindet und dort
hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Protein eingeht. Diese hydrophobe Tasche entsteht

durch eine Konformationsanderung der Seitenkette von Tyr44.

In manchen der in diesem Kapitel beschriebenen Fragment-Komplexstrukturen konnte an
eben dieser Stelle von Kette A ein DMSO-Molekiil eingebaut werden. Abbildung 3.9-23 a zeigt
eines der an dieser Position vorhandenen DMSO-Molekdle in einer der ermittelten Protein-
Fragment-Strukturen (PDB-Code: 7nrg). Der RMSD-Wert (engl. root-mean-square deviation)
aller an dieser Position vorhandenen DMSO-Molekiile betragt 0.51 A (berechnet mit ProFit31).
Die Abbildung verdeutlicht jedoch auch die rdumliche Ndhe eines benachbarten Symme-
triedquivalents. Die Seitenkette von LysB‘138 zeigt unmittelbar in Richtung des DMSO-Mole-

kiils. Dies macht hier eine theoretische Interaktion mit dem Bindungsepitop von IpaB

121



3. Ergebnisse und Diskussion

undenkbar, da das Symmetriedquivalent die Bindestelle teilweise blockiert. Die Seitenkette
von LysB‘138 ist sogar fiir die Ausbildung einer H-Briicke mit dem Sauerstoff des DMSO-
Molekiils verantwortlich. Hier stellt sich die Frage, ob das DMSO-Molekil auch ohne diese
Wechselwirkung binden wiirde. Die Antwort lautet: Ja. In anderen Strukturen konnte an
dieser Position ebenfalls ein DMSO-Molekiil eingebaut werden, obwohl die Seitenkette von
LysB‘138 fehlgeordnet ist. Das liegt wahrscheinlich daran, dass das DMSO-Molekiil noch eine
weitere H-Briicke mit einem H,0-Molekiil eingeht, welches wiederum mit TyrA40 wechsel-
wirkt. Das DMSO-Molekiil ist dabei so positioniert, dass eine Methylgruppe in die hydrophobe
Tasche unterhalb der TyrA44-Seitenkette ragt.

Da dieser Proteinbereich interessant wird, sobald es darum geht, die Interaktion mit IpaB zu
storen, konnten DMSO-ahnliche Molekiile getestet werden, beispielsweise Molekiile, die
anstelle eines Methylrests einen groRReren hydrophoben Rest besitzen und so die hydrophobe
Tasche deutlich besser ausfillen. Fir solche Interaktionsstudien wiirde es sich jedoch anbie-
ten, Lys138 zu mutieren, um auszuschlieBen, dass Molekile nur aufgrund der Wechselwirkung
mit LysB‘138 binden und um den Bereich fiir weitere Interaktionen zu vergréBern. Hier wiirde

sich die Variante Lys138Ala anbieten, in der die Aminosaure Lys138 durch Alanin ersetzt ist.

Wird die andere Kette des Dimers an dquivalenter Stelle betrachtet, so wird dort eine abwei-
chende Situation vorgefunden. Wahrend in den meisten Fallen TyrA44 in der Lage ist, seine
Konformation zu andern (dies zeigt sich durch die haufig fehlgeordnete Seitenkette), ist
TyrB44 meist nicht in der Lage, die Position seiner Seitenkette zu verandern. Dies liegt darin
begriindet, dass sich unmittelbar oberhalb dieser Seitenkette der N-Terminus von a-Helix 8
eines Symmetriedquivalents befindet und durch die Lage von GluA‘137 eine Konformations-
anderung unmoglich wird (siehe Abbildung 3.9-23 b). Hier wiirde eine Mutation dieser Ami-
nosaure nicht zum Ziel fihren, da die gesamte a-Helix des Symmetriedquivalents sehr nahe
am Proteinmolekil der asymmetrischen Einheit liegt. Flr Interaktionsstudien wiirde es aller-
dings ausreichen, wenn das zu untersuchende Molekil an Kette A binden kénnte, d.h. einmal

pro lpgC-Dimer.
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LysB‘138

GluA"137

Abbildung 3.9-23: Eingeschréinkte Zugdinglichkeit der IpaB-Bindestelle durch ein angrenzendes Symmetriediqui-
valent (PDB-Code: 7nrg). a: DMSO-Molekiil in der hydrophoben Tasche unterhalb der Seitenkette von TyrA44.
b: GIuA‘137 verhindert eine Konformationsdnderung von TyrB44. Das Protein ist als Bdndermodell dargestellt.
Kette A ist in Grau gezeigt, Kette B in Rosa. Kette A des Symmetriedquivalents ist in Blau dargestellt, Kette B des
Symmetriedquivalents in Dunkelgriin. Einzelne Aminoséuren und das DMSO-Molekiil sind zudem als Stébchen-
modelle gezeigt. Dabei sind C-Atome in der entsprechenden Farbe der Kette dargestellt, O-Atome in Rot, N-Atome
in Blau, S-Atome in Gelb und die C-Atome des DMSO-Molekiils in Violett. Das H20-Molekiil ist als rote Kugel
dargestellt, H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien angedeutet. Die 2F.-Fc-Elektronendichte ist als blaues
Netz bei 1.0 o gezeigt.
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Fiir Interaktionsstudien an solch unglinstig gelegenen Stellen am Protein — durch Kristallpa-
ckung gar nicht oder nur eingeschrankt zuganglich — ware natirlich eine zweite Kristallisati-
onsbedingung von Vorteil, die zu Kristallen mit einer anderen Packung fihrt. Jedoch ist die
Suche nach einer geeigneten Kristallisationsbedingung haufig ein langer Weg und kénnte sich
dullerst aufwandig gestalten. Hier stellt sich die Frage, ob nicht die NMR Abhilfe schaffen
kdnnte, mit deren Hilfe Protein-Ligand-Interaktionsstudien in Losung durchgefiihrt werden
und solche Packungsartefakte keine Rolle spielen. IpgC ware mit seiner geringen GroéRe auch
bestens geeignet fir NMR-Experimente solcher Art. Studien haben bereits gezeigt, dass
verschiedene Methoden eher selten die gleichen Fragment-Hits hervorbringen.”® Es wére
interessant zu wissen, welche Fragmente im Falle von IpgC mittels NMR als Hit identifiziert
werden wiirden und wie viele Hits sich darunter befinden wiirden, die bereits mittels Rontgen-

kristallographie identifiziert wurden.

Erzielte Hit-Rate

Mithilfe des Fragment-Screenings konnte in der vorliegenden Arbeit eine Hit-Rate von etwa
zehn Prozent (10.4 %) erzielt werden. Um diese Prozentzahl in Relation setzen zu kénnen, soll
die hier ermittelte Hit-Rate mit den Hit-Raten verglichen werden, die zuvor innerhalb der
eigenen Arbeitsgruppe unter Verwendung derselben Fragment-Bibliothek ermittelt wurden.
Wie MAGARI in ihrer Dissertation beschreibt, liegt die durchschnittliche Hit-Rate fir die in der
vorliegenden Arbeit verwendete 96er Fragment-Bibliothek bislang bei 8.6 %.7* Damit liegt die
hier erzielte Hit-Rate 1.8 % Uber dem Durchschnitt. Wird die hier ermittelte Hit-Rate in die
Ermittlung der durchschnittlichen Hit-Rate mit einbezogen, so kann diese um etwa 0.5 % auf
9.1 % angehoben werden. Mit IpgC konnte eine hdhere Hit-Rate erzielt werden als zuvor fir
Thrombin, CA Il, Thermolysin, TGT, Trypsin, FPPS und HSD-14. Nur im Falle der PKA konnte mit
31.3 % eine deutlich héhere Hit-Rate erzielt werden.”* Bei Betrachtung der Hit-Raten wird EP
als Target nicht berlicksichtigt, da die Fragment-Bibliothek lberwiegend anhand der dort
erzielten Fragment-Hits entworfen wurde. Ublicherweise liegen die Hit-Raten bei kristallogra-
phischen Fragment-Screenings zwischen 0.5 und 10 %.%® Insgesamt |dsst sich also feststellen,
dass die hier erzielte Hit-Rate von 10.4 % sehr hoch ist und damit geniigend Ergebnisse fir

eine weitere Wirkstoffentwicklung vorliegen sollten.
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Ermittelte Fragment-Hits im Komplex mit anderen Proteinen

Der in der vorliegenden Arbeit ermittelte Fragment-Hit J2 konnte bereits bei PKA, Thrombin,
Trypsin und EP als Fragment-Hit identifiziert werden und gehort damit zu den Fragmenten,
die bislang am haufigsten gebunden haben. Wird der in dieser Arbeit ermittelte Bindungsmo-
dus mit den Bindungsmodi verglichen, die in den anderen Targets beobachtet werden kénnen,
so kann festgestellt werden, dass J2 in Interface-Tasche 1 am wenigsten direkte polare Inter-
aktionen (1) mit dem Protein eingeht (siehe Tabelle 3.9-3). Die Tatsache, dass J2 mit den
anderen Targets deutlich mehr direkte hydrophile Interaktionen (2-5) eingeht, liegt daran,
dass J2 dort meist im aktiven Zentrum gebunden hat und die aktiven Zentren im Gegensatz zu
Interface-Tasche 1 deutlich mehr hydrophile Aminosauren enthalten. Bei IpgC beruht die
Interaktion mit J2 dagegen iiberwiegend auf hydrophoben Wechselwirkungen. Ahnlich sieht
es bei den Fragmenten J1, J6, J11, J20 und J45 aus. Auch hier ist die durchschnittliche Anzahl

an polaren Interaktionen bei anderen Proteinen groRer (vgl. Tabelle 3.9-2).

Abgesehen von J66 lagen bereits alle in dieser Arbeit ermittelten Fragment-Hits in mindestens
einem weiteren Protein gebunden vor. J66 wurde hier tatsachlich das erste Mal innerhalb der
eigenen Arbeitsgruppe als Hit identifiziert. Es gehort zu den Fragmenten der 96er Fragment-
Bibliothek, die keinen EP-Hit darstellen, sondern ausgewdahlt wurden, weil sie bereits in
anderen Komplexstrukturen, die in der PDB deponiert sind, beobachtet werden konnten.
Daher wurde die PDB nach Komplexstrukturen mit J66 (,,Chlorzoxazon“) abgesucht. Es konn-
ten drei Komplexstrukturen gefunden werden. Eine dieser Komplexstrukturen stammt von der
zweiten Arbeitsgruppe (AG WEIss), die an der Entwicklung der 96er Fragment-Bibliothek
beteiligt war (PDB-Code: 5row*3?). Dort bindet J66 an Proteinase K (eine Serinprotease), geht
dort allerdings nur hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Protein ein. In einer weiteren
PDB-Struktur befindet sich Chlorzoxazon im Komplex mit SARS-CoV-2 NSP3 (SARS: severe
acute respiratory syndrome, CoV: Coronavirus, NSP3: non-structural protein 3), dem groRten
Protein, welches vom Genom des Coronavirus kodiert wird (PDB-Code: 5rvi). Dort geht das
Fragment mit dem Protein interessanterweise keine direkten polaren, jedoch flinf wasserver-
mittelte Interaktionen ein (nicht gezeigt). Die dritte Struktur beinhaltet Chlorzoxazon im
Komplex mit der Stickstoffmonoxid-Synthase (PDB-Code: 1m8d*33). Dort geht die Verbindung
zwei polare Interaktionen mit dem Protein ein und befindet sich in unmittelbarer Nahe zum

gebundenen Kofaktor Ham.
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Tabelle 3.9-3: Vergleich der Anzahl an direkten und indirekten polaren Interaktionen der hier ermittelten
Fragment-Hits mit den in der eigenen Arbeitsgruppe verwendeten Targets. Die hier aufgelisteten polaren Inter-
aktionen wurden mithilfe von PyMOL ermittelt. Der maximale Abstand fiir polare Interaktionen betrug dabei
354

Fragment Target Polare Interaktionen PDB-Code
direkte + indirekte
J1 CAll 3+1 6rmil
EP 5+0 4y36
IpgC 1+0 7nl8
J2 PKA 3+0 5n36
Thrombin 2+2 nicht deponiert
Trypsin 3+2 nicht deponiert
EP 5+0 4y3e
IpgC 1+2 7ayw
J6 HSD-14 2+0 6gtu
PKA 1+2 5n37
EP 1+2 4y3d
IpgC 0+1 706s
J11 CAll kovalent verkniipft 659z
EP 2+2 4y53
IpgC 1+1 7blu
J20 PKA 3+1 5n7p
EP 5+0 4yat
IpgC 2+2 7axy
J33 PKA 1+0 5n3d
EP 5+1 4yct
IpgC - 7azv
136 EP 4+1 4yd5
IpgC - 7004
J45 PKA 3+1 S5nilk
EP 5+1 4y5k
IpgC 1+2 /nrg
J52 EP 2+2 4y5p
IpgC 2+2 7pe0
J66 IpgC 2+0 7nhw

Insgesamt macht Tabelle 3.9-3 deutlich, dass die Fragment-Hits abgesehen von J52 und J66
im Vergleich weniger polare Interaktionen mit IpgC eingehen als mit anderen Proteinen. Wie
fiir J2 bereits angedeutet, liegt das wahrscheinlich an der Tatsache, dass die Bindetaschen der
anderen Proteine deutlich hydrophiler sind. J6 geht mit allen Proteinen recht wenige polare
Interaktionen ein. Dies liegt aber auch an der chemischen Struktur des Fragments, da es
insgesamt selbst sehr hydrophob ist und abgesehen von Kohlenstoffen nur zwei Ether-Sauer-
stoffe und einen sekundaren Amin-Stickstoff zur Ausbildung von hydrophilen Interaktionen

besitzt.
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Sind die Bindestellen im Interface fiir ein Wirkstoffdesign von Bedeutung?

Es ist bekannt, dass IpgC in Losung als Dimer vorliegt.37113134135 Weiterhin ist bekannt, dass
IpgC zumindest mit manchen Proteinen als Monomer interagiert.*° Daher kdnnte zunichst
vermutet werden, dass eine Bindestelle im Interface des Protein-Dimers nicht unbedingt
hilfreich ist, wenn es darum geht, die Interaktion von IpgC mit einem seiner Interaktions-
partner zu inhibieren. IpgC interagiert jedoch mit so vielen unterschiedlichen Proteinen, dass
hochstwahrscheinlich ein Grof3teil der Proteinoberflache an der Interaktion mit Proteinen
beteiligt sein wird. Es ist zudem denkbar, dass IpgC mit manchen Proteinen als Dimer intera-
giert. Dies wird beispielsweise fir die Interaktion des IpgC-orthologen Proteins SicA mit dem
MxiE-orthologen Protein InvF vermutet.!3¢ Es wére also sowohl eine Stabilisierung des Dimers
durch Liganden denkbar, um die im Interface vorhandene Proteinoberflache fiir Interaktionen
mit anderen Proteinen zu blockieren, als auch eine Destabilisierung, um mogliche Interaktio-
nen ausgehend vom Dimer mit anderen Proteinen zu inhibieren. Zudem kénnte auch eine
Destabilisierung des Dimers dazu fiihren, dass die Funktion von lpgC im Pathogen einge-
schrankt ist. Es ist beispielsweise bekannt, dass die am N-Terminus um 21 Aminosduren
verkirzte IpgC-Variante hochmolekulare Aggregate bildet, wahrscheinlich, weil eine Dimeri-

sierung in diesem Fall nicht mehr moglich ist.3’

Momentan werden die im Interface befindlichen Bindetaschen als vielversprechende Basis zur
Entwicklung affiner Wirkstoffkandidaten angesehen. Spatestens, wenn mithilfe von in silico-
Docking eine VergroRerung der Liganden erzielt und eine Erhéhung der Affinitat erreicht
worden ist, sollte in zellbasierten Assays geprift werden, ob durch IpgC-Liganden, die im

Interface binden, die Sekretion von Shigella-Effektoren beeintrachtigt werden kann.
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3.10. Fragment-Screening mithilfe eines Thermal-Shift-Assays

3.10.1.Ergebnisse

Mithilfe des Thermal-Shift-Assays sollten die durch das kristallographische Fragment-
Screening identifizierten Hits bestatigt werden, da TSA gelegentlich ebenfalls als Screening-
Methode zur Hit-Identifizierung herangezogen wird.>> Hierbei wurden die gleichen 96
Fragmente verwendet, die auch beim kristallographischen Fragment-Screening zur Anwen-
dung kamen. Auch die in der Kristallographie verwendete Proteinvariante IpgC-9,-4S wurde
hier eingesetzt. Zu Beginn wurde der Schmelzpunkt von lpgC-9,-4S ohne die Zugabe eines
Fragments bestimmt. Der ermittelte Schmelzpunkt liegt bei 50.7 + 0.2 °C (siehe Abbildung
3.10-1). Die dreifache Standardabweichung betrdagt demnach 0.6 °C. Alle Fragmente, die den
Schmelzpunkt des Proteins um mehr als die dreifache Standardabweichung dnderten, wurden
als stabilisierend bzw. destabilisierend eingeordnet. Interessanterweise war unter den 96
Fragmenten kein einziges Fragment, welches einen stabilisierenden Effekt auf das Protein
ausibte. Es konnten lediglich 26 Fragmente identifiziert werden, die einen destabilisierenden
Effekt zeigten, da sie den Schmelzpunkt um mehr als 0.6 °C absenkten. Darunter befanden
sich neun Fragmente, die eine Veranderung kleiner als 1 °C bewirkten, acht Fragmente senk-
ten den Schmelzpunkt um mehr als 2 °C, drei Fragmente um mehr als 3 °C (siehe Abbildung
3.10-2).
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Abbildung 3.10-1: Schmelzkurve von IpgC-9,-4S. Oben ist die Fluoreszenz gegen die Temperatur aufgetragen mit
dem Schmelzpunkt des Proteins als Wendepunkt der Kurve. Die Messung wurde bei 10 °C begonnen und in
0.05 °C/s auf 90 °C erhéht. Unten ist die erste Ableitung der Schmelzkurve mit dem Schmelzpunkt des Proteins als
Maximum der Kurve dargestellt. Es wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Der so ermittelte Schmelz-
punkt des Proteins liegt bei 50.7 + 0.2 °C.
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Abbildung 3.10-2: Signifikante Schmelzpunkterniedrigung durch 26 Fragmente. Auf der Abszisse sind die 26 auf
das Protein destabilisierend wirkenden Fragmente aufgetragen (angeordnet nach steigender JENA-ID), auf der
Ordinate die ermittelte Abweichung des Schmelzpunktes in °C. IpgC-9,-4S besitzt ohne die Zugabe eines Frag-
ments einen Schmelzpunkt von 50.7 + 0.2 °C.

3.10.2. Diskussion

Kristallographische Fragment-Hits zeigen z.T. einen destabilisierenden Effekt

Die Fragmente, die im TSA eine Schmelzpunkterniedrigung bewirkten, werden im Folgenden
genauer betrachtet. Es fallt auf, dass sich darunter fiinf Fragmente befinden, die mittels
Rontgenkristallographie als Hit identifiziert wurden. Dabei handelt es sich um die Fragmente
J6, J11, )36, J45 und J66. Wie erwahnt flihrten vier dieser Fragmente (J6, J36, J45 und J66) zu
einer Konformationsanderung der Schleife, die Teil von Interface-Tasche 1 ist, in der diese
Fragmente gebunden haben. Es macht den Anschein, als wirke sich diese Konformationsan-
derung destabilisierend auf das Protein aus. Das erscheint plausibel, denn durch diese Konfor-
mationsanderung fallt eine der vier im Interface von Dimer-1 ausgebildeten H-Briicken weg.
Es handelt sich dabei um die H-Briicke (gleichzeitig auch Salzbriicke) zwischen LysA101 und
AspB91.

An dieser Stelle missen der Vollstandigkeit halber die zwei Fragmente genannt werden, die
ebenfalls eine Konformationsanderung der Schleife bewirkten, jedoch keinen destabilisieren-
den Effekt im TSA-Experiment zeigten. Die Fragmente J1 und J52 fiihrten ebenfalls zu einer
von der Apo-Struktur abweichenden Loop-Konformation. Allerdings ist im Falle von J52 immer
noch die Ausbildung der H-Briicke zwischen LysA101 und AspB91 moglich, da hier nur
AsnA102 eine veranderte Konformation aufweist, LysA101 jedoch in der urspriinglichen
Konformation vorliegt. Bleibt noch zu klaren, warum J1 im TSA-Experiment keinen destabili-

sierenden Effekt bewirkt. Wird die Stelle, an der sich in der Apo-Struktur die e-Aminogruppe
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von LysA101 befindet, noch einmal genauer betrachtet, so kann an dieser Position
Differenzelektronendichte beobachtet werden, die der Seitenkette von LysA101 zugeordnet
werden kann (siehe Abbildung 3.10-3). Aufgrund der Tatsache, dass jedoch keine Diffe-
renzelektronendichte fir das C,Atom vorhanden war, wurde diese Seitenkette nicht
eingebaut. In den anderen Strukturen ist ebenfalls Differenzelektronendichte an dieser Posi-
tion zu erkennen, allerdings ist dort die Elektronendichte kugelféormig und deutet daher eher
auf ein H,O-Molekil hin. Im Falle von J1 wird es somit zumindest teilweise zur Ausbildung der
im Fokus stehenden H-Briicke kommen. Das kénnte der Grund dafiir sein, warum J1 keinen

destabilisierenden Effekt im TSA-Experiment zeigte.

AspB91

\/\/\V

AIaA98l ( \ '

LeuA99

GlyA100
LysA101

AsnA102

Abbildung 3.10-3: Zusdtzliche F.-Fc-Differenzelektronendichte fiir die Seitenkette von LysA101 der Konforma-
tion B (PDB-Code: 7nl8). Aminosduren sind als Stiébchenmodelle gezeigt. C-Atome der Kette A sind hellgrau
(Konformation B) bzw. dunkelgrau (Konformation A), C-Atome der Kette B rosa. J1 ist ebenfalls als Stdbchenmo-
dell dargestellt. C-Atome von J1 sind lila. O-Atome sind rot und N-Atome blau. Die mégliche Lage der Seitenkette
von LysA101 der Konformation B ist mit einem kleineren Stdbchenradius angedeutet. Die Fo-Fc-Differenzelektro-
nendichte ist als griines Netz bei 3.0 o gezeigt.
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J11 war das einzige Fragment, welches in Interface-Tasche 2 gebunden hat. Wird die Struktur
von J11 im Hinblick auf eine mogliche Destabilisierung noch einmal genauer betrachtet, so
fallt auf, dass zwischen GIuA125 und AsnB102 aufgrund einer Fehlordnung von GIuA125 keine
H-Briicke ausgebildet werden kann (siehe Abbildung 3.10-4). Diese Interaktion stellt ebenfalls
eine der vier im Interface von Dimer-1 ausgebildeten H-Briicken dar. Die Fehlordnung von
GluA125 hangt wahrscheinlich mit der Fehlordnung der Seitenkette von LysB101 zusammen,
welche aufgrund des gebundenen Fragments seine urspriingliche Konformation nicht einneh-

men kann.

AsnB102 F
GluA125 / /\Ly58101
I - / J
\

Abbildung 3.10-4: Fehlordnung der Seitenketten von LysB101 und GluA125 (PDB-Code: 7b1u). Aminosduren
sind als Stéibchenmodelle gezeigt. C-Atome der Kette A sind in Grau dargestellt, C-Atome der Kette B in Rosa. J11
ist ebenfalls als Stibchenmodell gezeigt, die entsprechenden C-Atome sind cyan. O-Atome sind rot, N-Atome blau
und F-Atome hellblau. Die Aminoséuren der Apo-Struktur sind iiberlagert dargestellt, diese weisen einen geringe-
ren Stédbchenradius auf. Die Seitenketten von GIuA125 und LysB101 sind in der Apo-Struktur vollsténdig einge-
baut.

Weitere Fragmente fiihrten zu einer Destabilisierung des Proteins

Es sollen die Fragmente genauer betrachtet werden, die im TSA-Experiment einen sehr grollen
destabilisierenden Effekt zeigten, aber nicht als Hit beim kristallographischen Fragment-
Screening identifiziert wurden. Die Fragmente J35, J49 und J75 bewirkten mit -2.76 °C, -3.03 °C
und -4.86 °C die groRten Schmelzpunkterniedrigungen (siehe Abbildung 3.10-2). Die Struktur-

formeln dieser Fragmente sind in Abbildung 3.10-5 gezeigt.
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Abbildung 3.10-5: Strukturformeln der Fragmente J35, J49 und J75. Diese Fragmente verursachten die deut-
lichste Schmelzpunktabsenkung in TSA-Experimenten.

Wie konnte der starke Einfluss dieser Fragmente auf die Stabilitdt des Proteins begriindet
werden? Eine Hypothese, die aufgestellt werden kann, ist, dass diese Fragmente womadglich
ebenfalls in Interface-Tasche 1 binden, dabei aber die Schleife derart nach aulRen driicken,
dass das Dimer starker destabilisiert wird, als es bei manchen kristallographischen Fragment-
Hits bereits der Fall ist. Es kdnnte sein, dass J35 mit seinem Indol-Ring im hydrophoben Bereich
von Interface-Tasche 1 bindet, J49 konnte seinen 2-Chlorphenyl-Ring dort positioniert haben
und J75 seinen 4-Nitro-3-(trifluormethyl)phenyl-Ring. J75 verursacht mit -4.86 °C die mit
Abstand groRte Schmelzpunkterniedrigung. Gerade hier konnte es sein, dass die Schleife am
weitesten nach aullen gedriickt wird, weil die volumindse Trifluormethyl-Gruppe sehr viel
Platz bendtigt. Es ist bereits bekannt, dass in Interface-Tasche 1 bevorzugt Halogen-substitu-
ierte Ringsysteme binden. Dies konnte auf J49 ebenfalls zutreffen. Auch die Bindung einer
Nitrogruppe innerhalb von Interface-Tasche 1 ist durchaus denkbar, wie fiir J36 bereits in
Kapitel 3.9.9 diskutiert wurde. Der Indol-Ring von J35 erinnert an J2, welches mit seinem Isoin-
dol-Ring ebenfalls in Interface-Tasche 1 gefunden werden konnte.

Dass diese drei Fragmente nicht in der Elektronendichte der jeweiligen Struktur zu erkennen
sind, kénnte daran liegen, dass beim Soaking nur geringe Molekiilveranderungen zugelassen
werden. Hier ware interessant zu wissen, ob mittels Kokristallisation eine Komplexstruktur
erhalten werden konnte. Es konnte bereits in Studien beobachtet werden, dass der durch
Soaking erhaltene Bindungsmodus eines Liganden nicht immer mit dem Bindungsmodus tiber-
einstimmt, der mittels Kokristallisation erhalten wird.'3” Denn gerade bei gréReren Liganden

und flexiblen Proteinen werden haufig durch Soaking andere Ergebnisse erhalten.
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Aber vielleicht wirde das Protein auch durch die Bindung eines solchen Liganden so stark
destabilisiert, dass sich erst gar kein Dimer mehr ausbilden kann und dementsprechend wahr-
scheinlich auch keine Kristalle mehr entstehen. Vielleicht war auch die Soaking-Zeit von einer
Stunde fiir den Erhalt einer Komplexstruktur zu gering. Bei kleinen, Fragment-dhnlichen
Verbindungen ist zwar die Konzentration entscheidender als die Soaking-Zeit, allerdings
konnte es auch sein, dass die Loslichkeit der Fragmente zu gering war und somit auch die

Konzentration nicht ausreichte.

Fragment-Screening: Kristallographie versus TSA

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten TSA-Experimente sollten zur Bestatigung der kristallogra-
phisch ermittelten Fragment-Hits dienen. Vor Durchfiihrung der TSA-Experimente wurde
angenommen, dass die mittels kristallographischen Fragment-Screenings ermittelten Binder
im TSA-Experiment eine Erhéhung des Protein-Schmelzpunktes bewirken, da ein Ligand in der
Regel einen stabilisierenden Einfluss auf ein Protein ausiibt. In dieser Arbeit konnte allerdings
ausschlieBlich ein gegenteiliger Effekt beobachtet werden. Viele Fragmente, die mittels
Proteinkristallographie als Binder ermittelt wurden, zeigten im Assay einen destabilisierenden
Effekt. Dies konnte daran liegen, dass in allen fiinf Fallen durch die Bindung des Fragments
Interaktionen im Interface des Dimers aufgebrochen werden. Diese Fragmente tGiben somit auf
das Dimer einen destabilisierenden Effekt aus und bewirken letztlich eine Erniedrigung der

Schmelztemperatur.

Es stellt sich die Frage, ob die Fragmente, bei denen eine Erniedrigung des Schmelzpunktes
beobachtet werden konnte, ebenfalls als Hit bezeichnet werden sollten. Ein Thermal-Shift-
Assay wird nicht selten als Pre-Screening-Methode vor dem eigentlichen Fragment-Screening
eingesetzt. In der Literatur werden zumeist nur die Liganden als Hit bezeichnet, die eine
Stabilisierung des Proteins und somit eine Schmelzpunkterhéhung bewirken.'3 Mit den
Kenntnissen aus dem in dieser Arbeit vorgenommenen kristallographischen Fragment-
Screening sollte eine Definitionsanderung des Begriffs , Hit” im Zusammenhang mit TSA in
Betracht gezogen werden, da sich anscheinend auch Fragmente, die einen negativen Shift der
Schmelztemperatur bewirken, als Binder herausstellen kénnen. Angenommen, die mittels TSA
identifizierten 26 Fragmente wéren als Hit angesehen worden, so ware mittels TSA eine
Hit-Rate von 27 % (26 aus 96) erzielt worden. Flinf von diesen 26 Fragment-Hits wurden eben-

falls mithilfe des kristallographischen Fragment-Screenings identifiziert. Ware TSA also in
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dieser Arbeit als Pre-Screening-Methode eingesetzt worden, so waren 26 Fragmente fiir das
anschlieBende kristallographische Fragment-Screening ausgewahlt worden. Davon waren
dann funf Fragmente als Hit identifiziert worden. Das entsprache einer Hit-Rate von 19 %
(5 aus 26, siehe Abbildung 3.10-6). Somit hatte ein Pre-Screening mittels TSA eine Reduktion
der Fragment-Kandidaten fir das kristallographische Screening erwirkt und die Hit-Rate
nahezu verdoppelt (von etwa 10 % auf 19 %), alles unter der Voraussetzung, dass die auf das

Protein destabilisierend wirkenden Fragmente als Hits angesehen worden waren.

TSA

Proteinkristallographie

Abbildung 3.10-6: Uberlappende Hit-Raten aus Proteinkristallographie und TSA. Die Hit-Rate des kristallogra-
phischen Fragment-Screenings ist blau dargestellt, die Hit-Rate des Thermal-Shift-Assays violett. Die iiberlap-
pende Hit-Rate ist in Lila gezeigt.

Ein kristallographisches Fragment-Screening mit 96 unterschiedlichen Fragmenten konnte im
Falle von IpgC (erschwerte Kristallisation und Datenauswertung) vom Aufwand her gerade
noch realisiert werden. Hatte die Fragment-Bibliothek jedoch mehrere hundert bis tausend
Verbindungen umfasst, so wadre eine Durchfiihrung ohne vorheriges Pre-Screening nicht

moglich gewesen.

Insgesamt ist die Durchfliihrung eines Fragment-Screenings mittels TSA viel weniger zeitinten-
siv als die Durchfilihrung eines kristallographischen Fragment-Screenings. Das TSA-Experiment
nahm insgesamt etwa 4-5 Tage in Anspruch, da zunachst auch die Assay-Methode fiir IpgC
etabliert werden musste. Ansonsten hatte es wahrscheinlich nur 1-2 Tage benétigt. Das
kristallographische Fragment-Screening dagegen nahm einige Monate in Anspruch. Einmal
liegt das daran, dass insgesamt sehr viel Protein ben6tigt wurde, um IpgC-Kristalle in ausrei-
chenden Mengen zu erhalten. Dazu musste zunachst die Proteinreinigung erfolgen. Hinzu
kommt, dass die Kristallisationsbedingung sehr empfindlich in Bezug auf dullere Parameter
(wie z.B. Temperatur) reagierte und somit sehr viele Kristallisationsplatten angesetzt werden
mussten, um ausreichend Kristalle zu erhalten. Zudem mussten sehr viele Fragmente ein

zweites bzw. drittes Mal gesoakt werden, da die Kristalle nach dem Soaking haufig nicht mehr
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genligend Streuvermodgen besallen. Zuletzt nahm auch die Verfeinerung der Datensatze
enorm viel Zeit in Anspruch, zumal manche Kristalle verzwillingt waren und daher ein anderes
Programm zur Verfeinerung verwendet werden musste. Die Auswertung der TSA-Ergebnisse
erfolgte dagegen sehr schnell. Allerdings ist natiirlich der Informationsgehalt eines TSA-
Experiments auch deutlich geringer. Die Kristallographie liefert dagegen validierte Treffer

zusammen mit einem Bindungsmodus.

Geben die TSA-Ergebnisse Auskunft Uber das in Losung vorhandene Dimer?

Die hier beschriebenen TSA-Ergebnisse lassen die Vermutung aufkommen, es kdnne sich bei
Dimer-1 um das Dimer handeln, welches auch in Losung vorliegt. Denn wie sonst kénnten die
Fragmente, welche im Interface von Dimer-1 gebunden haben, eine Erniedrigung des Schmelz-

punktes bewirken?

Dass IpgC in Losung als Dimer vorliegt, wurde bislang sowohl durch multiangle laser light
scattering (MALLS)?? als auch durch Gelfiltration!!3 und Crosslinking-Experimente!34 ermittelt.
Doch um welche Art von Dimer handelt es sich? LUNELLI et al.?” stellten sich ebenfalls diese
Frage, als sie eine Kristallstruktur bestimmt hatten, in der ein anderes Dimer erhalten wurde,
als zuvor von BARTA et al.1'® ermittelt worden war. Um herauszufinden, welches der beiden
Dimere in Losung tatsachlich vorliegt, mutierten LUNELLI et al. zwei Aminosduren, die sich im
Interface des von ihnen ermittelten Dimers befanden. Die zwei vorgenommenen Mutationen,
Ala94Glu und Val95GlIn, sollten eine Spaltung des Dimers bewirken. Mithilfe von MALLS-
Experimenten — dabei wird die Proteinldsung mit Laserlicht bestrahlt und aus den Eigenschaf-
ten des Streulichts kann das Molekulargewicht des Proteins bestimmt werden — konnten
LUNELLI et al. zeigen, dass IpgC mit den enthaltenen Mutationen in Losung nicht mehr als
Dimer, sondern als Monomer vorliegt. LUNELLI et al. nahmen daher an, dass das in ihrer
Kristallstruktur vorhandene Dimer auch in Losung vorliegt. Sie fanden weiterhin heraus, dass
mit dieser doppelt-mutierten Proteinvariante keine Produktion und Sekretion von IpaB mehr
erfolgte. Dies sahen sie als Beweis fiir die Notwendigkeit der Dimerisierung von IpgC. Auch fiir
SycD, einem IpgC-orthologen Protein, konnte gezeigt werden, dass die Dimerisierung fir die

Sekretion der entsprechenden Substrate essentiell ist.1?8

Wird das in dieser Arbeit ermittelte back-to-back-Dimer noch einmal mit dem head-to-back-
Dimer von LUNELLI et al. im Hinblick auf die Lage der Aminosauren Ala94 und Val95 verglichen,

so fallt auf, dass sich diese beiden Aminosauren auch im Interface des back-to-back-Dimers
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befinden. Das heildt, auch im back-to-back-Dimer wiirde die Einfihrung oben genannter
Mutationen hochstwahrscheinlich zum Aufbrechen der Dimer-Struktur fihren. Im back-to-
back-Dimer sind zudem die Aminosauren Ala94 und Val95 beider Ketten im Interface des
Dimers anzutreffen, und zwar direkt gegeniiberliegend. Folglich steht noch keineswegs fest,
welches Dimer in Lésung vorliegt, denn den Erkldarungen von LUNELLI et al. zu Folge kénnte auch
das in dieser Arbeit ermittelte Dimer das ,richtige” sein. Darliber hinaus ist es durchaus denk-

bar, dass sich auch in Losung unterschiedliche Dimerformen ausbilden kénnen.

Neueste Studien deuten darauf hin, dass in Losung sehr wahrscheinlich ein symmetrisches
Dimer vorliegt, wie es bei BARTA et al. beobachtet werden kann. Dies ermittelten FERRARI et al.
mit small-angle X-ray scattering (SAXS).'*> Deutlich wird hierbei, dass letztendlich noch zu
viele Fragen offen sind und ein Nachweis, welches Dimer in Losung tatsachlich existiert,

schwer zu erbringen ist.
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3.11. Mit SeeSAR auf der Suche nach Follow-up-Verbindungen

Mithilfe des kristallographischen Fragment-Screenings wurden Hits identifiziert, die teilweise
als Startpunkt zur Entwicklung von Follow-up-Verbindungen dienen sollten. Diese Follow-up-
Verbindungen wurden mithilfe von SeeSAR, einer Plattform fiir struktur- und ligandbasiertes

molekulares Design, aus einer Liste kaufbarer Substanzen (MolPort) ausgewahlt.

3.11.1.Bewertung der Docking-Ergebnisse

Beim Docking handelt es sich um computergenerierte Vorhersagen. Die vorhergesagten
Wechselwirkungen wurden zusatzlich visuell auf ihre Plausibilitat hin Gberprift. Zudem
wurden durch festgelegte Filter alle Molekiile herausgefiltert, die angespannte Torsionswinkel
oder schwerwiegende inter- bzw. intramolekulare Kollisionen aufwiesen. Molekile wurden
zudem nach abgeschatzter Affinitat (engl. estimated daffinity), Docking-Score bzw. Docking-
Score per atom sortiert. AnschlieBend wurde nach Molekiilen gesucht, die in mehreren
Rankings relativ weit oben erschienen. Es konnte beobachtet werden, dass Molekiile mit
hoher abgeschatzter Affinitat auch visuell eine gute Docking-Pose einnahmen. Die geschatzte
Affinitat war jedoch auch sehr gut, solange keine Kollisionen zwischen Molekil und Protein
auftraten. Ebenso fiel auf, dass groRerer Molekiile automatisch eine bessere geschatzte
Affinitat besallen. Durch das sogenannte HYDE Coloring wurde der Beitrag einzelner Atome
zur Bindungsenergie visuell dargestellt. Kollisionen und die Qualitdt der Torsionswinkel wur-

den ebenfalls visuell innerhalb des Programms angezeigt (siehe Abbildung 3.11-1).

Abbildung 3.11-1: Darstellung eines gedockten Molekiils in SeeSAR. Das Molekiil ist als Kugel-Stab-Modell
gezeigt. C-Atome sind beige, N-Atome blau, S-Atome gelb und H-Atome weifs. Atome, die einen positiven Beitrag
zur geschdtzten Bindungsaffinitdt leisten, sind von griinen Kugeln umgeben. Atome, die einen negativen Beitrag
leisten, sind von braunen Kugeln umgeben. Die GréfSe der Kugel hédngt ab von der Gréf3e des positiven bzw. nega-
tiven Beitrags zur Bindungsenergie. Dies wird als HYDE Coloring bezeichnet. Die Qualitét von Torsionswinkeln ist
farbig dargestellt. Die jeweilige Bindung ist griin (entspannt), orange (tolerabel) bzw. rot (angespannt) geférbt
(Torsion Coloring). Inter- bzw. intramolekulare Kollisionen sind als Pfeildarstellung zwischen den beteiligten
Atomen angedeutet. Orange gefiirbte Pfeile weisen auf mégliche Kollisionen hin, rot geférbte Pfeile auf schwere
Kollisionen (Molecular Clashes).
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3.11.2. Docking-Ergebnisse mit J20 als Startfragment

Ausgehend vom kristallographischen Fragment-Hit J20 wurden anlasslich vielversprechender
Docking-Resultate sieben Follow-up-Verbindungen ausgewahlt (siehe Abbildung 3.11-2). Die

fir diese Molekiile erhaltenen Docking-Posen werden im Folgenden naher beschrieben.
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Abbildung 3.11-2: Strukturformeln der ausgewdhliten Follow-up-Verbindungen ausgehend von Fragment-Hit
J20. Zum Vergleich sind am unteren Bildrand noch einmal die Strukturformel von J20 und die Strukturformel des
Templats dargestellt.
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Molekil 11

Das erste Molekiil, welches ausgewahlt wurde, war Molekiil 11. Es besitzt anstelle des Pyrro-
lidinrings einen Phenylring mit einem Cl-Atom in para-Position. Molekiil 11 kann als Kombina-
tion von zwei kristallographischen Fragment-Hits angesehen werden, da ein weiterer Frag-
ment-Hit mit einer para-Fluorphenyl-Gruppe (J45) an dieser Position identifiziert wurde.
Zusatzlich besitzt Molekiil 11 eine Methylsulfanyl-Gruppe. In Abbildung 3.11-3 ist die Docking-
Pose von Molekil 11 und die Position von J20 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass Molekil 11
im Vergleich zu J20 leicht in Richtung Tascheneingang verschoben ist. Dies liegt wahrscheinlich
daran, dass der para-Chlorphenyl-Ring im hinteren Bereich der Tasche mehr Platz benétigt als
der Pyrrolidinring von J20. So kommt es laut Vorhersage zur Ausbildung einer H-Briicke zwi-
schen dem protonierten Stickstoff des Pyrazolrings und der Carboxygruppe von GluB125. Das

in Abbildung 3.11-3 gezeigte H,O-Molekiil wurde als Teil der Bindetasche behandelt.
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Abbildung 3.11-3: Docking-Pose von Molekiil 11 und Darstellung der Beitréige einzelner Atome zur Bindungs-
energie. Links: Docking-Pose. Aminosduren sind als Stébchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von
Kette A sind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J20 (diinnerer Stdbchenradius) und Molekiil 11
sind ebenfalls als Stdbchenmodelle gezeigt. C-Atome von J20 sind griin, C-Atome von Molekiil 11 dunkelgriin.
N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und Cl-Atome griin. H.0-Molekiile sind als rote Kugeln abgebildet.
H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt. Rechts: Darstellung der Beitrdge einzelner Atome zur
Bindungsenergie. Atome, die einen positiven Beitrag zur Bindungsenergie leisten, sind von einer griinen Kugel
umgeben. Atome, die einen negativen Beitrag zur Bindungsenergie leisten, sind von einer braunen Kugel umge-
ben.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Molekil 16

Das zweite Molekil — Molekil 16 —ist laut Vorhersage so in der Bindetasche positioniert, dass
sich sein 5-Aminopentyl-Substituent im hinteren Bereich der Tasche befindet. Es ist die einzige
Follow-up-Verbindung, die laut Vorhersage in diesem Bereich der Tasche eine H-Briicke mit
dem Protein ausbildet (siehe Abbildung 3.11-4). Die Aminogruppe von Molekil 16 wirde in
dieser Position als H-Brlicken-Donor und der Sauerstoff der Hydroxygruppe von ThrB110 als
H-Briicken-Akzeptor fungieren. An 5‘-Position besitzt Molekil 16 eine Aminogruppe. Auch
dieses Molekiil ist laut Vorhersage im Vergleich zu J20 in Richtung Tascheneingang verscho-
ben, wahrscheinlich aufgrund der Lange der 5-Aminopentyl-Gruppe. Auch Molekil 16 ware so
in der Lage, durch den protonierten Stickstoff des Pyrazolrings eine H-Briicke mit der
Carboxygruppe von GluB125 auszubilden, vorausgesetzt, die Seitenkette von GluB125 nimmt

tatsachlich diese Position ein.
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Abbildung 3.11-4: Docking-Pose von Molekiil 16 und Darstellung der Beitrdige einzelner Atome zur Bindungs-
energie. Links: Docking-Pose. Aminosduren sind als Stébchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminoséiuren von
Kette A sind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J20 (diinnerer Stdbchenradius) und Molekiil 16
sind ebenfalls als Stdbchenmodelle gezeigt. C-Atome von J20 sind griin, C-Atome von Molekiil 16 dunkelgriin.
N-Atome sind blau, O-Atome rot und S-Atome gelb. H20-Molekiile sind als rote Kugeln abgebildet. H-Briicken sind
als schwarz gestrichelte Linien dargestellt. Rechts: Darstellung der Beitréige einzelner Atome zur Bindungsenergie.
Atome, die einen positiven Beitrag zur Bindungsenergie leisten, sind von einer griinen Kugel umgeben. Atome, die
einen negativen Beitrag zur Bindungsenergie leisten, sind von einer braunen Kugel umgeben.
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3.11. Mit SeeSAR auf der Suche nach Follow-up-Verbindungen

Molekil 3

Molekil 3 wurde u.a. ausgewahlt, weil die von SeeSAR geschatzte Affinitat im nanomolaren
Bereich lag. Zudem hatte es von den in Session 2 (siehe Kapitel 5.8.2, Tabelle 5.8-1) vorhan-
denen Molekilen den besten Docking-Score. Molekil 3 besitzt wie Molekiil 11 einen para-
substituierten Chlorphenyl-Ring. An 5°-Position besitzt es keinen Substituenten. Am Stickstoff
des Pyrazolrings befindet sich eine 4-Methoxyphenylpropanamid-Gruppe (siehe Abbildung
3.11-5). Molekil 3 ging aus Session 2 hervor, in der das H,O-Molekil zwar enthalten, aber
nicht fixiert worden war. Anders hatte das Molekul diese Docking-Pose auch nicht einnehmen
kdnnen. Es besetzt namlich die Position des Wassermolekils mit dem Sauerstoff der Amid-
gruppe. Anstelle des H,O-Molekils geht hier der Carbonyl-Sauerstoff eine H-Briicke mit
TyrA104 ein. Der Stickstoff der Amidgruppe geht laut Vorhersage eine weitere H-Briicke mit
dem Protein ein, und zwar mit dem Rickgrat-Carbonyl-Sauerstoff von HisA133. Diese beiden
H-Briicken leisten einen entscheidenden Beitrag zur vorhergesagten Affinitat des Molekiils.
Der Sauerstoff der Amidbindung tragt laut SeeSAR mit -1.4 kJ/mol zur Bindungsenergie bei
und der Stickstoff der Amidbindung mit -2.7 kJ/mol. Der sich an die Amidbindung anschlie-
Rende Methoxyphenylring geht allerdings keine weiteren Interaktionen mit dem Protein ein.
Zudem kommt es aufgrund des Methoxyphenylrings zu nicht optimalen, aber noch tolerablen

Torsionswinkeln, wie durch SeeSAR angezeigt wurde (hier nicht gezeigt).
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3. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 3.11-5: Docking-Pose von Molekiil 3 und Darstellung der Beitréige einzelner Atome zur Bindungs-
energie. Links: Docking-Pose. Aminosduren sind als Stdbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von
Kette A sind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J20 (diinnerer Stdbchenradius) und Molekiil 3 sind
ebenfalls als Stbchenmodelle gezeigt. C-Atome von J20 sind griin, C-Atome von Molekiil 3 dunkelgriin. N-Atome
sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und Cl-Atome griin. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien darge-
stellt. Rechts: Darstellung der Beitrége einzelner Atome zur Bindungsenergie. Atome, die einen positiven Beitrag
zur Bindungsenergie leisten, sind von einer griinen Kugel umgeben. Atome, die einen negativen Beitrag zur Bin-
dungsenergie leisten, sind von einer braunen Kugel umgeben.

Die Docking-Posen der Molekiile 12, 13, 14 und 17 sind in Abbildung 3.11-6 dargestellt. Diese
vier Follow-up-Verbindungen unterscheiden sich in erster Linie in dem Substituenten des
Pyrazol-Stickstoffs. In allen vier Vorhersagen geht dieser Substituent H-Briicken mit dem Pro-
tein ein, entweder mit AsnA102 oder mit GluB125. Alle vier Docking-Posen wurden dadurch
erhalten, dass die Seitenkette von GluB125 nach auflien gedreht wurde. Zu Molekiil 12 ist zu
sagen, dass in einer anderen Session eine Docking-Pose dieses Molekiils gefunden wurde, bei
der die Carbonsaurehydrazid-Gruppe auf der gegeniberliegenden Seite positioniert ist und
dort mit AsnA102 und dem in Abbildung 3.11-6 gezeigten H,O-Molekiil eine H-Briicke ausbil-
det (nicht gezeigt). Molekiil 17 wurde ausgewahlt, da es laut Vorhersage die erwiinschte
H-Briicke mit HisB133 bildet. Dafiir wurde in Kauf genommen, dass in dieser Docking-Pose
mehrere Torsionswinkel Werte annehmen, die auf eine interne Spannung schlieRen lassen,
und dieses Molekil keinen Substituenten im hydrophoben Bereich der Tasche aufweist.
Zudem ist die zwischen Ether-Sauerstoff und Carboxygruppe von GluB125 vorhergesagte

H-Briicke nur moglich, wenn die Carboxygruppe ungeladen vorliegt. In der entsprechenden
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3.11. Mit SeeSAR auf der Suche nach Follow-up-Verbindungen

Docking-Pose war dies der Fall. Die Darstellungen der Beitrage einzelner Atome zur Bindungs-

energie der in Abbildung 3.11-6 dargestellten Follow-up-Verbindungen sind im Anhang ange-
fihrt (siehe Abbildung 6.4-1).

ThrB110

GInB114

ThrB110

GInB114 AlaB94

ValB107

|
Aasoa y it

PheB97

PheB97

| CysB126
\ CysB126

LysA101 =

<LT =

EES

PheA97 4 -\ LysA101
\ =
Z ) GluB125 \ »

\\ Nt | GluB128
\’ e ~.,' /
~ | =
TyrA104 — \\ ® o TyrA104 =
- ™ - AsnA102

AsnA102

GInB114

Thr110

ThrB110 GInB114

AlaB94
ValB107 AlaB94
PheB97 e ~

PheB97

| cysB126

PheA97
;
GluB125

TyrA104 <

AsnA102 -

PheAd7

LysA101 ||t GluB125

TyrA104 )

-

Abbildung 3.11-6: Docking-Posen der Molekiile 12, 13, 14 und 17. Aminosduren sind als Stdbchenmodelle dar-
gestellt. C-Atome der Aminosduren von Kette A sind grau, C-Atome der Aminoséuren von Kette B rosa. J20
(diinnerer Stdbchenradius) und die Molekiile 12, 13, 14 und 17 sind ebenfalls als Stdbchenmodelle gezeigt.
C-Atome von J20 sind griin, C-Atome der Molekiile 12, 13, 14 und 17 dunkelgriin. N-Atome sind blau, O-Atome

rot, S-Atome gelb und das Cl-Atom von Molekiil 14 griin. H20-Molekiile sind als rote Kugeln abgebildet. H-Briicken
sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.11.3. Docking-Ergebnisse mit J2 als Startfragment

Ausgehend von Fragment-Hit J2 wurden aufgrund vielversprechender Docking-Resultate fiinf
Follow-up-Verbindungen ausgewahlt (siehe Abbildung 3.11-7). Ohne den im Templat enthal-
tenen Indol-Stickstoff — dieser war fir manche Sessions bereits in der MolPort-Substructure
Search durch ein beliebiges Heteroatom ersetzt worden — ergaben sich keine interessanten

Follow-up-Verbindungen.
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Abbildung 3.11-7: Strukturformeln der ausgewdhliten Follow-up-Verbindungen ausgehend von Fragment-Hit
J2. Zum Vergleich ist rechts unten noch einmal die Strukturformel von J2 gezeigt.
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3.11. Mit SeeSAR auf der Suche nach Follow-up-Verbindungen

Molekil 8

Ein Molekil, welches aus dem Docking mit J2 als Startfragment hervorging, war Molekdil 8.
Molekiil 8 besitzt im Vergleich zu J2 zwei zusatzliche Atome. Zum einen befindet sich an
6‘-Position ein Cl-Atom, welches laut Vorhersage im hinteren Bereich der Tasche zu finden ist.
Daruber hinaus weist Molekiil 8 eine zusatzliche Carbonylgruppe auf. Durch diesen Carbonyl-
Sauerstoff kénnte diese Verbindung eine direkte H-Briicke mit der Hydroxygruppe von
TyrA104 ausbilden und hier als H-Briicken-Akzeptor fungieren (siehe Abbildung 3.11-8). Auf
diese Art wiirde das H,O-Molekiil, welches in der Kristallstruktur mit J2 eine indirekte Interak-
tion mit TyrA104 eingeht, verdrangt. Die Aminogruppe des Molekiils geht laut Vorhersage
keine Wechselwirkungen ein. Das liegt wahrscheinlich daran, dass die Seitenkette von
GluB125 in der entsprechenden Session nach aullen gedreht wurde, um den Eingang der
Bindetasche freizulegen. Eine Interaktion mit GluB125 ware jedoch bei einer anderen Seiten-
kettenkonformation durchaus denkbar. Durch das Cl-Atom ist die Lage des Ringsystems nicht
identisch mit der Lage von J2 (siehe Abbildung 3.11-8). Durch die zwei zusatzlichen Atome im

Molekil kommt es laut Vorhersage zu einer deutlichen Verschiebung.
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Abbildung 3.11-8: Docking-Pose von Molekiil 8 und Darstellung der Beitriige einzelner Atome zur Bindungs-
energie. Links: Docking-Pose. Aminoséuren sind als Stdbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminoséuren von
Kette A sind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J2 (diinnerer Stdbchenradius) und Molekiil 8 sind
ebenfalls als Stdbchenmodelle gezeigt. C-Atome von J2 sind mittelblau, C-Atome von Molekiil 8 mintgriin.
N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und Cl-Atome griin. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien
dargestellt. Rechts: Darstellung der Beitréige einzelner Atome zur Bindungsenergie. Atome, die einen positiven
Beitrag zur Bindungsenergie leisten, sind von einer griinen Kugel umgeben. Atome, die einen negativen Beitrag
zur Bindungsenergie leisten, sind von einer braunen Kugel umgeben.
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3. Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 3.11-9 sind die Docking-Posen der Ubrigen, auf J2 aufbauenden Follow-up-
Verbindungen gezeigt. Die Molekiile 9 und 15 stammen ebenfalls aus einer Session, in der die
Seitenkette von GluB125 nach auflen gedreht wurde. Die Follow-up-Verbindungen 10 und 2
stammen aus einer Session, in der die Seitenkette von GluB125 die Konformation aufweist,
die in der Kristallstruktur von J2 beobachtet werden kann. Dadurch bleiben laut Vorhersage
dort die von GluB125 ausgehenden H-Briicken erhalten. Molekiil 15 ist insofern interessant,
weil es laut Vorhersage die Bindetasche nach ,oben” hin verldsst. Zudem besitzt Molekdl 15
einen zweiten exocyclischen Stickstoff direkt am Isoindol-Grundgerist. Es handelt sich dabei
um eine Aminogruppe, die in der Docking-Pose in Richtung TyrA104 ausgerichtet ist. Zwischen
diesem Stickstoff und der Hydroxygruppe von TyrA104 kdme es in dieser Position zur Ausbil-
dung einer H-Briicke. Molekiil 9 besitzt einen zusatzlichen Pyrimidinring. Sehr wahrscheinlich
ware die Bindung dieser Verbindung entropisch beglinstigt, da zwischen Isoindol-Grundgeriist
und Pyrimidin-Stickstoff eine intramolekulare H-Briicke ausgebildet werden kann. Molekil 10
ragt laut Docking-Pose trotz GIuB125 in geschlossener Konformation deutlich aus der Binde-
tasche heraus und liegt sogar teilweise in einer nahegelegenen Subtasche. Der protonierte
Stickstoff der Sulfonamid-Gruppe und der Isoxazol-Stickstoff befinden sich laut Vorhersage in
einer idealen Position, um mit dem Riickgrat-Sauerstoff von HisA133 bzw. dem Riickgrat-Stick-
stoff von AsnA135 eine H-Briicke ausbilden zu kdnnen. Molekdl 2 kénnte tGber den Carbonyl-
Sauerstoff eine direkte H-Briicke mit TyrA104 eingehen. Allerdings weicht die Position des
Isoindol-Grundgerists laut Vorhersage am starksten von der Position des Fragment-Hits in der
Kristallstruktur ab. Die Darstellungen der Beitrage einzelner Atome zur Bindungsenergie der
in Abbildung 3.11-9 dargestellten Follow-up-Verbindungen sind im Anhang angefiihrt (siehe
Abbildung 6.4-1).
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3.11. Mit SeeSAR auf der Suche nach Follow-up-Verbindungen
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Abbildung 3.11-9: Docking-Posen der Molekiile 2, 9, 10 und 15. Aminosduren sind als Stéibchenmodelle darge-
stellt. C-Atome der Aminosduren von Kette A sind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J2 (diinnerer
Stédbchenradius) und die Molekiile 2, 9, 10 und 15 sind ebenfalls als Stdbchenmodelle gezeigt. C-Atome von J2
sind mittelblau, C-Atome der Molekiile 2, 9, 10 und 15 mintgriin. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb
und F-Atome hellblau. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt.

Insgesamt waren die Ergebnisse, die mit J2 als Templat erzielt werden konnten, weniger viel-
versprechend als die Ergebnisse des Dockings ausgehend von J20. J2 geht in der Kristallstruk-
tur zwei H-Briicken ein, die beide in Richtung Tascheneingang ausgebildet werden. Soll das
Molekil vergroRRert werden, miissen diese H-Briicken weichen. GluB125 verhindert jedoch
bereits durch seine geschlossene Konformation das Wachstum des Molekiils in eine Richtung.
Wird diese Seitenkette nach auflien gedreht, ist die Ausbildung dieser H-Briicke bereits nicht

mehr moglich und fallt weg.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.11.4. Docking-Ergebnisse mit J45 als Startfragment

Die Suche nach Follow-up-Verbindungen durch das Docking mit J45 als Startfragment fiihrte
zu funf relativ grofRen Verbindungen (siehe Abbildung 3.11-10). Das F-Atom von J45 wurde
dazu bereits wahrend der MolPort-Substructure Search durch ein beliebiges Halogen-Atom

ersetzt. Daher weisen manche Follow-up-Verbindungen an dieser Position ein Cl-Atom auf.

5 Cl

H

Abbildung 3.11-10: Strukturformeln der ausgewdhlten Follow-up-Verbindungen ausgehend von Fragment-Hit
J45. Zum Vergleich ist oben rechts noch einmal die Strukturformel von J45 gezeigt. J45 war zeitgleich das Templat.
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3.11. Mit SeeSAR auf der Suche nach Follow-up-Verbindungen

Molekul 7

Molekil 7 ist eine Verbindung, die aus dem Fragment-Hit J45 entstanden ist. Der laut
Vorhersage in einer Subtasche positionierte Thiophenring geht keine Wechselwirkungen mit
dem Protein ein. Allerdings kann laut Docking-Pose eine H-Briicke zwischen dem Amid-
Stickstoff und der Carboxygruppe von GluB125 ausgebildet werden (siehe Abbildung 3.11-11).
Die Seitenkette von GluB125 wurde fiir die entsprechende Session nach auRen gedreht. Es
konnte zur Ausbildung einer schwachen intramolekularen H-Briicke zwischen dem pro-
tonierten tertiaren Amid-Stickstoff und dem Carbonyl-Sauerstoff kommen. In Abbildung
3.11-11 ist neben der Docking-Pose von Molekil 7 auch die Position von J45 gezeigt. Der
entsprechende Molekiilteil von Verbindung 7 ist im Vergleich dazu nur minimal verschoben.
Die bei J45 von der Hydroxygruppe ausgehenden H-Briicken bleiben laut Vorhersage bei
Verbindung 7 bestehen. Ebenfalls in Abbildung 3.11-11 dargestellt ist der Beitrag einzelner
Atome zur Bindungsenergie. Die meisten Atome von Verbindung 7 tragen positiv zur
Bindungsenergie bei. Interessanterweise steuern allerdings beide Sauerstoffe nichts zur

Bindungsenergie bei.
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Abbildung 3.11-11: Docking-Pose von Molekiil 7 und Darstellung der Beitrdige einzelner Atome zur Bindungs-
energie. Links: Docking-Pose. Aminosduren sind als Stdbchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminoséuren von
Kette A sind grau, C-Atome der Aminoséuren von Kette B rosa. J45 (diinnerer Stéibchenradius) und Molekiil 7 sind
ebenfalls als Stdbchenmodelle gezeigt. C-Atome von J45 sind orange, C-Atome von Molekiil 7 violett. N-Atome
sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und F-Atome hellblau. H:0-Molekiile sind als rote Kugeln abgebildet.
H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt. Rechts: Darstellung der Beitréige einzelner Atome zur
Bindungsenergie. Atome, die einen positiven Beitrag zur Bindungsenergie leisten, sind von einer griinen Kugel
umgeben. Atome, die einen negativen Beitrag zur Bindungsenergie leisten, sind von einer braunen Kugel umge-
ben.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Docking-Posen der (ibrigen, aus J45 hervorgehenden Follow-up-Verbindungen sind in
Abbildung 3.11-12 gezeigt. Die Molekile 1 und 4 verlassen laut Vorhersage die Bindetasche
in Richtung AsnA102 und GluB125. Die Molekiile 5 und 6 dagegen ragen in Abbildung 3.11-12
nach oben hin aus der hydrophoben Bindetasche heraus. Sowohl Molekil 1 als auch Molekdl
4 gehen laut Vorhersage eine direkte H-Briicke mit TyrA104 ein. Das vorhandene, aber nicht
fixierte H,O-Molekil wurde von FlexX nicht mit einbezogen. Beide Follow-up-Verbindungen
gehen weiterhin in der Docking-Pose eine H-Briicke mit AsnA135 ein. Molekiil 4 ist zudem laut
Vorhersage in der Lage, liber die vorhandene Sulfonamid-Gruppe eine weitere H-Briicke mit
GluB125 auszubilden. Molekil 5 geht in der Docking-Pose mit dem zusatzlichen Molekilanteil
lediglich hydrophobe Wechselwirkungen ein. Molekiil 6 dagegen bildet laut Vorhersage (iber
seine Carboxygruppe gleich zwei weitere H-Briicken mit dem Protein aus. Beteiligt sind die
e-Aminogruppe von LysA101 und der Carbamoyl-Stickstoff von GInB114. Die Molekiile 4 und
6 besitzen im hydrophoben Bereich der Bindetasche zwei Halogen-Substituenten. Insgesamt
weichen die in Abbildung 3.11-12 dargestellten Molekiile deutlich mehr von der Bindungs-
pose von J45 in der Kristallstruktur ab, als das in Abbildung 3.11-11 gezeigte Molekul 7. Die
Darstellungen der Beitrdge einzelner Atome zur Bindungsenergie fiir die in Abbildung 3.11-12

gezeigten Molekile befinden sich im Anhang (siehe Abbildung 6.4-1).
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3.11. Mit SeeSAR auf der Suche nach Follow-up-Verbindungen
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Abbildung 3.11-12: Docking-Posen der Molekiile 1, 4, 5 und 6. Aminosduren sind als Stéibchenmodelle darge-
stellt. C-Atome der Aminosduren von Kette A sind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B rosa. J45 (gerin-
gerer Stdbchenradius) und die Molekiile 1, 4, 5 und 6 sind ebenfalls als Stdbchenmodelle gezeigt. C-Atome von
J45 sind orange, C-Atome der Molekiile 1, 4, 5 und 6 violett. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb,
F-Atome hellblau und Cl-Atome griin. H20-Molekiile sind als rote Kugeln abgebildet. H-Briicken sind als schwarz
gestrichelte Linien dargestellt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.12. Kristallstrukturen der Follow-up-Verbindungen

Die mithilfe von SeeSAR ausgewahlten Follow-up-Verbindungen wurden iber MolPort bestellt
und flr Soaking-Experimente verwendet. Es kam neben der bewadhrten Soaking-Methode
auch eine modifizierte Soaking-Methode zum Einsatz. Mithilfe dieser konnten manche
Kristalle bis zu 24 h gesoakt werden. Die entsprechende Vorgehensweise kann im Material-
und Methodenteil nachgelesen werden (siehe Kapitel 5.7.4). Um die in der Kristallstruktur
identifizierten Follow-up-Verbindungen klar von den in Kapitel 3.11 beschriebenen gedockten
Molekilen zu unterscheiden, werden die Verbindungen 8, 9 und 11 in diesem Kapitel als U0S,

U09 und U11 bezeichnet, wenn auf die Kristallstruktur Bezug genommen wird.

Insgesamt konnten zwei (eventuell drei) Hits identifiziert werden (siehe Abbildung 3.12-1).
Eine Verbindung —U11 —ging aus dem Docking hervor, fir welches J20 als Startpunkt gewahlt
worden war. Eine weitere Verbindung — U09 — stammt aus dem Docking, welches mit J2 als
Templat durchgefiihrt worden war. Eine dritte Verbindung — U08 — kann eventuell ebenfalls
als Hit betrachtet werden. Die Differenzelektronendichte war allerdings nicht vollstandig,
sodass diese Kristallstruktur letztendlich nicht deponiert wurde. U08 stammt ebenfalls aus

dem Docking ausgehend von J2.

Uil

o /7 : %NH N
BDas %\ {

uos
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Abbildung 3.12-1: Strukturformeln der Follow-up-Hits U08, U09 und U11.
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3.12. Kristallstrukturen der Follow-up-Verbindungen

3.12.1.Bindungsmodus von U1l

Wird der Bindungsmodus von U11 (siehe Abbildung 3.12-2 links) mit dem Bindungsmodus von
J20 verglichen, so fallt auf, dass auch U11 lber den Nitril-Stickstoff eine H-Briicke mit der
Carbamoylgruppe von GInB114 ausbildet. Die Linge dieser H-Briicke (2.9 A) entspricht in etwa
der Lange, die in der Kristallstruktur von J20 beobachtet wird (3.0 A). Weiterhin besteht eben-
falls die wasservermittelte Interaktion mit TyrA104, die in gleicher Weise bei J20 zu beobach-
ten ist. Diese zwei H-Briicken sind mit jeweils 2.7 A um 0.1 A langer, als es bei J20 der Fall ist.
Im Gegensatz zu J20 geht U11 keine H-Briicke mit LysB122 ein, da anstelle der Aminogruppe
eine Methylsulfanyl-Gruppe vorliegt und somit kein H-Briicken-Donor flr die Interaktion mit
dem Carbonyl-Riickgrat-Sauerstoff von LysB122 zur Verfligung steht. Dafiir geht U11 lber den
zweiten Stickstoff des Pyrazolrings eine H-Briicke mit der Carboxygruppe von GluB125 ein.
Diese Interaktion wurde auch so vorhergesagt. Im Falle von J20 befindet sich an dieser Stelle

ein H,0-Molekiil und die Seitenkette von GluB125 ist fehlgeordnet.

Thre110 § ©NB114
'\l ValB107
CysB126

GluB125

TyrA104 \\ 4 HisA133
g AsnA102

Abbildung 3.12-2: Bindungsmodus und Fo-F-Omit-Elektronendichte von U11 (PDB-Code: 7owm). Links:
Bindungsmodus von U11. Aminoséuren sind als Stébchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von
Kette A sind grau, C-Atome der Aminosduren von Kette B sind rosa. U11 st ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt.
C-Atome von U11 sind braun. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und Cl-Atome griin. H-Briicken sind
als schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Absténde sind in A angegeben. H20-Molekiile sind als rote Kugeln
gezeigt. Rechts oben: Bindungsmodus von J20 zum Vergleich (Farbcodierung der Atome identisch, C-Atome von
J20 sind griin). Rechts unten: Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte von U11 bei 3.0 ¢ als griines Netz.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Besetzung von U1l wurde auf 81 % verfeinert und an Position des Cl-Atoms wurde ein
anomales Signal gemessen. Der Kristall, der zur Bestimmung der hier beschriebenen Kristall-
struktur verwendet wurde, war unter Anwendung der modifizierten Soaking-Methode fiir
3-3.5 h in die entsprechende Soaking-Losung transferiert worden. Ein Kristall, der sich 24 h in
eben dieser Soaking-Losung befand, liel§ sich fiir eine weitere Datensammlung verwenden.
Allerdings war in diesem Fall die Elektronendichte fiir U11 schlechter. Der Grund dafir ist
wahrscheinlich die geringere Auflésung dieses Datensatzes. Ansonsten deutete sich an, dass
wahrscheinlich mithilfe einer langeren Soaking-Zeit eine héhere Besetzung des Liganden hatte

erzielt werden konnen.

3.12.2. Uberlagerung mit J20, J45 und der entsprechenden Docking-Pose

Die Struktur von IpgC im Komplex mit U11 wurde mit anderen Strukturen lberlagert. Da die
Aminosauren von Kette B den hinteren Bereich der Tasche definieren, wurde nur Kette B bei
der Strukturliberlagerung in PyMOL beriicksichtigt. In Abbildung 3.12-3 a ist die Docking-Pose
der Verbindung 11 mit dem in der Kristallstruktur beobachteten Bindungsmodus dieser
Verbindung (U11) Gberlagert dargestellt. Zu erkennen ist, dass der Ligand in der Kristallstruk-
tur noch etwas tiefer in der Tasche sitzt, als es durch das Docking vorhergesagt wurde. Dies
mag daran liegen, dass die in der Kristallstruktur beobachtete Seitenkettenkonformation von
GluB125 nicht mit der Konformation lGibereinstimmt, die fiir das Docking gewahlt worden war.
Dadurch, dass die Carboxygruppe von GluB125 naher in Richtung Bindetasche verschoben ist,
kann der Ligand eine H-Briicke mit dieser ausbilden, obwohl er sich tiefer in der hydrophoben
Tasche befindet. Eine weitere Abweichung betrifft die Ausrichtung des para-Chlorphenylrings.
In der Kristallstruktur betragt der Winkel zwischen den beiden Ringsystemen des Liganden
etwa 10-15° (geschatzt), wohingegen die Docking-Pose einen Winkel von ca. 35-40° (ge-
schatzt) aufweist. Die Ausrichtung der Methylsulfanyl-Gruppe wurde durch das Docking aller-
dings korrekt vorhergesagt. In Abbildung 3.12-3 b ist die Struktur von J20 mit der Struktur von
U11 Gberlagert dargestellt. Zu erkennen ist hier, dass die Lage des Pyrazolrings nahezu exakt
Ubereinstimmt. Die Nitrilgruppe von U11 ist zur Ausbildung einer H-Briicke mit GInB114 vom
Winkel her noch etwas besser ausgerichtet. In Abbildung 3.12-3 ¢ wird die Struktur von U11
mit der Struktur von J45 verglichen. J45 hatte ebenfalls in Interface-Tasche 1 gebunden. Durch
dieses Fragment war bereits bekannt, dass auch Halogen-substituierte Phenylringe in dieser

Tasche binden. Die Position des bei J45 vorhandenen F-Atoms stimmt mit der Position des bei
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3.12. Kristallstrukturen der Follow-up-Verbindungen

U11 vorhandenen Cl-Atoms nahezu Uberein. Die Ausrichtung des Phenylrings ist jedoch nicht

identisch.
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Abbildung 3.12-3: Uberlagerung der Struktur von U11 (PDB-Code: 7owm) mit den Strukturen von J20 (PDB-
Code: 7axy) und J45 (PDB-Code: 7nrg) und mit der Docking-Pose der entsprechenden Verbindung. Aminosduren
der Kette B sind als Stibchenmodelle dargestellt. Dabei besitzen die Stédbchen der (iberlagerten Aminosduren
jeweils einen geringeren Stdbchenradius. C-Atome sind rosa, N-Atome blau und O-Atome rot. U11 (C-Atome:
braun, Cl-Atom: griin, S-Atom: gelb) ist als Stdbchenmodell gezeigt. a: Die Docking-Pose der Verbindung 11
(C-Atome: dunkelgriin, Cl-Atom: griin, S-Atom: gelb) ist als Stdbchenmodell (iberlagert dargestelit. b: J20
(C-Atome: griin) ist als Stébchenmodell iiberlagert dargestellt. c: J45 (C-Atome: orange, F-Atom: hellblau) ist als
Stdbchenmodell iiberlagert dargestellt. Bei der Strukturiiberlagerung in PyMOL wurde nur Kette B beriicksichtigt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.12.3.Bindungsmodus von U09

U09 konnte zwar als Follow-up-Hit identifiziert werden, allerdings hat diese Verbindung nicht
in Interface-Tasche 1 gebunden. Dort befindet sich vielmehr ein DMSO-Molekiil in zwei unter-
schiedlichen Orientierungen, wie es auch in der Blank-Struktur beobachtet wird (siehe Kapitel
3.9.10). U09 befindet sich stattdessen auf der konkaven Seite der von Kette B ausgebildeten
Superhelix. Teilweise ragt U09 in eine kleine Tasche des Proteins (siehe Abbildung 3.12-4). Bei
dieser Bindestelle handelt es sich interessanterweise um eine Bindestelle des Interaktions-

partners IpaB, wie es bei LUNELLI et al. beschrieben steht.3”

Abbildung 3.12-4: Bindestelle von U09 auf der konkaven Seite der von Kette B ausgebildeten Superhelix (PDB-
Code: 7p42). Die Oberfldche von Kette B ist in Rosa gezeigt. U09 ist als Stdbchenmodell dargestellt (C-Atome:
griin, N-Atome: blau).

Der Dimethylpyrimidin-Ring von UQ9 liegt in einer kleinen hydrophoben Tasche, die sich
unterhalb der Seitenkette von TyrB44 befindet und zu beiden Seiten von TyrB40 und TyrB47
begrenzt wird. Direkte H-Briicken mit dem Protein geht U09 nicht ein (siehe Abbildung
3.12-5). U09 bildet jedoch Uber seinen Imin-Stickstoff eine H-Briicke mit einem H,O-Molekiil
aus. Dieses H,0-Molekiil interagiert wiederum mit HisB109 und einem weiteren H,O-Molekdil.
Die planare Ausrichtung beider Ringsysteme wird durch die Ausbildung einer intramolekula-
ren H-Briicke zwischen dem Imin-Stickstoff und einem Pyrimidin-Stickstoff stabilisiert. Es ist
anzunehmen, dass U09 aufgrund der stark basischen Eigenschaften protoniert vorliegt. In
diesem Fall bestlinde zwischen Protein und Ligand aufgrund der vielen aromatischen
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3.12. Kristallstrukturen der Follow-up-Verbindungen

Seitenketten eine Kation-rm-Wechselwirkung. Die in Abbildung 3.12-5 gezeigte Omit-Elektro-
nendichte von U09 deutet eventuell auf eine zweite Konformation des 3H-Isoindol-1-imin-
Rests hin, in der der Imin-Stickstoff mit dem auf der gegentiberliegenden Seite befindlichen
Pyrimidin-Stickstoff eine intramolekulare H-Briicke ausbildet. U09 wiirde in diesem Fall
indirekt Gber ein H,O-Molekiil mit TyrB40 interagieren. Die Besetzung dieser Konformation
wurde jedoch nur auf 13 % verfeinert, weshalb der Ligand so letztlich nicht eingebaut wurde.
TyrB44 ist in der Lage, zwei unterschiedliche Konformationen einzunehmen. Auf das Binden
des Liganden hin kann jedoch nur die Konformation vorliegen, bei der der para-Hydroxyphe-
nyl-Ring bezuglich Abbildung 3.12-5 nach oben verschoben ist. Selbst dann ist der Abstand
zwischen der Seitenkette von TyrB44 und dem Liganden mit 2.8 A duRerst gering. Das mag
daran liegen, dass die Seitenkette aufgrund von Symmetriedquivalenten im Kristall nicht
weiter nach oben ausweichen kann. Die Besetzung fir den Liganden und TyrB44 in der nach

,oben“ verschobenen Position betragt 77 %.
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Abbildung 3.12-5: Bindungsmodus und Fo-F-Omit-Elektronendichte von U09 (PDB-Code: 7p42). Links:
Bindungsmodus von U09. Aminoséuren sind als Stéibchenmodelle dargestellt. C-Atome der Aminosduren von
Kette B sind rosa. U09 (C-Atome: griin) ist ebenfalls als Stdbchenmodell gezeigt. N-Atome sind blau, O-Atome rot
und S-Atome gelb. H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt, ihre Abstéinde sind in A angegeben.
Wassermolekiile sind als rote Kugeln abgebildet. Rechts: Darstellung der Fo-Fc-Omit-Elektronendichte bei 3.0 o als
griines Netz.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.12.4. Uberlagerung mit der IpgC-lpaB-Komplexstruktur

U09 bindet an der Stelle, an der auch das IpaB-Bindungsepitop mit IpgC interagiert. Die Struk-
tur von IpgC mit gebundenem U09 und die Komplexstruktur von lpgC mit dem Bindungsepitop
von IpaB sind in Abbildung 3.12-6 Uberlagert dargestellt. Aminosauren, die sich in ihrer Lage
signifikant unterscheiden, sind TyrB44, TyrB47 und IleB82. Die Seitenkette von TyrB44 ist in
der Kristallstruktur mit IpaB-Peptid deutlich weiter nach ,oben” rotiert, was zu einer Vergro-
Rerung der darunter befindlichen hydrophoben Tasche fiihrt, in die ein Leucin-Rest des
Peptids hineinragt. TyrB47 ist in der Struktur von U09 deutlich weiter nach ,links“ verschoben
und macht damit Platz fir U09. Aufgrund dieser Konformationsanderung nimmt auch I1leB82
eine abweichende Konformation ein, da ansonsten der Abstand zwischen Hydroxygruppe von
TyrB47 und Cs-Atom von 1leB82 zu gering ware. U09 bendtigt in horizontaler Richtung mehr
Platz innerhalb der hydrophoben Tasche, wohingegen das IpaB-Peptid in vertikaler Richtung
mehr Raum beansprucht. U09 lagert sich im Vergleich zum IpaB-Peptid deutlich enger an das
Protein an, was daran zu erkennen ist, dass U09 in einer durch drei Aminosauren des Peptids

(Sequenz: PEL) ausgebildeten Furche lokalisiert ist.

HisB109

4
lleB82

Abbildung 3.12-6: Uberlagerung der IpgC-Struktur im Komplex mit U09 (PDB-Code: 7p42) und der
Komplexstruktur von IpgC mit dem Bindungsepitop von IpaB (PDB-Code: 3gz1). Die Aminoséuren (C-Atome der
Kette B sind rosa (PDB-Code: 7p42) bzw. violett (PDB-Code: 3gz13?)) sind als Stébchenmodelle gezeigt, ebenso
Uo09 (C-Atome: griin) und das IpaB-Peptid (C-Atome: lila, Aminoséuren mit Einbuchstabencode benannt). Die
Stdbchen der Komplexstruktur von IpgC mit dem Bindungsepitop von IpaB besitzen einen geringeren Stidbchenra-
dius. N-Atome sind blau, O-Atome rot und S-Atome gelb.
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3.12. Kristallstrukturen der Follow-up-Verbindungen

3.12.5.1Ist U08 ebenfalls ein Follow-up-Hit?

Bei Follow-up-Verbindung U08 kdnnte es sich ebenfalls um einen Hit handeln. Allerdings ist
diese Struktur (,mlu32“) letztendlich aufgrund einer unzureichenden Differenzelektronen-
dichte nach dem Autorefine (siehe Abbildung 3.12-7 a) nicht deponiert worden. Im Folgenden

soll die Differenzelektronendichte in Interface-Tasche 1 naher betrachtet werden.

In Abbildung 3.12-7 a ist die entscheidende Fo-F-Differenzelektronendichte nach dem Auto-
refine mit nachtraglich eingebauter Follow-up-Verbindung U08 dargestellt. Es ist klar zu
erkennen, dass zur eindeutigen Identifizierung von U08 die Elektronendichte fiir zwei Kohlen-
stoffe des Isoindol-Grundgeriists und den exocyclischen Sauerstoff fehlt. In Abbildung
3.12-7 b ist die Fo-Fc-Differenzelektronendichte der Blank-Struktur vor dem Einbau des dort
vorhandenen DMSO-Molekiils und zusatzlicher H,O-Molekiile gezeigt. Die in der Struktur von

,mlu32“ zu beobachtende Elektronendichte ist im Vergleich dazu deutlich umfangreicher.

Zur weiteren Aufklarung wurden zwei H,O-Molekiile und ein DMSO-Molekil in zwei unter-
schiedlichen Orientierungen in die Differenzelektronendichte aus Abbildung 3.12-7 a einge-
baut. Dies entspricht genau der Konstellation, die in der Blank-Struktur vorgefunden wird. Die
entsprechende Elektronendichte nach erfolgter Verfeinerung ist in Abbildung 3.12-7 c
dargestellt. Die dort verbleibende F,-F-Differenzelektronendichte kann durch ein eventuell
gleichzeitig bindendes U08-Molekil erklart werden. Im hinteren Bereich der Bindetasche
(in Abbildung 3.12-7 c links) ist zusatzliche Differenzelektronendichte, die durch das Cl-Atom
von U08 erklart werden konnte. Weiterhin existiert zwischen dem DMSO-Molekiil und den
H,O-Molekiilen Differenzelektronendichte, die durch zwei Kohlenstoffe des Isoindol-Grund-

geriists entstanden sein konnte.

Dariiber hinaus wurde in die Differenzelektronendichte aus Abbildung 3.12-7 a die Verbin-
dung U08 mit einer Besetzung von 100 % eingebaut und verfeinert. Die nach der Verfeinerung
bestehende 2F,-Fc- und Fo-Fc-Elektronendichte ist in Abbildung 3.12-7 d dargestellt. In diesem
Fall kann ebenfalls weitere Differenzelektronendichte beobachtet werden. Diese kénnte sehr
gut durch das gleichzeitige Vorhandensein eines DMSO-Molekiils in zwei unterschiedlichen
Orientierungen und durch die Anwesenheit eines H,O-Molekiils beschrieben werden. An
Position des Cl-Atoms ist negative Elektronendichte zu erkennen (als rotes Netz dargestellt).
Dies liegt daran, dass die Besetzung von U08 nicht verfeinert, sondern auf 100 % gesetzt

wurde.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Durch ein paralleles Vorliegen eines DMSO-Molekiils sollte die partielle Besetzung von U08
jedoch deutlich geringer sein. Um dies zu bericksichtigen, wurde die Besetzung von U08
zusammen mit der des DMSO-Molekiils verfeinert. In Abbildung 3.12-7 e und f ist die daraus
resultierende Elektronendichte aus zwei verschiedenen Blickrichtungen dargestellt. Die Beset-
zung von U08 betragt hier 46 %, die Besetzung der beiden DMSO-Molekiile jeweils 27 %. Zu
erkennen ist, dass an Position des Cl-Atoms keine negative Elektronendichte mehr vorhanden
ist. An Position des Isoindol-Stickstoffs deutet zusatzliche Differenzelektronendichte auf das
dort noch nicht eingebaute, jedoch in der Blank-Struktur vorhandene H;O-Molekdl hin.
Werden die B-Werte von U08 und die der beiden DMSO-Molekiile (siehe Anhang, Tabelle
6.5-1) betrachtet, fallt lediglich der hohe B-Wert des Sauerstoffs von U08 mit 80.3 A? auf, was
mit der fir dieses Atom fehlenden Elektronendichte korreliert. Der mittlere B-Wert des

gesamten Liganden betragt lediglich 35.8 A2,

Zuletzt wurde noch mithilfe einer anomalen Dichtekarte Uberprift, ob an Position des
Cl-Atoms ein anomales Signal beobachtet werden kann. Dies war tatsachlich der Fall. Doch die
anfangliche Differenzelektronendichte zusammen mit der durchgefiihrten Verfeinerung von
U08 liel’ keine zweifelsfreie Platzierung des Liganden zu, obwohl eine teilweise Besetzung
auch nicht vollig ausgeschlossen werden kann. Das ist letztlich der Grund dafiir, warum die

Struktur nicht deponiert wurde.
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Abbildung 3.12-7: Darstellung der in Interface-Tasche 1 von Struktur ,,mlu32“ vorhandenen Elektronendichte
(nicht deponiert) und Vergleich mit der in der Blank-Struktur vorhandenen Elektronendichte (PDB-Code: 7pef).
TyrA104 (C-Atome: grau), GluB125 (C-Atome: rosa) und U08 (C-Atome: gold) sind als Stdbchenmodelle gezeigt.
Das DMSO-Molekiil (C-Atome: orange, zwei unterschiedliche Orientierungen) ist ebenfalls als Stdbchenmodell
gezeigt. Wassermolekiile sind als rote Kugeln dargestellt. O-Atome sind rot, N-Atome blau, S-Atome gelb und
Cl-Atome griin. Die 2F.-Fc-Elektronendichte ist bei 1.0 ¢ als hellblaues Netz und die Fo-Fc-Differenzelektronen-
dichte bei 3.0 ¢ als griines bzw. bei -3.0 o als rotes Netz gezeigt. a: Darstellung der Differenzelektronendichte in
Interface-Tasche 1 von Struktur ,,mlu32“ nach dem Autorefine. U08 ist nachtrdglich eingebaut worden. Denkbare
H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt. b: Darstellung der Differenzelektronendichte in
Interface-Tasche 1 der Blank-Struktur (PDB-Code: 7pef) zum Vergleich. Das DMSO-Molekiil und vier H20-Molekiile
sind nachtréglich eingebaut worden. Denkbare H-Briicken sind als schwarz gestrichelte Linien dargestellt.
c: Darstellung der Elektronendichte nach Einbau und Verfeinerung von DMSO-Molekiil und drei Wassermolekiilen
(alle Besetzungen: 100 %). U08 ist nachtréglich eingebaut worden. d: Darstellung der Elektronendichte nach
Einbau und Verfeinerung von U08 (Besetzung: 100 %). Das DMSO-Molekiil und zwei H>0-Molekiile sind nachtrég-
lich eingebaut worden. e und f: Darstellung der Elektronendichte nach Einbau und Verfeinerung von U08, dem
DMSO-Molekiil und zwei H.0-Molekiilen aus zwei unterschiedlichen Blickrichtungen (Besetzung von U08: 46 %,
Besetzung des DMSO-Molekiils: Orientierung A und B jeweils 27 %, Besetzung der H>0-Molekiile: 54 %).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.12.6. Bindungsmodus von U08 und Uberlagerung mit J2 und der entsprechenden Docking-

Pose

Trotz nicht eindeutig zuweisbarer Differenzelektronendichte fiir diese Follow-up-Verbindung
soll der vermeintliche Bindungsmodus mit der Docking-Pose verglichen werden. Dazu soll
zunachst einmal der in der Kristallstruktur vorliegende Bindungsmodus betrachtet werden.
Der Bindungsmodus von U08 ist in Abbildung 3.12-8 a dargestellt. Uber seinen Imin-Stickstoff
bildet UO8 eine direkte H-Briicke mit TyrA104 aus. Eine weitere H-Briicke ausgehend vom
Imin-Stickstoff besteht zu einem nahegelegenen H,O-Molekiil. Der Isoindol-Stickstoff kann
aufgrund der Amin-Enamin-Tautomerie ebenfalls als H-Briicken-Donor fungieren. Im vorlie-
genden Fall besteht zwischen diesem Stickstoff und der Carboxygruppe von GluB125 eine

H-Briicke.

Durch das Docking wurde fir diese Verbindung eine andere Platzierung in Interface-Tasche 1
vorgeschlagen. Vorausgesagt wurde, dass der Carbonyl-Sauerstoff mit TyrA104 in Wechsel-
wirkung tritt (siehe Abbildung 3.12-8 b). Ohne das Vorhandensein des Cl-Atoms ware die
Unterscheidung zwischen Carbonyl-Sauerstoff und Imin-Stickstoff anhand der Elektronen-
dichte wahrscheinlich schwierig geworden. Doch die fiir das Cl-Atom vorhandene Elektronen-
dichte deutet klar darauf hin, dass in der Kristallstruktur der Imin-Stickstoff mit TyrA104 inter-

agiert.

Mitverantwortlich dafiir kénnte sein, dass flir das Docking die Seitenkette von GluB125 ganz
nach aulRen gedreht wurde, um den Eingang der Bindetasche fiir gréBere Liganden freizule-
gen. In der Kristallstruktur verschliet jedoch diese Seitenkette den Eingang der Bindetasche
und kann so mit U0O8 interagieren. Hier stellt sich die Frage, warum Verbindung 8 nicht einem
Docking-Lauf entdeckt wurde, bei dem sich GluB125 in geschlossener Konformation befand.
Hier ware jedoch der Abstand zwischen Ligand und Seitenkette wahrscheinlich zu gering
gewesen, denn die in der Kristallstruktur von J2 vorliegende geschlossene Konformation ist
nicht identisch zu der geschlossenen Konformation in der hier beschriebenen Struktur (siehe

Abbildung 3.12-8 c).
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Abbildung 3.12-8: Potentieller Bindungsmodus von U08 und Vergleich mit entsprechender Docking-Pose und
Bindungsposition von J2 (PDB-Code: 7ayw). a: Potentieller Bindungsmodus von UO08. b: Uberlagerung mit
entsprechender Docking-Pose. c¢: Uberlagerung mit J2. Aminosduren sind als Stébchenmodelle dargestellt. Dabei
sind C-Atome der Kette A grau und C-Atome der Kette B rosa. N-Atome sind blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und
Cl-Atome griin. U08 (C-Atome: gold), Verbindung 8 (C-Atome: mint) und J2 (C-Atome: mittelblau) sind ebenfalls
als Stéibchenmodelle dargestellt. Die Stdbchen der (iberlagerten Strukturen besitzen einen geringeren Stdbchen-
radius. Bei der Strukturiiberlagerung in PyMOL wurde nur Kette B berlicksichtigt.
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3.12.7.Diskussion

Von den 17 ausgewahlten Follow-up-Verbindungen konnten zwei Verbindungen eindeutig
und ein weiteres Molekiil moglicherweise kristallographisch bestatigt werden. Zwei Verbin-
dungen befinden sich dort, wo ihre Bindung durch das Docking vorhergesagt wurde. Von zwei
der 17 Verbindungen konnte innerhalb dieser Arbeit keine Komplexstruktur erhalten werden,
da die entsprechenden Kristalle ein unzureichendes Streuvermogen besalRen (siehe Kapitel
5.7.4, Tabelle 5.7-2). Damit wurde bezliglich der Follow-up-Verbindungen eine Hit-Rate von
13.3 % (2 von 15) erzielt.

Follow-up-Hit U11

U11 ist eine der beiden Verbindungen, die eindeutig in der Elektronendichte zu erkennen
waren. Mit U1l wurde zunachst einmal der Bindungsmodus von J20 bestatigt. Abbildung
3.12-9 zeigt, inwieweit J20 und U11 den in Interface-Tasche 1 zur Verfligung stehenden Raum
ausfillen. Durch den Austausch des Pyrrolidinrings durch einen para-Chlorphenylring konnte
der zusatzlich vorhandene Platz im hinteren Bereich der hydrophoben Bindetasche optimal
ausgeflillt werden. Das Cl-Atom zeigt genau in die im oberen Bereich der Tasche vorhandene

Ausbuchtung.

)

Abbildung 3.12-9: Darstellung des Volumens von Interface-Tasche 1 mit U11 und J20 aus zwei verschiedenen
Blickrichtungen. Fiir diese Darstellung wurde die Oberfldche beider Proteine dargestellt. Zusdtzlich sind Amino-
sduren als Stéibchenmodelle gezeigt. C-Atome der Kette B sind rosa und C-Atome der Kette A grau. U11 (C-Atome:
braun, Cl-Atom: griin) und J20 (C-Atome: griin) sind ebenfalls als Stdbchenmodelle dargestelit. N-Atome sind blau,
O-Atome rot und S-Atome gelb.
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Die optimale Ausnutzung des zur Verfligung stehenden Raums wird mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch zu einer verbesserten Affinitdit des Molekils beitragen.
Affinitatsdaten konnten innerhalb dieser Arbeit jedoch leider nicht erhalten werden. Zur
Bestdatigung dieser Vermutung sollen daher die mittels Contacsym ermittelten
Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand betrachtet werden (siehe Tabelle 3.12-1).
Aufgrund der sehr hydrophoben Bindetasche beruht die Interaktion tiberwiegend auf VdW-
Wechselwirkungen. Es konnten zwischen U1l und dem Protein insgesamt 59 VdW-
Wechselwirkungen ermittelt werden. Im Vergleich dazu ergaben sich zwischen J20 und dem
Protein nur 40 VdW-Wechselwirkungen. Unter Mitbericksichtigung von anwesenden H;0-
Molekilen andert sich an dieser Tatsache nur wenig. Werden die beiden Molekiile in Bezug
auf ausgebildete H-Briicken miteinander verglichen, schneidet J20 etwas besser ab, da das
Fragment zwei direkte und zwei wasservermittelte H-Briicken ausbildet. U11 bildet dagegen
zwei direkte, jedoch nur eine indirekte H-Briicke aus (vgl. Kapitel 3.12.1, Abbildung 3.12-2).
Dies ist allerdings der Tatsache geschuldet, dass J20 eine freie Aminogruppe besitzt und U11
stattdessen eine Methylsulfanylgruppe aufweist. Die Methylsulfanylgruppe stellt keinen
H-Briicken-Donor dar und kann daher nicht mit dem Riickgrat-Carbonyl-Sauerstoff von
LysB122 interagieren. Die deutliche Erhéhung der Anzahl an ausgebildeten VdW-Wechselwir-
kungen (von 40 auf 59) zeigt, dass mit U1l hochstwahrscheinlich ein verbesserter Ligand

gefunden werden konnte.

Tabelle 3.12-1: Wechselwirkungen zwischen Protein und J20 bzw. U11 (ermittelt mit Contacsym??1%7),

Ligand Anzahl an VdW-Wechselwirkungen Anzahl an H-Briicken
ohne H,0 mit H20 ohne H:0 mit H20

J20 40 44 2 4

Uil 59 61 2 3

U11 kénnte im weiteren Verlauf dieses Projekts als neuer Startpunkt angesehen werden, um
erneut nach Follow-up-Verbindungen zu suchen, die groRer sind und eine verbesserte Affinitat
aufweisen. Dabei misste die Verbindung am Pyrazol-Stickstoff erweitert werden. Die mit
GluB125 ausgebildete H-Briicke wird dadurch zwangsldufig verloren gehen. Die Methylsul-
fanyl-Gruppe kénnte eventuell wieder durch eine Aminogruppe ausgetauscht werden, um so

die verloren gegangene H-Briicke zu kompensieren.
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Follow-up-Hit U09

Verbindung U09 wurde an anderer Stelle als das fiir das Docking verwendete Startfragment
gefunden. Die Frage, warum diese Verbindung nicht in Interface-Tasche 1 gefunden werden
konnte, bleibt offen. Es ware durchaus denkbar, dass dies durch eine Erhéhung der Soaking-
Zeit eventuell doch noch erzielt werden kénnte. Die Soaking-Zeit betrug im vorliegenden Fall
lediglich 30 min. Erstaunlich ist, dass diese Verbindung trotz geringer Soaking-Zeit auf der
konkaven Seite der ausgebildeten Superhelix angetroffen wird, obwohl sie keinerlei H-Bru-

cken mit dem Protein eingeht.

Da U09 genau dort bindet, wo auch IpaB mit IpgC interagiert, sollte sich diese Verbindung
hervorragend als Startmolekiil bei der Suche nach weiteren Follow-up-Verbindungen eignen.
Uber die Webseite von MolPort kénnen mithilfe der , substructure based search” beispiels-
weise zwei Verbindungen gefunden werden, die auf U09 aufbauen und am Imin-Stickstoff
einen zusatzlichen Substituenten besitzen. Werden die beiden Methylgruppen am Pyrimidin-
ring fur die Suche gel6scht, kdnnen sogar zehn Verbindungen gefunden werden. Diese Ver-

bindungen kdnnten fiir ein erneutes Docking mit SeeSAR genutzt werden.

Mit U09 und U11 stehen also zwei Follow-up-Verbindungen zur Verfiigung, die fir weitere
Designzyklen bestehend aus in silico-Docking und Kristallstrukturbestimmung genutzt werden
sollten. Neben der Bestimmung der Affinitdt ware eine schnelle Klarheit dartiber, ob die
Verbindungen im Interface zu einer Inhibierung der Sekretion bakterieller Proteine fiihren,
von Nutzen. Um dies herauszufinden, misste ein Shigella-Invasions-Assay durchgefiihrt
werden. Sollte sich dabei herausstellen, dass eine Inhibierung der Sekretion durch Liganden
im Interface nicht herbeigefiihrt werden kann, so bliebe zunachst nur U09 zur weiteren Ent-

wicklung eines potenten Wirkstoffs.
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Warum haben nur zwei der 15 Follow-up-Verbindungen gebunden?

Um diese Frage zu klaren, sollen zunachst noch einmal die Follow-up-Verbindungen betrach-
tet werden, die aus dem Docking mit Fragment-Hit J20 als Startpunkt hervorgegangen waren
(vgl. Kapitel 3.11-2, Abbildung 3.11-2). Mit Ausnahme von Verbindung 16 besitzen alle
Verbindungen einen Substituenten am Pyrazol-Stickstoff. Dieser Substituent ragt laut
Docking-Pose aus der Tasche heraus und interagiert entweder mit AsnA102 oder GluB125
(Ausnahme: Verbindung 3). Hierbei handelt es sich um zwei sehr flexible Aminosauren.
AsnA102 ist Teil der Schleife, die je nach gebundenem Ligand-Molekil unterschiedliche
Konformationen einnimmt. Die Seitenkette von GluB125 wurde fiir das Docking in vielen
Fallen nach auRen gedreht, um den Eingangsbereich der Tasche fiir gréBere Molekiile zugang-
lich zu machen. Es wurden zwar verschiedene Konformationen fiir das Docking ausgewahlt,
allerdings konnten nicht alle moglichen Szenarien getestet werden, da dies sowohl enorm viel
Zeit als auch Rechenkapazitat in Anspruch genommen hatte. Eventuell hatte hier zunachst
eine Energieminimierung durchgefihrt werden sollen, um energetisch glinstige Konformatio-
nen der verschiedenen Seitenketten der Bindetasche zu ermitteln. Alternativ hatten auch
verschiedene Kristallstrukturen mit unterschiedlichen Seitenkettenkonformationen fiir das
Docking genutzt werden kénnen, um so die Flexibilitdat des Proteins zu simulieren. Anschlie-
Rend waren Liganden ausgewahlt worden, die bei mehr als einer Konformation eine gute
Docking-Pose einnehmen. In manchen Fallen konnte jedoch aufgrund fehlender Elektronen-

dichte die Konformation der Seitenkette erst gar nicht bestimmt werden.

Verbindung 16 besitzt einen 5-Aminopentyl-Substituenten, der laut Vorhersage im hydropho-
ben Bereich der Tasche positioniert sein sollte. Mit dieser Verbindung sollte Gberpriift werden,
ob innerhalb der hydrophoben Tasche eventuell eine H-Briicke mit der Hydroxygruppe von
ThrB110 ausgebildet werden kann. Diese Verbindung hatte allerdings in der Kristallstruktur
nicht gebunden. Es ware denkbar, dass das Bindungsevent aufgrund eines zu groRen Entro-

pieverlusts durch Fixierung des 5-Aminopentyl-Substituenten ausgeblieben ist.

Verbindung 3 — die einzige Verbindung, die laut Docking-Pose weder mit AsnA102 noch mit
GluB125 interagiert — hatte ebenfalls nicht gebunden. Der Grund dafiir ist auf den ersten Blick

nicht zu erkennen.
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Beziglich der Follow-up-Verbindungen, die auf das Fragment J2 aufbauen, kann kein Zusam-
menhang zwischen dem Ausbleiben einer Bindung und der Wechselwirkung mit sehr flexiblen
Aminosauren festgestellt werden. Aber wie zuvor bereits angedeutet, miissen zur Erweiterung
des Molekiils die zwischen Fragment und Protein ausgebildeten H-Briicken aufgebrochen wer-
den. Nur in der Docking-Pose der Verbindungen 2 und 10 bleibt zumindest die H-Briicke mit
GluB125 erhalten. Von Verbindung 2 konnte in dieser Arbeit jedoch keine Komplexstruktur

erhalten werden.

Es wurden ebenfalls Follow-up-Verbindungen ausgewahlt, die aus dem Docking mit Fragment-
Hit J45 hervorgingen. Allerdings muss hier bedacht werden, dass J45 in der Kristallstruktur die
Schleife bestehend aus den Aminosauren Gly100-Asn102 teilweise nach auBen driickt. Fiir das
Docking wurde sowohl die geschlossene als auch die offene Konformation dieser Schleife
verwendet. Allerdings ergaben sich nur mit geschlossener Konformation vielversprechende
Docking-Posen. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass J45 in der Kristallstruktur nur Gber seine
Hydroxygruppe eine direkte H-Briicke mit dem Riickgrat-Carbonyl-Sauerstoff von LysA101 der
geschlossenen Konformation eingeht. Zwei weitere, wasservermittelte H-Briicken bestehen
im Bereich des Tascheneingangs. Diese gehen — dhnlich wie im Falle von J2 — bei Erweiterung
des Molekiils verloren. J20 dagegen — ein Fragment, welches in verschiedene Raumrichtungen
H-Briicken mit dem Protein ausbildet — scheint ein besserer Startpunkt flir die Suche nach
Follow-up-Verbindungen zu sein. Nichtsdestotrotz wurden einige Follow-up-Verbindungen
ausgehend von J45 ausgewahlt. Nur im Falle der Verbindungen 5 und 7 bleibt laut Vorhersage
die Interaktion mit TyrA104 unverandert bestehen. Es wurden zwei Verbindungen ausge-
wahlt, die laut Docking-Pose aus dem ,,oberen” Teil der Tasche herausragen (Verbindungen 5
und 6). In diesem Fall wird eine Interaktion mit den flexiblen Aminosduren AsnA102 und
GluB125 vermieden. Verbindung 5 hatte nicht gebunden. Diese Verbindung hatte ohnehin
laut Vorhersage ,,nur” zusatzliche VdW-Wechselwirkungen ausbilden sollen. Von Verbindung
6 konnte im Laufe dieser Arbeit keine Komplexstruktur erhalten werden. Dabei soll laut Vor-
hersage gerade diese Verbindung zusatzliche H-Briicken mit dem Protein ausbilden, wenn

auch unter angespannten Torsionswinkeln.
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Soaking-Zeit und Loslichkeit der Verbindungen als mogliche Ursache

Neben den moglichen Erklarungen basierend auf der Struktur der Molekiile gibt es weitere
denkbare Griinde, warum nur sehr wenige Follow-up-Verbindungen gebunden haben. Je
groRer die Verbindung ist, desto mehr Zeit wird vermutlich bendétigt, bis das Molekil seine
Position eingenommen hat bzw. bis das Molekiil Gberhaupt durch Lésungsmittelkanale die
Bindetasche erreicht hat. Daher kann es sein, dass die Soaking-Zeit, die beim Fragment-
Screening zum Einsatz kam, hier nicht ausreicht, um eine Komplexstruktur zu erhalten. Es
konnten nur flr acht der 17 Follow-up-Verbindungen messbare Kristalle nach 24 h Soaking
erhalten werden. Dies gelang nur unter Anwendung einer modifizierten Soaking-Methode, bei
der sich die Konzentration an Follow-up-Verbindung im Tropfen erst einstellen musste (siehe
Kapitel 5.7.4, Tabelle 5.7-2). Es wird angenommen, dass eine Soaking-Zeit von 10-60 min
unter Anwendung der bewdhrten Methode in etwa einer Soaking-Zeit von 3-3.5 h unter
Anwendung der modifizierten Soaking-Methode entspricht. Im Falle der Verbindung 11 reich-
ten allerdings 10 min mit der herkdmmlichen Soaking-Methode nicht aus, um eine Kom-
plexstruktur zu erhalten. Nach 3-3.5 h unter Anwendung der modifizierten Methode konnte

das Molekil jedoch in der Kristallstruktur beobachtet werden (siehe Kapitel 3.12.1).

Ein weiterer Grund konnte die bei einigen Follow-up-Verbindungen beobachtete geringe Los-
lichkeit sein. Von diesen Verbindungen wurden Suspensionen fiir das Soaking verwendet.
Allerdings muss davon ausgegangen werden, dass in diesem Fall die Einstellung des Gleichge-
wichts deutlich langer dauert, da nur weiterer Feststoff in Losung libergeht, wenn ein Teil des
in Losung vorhandenen Molekiils in den Kristall eindiffundiert und so dem Gleichgewicht
entzogen wird. Die Verbindungen 10, 13 und 14 stellten sich als besonders schlecht 16slich
heraus. Diese Verbindungen wurden daher nicht in DMSO, sondern in H,O geldst. Dort war
die Loslichkeit geringfligig besser. Es konnte zumindest eine 0.5-molare Suspension der

Follow-up-Verbindungen erzeugt werden.

In zukinftigen Experimenten kdnnte versucht werden, den Feststoff direkt zum Kristallisati-

onstropfen hinzuzugeben bzw. weitere Kristallstrukturen nach 24 h Soaking zu erhalten.
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Die Suche nach weiteren Follow-up-Verbindungen

Leider ist es im Laufe dieser Arbeit nicht gelungen, einen Liganden zu entwickeln, der die
hydrophobe Tasche verlasst und zusatzlich in einer weiteren Subtasche bindet. Eine Verbin-
dung konnte nach dem Docking beobachtet werden, die laut Vorhersage optimal in einer Sub-
tasche liegt (siehe Abbildung 3.12-10). Allerdings wurde diese Verbindung nicht ausgewahlt,
da sowohl inter- und intramolekulare Kollisionen als auch Torsionswinkel schlecht bewertet

wurden. Diese Subtasche gilt es u.a. in zukilinftigen Dockings zu adressieren.

Abbildung 3.12-10: Docking-Pose eines fiir das Docking verwendeten Molekiils (MolPort-ID: 019-657-211). Die
Oberfliche der Bindetasche ist in Grau dargestellt. Die Aminosduren der Bindetasche sind als Stbchenmodelle
gezeigt. C-Atome sind grau, N-Atome blau, O-Atome rot, S-Atome gelb und H-Atome weif3. H-Briicken sind als
griin gepunktete Linien gezeigt. Das Molekiil ist ebenfalls als Stdbchenmodell dargestellt, inklusive der in SeeSAR
vorgenommenen Bewertungen (Koronas, inter- und intramolekulare Kollisionen und Torsionswinkel (siehe Kapitel
3.11-1)).

Um Molekiile zu finden, die ebenfalls in der in Abbildung 3.12-10 gezeigten Subtasche binden,
konnten Verbindungen in das Docking mit einbezogen werden, die zwar noch nicht kauflich
erworben, allerdings vom Hersteller mit hoher Wahrscheinlichkeit synthetisiert werden
konnen. So wirde die Anzahl an moglichen Verbindungen und damit auch die Erfolgswahr-
scheinlichkeit erh6ht. Vielleicht ist es aber auch sinnvoll, zusatzlich zu dem oben genannten
Weg zu versuchen, ein optimales Molekiil per Hand zu entwerfen. Auch das kénnte mit SeeSAR
erfolgen. Atome oder Atomgruppen kénnen per Mausklick an das jeweilige Fragment ange-

hdngt werden. AnschlieBend koénnen Docking-Posen erzeugt und Bindungsaffinitdten
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abgeschatzt werden. Das so geplante Molekil misste jedoch im Anschluss an das Docking
synthetisiert werden. Eine weitere Mdglichkeit ware, erneut ein Fragment-Screening durch-
zuflihren. Dieses Mal konnten jedoch vermehrt Fragmente verwendet werden, die einen
dhnlichen Aufbau wie die in Abbildung 3.12-10 gezeigte 2-Methoxyethoxy-Gruppe besitzen.
Die in dieser Arbeit verwendete 96er Fragment-Bibliothek besitzt nur wenige Fragmente, die
kein Ringsystem enthalten. Sollte bei einem erneuten Fragment-Screening ein Hit in dieser
Subtasche erzielt werden, kénnte dieser Hit mit einem der in Interface-Tasche 1 gebundenen

Fragment-Hits verknipft werden.

171



3. Ergebnisse und Diskussion

172



4. Zusammenfassung

Die Shigellenruhr ist eine entziindliche Erkrankung des Dickdarms, welche durch die Bakteri-
engattung Shigella ausgelost wird. Sie tritt vorwiegend in Entwicklungslandern auf und fordert
jahrlich eine hohe Zahl an Todesopfern. Zur Pathogenitatsentwicklung missen die Bakterien
in die Epithelzellen des Dickdarms eindringen. Dazu verwenden sie ein Typ-lll-Sekretionssys-
tem. IpgC — ein Klasse-ll-Chaperon — tritt mit einer Vielzahl an relevanten Proteinen in
Wechselwirkung und ist somit fiir den Befall der Epithelzellen essentiell. Im Zentrum dieser
Arbeit stand daher die Suche nach einer Leitstruktur zur Inhibierung des fiir die Ausbildung

der Shigella-Pathogenitat notwendigen Chaperons IpgC.

Das Protokoll zur heterologen Produktion und Reinigung von IpgC wurde aus vorherigen
Arbeiten Gbernommen und geringfligig verandert. Der erste Schritt bestand darin, eine Kris-
tallisationsbedingung fiir IpgC zu etablieren. Dazu kam zunachst eine am C-Terminus um vier
Aminosduren verkiirzte Proteinvariante zum Einsatz. Mit dieser Variante konnte eine Kristal-
lisationsbedingung gefunden werden, welche jedoch Kristalle entstehen lieR, die héchstwahr-
scheinlich aufgrund ihres sehr hohen Lésungsmittelgehalts ein zu geringes Streuvermogen
besalRen. Neben dem Versuch, eine besser kristallisierbare Proteinvariante unter Anwendung
des Prinzips der Oberflachenentropiereduktion zu ermitteln, wurde eine weitere, am N-Ter-
minus um zusatzliche neun Aminosauren verkirzte Variante fiir Kristallisationsexperimente
verwendet. Mit dieser Proteinvariante konnten schlieRlich Kristalle mit hohem Streuvermo-

gen gezlichtet werden (Kapitel 3.6-3.7).

Trotz der Tatsache, dass diese Kristalle Gberwiegend verzwillingt waren, gelang es, die Struktur
von IpgC zu bestimmen. Mit einer Auflésung von 1.58 A wurde die erste hochauflésende
Kristallstruktur flr IpgC erhalten. Im Vergleich zu den bis dato in der PDB deponierten IpgC-
Strukturen konnte neben einer deutlich besseren Auflésung eine bislang noch nicht beobach-
tete Dimer-Anordnung des Proteins erhalten werden. Dies kdonnte in Zukunft noch eine

wichtige Rolle spielen, denn auch in Losung liegt IpgC als Dimer vor (Kapitel 3.8).

Mit der gefundenen Kristallisationsbedingung war es moglich, ein kristallographisches
Fragment-Screening unter Verwendung einer hauseigenen Fragment-Bibliothek (96 struktu-
rell verschiedene Fragmente) durchzufiihren. Es konnten zehn Fragment-Hits identifiziert wer-

den. Diese hatten an insgesamt flnf unterschiedlichen Stellen gebunden. Die meisten
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Fragmente hatten in einer Tasche im Interface des Dimers (Interface-Tasche 1) gebunden

(Kapitel 3.9).

Im Anschluss an das kristallographische Fragment-Screening wurden die 96 Fragmente erneut
fir die Durchfliihrung eines Thermal-Shift-Assays verwendet. Dieses Assay hatte zum Ziel, die
im kristallographischen Fragment-Screening gefundenen Hits zu bestdtigen. Es konnten
jedoch keine Fragmente gefunden werden, die den Schmelzpunkt des Proteins erhéhten, was
auf einen stabilisierenden Effekt hingedeutet hatte. Stattdessen wurden 26 Fragmente
identifiziert, die den Schmelzpunkt herabsetzten. Darunter befanden sich einige Fragmente,
die beim kristallographischen Fragment-Screening als Hit identifiziert worden waren und im
Interface des Dimers gebunden hatten. Dies konnte darauf hindeuten, dass einige der im
Interface gebundenen Fragmente das Dimer durch das Aufbrechen von H-Briicken destabili-

sieren (Kapitel 3.10).

Die im Interface vorgefundenen Fragmente wurden als guter Startpunkt zur Entwicklung von
Wirkstoffen angesehen. Mittels in silico-Docking und unter Verwendung des Programms
SeeSAR sollten potentielle Follow-up-Verbindungen ermittelt werden, die auf den Fragment-
Hits aufbauen, jedoch eine verbesserte Affinitat besitzen. Durch die Verwendung ausschlieR-
lich kommerziell erhaltlicher Verbindungen konnte eine aufwandige Synthese der Verbindun-
gen vermieden werden. Aufgrund vielversprechender Docking-Resultate und aufbauend auf

drei Fragment-Hits wurden 17 Follow-up-Verbindungen ausgewahlt (Kapitel 3.11).

Anhand von Soaking-Experimenten und anschliefender Kristallstrukturbestimmung sollten
aus diesen 17 Follow-up-Verbindungen die Substanzen ermittelt werden, die tatsachlich mit
IpgC einen Komplex eingehen. Zwei Verbindungen konnten eindeutig als Hit identifiziert
werden. Eine weitere Verbindung stellt einen zusatzlichen potentiellen Hit dar. Zwei dieser
Verbindungen (U08 und U11) hatten — wie vorhergesagt — in Interface-Tasche 1 gebunden.
Eine dieser beiden Verbindungen (U11) bestéatigte den bei J20 beobachteten Bindungsmodus
und flllte den hydrophoben Bereich der Bindetasche im Vergleich zu J20 deutlich besser aus.
Die dritte Verbindung (U09) nahm wider Erwarten eine vollkommen andere Bindestelle ein.
Genau diese Bindestelle ist jedoch von grofRer Bedeutung. Es handelt sich um die bislang
einzige bekannte Bindestelle eines Interaktionspartners, ndmlich um eine Bindestelle von
IpaB. Mit den Follow-up-Verbindungen U09 und U11 konnten zwei flr zuklnftige Experimente

bedeutende Liganden ermittelt werden (Kapitel 3.12).
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4. Zusammenfassung

Es wurden ebenfalls Experimente mit einigen Interaktionspartnern von lpgC durchgefiihrt.
Spal3 — Bestandteil des Typ-Ill-Sekretionssystems — sollte in dieser Arbeit kloniert, rekombi-
nant produziert und gereinigt werden, um letztlich sowohl die dreidimensionale Struktur von
Spal3 als auch die Struktur des IpgC-Spal3-Komplexes rontgenkristallographisch bestimmen
zu konnen. Es konnte ein Protokoll zur heterologen Produktion und Reinigung von Spal3
etabliert werden. Neben der Produktion als GST-Fusionsprotein wurde Spal3 als MBP-
Fusionsprotein produziert. Mithilfe des GST-Tags wurde nur unl6sliches Protein erhalten.
Mithilfe des MBP-Tags konnte Spal3 jedoch in l6slicher Form produziert und gereinigt
werden. Allerdings stellte sich heraus, dass Spal3 in hochaggregierter Form vorlag, wodurch
eine vollstandige Darstellung erschwert wurde. Aus diesem Grund konnte Spal3 letztendlich
nicht vollstdandig rein und monodispers erhalten werden. Auch der Versuch, Spal3 zusammen

mit seinem Interaktionspartner lpgC zu produzieren, flihrte nicht zum Erfolg (Kapitel 3.1).

Um dennoch Informationen lber die Interaktion zwischen IpgC und Spal3 zu erhalten, wurde
ein Peptid-Microarray durchgefiihrt. Dabei wurden Sequenzabschnitte von Spal3 auf einer
Membran fixiert. Der Nachweis der Interaktion dieser Peptide mit IpgC sollte mithilfe geeig-
neter Antikorper erfolgen. Auf diese Weise sollte das Bindungsepitop von Spal3 ermittelt
werden. Die Ergebnisse waren jedoch nicht aufschlussreich. Nur eine der drei Positivkontrol-
len war tatsachlich erfolgreich. Fir zwei der Spal3-Peptide konnte ein sehr schwaches Signal
erhalten werden. Diese Peptid-Sequenzen konnten in ersten Versuchen mittels MST jedoch
nicht als IpgC-Bindungsepitop bestatigt werden. Dies lag z.T. an der eingeschrankten Loslich-

keit der Spal3-Peptide (Kapitel 3.3).

Die Bindungsepitope von MxIE und IpaC konnten bereits in vorherigen Arbeiten ermittelt
werden. Darauf aufbauend wurde in dieser Arbeit versucht, die Struktur von IpgC mit den
Bindungsepitopen von MxIiE und IpaC zu ermitteln. Dazu wurden Kokristallisationsexperi-
mente durchgefiihrt. Im Falle der Kokristallisation von IpgC mit dem MxiE-Peptid stellte sich
jedoch nach Erhalt ausreichend streuender Kristalle mehrfach heraus, dass das Peptid nicht
gebunden hatte. Die Kokristallisation von IpgC mit dem IpaC-Peptid gelang mithilfe der fir
IpaB bekannten Kokristallisationsbedingung. Hier konnte zwar ein Datensatz bis zu einer
Auflésung von 2.62 A gesammelt werden, mit diesem gelang jedoch aus bislang ungeklarten

Griinden die Strukturbestimmung nicht (Kapitel 3.5).
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5.1.

5.1.1.

Material und Methoden

Materialien
Laborgerate

Tabelle 5.1-1: Verwendete Laborgeridite.
Gerat Hersteller
AKTAprime™ plus GE HEALTHCARE
Analysenwaage SBC 32 SCALTEC
Autoklav T-Line FEDEGARI
ChemiDoc™ Imaging System Bio-RAD
Elektrophorese-Kammer BIO-RAD
EmulsiFlex-C5 AVESTIN
MAR345 Image Plate Detektor mit Iu-S Mikrofokusréhre MAR-INCOATEC
Mikroskop SZ-60 OLYMPUS
CP2P Mikrowaage SARTORIUS
MiniCycler MJ RESEARCH
Monolith NT.115 NANOTEMPER

Nanodrop™ 2000c

Odyssey Infrared Imaging System
Peristaltikpumpe P-1

913 pH-Meter

Prazisionswaage PCB 3500-2
Real-Time PCR System QuantStudio™ 3
Schiittler Innova 4200

Schittler Innova 4230

Sonifier™ 250

Thermomixer Comfort 2 mL
Trans-Blot® Turbo

Zentrifuge Avanti™ J-25
Zentrifuge Multifuge 3 S-R
Zentrifuge 1-14K

THERMO SCIENTIFIC

LI-COR BIOSCIENCES

GE HEALTHCARE

METROHM

KERN

THERMO FISHER SCIENTIFIC
NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
BRANSON

EPPENDORF

Bio-RAD

BECKMAN COULTER
HERAEUS

SIGMA
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5. Material und Methoden

5.1.2. Chemikalien
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Tabelle 5.1-2: Verwendete Chemikalien.

Chemikalien Hersteller
N-(2-Acetamido)iminodiessigsaure (ADA) CARLROTH
Agar-Agar CARL ROTH
Agarose, SeaKem?® LoNzA
Ammoniumformat RIEDEL DE HAEN
Ammoniumperoxodisulfat (APS) CARL ROTH
Ammoniumsulfat CARL ROTH
Ampicillin Natriumsalz CARL ROTH
BICIN FLUKA
BIS-TRIS CARL ROTH
Bromphenolblau MERCK
Calciumchlorid CARLROTH
Chloramphenicol CARL ROTH
Cobalt(Il)-chlorid-Hexahydrat CARL ROTH
Coomassie® Brillant Blau R250 CARL ROTH
Dimethylsulfoxid (DMSO) ACROS ORGANICS
Dinatriumhydrogenphosphat CARLROTH
Dithiothreitol (DTT) CARLROTH
Essigsaure CARL ROTH
Ethanol CARL ROTH
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) MERCK
Ethylenglykol CARL ROTH
Glutathion (reduziert, GSH) CARL ROTH
Glycerol CARLROTH
Glycin CARLROTH
Guanidin-HCl CARL ROTH
Hefeextrakt CARLROTH
HEPES, PUFFERAN® CARL ROTH
1,6-Hexandiol, 5 m JENA BIOSCIENCE
Imidazol CARL ROTH
Isopropyl--D-galactopyranosid (IPTG) CARL ROTH
Kaliumchlorid MERCK
Kaliumdihydrogenphosphat CARL ROTH
Lithiumsulfat-Monohydrat ACROS ORGANICS
Lithiumsulfat, 2.7 m QIAGEN
Lysozym CARL ROTH
Magnesiumchlorid-Hexahydrat CARL ROTH
Magnesiumnitrat-Hexahydrat FLUKA
Magnesiumsulfat-Heptahydrat MERCK
D-Maltose-Monohydrat CARL ROTH
B-Mercaptoethanol MERCK

MES, PUFFERAN® CARL ROTH
2-Methylpentan-2,4-diol (MPD) SIGMA ALDRICH
Milchpulver, fettarm, blotting grade CARL ROTH
MOPS CARL ROTH
Natriumacetat, pH 4.6, 1 M JENA BIOSCIENCE
Natriumbromid MERCK
Natriumchlorid FISHER SCIENTIFIC
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Pellets CARL ROTH
Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6sung, 10 % INVITROGEN
Natriumfluorid CARL ROTH
Natriumhydroxid CHEMSOLUTE
Natriumkaliumtartrat-Tetrahydrat GRUSSING
Natriumkaliumtartrat, 2 m QIAGEN



5.1. Materialien

Chemikalien Hersteller
PEG 2000 CARL ROTH
PEG 3350 CARL ROTH
PEG 4000 CARL ROTH
PEG 8000 CARL ROTH
PEG 20000 FLUKA

PEG 550-Monomethylether MERCK
Roti®-Blue 5x CARL ROTH
Rotiphorese® Gel 30 CARLROTH
Rotiphorese 10x SDS-PAGE CARL ROTH
D(+)-Saccharose CARLROTH
SYBR™ Safe DNA gel stain INVITROGEN
SYPRO™ Orange protein gel stain INVITROGEN
Tetramethylethylendiamin (TEMED) CARL ROTH
Thrombin CSL BEHRING
Trinatriumcitrat-Dihydrat CARLROTH
TRIS, PUFFERAN® CARL ROTH
TRISpH7.0,1 ™ QIAGEN
TRIS-HCI, PUFFERAN® CARL ROTH
Trypton/Pepton CARL ROTH
Tween® 20 CARL ROTH
Wasser, doppelt-destilliert CARL ROTH
X-TEW JENA BIOSCIENCE

5.1.3. Puffer und Losungen

Tabelle 5.1-3: Verwendete Puffer und Lésungen.

Pufferbezeichnung

Zusammensetzung

Ampicillin-Losung
APS-Losung
BIS-TRIS-Puffer (IpgC)

BIS-TRIS-Elutionspuffer (IpgC)

Blockierungspuffer

Chloramphenicol-Losung

Cleavage-Puffer

Coomassie®-Entfarbelosung

Coomassie®-Farbelésung

100 mg/mL Ampicillin
10 % Ammoniumperoxodisulfat

20 mm BIS-TRIS
pH 6.0

20 mm BIS-TRIS
1 m NaCl
pH 6.0

5 % Sucrose
4 % Milchpulver
in TBS-T-Puffer

50 mg/mL Chloramphenicol

50 mm TRIS-HCI
150 mm NaCl

1 mm EDTA

1 mmDTT
pH7.0

10 % (V/V) Essigsaure
40 % (V/V) Ethanol

10 % (V/V) Essigsaure
40 % (V/V) Ethanol
0.1 % Coomassie® Brillant Blau R250
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5. Material und Methoden

Pufferbezeichnung Zusammensetzung

DEAE-Bindepuffer (Spal3) 20 mm TRIS
3 mm DTT
pH7.5

DEAE-Elutionspuffer (Spal3) 20 mm TRIS
1 mNaCl
3 mm DTT
pH7.5

Dextrin-S-Bindepuffer (Spal3) 20 mm TRIS-HCI
200 mMm NacCl
1 mmEDTA
1mmDTT
pH 7.4

Dextrin-S-Elutionspuffer (Spal3) 20 mm TRIS-HCI
200 mm NacCl
1 mm EDTA
1mmDTT
10 mm Maltose
pH7.4

GSH-Elutionspuffer 25 mm Glutathion (reduziert)
in 1x PBS-Puffer
pH 7.3

GSTrap-Elutionspuffer 50 mm TRIS-HCI
10 mm Glutathion (reduziert)
5 mm DTT
pH 8.0

Guanidin-HCl-Losung 6 M Guanidin-HCI

Hochsalzpuffer 20 mm TRIS
1 ™M Nadcl
1 mm EDTA
1 mmDTT
pH7.4

IPTG-L8sung 1mIPTG

Nickel-Bindepuffer 20 mm TRIS
500 mm NacCl
pH 8.0

Nickel-Elutionspuffer 16 mm TRIS
400 mm NaCl
200 mMm Imidazol
pH 8.0

PBS-Puffer (1x) 140 mm NaCl
2.8 mm KCl
10 mm NazHPO4
1.7 mM KH2PO4
5mmMDTT
pH 7.3

Phenyl-S-Puffer-A 0.1 MTRIS
1.5 m Nacl
pH 8.0

Phenyl-S-Puffer-B 0.1 mTRIS
pH 8.0
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5.1. Materialien

Pufferbezeichnung

Zusammensetzung

PreScission-Lagerpuffer

PreScission-Puffer

Roti®-Blue-Entfarbeldsung
Roti®-Blue-Farbelosung

Sammelgel-Puffer

SEC-Puffer (IpgC)

SDS-Probenpuffer (4x)

TAE-Puffer (1x)

TBS-Puffer (1x)

TBS-T-Puffer (1x)

Transfer-Puffer

Trenngel-Puffer

TSA-Puffer

50 mm TRIS-HCI
150 mm NacCl

1 mm EDTA
1mmDTT

5% (V/V) Glycerol
pH 7.5

50 mm TRIS-HCI
150 mm NaCl

1 mm EDTA

1 mmDTT

pH 7.5

25 % (V/V) Ethanol
20 % (V/V) Roti®-Blue 5x

1M TRIS
pH 6.8

10 mm HEPES
150 mm NaCl
pH 7.5

250 mm TRIS

200 mm DTT

0.04 % Bromphenolblau
8 % SDS

40 % (V/V) Glycerol

pH 6.0

40 mm TRIS

20 mMm Essigsdure
1 mmEDTA

pH 8.0

50 mm TRIS
27 mm KCl
136 mm NacCl
pH 8.0

50 mm TRIS

27 mm KCI

136 mm NacCl

0.05 % (V/V) Tween® 20
pH 8.0

10 % (V/V) Ethanol
1.92 mm Glycin
2.48 mMm TRIS

1M TRIS
pH 8.8

50 mm HEPES
150 mm NaCl
pH 7.5
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5. Material und Methoden

5.1.4. Medien

Tabelle 5.1-4: Verwendete Medien.

Medium Zusammensetzung
LB-Agar LB-Medium

+1.5 % Agar-Agar
LB-Medium 0.5 % Hefeextrakt

Super-LB-Medium

1.0 % Trypton
1.0 % NaCl

1.5 % Hefeextrakt
2.5 % Trypton
0.5 % NaCl

5.1.5. Verbrauchsmaterial
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Tabelle 5.1-5: Verbrauchsmaterial sortiert nach Einsatzgebiet.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Cryschem 24 Well Crystallization Plates

VDX 24 Well Crystallization Plates without sealant
Crystal Clear Sealing Tape (Shark-Tape)
Silikonpaste Korasilon mittelviskos

Deckgldser, Durchmesser 22 mm

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL
MicroAmp™ Optical Adhesive Film

Blottingpapier GB 002 (Whatman® 3 mm)
Nitrozellulose Transfer Membran PROTRAN®, 0.45 um
PVDF-Membran, Immobilon™ P, 0.45 um

Nalgene™ Rapid-Flow™ Bottle Top Filter 0.2 um
ZelluTrans Dialysemembran MWCO 12000-14000
ZelluTrans Dialysemembran MWCO 6000-8000
Vivaspin® 20 MWCO 5.000

Vivaspin® 20 MWCO 10.000

Vivaspin® 20 MWCO 30.000

Spritzenfilter Rotilabo® 0.22 um, steril
Spritzenfilter Rotilabo® 0.45 um, steril
Spritzenfilter Rotilabo® 0.8 um, unsteril

Kivetten

HAMPTON RESEARCH
HAMPTON RESEARCH
HAMPTON RESEARCH
KURT OBERMEIER GMBH
THERMO FISHER SCIENTIFIC

THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC

WHATMAN
WHATMAN
MILLIPORE

THERMO FISHER SCIENTIFIC
CARL ROTH

CARL ROTH

SARTORIUS

SARTORIUS

SARTORIUS

CARL ROTH

CARL ROTH

CARL ROTH

SARSTEDT



5.1. Materialien

5.1.6. Primer

Tabelle 5.1-6: Verwendete Primer.

Oligoname

Sequenz (5 > 3Y)

pGEX-spal3-pMAL-for
pGEX-spal3-pMAL-back
IpgC0,-4S_pETDuet_forward
IpgCO0,-4S_pETDuet_back
spal3_pETDuet_forward
pETDuet_spal3_backward_2
pMAL-back (Sequenzierprimer)
T7_term_2 (Sequenzierprimer)
IpgC-9,-4S_K122A_K124A_E125A_for
IpgC-9,-4S_K122A_K124A_E125A_rev

5.1.7. Kits

AGTCGAGCTCGCTGGAAGTTCTGTCCAGGGG
GTGCGGATCCTTACCGAATCCCGTATTTC
GTGGATATCGTCCCCTATACTAGGTTATTGG
GGTTAATTAAGCTTACTGAATTGCGTCCAAG
CCGAATTCGCTGGAAGTTCTGTTCCAG
GGCGGCCGCTTAGCGAATGCCATATTTC
TGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCAC
CAAGGGGTTATGCTAGTTATTGC
GAAAGCCCCCTTAGCAGCTGCAGCGTGCTTCGAACTCG
CGAGTTCGAAGCACGCTGCAGCTGCTAAGGGGGCTTTC

Tabelle 5.1-7: Verwendete Kits.

Kits Hersteller
Phusion High-Fidelity PCR Kit THERMO FISHER SCIENTIFIC
PureYield™ Plasmid Miniprep System PROMEGA

QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit
SuperSignal™ Femto Maximum Sensitivity Substrate

AGILENT TECHNOLOGIES
THERMO FISHER SCIENTIFIC

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

PROMEGA

5.1.8. Enzyme, Proteine, Molekular-Standards & Co

Tabelle 5.1-8: Verwendete Enzyme, Proteine, Molekular-Standards & Co.

Enzym/Protein/Molekular-Standard

Hersteller

DNA Gel Loading Dye (6x)
Endonuklease Ndel FD
Endonuklease BamHI
Endonuklease Sacl
Endonuklease EcoRV FD
Endonuklease Pacl FD
Endonuklease EcoRI FD
Endonuklease Notl FD

FastRuler™ Low range DNA Ladder, ready-to-use
FastRuler™ Middle range DNA Ladder, ready-to-use
FastRuler™ High range DNA Ladder, ready-to-use
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase

Nuklease-freies Wasser

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

T4 DNA-Ligase (5 U/ul)

THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
THERMO FISHER SCIENTIFIC
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5. Material und Methoden

5.1.9. Bakterienstamme

5.1.10.Vektoren

5.1.11.S&ulen

Saule

Tabelle 5.1-9: Verwendete Bakterienstimme.

Bakterienstamm Hersteller
BL21-Gold (DE3) STRATAGENE
BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL STRATAGENE
BL21 (DE3) pLysS STRATAGENE
ONE Shot™ TOP10 INVITROGEN
XL2-Blue STRATAGENE

Tabelle 5.1-10: Verwendete Vektoren.

Vektor Hersteller
pETDuet™-1 NOVAGEN
pGEX-6P-mod GRIMM®3
pMAL™-c5X NEW ENGLAND BIOLABS

Tabelle 5.1-11: Verwendete Sdulen.

Hersteller

Dextrin Sepharose™ HP

GSTrap™ FF 5 mL-Saule

HiLoad™ 26/60 Superdex™ 200 prep grade

HiLoad™ 26/60 Superdex™ 75 prep grade

HiPrep™ Phenyl HP 16/10

HisTrap™ HP 5 mL

HiTrap™ DEAE FF 5 mL

HiTrap™ SP HP 5 mL

mit Glutathion-Sepharose® 4 FF gefiillte XK16/20-Saule
mit Sephadex™ G-25 gefiillte XK16/40-Saule

5.1.12. Antikorper

Antikérper

Tabelle 5.1-12: Verwendete Antikérper.

GE HEALTHCARE

GE HEALTHCARE
AMERSHAM BIOSCIENCES
AMERSHAM BIOSCIENCES
GE HEALTHCARE

GE HEALTHCARE

GE HEALTHCARE

GE HEALTHCARE
PHARMACIA BIOTECH
PHARMACIA BIOTECH

Hersteller

GST Polyclonal Antibody, Host Species: Rabbit
IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG Secondary Antibody
Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobuline HRP
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5.1.13.Peptide

Tabelle 5.1-13: Im Zusammenhang mit dieser Arbeit synthetisierte Peptide.

Name Sequenz Hersteller
IpaB Ac-LIPELKAPKS-CONH: /)
IpaB-G Ac-LIPEGKAPKS-CONH:
IpaB-A Ac-LIPEAKAPKS-CONH:
IpaB-S Ac-LIPESKAPKS-CONH2 — AG STEINMETZER,
IpaB-I Ac-LIPEIKAPKS-CONH: Universitat Marburg (UM)
IpaB-N Ac-LIPENKAPKS-CONH:
IpaB-D Ac-LIPEDKAPKS-CONH: _J
IpaC10.5 Ac-LLKLSEQVQH-CONH:2 AG STEINMETZER, UM
IpaCll Ac-LLKLSEQVQHD-CONH:2 DANIELA MULLER, Technische
Hochschule Mittelhessen (THM)
IpaCl1 Ac-LLKLSEQVQHD-CONH: AG STEINMETZER, UM
IpaCl1 Ac-LLKLSEQVQHD-CONH:> GENSCRIPT
MxiE10S Ac-AEKSIHFYHE-CONH: AG STEINMETZER, UM
MXxiE-Al Ac-AEKSIHFYHE-CONH: )
MXxIiE-A2 Ac-AAKSIHFYHE-CONH:
MXxIiE-A3 Ac-AEASIHFYHE-CONH:
MxiE-A4 Ac-AEKAIHFYHE-CONH2
MXxiE-A5 Ac-AEKSAHFYHE-CONH: — DANIELA MULLER, THM
MXxiE-A6 Ac-AEKSIAFYHE-CONH2
MXxiE-A7 Ac-AEKSIHAYHE-CONH:2
MXxiE-A8 Ac-AEKSIHFAHE-CONH:2
MXxiE-A9 Ac-AEKSIHFYAE-CONH:
MxiE-A10 Ac-AEKSIHFYHA-CONH: _
Spal3-1 Ac-MKQLDKVLKIKDKYQRSVKL-CONH, ~ )
Spal3-2 Ac-KDKYQRSVKLIEAHILTLKK-CONH:
Spal3-3 Ac-IEAHILTLKKKNSLYRDVEA-CONH2
Spal3-4 Ac-KNSLYRDVEALDKRIIYFLQ-CONH2
Spal3-5 Ac-LDKRIIYFLQLENDLEPVGA-CONH:
Spal3-6 Ac-LENDLEPVGAQSVSQLFNTR-CONH:2
Spal3-7 Ac-QSVSQLFNTRRKIAIVKKHI-CONH:2
Spal3-8 Ac-RKIAIVKKHIIQYQSERILL-CONH:
Spal3-9 Ac-IIQYQSERILLKGRIEEIQK-CONH2 ~ AG STEINMETZER, UM
Spal3-10 Ac-KGRIEEIQKDIDEANASKRK-CONH2
Spal3-11 Ac-IDEANASKRKLLHKESKICK-CONH:
Spal3-12 Ac-LLHKESKICKRIGLIKRNNF-CONH2
Spal3-13 Ac-RIGLIKRNNFAKQLILDELS-CONH:
Spal3-14 Ac-FAKQLILDELSQEDMKYGIR-CONH2
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5. Material und Methoden

5.1.14. Follow-up-Verbindungen

Tabelle 5.1-14: Follow-up-Verbindungen.
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Follow-up-ID MolPort-ID Hersteller
1 MolPort-047-389-362 CHEMBRIDGE CORPORATION
2 MolPort-002-296-948 CHEMBRIDGE CORPORATION
3 MolPort-002-302-666 CHEMBRIDGE CORPORATION
4 MolPort-047-550-026 ENAMINE LTD.
5 MolPort-020-055-212 ENAMINE LTD.
6 MolPort-047-337-193 ENAMINE LTD.
7 MolPort-020-056-638 ENAMINE LTD.
8 MolPort-038-948-311 ENAMINE LTD.
9 MolPort-004-837-875 ENAMINE LTD.
10 MolPort-004-249-696 ENAMINE LTD.
11 MolPort-002-905-453 MAYBRIDGE, LTD.
12 MolPort-002-905-332 MAYBRIDGE, LTD.
13 MolPort-002-905-336 MAVYBRIDGE, LTD.
14 MolPort-002-905-463 MAYBRIDGE, LTD.
15 MolPort-002-051-031 OTAVA, LTD.
16 MolPort-000-693-554 OTAVA, LTD.
17 MolPort-030-033-993 UKRORGSYNTHESIS LTD.



5.2. Molekularbiologische Methoden

5.2. Molekularbiologische Methoden

5.2.1. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zu Beginn einer Klonierung wurde das gewlinschte Gen im vorliegenden Vektor amplifiziert
und dabei durch die Verwendung geeigneter Primer mit ausgewahlten Restriktionsschnittstel-
len versehen. Als DNA-Polymerase wurde Phusion™ High-Fidelity (HF) (THERMO FISHER SCIENTIFIC)

verwendet. Ein typischer PCR-Ansatz ist in Tabelle 5.2-1 gezeigt.

Tabelle 5.2-1: Zusammensetzung eines typischen PCR-Ansatzes.

Bestandteile Volumen [pL] Finale Konzentration
Reaktionspuffer, HF (5x) 10 1x
5’-Primer in H20; 2.5 pmol/uL
3’-Primer in H20; 2.5 pmol/uL

dsDNA-Templat 100-200 ng
dNTP-Mix, je 10 mm 200 um
H20, Nuklease-frei
Phusion™-Polymerase, 2 U/uL 0.5 1U
Gesamtvolumen > 50

Die Phusion™-Polymerase wurde als letzte Komponente hinzugegeben. Der fertige Ansatz
wurde in einen PCR Mini Cycler (MJ ReESEARCH) gestellt und das zuvor einprogrammierte Tem-

peraturprogramm wurde gestartet (siehe Tabelle 5.2-2).

Tabelle 5.2-2: Temperaturprogramm fiir eine PCR.

Anzahl Zeit [s] Temperatur [°C] Schritte der PCR
1 30 98 Initiale Denaturierung
10 98 Denaturierung
30 { 30 Primerhybridisierung
pro 1 kb 15-30 Elongation
1 600 72 Finale Elongation
1 oo 4 Lagerung

Die Temperatur fir die Primerhybridisierung hangt von den jeweils verwendeten Primern ab.
Zur Abschatzung der fir die Primerhybridisierung notwendigen Temperatur wurde der Tp,
Calculator (THERMO FISHER SCIENTIFIC) verwendet. Die Elongationszeit ist von der Lange des
Vektors mit dem zu replizierenden Gen abhéangig. Daher sind die Temperaturen fir diese

Schritte der PCR in Tabelle 5.2-2 nicht angegeben.
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5.2.2. Enzymatischer Verdau

Das PCR-Produkt bzw. die Plasmid-DNA wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
versetzt. Bei der Verwendung von FastDigest- (FD-) Enzymen wurde der Ansatz fir 1 h bei
37 °C inkubiert. Bei herkommlichen Enzymen dauerte der enzymatische Verdau i.d.R. 2-3 h.
Beim Verdau von Vektor-DNA, in die spater das gewlinschte Gen eingebracht werden sollte,
wurde zu dem Ansatz Alkalische Phosphatase hinzugegeben, um zu verhindern, dass sich der
linearisierte Vektor wahrend der Ligation wieder schliellit. Wurde der Verdau nicht mit FD-,
sondern mit herkdmmlichen Enzymen durchgefiihrt, wurde die Alkalische Phosphatase erst
nach 2-2.5 h hinzugegeben. Ein typischer Ansatz fiir einen enzymatischen Verdau ist in Tabelle

5.2-3 gezeigt.

Tabelle 5.2-3: Typischer Ansatz eines enzymatischen Verdaus.

Bestandteile Insert [uL]  Vektor [pL]
PCR-Produkt/Plasmid-DNA (1000-2000 ng)
H20, Nuklease-frei

10x FD Green Buffer 4 4
Restriktionsenzym 1 FD 1 1
Restriktionsenzym 2 FD 1 1

Alkalische Phosphatase FD - 1
Gesamtvolumen 40 40

5.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines Agarose-Gels wurden 0.5 g Agarose mit 50 mL TAE-Puffer (1x) versetzt
und in der Mikrowelle so lange erhitzt, bis sich der Feststoff vollstandig geldst hatte. Es wurde
1 uL des Farbstoffs SYBR® Safe hinzugegeben, um die DNA im Gel unter der Anwendung von
UV-Licht bzw. blauem Licht sichtbar zu machen. Die Losung wurde in eine Kammer gegossen.
Mithilfe eines Kamms wurden fiir die Proben Vertiefungen im Gel erzeugt. Die Kammer wurde
nach dem Erstarren mit 1x TAE-Puffer gefiillt, sodass das Gel vollstandig mit Puffer bedeckt
war. Proben und Marker wurden in die Vertiefungen pipettiert. Die DNA-Proben waren zuvor
mit 6x Probenpuffer versetzt worden. Die Elektrophorese wurde 50 min bei 100 V betrieben.
Die Apparatur wurde wahrend des Betriebs mit Alufolie abgedeckt. Mithilfe einer UV-Platte

und eines entsprechenden Filters konnten die DNA-Banden anschlieRend analysiert werden.
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5.2.4. Gelextraktion

Die gewilinschten DNA-Banden wurden aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten. Zur Extraktion
und Aufreinigung der DNA-Fragmente wurde das Gelextraktionskit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (PROMEGA) verwendet. Dazu wurde eine DNA-Bande in ein 1.5 mL Reaktions-
gefall Gberflihrt und je nach GroRe des Gelfragments mit 100-200 uL Membrane Binding
Solution versetzt. Der Ansatz wurde schiittelnd bei 60 °C inkubiert, bis sich das Gel vollstandig
aufgelost hatte. Der Mix aus DNA und Membrane Binding Solution wurde auf eine Wizard® SV
Saule gegeben und in ein 1.5 mL ReaktionsgefaR gestellt. Es wurde 1 min bei 13000 rpm
(1-14K, SigmA) zentrifugiert. Nach der Zugabe von 700 pL Waschlésung wurde erneut 1 min
bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Sdule wurde ein zweites Mal mit 300 uL Waschlosung gewa-
schen. Dieses Mal betrug die Zentrifugationszeit 3 min. Die gewiinschte DNA wurde mit 30 uL

Nuklease-freiem Wasser eluiert und in einem 1.5 mL Reaktionsgefald aufgefangen.

5.2.5. Ligation

Bei der Ligation wurden meist mehrere Ansatze gleichzeitig durchgefiihrt. Diese unterschie-
den sich lediglich im Verhaltnis von Insert zu Vektor-DNA. Ein typischer Ansatz kann Tabelle

5.2-4 entnommen werden. Dieser Ansatz wurde 1 h lang bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 5.2-4: Typischer Ansatz einer Ligation.

Bestanteile Finale Konzentration 1. Ansatz 2. Ansatz
bzw. Volumen

Insert:Vektor Verhaltnis 1:1-5:1 3:1 4:1
Vektor: 20-100 ng ca. 16 plL insgesamt
Ligase-Puffer (10x) 1x 2 2
DNA-Ligase (5 U/uL) 0.125U 0.5 0.5
H20, Nuklease-frei
Gesamtvolumen 20 pL 20 L
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5.2.6. Transformation

6 pL eines Ligationsansatzes bzw. eine ausreichende Menge an Plasmid-DNA wurden mit 25 pL
kompetenten Zellen vereint. Dieser Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert. Die Dauer des
darauffolgenden Hitzeschocks bei 42 °C war abhangig von den verwendeten Zellen. Bei XL2-
Blue ultrakompetenten Zellen (AGILENT TECHNOLOGIES) dauerte der Hitzeschock 30 s und bei
BL21-CodonPlus kompetenten Zellen (AGILENT TECHNOLOGIES) 20 s. Die Dauer des Hitzeschocks
ist flr eine optimale Transformation sehr entscheidend. Es wurde daher strikt nach Handbuch
der jeweiligen Zellen verfahren. Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen ein paar Minuten
auf Eis inkubiert. Um ein Endvolumen von 1000 plL zu erhalten, wurde die entsprechende
Menge LB-Medium hinzugegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C und 350
rpm (Thermomixer Comfort 2 mL, EPPENDORF). Der Ansatz wurde anschlieBend bei 13000 rpm
fir 1 min abzentrifugiert (1-14K, SiGma). 750 uL des Uberstandes wurden verworfen. Das
Zellpellet wurde im restlichen Uberstand resuspendiert. Der Ansatz wurde auf eine Ampicillin-

Agarplatte pipettiert, gleichmaRig verteilt und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.2.7. Ubernachtkultur

LB-Medium wurde unter sterilen Bedingungen mit den entsprechenden Antibiotika versetzt.
Bei der rekombinanten Produktion von IpgC wurden Chloramphenicol (finale Konzentration:
50 pg/mL) und Ampicillin (finale Konzentration: 100 pg/mL) hinzugegeben, bei der von Spal3
wurde nur Ampicillin (finale Konzentration: 100 pg/mL) eingesetzt. Eine Ubernachtkultur
wurde entweder mit einer Zellkolonie einer zuvor durchgefiihrten Transformation oder mit

Zellen aus einem Glycerol-Stock angeimpft und fiir 16 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert.

5.2.8. Plasmidpraparation

Fiir eine Plasmidpraparation wurden 4 mL Ubernachtkultur verwendet. Diese wurde mithilfe

des PureYield™ Plasmid Miniprep Systems (PROMEGA) durchgefiihrt.
5.2.9. Bestimmung der DNA-Konzentration und Sequenzierung

DNA-Konzentrationen wurden spektrometrisch bei einer Wellenldange von 260 nm mittels
Nanodrop 2000c (THERMO FISHER SCIENTIFIC) bestimmt. Die Proben wurden von EUROFINS GENO-

MICS sequenziert.
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5.2.10. Herstellung eines Glycerol-Stocks

Nach einer erfolgreichen Klonierung bzw. Mutagenese wurden 750 uL einer zuvor angesetz-
ten Ubernachtkultur mit 250 pL sterilem Glycerol vermischt, in fliissigem Stickstoff schockge-

froren und bei -80 °C gelagert.
5.2.11. Ortsspezifische Mutagenese mittels PCR

Fiir die Mutagenese wurde das QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma
AGILENT TECHNOLOGIES verwendet. Die Mutationen wurden Uber Primer, die die Mutation
bereits durch Basenaustausch beinhalteten, ins Gen eingefiihrt. Das nach der PCR noch
vorhandene Ausgangsplasmid wurde durch die Zugabe von 1.5 uL Dpnl und 1-stiindige Inku-
bation bei 37 °C zerstort. Die detaillierte Vorgehensweise ist im entsprechenden Manual nach-

zulesen.

5.3. Proteinbiochemische Methoden

5.3.1. Heterologe Expression von rekombinanten spal3-Genen in E. coli

Steriles LB-Medium wurde mit 100 pg/mL Ampicillin versetzt, mit dem entsprechenden
Glycerol-Stock angeimpft und bei 37 °C 16 h schiittelnd inkubiert. 2 L steriles LB-Medium, wel-
ches zuvor mit 100 pg/mL Ampicillin versetzt worden war, wurde mit 20 mL dieser Ubernacht-
kultur versetzt. Die Zellkultur wurde bei 37 °C bis zum Erreichen einer ODsoo (optische Zell-
dichte bei 600 nm) von 0.6-0.8 schiittelnd inkubiert. Die Temperatur wurde auf 16 °C gesenkt.
Die Proteinproduktion wurde durch die Zugabe von 2 mL 1-molarer IPTG-L6sung induziert. Es
folgten weitere 16-20 h Inkubation schiittelnd bei 16 °C. Die Zellernte erfolgte mittels Zentri-
fugation bei 4 °C und 10000 rpm Uber einen Zeitraum von 10 min (Avanti™ J-25, JA-10 Rotor,
BECKMAN CoULTER). Die Zellen von je 2 bzw. 4 L Expressionsmedium wurden vereint, in fllssi-

gem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

5.3.2. Messung der optischen Dichte einer Zellkultur

Die Messung der OD erfolgte bei einer Wellenlange von 600 nm. Dazu wurden etwa 1 mL Zell-
kultur in eine Einmalkivette (SARSTEDT) Uberfiihrt und mittels Nanodrop 2000c (THERMO FISHER

SCIENTIFIC) vermessen. Flr den Nullabgleich diente das zellfreie Medium.
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5.3.3. Zellaufschluss und -ernte

Die Zellen von 2 bzw. 4 L Expressionsmedium wurden in 80-100 mL Puffer resuspendiert,
homogenisiert und mit Ultraschall aufgeschlossen. Die Ultraschallbehandlung erfolgte mittels
Sonifier™ 250 (BRANSON) dreimal Uber einen Zeitraum von 3 min mit einer Starke von 3/10 bei
70 % Output. Die Zellen befanden sich die gesamte Zeit tiber auf Eis. Die festen Zellbestand-
teile wurden durch 1-stiindige Zentrifugation bei 4 °C und 20000 rpm abgetrennt (Avanti™
J-25, JA-25.50 Rotor, BECKMAN COULTER).

5.3.4. Affinitatschromatographie mittels Dextrin-Sepharose-Saule

Die Zellen wurden mit Dextrin-S-Bindepuffer resuspendiert und aufgeschlossen. Das Zelllysat
wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min auf eine zuvor mit 5 Sdulenvolumina (SV) H20 und
5 SV Dextrin-S-Bindepuffer aquilibrierte Dextrin Sepharose™ HP-Saule (GE HEALTHCARE) gela-
den. Die Saule wurde anschlieBend mit 12 SV Dextrin-S-Bindepuffer gespilt und an ein
AKTAprime™ plus FPLC System (GE HEALTHCARE) angeschlossen. Die Elution erfolgte mit Dextrin-

S-Elutionspuffer und einer Flussrate von 1.5 mL/min.

Bei Anwendung einer reversen Dextrin-Sepharose-Saule wurde die Saule auf gleiche Weise
aquilibriert. Die auf Dextrin-S-Bindepuffer umgepufferte Proteinlésung wurde nach erfolgter
Abspaltung des MBP-Tags auf die Sdule geladen. Der Durchfluss wurde aufgefangen. Auf diese
Weise kann fiir gewohnlich das MBP-Tag abgefangen werden, das Protein befindet sich im

Durchfluss.

5.3.5. Affinitdtschromatographie mittels Glutathion-Sepharose-Saule

Zellen wurden mit Cleavage-Puffer resuspendiert und aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde mit
einer Flussrate von 1 mL/min auf eine mit Glutathion-Sepharose® 4 FF gefillte XK16/20-Saule
(PHARMACIA BIOTECH) — kurz GSH-Saule — geladen, die zuvor mit 3 SV H,0 und 3 SV Cleavage-
Puffer dquilibriert worden war. AnschlieBend wurde die beladene Saule mit 250 mL Cleavage-
Puffer bei einer Flussrate von 1.5 mL/min gewaschen. 1.5 mg PreScission-Protease wurden in
Cleavage-Puffer gelost und mit einer Spritze auf die Sdule geladen. Die Sdule wurde Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert und an ein AKTAprime™ plus FPLC System (GE HEALTHCARE) angeschlos-

sen. Die Elution erfolgte mit Cleavage-Puffer und einer Flussrate von 1 mL/min.
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Bei Anwendung einer reversen GSH-Saule wurde die Saule zuvor mit 3 SV H,O und 3 SV
Dextrin-S-Bindepuffer aquilibriert. Das Eluat der reversen Dextrin-Sepharose-Saule wurde auf
die GSH-Saule geladen und der Durchfluss wurde aufgefangen. Auf diese Weise erfolgte die
Abtrennung der PreScission-Protease. Da die PreScission-Protease ein Fusionsprotein der
3C-Protease des humanen Rhinovirus und der Glutathion-S-Transferase darstellt, kann sie

durch die Anwendung einer reversen GSH-Saule von der Proteinldsung abgetrennt werden.

5.3.6. Affinitatschromatographie mittels Nickelsaule

Das Zelllysat — die Resuspension der Zellen war mit Nickel-Bindepuffer erfolgt — wurde mit
einer Flussrate von 1 mL/min auf eine zuvor mit 4 SV H,0 und 4 SV Nickel-Bindepuffer daquili-
brierte HisTrap™ HP 5 mL-Saule (GE HEALTHCARE) geladen. Die Siule wurde an ein AKTAprime™
plus FPLC System (GE HEALTHCARE) angeschlossen und solange mit Nickel-Bindepuffer gespiilt,
bis eine konstante UV-Absorption beobachtet wurde. Die Elution erfolgte mithilfe eines line-

aren Gradienten (0-100 % Nickel-Elutionspuffer in 60 min) und einer Flussrate von 1 mL/min.

5.3.7. Pufferaustausch mittels Dialyse

Der Pufferaustausch erfolgte mittels Dialyse. Dazu wurde die Proteinldsung in einen Dialyse-
schlauch (ZelluTrans Dialysemembran, RoTH) Uberfiihrt. Fiir Fusionsproteine wurde eine
Membran mit einem MWCO von 12-14 kDa eingesetzt, fiir die in dieser Arbeit verwendeten
Zielproteine wurde eine Membran mit einem MWCO von 6-8 kDa verwendet. Der Dialyse-
schlauch wurde je nach Volumen der Proteinlésung in 3-5 L Dialysepuffer tGberfihrt und Gber

Nacht bei 4 °C unter Riihren inkubiert.

5.3.8. Abspaltung eines MBP-Tags

Die Abspaltung des MBP-Tags erfolgte nach Dextrin-Sepharose-Saulenchromatographie und
Pufferaustausch bei Raumtemperatur lber einen Zeitraum von 4 h. Dazu wurden 1 mg
PreScission-Protease zur Proteinldsung hinzugegeben. Alternativ erfolgte die Abspaltung des
MBP-Tags zeitgleich mit dem Pufferaustausch tiber Nacht bei 4 °C. Dies war abhangig von der

Stabilitat des Proteins im verwendeten Puffersystem.
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5.3.9. lonenaustauschchromatographie mittels DEAE-Saule

Eine HiTrap™ DEAE Sepharose FF 5 mL-Saule (GE HEALTHCARE) wurde mit 3 SV H,0 und 3 SV
DEAE-Bindepuffer dquilibriert. Das nach Pufferaustausch in DEAE-Bindepuffer vorliegende
Protein wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min auf die Sdule geladen. Der Durchfluss wurde
aufgefangen. Die Sdule wurde anschlieRend mit 50 mL DEAE-Bindepuffer gespiilt. Die Fluss-
rate dabei betrug 2 mL/min. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten. Uber einen
Zeitraum von 60 min wurde bei einer Flussrate von 1 mL/min der Anteil an DEAE-Elutionspuf-

fer von 0 auf 100 % erhoht.

5.3.10.lonenaustauschchromatographie mittels SP HP-Saule

Eine HiTrap™ SP HP 5 mL-Saule (GE HEALTHCARE) wurde mit 3 SV H,0 und 3 SV SP-Bindepuffer
aquilibriert. Das Dialysat wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min auf die Saule geladen. Der
Durchfluss wurde aufgefangen. Die Sdule wurde anschlieBend bei einer Flussrate von
1.5 mL/min mit 50 mL SP-Bindepuffer gespilt. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradi-

enten (0-100 % SP-Elutionspuffer in 60 min) bei einer Flussrate von 1 mL/min.

5.3.11.Praparative Molekularsiebchromatographie

In dieser Arbeit wurde sowohl eine HiLoad™ 26/60 Superdex™ 200 prep grade-Saule
(AMERSHAM BIOSCIENCES) — kurz SEC-200 — als auch eine HiLload™ 26/60 Superdex™ 75 prep
grade-Saule (AMERSHAM BIOSCIENCES) — kurz SEC-75 — verwendet. Der Unterschied zwischen den
Saulen besteht in ihrer PorengroBe. Eine SEC-75 ist in der Lage, Proteine zwischen 3 und
70 kDa aufzutrennen. Eine SEC-200 kann Molekiile bis zu einer GréRe von 600 kDa auftrennen.
Beide Saulen besitzen ein SV von 300 mL. Vor Gebrauch wurden sie mit 1.5 SV H20 und 2 SV
SEC-Puffer aquilibriert. Die Proteinldosung wurde vor Anwendung der SEC-Sdule auf ein
Volumen von 10 mL aufkonzentriert, um so mithilfe eines 10 mL-Loops auf die Saule geladen
werden zu kénnen. Die Proteinldsung wurde mit einer Flussrate von 2 mL/min auf die Saule

geladen. Die Elution erfolgte ebenfalls bei einer Flussrate von 2 mL/min mit SEC-Puffer.
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5.3.12.Heterologe Produktion und Reinigung der PreScission-Protease

100 mL steriles LB-Medium wurden mit 100 uL einer 100 mg/mL Ampicillin-Lésung versetzt
und mit dem entsprechenden Glycerol-Stock angeimpft. Der Glycerol-Stock enthielt E. coli
BL21-Gold(DE3) kompetente Zellen mit dem Gen fiir die PreScission-Protease. Die Ubernacht-
kultur wurde 16 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Die PreScission-Protease besitzt die Erken-
nungssequenz Leu-Phe-GIn-Gly-Pro und schneidet spezifisch zwischen GIn und Gly. In dieser
Arbeit wurde die Protease gereinigt und anschlieend zur Abspaltung eines MBP-Tags einge-
setzt. Mit 100 mL Ubernachtkultur wurden 1.8 L Super-LB-Medium inklusive 1.8 mL einer
100 mg/mL Ampicillin-Lésung angeimpft und bei 37 °C und 120 rpm inkubiert. Bei Erreichen
einer ODgoo von 2 bis 3 wurde die Temperatur auf 15 °C gesenkt. Die Kolben wurden mit 1.8 mL
einer einmolaren IPTG-LOsung versetzt und 16 h bei 120 rpm inkubiert. Die Zellernte erfolgte
durch Zentrifugation des Mediums bei 4 °C und 10000 rpm liber einen Zeitraum von 10 min
(Avanti™ J-25, JA-10 Rotor, BEckmaN COULTER). Die Pellets einer 1.8 L-Kultur wurden vereint, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Die Zellen von 1.8 L Expressionsmedium wurden mit etwa 80-100 mL PBS-Puffer und einer
Spatelspitze Lysozym versetzt und resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mithilfe von
Ultraschall. Nach Abtrennung fester Zellbestandteile durch Zentrifugation Uber einen Zeit-
raum von 60 min bei 20000 rpm und 4 °C (Avanti™ J-25, JA-25.50 Rotor, BECKMAN COULTER)
wurde das Zelllysat bei einer Flussrate von 1 mL/min auf eine GSTrap FF 5 mL-Saule
(GE HeALTHCARE) geladen, die zuvor mit PBS-Puffer aquilibriert worden war. Die Saule wurde
mit PBS-Puffer und einer Flussrate von 2 mL/min gespiilt, bis die UV-Absorption in etwa den
Ausgangswert erreicht hatte. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten (0-100 %
GSTrap-Elutionspuffer in 20 min) und einer Flussrate von 2 mL/min. Das Protein wurde tber
Nacht bei 4 °C mittels Dialyse auf PreScission-Puffer umgepuffert. Der Proteinlésung wurden
5 % Glycerol zugesetzt. Mithilfe einer Ultrafiltriereinheit (Vivaspin 20 MWCO 30.000, SARTO-
RIUS) wurde die Proteinlésung auf 5 mg/mL aufkonzentriert, in fliissigem Stickstoff schockge-

froren und bei -80 °C gelagert.
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5.3.13.Heterologe Produktion und Reinigung von rekombinantem IpgC und der trunkierten

Varianten IpgC0,-4S und IpgC-9,-4S

300 mL LB-Medium wurden unter sterilen Bedingungen mit 300 uL Ampicillin-Losung
(100 mg/ml) und 300 pL Chloramphenicol-Lésung (50 mg/mL) versetzt und mit dem entspre-
chenden Glycerol-Stock angeimpft. Die anfangs verwendeten Glycerol-Stocks wurden von
HASEWINKEL'?? angefertigt. HASEWINKEL hatte den Bakterienstamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL
mit den Plasmiden pGEX-4T-Mod-ipgC, pHW1-ipgCO0,-4S und pHW1-ipgC-9,-4S transformiert.
Die angeimpften 300 mL LB-Medium wurden fiir 16 h bei 37 °C schittelnd inkubiert. Jeweils
25 mL dieser Ubernachtkultur wurden verwendet, um 2 L steriles LB-Medium anzuimpfen. Die
Zellen wurden bei 37 °C und 120 rpm bis zu einer ODeoo von 0.8 inkubiert. Bei einer ODgoo von
0.8 erfolgte die Induktion mit 2 mL einmolarer IPTG-Losung pro 2 L Kultur. Die Zellen wurden
bei 15 °C und 120 rpm etwa 18 h inkubiert. Es folgte die Zellernte. Die festen Zellbestandteile
wurden fiir 10 min bei 4 °C und 10000 rpm abzentrifugiert (Avanti™ J-25, JA-10 Rotor, BECKMAN
CouLTer). Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets von je 4 L Kultur wurden vereint, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Die in 4 L Expressionsmedium gewachsenen Zellen wurden mit etwa 80-100 mL PBS-Puffer
versetzt und resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mithilfe von Ultraschall (Sonifier 250,
BRANSON). Dazu wurde die Suspension dreimal 3 min mit einer Starke von 3/10 bei 70 % Output
behandelt. Die festen Zellbestandteile wurden durch einstiindige Zentrifugation bei 4 °C und
20000 rpm abgetrennt (Avanti™ J-25, JA-25.50 Rotor, BECKMAN COULTER).

Das auf Eis gelagerte Lysat wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min auf eine mit 15 mL Gluta-
thion-Sepharose gefillte und mit PBS-Puffer dquilibrierte XK 16/20-Saule (PHARMACIA BIOTECH)
— kurz GSH-Saule — geladen. Die Sdule wurde mit etwa 400 mL PBS-Puffer gespiilt. 500 U
Thrombin (CSL BEHRING) wurden in 15 mL PBS-Puffer gel6st und mit einer Spritze auf die Saule
geladen. Die Saule wurde tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fir die Elution des nun vom GST-Tag
befreiten Proteins wurde die Siule an ein AKTAprime™ plus FPLC System (GE HEALTHCARE)

angeschlossen. Das Protein wurde mit PBS-Puffer und einer Flussrate von 1 mL/min eluiert.
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Das Eluat wurde mithilfe einer mit Sephadex™ G-25 gefiillten XK16/40-Saule (GE HEALTHCARE) —
kurz PD-10-Sdule — umgepuffert. Zuvor musste das Eluat mithilfe einer Ultrafiltriereinheit
(Vivaspin®20 MWCO 5000, SARTORIUS) auf ein Volumen von 10 mL aufkonzentriert werden. Die
mit BIS-TRIS-Puffer dquilibrierte PD-10-Sidule wurde an das AKTAprime™ plus FPLC System
angeschlossen. Das aufkonzentrierte Eluat wurde Uber einen 10 mlL-Loop auf die Saule
geladen. Die Elution von der PD-10-Saule erfolgte ebenfalls unter Verwendung von BIS-TRIS-
Puffer.

Im Anschluss daran wurde dieses Eluat auf eine HiTrap™ DEAE FF 5 mL-Saule (GE HEALTHCARE)
— kurz DEAE-Saule — aufgetragen. Hier wurde entweder das Eluat zuvor auf 10 mL aufkon-
zentriert und Gber den 10 mL-Loop auf die Sdule geladen oder mithilfe einer Peristaltikpumpe
(P-1 GE, GE HeALTHCARE) auf die Saule geladen. Die Saule wurde solange mit BIS-TRIS-Puffer
und einer Flussrate von 2 mL/min gespult, bis die UV-Absorption in etwa den Anfangswert
erreicht hatte. Uber einen Zeitraum von 60 min wurde der Anteil an BIS-TRIS-Elutionspuffer
von 0 auf 100 % erhoht. Das auf 10 mL aufkonzentrierte Eluat wurde tiber Nacht bei 4 °Cin4 L
SEC-Puffer dialysiert. Dazu wurde ein Dialyseschlauch mit einem MWCO von 5-6 kDa
(ZelluTrans Dialysemembran, ROTH) verwendet.

Zuletzt wurde eine SEC-Saule (HiLoad™ 26/60 Superdex™ 75 prep grade, AMERSHAM BIOSCIENCES)
verwendet. Diese wurde zunadchst mit SEC-Puffer dquilibriert. Das 10 mL-Dialysat wurde mit
einer Spritze auf die Saule geladen. Die Elution erfolgte mit SEC-Puffer und einer Flussrate von
2 mL/min. Das Protein eluierte nach einem Elutionsvolumen von etwa 150-200 mL und wurde
mittels Ultrafiltriereinheit (Vivaspin®20 MWCO 10.000, SARTORIUS) auf 10 mg/mL aufkon-

zentriert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Es konnten aus einer 4 L-Kultur durchschnittlich 50 mg IpgC, 35 mg IpgC0,-4S bzw. 35 mg
IpgC-9,-4S erhalten werden. In Abbildung 5.3-1 ist eine SDS-PAGE mit Proben einer Aufreini-
gung von IpgC0,-4S gezeigt. Es ist klar zu erkennen, dass das Protein nach erfolgter Aufreini-
gung keine Verunreinigungen mehr aufwies. Abbildung 5.3-2 zeigt eine SDS-PAGE mit Proben
aller drei Proteinvarianten. Die Unterschiede in der molaren Masse sind eindeutig zu erken-
nen. Dass die jeweiligen Banden fiir die IpgC-Varianten auf dem Gel zwischen 10 und 15 kDa
zu beobachten sind und nicht zwischen 15 und 25 kDa, wo sie eigentlich hatten beobachtet
werden missen, hat wahrscheinlich mit der nicht-globuldren Form des Proteins zu tun und

wurde bereits von HASEWINKEL'?? angemerkt.
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Die hier beschriebene Aufreinigung basiert auf einem Protokoll, welches von HASEWINKEL0?
etabliert und von JUNGEL'!® optimiert wurde. Es sind jedoch kleine Anderungen vorgenommen
worden. Auf die Benzamidin-Saule zur Abtrennung des Thrombins wurde verzichtet und
anstelle eines starkbindenden Anionenaustauschers (Q Sepharose) wurde ein schwachbinden-

der Anionenaustauscher (DEAE) verwendet.

Abbildung 5.3-1: SDS-PAGE mit Proben einer Reinigung von IpgC0,-4S. Von links nach rechts: 1: Lysat;
2: Durchfluss der GSH-Sdule; 3: Waschen der GSH-Sdule; 4: Eluat der GSH-Sdule (mit bereits entferntem GST-Tag);
5: Proteinmarker; 6: Eluat der PD-10-Séule; 7: Eluat der DEAE-Séiule; 8: Fraktion 21 der SEC-Séule; 9: Fraktion 22
der SEC-Sdule; 10: vereinigte Fraktionen der SEC-Séule. Rechts ist der Proteinmarker mit den molaren Massen fiir
die Markerbanden in kDa dargestellt.

Abbildung 5.3-2: SDS-PAGE mit gereinigtem IpgC-9,-4S, IpgC und IpgCO0,-4S. Von links nach rechts: 1-4: Vier
unterschiedliche Chargen von IpgC-9,-4S: ,X3“, ,X4“, ,X5“, ,X6“; 5: Proteinmarker; 6: IpgC-Charge ,F1*; 7: Pro-
teinmarker; 8: IpgC0,-4S-Charge ,,H1”. Rechts ist der Proteinmarker mit den molaren Massen fiir die Markerban-
den in kDa dargestellt.
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5.3.14.Reinigung des Fusionsproteins GST-lIpgC0,-4S

Die heterologe Produktion wurde bereits in Kapitel 5.3.13 ausfiihrlich beschrieben. Die Zellen
von 4 L Expressionsmedium wurden mit etwa 80-100 mL PBS-Puffer versetzt und resuspen-
diert. Der Zellaufschluss erfolgte mithilfe von Ultraschall (Sonifier 250, BRANSON). Dazu wurde
die Zellsuspension dreimal 3 min mit einer Starke von 3/10 bei 70 % Output behandelt. Die
festen Zellbestandteile wurden durch einstiindige Zentrifugation bei 4 °C und 20000 rpm
abgetrennt (Avanti™ J-25, JA-25.50 Rotor, BECKMAN COULTER).

Das auf Eis gelagerte Lysat wurde mit einer Flussrate von 1 mL/min auf eine mit 15 mL Gluta-
thion-Sepharose gefillte und mit PBS-Puffer dquilibrierte XK 16/20-Saule (PHARMACIA BIOTECH)
— kurz GSH-Sadule — geladen. Die Saule wurde anschlieRend mit etwa 400 mL PBS-Puffer
gesplilt. Fur die Elution wurde die Siule an ein AKTAprime™ plus FPLC System (GE HEALTHCARE)
angeschlossen. Das Protein wurde mit einem linearen Gradienten (0-100 % GSH-Elutionspuf-
fer in 60 min) und einer Flussrate von 1 mL/min eluiert. Uber Nacht und bei 4 °C erfolgte
mittels Dialyse ein Pufferaustausch auf PBS-Puffer. Dazu wurde ein Dialyseschlauch mit einem
MWCO von 12-14 kDa (ZelluTrans Dialysemembran, ROTH) verwendet.

Das Dialysat wurde mithilfe einer mit Sephadex™G-25 gefiillten XK16/40-Séule (GE
HEALTHCARE) — kurz PD-10-Sdule — umgepuffert. Zuvor musste das Dialysat mithilfe einer Ultra-
filtriereinheit (Vivaspin®20 MWCO 30000, SARTORIUS) auf ein Volumen von 10 mL aufkon-
zentriert werden. Die mit Phenyl-S-Puffer-A &quilibrierte PD-10-Sdule wurde an das
AKTAprime™ plus FPLC System angeschlossen. Das aufkonzentrierte Eluat wurde (iber einen
10 mL-Loop auf die Saule geladen. Die Elution erfolgte ebenfalls unter Verwendung von
Phenyl-S-Puffer-A. Im Anschluss daran wurde das auf 10 mL aufkonzentrierte PD-10-Eluat mit
einem 10 mL-Loop auf eine zuvor mit Phenyl-S-Puffer-A aquilibrierte HiPrep™ Phenyl HP
16/10-Saule (GE HeALTHCARE) geladen. Die Sdule wurde mit etwa 30-40 mL Phenyl-S-Puffer-A
gewaschen, bevor ein linearer Gradient (0-100 % Phenyl-S-Puffer-B in 80 min) gestartet
wurde. Die Proteinlésung wurde auf 6 mg/mL aufkonzentriert, in flissigem Stickstoff schock-

gefroren und bei -80 °C gelagert.
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5.3.15. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Bestimmung der Reinheit aufgereinigter Proteine und der Abschatzung ihrer molaren
Masse wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
durchgefiihrt. Dabei wurden Gele mit einem Gehalt von 15 % (V/V) Acrylamid verwendet. Dies
war insofern wichtig, da in dieser Arbeit besonders kleine Proteine analysiert wurden und
diese bei einem geringeren Gehalt an Acrylamid mit der Laufmittelfront aus dem Gel heraus-

liefen. In Tabelle 5.3-1 ist die Zusammensetzung von 15-%-Acrylamid-Gelen gezeigt.

Tabelle 5.3-1: Zusammensetzung der SDS-Gele mit 15 % Acrylamid im Trenngel.

. Trenngel Sammelgel
Bestandteile
Volumen [mL] Volumen [mL]

30 % Acrylamid + 0.8 % Bisacrylamid

(Rotiphorese® Gel 30) 34 65
H20 8.4 24.3
Trenngel-Puffer 23.8 -
Sammelgel-Puffer - 7.8
SDS 0.663 0.390
APS 0.663 0.390
TEMED 0.061 0.039
Gesamtvolumen 67.589 39.419

Die Proben wurden mit 4x SDS-Probenpuffer gemischt (finale Konzentration: 1x SDS-Proben-
puffer) und durch eine 10-minttige Inkubation bei 95 °C denaturiert. Das Gel wurde in eine
Elektrophorese-Kammer (Bio-RAD) liberfiihrt. Die Kammer wurde mit Rotiphorese® 1x SDS-
PAGE (RoTH) befiillt. Das Gel wurde mit den Proben beladen, dabei wurden meist 10 uL der
Proben aufgetragen. Als Protein-Standard (,,Proteinmarker”) — davon wurden 5 plL aufs Gel
aufgetragen — dienten PageRuler™ Prestained Protein Ladder bzw. PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (THERMO FISHER SCIENTIFIC). Es wurde eine Spannung von 130 V angelegt. Sobald
die Proben das Sammelgel verlassen hatten und ins Trenngel gewandert waren, wurde die
Spannung auf 180 V erhoht. Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel vom Trenngel
abgetrennt. Das Trenngel wurde in Coomassie-Farbelosung gelegt und 15 min schiittelnd
inkubiert. AnschlieBend wurde es mehrfach in frische Coomassie-Entfarbelésung gelegt und
schiittelnd inkubiert, bis das Gel entfarbt war. Das Bandenmuster wurde fotografisch festge-
halten. Alternativ zur Coomassie-Farbetechnik wurden Gele in Roti®-Blue-Farbeldsung trans-
feriert und Gber Nacht schiittelnd inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das Gel kurz in

Roti®-Blue-Entfarbeldsung transferiert und schiittelnd inkubiert.
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5.3.16.Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde UV-VIS-spektrometrisch bei einer Wellenlange von 280 nm
(Nanodrop 2000c, THERMO FISHER SCIENTIFIC) bestimmt. Der dazu notwendige theoretische

Extinktionskoeffizient des Proteins wurde mit dem Programm ProtParam3® bestimmt.

5.3.17.Elektrophoretischer Proteintransfer (Western Blot)

Bei einem Western Blot werden Proteine von einem Polyacrylamidgel auf eine Tragermem-
bran transferiert. Auf dieser Tragermembran kann das Protein anschlieend anhand verschie-

dener Nachweismethoden identifiziert werden.

Zunachst erfolgte mittels SDS-PAGE die Auftrennung der Proteinproben. Der Transfer auf die
Tragermembran (Nitrocellulose (NC) bzw. Polyvinylidenfluorid (PVDF)) wurde elektrophore-
tisch unter Anwendung des Semi-Dry-Prinzips erzielt. PVDF-Membranen mussten vor Verwen-
dung in 100 % Methanol aktiviert werden. Dies war bei NC-Membranen nicht erforderlich.
Sechs Whatman®-Papiere und die Tragermembran wurden vor dem Blotting kurz in Transfer-
Puffer eingelegt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 5.3-3 gezeigt. War alles nach Versuchs-
aufbau angeordnet, wurde der Membranstapel mit einer Glaspipette iberrollt, um eventuell
vorhandene Luftblasen zu entfernen. Es wurde mit einer Blotkammer (Trans-Blot® Turbo,
Bio-RAD) fuir 7 min eine Stromstarke von 2.5 A angelegt.
Kathode
3 x Whatman®-Papier
Polyacrylamidgel (SDS-PAGE)
Tragermembran (NC oder PVDF)

3 x Whatman®-Papier
Anode

Abbildung 5.3-3: Versuchsaufbau eines Western Blots. Am Boden befindet sich die Anode. Darauf werden drei
Whatman®-Papiere gelegt. Es folgt die Trdigermembran, das Polyacrylamidgel und drei weitere Whatman®-
Papiere. Oberhalb dieser befindet sich die Kathode.

201



5. Material und Methoden

5.4. Peptid-Microarray

Bei der von PEPTIDES&ELEPHANTS erworbenen Membran handelte es sich um eine 4,7,10-Trioxa-
1,13-tridecandiamin- (TOTD-) Membran, eine Cellulose-Membran, an der sogenannte TOTD-
Spacer Uber eine Etherbindung mit der Cellulose verbunden sind. Die ausgewahlten N-acety-
lierten Peptide wurden mittels SPOT-Synthese auf die Membran aufgebracht und dabei C-ter-
minal mit den TOTD-Spacern verbunden. Es wurden 26 Peptide ausgewahlt, die in zwei Reihen
mit je 13 Positionen angeordnet wurden (siehe Abbildung 5.4-1 und Tabelle 5.4-1). Es befan-
den sich von jedem Peptid etwa 2 ng auf der Membran.
12345678 910111213

A® ® o000 00600 0 00
Be oo o oo 0000 0 0 o

Abbildung 5.4-1: Peptidanordnung auf der Membran. 26 Peptide befinden sich an den Positionen 1-13 in Reihe
A und B.

Tabelle 5.4-1: Anordnung der verschiedenen Peptide auf der Membran.

Nr. Position Peptid Nr. Position Peptid Nr. Position Peptid | Nr. Position Peptid
1 Al Spal31-20 8 A8 Spal37190 | 15 B2 MXxIEAL1 | 22 B9 MXxiEA8
2 A2 Spal31i30 | 9 A9 Spal3809? | 16 B3 MXxIiEA2 | 23 B10 MXxiEA9
3 A3 Spal3240 | 10 Al0 Spal39z1l | 17 B4 MxIiEA3 | 24 B11 MxiEA10
4 Ad Spal331s0 | 11 All Spal310z12t | 18 B5 MXxIiEA4 | 25 B12 IpaB10
5 A5 Spal341-60 | 12 Al12 Spal311z13t | 19 B6 MXIEAS5 | 26 B13 IpaC10.5
6 A6 Spal35+70 | 13 A13 Spal312z-14l | 20 B7 MxiEA6
7 A7 Spal361-80 | 14 B1 Spal3131-150 | 21 B8 MXxIiEA7

Zur Hydratisierung der Peptide wurde die Membran zu Beginn unter Schiitteln 10 min mit
100 % Methanol behandelt. Alle im weiteren Verlauf beschriebenen Inkubationen wurden
ebenfalls schittelnd durchgefiihrt. Es folgten drei Waschschritte, bei denen die Membran
jeweils 5 min mit TBS-Puffer gewaschen wurde. Um unspezifische Bindungen zu blockieren,
wurde die Membran 2 h bei Raumtemperatur mit Blockierungspuffer behandelt. Die Mem-
bran wurde im Anschluss 5 min mit TBS-T-Puffer gewaschen. Es folgte eine zweistlindige Inku-
bation der Membran in Proteinlésung (1.2 ug/mL GST-getaggtes IpgC0,-4S in Blockierungs-
puffer) bei Raumtemperatur. Die Membran wurde dreimal jeweils 5 min mit TBS-T-
Puffer gewaschen. Als Erstantikérper diente ein anti-GST-Antikorper aus dem Kaninchen (QED
BIOSCIENCE), der mit einer Verdiinnung von 1:1000 verwendet wurde. Die Membran wurde mit
dieser in Blockierungspuffer verdiinnten Antikorperlésung 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Vor der Inkubation mit dem Zweitantikorper wurde die Membran dreimal jeweils 5 min mit

TBS-T-Puffer gewaschen. Als Zweitantikorper diente ein aus dem Schwein gewonnener HRP-
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5.4. Peptid-Microarray

gekoppelter Antikorper gegen Kaninchen-Antikorper (DAkO) mit einer Verdinnung von
1:40000. Auch in dieser mit Blockierungspuffer verdiinnten Antikoérperlésung wurde die
Membran 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten erneut drei Waschschritte mit TBS-T-
Puffer (jeweils 5 min) und ein letzter Waschschritt mit TBS-Puffer, ebenfalls 5 min. Die
anschliefende Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz. Dazu wurde die Membran von
Uberschiissigem Puffer befreit auf eine Folie gelegt. Die Membran wurde mit 0.5 mL des
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrates (THERMO FISHER SCIENTIFIC) behan-

delt. Zum Einsatz kam ein ChemiDoc™ Imaging System (Bio-RAD).
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5.5. Surface Entropy Reduction Prediction Server

Bei der Suche nach einer Proteinvariante, die leichter zu kristallisieren ist, wurde der , Surface
Entropy Reduction Prediction Server”, kurz SERp Server, verwendet. Dieser Webserver hilft
beim Design von Proteinvarianten unter Anwendung der Oberflachenentropiereduktion.
Einzelne Aminosauren, die eine flexible Seitenkette aufweisen und sich auf der Oberflache des
Proteins befinden, sollen gegen solche mit einem geringeren Entropiebeitrag ausgetauscht
werden. Dadurch kommt es zur Reduktion des Verlustes an Entropie wahrend der Kristallisa-
tion und die Kristallisation wird wahrscheinlicher. Mithilfe dieses Webservers konnten bereits

einige Proteine kristallisiert werden, deren Wildtyp-Formen keine Kristalle produzierten.'4

Der Vorschlag von Mutationen erfolgt mithilfe eines Algorithmus, welcher aus drei Schritten
besteht. Einmal wird ein Konformationsentropieprofil erstellt, zudem wird eine Sekun-
darstrukturvorhersage mittels PSIPRED® durchgefiihrt und es erfolgt die Suche nach konser-
vierten Aminosauren mit PSI-BLAST'*°. Als geeignete Aminosauren werden solche mit einem
hohen Entropiebeitrag angesehen, die sich in Losungsmittel-exponierten und entropiereichen
Regionen befinden, nicht konserviert und bestenfalls Teil einer Schleife sind. Sobald die Suche
nach solchen Aminosauren abgeschlossen ist, wird nach Regionen gesucht, in denen sich

mehrere solcher Aminosduren in enger Umgebung befinden.14

Bei der Benutzung des Webservers wurden die Standardeinstellungen verwendet. Die mini-
male Anzahl an Mutationen pro Cluster betrug eins, die maximale Anzahl drei. Mutationen
innerhalb eines Clusters durften maximal durch zwei weitere Aminosdauren voneinander
getrennt sein. Zu den Aminosauren mit einer hohen Entropie wurden gezahlt: Lysin, Glutamin-
saure, Asparaginsaure und Glutamin. Alle Aminosauren wurden bei der Mutagenese durch
Alanin-Reste ersetzt. Alle weiteren Standardeinstellungen, wie beispielsweise die Gewichtung

einzelner Aspekte, kdnnen der Webseite entnommen werden.4°
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5.6. Thermal-Shift-Assay

Far das Thermal-Shift-Assay wurden die Proteinvariante IpgC-9,-4S (Mipgc-9,-4s: 16.296 kDa)
und die 96er Fragment-Bibliothek (,Frag Xtal Screen”)’* verwendet. Pro Ansatz wurden
2000 pL TSA-Puffer mit 8 uL SYPRO Orange (5000x, THERMO FISHER SCIENTIFIC) vereint. Aus dieser
Loésung wurden 1942.5puL entnommen und mit 105 pL zuvor filtrierter Proteinldsung
(10 mg/mL 1pgC-9,-4S in SEC-Puffer) vermischt. Von dieser Losung wurden 19.5 uL in eine
MicroAmp™ Fast 96-Well Reaction Plate 0.1 mL (THERMO FISHER SCIENTIFIC) pipettiert, zudem
0.5 pL der jeweiligen Fragmentlésung (100 mm Fragment in 100 % DMSOQ). Zur Erfassung des
Nullwertes wurden 0.5 uL DMSO eingesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug 20 uL. Die finale
Proteinkonzentration betrug 0.5 mg/mL bzw. 30.7 um und die finale Fragmentkonzentration
2.5 mm. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Wells wurden mit durchsichtiger
Adhasionsfolie (MicroAmp™ Optical Adhesive Film, THERMO FISHER SCIENTIFIC) verschlossen. Zur
Erfassung der Schmelzkurven kam ein QuantStudio 3 Real-Time PCR System (THERMO FISHER
SCIENTIFIC) zum Einsatz. Die Messung wurde bei 10 °C gestartet. Die Temperatur wurde pro
Sekunde um 0.05 °C erhoht. Die maximale Temperatur betrug 90 °C. Dabei wurde das
Fluoreszenzsignal erfasst. Zur Bestimmung der Schmelztemperatur diente das Maximum der
ersten Ableitung der Schmelzkurve. Die Auswertung erfolgte mit der Protein Thermal Shift™

Software Version 1.4 (THERMO FISHER SCIENTIFIC).
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5.7. Kristallographische Methoden

5.7.1. MARXTAL-Screens

Am MARXTAL wurden mithilfe von Kristallisationsrobotern (Honeybee 963 und Cartesian 4000)
kommerziell erhaltliche Kristallisations-Screens durchgefiihrt. Die Screens AmSQOs, Anions,
Classics, Classics Lite, JCSG Core Suite I-1V (Core I-1V), Cryos, JSCG plus, MBC | bzw. Il und
PACT sind erhaltlich bei der Firma QIAGEN. Morpheus | und Il sind erhaltlich bei MOLECULAR
DIMENSIONS und JB Penta ist erhaltlich bei JENA BIOSCIENCE. Der Kristallisationstropfen bestand
aus 0.3 pL Proteinlésung und 0.3 pL Reservoirlésung. Im Reservoir befanden sich 80 pL der
Kristallisationslosung (= Reservoirlésung). Alle Platten wurden bei 18 °C (spater bei 20 °C)
gelagert. Die im jeweiligen MARXTAL-Screen durchgefiihrten Kristallisations-Screens sind in
Tabelle 5.7-1 aufgelistet. Bilder wurden mithilfe des Rockimagers Rl 190 standardmaRig direkt

nach dem Pipettieren der Platten und nach 1, 2, 3, 5, 8, 13 und 21 Tagen gemacht.

Tabelle 5.7-1: MARXTAL-Kristallisations-Screens.

Screen IpgC0,-4S  1pgC-9,-4S 1pgCo0,-4S IpgC-9,-4S IpgC mit MxiE10S
mit/ohne mit mit bzw.
X-TEW MxiE10S/1paC10.5 MxiE10S/IpaC10.5 IpgC-9,-4S mit IpaCll
X X X

AmSOg4
Anions
Classics
Classics Lite
Corell
Corel ll
Core lll
Core IV
Cryos
JB Penta
JSCG plus
MBCI
MBC I
Morpheus |
Morpheus Il
PACT X

xX X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X
xX X

X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X
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5.7.2. Streak-seeding-Methode

Bei Anwendung der streak-seeding-Methode wurde ein Pferdehaar durch einen Tropfen mit
enthaltenen Kristallen gezogen, anschlieBend durch einen Tropfen mit Reservoirlésung
(Waschschritt, um die Anzahl an Microseed-Kristallen zu verringern) und letztlich durch den
neuen Kristallisationstropfen. Danach wurde das Pferdehaar im jeweiligen Reservoir gewa-
schen, bevor es fiir den nachsten Tropfen verwendet wurde. Diese Vorgehensweise wurde
jedoch nicht zwangslaufig bei jedem Tropfen wiederholt. Manchmal wurde auch das Pferde-
haar, nachdem es durch einen Tropfen mit enthaltenen Kristallen gezogen wurde, durch eine
ganze Reihe bzw. eine ganze Platte mit neu angesetzten Kristallisationstropfen gezogen. Das
war allerdings nur der Fall, wenn die Kristallisationsbedingung der einzelnen Tropfen identisch

war.

5.7.3. Soaking der 96er Fragment-Bibliothek

Kristalle wurden mit der sitting drop-Methode auf einer 24-Well Kristallisationsplatte (HAMP-
TON RESEARCH) erhalten. Die Reservoirldsung beinhaltete 25-30 % (w/V) PEG 4000, 0.2-0.35 M
MgCl> und 0.05-0.1 m TRIS pH 7-8. Der Kristallisationstropfen bestand aus 1-2 plL Proteinl6-
sung (10 mg/mL lpgC-9,-4S in SEC-Puffer) und 1 pL Reservoirlésung. Im Reservoir befanden
sich 500 pL Reservoirlésung. Die streak-seeding-Methode kam zum Einsatz. Die Wells wurden
mit Shark-Tape® (HAMPTON RESEARCH) verschlossen. Die Kristallisationsplatten wurden bei
18-25 °C (18 °C-Raum bzw. S1-Labor mit unbestandiger Raumtemperatur) angesetzt und
gelagert.

Fiir das Soaking wurden die Kristalle in einen Tropfen lberfihrt, der aus 90 % Reservoirldsung
und 10 % Fragmentldsung bestand (4.5 pL Reservoirlésung und 0.5 pL Fragmentlésung). An
der Zusammensetzung der Reservoirlésung wurde nur dann etwas verandert, wenn die
Kristalle in einer Bedingung mit einer PEG-Konzentration kleiner als 30 % gewachsen waren.
In diesem Fall wurde die PEG-Konzentration auf 30 % erhoht. Ein zusatzliches Kryo-Reagenz,
welches die Kristalle vor dem Einfrieren schiitzen soll, war nicht erforderlich. Die Fragmentl6-
sung beinhaltete 1 m Fragment in 100 % DMSO. In die vorbereiteten Soaking-Tropfen wurden
Kristalle Gberflihrt. Die Wells wurden verschlossen. Die Kristalle wurden zwischen wenigen
Minuten bis zu einer Stunde in dieser Losung inkubiert und anschlieflend in fliissigem Stick-

stoff schockgefroren.
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5.7.4. Soaking der Follow-up-Verbindungen

Kristalle, die fur das Soaking mit Follow-up-Verbindungen verwendet wurden, waren bei 25 °C
(25°C-Inkubator) unter Anwendung der sitting-drop- bzw. hanging-drop-Methode in einer
Losung bestehend aus 28-33 % (w/V) PEG 4000, 0.3 m MgCl, und 0.1 m TRIS pH 8.0 gewachsen.
Die mithilfe des Dockings ermittelten Follow-up-Verbindungen wurden liber MolPort bestellt.
Alle 17 Verbindungen wurden fiir Soaking-Experimente verwendet. Zunachst wurden Kristalle
auf die gleiche Art und Weise gesoakt, wie zuvor die Fragmente der 96er Fragment-Bibliothek.
Dies bedeutete, dass Kristalle direkt in eine Losung aus 90 % Kristallisationslésung und 10 %
Follow-up-Lésung (1 m Follow-up-Verbindung in 100 % DMSO) Uberfihrt wurden. Von drei
Follow-up-Verbindungen (10, 13, 14) wurden 0.5-molare Lésungen im Losungsmittel H,O
hergestellt, da sie in DMSO eine sehr schlechte Loslichkeit besaBen. Die Soaking-Zeit betrug
maximal 1 h. Viele Kristalle bildeten jedoch kurz nach Uberfiihren in Soaking-Lésung Risse,
sodass zusatzlich eine modifizierte Soaking-Methode getestet wurde. Diese bestand darin,
dass die Kristalle zunachst in einen Tropfen aus Kristallisationslésung iberfiihrt wurden und
der Tropfen mit Follow-up-Verbindung daneben pipettiert wurde, sodass ein Konzentrations-
ausgleich nur langsam stattfand und somit ein osmotischer Schock minimiert wurde. So
konnten die Kristalle in manchen Soaking-Losungen 3-3.5 h bzw. 24 h verweilen, ohne Risse
zu bilden und besalRen danach immer noch ein gutes Streuvermogen. In Tabelle 5.7-2 ist
zusammengefasst, welche Soaking-Methode bei welcher Verbindung zur Anwendung kam.
Aufgrund einer limitierten Anzahl an Kristallen konnten nicht alle Follow-up-Verbindungen
24 h gesoakt werden. Mit einem Strich (-) sind die Datensatze markiert, bei denen kein Ligand
in der Elektronendichte beobachtet werden konnte. Mit einem Kreuz (x) markiert sind die
ermittelten Hits. Leere Felder bedeuten, dass die entsprechende Soaking-Methode fiir die
jeweilige Follow-up-Verbindung entweder nicht durchgefiihrt wurde oder dass die entspre-

chenden Kristalle kein ausreichendes Streuvermaogen zeigten.

208



5.7. Kristallographische Methoden

Tabelle 5.7-2: Soaking-Methode fiir die 17 Follow-up-Verbindungen.

Follow-up-Verbindung Soaking
modifizierte Soaking-Methode
10-60 min 3-3.5h 24 h

uo1l - -

uo2

uo3 - -
uo4 -

uo5 - -
uo6

uo7 - -
uos X

uo9 X

u1o - -

U1l - X X
u12 - - -
ui13 - - -
ui4 - -
ui1s -

uile -

U1z - -
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5.7.5. Datensammlung und -prozessierung sowie Strukturbestimmung und Verfeinerung

Alle erhaltenen Kristalle wurden an einem hauseigenen Rontgengerat (MAR345) auf ihre
Streufdhigkeit hin untersucht. Kristalle, die ausreichendes Streuvermaogen zeigten, wurden an
Synchrotron-Einrichtungen vermessen. Die Daten wurden bei 100 K an den Beamlines 14.1
und 14.2 des Synchrotrons BESSY Il (HZB) gesammelt. Die erforderliche Anzahl an Bildern und
die bendtigte Drehwinkelbreite wurde anhand von zwei Testbildern im Abstand von 90°
zueinander und einer Strategieberechnung mit MosfIm'4! bestimmt.

Die Datensatze wurden mit XDSAPP2'#? prozessiert und skaliert. Der molekulare Ersatz wurde
mit CCP4 Phaser'*® durchgefiihrt. Als Startmodell fuir die Apo-Struktur (PDB-Code: 6scb) dien-
ten die Aminosduren 32-151 der Kette A von IpgC (PDB-Code: 3gyz?’), als Startmodell fur alle
weiteren Strukturen diente das Dimer (Kette A und Kette B) der in dieser Arbeit bestimmten
Apo-Struktur (PDB-Code: 6scb).

Phenix Refine''®17 (Version 1.16-3549) diente zur Verfeinerung. 5 % der Reflexe wurden fur
die Berechnung des Ryfee-Wertes verwendet. Es wurden fiinf Zyklen des Cartesian simulated
annealing durchgefiihrt, gefolgt von fiinf weiteren Verfeinerungszyklen. Darauf folgten alter-
nierende Zyklen von Modellbau in COOT'*** und Verfeinerung in Phenix, wobei insbesondere
die XYZ-Koordinaten, die B-Werte und die Besetzung alternativer Konformationen von Ami-
nosaureseitenketten und der Liganden verfeinert wurden. Die B-Faktoren wurden mit TLS-
Parametern verfeinert. Zudem wurde die vorhandene nicht-kristallographische Symmetrie
(engl. non-crystallographic symmetry, NCS) zur Verfeinerung genutzt. CCP4 Refmac'*® (Version
5.8.0189) diente zur Verfeinerung der verzwillingten Datensatze (PDB-Codes: 7pe0 und 7pef).
Die Verfeinerung der Verzwilligung erfolgte basierend auf den Intensitaten. Der Gewichtungs-
faktor wurde in Refmac manuell ermittelt. PDB-Extract'*® wurde verwendet, um die mit
Refmac erzeugten pdb-Dateien in mmcif-Dateien umzuwandeln.

Beim Modellbau in COOT wurden einzelne Atome von Aminosadureseitenketten geldscht, falls
diese nicht eindeutig in der 2F,-F-Elektronendichte bei einem Sigma-Level von 1.0 o zu erken-
nen waren. Wassermolekiile wurden eingebaut, wenn diese in der Fo-F-Differenzelektronen-
dichte bei einem Sigma-Level von 3.0 0 zu erkennen waren. Die Einschriankungen (engl.

147 erhalten. Nur fur den

restraints) der Liganden wurden mithilfe des Grade Web Servers
Liganden U08 wurde eLBOW8 verwendet. Wasserstoffatome wurden hinzugefigt, falls dies

zu einem mindestens 0.5 % geringeren Ree-Wert fiihrte.
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5.7. Kristallographische Methoden

Zur Validierung der Daten kamen die Programme PROCHECK'*® und MOLEMAN™° zur Anwen-
dung. Die Abbildungen zu den Kristallstrukturen wurden mit PyMOL*?! erstellt. Die kristallo-
graphischen Daten wurden in der PDB deponiert und befinden sich zudem im Anhang (Tabelle

6.3-1-6.3-5).
5.7.6. Ermittlung von Interaktionen mittels Contacsym

Zur Ermittlung von VdW-Wechselwirkungen, aber auch H-Briicken und Salzbriicken wurde das
Programm Contacsym'?®1?7 verwendet. Kurze H-Briicken waren laut Definition kleiner als
2.5 A, H-Briicken lagen zwischen 2.5 und 3.4 A und Salzbriicken hatten einen maximalen
Abstand von 3.8 A. Kurze VdW-Wechselwirkungen waren kleiner als 3.47 A und VdW-Wech-
selwirkungen hatten einen maximalen Abstand von 4.33 A. Die mit Contacsym ermittelten
H-Bricken wurden noch einmal visuell auf das Vorhandensein eines H-Atoms und auf beste-
hende Winkel hin untersucht. Zur Bestimmung der Protein-Ligand-Interaktionen erfolgte eine
Parametrisierung der Ligand-Molekile. Dabei wurde jedem Ligand-Atom ein VdW-Radius
zugeordnet. Die dafiir verwendeten VdW-Radien basierten auf den von GELIN UND KARPLUS!>?
publizierten Werten. Zusatzlich wurden die Radien fiir die in Tabelle 5.7-3 aufgefiihrten

Atome basierend auf den von BonDI*®3 publizierten Radien geschitzt.

Tabelle 5.7-3: Geschiitzte VdW-Radien.

Atome VdW-Radius [A]
Fluor (F) 1.57
Chlor (Cl) 1.85

\

*T* 1.80

—0— 1.70
N 1.60
Il
W 1.65

/ | AN
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5. Material und Methoden

5.8. Insilico-Docking mit SeeSAR

5.8.1. Aligemeine Durchfiihrung

Zunachst mussten die Proteinstrukturen vorbereitet werden. Eventuell vorhandene H-Atome,
nicht-relevante Wassermolekiile und alle weiteren Lésungsmittelmolekile wurden aus der
pdb-Datei entfernt. Besonderes Augenmerk lag auf der Bindetasche. Hier musste fiir jede Ami-
nosaure, deren Seitenkette aufgrund fehlender Elektronendichte nicht vollstandig eingebaut
werden konnte, entschieden werden, welche Konformation diese erhalten soll. In SeeSAR’®
wird grundsatzlich nur Konformation A bericksichtigt. Daher mussten je nach Bedeutung der
alternativen Seitenkettenkonformationen mehrere Laufe durchgefiihrt werden. Polare
H-Atome der Aminosauren innerhalb der Bindetasche (beispielsweise das Stickstoff-gebun-
dene H-Atom des Imidazolrings von Histidin) wurden von SeeSAR spater automatisch hinzu-
gefligt. Auch die Protonierung polarer Gruppen (beispielsweise die Protonierung der e-Ami-
nogruppe von Lysin) und die Durchfliihrung starrer Flips (beispielsweise der Positionstausch
von Stickstoff- und Sauerstoffatom einer Carbamoylgruppe oder der Flip einer Histidin-Seiten-
kette) wurden von SeeSAR je nach Follow-up-Verbindung angepasst.

Nicht immer wurde das vollstandige Fragment als Templat fiir das Docking ausgewahlt. Dies
hing z.B. davon ab, ob das Fragment in eine Raumrichtung bereits optimal mit dem Protein
interagierte oder ob in der Bindetasche noch Platz vorhanden war, um eventuell vorhandene
Gruppen des Fragments durch andere Gruppen, die die Bindetasche deutlich besser ausfull-
ten, zu ersetzen.

Zunachst wurde die modifizierte Proteinstruktur zusammen mit dem Templat-Molekiil als
pdb-Datei in SeeSAR geladen. Der Ligand musste bestimmt und die Bindetasche definiert
werden. Bei der Definition der Bindetasche wurde wie folgt vorgegangen: Es wurde mit ,,show
unoccupied pockets” nach Proteintaschen gesucht. Bei der Tasche, die das Fragment enthielt,
wurden mit ,,add surrounding residues” alle Aminosauren ausgewahlt, die diese Tasche bilde-
ten. Je nach GrolRe des Fragments war der Radius, in dem benachbarte Aminosauren angezeigt
wurden, fiir die Entwicklung groBerer Verbindungen zu gering. Daher wurden meist per Maus-
klick weitere Aminosauren ausgewahlt und somit zur Bindetasche hinzugefligt. Es wurden teil-
weise auch einzelne Wassermolekiile zur Bindetasche hinzugefiigt, sodass diese fixiert waren

und durch kein Molekiil verdrangt werden konnten.
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5.8. In silico-Docking mit SeeSAR

Die Molekiile, die fiir das Docking verwendet worden waren, wurden wie folgt ausgewahlt: Es
wurde mithilfe des jeweiligen Templats auf der Webseite von MolPort eine ,substructure
based search” durchgefiihrt. So standen maximal 10000 Molekiile zur Verfiigung. Je nach
Templat waren es jedoch meistens deutlich weniger Molekiile, die bei einer Suche ausgege-
ben wurden. Diese Molekile wurden als sdf-Datei in den Docking-Modus von SeeSAR geladen.
Das Templat wurde ebenfalls in den Docking-Modus geladen und als Templat definiert.

Es erfolgte ein Templat-basiertes Docking, das heilt, der Teil des jeweiligen Molekiils, der dem
Templat entsprach, wurde mehr oder weniger raumlich fixiert. Fiir das Docking wurde FlexX”®
verwendet. Danach erfolgte ein spezieller Filterprozess, bei dem zunachst Posen verworfen
wurden, deren Abweichungen zwischen dem Strukturmotiv des Startfragments und der kris-
tallographischen Pose des Templats zu groR waren. Dann wurden dhnliche Posen geclustert
(drei Cluster pro Follow-up) und von jedem Cluster wurde nur eine reprdsentative Pose
weiterverwendet. AnschlieBend erfolgte das Scoring aller Posen mittels HYDE.8° Dies alles
erfolgte in Kollaboration mit dem HZB, denn dort wurde dafiir ein spezieller KNIME-Workflow
entwickelt.

Fiir die Docking-Experimente wurden drei Hits aus dem kristallographischen Fragment-Scree-

ning ausgewahlt. Dabei handelt es sich um die Fragmente J2, J20 und J45.

5.8.2. Docking ausgehend von J20

Vorbereitung des Proteins

Der Datensatz ,mIf11“ mit J20 (PDB-Code: 7axy) wurde nach dem zehnten Verfeinerungszy-
klus fiir das Docking verwendet. Fir die Aminosdauren LeuB121, LysB122, LysB124 und
GInB132 wurden Seitenketten hinzugefiigt bzw. vervollstindigt. Bei den Aminosduren
LysB122, LysB124 und GInB132 wurde so verfahren, dass der jeweiligen Seitenkette die durch
die Dichte angedeutete wahrscheinlichste Konformation — im weiteren Verlauf als ,best
guess“bezeichnet — gegeben wurde. Im Falle von LeuB121 war eine solche Einschatzung nicht
moglich, daher wurde der Seitenkette eine Konformation zugeteilt, die am meisten Platz fir

Follow-up-Molekiile bot, d.h. am wenigsten potentielle sterische Hinderung darstellte.
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5. Material und Methoden

Definition des Templats

Als Templat wurde nur ein Teil des urspriinglichen Fragment-Hits ausgewahlt. Zum einen lag
dies darin begriindet, dass es nicht genligend Follow-up-Molekiile bei MolPort gab, die den
vollstandigen Fragment-Hit beinhalteten. Zum anderen sollte nach einer Alternative fir den
Pyrrolidinring gesucht werden, da der Bereich der Bindetasche, in der sich der Pyrrolidinring
befand, Platz fiir einen groReren Substituenten bot. Der Pyrrolidinring wurde durch eine
Methylgruppe ersetzt, um anzudeuten, dass das Templat in diese Richtung erweitert werden
sollte. Zudem wurde die Aminogruppe entfernt. Die Strukturformel des Fragment-Hits J20 und

die des verwendeten Templats (,,J20_1“) sind in Abbildung 5.8-1 gezeigt.

Abbildung 5.8-1: Strukturformeln des Fragment-Hits J20 (links) und des verwendeten Templats J20_1 (rechts).

Definition der Bindetasche

Die Bindetasche setzte sich aus folgenden Aminosdauren zusammen:

Kette A: 97, 98, 100, 101, 102, 103, 104, 133, 134, 135, 136.

Kette B: 90, 93, 94, 97, 106, 107, 110, 111, 114, 121, 122, 123, 125, 126, 128, 129, 132, 133.
Sessions

Es wurden insgesamt fiinf verschiedene Docking-Laufe durchgefiihrt. Diese unterschieden sich
zum einen in der Konformation der GluB125-Seitenkette am Eingang der Tasche, zum anderen
darin, ob H,0-33 als Teil der Bindetasche behandelt (fixiert) wurde, geléscht wurde oder
erhalten blieb. War das H,0-Molekil enthalten aber nicht fixiert, entschied der FlexX-Algo-
rithmus durch Probieren, ob es in der Position erhalten bleiben oder durch Atome des zu
dockenden Follow-up-Molekiils ersetzt werden soll. H,0-33 befindet sich in der Kristallstruk-
tur zwischen J20 und TyrA104 und geht sowohl mit J20 als auch mit TyrA104 eine H-Bricke
ein. Inwiefern sich die einzelnen Ldufe voneinander unterscheiden, kann Tabelle 5.8-1 ent-

nommen werden.
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5.8. In silico-Docking mit SeeSAR

Tabelle 5.8-1: Durchgefiihrte Sessions ausgehend von Fragment-Hit J20.

Session GluB125 H20-33
1 best guess fixiert
2 best guess enthalten
3 aullen fixiert
4 aullen geldscht
5 aullen enthalten

5.8.3. Docking ausgehend von J2

Vorbereitung des Proteins

Der Datensatz ,,mIf28“ mit J2 (PDB-Code: 7ayw) wurde nach dem elften Verfeinerungszyklus
fiir das Docking verwendet. Fir die Aminosduren GInB132 und LysB124 wurde jeweils die der
Dichte nach zu urteilen wahrscheinlichste Konformation der Seitenkette ausgewahlt und hin-
zugefligt. GIuB125 war in dieser Kristallstruktur sehr gut definiert. Die Seitenkette von
GluB125 verschlief3t in ihrer urspringlichen Konformation die Bindetasche, in der J2 vorliegt.
Daher wurden auch Docking-Laufe durchgefiihrt, bei denen die Seitenkette von GluB125 in
Richtung GluB128 gedreht wurde, um den Eingangsbereich der Tasche fir groRere Molekiile

freizumachen.

Definition des Templats

Da J2 deutlich kleiner ist als J20 und bei MolPort eine ausreichende Zahl von Molekiilen
gefunden werden konnte, die den vollstandigen Fragment-Hit enthielten, wurde hier J2 als
Templat ausgewahlt (siehe Abbildung 5.8-2). Die H-Atome des Benzolrings wurden wahrend
der MolPort-Substructure Search als invariant gesetzt. Alle Molekiile, die an diesem Ring Sub-
stituenten besitzen, wurden somit von den Ergebnissen ausgeschlossen. So sollte die Anzahl
an Molekdilen auf eine handhabbare Zahl verringert werden. Auf diese Molekiile konnte aller-
dings auch sehr gut verzichtet werden, da die Bindetasche ohnehin in diesem Bereich nicht
genligend Platz flr Substituenten bot. Eine Erweiterung des Fragments war also nur am Finf-
ring moglich. Weiterhin wurde die Suche nach Molekiilen auf solche begrenzt, die ein maxi-

males Molekulargewicht von 450 Da hatten.
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5. Material und Methoden

NH,

Abbildung 5.8-2: Strukturformel des Fragment-Hits J2, welcher ebenfalls als Templat verwendet wurde.

Definition der Bindetasche

Die ausgewahlte Bindetasche entsprach der Tasche, die fiir das Docking ausgehend von J20

verwendet wurde (siehe Kapitel 5.8.2).

Sessions

Es wurden vier verschiedene Laufe durchgefiihrt. Diese unterschieden sich wiederum zum
einen durch die Konformation der GluB125-Seitenkette und zum anderen in der Tatsache, ob
H>0-33 als Teil der Bindetasche behandelt oder zuvor geléscht wurde. Die durchgefiihrten
Varianten sind in Tabelle 5.8-2 aufgelistet. Die Kombination, bei der GIuB125 seine urspriing-
liche Konformation besitzt und H,0-33 Teil der Bindetasche ist, wurde nicht durchgefiihrt, weil
so das Fragment vollstandig eingeschlossen und kein Wachstum des Fragments moglich
gewesen ware. Bei einem Lauf wurde der Indol-Stickstoff des Fragments bei der MolPort-
Suche durch ein beliebiges Heteroatom ersetzt, mit der Absicht, die Anzahl an moglichen Mo-

lekilen zu erhohen.

Tabelle 5.8-2: Durchgefiihrte Sessions ausgehend von Fragment-Hit J2.

Session GluB125 H20-33 Templat
1 urspriingliche Konformation  geldscht J2
2 urspringliche Konformation  geléscht  Indol-Stickstoff durch beliebiges
Atom ersetzt
3 aulen geloscht J2
aullen fixiert J2

5.8.4. Docking ausgehend von J45

Vorbereitung des Proteins

Der Datensatz ,,mIf78“ mit J45 als Fragment-Hit (PDB-Code: 7nrg) durchlief acht Verfeine-
rungszyklen, bevor er fiir das Docking verwendet wurde. LysB122 wurde um den Stickstoff der
e-Aminogruppe erganzt, welcher in der Dichte nicht zu erkennen war. Im Falle von GInA132
und LysA101 wurden die kompletten Seitenketten ergdnzt. Die Seitenkette von GInB132

wurde nicht erganzt. Die Seitenkette von GluB125 wurde nach auBen in Richtung GluB128

216



5.8. In silico-Docking mit SeeSAR

gedreht. Die Schleife mit den Aminosduren Gly100-Asn102 der Kette A besitzt in der Kristall-
struktur zwei unterschiedliche Konformationen. Konformation B (,offene” Konformation)
wurde vollstandig geldscht. Die in der Elektronendichte nicht zu erkennende Seitenkette von
AsnA102 der Konformation A wurde nach auRen gedreht, sodass diese sich nicht im Eingang
der Bindetasche befand. Fiir Session 4 wurde Konformation A der Schleife geléscht und Kon-

formation B blieb erhalten.

Definition des Templats

Als Templat wurde der vollstandige Fragment-Hit J45 ausgewahlt (siehe Abbildung 5.8-3). In
spateren Sessions wurde bei der MolPort-Suche das F-Atom durch ein beliebiges Halogenatom

ersetzt.

Abbildung 5.8-3: Strukturformel des Fragment-Hits J45, welcher ebenfalls als Templat verwendet wurde.

Definition der Bindetasche

Obwohl die Definition der Bindetasche immer auf gleiche Art und Weise erfolgte, berlicksich-
tigte der Algorithmus in SeeSAR die Zusammensetzung der Bindetasche je nach Docking um
wenige Aminosauren unterschiedlich. Dies wurde allerdings erst spater bemerkt. Die hier im
Vergleich zu vorangehenden Dockings (siehe Kapitel 5.8.2 und 5.8.3) hinzugekommenen Ami-

nosauren sind griin markiert, die fehlenden Aminosauren sind rot markiert.

Kette A: 97,98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 133, 134, 135, 136.

Kette B: , 90, 91, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 106, 107, , 110, 111, 114, 121, 122, 123, 125, 126, 128, 129,
132, 133.

Die hinzugekommenen Aminosduren spielen eine unbedeutende Rolle, da sie auf der Riick-
seite der Bindetasche gelegen sind. Die zwei fehlenden Aminosaduren sind von groRerer Be-

deutung und sollten bei zukiinftigen Laufen unbedingt hinzugefiigt werden.
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Sessions

Es wurden vier unterschiedliche Laufe durchgefiihrt, deren Unterschiede sind in Tabelle 5.8-3

aufgelistet.

Tabelle 5.8-3: Durchgefiihrte Sessions ausgehend von Fragment-Hit J45.

Session Schleife (GlyA100-AsnA102) H20-33

1 geschlossene Konformation  geldscht
2 geschlossene Konformation fixiert
3 geschlossene Konformation  enthalten
4 offene Konformation fixiert
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6. Anhang
6.1. Sequenzen
IpgC
KSDLVPR*GSHMRGS

SYAYDFYNKG RIEEAEVFFR
KNDYTPVFHT GQCQLRLKAP

IpgCO0,-4S
MGSMYPR*G

RIEEAEVFFR
GQCQLRLKAP

MSLNITENES
FLCIYDFYNV
LKAKECFELV

IpgC-9,-4S
MGSMYPR*GS

FLCIYDFYNV
LKAKECFELV

RIEEAEVFFR
GOCQLRLKAP

Spal3

MSLNITENES
FLCIYDFYNV
LKAKECFELV

ISTAVIDAIN
DYIMGLAATY
IQHSNDEKLK

ISTAVIDAIN
DYIMGLAATY
TIQHSNDEKLK

ISTAVIDAIN
DYIMGLAATY
IQHSNDEKLK

SGATLKDINA
QIKEQFQQAA
IKAQSYLDAI

SGATLKDINA
QIKEQFQQAA
TKAQSYLDAT

(in pMAL-cb5x und pGEX-6P-mod)

LEVLFQ*GPH MKQLDKVLKI KDKYQRSVKL IEAHILTLKK
LENDLEPVGA QSVSQLFNTR RKIAIVKKHI IQYQSERILL
LLHKESKICK RIGLIKRNNF AKQLILDELS QEDMKYGIR

Spal3 (in pETDuet)

SGATLKDINA
QIKEQFQOAA
IKAQSYLDAI

IPDDMMDDIY
DLYAVAFALG

Q

IPDDMMDDIY
DLYAVAFALG

Q

KNSLYRDVEA
KGRIEEIQKD

IPDDMMDDITY
DLYAVAFALG
QDIKE

SYAYDFYNKG
KNDYTPVFHT

SYAYDFYNKG
KNDYTPVFHT

LDKRIIYFLQ
IDEANASKRK

HH HHHHSQDPNS LEVLFQ*GPH MKQLDKVLKI KDKYQRSVKL IEAHILTLKK
KNSLYRDVEA LDKRIIYFLQ LENDLEPVGA QSVSQLFNTR RKIAIVKKHI
IQYQSERILL KGRIEEIQKD IDEANASKRK LLHKESKICK RIGLIKRNNF
AKQLILDELS QEDMKYGIR

Abbildung 6.1-1: Aminosédure-Sequenzen der Zielproteine IpgC und Spal3. Verwendet wird der Einbuchstaben-

code.
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6. Anhang

6.2. TSA-Daten

Tabelle 6.2-1: Ermittelte Schmelzpunkte fiir IpgC-9,-4S und die 96er Fragment-Bibliothek.

JENA-ID Tm [°C] JENA-ID T [°C] | JENA-ID Twm[°C] | JENA-ID Tm[°C]
1 50.37 25 48.92 49 47.70 73 -
2 50.16 26 49.89 50 50.50 74 50.38
3 48.02 27 50.11 51 50.44 75 45.88
4 50.64 28 50.48 52 50.60 76 50.64
5 50.48 29 50.32 53 50.34 77 50.85
6 48.39 30 49.30 54 - 78 50.74
7 49.63 31 50.11 55 50.44 79 50.80
8 50.16 32 50.21 56 50.60 80 50.58
9 50.16 33 - 57 49.90 81 51.12
10 49.95 34 49.05 58 50.50 82 50.66
11 47.05 35 47.98 59 50.60 83 50.12
12 50.37 36 4991 60 50.92 84 49.80
13 50.37 37 50.60 61 50.76 85 50.71
14 49.84 38 50.18 62 50.60 86 50.71
15 50.48 39 50.44 63 50.71 87 50.23
16 50.80 40 48.46 64 50.63 88 50.80
17 50.37 41 50.66 65 50.60 89 50.39
18 50.53 42 48.34 66 49.69 90 50.28
19 49.63 43 50.66 67 50.66 91 50.71
20 50.43 44 50.50 68 50.71 92 50.60
21 50.43 45 49.42 69 50.34 93 50.76
22 50.32 46 50.50 70 50.71 94 50.55
23 49.57 47 50.44 71 50.66 95 50.76
24 49.95 48 49.21 72 50.55 96 50.71
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Abbildung 6.2-1: Schmelzkurven der Fragmente, die den Schmelzpunkt des Proteins im TSA signifikant absenkten. Oben ist jeweils die Fluoreszenz gegen die Temperatur
aufgetragen mit dem Schmelzpunkt des Proteins als Wendepunkt der Kurve. Die Messung wurde bei 10 °C begonnen und in 0.05 °C/s auf 90 °C erhéht. Unten ist jeweils die erste
Ableitung der Schmelzkurve mit dem Schmelzpunkt des Proteins als Maximum der Kurve dargestellt. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen (Ausnahme: Doppelbestimmung
bei J6) durchgefiihrt.
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Abbildung 6.2-1: Schmelzkurven der Fragmente, die den Schmelzpunkt des Proteins im TSA signifikant absenkten. Oben ist jeweils die Fluoreszenz gegen die Temperatur
aufgetragen mit dem Schmelzpunkt des Proteins als Wendepunkt der Kurve. Die Messung wurde bei 10 °C begonnen und in 0.05 °C/s auf 90 °C erh6ht. Unten ist jeweils die erste
Ableitung der Schmelzkurve mit dem Schmelzpunkt des Proteins als Maximum der Kurve dargestellt. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.
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6. Anhang

6.3. Kristallographische Tabellen

Tabelle 6.3-1: Kristallographische Tabelle fiir die Strukturen mit den PDB-Codes 6scb, 7azv und 7axy.

PDB-Code (Ligand) 6scb (Apo-Struktur) 7azv (J33) 7axy (J20)
(Struktur-ID) (mIim23) (mlfo6) (mlf11)
Datensammlung und Prozessierung

Anzahl genutzter Kristalle 1 1 1
Beamline (BESSY 1) 14.1 14.2 141
Wellenlinge [A] 0.9184 0.9184 0.9184
Raumgruppe P3,21 P3,21 P3,21
Einheitszellparameter

a [A] 57.6 58.4 57.5

b [A] 57.6 58.4 57.5
c[A] 160.0 155.0 159.4
MATTHEWS Koeffizient [A3/Da]l! 2.4 2.3 2.3
Lésungsmittelgehalt [%]] 47.7 47.5 47.3
Diffraktionsdatenl(b]

Auflosungsbereich [A] (4 17.656?-11.'5588) (418.'70765-11.'6688) (4 17.'7525--11..6633)
symmetrieunabhangige Reflexe 43023 (6816) 35809 (5690) 38957 (6172)
CCi/2[%] 99.9 (90.6) 99.9 (78.6) 99.9 (85.3)
R()sym (%] 5.5(57.0) 5.9 (84.3) 5.1(70.0)
Vollstéandigkeit [%] 99.6 (99.4) 99.9 (99.8) 99.4 (99.0)
Redundanz 49 (4.7) 7.1(7.3) 5.5(5.3)
1/o(1) 16.6 (2.4) 19.1(2.2) 16.4 (1.8)
Verfeinerung

Auflésungsbereich [A] 47.59-1.58 24.95-1.68 42.26-1.63
Anzahl verwendeter Reflexe (work/free) 40880/2141 34017/1791 37009/1948
Riree [%] 21.5 20.8 23.0
Ruork [%] 17.5 17.9 19.7
Aminosauren (Kette A/Kette B) 128/142 142/133 127/136
Ligandatome - 24 13
Wassermolekiile 251 205 183
RMSD - idealisierte Werte

Bindungslingen [A] 0.008 0.009 0.006
Bindungswinkel [°] 1.0 0.9 0.8
Ramachandran-Auftragung [%]!< (Kette A/Kette B)

favorisierte Regionen 93.2/93.9 93.9/93.4 92.4/93.6
zusatzlich erlaubte Regionen 6.4/6.1 5.3/5.7 6.8/6.4
tolerierbare Regionen 0.0/0.0 0.0/0.0 0.0/0.0
unerlaubte Regionen 0.0/0.0 0.8/0.8 0.8/0.0
mittlere B-Faktoren [A2]ld!

Protein 25.2 29.2 30.3
Ligand - 34.7/39.8 33.4
Wassermolekiile 33.2 37.6 41.3

[a] Diese Werte wurden mit MATTPROB bestimmt.11%154155: [b] Die Werte in Klammern beziehen sich auf die hochste Auflésungsschale;
[c] Diese Werte wurden mit PROCHECK bestimmt.; [d] Diese Werte wurden mit MOLEMAN bestimmt.1°
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6.3. Kristallographische Tabellen

Tabelle 6.3-2: Kristallographische Tabelle fiir die Strukturen mit den PDB-Codes 7b1u, 7nl8 und 706s.

PDB-Code (Ligand) 7b1u (J11) 7ni8 (J1) 706s (J6)
(Struktur-1D) (mlIf18) (mlf26) (mlf27)
Datensammlung und Prozessierung

Anzahl genutzter Kristalle 1 1 1
Beamline (BESSY 1) 14.1 14.1 141
Wellenldnge [A] 0.9184 0.9184 0.9184
Raumgruppe P3,21 P3,21 P3,21
Einheitszellparameter

a [A] 57.4 57.5 57.7

b [A] 57.4 57.5 57.7
c[A] 159.2 159.5 159.5
MATTHEWS Koeffizient [A3/Da]l! 2.3 2.3 2.4
Lsungsmittelgehalt [%)](e] 47.1 47.3 47.7
Diffraktionsdatenl®]

Auflsungsbereich [A] (417.:87—_11..55;) (417.6576-_11.'5599) ?19..6961—_11..5588)
symmetrieunabhangige Reflexe 41739 (6654) 42121 (6695) 43093 (6793)
CCiy2 (%] 99.7 (86.5) 100.0 (93.2) 99.9 (91.5)
R(1)sym [%] 7.3(77.3) 4.5 (80.0) 5.9 (69.0)
Vollstandigkeit [%] 99.5 (99.4) 99.6 (99.2) 99.6 (99.3)
Redundanz 5.5(5.3) 7.6 (7.8) 7.6 (7.8)
I/o(l) 11.4 (1.8) 24.1(2.5) 18.8 (2.6)
Verfeinerung

Aufldsungsbereich [A] 47.49-1.59 47.58-1.59 47.64-1.58
Anzahl verwendeter Reflexe (work/free) 39652/2087 40014/2106 40938/2155
Riree [%] 223 21.9 22.4
Rwork [%] 19.3 19.1 19.1
Aminosauren (Kette A/Kette B) 128/142 129/142 137/142
Ligandatome 17 11 16
Wassermolekiile 177 181 192
RMSD - idealisierte Werte

Bindungslingen [A] 0.005 0.005 0.009
Bindungswinkel [°] 0.8 0.7 1.0
Ramachandran-Auftragung [%]!] (Kette A/Kette B)

favorisierte Regionen 92.4/93.2 93.3/94.7 92.9/92.4
zusatzlich erlaubte Regionen 6.7/6.8 6.7/4.5 7.1/6.8
tolerierbare Regionen 0.0/0.0 0.0/0.8 0.0/0.0
unerlaubte Regionen 0.8/0.0 0.0/0.0 0.0/0.8
mittlere B-Faktoren [A2]ld]

Protein 31.2 28.7 27.4
Ligand 38.1 39.0 36.8
Wassermolekiile 41.8 39.0 36.2

[a] Diese Werte wurden mit MATTPROB bestimmt.11%154155: [b] Die Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungsschale;

[c] Diese Werte wurden mit PROCHECK bestimmt.24?; [d] Diese Werte wurden mit MOLEMAN bestimmt.*5°
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6. Anhang

Tabelle 6.3-3: Kristallographische Tabelle fiir die Strukturen mit den PDB-Codes 7ayw, 7004 und 7nrg.

PDB-Code (Ligand) 7ayw (J2) 7004 (J36) 7nrg (J45)
(Struktur-1D) (mIf28) (mlfa4) (mIf78)
Datensammlung und Prozessierung

Anzahl genutzter Kristalle 1 1 1
Beamline (BESSY 1) 14.1 14.2 14.1
Wellenldnge [A] 0.9184 0.9184 0.9184
Raumgruppe P3,21 P3,21 P3,21
Einheitszellparameter

a [A] 56.8 58.2 57.9

b [A] 56.8 58.2 57.9
c[A] 162.0 155.2 159.1
MATTHEWS Koeffizient [A3/Da]l! 2.3 2.2 2.4
Lsungsmittelgehalt [%)](e] 46.6 44.5 47.9
Diffraktionsdatenl®]

Aufiasungsbereich [A] (4 1?.8188—_11..7788) (417..7980—_11.25699) f17.6851-_11.§577)
symmetrieunabhangige Reflexe 29962 (4751) 35016 (5519) 44125 (6947)
CCiy2 (%] 99.9 (80.4) 99.9 (76.7) 99.9 (84.8)
R(sym [%] 7.0 (78.4) 9.9 (105.7) 5.4(78.2)
Vollstandigkeit [%] 99.9 (99.7) 99.9 (99.5) 99.8 (99.3)
Redundanz 7.5(7.5) 10.0 (10.3) 7.6 (7.8)
I/o(l) 17.3 (2.5) 15.6 (2.0) 20.8 (2.4)
Verfeinerung

Aufldsungsbereich [A] 47.08-1.78 26.42-1.74 47.83-1.57
Anzahl verwendeter Reflexe (work/free) 28463/1499 30517/1607 41920/2207
Riree [%] 22.8 22.1 20.5
Rwork [%] 18.0 17.8 18.2
Aminosauren (Kette A/Kette B) 138/143 142/131 137/140
Ligandatome 20 11 11
Wassermolekiile 185 192 132
RMSD - idealisierte Werte

Bindungslingen [A] 0.009 0.008 0.008
Bindungswinkel [°] 1.0 0.8 0.9
Ramachandran-Auftragung [%]!] (Kette A/Kette B)

favorisierte Regionen 93.7/90.2 93.9/95.0 94.5/93.8
zusétzlich erlaubte Regionen 5.5/9.8 6.1/5.0 5.5/6.2
tolerierbare Regionen 0.0/0.0 0.0/0.0 0.0/0.0
unerlaubte Regionen 0.8/0.0 0.0/0.0 0.0/0.0
mittlere B-Faktoren [A2]ld]

Protein 30.2 254 27.1
Ligand 30.7/36.3 32.1 32.8
Wassermolekiile 37.2 33.0 36.2

[a] Diese Werte wurden mit MATTPROB bestimmt.11%154155: [b] Die Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungsschale;
[c] Diese Werte wurden mit PROCHECK bestimmt.24?; [d] Diese Werte wurden mit MOLEMAN bestimmt.*5°
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6.3. Kristallographische Tabellen

Tabelle 6.3-4: Kristallographische Tabelle fiir die Strukturen mit den PDB-Codes 7nhw, 7pe0 und 7pef.

PDB-Code (Ligand) 7nhw (J66) 7pe0 (J52) 7pef (DMSO)
(Struktur-1D) (mlf126) (mlf163_2) (mlIf234)
Datensammlung und Prozessierung

Anzahl genutzter Kristalle 1 1 1
Beamline (BESSY 1) 14.2 14.1 14.2
Wellenldnge [A] 0.9184 0.9184 0.8266
Raumgruppe P3,21 P3,21 P3,21
Einheitszellparameter

a [A] 57.5 57.6 57.5

b [A] 57.5 57.6 57.5
c[A] 159.5 159.6 159.5
MATTHEWS Koeffizient [A3/Da]l! 2.3 2.4 2.3
Lsungsmittelgehalt [%)](e] 47.3 47.6 47.3
Diffraktionsdatenl®]

o R
symmetrieunabhangige Reflexe 24220 (3785) 50323 (7975) 46180 (7299)
CCiy2 (%] 99.9 (96.8) 99.9 (87.3) 99.9 (89.1)
R(1)sym [%] 9.8 (79.7) 5.4 (87.9) 6.3 (89.0)
Vollstandigkeit [%] 100.0 (99.8) 99.9 (99.5) 99.7 (99.1)
Redundanz 19.6 (20.3) 10.7 (11.0) 9.7 (10.2)
I/o(l) 21.4(3.6) 19.8 (2.2) 19.9 (2.2)
Verfeinerung

Aufldsungsbereich [A] 26.87-1.92 47.64-1.50 47.52-1.54
Anzahl verwendeter Reflexe (work/free) 23008/1211 47701/2517 43918/2309
Riree [%] 23.7 18.5 18.4
Rwork [%] 19.2 17.4 16.1
Aminosauren (Kette A/Kette B) 128/142 128/142 128/142
Ligandatome 11 16 8
Wassermolekiile 135 162 170
RMSD - idealisierte Werte

Bindungslingen [A] 0.006 0.009 0.009
Bindungswinkel [°] 0.7 1.2 1.2
Ramachandran-Auftragung [%]!] (Kette A/Kette B)

favorisierte Regionen 94.1/92.4 91.6/92.4 93.3/93.2
zusatzlich erlaubte Regionen 5.9/6.8 8.4/7.6 5.9/6.8
tolerierbare Regionen 0.0/0.0 0.0/0.0 0.0/0.0
unerlaubte Regionen 0.0/0.8 0.0/0.0 0.8/0.0
mittlere B-Faktoren [A2]ld]

Protein 35.5 29.6 255
Ligand 49.6 32.7 25.6
Wassermolekiile 42.5 36.7 30.7

[a] Diese Werte wurden mit MATTPROB bestimmt.11%154155: [b] Die Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungsschale;
[c] Diese Werte wurden mit PROCHECK bestimmt.24?; [d] Diese Werte wurden mit MOLEMAN bestimmt.*5°
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Tabelle 6.3-5: Kristallographische Tabelle fiir die Strukturen mit den PDB-Codes 7owv und 7p42 und der Struk-

tur-ID ,mlu32”,

PDB-Code (Ligand) 7owv (U11) 7p42 (U09) nicht deponiert (U08)
(Struktur-ID) (mlu3?) (mlu33) (mlu32)
Datensammlung und Prozessierung

Anzahl genutzter Kristalle 1 1 1
Beamline (BESSY ) 14.1 14.1 141
Wellenldnge [A] 0.9184 0.9184 0.9184
Raumgruppe P3,21 P3,21 P3,21
Einheitszellparameter

a [A] 57.6 57.6 57.6

b [A] 57.6 57.6 57.6
c[A] 159.9 159.1 159.9
MATTHEWS Koeffizient [A3/Da]l! 2.4 2.3 2.4
Lésungsmittelgehalt [%](2] 47.7 47.4 47.7
Diffraktionsdatenlb]

e Lem e
symmetrieunabhangige Reflexe 42465 (6615) 50007 (7774) 60567 (9444)
CCiy2 (%] 99.9 (89.3) 99.9 (91.1) 99.9 (92.0)
R(1)sym [%] 4.9 (82.1) 5.5(79.5) 5.8 (86.5)
Vollstandigkeit [%] 99.5 (97.5) 99.3(97.1) 99.6 (97.8)
Redundanz 9.6 (9.9) 10.7 (10.3) 10.8 (10.9)
I/o(l) 21.3(2.1) 22.4(2.8) 18.7 (2.3)
Verfeinerung

Aufldsungsbereich [A] 36.54-1.59 31.13-1.50 -
Anzahl verwendeter Reflexe (work/free) 40341/2124 47505/2501 -

Rjree [%[ 22.0 21.9 -
Rwork [%] 18.8 19.7 -
Aminosauren (Kette A/Kette B) 138/140 136/142 -
Ligandatome 15 18 -
Wassermolekiile 156 216 -
RMSD - idealisierte Werte

Bindungslingen [A] 0.006 0.006 -
Bindungswinkel [°] 0.8 0.8 -
Ramachandran-Auftragung [%]!] (Kette A/Kette B)

favorisierte Regionen 93.0/93.0 93.7/93.9 -
zusétzlich erlaubte Regionen 6.3/7.0 5.6/5.3 -
tolerierbare Regionen 0.0/0.0 0.0/0.8 -
unerlaubte Regionen 0.8/0.0 0.8/0.0 -
mittlere B-Faktoren [A2]ld]

Protein 36.1 26.1 -
Ligand 34.3 43.9 -
Wassermolekiile 43.6 36.9 -

[a] Diese Werte wurden mit MATTPROB bestimmt.11%154155: [b] Die Werte in Klammern beziehen sich auf die héchste Auflésungsschale;
[c] Diese Werte wurden mit PROCHECK bestimmt.2#?; [d] Diese Werte wurden mit MOLEMAN bestimmt.*5°
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6.4. HYDE-Coloring fur weitere Follow-up-Verbindungen

6.4. HYDE-Coloring fiir weitere Follow-up-Verbindungen

Abbildung 6.4-1: HYDE-Coloring fiir weitere Follow-up-Verbindungen. Die Follow-up-Verbindungen sind als Kugel-Stab-Modelle gezeigt. C-Atome sind beige, N-Atome blau,
O-Atome rot, S-Atome gelb, Cl-Atome hellgriin, F-Atome dunkelgriin und H-Atome weifs. Atome, die einen positiven Beitrag zur geschdtzten Bindungsaffinitét leisten, besitzen
griine Kugeln um das Atom herum, Atome, die einen negativen Beitrag leisten, besitzen braune Kugeln um das Atom herum. Die GréfSe der Kugel hdngt von der GréfSe des positiven

bzw. negativen Beitrags zur Bindungsenergie ab. Dies wird als HYDE-Coloring bezeichnet. Intramolekulare H-Briicken sind als griin gestrichelte Linien dargestellt. Von links nach
rechts: Follow-up-Verbindungen aufbauend auf J20, J2 und J45.

229



6. Anhang

6.5. B-Werte nach Verfeinerung der Struktur ,,mlu32“ mit U08

Tabelle 6.5-1: B-Werte und Besetzung der Atome von U08 und weiterer Atome nach der Verfeinerung.

Atom- Molekiil Kette Besetzung B-Werte
Bezeichnung mit Konformation A, B bzw. C [%] [A%]

0] AHOH D 197 54 20.41
0 AHOH D 198 54 37.85
N cuo8 c1 46 30.74
C cuos Cc1 46 48.78
0 cuos c1 46 80.26
C1 cuos Cc1 46 31.77
Cc2 cuo8 c1 46 31.03
C3 cuos Cc1 46 30.95
ca cuo8 c1 46 28.17
C5 cuos Cc1 46 22.97
C6 cuos c1 46 35.37
c7 cuos Cc1 46 31.25
N1 cuos c1 46 31.88
Cl cuos Cc1 46 26.89
0} ADMS G2 27 19.11
C1 ADMS G2 27 43.14
C2 ADMS G2 27 26.78
S ADMS G2 27 24.78

BDMS G2 27 38.87
C1 BDMS G2 27 28.47
C2 BDMS G2 27 24.77
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