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1 Einleitung

1.1 Zytokine und ihre Rezeptoren

1.1.1 Funktionen der Zytokine

Jeder Organismus benétigt zur Koordination der vielfaltigen Funktionen seiner Zellen
und Organe ein ausgeprigtes Kommunikationsnetzwerk. Dieses Netzwerk wird u.a. durch
eine Vielzahl sezernierter humoraler Faktoren gewéhrleistet, die von spezifischen zellul&-
ren Oberflichenrezeptoren erkannt werden und daraufhin definierte Antworten hervor-
rufen.

Neben den klassischen Hormonen, die von spezialisierten Organen produziert werden
und endokrin iiber den Blutstrom auf das Zielgewebe einwirken, gibt es eine Vielzahl von
Faktoren, die parakrin und autokrin wirken. Im Unterschied zu den klassischen Hormo-
nen werden die als Gewebshormone bezeichneten Faktoren meist von mehreren verschie-
denen Gewebe- bzw. Zelltypen produziert. Zu ihnen zahlen niedermolekulare Substanzen
wie z.B. Prostaglandine, aber auch eine grofie Zahl regulatorischer Polypeptide, u.a. die
sogenannten Zytokine. Unter dem Begriff Zytokine werden allgemein solche Polypeptid-
Gewebshormone zusammengefasst, die auch (aber meist nicht ausschlieBlich) auf Zellen

des Immunsystems einwirken. Zu den Funktionen der Zytokine zadhlen im Wesentlichen:

e Hamatopoese — Steuerung der Entwicklung und Reifung der unterschiedlichen Blut-

zellen aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen.

e Immunregulation — Ausbildung einer effizienten adaptiven Immunantwort auf bakte-
rielle oder virale Infektionen durch Aktivierung, Differenzierung und Proliferation

von B- und T-Lymphozyten.

e Entziindung und Akutphase-Reaktion — Koordination von Entziindungs- und Akut-
phase-Reaktionen des Organismus durch Aktivierung von phagozytierenden Zellen,
Synthese von Akutphase-Plasmaproteinen sowie differenzierte Permeabilisierung
des Endothels.

Dariiber hinaus wird Zytokinen auch eine wichtige Bedeutung als neurotrophen Fakto-

ren zugewiesen. Ihre essentiellen Funktionen vermitteln die Zytokine iiber Interaktionen
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mit spezifischen Oberflachenrezeptoren auf ihren Zielzellen. Die Bindung an den Rezep-
tor leitet eine intrazelluldre Signalkaskade ein, an deren Ende eine definierte Zellantwort
steht.

1.1.2 Hamatopoetische Zytokinrezeptoren

Die Familie der hamatopoetischen Zytokinrezeptoren wurde definiert aufgrund gemein-
samer struktureller Merkmale (Bazan, 1990b). Der extrazelluldre Bereich der Rezepto-
ren enthélt mindestens ein zytokinbindendes Modul (ZBM), das aus zwei Fibronectin-
Typ-III-(FN-Typ-III)-dhnlichen Doménen besteht, von denen die membran-distale, N-
terminale Doméne vier konservierte Cysteinreste und die membran-proximale, C-termi-
nale Doméne ein WSXWS-Motiv enthélt. Die Mitglieder der Familie hdmatopoetischer
Zytokinrezeptoren sind modular aufgebaut, zeigen jedoch in ihrer Konstitution eine indi-
viduelle Anzahl und Abfolge von Doménen bzw. Doménentypen (Abbildung 1.1). Allen
ist jedoch gemeinsam, dass sie keine intrinsische Kinaseaktivitdt in der zytoplasmati-
schen Region besitzen. Die Signaltransduktion erfolgt nach Rezeptoraktivierung tiber

eine Kaskade sequentieller zytoplasmatischer Phosphorylierungsereignisse.

Ig-ahnliche
Domane

Zytokinrezeptor—
Homologieregion

Fibronec tin Typ IlI-
ahnliche Region

TR R R R R ) Zelimembran

GHR CNTFR IL-11R GP130 LIFR OSMR

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung einiger Vertreter der Rezeptoren der Interleukin-6-Typ-
enfamilie: GHR (Growth Hormone Receptor), CNTFR (Ciliary Neurotrophic Factor Receptor),
IL11-R (Interleukin-11 Rezeptor) , gp130 (Glycoprotein 130), OSMR 1 (Oncostatin M Rezeptor
1) und LIFR (Leukemia Inhibitory Factor Receptor).
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1.1.3 Die gp130-Zytokine

Aufgrund der gemeinsamen Nutzung des Signaltransduktors gpl130 werden die zur Inter-
leukin-6-Familie z&hlenden Zytokine Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-11 (IL-11), virales
Interleukin-6 (vIL-6), Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Cardiotrophin-1 (CT-1), On-
costatin M (OSM), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Cardiotrophin-like cytokine
(CLC) und Neuropoietin (NPN) (Taga und Kishimoto, 1997; Derouet et al., 2004) auch
als gp130-Zytokine bezeichnet (Abbildung 1.3). Strukturell zeichnen sich diese Zytokine
durch ein Vier-Helix-Biindel mit einer charakteristischen Up-Up-Down-Down-Topologie
aus (Bazan, 1990a) (Abbildung 1.2), welche bisher nur bei Zytokinen beobachtet wurde
(Grotzinger, 2002). Dabei sind die beiden Helices A und B sowie die beiden Helices C
und D jeweils durch einen langen loop, die beiden Helices B und C durch einen kurzen

loop verbunden.

L LY [

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines vier-Helix-Biindel-Zytokins mit Up-Up-Down-
Down-Topologie.

Die Zytokine IL-6, IL-11, CNTF, NPN und CLC binden zunichst an einen spezi-
fischen a-Rezeptor, danach erfolgt die Bildung des signaltransduzierenden Komplexes
durch Bindung von zwei [3-Rezeptoruntereinheiten an diesen Primarkomplex. Im Falle
von IL-6 und IL-11 binden zwei Molekiile gp130 an den Primérkomplex, oder, wie im
Fall von CTNF, NPN und CLC, die zunédchst an den CTNF-Rezeptor binden, wird der
signaltransduzierende Komplex durch Bildung eines Heterodimers von je einem gp130
und einem LIF-Rezeptor erzeugt (Taga und Kishimoto, 1997; Rose-John, 2001). OSM

und LIF besitzen keinen o-Rezeptor, sondern bilden den signaltranzduzierenden Kom-
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IL-6 IL-11 vIL-6 LIF OSM OSM CNTF

it

|
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung verschiedener gpl130-Zytokine mit ihren signaltrans-
duzierenden Untereinheiten

LIF-R
LIF-R

plex mit je einem gp130 und einem LIFR. Das virale Interleukin-6 (vIL-6) bildet mit zwei
Einheiten gpl30 einen signaltranzduzierenden Komplex (Hoischen et al., 2000). Garcia
u. a. gelang es, diesen tetrameren Komplex zu kristallisieren und seine dreidimensionale
Struktur aufzuklaren (Chow et al., 2001). CT-1 bindet direkt an den LIF-Rezeptor und
induziert dadurch die Bildung eines Heterodimers aus LIF-R und gp130. Es ist nicht
bekannt, ob CT-1 einen spezifischen a-Rezeptor besitzt, aber es gibt Hinweise, dass ein
spezifischer Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerter Rezeptor auf Nervenzellen
existiert (Pennica etal., 1996).

Untersuchungen an Tiermodellen zeigen die besondere Bedeutung von gpl130 als zen-
tralem Mediator fiir Signale der gp130-Zytokine. So sind gp130-Knock-Out-Mause nicht
lebensfihig; sie sterben schon wahrend der Phase der frithen Embryonalentwicklung.
Knock-Out-Mause, bei denen eine gezielte postnatale Inaktivierung von gp130 moglich
ist, entwickeln nach kurzer Zeit schwere hamatopoetische, hepatische, neurologische, car-
diale, immunologische und pulmonale Defekte (Betz et al., 1998; Hirota et al., 1999; Hein-
rich et al., 1998).

1.1.4 Strukturelle Aspekte und Stochiometrie der Aktivierung von gp130

Die funktionale Form des gpl130 besteht aus 896 Aminosaureresten. Der 597 Amino-
saurereste umfassende Extrazellularteil besteht aus sechs Doménen; einer N-terminalen
Immunglobulin-dhnlichen Doméne (D1), zwei Fibronectin-Typ-III-Doménen, welche ge-
meinsam das Zytokinbindende Modul (ZBM) bilden (D2 und D3) und drei weiteren
Fibronectin-Typ-III-Doménen (D4, D5 und D6). Dem C-Terminus von D6 folgt die
Transmembranregion mit 22 iiberwiegend hydrophoben Aminoséureresten und der bisher
strukturell nicht charakterisierte zytoplasmatische Teil, bestehend aus 277 Aminosaure-
resten.

Die Bindung von Zytokinen an gp130 erfolgt iiber drei konservierte Rezeptor-bindende
Epitope (sites I-111), wobei site III ein spezielles Merkmal der gp130-Zytokine ist (Grot-
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zinger etal., 1997). Gpl30 erkennt Liganden {iber seine Zytokin-bindende Homologie-
Region (CHR, cytokine binding homology region), welche auf den Doménen 2 und 3
(D2 und D3) lokalisiert ist (Bazan, 1990b; Grotzinger et al., 1997; Simpson et al., 1997;
Bravo und Heath, 2000). Zusatzlich ist die Beteiligung der N-terminalen Doméne (D1)
notwendig, um Zytokine zu binden (Hammacher et al., 1998; Kurth et al., 1999).
Uneinigkeit herrscht iiber die Stéchiometrie der signaltranzduzierenden IL-6-Rezeptor-
komplexe. Mittels biophysikalischer Methoden konnte ein 16slicher hexamerer Rezeptor-
komplex nachgewiesen werden, der aus je zwei Molekiilen IL-6, IL-6R und gp130 besteht
(Ward et al., 1996). Kiirzlich wurde auBerdem ein hexamerer Komplex aus je zwei Mo-
lekiilen IL-6, IL-6R und gp130 kristallisiert (Boulanger et al., 2003). Andererseits exis-
tiert ein alternatives Aktivierungsmodell fiir den gp130-Rezeptorkomplex, welches auf
einem tetrameren Rezeptorkoplex basiert (Grotzinger et al., 1999). Dieses Modell wird
unterstiitzt durch mehrere Struktur-Funktionsanalysen von gp130 und gp130-Zytokinen
(Kallen et al., 1999; Pflanz et al., 2000). SchlieSlich konnte aktuell in vitro gezeigt wer-
den, dass ein dimerer Komplex von gp130 zunéchst einen IL-6/IL-6R-Komplex bindet
und erst bei hoheren Ligandenkonzentrationen die Bindung eines zweiten IL-6/IL-6R~

Komplexes erfolgt (Schroers et al., in press).

1.2 NMR-Spektroskopie

Die wichtigste Methode zur Aufklédrung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen
ist - neben der Rontgenstrukturanalyse - die kernmagnetische Resonanzspektroskopie
(NMR, nuclear magnetic resonance) (Stryer, 1999). Im Gegensatz zur Réntgenstruktur-
analyse erlaubt die NMR-Spektrokopie die Untersuchung von Proteinen in Losung, so
dass auch dynamische Effekte unter physiologischen Bedingungen beobachtbar werden
(Cavanagh et al., 1996). Bei Anwendung der NMR~Spektroskopie auf Proteine ist deren
Molekularmasse ein limitierender Faktor. Heutzutage sind Proteine mit Molekiilmassen
bis 80 kD der Strukturaufklarung mittels der NMR-Spektroskopie zugéanglich (Lottspeich
und Zorbas, 1998). Wiithrich hat kiirzlich gezeigt, dass diese Grenze durch Verwendung
spezieller Techniken auf mehr als 100kD verschoben werden kann (Fiaux etal., 2002;
Riek et al., 2002).

1.2.1 Grundlagen der NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie beruht auf den magnetischen Eigenschaften von Atomkernen.

Der Kernmagnetismus wird bestimmt durch das magnetische Moment p eines Atom-
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kerns, welches definiert ist als
p=v-1

mit I als dem Kernspin und v als dem gyromagnetischen Verhdltnis, einer Konstanten,
die fiir jede Kernart charakteristisch ist. Fiir einen 'H-Kern betriigt sie beispielsweise
2,67519-108 (T-s)! (Lottspeich und Zorbas, 1998). Der Kernspin I gibt den Gesamtdre-
himpuls eines Atomkerns an und wird bestimmt durch die Einzelspins der Protonen und
Neutronen (mit jeweils einem Spin von 1/2) sowie deren Bahndrehimpuls, der immer ge-
radzahlig ist. Es gibt kein einfaches Modell, um Kernspins vorherzusagen, eine empirische
Regel aber besagt, dass nur Kerne mit gerader Massenzahl und gerader Ordnungszahl
den Kernspin von I = 0 haben (Galla, 1988) (Tabelle 1.1).

Alle Kerne mit einem Kernspin I # 0 zeigen ein magnetisches Moment und kon-
nen nach den Gesetzen der Quantenmechanik in einem &ufleren Magnetfeld nur diskrete
Energiezustande einnehmen. Die Resonanzfrequenz eines Kerns ist gegeben, wenn zwi-
schen dem magnetischen Moment eines Atomkerns in einem konstanten Magnetfeld und
einem elektromagnetischen Hochfrequenzfeld mit einer bestimmten Frequenz und Pola-
risation eine Wechselwirkung erfolgt. Unter dem Einfluss des Hochfrequenzfeldes werden
zwischen den verschiedenen Energiezusténden der Kerne Ubergénge angeregt. Die Ener-
giedifferenz wird als Signal registriert und als Resonanzfrequenz in einem Spektrum
abgebildet. In der hochauflésenden NMR-Spektroskopie werden iiberwiegend Kerne mit
einem Spin I=1/2 untersucht. Kerne mit einem Spin von Null liefern aufgrund fehlenden
magnetischen Momentes kein Resonanzsignal und sind somit nicht detektierbar. Kerne
mit einem Spin von I > 1/2 besitzen ein hohes elektrisches Quadrupolmoment, was zu
einer starken Linienverbreiterung fiihrt und somit keine scharfen Signale zulédsst (Galla,
1988).

Kerne mit dem Spin 1/2 kénnen in einem Magnetfeld By(f}) nur zwei Orientierun-

gen einnehmen; entweder den parallel ausgerichteten o-Zustand (f} T spin up) oder den

Tabelle 1.1: Ordnungszahl, Massenzahl und Kernspin einiger ausgewéhlter Atome (Galla, 1988).

Kern Ordnungszahl Massenzahl Kernspin [/

'H 1 1 1/2
’H 1 2 1
4N 7 14 1
15N 7 15 1/2
12c 6 12 0
3¢ 6 13 1/2
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antiparallelen 3-Zustand (1t | spin down). Im Grundzustand, dem thermischen Gleich-
gewicht, ist der «-Zustand energetisch giinstiger als der (3-Zustand. Entsprechend der
Boltzmann-Verteilung ist daher der a-Zustand mit hoherer Wahrscheinlichkeit besetzt.
Diese Differenz der Besetzungszahl fithrt zu einer messbaren makroskopischen Gleich-
gewichtsmagnetisierung My, die sich in Richtung des angelegten Magnetfeldes ausbildet
(z- oder longitudinale Magnetisierung). Dieser Gleichgewichtszustand kann durch ein
hochfrequentes, elektromagnetisches Wechselfeld, das senkrecht zum &usseren Magnet-
feld eingestrahlt wird, gestort werden. Danach wird die longitudinale Magnetisierung
aus der Achse des Magnetfeldes By ausgelenkt und in transversale (x,y)-Magnetisierung
iiberfiihrt (Friebolin, 1999).

Die mit der Lamor-Frequenz w préazedierende transversale Magnetisierung wird durch
Relaxationsprozesse zuriick in longitudinale Magnetisierung tiberfithrt. Die zeitabhéngi-
ge Anderung der makroskopisch beobachtbaren Magnetisierung wird durch die Bloch-
schen Gleichungen beschrieben (Ernst et al., 1987):

dM, M, — My dM, M, M, M,

dt T d Ty Ty

Die Relaxation gehorcht einem Zeitgesetz erster Ordnung; die Abnahme der Magne-
tisierung ist also proportional der vorhandenen Magnetisierung. Die Proportionalitats-
konstanten sind die Kehrwerte der longitudinalen oder Spin-Gitter Relaxationszeit T
sowie der transversalen oder Spin-Spin Relaxationszeit T» (Friebolin, 1999).

Die Préazessionsfrequenz eines Kerns ergibt sich anteilig aus dem gyromagnetischen
Verhaltnis v und dem effektiven Feld B.s;. Dieses Feld wird durch die lokalen, zusatzli-
chen Magnetfelder benachbarter Kerne mafigeblich mitbestimmt, so dass die Resonanz-
frequenz fiir jeden Kern unterschiedlich ist — was fiir die NMR-Spektroskopie von gréfiter
Bedeutung ist. Die Frequenzen werden per Konvention als Quotient aus der Differenz
zur Tragerfrequenz (wy — w) und der Resonanzfrequenz angeben und liegen fiir eine
Kernsorte im Bereich nur weniger ppm (parts per million):

W — wo '106

Oppm, =
PP w

Die GroBe dppm wird als chemische Verschiebung einer Resonanzfrequenz bezeichnet.
Von ihrem Wert kann bereits auf die Zugehorigkeit zu bestimmten Molekiilgruppen eines
Molekiils geschlossen werden.

Bei der NMR-Spektroskopie wird als Messsignal die zeitliche Entwicklung der trans-

versalen Magnetisierung erhalten. Es setzt sich zusammen aus einer Uberlagerung von
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Abbildung 1.4: Beispiel fiir einen (zeitabhén-
gigen) Freien Induktionsverfall (FID, aus ei-
nem eindimensionalen NMR-Experiment mit
gp130D5D6). Dieses Signal enthilt sdmtli-
che Frequenzen aller im NMR-Experiment
angeregten magnetisch aquivalenten Proto-
nen. Diese Frequenzen werden durch Fourier-
Tansformation aus dem Signal extrahiert.

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
1H Pts

Sinusschwingungen aller Préazessionsfrequenzen einer Kernsorte. Der zu beobachtende
wVerfall“ (engl. decay) der Amplituden dieses Signals wird bezeichnet als , Freier Induk-
tionsverfall (FID, engl. free induction decay) (Abbildung 1.4).

Ein Verschwinden des Signals (d.h. der vollstdndige Verfall) ist erreicht, wenn das Sys-
tem, dass zur Resonanz angeregt wurde, wieder den Gleichgewichtszustand eingenom-
men hat. Mit Hilfe einer mathematischen Methode, der diskreten Fourier-Transformation
(DFT oder kurz FT), konnen anschlieflend die Messdaten aus der Zeitdoméne in die Fre-
quenzdoméne iiberfiihrt werden, um somit ein (eindimensionales) Spektrum zu erhalten
(Hoch und Stern, 1996) (Abbildung 1.5).

Abbildung 1.5: Das Spektrum, das durch Fourier-
Tansformation des FID in Abbildung 1.4 ent-
steht. Im Bereich von 0-3ppm finden sich die
Signale der Seitenkettenprotonen (ausgenommen
«-Protonen, deren Resonanzen um die 4 ppm lie-
gen; sie werden vom Signal des Wassers, das hier
nicht dargestellt ist, iiberlagert), im Bereich von
T S T T 7-10 ppm die Signale der Amidprotonen.
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90° 90°

Préparation Evolution Mischzeit Detektion

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung eines 2D-NMR-Experiments am Beispiel der Pulsse-
quenz des COSY-Experiments, nach (Lottspeich und Zorbas, 1998).

1.2.2 Zweidimensionale NMR-Spektroskopie

Um nun die eindimensionale NMR-Spektroskopie auf mehrere Dimensionen zu erwei-
tern, werden zusétzliche Frequenzachsen eingefiihrt (Ernst et al., 1987). Die Zeitdimen-
sion der Datenaufnahme ist durch die to-Zeit festgelegt; weitere Zeitdoménen werden
durch die Anordnung der Wartezeiten und der Pulssequenz erzeugt. Die FIDs aus den
Zeitdoméanen werden gesammelt und nacheinander durch eine Fourier-Transformation in
die Frequenzdoméne uberfihrt. Jeder Zeitdoméne entspricht daher im Spektrum einer
Frequenzachse, auf der dann die entsprechenden Signale abgebildet werden.

Der zeitliche Verlauf eines 2D-Experiments lasst sich in vier Perioden einteilen: Pra-
paration - Evolution(¢;) - Mischung - Detektion(t2) (Abbildung 1.6). Die Spins kénnen
nach der Praparation wahrend einer festen Zeit t; frei prazedieren. Die Magnetisierung
wird wahrend t; gleichsam mit der chemischen Verschiebung des ersten Kerns ,mar-
kiert“. Durch die Mischsequenz wird anschlieBend der Zustand der Magnetisierung am
Ende von t; abgefragt, sowie Magnetisierung vom ersten Kern auf einen anderen tiber-
tragen. Den Abschluss des Experiments bildet die Datenakquisition (t2-Zeit), in der
die Magnetisierung mit der chemischen Verschiebung des zweiten Kerns markiert wird.
Nach Fourier-Transformation in der ¢2-Richtung erhélt man somit ein gewohnliches ein-
dimensionales Spektrum. In weiteren Einzelexperimenten wird jeweils nur die Zeit ¢; um
einen festen Betrag erhoht, so dass eine Abfolge von Einzelaufnahmen entsteht. Durch
eine weitere Fourier-Transformation entlang der ¢;-Richtung entsteht das endgiiltige 2D-
Spektrum (Lottspeich und Zorbas, 1998).
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1.2.3 Dreidimensionale NMR-Spektroskopie

Die Einfihrung einer weiteren Dimension schliellich fithrt zur 3D-NMR-Spektroskopie.
Ein 3D-Experiment kann aus einem 2D-Experiment dadurch konstruiert werden, indem
nach der ersten Mischperiode statt der Akquisition eine weitere indirekte Evolutionszeit,
gefolgt von einer zweiten Mischperiode, eingefiigt wird. Am Ende folgt wiederum die
Datenakquisition (Lottspeich und Zorbas, 1998).

Im Falle der homonuklearen '"H-NMR-Spektroskopie ist die Technik jedoch nicht aus-
reichend zur Strukturaufklarung von gréfleren Proteinen. Einerseits wachst mit der Grofie
des Proteins die Anzahl der Wasserstoffkerne so stark an, dass die Zahl der Signaliiber-
lagerungen selbst in 3D-Spektren inakzeptabel wird. Andererseits wichst mit dem Mole-
kulargewicht eines Molekiils auch die Linienbreite der Signale. Die Lebensdauer der Ko-
hérenzen (T5-Relaxationszeiten) ist umgekehrt proportional zur Linienbreite und nimmt
daher mit steigendem Molekulargewicht rapide ab. Als Losung bietet sich an, die zu
untersuchenden Proteine vollstindig mit '*C und N zu markieren, d.h. alle *>C-Atome
(natiirliche Haufigkeit 98,9%) und *N-Atome (natiirliche Haufigkeit 99,6%) im unter-
suchten Protein werden durch die schwereren Isotope ersetzt. Uber diese NMR-aktiven
Isotope (Kernspin I = 1/2) lassen sich Kohérenzen transferieren, wobei der entschei-
dende Vorteil dieser Kerne in der grofien Kopplungskonstanten zwischen C und H bzw.
N und H liegt (Cavanagh et al., 1996). NMR-Experimente, bei denen Kohérenzen tiber
drei verschiedene Kernsorten transferiert werden, heiflen Tripelresonanzexperimente.

Der wichtigste Anwendungsfall der Tripelresonanzexperimente ist die Korrelation von
Amidprotonen der Peptidbindung mit dem kovalent gebundenen Amidstickstoff und
schliellich mit den kovalent gebunden Kohlenstoffatomen der zugehorigen Seitenkette.
Anschlieflend folgt die Detektion, so dass, je nach Experiment, Informationen iiber die
Zahl der Kohlenstoffatome der Seitenketten bzw. iiber ihre Position innerhalb der Sei-
tenketten (o, 3, y usw.) erhalten werden. Damit aber die sequentielle Zuordnung, also
die Zuordnung der Resonanzsignale im Spektrum zum entsprechenden Aminoséurerest
innerhalb der Aminosauresequenz des untersuchten Proteins moglich ist, miissen die Ex-
perimente auch Informationen tiber sogenannte sequentielle Konnektivitaten liefern, d.h.
Informationen nicht nur tiber den Aminoséaurerest, dessen Amidgruppe im Experiment
korreliert wurde, sondern auch iiber einen kovalent gebundenen, benachbarten Amino-
saurerest. Die Bedeutung solcher Experimente fiir die Strukturaufklarung von Proteinen
lasst sich an der Vielzahl der Veroffentlichungen ermessen, die seit der Einfithrung durch
Bax im Jahr 1990 erschienen sind (Bax et al., 1990).

Fiir die Nomenklatur von Tripelresonanzexperimenten hat sich die folgende Syste-

matik durchgesetzt: die Kerne, deren Frequenzen sich wahrend einer Evolutions- oder
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Tabelle 1.2: Ubersicht der Korrelationen einiger ausgewahlter Tripelresonanz-
experimente. Die umrandeten Atomsymbole kennzeichnen das Atom, vom dem
aus der Koharenztransfer beginnt; die Pfeile zeigen die Richtung des Koharenz-
tranfers an.

Tripelresonanz-

. Korrelationen
experiment
HNCA G, '~ (CO" N« |H, | =N — C
CA(CO)NH* H'| - C ' — (CO)™" = N' — Hy

HNCACB Cg ', Gy (CO)™" « N' | H,

(04 N

—N' - C, ,CBi

CBCA(CO)NH'  |H. ' H'|— G, Gy — (CO) ™ — N' — H,

o B

HNCO O0=C""« N' «|H,

C(CO)NH LG G (CO)T e N [ HY

x

“Kurzform fiir (HA)CA(CO)NH
"Kurzform fiir (HBHA)CBCA (CO)NH

Akquisitionszeit entwickeln, werden mit HA, HB, CA, CB, NH, N und CO bezeich-
net und stehen stellvertretend fiir die 'Hyg-, 1H[3—, BCy-, 13CB—, Hy-, N- und 3CO
-Kerne. Kerne, tiber die lediglich Kohéarenzen transferiert werden, deren Frequenzen sich
jedoch in keiner der Evolutions- oder Akquisitionszeiten entwickeln, werden in Klammern
angegeben (Tabelle 1.2).

Eines der wichtigsten NMR-Experimente zur Durchfithrung der sequentiellen Zuord-
nung ist das HNCACB-Experiment, welches das Amidproton (Hy) einer Aminoséure
i mit dem Amidstickstoff korreliert und dann die Kohérenzen weitertransferiert auf
das 3Cy- und das '3Cp-Atom der Seitenkette der Aminosiurereste i und i — 1, also
in Richtung des N-Terminus. Detektiert werden neben den Resonanzsignalen des Hy
und des Amidstickstoffs die vier Signale der o.g. Seitenketten-Kohlenstoffatome. Beim
ebenfalls wichtigen HNCA-Experiment werden nur die beiden 3Cy-Atome der korre-
lierten Aminosaurereste detektiert und somit weniger Informationen erhalten als beim
HNCACB-Experiment. Allerdings ist bei der Wahl der Experimente in der Praxis zu be-
riicksichtigen, dass verschiedene Experimente verschiedene Empfindlichkeiten (Qualitét
des Signal/Rausch-Verhéltnisses) beziiglich der Resonanzsignalstérken besitzen (Tabelle
1.3). Ein unempfindliches Experiment liefert gegeniiber einem empfindlicheren Experi-
ment bei gleicher Messdauer weniger beobachtbare Resonanzsignale, da die schwécheren
Signale nicht mehr vom stets vorhandenen thermischen Rauschen zu unterscheiden sind.

So ist das wichtige HNCACB-Experiment relativ unempfindlich, so dass eine Ver-
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Tabelle 1.3: Ubersicht der relativen Empfindlichkeiten (bezogen auf das Signal/Rausch-
Verhiltnis) von Tripelresonanzexperimenten. Das relativ empfindliche - also hohe Signalintensi-
taten liefernde - HNCO-Experiment wird gleich 100% gesetzt (Sattler et al., 1999).

NMR-Experiment — relative Empfindlichkeit [%)]

HNCO 100 (Ch
HNCA 50/15 (c /Ch

CA(CO)NH 71 ()
CBCA(CO)NH 13/9  (Cy'/ Cyh)
HANCACB LT (Co/ G)
1,3/05 (Cyx'/Cgh)

besserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses wiinschenswert ist. Diese ldsst sich z.B. er-
zielen durch eine Erhohung der Konzentration des Proteins, durch eine Verldngerung
der Messdauer oder durch Erhéhung der Messtemperatur. Diese Methoden setzen aller-
dings eine hohe Stabilitdt des zu messenden Proteins voraus. Ein neuerer Ansatz zur
erheblichen Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses ist die Verwendung eines so-
genannten CryoProbe™ (Moskau etal., 2001). Durch kryogenische Kiihlung (bei der
Temperatur fliissigen Heliums) der dann supraleitenden Empfangerspulen im Proben-
kopf wird thermisches Rauschen im System auf ein Minimum reduziert. Dadurch kann
die Empfindlichkeit aller NMR-Experimente um den Faktor 4 gesteigert werden, wobei
sich die Messzeit, welche umgekehrt quadratisch von der Empfindlichkeit abhéangt, auf
1/16 reduziert.

Zur erfolgreichen Durchfithrung einer sequentiellen Zuordnung von Resonanzsignalen
gehort also ein ganzer Satz an NMR-Experimenten mit moglichst vollstandigen Informa-
tionen. Informationsverluste, also die Abweichung der Zahl der gemessenen Resonanz-
signale von der erwarteten Zahl, verursacht durch geringe Empfindlichkeit eines Expe-
rimentes, konnen durch andere Experimente ausgeglichen werden. Hier ist Redundanz
daher wiinschenswert und sinnvoll.

Das Ziel einer NMR-spektroskopischen Untersuchung eines Proteins ist meistens die
Aufklarung seiner dreidimensionalen Struktur. Die bisher angefiihrten NMR-~Experimen-
te liefern jedoch nur Informationen iiber die Priméarstruktur eines Proteins, nicht jedoch
die zur Strukturaufklirung notwendigen Sekundér- und Tertidrstrukturinformationen.
Bax und andere fiihrten das NOESY-Experiment ein (Marion etal., 1989; Grzesiek
und Bax, 1993). Bei einem Spezialfall dieses Experimentes, dem *N-NOESY-HSQC-

Experiment, werden Kohérenzen von Amidprotonen auf den kovalent gebundenen Amid-
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stickstoff transferiert und anschlieBend auf alle raumlich benachbarten Protonen, deren
Abstand kleiner als 5A ist. Der Kohirenztransfer auf die Protonen findet also nicht
iber kovalente Bindungen statt (skalare Kopplung) sondern durch den Raum (dipolare
Kopplung). Die Intensitét der so erhaltenen Resonanzsignale ist der sechsten Potenz des
Abstandes umgekehrt proportional (I oc 179); aus den Signalintensititen lassen sich also
Atomabstande errechnen. Aus einer Vielzahl von Abstandsinformationen innerhalb eines
Proteins lassen sich mittels spezieller Verfahren (Gunthert et al., 1997; Nilges et al., 1997;
Linge et al., 2003) Strukturinformationen ermitteln. Dazu muss die sequentielle Zuord-
nung insbesondere der Wasserstoffatome des untersuchten Proteins méglichst vollstandig

erfolgt sein.

1.3 Ziele der Arbeit

Zunachst sollte die Klonierung und Expression der gekoppelten fiinften und sechsten Do-
méne des Signaltransduktors gp130 durchgefiihrt werden. Daran anschlieflen sollten sich
mehrdimensionale, heteronukleare NMR-Experimente. Nach Durchfithrung der sequenti-
ellen Zuordnung der 'H-, ¥C- und »N-Resonanzsignale sollte schliellich die Aufklirung

der Sekundarstruktur erfolgen.
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2.1 Verbrauchsmaterial

Alle eingesetzten Chemikalien waren in pro analysis-Qualitiat. Die Bezugsquellen der
verwendeten Enzyme wurden an der Stelle ihrer Erwahnung notiert. Wéassrige Losungen
wurden - wenn nicht anders erwédhnt - mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt.

Die Isotopen-markierten Chemikalien (a-D-Glucose-3Cg und »N-Ammoniumchlorid)
wurden von Campro Scientific, Berlin, Deutschland, bezogen.

Der in dieser Arbeit verwendete Transfektionsvektor war der pet8c-Vektor (Studier
etal., 1990), vertrieben von Invitrogen, Karlsruhe. Dieser Vektor ist ein bakterieller Ex-

pressionsvektor und enthélt einen T7-Promotor sowie eine Ampicillin™-Resistenz.

EcoR 1(4638)
Apo 1(4638)

Cla l(24)
JHind lli29)

Aat 1l(4567)
Ssp 1(4449)

Bpu1102 1(458)
BamH 1(510)

Sca l(4125)
Pvu 1(4015)

Pst I(3890)

Sph 1(843)
EcoN 1(903)
Sal I(928)

Eam1105 1(3645 PshA (993)

(4637 bp) Eag I(1216)

Nru I(1251)
ApaB 1(1329)
BspM I(1331)

HgiE 11(3338)

AlwN 1(3168)

. Abbildung 2.1: Plasmid-Karte des
MASV:WZO;)) bakteriellen Expressionsvektors pET-
Bpu10 I(1858) 8c (Invitrogen, Karlsruhe, jetzt vertrie-
BecG lnet) ben von Merck Biosciences, Grof3bri-
tannien, unter dem Namen pET-3d).
Er besitzt eine N-terminale T7-Tag-

Sequenz und eine Bam HI cloning site.

BspLU11 1(2752)
Afl 1(2752)

Sap 1(2636)

Bst1107 1(2523)

BsaA 1(2504)

Tth111 1(2497)

BsmB 1(2393)

Pvu 11(2343)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Vorbereitung

Die lyophilisiert gelieferten Primer (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) (Tabelle
2.1) wurden in hochreinem Wasser (Ultrapur™, Merck, Darmstadt, Deutschland) gelost
und zu Losungen mit einer Konzentration von jeweils 20 pmol/pl aliquotiert.

Tabelle 2.1: Nucleotidsequenz der verwendeten Primer

D5D6-s  5-CAA ACA CCA TGG ACT TTC AAG CTA CTC ACC-3’
D5D6-as  5-CAA ACA GGA TCC TTA GGC TTC AAT TTC TCC TTG-3’

Die gp130 codierende c-DNA (zur Verfiigung gestellt von Dr. Stefan Pflanz, Institut
fiir Biochemie, RWTH Aachen, Deutschland; urspriinglich von Dr. T. Taga und Dr.
T. Kishimoto, Osaka, Japan) lag in einer Konzentration von 0,9pg/pl in hochreinem

Wasser vor. Folgender Ansatz wurde in 0,5 ml-Eppendorfgeféafien durchgefiihrt:
o 1,1 pl DNA-Templatelosung (entspricht 0,25 ug DNA-Template)
e 10l 10x ThermoPol-Puffer
e 5pul ANTP-Mix
o 1pl sense-Primer-Losung (entspr. 20 pmol)
o 1pl antisense-Primer-Losung (entspr. 20 pmol)
o 0,75 pl vent-Polymerase (New England Biolabs, USA, 2000 units/ml)
e 10pl DMSO
o 71pl hochreines Wasser (Merck Ultrapur™)

10x-ThermoPol-Puffer

100 mM KCl1
200 mM Tris-HCI (pH 8,8 bei 25°C)
100 mM (NH,)»SO04
20mM MgSOy
1Vol-% Triton X-100

Nach kurzem Durchmischen ( Vortez™) und Zentrifugieren wurden die Losungen in den

Eppendorfgefafien noch jeweils mit 100 ul Mineraldl iiberschichtet.
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Durchfiihrung

Zur Durchfithrung der PCR wurden die Reaktionsgefdfie in einen PCR-~Thermocycler
(Eigenbau der Werkstatt des Klinikums der RWTH Aachen) gegeben. Die Annealing-
temperatur Ty wurde aus der Sequenz der Primer nach folgender Regel errechnet: je 4°C
fir G und C sowie jeweils 2°C fiir A und 7. Von dem so errechneten Wert werden noch
10% abgezogen. Fiir D5D6-s und D5D6-as ergab sich jeweils eine Ta von 47°C. Es wur-
den 30 Zyklen des Thermocycler-Programms (Tabelle 2.2) durchgefiihrt. Nach der PCR
wurde zur Analyse ein 1,5%-iges, qualitatives Agarosegel angefertigt. Dazu wurden die
Restriktionsansatze mit gleichem Volumen 2x DNA-Probenpuffer versetzt und auf ein
Agarosegel (1% SeaKem-LE-Agarose, Biozym) geladen. Der Agarose wurden 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid, ein DN A-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, zugesetzt, wodurch die
DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar wurden und eine Abschétzung der DNA-Mengen

aufgrund der Fluoreszenzintensitidten der Banden erfolgen konnte (Pflanz, 1999).

2x DNA-Probenpuffer
(Sambrook etal., 1989)

20%  Ficoll {00™
1,0% SDS

0,4% TAE

0,1% Bromphenolblau

Tabelle 2.2: PCR-Programm (ein Zyklus) fiir den Thermocycler

Temperatur Dauer

Erste Denaturierungstemperatur 93°C 120 s
Annealingtemperatur 50°C 120
Extensionstemperatur 72°C 120s
Denaturierungstemperatur 93°C 60s
Letzte Extensionstemperatur 72°C 420s

Reinigung und Extraktion der PCR-Produkte

Nach qualitativer Verifizierung der PCR wurden die Produkte durch ein quantitatives
Gel aus den Ansatzen isoliert. Die unter UV-Licht lokalisierten DNA-Banden wurden mit
einem Skalpell ausgeschnitten und jeweils in 1,5 ml-Eppendorfgefafie iiberfiihrt und unter
Verwendung eines QIAquick Gel Extraction Kits (QIAgen GmbH, Hilden, Deutschland)

nach Herstellervorschrift extrahiert.
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2.2.2 Enzymatischer Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen

Vorschrift fiir Restriktionsverdau (Sambrook et al., 1989):

DNA-Fragmente

e 25pl PCR~Produkt

e 3pl Enzym Bam HI

e 3l Enzym Nco I

o 5pl 10x Restriktionspuffer (medium salt)

o ad 50 pl mit hochreinem Wasser (Merck Ultrapur™)

pet8c-Vektor (Erster Schnitt)

o 2pg Vektor (Konz. wurde zuvor bestimmt)
e 2pl Enzym Bam H1
o 3pl 10x Restriktionspuffer (medium salt)

o ad 30 pl mit hochreinem Wasser (Merck Ultrapur™)

Die Proben kamen anschliefend iiber Nacht bei 37°C in den Brutschrank. Zur Reini-
gung des einmal geschnittenen pet8c-Vektors wird dieser einem quantitativem Gel unter-
worfen. Die Bande, die den Vektor (4600 kb) enthielt, wurde ausgeschnitten und unter
Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits gemafl Herstellervorschrift extrahiert.

pet8c-Vektor (Zweiter Schnitt)

Nach Extraktion des Vektors aus dem quantitativen Agarose-Gel wurde dieser ein zweites

Mal geschnitten. Der Vektor lag in wassriger Losung in einem Volumen von ca. 50 pl vor.

o 25l geloster Vektor
e 2ul Enzym Nco I
o 4pl 10x Restriktionspuffer (medium salt)

o ad 40 pl mit hochreinem Wasser (Merck Ultrapur™)
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Der Ansatz wurde tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

10x Restriktionspuffer (medium salt)
(Davis et al., 1980)
1 Teil 5M NaCl
1 Teil 1M Tris (pH 7,4)
1Teil 1M MgSOy
1Teil 0,01 M Dithiothreitol
6 Teile hochreines Wasser (Merck Ultrapur™)

2.2.3 Phenol-Extraktion und DNA-Fallung
Phenolextraktion

Nach Beendigung des Restriktionsverdaus wurden die DNA-Fragmente bzw. der zum
zweiten Mal geschnittene Vektor mittels Phenolextraktion aus den Ansétzen isoliert
und von den Restriktionsenzymen befreit. Die in 1 ml-Eppendorfgefafien vorliegenden
Ansétze wurden zunéchst mit hochreinem Wasser auf 400 pl aufgefiillt und wie folgt

verfahren:
o Zugabe von 20 ul 2 M Tris-Base
e 400 pl Phenol (HoO-geséttigt)
 gut durchmischen ( Vortex™)
e 2min bei 14.000 rpm zentrifugieren

o die obere, wissrige Phase (400pl) abnehmen und in ein neues Eppendorfgefafl

iiberfiihren, phenolische Phase verwerfen

o Zugabe von 400 pl Phenol/Chloroform (1:1 V/V)
 gut durchmischen ( Vortex™)
e 2min bei 14.000 rpm zentrifugieren

o die obere, wissrige Phase (400pl) abnehmen und in ein neues Eppendorfgefafl

iberfithren, Chloroform/Phenolphase verwerfen
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o Zugabe von 400 pl Chloroform
o gut durchmischen ( Vortez™)
e 2min bei 14.000 rpm zentrifugieren

o die obere, wassrige Phase (400pl) abnehmen und in ein neues Eppendorfgefafi

iiberfithren, Chloroformphase verwerfen

DNA-Fallung

Die wéssrige Phase (400pl), die nach Ende der Phenolextraktion vorliegt, wird einer

LiCI-Fallung nach folgender Vorschrift unterworfen:
o Zugabe von 1pl Glycogen (als DNA-Carrier bei DNA-Mengen unter 2 pg)
e Zugabe von 10pl 8 M LiCl
e Zugabe von 400 pl kaltem (—20°C) Isopropanol
o gut durchmischen ( Vortex™)
e mindestens 30 min bei —20°C stehen lassen
e 10min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugieren
o Uberstand vorsichtig und moglichst vollstandig abpippetieren

o das zuriickbleibende Pellet zwei Mal mit 500 pl kaltem (—20°C) 70%-igem Etha-
nol waschen; mehrmals sanft umschiitteln und anschlieBend 2min bei 4°C und

14.000 rpm zentrifugieren
o Ethanol jeweils vorsichtig und moglichst vollstandig abpipettieren

o schliefllich das Pellet bei RT trocknen, danach in 20 pl hochreinem Wasser aufneh-

men

2.2.4 DNA-Ligation

Die Ligation doppelstrangiger DNA erfolgte durch die DNA-T4-Ligase. 10—20ng des
linearisierten Vektors wurden mit einem zwei- bis zehnfachen molaren Uberschuss des
Inserts versetzt und fiir 2-16h bei 20°C inkubiert. Anschlieffend wurden kompetente

Bakterien mit den Ligationsprodukten transformiert.
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10x Ligationspuffer

440 mM Tris/HCI pH 8,0
220 mM Tris/HC1 pH 7,4
100 mM DTT
100 mM  MgCly
10 mM ATP
5 pg/ml  BSA

2.2.5 Transformation kompetenter Bakterien

Transformation von JM-83-Zellen

Vorgehensweise fiir die schonende Transformation:

100 pl kompetente JM-83-Zellen

5 pl Ligationsprodukt zugeben

30 min auf Eis

1min bei 42°C im Heizblock

2min auf Eis

1 ml LB-Medium (ohne Antibiotika) zugeben

45 min bei 37°C im Brutschrank inkubieren

30s bei 14.000 rpm zentrifugieren

1 ml vom Uberstand abpipettieren und verwerfen
Bakterienpellet in den verbleibenden 100 pl resuspendieren

Bakteriensuspension auf Ampicillin-haltige LB-Nahrboden ausplattieren (Ampicil-

lin-Konzentration im Nérboden: 0,1 mg/1)

tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubieren (die Petrischalen mit den N&hr-
boéden dabei kopfiiber legen)

Nach der Inkubation der Agarplatten wurden einzelne Kolonien gepickt und in ver-

schliefbaren 50 ml-Probenréhrchen mit 2 ml LB-Medium und 4 pl Ampicillin-Stocklésung

(Konzentration der Stocklésung: 50 mg/ml) tiber Nacht inkubiert. Anschlieflend wurden
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1,5ml entnommen und die Plasmid-DNA mittels des QIAquick Spin Extraction Kits
(Mini-Prep) extrahiert.

LB-Medium
(Qbiogene, Heidelberg)
10g/l Trypton

5g/l Hefeextrakt
10g/1 NaCl
(in VE-Wasser)

Transformation von BL-21-Zellen

Chloramphenicolresistente BL-21-Bakterien wurden mit dem aus JM-83-Zellen extra-
hierten Plasmid transformiert. Dazu wurden BL-21-Zellen aus dem Gefrierstock in 2 ml
LB-Medium, dem 4 pl Chloramphenicol-Losung (30 mg/ml in Ethanol) zugesetzt waren,
6-8 Stunden bei 37°C inkubiert. Aus dieser Kultur wurden 0,8 ml entnommen und in

ein Eppendorfgefafl gegeben. Dann wurde wie folgt verfahren:
o Reaktionsgefdfie 15 min bei 5000 U/min zentrifugieren
o Uberstand verwerfen, Pellets in 200 pl TFB-Puffer resuspendieren

o 10min auf Eis, dann ca. 20 pl DNA-Losung aus Praparation zufiigen (DNA-Menge:
10-200ng)

e vorsichtig invertieren, dann 10 min auf Eis
e 90s bei 42°C inkubieren
o wieder auf Eis stellen

o 50 pl entnehmen und auf Agar/Chloramphenicol/Ampicillin-Platten ausplattieren
(Antibiotika jeweils 50 mg/1)

e 12-16h bei 37°C inkubieren
o Picken und iiber Nacht kultivieren (Vorkultur)

o Stock anlegen (1,0 ml Kultursuspension + 0,21 ml Glycerin, in flissigem Stickstoff
schockfrosten, lagern bei —80°C)
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TFB-Puffer

100 mM RbCl
50 mM MnCls
30 mM CH3COOK
10 mM CaCly
15 Vol-%  Glycerin
pH 5,8 einstellen mit 0,2 M Essigsdure

2.2.6 Kultivierung von Bakterien

Zur Produktion von einfach-markiertem (1°N) bzw. doppelt-markiertem (!N und !3C)
Protein wurde die Kultivierung der E.coli-Bakterien in Minimalmedium unter Zugabe
von Antibiotika (Chloramphenicol, 30 mg/1 und Ampicillin, 50 mg/1) in einem thermosta-
tisiertem Schiittelinkubator bei 200 U/min und 37°C bis zu einer ODggg von 0,5 durchge-
fiihrt. Als Quelle fiir *C und "N wurden a-D-Glucose-'3Cg und > N-Ammoniumchlorid
zugesetzt. Bei der Herstellung von einfach-markiertem Protein (°N) wurde gewdhnliche
o-D-Glucose-12Cg als Kohlenstoffquelle verwendet.

Zur Kontrolle des Bakterienwachstums wurden in regelméafigen Abstédnden Proben
aus dem Medium entnommen und in Polystyrol-Einwegkiivetten (Sarstedt AG & Co.,
Nimbrecht) in einem UV-Spektrophotometer (U-2001, Hitachi, Japan) gemessen. Nach
Erreichen der gewilinschten ODgog wurde mittels Zugabe von Isopropyl-3-D-1-thioga-
lactopyranosid (IPTG, Endkonzentration 1,0 mM) die Proteinexpression induziert und
6 Stunden weiter inkubiert. Anschliefend wurden die Bakterien geerntet und vom Me-
dium durch Zentrifugation getrennt. Zur Abschitzung der Expressionsausbeute wurden
der Kultur wahrend der Expressionsphase in Abstdnden von 60 min Proben von jeweils

1ml entnommen und spéter einer Gelelektrophorese unterworfen.

Minimalmedium
(in VE-Wasser)
2,0 g/l o-D-Glucose-13Cg
1,0 g/l N-Ammoniumchlorid
75 g/l NayHPO, - Hy0
3,0 g/l KHyPOy
2,0 g/l NaCl
0,5 g/l MgSOy - THyO
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2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
wurde die Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese (Laecmmli, 1970) in einer ver-
tikalen Flachbettkammer (Mini-Protean Electrophoresis System, Biorad, USA) angewen-
det. Die zu analysierenden Proben wurden in zweifach-konzentriertem, reduzierendem
oder nichtreduzierendem Probenpuffer aufgenommen und 5min bei 95°C denaturiert.
Unlésliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (15s, 14.000 U/min) abgetrennt,
der Uberstand wurde auf das Gel aufgetragen (Tabelle 2.3); als Marker wurde der Pro-
tein Molecular Weight Marker von Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland, verwendet.
Die Elektrophorese erfolgte mit 200V bei 20°C.

2x Probenpuffer
(nach Laemmli)

20% Glycerin
4% SDS (w/v)
1,25 mM Tris/HCl
0,002% Bromphenolblau

unter reduzierenden Bedingungen zusatzlich:
10% Mercaptoethanol

Die Gele wurden anschliefend 2h in Coomassie-Losung gefarbt und danach mehrere
Stunden bis iiber Nacht in Entfarbelosung entfarbt.

Coomassie-Losung:  25% Methanol Entfarbelosung:  10% Methanol
10% Eisessig 10% Eisessig
0,1% Brillant-Blau

(beide Losungen wurden jeweils mit VE-Wasser auf 100% aufgefiillt)
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Tabelle 2.3: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngel, jeweils fiir ein Minigel

Sammelgel (7,5% Acrylamid)

H,0 1,23 ml
Acrylamid (30%-ig) 0,63 ml
0,5M Tris pH 8,8 0,63 ml
SDS-Losung (10%-ig) 25 pl

Ammoniumperoxodisulfatlosung (APS), 10%-ig 25l
N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 2,5 pl

Trenngel (15% Acrylamid)

H,0 1,38 ml
Acrylamid (30%-ig) 3,0ml
1,5M Tris, pH 8,8 1,5ml
SDS-Losung (10%-ig) 60 pl
Ammoniumperoxodisulfatlosung (APS), 10%-ig 60 ul
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 3l

2.3.2 Reinigung und Solubilisierung von inclusion bodies

Nach Beendigung der Proteinexpression wurden die durch Zentrifugation sedimentier-
ten Bakterien in PBS (phosphate buffered saline), welchem als Detergens zur Solubilisie-
rung von lipophilen Membranbestandteilen 0,5 Vol% Triton X-100 (Fluka, Taufkirchen,
Deutschland) zugesetzt waren, resuspendiert. Zur Isolierung der inclusion bodies wur-
de die Bakteriensuspension durch eine Sequenz von 4 bis 5 Ultraschallbehandlungen
(Sonopuls HD2200, Bandelin electronic GmbH, Berlin) homogenisiert. Die unerwiinsch-
ten l6slichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt und verworfen. Der
Riickstand wurde mit frischem PBS/ Triton X-100 aufgenommen und einer erneuten Ul-
traschallbehandlung unterzogen. Zur Entfernung des Detergens wurde dieser Vorgang
abschlieend mit detergensfreiem PBS wiederholt, eine Kontrolle der Reinheit erfolgte
durch SDS-PAGE.
PBS (phosphate buffered saline)

8,0g/l NaCl
2,0g/l KCl

14,4g/1 NayHPOy - 2 HyO
2,0g/l KHyPO,

Die so gewonnenen inclusion bodies wurden im 10-fachen Volumen an Solubilisierungslo-
sung (6 M Guanidiniumhydrochlorid, 0,1 M Dithiothreitol) aufgenommen und eine Stun-

de lang auf dem Magnetrithrer geriihrt. Danach wurden unl6sliche Bestandteile mittels
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Zentrifugation abgetrennt und die solubilisierten inclusion bodies bis zur Weiterverwen-

dung im Kiihlschrank aufbewahrt.

2.3.3 Renaturierung von Proteinen

Um das in Guanidiniumhydrochlorid-Losung denaturiert vorliegende Protein zu rena-
turieren, wurde die Methode des rapid dilution (Rudolph und Lilie, 1996) angewen-
det. Dazu wurden in Eppendorf-Reaktionsgeféfien je 20 ul Proteinlésung vorgelegt und
durch schnelles Hinzugeben von 1000 pl Renaturierungspuffer (4 mM NayHPO,4, 16 mM
NaHsPOy4, pH6) mit einer Pipette verdiinnt. Danach wurden die Losungen ca. eine
Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen, anschliefend vereinigt und vom Prézipitat
durch Zentrifugation getrennt. Zur Maximierung der Ausbeute wurde das Prézipitat in
Solubilisierungspuffer aufgenommen und erneut geméafl der Renaturierungsvorschrift be-
handelt. Als Schutz vor Bakterienbefall erfolgte schliellich noch die Zugabe von NaNj

zu einer Konzentration von 0,1%.

2.3.4 Aufkonzentrierung von D5D6-L6sungen

Verdiinnte Losungen von D5D6 wurden stets unter Stickstoff-Uberdruck aufkonzentriert,
wobei Ultrafiltrationsriihrzellen verschiedener Gréfie (Amicon, USA) eingesetzt wurden.
Die verwendeten Membranen waren Ultrafiltrationsmembranen aus regenerierter Cellu-
lose (Millipore, USA). Stark verdiinnte Losungen, welche zu méBigen Konzentrationen
gebracht werden sollten (unter 0,1 mM), wurden bei Raumtemperatur aufkonzentriert.
Sollten kleinere Volumina (20 ml oder weniger) auf hohe Konzentration gebracht wer-
den, so wurde bei 4°C aufkonzentriert. Zur Vertreibung des gelosten Stickstoffs wurde

abschlieffend bei Normaldruck (im offenen Gefafl) 10 min weitergeriihrt.

2.3.5 GroBenausschlusschromatographie

Die nach der Renaturierung (Abschnitt 2.3.3) anfallenden Losungen von D5D6 wurden
zunachst auf das ca. 100-fache aufkonzentriert. Nach Abzentrifugation von eventuell an-
fallenden Aggregaten wurde eine Grofienausschlusschromatographie unter Verwendung
einer Hi-Prep Sephadex 75 16/60 Chromatographiesiule (Amersham Pharmacia, USA)
auf einem Akta FPLC-System (Amersham-Pharmacia, USA) durchgefiihrt. Die Fraktio-
nen, die das Protein enthielten, wurden vereinigt und die Proteinkonzentration bestimmt.
Zur Kalibration der Saule wurde zuvor eine Chromatographie mit Proteinen definierten
Molekulargewichts (HMW Calibration Kit, Amersham-Pharmacia, USA) (Tabelle 2.4)
durchgefiihrt.
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Tabelle 2.4: Die fiir die Kalibration der Chromatographiesidule HiPrep Superdez 75 16/60 ver-
wendeten Proteine (HMW Calibration Kit, Amersham-Pharmacia, USA), ihr Molekulargewicht
und das gemessenes Retentionsvolumen

Protein Molekulargewicht kD] Retentionsvolumen [ml]
Albumin 67,0 50,3
Ovalbumin 43,0 56,9
Chymotrypsinogen A 25,0 67,6
Ribonuclease A 13,7 78,0

2.3.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte durch Messung in einem Zwei-
strahlspektrophotometer (U-2001, Hitachi, Japan) gegen den jeweiligen Puffer als Refe-
renz. Die gemessene Extinktion bei 280 nm (Esgp) wurde zur Berechnung der Konzentra-
tion unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes mit Einbeziehung des berech-

neten Extinktionskoeffizienten herangezogen (Gill und von Hippel, 1989):

Eogo:  Extinktion bei 280 nm
Eogo - M, M,:  Molekularmasse in g/mol
€950 - d d: Schichtdicke in cm

€980: molarer Extinktionskoeff.

Massenkonzentration ¢, =

Der molare Extinktionskoeffizient von gp130D5D6 wurde errechnet zu €ogg = 43350 1-
mol™! - em~!. Aus der Massenkonzentration ¢, wird die molare Konzentration erhalten

durch Division durch die Molekularmasse M;.

2.4 Circularer Dichroismus (CD-Spektroskopie)

Nach erfolgter Grolenausschlusschromatographie wurde die Hauptfraktion CD-spektro-
metrisch untersucht. Zum Einen lasst sich so relativ einfach feststellen, ob das Prote-
in renaturiert vorliegt, zum Anderen lassen sich iiber eine schrittweise Steigerung der
Temperatur wiahrend der Messung Aussagen iiber die Temperaturstabilitit des Proteins
treffen. Gemessen wurde auf einem Jasco J-720-Spektrometer (Jasco, Japan), welches
eine temperierbare Kiivettenhalterung besitzt. Das CD-Spektrometer wurde mit einer
0,1%-igen wassrigen (1S)-(+)-Camphersulfonsédurelgsung nach Chen und Yang kalibriert
(Chen und Yang, 1977). Gemessen wurde in Kiivetten aus Quarzglas (Hellma GmbH,
Miillheim, Deutschland) verschiedener Schichtdicken; die spektralen Bandbreiten lagen

bei 1nm. Die gemessene Elliptizitdt ©, wurde auf die mittlere Molmasse der Amino-
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saurereste des Proteins, die Schichtdicke der Losung und die Konzentration bezogen
MRW

(@) ); es gilt:
MRW:  mean residue weight, mittlere Mole-
kularmasse der Aminosdurereste des
viw  MRW - O, Proteins in g/mol
O = Cd-c On: gemessene Elliptizitat in Grad
d: Schichtdicke der Losung in cm

Konzentration der Probe in g/cm?

2.5 NMR-Spektroskopie

2.5.1 Probenvorbereitung

Die vereinigten Hauptfraktionen aus der Gréflenausschlusschromatographie wurden un-
ter Verwendung von Ultrafiltrationszellen (Amicon, USA) mit Ultrafiltrationsmembra-
nen aus regenerierter Cellulose (Millipore, USA) unter Stickstoff-Uberdruck bei 5°C auf
ein Volumen von zunéchst 3 ml aufkonzentriert. Zu der Losung wurden nun 330 pl DoO
zugefiigt, so dass die Losung 10%-ig an DO war. Anschlieend wurde auf das Endvolu-
men von 700 pl und auf eine Konzentration von ca. 1 mM aufkonzentriert. Anfallendes
Préazipitat wurde durch Zentrifugation entfernt. AnschlieBend wurde die Probe in ein
NMR-Glasrohrchen tiberfiihrt.

2.5.2 NMR-Experimente
2D-'H/'*N-NMR-Spektren

Bevor gp130D5D6 als doppelt-markiertes Protein (gp130D5D6-19N-13C) hergestellt wur-
de, wurde zunichst einfach markiertes Protein (D5D6-1°N) exprimiert. Von diesem wur-
de ein 2D-'H-°N-HSQC (Hetero Single Quantum Correlation)-Spektrum aufgenommen.
Bei diesem Experiment werden die ' Hy-Spins mit den Resonanzen der kovalent verkniipf-
ten 1N-Kerne korreliert. Das 2D-"N-HSQC-Spektrum wurde mit 512 (*H) x 100 (}*N)
Datenpunkten bei 25 °C auf einem DMX 600-Spektrometer der Bruker GmbH (Rheinstet-
ten, Deutschland) aufgenommen. Da dieses NMR-Experiment erfolgreich verlief, wurde

nun °N- BC-markiertes Protein hergestellt.
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Tabelle 2.5: Liste der heteronuklearen dreidimensionalen NMR-Experimente, die an der gekop-
pelten fiinften und sechsten Doméne von gpl130 durchgefiihrt wurden. Samtliche Experimente
wurden bei 25°C durchgefiihrt. Die Konzentration des Proteins war im Falle des N-NOESY-
HSQC 1mM, in allen anderen Fillen 0,1 mM. Der Hersteller der verwendeten Spektrometer ist
die Bruker GmbH, Rheinstetten, Deutschland.

Komplexe Punkte der Spektrale Breite
Experiment Datenmatrix (Kern) (Hz) Spektrometer
t1 to t3 Fl F2 F,j

HNCA

1 13 15
(Girzesiek und Bax, 1992D) 512 ("H) 46 (*C) 39 (*N) 9259 4167 1667  DMX 600

CBCA(CO)NH

1 13 15
(Graesick und Bax, 10925) 512 ("H) 57 (**C) 38 (N) 9259 8446 1458  DMX 600

HNCO

1 13 15
(Grzesick und Bax, 19925) 512 ("H) 43 (3C) 45 (°N) 9259 1429 1667  DMX 600

HN(CA)HA

1 1 15
(Montelione und Wagner, 1990) 512 ("H) 25 ("H) 39 (*°N) 9259 2500 1667  DMX 600

PN-NOESY-HSQC

1 1 15
(Marion ot al., 1989) 384 (\H) 200 ("H) 48 ("*N) 3754 9747 2660  Avance 750

3D-'H/5N/13C-NMR-Spektren

Die an gpl130D5D6 durchgefiihrten heteronuklearen 3D-Experimente sind in Tabelle
2.5 zusammengefasst und wurden auf Spektrometern der Bruker GmbH (Rheinstet-
ten, Deutschland) aufgenommen. Die relevanten Parameter der Experimente und die
verwendeten Spektrometer sind ebenfalls dort angegeben. Das Prozessieren der Rohda-
ten erfolgte mit dem Software-Paket NMR Pipe (Delaglio et al., 1995). Die nachfolgende
Analyse der Spektren wurde mit dem Programm NMRView durchgefiihrt (Johnson und
Blevins, 1994).

2.6 Erstellung von Homologiemodellen der fiinften und

sechsten Domane des gp130

Zur Unterstiitzung der Auswertung des 3D-"°N-NOESY-HSQC-Spektrums mit dem Ziel,
die Sekundéarstruktur der fiinften und sechsten Doméne des gpl130 aufzuklaren, wurde
jeweils ein molekulares Modell dieser beiden Doménen erstellt. Zu Beginn der Modeller-
stellung stand das Auffinden von strukturhomologen Proteinen (sogenannten Templa-
ten, engl. templates). Dabei musste darauf geachtet werden, dass die auszuwéhlenden

Template eine moglichst hohe Identitdt und Homologie in ihrer Aminosduresequenz im
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Vergleich zur fiinften und sechsten Doméne des gp130 aufweisen. Unter homologen Ami-
nosauren versteht man hierbei, dass bei Vergleich von nicht identischen Aminoséure-
resten diese Ubereinstimmungen in der Hydrophobizitéit, Polaritdt und Aciditat zeigen.
Zur Auffindung dieser Template wurde das Programmpaket ProHit (ProCeryon GmbH,
Salzburg, Osterreich) verwendet (Koppensteiner et al., 2000). Mit diesem Programm-
paket wird nach Eingabe einer Aminosduresequenz in einer Datenbank von Proteinen
mit bekannter Struktur nach Templaten gesucht, die die oben geforderte moglichst hohe
Ubereinstimmung von Identitét und Homologie aufweisen.

Mit den so gefundenen Templaten wurde ein sequentielles alignment durchgefiihrt, d.h.
die Aminosduresequenzen des Templats und der jeweiligen Doméne des gpl130 wurden
unter Beriicksichtigung von Identitadten und Homologien passend aufeinander ausgerich-
tet. Notwendige Insertionen und Deletionen von Aminosdureresten in den Templaten
wurden dabei datenbankgestiitzt unter Verwendung des Programms What If (Vriend,
1990) modelliert. Um Strukturen mit moglichst geringer Energie zu erhalten wurden

diese einer Energieminimierung unterzogen (van Gunsteren, 1987).
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3.1 Klonierung

Die Klonierungsstrategie der gekoppelten fiinften und sechsten Extrazellulardoméanen
stammt von Dr. Stefan Pflanz (Institut fiir Biochemie der RWTH Aachen). Dabei wur-
den die von Hibi (Hibi etal., 1990) vorgeschlagenen Domé&nengrenzen verwendet. Alle
Konstrukte wurden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain re-
action) hergestellt, wobei die cDNA des humanen gp130 als Vorlage diente. Zur Subklo-
nierung in den Expressionsvektor pET8c (Studier et al., 1990) wurden tiber die gewéhlten
Oligonukleotide jeweils am 5’-Ende des kodierenden Strangs eine Nco I- und am 3’-Ende
eine Bam HI-Schnittstelle eingefiigt. Nach erfolgter Klonierung wurden die Amplifikate
durch DNA-Sequenzierung tiberpriift und die Expressionsplasmide zur Transformation
kompetenter E.coli-Bakterien BL21DEpLysS eingesetzt (Pflanz, 1999).

3.2 Expression von D5D6

Die Expression des Proteins in E.coli-Bakterien BL21DEpLysS stieg mit fortwahrender
Dauer an und erreichte ein Maximum nach ca. 3 Stunden (Abbildung 3.1). Eine Verlan-
gerung der Expressionsdauer bis hin zur Ubernachtkultur brachte keine Steigerung der
Ausbeute. Eine quantitative Bestimmung der Expressionsausbeute wurde in diesem Sta-
dium der Préaparation von gp130D5D6 nicht durchgefiihrt. Erst nach Renaturierung und
Reinigung durch Gréfenausschlusschromatographie wurde durch UV-spektrometrische
Konzentrationsmessung die Gesamtausbeute an Protein bestimmt.

Das bei der Renaturierung anfallende Prézipitat (Abschnitt 2.3.3) wurde erneut in
Solubilisierungspuffer gelost, renaturiert und per GroBenausschlusschromatographie ge-
reinigt. Durch diese Mafinahme konnte die Ausbeute an renaturiertem D5D6 um 10-15%
gesteigert werden.

Das Ergebnis der Reinigung der inclusion bodies (Abschnitt 2.3.2) wurde mittels SDS-
PAGE {iberpriift (Abbildung 3.2). Die gereinigten inclusion bodies enthielten nahezu
ausschliellich D5D6 (neben sehr geringen Mengen anderer Proteine). Der geloste Uber-
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Abbildung 3.1: Ein SDS-Gel von Proben der gpl30D5D6-'°N-13C-exprimierenden FE.coli-
Bakterien, entnommen zu bestimmten Zeiten nach der Induktion. Der verwendete Marker ist
der Protein Molecular Weight Marker von Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland.

stand hingegen enthielt - soweit erkennbar - kein D5D6, so dass durch die angewandte

Reinigungsmethode keine Verluste an Expressionsprodukt auftraten.

3.3 GroBenausschlusschromatographie

3.3.1 Kalibration der Saule

Die zur Reinigung von gp130D5D6 verwendete Chromatographiesaule (Amersham-Phar-
macia Superdex 75 16/60) wurde zunéchst mit einem definierten Gemisch verschiedener
Proteine kalibriert (Abschnitt 2.3.5). Die gemessenen Elutionsvolumina der einzelnen
Proteine wurden gegen den dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts aufgetra-
gen; anschlieBend wurde eine Ausgleichsgerade durch lineare Regression ermittelt (Ab-

bildung 3.3). Die so erhaltene Geradengleichung
f(z) = 40,8z + 2469,

wobei f(z) das gemessene Elutionsvolumen eines Proteins und = den dekadischen Loga-
rithmus seines Molekulargewichts darstellt, wurde zur Berechnung der Molekularmassen

der in folgenden Chromatographieldufen eluierten Proteine herangezogen.
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Abbildung 3.2: Zur Kontrolle des
- Ergebnisses der Reinigungsprozedur
~ wurden die inclusion bodies einer SDS-
- PAGE unterzogen. Ganz rechts wur-
. den die gereinigten inclusion bodies
~ aufgetragen, in der Mitte der geldste
- Uberstand nach der ersten Sonifikati-
“on. Links befindet sich der Marker; ei-
~  nige ausgewihlte Banden wurden ent-
~ sprechend bezeichnet.
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Abbildung 3.3: Kalibration der HiPrep Superdex 75 16/60 unter Verwendung des HMW Calibrati-
on Kits (Amersham-Pharmacia). Aufgetragen wurden das gemessene Elutionsvolumen gegen den
dekadischen Logarithmus der Molekularmasse. Durch die Messwerte wurde eine Ausgleichsgerade
gelegt, die durch lineare Regression ermittelt wurde. Thre Gleichung lautet: f(z) = 40,8z + 246,9
mit f(z) als dem Retentionsvolumen und z als dem dekadischen Logarithmus der Molekular-
masse.
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Abbildung 3.4: Elutionsprofil von einfach-markiertem D5D6 (gp130D5D6-15N). Der verwendete
Elutionspuffer ist identisch mit dem Riickfaltungspuffer (16 mM NaHsPO4, 4mM NasHPO,,
pH 6). Die beiden grofiten Peaks innerhalb des Trennbereichs fiir Proteine (40-100ml) sind
beschriftet mit dem zugehoérigen Elutionsvolumen.

3.3.2 Reinigung von D5D6

Nach Aufkonzentrieren der Losung des renaturierten D5D6 um den Faktor 100 erfolg-
te die Reinigung durch Gréflenausschlusschromatographie. Aus dem Elutionsprofil von
einfach-markiertem D5D6 (1°N) (Abbildung 3.4) ist ersichtlich, dass vorwiegend ein Pro-
dukt eluiert wurde. Den im Elutionsprofil erhaltenen Peaks wurden die zugehorigen Mo-
lekularmassen unter Verwendung der Geradengleichung aus Abschnitt 3.3.1 zugewiesen
(Tabelle 3.1). Bei einem Elutionsvolumen von 69,1 ml wurde ein Protein mit der Mo-
lekularmasse von 22,8kD eluiert, was exakt der Molekularmasse von " N-markiertem
gp130D5D6 (M,=22,80 kD) entspricht. Ein weiterer, deutlich kleinerer Peak wurde bei
58,5 ml erhalten, dem eine Molekularmasse von 46,4 kD zugewiesen werden konnte. Diese
Molekularmasse entspricht sehr gut der zweifachen Molekularmasse von gp130D5D6-1°N
(2 - M, = 45,60 kD) — es wurde also dimeres D5D6 eluiert.

Durch Vergleich der Flachen unter den Peaks, erhalten durch Integration der Kur-
ven im Chromatogramm, lasst sich das Mengenverhéltnis von monomerem zu dimerem
Protein abschétzen. Es ergab sich ein Anteil von 95% Monomer und 5% Dimer, das

Monomer war demnach in fast 20-fachem Uberschufi vorhanden (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Anhand der bei der Kalibration der Chromatographiesiule erhaltenen Regressions-
geraden (Abbildung 3.3) konnten den Peaks im Chromatogramm (Abbildung 3.4) Molekular-
massen zugewiesen werden. Die beiden Peaks entsprechen 95% monomerem und 5% dimerem
gp130D5D6. Diese beiden Werte wurden ermittelt von der Steuer- und Auswertesoftware der
Akta FPLC-Anlage, UNICORN V4.00.16, von Amersham Pharmacia Biotech.

Retentionsvolumen Molekularmasse Anteil (errechnet aus

’ v (gemaf Kalibration) Peakflachenverhéltnis)
69,1 ml 22 8kDa (= 1 - M,(D5D6-'°N)) 95%
58,5ml 46,4kDa (£ 2 - M,(D5D6-°N)) 5%

Je Chromatographielauf wurden 2ml auf die Saule aufgetragen. Die Hauptfraktio-
nen wurden gesammelt und die Konzentration durch UV-Spektroskopie bestimmt. Die
durchschnittliche Ausbeute an renaturiertem und gereinigten gp130D5D6 betrug ca. 5 mg

Protein pro Liter Bakterienkultur.

3.4 Aufkonzentrieren von D5D6-Losungen

Das Aufkonzentrieren von gelostem gpl30D5D6 erfolgte unter Stickstoffiiberdruck un-
ter Verwendung von Ultrafiltrationszellen (Amicon, USA) (Abschnitt 2.3.5). Groflere
Volumina, wie sie nach dem Renaturieren oder der Grofienausschlusschromatographie
anfielen, wurden bei Raumtemperatur aufkonzentriert. Kleinere Mengen (20 ml oder we-
niger), mit dem Ziel, eine konzentrierte Proteinlésung herzustellen (1 mM oder héher)
wurden bei 4°C aufkonzentriert. Es wurde beobachtet, dass die Gegenwart von NaCl im
Puffer die Stabilitdt von D5D6 herabsetzte. Bei hoheren Konzentrationen (insbesondere
solcher, wie sie fir die NMR-Spektroskopie notwendig sind) erfolgte Préazipitation des
Proteins. Daher wurde sowohl beim Renaturierungs- als auch beim Elutionspuffer fiir
die Groflenausschlusschromatographie auf Zusatz von NaCl verzichtet. Dadurch wurde

die Neigung zur Préazipitation beim Aufkonzentrieren stark verringert.

3.5 Circularer Dichroismus (CD-Spektroskopie)

Die Uberpriifung des Renaturierungserfolgs erfolgte durch die CD-Spektroskopie. Das
gereinigte gpl130D5D6 aus den Hauptfraktionen der Groéflenausschlusschromatographie
wurde dazu in einem Jasco J-720 CD-Spektrometer gemessen (Abschnitt 2.4); anschlie-
Bend wurde der Puffer gemessen und dessen Spektrum vom zuvor erhaltenen Protein-
Puffer-Spektrum subtrahiert, um das eigentliche Proteinspektrum zu erhalten. Die bei

der Wellenlénge A gemessene absolute Elliptizitat @) wurde bezogen auf die Schichtdi-
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Abbildung 3.5: CD-Spektrum der gekoppelten fiinften und sechsten Doméne von gp130 (20°C,
pH 6)

cke der Losung, die Konzentration und die mittlere Molekularmasse der Aminoséurereste
des Proteins. Das mittlere Molekulargewicht von gp130D5D6 je Aminoséurerest betragt
112.7 g/mol fiir unmarkiertes, 114,0 g¢/mol fiir einfach-markiertes (}*N) und 119,1 g/mol
fiir doppelt-markiertes (13C-!N) Protein.

Das CD-Spektrum von gp130D5D6 (Abbildung 3.5) ist charakterisiert durch ein Ma-
ximum bei 226 nm, ein Minimum bei 215nm und ein weiteres Maximum bei 204 nm.
Das Minimum sowie das Maximum bei 226 nm sind typisch fiir ein Fibronectin-Typ-
ITI-Protein (Kishore etal., 1997). Das Maximum bei 204nm féllt relativ niedrig aus,
was allgemein typisch ist fiir B-Faltblattproteine (Wollmer, 1982). Ungewthnlich hin-
gegen ist, dass das Spektrum im gemessenen Wellenldngenbereich iiberall eine positive

Elliptizitdt aufweist.

3.5.1 Temperaturstabilitat

Bei einer schrittweisen Erhohung der Temperatur wihrend einer CD-spektroskopischen
Messung konnte beobachtet werden, dass das Maximum bei 226 nm immer weiter ab-
nahm und dass das gesamte Spektrum sich dem Spektrum eines denaturierten Proteins
annédherte. Es lag daher nahe, die gemessene Elliptizitdt bei 226 nm als Mafl fiir den
Grad der Denaturierung in Abhéngigkeit von der Temperatur zu wahlen. Dazu wurde
gpl130D5D6 in der temperierbaren Kiivettenhalterung des Spektrometers bei schrittwei-
ser Steigerung der Temperatur von 20°C bis 90°C gemessen. Die Elliptizitat bei Raum-
temperatur wurde gleich 100%, die Elliptizitat bei 90°C wurde gleich 0% nativem Zu-
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stand gesetzt. Nach Auftragen dieser Werte gegen die Temperatur wurde so eine Schmelz-
kurve erhalten (Abbildung 3.6). Der Wendepunkt dieser Kurve ist der Schmelzpunkt des
Proteins. Er liegt bei 60°C, was eine relativ hohe thermische Stabilitat bedeutet.

100

60—

40—

% nativer Zustand

20—

(0] = | | | | _
0 20 40 60 80 10C
Temperatur [°C]

Abbildung 3.6: Temperaturverhalten von g130D5D6 bei pH 6: es wurde die Elliptizitit bei einer
Wellenlange von 226 nm bei verschiedenen Temperaturen gemessen. Dabei wurde die Messung
bei Raumtemperatur begonnen, anschlieBend erfolgte eine Temperatursteigerung in Schritten
von 5°C bis zur Endtemperatur von 90°C.
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3.6 NMR-Spektroskopie: die sequentielle Zuordnungsstrategie

Abbildung 3.7 zeigt das 2D-'"N-HSQC-Spektrum der fiinften und sechsten Doméne von
gpl130. Die groBe Dispersion im Bereich der 'Hy und !'N-Resonanzfrequenzen zeigt,
dass das Protein in nativem Zustand vorlag. Resonanzfrequenzen, die auflerhalb der
bei diesem Experiment gewahlten und dargestellten spektralen Breite lagen, wurden in

diesen Bereich hineingefaltet und erscheinen im Spektrum in roter Farbe.

103

108

113f

15N

118

1231

1281

Abbildung 3.7: 2D-'>N-HSQC-Spektrum der fiinften und sechsten Doméne von gp130. Das Spek-
trum wurde mit 512 (*H) x 100 (}°N) Datenpunkten bei 25°C aufgenommen.

Die gekoppelte flinfte und sechste Extrazellulirdoméne von gpl30 besteht aus 200
Aminosiureresten (Tabellen 3.2 und 3.3); im 2D-'H-*N-HSQC-Spektrum werden haupt-
séchlich Signale von den Amidprotonen des Proteinriickgrates (backbone-Amidprotonen)
erwartet. Zuséatzliche Signale kénnen — je nach pH-Wert und Losemittelexposition — die
Amidprotonen der Seitenketten von Asparagin und Glutamin sowie die NH-Protonen
des Indolrestes von Tryptophan und des Imidazolrestes von Histidin ergeben. Keine
Signale hingegen liefern aufgrund ihrer Struktur die 13 Prolinreste (kein NH-Proton) so-
wie der N-Terminus, dessen NH-Protonen sehr schnell mit dem Losemittel austauschen.

Von den backbone-Amidprotonen wurden daher 186 Resonanzsignale erwartet; von den
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Tabelle 3.2: Die Aminosauresequenz von gp130D5D6.

1 MQATHPVMDL KAFPKDNMLW VEWTTPRESV KKYILEWCVL SDKAPCITDW
51 QQEDGTVHRT YLRGNLAESK CYLITVTPVY ADGPGSPESI KAYLKQAPPS
101 KGPTVRTKKV GKNEAVLEWD QLPVDVQNGF IRNYTIFYRT IIGNETAVNV
151 DSSHTEYTLS SLTSDTLYMV RMAAYTDEGG KDGPEFTFTT PKFAQGEIEA

Amidgruppen der Seitenketten von Asparagin und Glutamin, welche jeweils sieben Mal
in gp130D5D6 vorkommen, wurden maximal 28 Signale erwartet. Von den HN-Gruppen
der Tryptophane wurden maximal 5, von den NH-Gruppen der Histidine maximal 3
Signale erwartet. Insgesamt gezahlt wurden im HSQC-Spektrum 214 Resonanzen, was
in sehr guter Ubereinstimmung mit den theoretisch maximal zu erwartenden 222 Reso-
nanzsignalen ist.

Allerdings ist es mittels des HSQC-Experiments nicht moéglich, den im Spektrum ge-
fundenen Signalen eindeutig die signalgebende Aminosaure innerhalb der Sequenz des
Proteins zuzuordnen. Dazu bedarf es weiterer Experimente, welche Informationen tiber
den Typ der Aminoséure liefern. Da in der Regel jede der moglichen Aminosauren mehr-
fach in einem Protein vorhanden ist, reicht diese Typinformation alleine nicht aus. Es
bedarf zuséatzlicher Informationen iiber sogenannte sequentielle Konnektivitaten, d.h. In-
formationen iiber den Aminosaurerest, der der signalgebenden Aminosiure benachbart
ist. Durch Kombinieren solcher Sequenzinformationen lassen sich Signalketten (zunéchst
Paare, daraus Tripel, dann Quadrupel usw.) bilden, welche sich bei geniigender Lénge
- gepaart mit der Typinformation - eindeutig auf eine Sequenz von Aminosduren im
Protein abbilden lassen.

Den in dieser Arbeit verwendeten Spektren liegen NMR-Experimente zugrunde, wel-
che den Aminosidurerest ¢ mit dem Aminosdurerest ¢ — 1 korrelieren, d.h. eine mit
ssequentiell benachbart“ bezeichnete Aminoséure bezeichnet in Zusammenhang mit se-

quentiellen Konnektivitiaten stets den Nachbarn in Richtung des N-Terminus. Das 3D-

Tabelle 3.3: Die Aminosiurezusammensetzung von gpl130D5D6.

Aminosdure  Anzahl ‘ Aminosdure  Anzahl ‘ Aminosdure  Anzahl

Ala 13 Gly 12 Pro 13
Arg 7 His 3 Ser 11
Asn 7 Ile 9 Thr 21
Asp 12 Leu 13 Trp 5
Cys 3 Lys 14 Tyr 10
Gln 7 Met 5 Val 15
Glu 14 Phe 6
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HNCA-Spektrum wurde primér zum Auffinden sequentieller Konnektivitdaten verwen-
det und sekundéar zur Typbestimmung. Die Verifikation dieser Zuordnungen erfolgte
- sofern méglich - mittels der 3D-CBCA(CO)NH-, 3D-HN(CA)HA- und "»N-NOESY-
HSQC-Spektren. Voraussetzung fiir die parallele Auswertung der Spektren war, dass
diese korrekt aufeinander referenziert sind. In allen im Rahmen dieser Arbeit durchge-
flihrten NMR-Experimenten erfolgten die Korrelationen der Resonanzen iiber kovalent
verkniipfte HN-Gruppen, so dass ein beobachtetes Resonanzsignal in allen Spektren stets
bei identischer 'Hy- und " N-Frequenz zu finden sein sollte. Damit dieses sichergestellt
war, wurden alle dreidimensionalen NMR-Spektren auf das 2D-'N-HSQC-Spektrum

referenziert.

3.6.1 Das 3D-HNCA-Experiment

Das 3D-HNCA-Experiment ist ein Tripelresonanzexperiment, das als Ausgangspunkt
fiir die sequentielle Zuordnung der '3Cy-, 'Hy- und 'N-Resonanzen genutzt wurde. Bei
diesem Experiment werden die 'Hy-, '°N- und *C4-Kerne eines Aminosiurerestes ¢ mit

dem 3Cy-Kern der sequentiell benachbarten Aminosiure i—1 (Abbildung 3.8) korreliert.

CERE TR
— N—GC—C—NX=
A S N/

| || |

i-1 [

a

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der intra- und interresidualen Korrelation beim 3D-
HNCA-Experiment

Somit findet man im 3D-HNCA-Spektrum vom Cy-Atom einer gegebenen Aminoséure
zwei Signale mit im Idealfall gleicher C-Frequenz: eines durch Korrelation mit dem
'Hn- und PN-Atom seines eigenen Aminosiurerestes (Aminosiure i) und eines durch
Korrelation mit den entsprechenden Atomen des in der Aminosduresequenz folgenden
Aminoséurerestes ¢ + 1 (Abbildung 3.9).

Einige Aminosiuren sind im 3D-HNCA-Spektrum durch die "*C-Frequenzen ihrer Cgq-
Atome relativ leicht zu identifizieren, da ihre Resonanzsignale in einem Frequenzbereich
liegen, welcher sich mit dem Frequenzbereich keiner oder nur einer anderen Aminoséure
iiberschneidet (Glycin 45-48 ppm, Alanin 50-53 ppm, Serin 60-64 ppm, Threonin 62—
66 ppm); die Cy-Atome der tibrigen Aminoséurereste geben beim 3D-HNCA-Experiment
meistens jedoch Signale im Bereich von 54-58 ppm (Abbildung 3.10), so dass eine eindeu-

tige Zuordnung des betrachteten Signals zur entsprechenden Aminosaure auf Grundlage
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Abbildung 3.9: Beim 3D-HNCA-Experiment werden von einem gegebenen Cy-Atom durch intra-
und interresiduale Korrelation insgesamt zwei Resonanzsignale erhalten.

der Daten aus dem 3D-HNCA-Spektrum in der Regel nicht moglich ist. Daher beginnt
man bei der sequentiellen Zuordnung zunichst mit einem *C4-Resonanzsignalpaar, des-
sen intraresiduale Cy-Resonanz eindeutig einem bestimmten Aminosauretyp zuzuordnen
ist. Ausgehend vom interresidualen '3Cy-Resonanzsignal sucht man dann im Spektrum
durch Vergleich der Resonanzfrequenzen das intraresiduale 3C4-Resonanzsignal des se-
quentiell benachbarten Aminosaurerestes. Nachdem dieses gefunden wurde, wird der
Suchvorgang analog fortgesetzt und bildet so eine Kette von zusammenhingenden Si-
gnalen, welche sich eindeutig auf eine Aminosduresequenz im Protein abbilden l&sst
(Abbildung 3.11). Oft ergeben sich jedoch mehrere Mdglichkeiten, eine auf diese Weise
im Spektrum gefundene Kette fortzusetzen, so dass eine eindeutige Zuordnung unter al-
leiniger Verwendung des 3D-HNCA-Spektrums bei gréfleren Proteinen nicht ausreichend

ist und Spektren mit zusatzlichen Informationen herangezogen werden miissen.

3.6.2 Das 3D-CBCA(CO)NH-Experiment

Beim 3D-CBCA(CO)NH-Experiment wird das 'H-Amidproton mit dem '®N-Amidstick-
stoff des Aminoséurerestes 7 und dem Cg4- und Cg-Atom der sequentiell benachbarten
Aminosaure i — 1 (Abbildung 3.12) korreliert. Ergdnzend zum 3D-HNCA-Spektrum er-
halt man so eine zusatzliche Information iiber das Cg-Atom des mit Aminosaure 4 kor-
relierten Aminosaurerestes ¢ — 1 (Abbildung 3.13). Diese Zusatzinformation erleichtert
erheblich die Zuordnung zu der entsprechenden Aminosaure. Allerdings ist die Empfind-
lichkeit des 3D-CBCA (CO)NH-Experiments geringer als die des 3D-HNCA-Experiments
(Empfindlichkeitsverhdltnis HNCA zu CBCA(CO)NH =~ 4:1). So wurde bei der Auswer-
tung des 3D-CBCA(CO)NH-Spektrums statt der im Idealfall zu erwartenden Zahl von
174 Signalpaaren (186 signalgebende Aminosduren abziiglich der 12 Glycine, die kein f3-
C-Atom besitzen) nur 63 Signalpaare gefunden. Weiterhin wurden 94 Resonanzsignale
gefunden, bei denen ein Signal vom 3Cg-Atom nicht auftrat bzw. aufgrund zu schwacher
Intensitat nicht identifiziert werden konnte. Bei diesen Resonanzsignalen war demnach

kein Informationsgewinn gegeniiber dem 3D-HNCA-Spektrum zu verzeichnen.
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Abbildung 3.11: Sequentielle Zuordnung der '3Cg4-, ®N- und 'Hy-Resonanzen im 3D-HNCA-
Spektrum am Beispiel des Peptidsegments Isoleucin 142 bis Alanin 147. Die roten Striche verbin-
den - von rechts nach links gesehen - ein interresiduales 3C-Resonanzsignal mit einem intrare-
sidualen Signal von gleicher '*C-Frequenz und somit zwei Signale von jeweils ein und demselben
Cy-Atom.
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der Korrelationen beim CBCA(CO)NH-Experiment
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g p Abbildung 3.13: Vergleich von 3D-HNCA- und 3D-
% CBCA(CO)NH-Spektrum. Die linke Abbildung zeigt
. “r die '3C-Resonanzsignale von Glu68 im 3D-HNCA-
Experiment. Das untere Signal stammt vom C,-Atom
57 a0l von Glu68, das obere vom Cy-Atom des sequentiell
. (E68) benachbarten Ala67. Zum Vergleich rechts daneben
s ~ die 'C-Resonanzsignale der Cu- und Cg-Kerne von
L [ppm]8'4 sap Co (B67g  Ala 67, erzeugt durch Korrelation mit Glu68 im 3D-
CBCA(CO)NH-Experiment. Die Frequenzen der abge-

o =— bildeten C4- und Cp-Resonanzsignale sind - zusammen
1H [ppm] genommen - charakteristisch fiir ein Alanin.

3.6.3 Das 3D-HN(CA)HA-Experiment

Im 3D-HN(CA)HA-Experiment werden die Amidprotonen eines Aminoséurerestes ¢ mit
den kovalent verkniipften '°N-Kernen und den intraresidualen Hy-Atomen sowie den
Hy-Atomen der sequentiell benachbarten Aminoséaure korreliert (Abbildung 3.14). Da-
durch werden im HN(CA)HA-Spektrum Informationen iiber sequentielle Konnektivité-
ten erhalten, welche die mittels des 3D-HNCA-Spektrums gefundene Zuordnung besta-
tigen konnen. Weiterhin lassen sich durch dieses Spektrum im 3D-"N-NOESY-HSQC-
Spektrum (Abschnitt 3.6.4) die Resonanzen der intraresidualen Hy-Atome zuordnen.
Von den theoretisch maximal zu erwartenden 186 Resonanzsignalpaaren wurden aller-
dings nur 33 Signalpaare im HN(CA)HA-Spektrum gefunden. Zusétzlich wurden 82 in-

traresiduale Einzelresonanzen gefunden, d.h. das Signal des Hy-Atoms der sequentiell
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Abbildung 3.14: Schematische Darstellung der Korrelationen beim HN(CA)HA- Experiment

benachbarten Aminosdure fehlte bzw. war aufgrund zu schwacher Intensitit nicht zu

identifizieren.

3.6.4 Das 15N-NOESY-HSQC-Experiment

Im 3D-'N-NOESY-HSQC-Experiment werden die Amidprotonen eines Aminosiureres-
tes ¢ mit den kovalent verkniipften '>N-Kernen und allen rdumlich benachbarten Proto-
nen korreliert, deren Abstand kleiner als 5 A vom Amidproton ist (Abbildung 3.15).

H.c-H

|

I_IB? /Hﬁl Abbildung 3.15: Schematische Darstellung

O (H @)
| | i | | T der Korrelationen im 3D-'>N-NOESY-HSQC-
Experiment. In diesem Experiment werden
— N— Ca_ C_ N— Cc(_ C_ Korrelationen zwischen den 'Hy-Atomen mit
| den kovalent verbundenen '"N-Kernen und al-
Hu len rdumlich benachbarten Protonen erzeugt,

- I deren Abstand vom Amidproton kleiner als
-1 I 5A ist.

Es werden also Resonanzsignale erhalten von intra- als auch von interresidualen Pro-
tonen. Fiir die sequentielle Zuordnung ist dieses Experiment nur eingeschrankt nutzbar,
da sich bei den einzelnen Signalen nicht eindeutig entscheiden lésst, ob es von einem
intra- oder interresidualen H-Atom stammt. Im Falle der interresidualen Resonanzen ist
zusétzlich noch zu entscheiden, ob das beobachtete Rezonanzsignal vom sequentiell be-
nachbarten Aminoséurerest stammt oder nicht. Unter Verwendung des 3D-HN(CA)HA-
Spektrums (Abschnitt 3.6.3) lisst sich aber im ’N-NOESY-HSQC-Spektrum das vom
intraresidualen Hy-Atom stammende Signal zuordnen. Fiir die eindeutige Zuordnung
der intraresidualen Resonanzen der Hg-, H,-, Hs- und He-Atome werden gewohnlich
TOCSY-Experimente (’N-TOCSY-HSQC und *C-HCCH-TOCSY) durchgefiihrt. Die-
se Spektren liegen noch nicht vor. Die Resonanzen sowohl beim "N-NOESY-HSQC-
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Abbildung 3.16: Zuordnung der 'H-Resonanzen von Ly-
w sin101. Durch Vergleich von N-NOESY-HSQC-Spek-
Hy [ppm trum (links) und HN(CA)HA-Spektrum (rechts) ldsst sich
in der Spur der NOESY-Signale das Signal des intraresi-
dualen Hy-Atoms zuordnen. Die Zuordnung der Resonan-
zen der iibrigen intraresidualen Protonen erfolgte anhand
einer Tabelle von Resonanzfrequenzen (Wiithrich, 1986)
von 'H-Atomen, die durch NMR-spektroskopische Unter-
73 72 suchungen von Oligopeptiden ermittelt wurden (Bundi
IH, [ ppn und Wiithrich, 1979).

Experiment als auch beim 3D-HNCA-Spektrum sind korreliert iiber die intraresiduale
Amidgruppe eines Aminosaurerestes. Daher ist zu erwarten, dass jedem Resonanzsi-
gnal im 3D-HNCA-Spektrum bei korrekter Referenzierung der Spektren ein Resonanz-
signal im N-NOESY-HSQC-Spektrum zuzuordnen ist. Diese Ubereinstimmung war
in vielen - jedoch nicht in allen - Fallen gegeben. Zu einigen Resonanzsignalen im 3D-
HNCA-Spektrum wurden keine eindeutigen Entsprechungen im 3D-'"N-NOESY-HSQC-
Spektrum gefunden und umgekehrt.

3.7 Zuordnung der Signale im HSQC-Spektrum

Die Resonanzsignale, welche beim 2D-'>N-HSQC-Experiment erhalten werden, resul-
tieren durch Korrelation von kovalent verbundenen 'H- und N-Atomen. Im 2D-15N-
HSQC-Spektrum werden diese Signale dargestellt. Sie resultieren in der Mehrzahl von
den NH-Gruppen des Proteinriickgrates. Daneben lassen sich aber auch Signale von
anderen NH-Gruppen beobachten, so von den Amidgruppen in den Seitenketten von
Asparagin und von Glutamin. Auch die NH-Gruppe im Indolrest des Tryptophans kann

beobachtet werden.
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In Abbildung 3.17 sind alle Resonanzsignale, die zugeordnet werden konnten, mit dem
Ein-Buchstaben-Symbol sowie der Nummer der entsprechenden Aminoséure bezeichnet,
welche ihre Position innerhalb der Aminosduresequenz von gp130D5D6 wiedergibt. Die
Zéhlung beginnt dabei beim N-Terminus. Insgesamt konnten 122 von den 186 Aminosau-
ren des Proteinrickgrates, welche beobachtbar sind, zugeordnet werden. Dies entspricht

einem Anteil von 66%.
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Abbildung 3.17: 2D-'5N-HSQC-Spektrum von gp130D5D6. Die Signale, welche zugeordnet wer-
den konnten, sind bezeichnet mit dem Ein-Buchstaben-Symbol und der Nummer der entspre-
chenden Aminosdure, von der das Signal resultiert. In Blau sind die Signale bezeichnet, welche
von den Amidgruppen des Proteinriickgrates stammen. Durch violette Linien verbunden und
gef. in violett bezeichnet sind die Signale, welche von den Amidgruppen der Seitenketten von
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Zuordnung der mit den Seitenkettenamidgruppen der Asparagine und Glutamine
korrelierten Resonanzen

Von den maximal zu erwartenden 28 Signalen der Seitenkettenamidprotonen der je-
weils sieben Asparagine und Glutamine in der Aminosduresequenz der gekoppelten
flinften und sechsten Doméne des gpl30 wurden insgesamt 16 gefunden, ohne sie zu-
nachst sequentiell zuzuordnen. Diese erste Resonanzsignalzuordnung geschah auf folgen-

den Grundlagen:

e die Frequenzen der Amidstickstoffatome und der Amidprotonen der Seitenketten
von Asparagin und Glutamin befinden sich gewthnlich in einem eingeschrénkten
Bereich (N: 107-117 ppm, H: 5.0-7.5 ppm)

 die Resonanzfrequenzen der beiden Seitenketten-Amidprotonen von Asparagin und
Glutamin unterscheiden sich um 0,5 bis 1ppm, sind allerdings mit demselben
Stickstoffatom korreliert, so dass sich ihre Resonanzsignale im 2D-'N-HSQC- und
im 3D-"’N-NOESY-HSQC-Spektrum paarweise bei derselben > N-Frequenz finden

lassen

Die allgemeine Zuordnung zu einem Asparagin oder zu einem Glutamin erfolgt dann un-
ter Verwendung des HNCA- und des CBCA(CO)NH-Spektrums. Im HNCA-Spektrum
werden die Resonanzsignale des Cg-Atoms des Asparagins (im Bereich von 36-40 ppm)
und des C,-Atoms des Glutamins (im Bereich von 26-31 ppm) erwartet. Im CBCA(CO)-
NH-Spektrum werden zusétzlich die Resonanzsignale des Cy-Atoms des Asparagins (im
Bereich von 50-55 ppm) und des Cg-Atoms des Glutamins (im Bereich von 27-31 ppm)
erwartet. Die spezielle Zuordnung zum entsprechenden Aminosaurerest in der Sequenz
des Proteins gelingt dann schliellich dadurch, dass das Resonanzsignal des Cy-Atoms
des Asparagins bzw. des Cg-Atoms des Glutamins im CBCA(CO)NH-Spektrum noch
ein zweites Mal auftritt, bedingt durch die Korrelation mit dem Aminosaurerest, der
dem entsprechenden Asparagin bzw. Glutamin benachbart ist (siche Beschreibung des
CBCA(CO)NH-Experiments, Abschnitt 3.6.2). Von den o.g. 16 Resonanzsignalen konn-
ten im HSQC-Spektrum auf diese Weise drei Signalpaare sequentiell zugeordnet wer-
den (N65, Q121 und Q195), da die entsprechenden Resonanzsignale im HNCA- bzw.
CBCA(CO)NH-Spektrum gefunden wurden. Die Resonanzsignale der mit den Seiten-
kettenamidgruppen korrelierten C-Atome der tibrigen Asparagine und Glutamine waren
im HNCA- und CBCA(CO)NH-Spektrum aufgrund zu schwacher Signalintensitét nicht

zu identifizieren.
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Zuordnung der mit den Seitenkettenaminogruppen der Tryptophane korrelierten
Resonanzen

Die allgemeine Zuordnung eines Resonanzsignals im °-N-HSQC-Spektrum zu einem

Tryptophan gelingt gewohnlich durch

e den erfahrungsgeméf eng begrenzten Resonanzfrequenzbereich des Aminstickstoffs

(> 125 ppm) und des Aminprotons (> 8,5 ppm)

e das Fehlen von Resonanzsignalen bei der Frequenz des Aminstickstoffs und des

Aminprotons im HNCA-Spektrum

« die Resonanzsignale der Protonen des Indolrestes im N-NOESY-HSQC-Spek-
trum, welche in rdumlicher Ndhe der Aminogruppe liegen (H-2 und H-4-H-7,
jeweils bei 7-8 ppm)

Auf diese Weise konnten die Resonanzsignale von drei der insgesamt fiinf Tryptophane
des gp130D5D6 im HSQC-Spektrum zunéchst allgemein zugeordnet werden; die Reso-
nanzsignale der verbliebenen zwei Tryptophane konnten nicht lokalisiert werden, weder
im 2D-1N-HSQC- noch im 3D-">’N-NOESY-HSQC-Spektrum. Die spezielle Zuordnung
der Tryptophane gelingt dann dadurch, dass im "N-NOESY-HSQC-Spektrum die Re-
sonanzsignale der Protonen des Indolringes ein zweites Mal auftreten, diesmal durch
Korrelation mit der Amidgruppe desselben Tryptophanrestes. Dieses gelang in zwei Fal-
len (W20 und W37).

3.8 Das molekulare Modell der fiinften und sechsten Domane
des gp130

3.8.1 Das sequentielle alignment

Zur Unterstiitzung der Auswertung des 3D-'"N-NOESY-HSQC-Spektrums wurden je
ein molekulares Modell der flinften und sechsten Doméane des gp130 erstellt. Diese Mo-
delle entstanden auf Grundlage von bekannten Strukturen strukturhomologer Proteine,
welche unter Verwendung des Programmpakets ProHit (ProCeryon Biosciences GmbH,
Salzburg, Osterreich) ausgewahlt wurden. Fiir das Modell der flinften Doméne wur-
de als Vorlage die Struktur des Fibronectin Cell-Adhesion Module Type III-10 (PDB-
Code 1FNA), fiir die sechste Doméne wurde ein Fragment des humanen Fibronectin
(PDB-Code 1FNF, Aminosdurereste 271-368) verwendet. Zunéchst wurde jeweils ein

sequentielles alignment der beiden Doménen des gpl130 und der ausgewéhlten Proteine
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Abbildung 3.18: Sequentielles alignment (A) der fiinften Doméne des gp130 mit dem Fibronec-
tin Cell-Adhesion Module Type III-10 (PDB-Code 1FNA) und (B) der sechsten Doméne des
gp130 mit einem Fragment des humanen Fibronectin (PDB-Code 1FNF, Aminoséurereste 271—
368). Identische Aminosauren sind durch einen Stern, homologe Aminosduren durch einen Punkt
gekennzeichnet.

angefertigt. Dabei wurde sowohl auf eine moglichst hohe Sequenzhomologie als auch auf
eine Ubereinstimmung der hydrophoben Aminoséuren, die am Aufbau des hydrophoben
Kernbereichs beteiligt sind, geachtet. Das so erhaltene sequentielle alignment (Abbildung
3.18) bildete die Basis fiir den molekularen Modellbau. Bei der fiinften Doméne wur-
de eine Homologie von 22% und eine Identitat von 15% zur Vorlage bestimmt. Bei der

sechsten Doméane wurde eine Homologie von 28% und eine Identitat von 17% bestimmt.

3.8.2 Sekundarstruktur der molekularen Modelle

Die fiinfte und sechste Doméne des gp130 sind Doménen vom Fibronectin-Typ-IIT (Ba-
zan, 1990a). Doménen dieses Typs zeichnen sich allgemein aus durch eine bestimmte
Sekundarstruktur: sie besitzen sieben (-Faltblattstréange, die sich in zwei antiparallelen
[-sheets anordnen (Abbildung 3.19). Die beiden Strukturen, welche als Ergebnis des
molekularen Modellbaus erhalten wurden, entsprechen sehr gut diesem Postulat (Abbil-
dungen 3.20 und 3.21).

49



3 Ergebnisse

I

i

Abbildung 3.19: Schematische Darstellung der 3-Faltblatt-Topologie einer FN-Typ-ITI-Doméne.
Die sieben B-Faltblattstringe ordnen sich in zwei antiparallele 3-sheets (ABE und DCFG) an.

Abbildung 3.20: Das molekulare Modell der fiinften Doméne des gp130 in ribbon-Darstellung.
Faltblattstriange sind als Pfeile dargestellt. Im Vordergrund (von links nach rechts) befinden sich
die Faltblattstringe A,B und E, im Hintergrund (von links nach rechts) die Faltblattstrange
D,E,B und A.
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Abbildung 3.21: Das molekulare Modell der sechsten Doméne des gp130 in ribbon-Darstellung.
Faltblattstriange sind als Pfeile dargestellt. Im Vordergrund (von links nach rechts) befinden sich
die Faltblattstrange A,B und E, im Hintergrund (von links nach rechts) die Faltblattstringe
D,E,B und A.
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Die B-Faltblattstrukturen lassen sich vereinfacht als zweidimensionales Netzwerk des
Proteinriickgrates darstellen, wobei die einzelnen Faltblattstringe unter Berticksichti-
gung von Wasserstoffbriickenbindungen (N-H - -- O=C) gegeneinander angeordnet sind
(Abbildung 3.22). Aus dieser Abbildung ist ersichtlich, dass sich N-H-Gruppen aus ei-
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Abbildung 3.22: Darstellung der 3-Faltblattstrange eines Proteins vom Fibronectin-Typ-III als
zweidimensionales Netzwerk. Wasserstoffbriickenbindungen zwischen N-H- und O=C-Gruppen
sind durch rot gepunktete Linien dargestellt.

nem Faltblattstrang in rdumlicher Nahe zu N-H- und H-C,-Gruppen eines assoziier-
ten Strangs befinden. Im 3D-">N-NOESY-HSQC-Experiment werden daher insbeson-
dere Resonanzsignale (sogenannte NOEs) erwartet durch interchenare Korrelation von
Amidgruppen in Faltblattstrangen mit N-H- und H-C,-Gruppen des jeweils assoziierten
Faltblattstrangs. Im Einzelnen wird je ein NOE-Signal durch Korrelation des Amidpro-
tons von Aminosaurerest ¢ mit dem Amidproton von Aminosaurerest k£ und umgekehrt
erhalten (sogenannte Kreuzsignale, engl. crosspeaks, Abbildung 3.23), angedeutet durch
den blauen Doppelpfeil in der Abbildung. Weiterhin werden zusétzliche interchenare
Resonanzsignale erhalten von Hy-Protonen aus dem der Aminoséure i gegeniiberlie-
genden Faltblattstrang. Nach Analyse der Sekundarstruktur der molekularen Modelle
wurden die dabei gefundenen Informationen als zweidimensionales Netzwerk dargestellt
(Abbildungen 3.24, 3.25, 3.26 und 3.27). In den Abbildungen sind die interchenaren
Korrelationen, welche im 3D-'>N-NOESY-HSQC-Experiment zu erwarten sind, durch
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gestrichelte Linien bezeichnet. Tabelle 3.4 fasst die von den Modellen vorhergesagte Ver-

teilung der Aminosaurereste der flinften und sechsten Doméne auf die entsprechenden
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Aminosaure- {H—C/ ‘“»
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H—C
7% SN—H
Q H p Aminosaure-
,H_ ,\(\ rest k
, O
H—C
AN

Sekundarstrukturelemente zusammen.

Tabelle 3.4: Die nach den molekularen Modellen ermittelte Verteilung der Aminoséurereste der

Abbildung 3.23: Darstellung von interresidua-
len NOE-Kontakten bei einem N-NOESY-HS-
QC-Experiment im zweidimensional dargestellten
B-Faltblattnetzwerk (blau gestrichelt dargestellt),
welche durch Korrelation von Amidgruppen mit
raumlich benachbarten N-H- und H-C «-Protonen
auftreten.

flinften und sechsten Doméne des gp130 auf die einzelnen Faltblattstrange.

Bereich  Doméne Faltblatt- Bereich Domaéne Faltblatt-
strang strang
V7-F13 D5 A R106-G111 D6 A
N17-W23 D5 B E114-W119 D6 B
T56-T60 D5 E E156-S160 D6 E
S89-194 D5 G F193-1198 D6 G
S69-T77 D5 F T166-T176 D6 F
K31-V39 D5 C I141-R132 D6 C
T48-W50 D5 D V148-V150 D6 D
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Abbildung 3.24: Das (-Faltblattnetzwerk der Faltblatt-
strange A,B und E der fiinften Doméne des gp130 gemaf
dem molekularen Modell. Die erwarteten NOE-Kontakte
sind durch gestrichelte Linien dargestellt, die Aminosau-
rereste wurden entsprechend beschriftet.

A B E
H—N > =0
VI C-H  H- ¢ was
o N o=c/N_H SN—H
H—c M8 ™. E22C—H. H—C T56
> —0  H—N \ Ne=0
H—N Je=0 h-N
D9 YC—H H-Quar 7 st Nc—H
o= A ON-HD o=
SN=H!  0=C “. ON—H
H—cL10 . w20C—H “H—Hss
Sc=0 HeN Nc=0
H—N > -0  H_N
N\ \
Ki1 C—H  H—C L19 " R59 C—H
o= 7 ON-HT o=c
SN—H’ 0=¢ SN—H
H—C a2 ™. m18C—H “H—c(T60
Nc=0 H—l\( Nc=0
H—N “c=o g
Fl?é>C—H H— C< N1
=< N-H
G F C D
%
Jc=0  H-N /
H—CLea .~ s69 )C—H  H—C vao
>N—H o=c ‘ ON—H
0=C_ SN=HT 0=C_
vo3 \C—H, H— c< K70 . 38 C—H
H—N Sc=0  H- |\<
Jc=0  H-N < =0
H—C Aoz~ o711 SC—H H— C 87
ON-H o=c{ 7 ON-H
o=C SN-HT o= 4
ko1 C—H H— C< y72 ™. E36,C—H
H— =0 H-N )
> —0 ,H—N/ e > =0 H—N
H—C 190 . L73 \C—H H—C L35 .~ T48 NC—H
SN—H o= SN—H o=
4 N 7 \
s89 JC—H_ H—c<| 74 . 134,C—H_ H—C< D4
H— '\( . -0 “H— ’\(\ ) —0
h N o He N
75 SC—H"  H— G Y33 . weo C—H
o= A ON-Ho=c]
ON=H 0=C_ N
H— c/ V76 . K32 C—H
Nc=0 H—N/
/ N
H—N . =0
N /
T77 3C—H  H—C K31
o= SN—H
\ /

54

Abbildung 3.25: Das p-Faltblattnetz-
werk der Faltblattstrénge G,F,C und
D der fiinften Doméne des gpl30 ge-
méif dem molekularen Modell. Die im
NOESY-Experiment erwarteten NOE-
Kontakte sind durch gestrichelte Li-
nien bezeichnet, die Aminosdurereste
wurden entsprechend beschriftet.
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3.9 Die Faltblatt-Topologie der fiinften und sechsten Domane
des gp130

Durch Analyse des 3D-'*N-NOESY-HSQC-Spektrums von gp130D5D6 sollten die Sekun-
darstrukturinformationen extrahiert und die Vorhersagen der Modelle iberpriift werden.
Zwingende Voraussetzung dafiir ist eine moglichst vollstandige sequentielle Zuordnung
der NH- und der Cy-H-Atome. Diese war nicht gegeben. Folgende Probleme behinderten
die Auswertung des NOESY-Spektrums:

e bei den beobachteten Resonanzsignalen war héufig nicht eindeutig, ob diese von

intra- oder interresidualen Protonen stammten

o das HN(CA)HA-Spektrum, welches ausschlieBlich Resonanzsignale von Hg-Pro-
tonen liefert, enthielt nur ca. 60% der erwarteten Information (bezogen auf die

Resonanzsignale von intraresidualen Hy-Atomen)

e nicht zu jedem Signal im HSQC konnte ein assoziiertes NOESY-Signal gefunden

werden und umgekehrt

e bedingt durch Signaliiberlagerungen konnten interchenar korrelierte Resonanzen

gelegentlich nicht eindeutig zugeordnet werden

Fiinfte Domane, Faltblattstrange A B E

Fiir die fiinfte Doméne des gp130 konnten innerhalb der Faltblattstrange A, B und E
nur sieben Aminosdurereste eindeutig als zum Faltblattnetzwerk zugehorig identifiziert
werden (Abbildung 3.28).

Die gegeniiber dem molekularen Modell fehlenden Aminoséurereste V7—D9 und F13 aus
Faltblatt A, W23-V21 aus Faltblatt B sowie H58-T60 aus Faltblatt E konnten bei der
Durchfithrung der sequentiellen Zuordnung nicht identifiziert werden und waren somit
nicht im 3D-""N-NOESY-HSQC-Spektrum lokalisierbar. Die Aminosiurereste T56 und
V57, laut Modell in Faltblatt E lokalisiert, konnten zwar sequentiell zugeordnet werden,
es wurden jedoch keine eindeutigen interchenaren H-H-Kontakte identifiziert, so dass
eine Einordnung dieser beiden Aminoséuren in den vom molekularen Modell postulierten

Faltblattstrang nicht moglich war.

Fiinfte Domane, Faltblattstrange G F C D

Von den vom molekularen Modell vorhergesagten, in den Faltblattstrangen G,F,C und

D lokalisierten Aminosauren, konnten bei der sequentiellen Zuordnung nur die Amino-
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A B
/7
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H—N .~ Sc=0
K11 3C—H"  H—C L19
o= N—H
\ /
/N—H . O= C\ _ 308 . . .
H—C A12 ™.  M18 C—H Abbildung 3.28: Das auf Basis des 3D-'°N-
N\ C=0 H |\( NOESY-HSQC-Spektrums teilweise identifizier-
T _ N te P-Faltblattnetzwerk der Faltblattstringe A
H— C=O0/| und B der fiinften Doméne des gp130. Die iden-
N\ H— C/ N17 tifizierten H-H-Kontakte sind durch gestrichelte
N—H Linien dargestellt, die Aminosdurereste wurden
/ entsprechend beschriftet.

saurereste W37-K31 (postuliert im Faltblattstrang C) identifiziert werden. Es wurden
keine eindeutigen H-H-Kontakte zu den benachbarten Stréngen F und D identifiziert, so
dass eine Verifikation der vom Modell postulierten Einordnung dieser Aminosaurereste

in Faltblattstrang C nicht moglich war.

Sechste Domane, Faltblattstrange A B E

Die vom molekularen Modell der sechsten Doméne postulierten Aminoséurereste der
Faltblattstrange A, B und E konnten nahezu vollstandig bestétigt werden (Abbildung
3.29). Ausgenommen die Aminosaurereste E156 und Y156 konnten nicht sequentiell zu-
geordnet und somit auch nicht im 3D-"’N-NOESY-HSQC-Spektrum lokalisiert werden.

Sechste Domane, Faltblattstrange G F C D

Das vom molekularen Modell der sechsten Doméane des gpl30 Faltblattnetzwerk der
Faltblatter G, F, C und D konnte nur teilweise bestétigt werden. Die geméfl dem Modell
dem Strang G zugeordneten Aminosaurereste 1198-F193 konnten zwar sequentiell ein-
deutig zugeordnet werden, jedoch wurden keine H-H-Kontakte zum Strang F gefunden.
Die Resonanzsignale der nahe dem C-Terminus befindlichen Aminosédurereste 1198-F193
waren, verglichen mit den Resonanzsignalen der {ibrigen Aminoséuren, in allen Spektren
extrem intensiv, was darauf schlieffen lasst, dass dieser Bereich sehr flexibel ist. Daher
kann angenommen werden, dass sich der Strang G nicht ausgebildet hat. Die fehlen-
den Aminoséurereste in den Faltblattstrangen F (T166, Y168-V170 und Y175) und C
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Abbildung 3.29: Das auf der Basis des
3D-1"N-NOESY-HSQC-Spektrums iden-
tifizierte [-Faltblattnetzwerk der Falt-
blattstringe A, B und E der sechsten Do-
méne des gpl30. Die identifizierten H-H-
Kontakte sind durch gestrichelte Linien
dargestellt, die Aminosdurereste wurden
entsprechend beschriftet.

Abbildung 3.30: Das auf Basis des 3D-!°N-
NOESY-HSQC-Spektrums teilweise identifi-
zierte 3-Faltblattnetzwerk der drei Faltblatt-
strange F, C und D der sechsten Doméne des
gp130. Die identifizierten H-H-Kontakte sind
durch gestrichelte Linien dargestellt, die Ami-
nosdurereste wurden entsprechend beschrif-
tet.
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(R139 und T140 sowie R132-T135) konnten nicht sequentiell zugeordnet und somit im
3D-1N-NOESY-HSQC-Spektrum nicht lokalisiert werden.

Folgende Aufstellung gibt eine Zusammenfassung der Sekundarstrukturermittlung:

vom Modell in Faltblatt- davon sequentiell davon
strangen vorhergesagt zugeordnet verifiziert
93 48 33

Insgesamt konnten also 48 (£ 52%) der vom Modell in den Faltblattstringen vorherge-
sagten 93 Aminosdureresten sequentiell zugeordnet werden, jedoch konnten davon nur 33
(£ 35%) tatsichlich verifiziert werden, d.h. 15 sequentiell zugeordnete Aminosiurereste

konnten aufgrund nicht identifizierter H-H-Kreuzsignale nicht verifiziert werden.
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Gp130 ist der signaltransduzierende Rezeptor einer Familie von Zytokinen, die daher
auch als gp130-Zytokine bezeichnet werden. Strukturvorhersagen auf der Basis der Pri-
méarstruktur (Hibi et al., 1990) und Untersuchungen an entsprechenden Proteinsegmen-
ten (Pflanz etal., 2001) zeigen iibereinstimmend, dass der Extrazellularteil des Signal-
transduktors aus sechs Doménen besteht: eine N-terminale Immunglobulin-dhnliche Do-
méne (D1); zwei Fibronectin-Typ-III-Doménen, die gemeinsam das zytokinbindende Mo-
dul (ZBM) konstituieren (D2-D3) und drei weiteren FN-Typ-III-Doménen (D4, D5 und
D6).

4.1 Die membranproximalen Domanen des gp130

Es wurde gezeigt, dass alle drei membranproximalen Doménen des gp130 (gp130D4-D6)
an der Signaltransduktion beteiligt sind (Kurth et al., 2000); entsprechende Deletionsmu-
tanten (gpl30A4, -Ab bzw. -A6), auf Zelloberflichen exprimiert, konnten einen 16slichen
Zytokin/Zytokinrezeptorkomplex zwar binden, eine Signaltransduktion erfolgte jedoch
nicht mehr. Die Deletion der vierten bzw. der sechsten Doméne verringerte auflerdem
die Affinitdt von gpl30 zum priméren Rezeptorkomplex, was teilweise als Erklarung
fiir die ausbleibende Aktivierung dienen kann. Die als 16slich exprimierten Deletions-
mutanten hingegen zeigten diese Affinitatsverringerung nicht, was darauf hinweist, dass
diese Doménen fiir die rdumliche Orientierung von gp130 auf der Zelloberflache relevant
sind, wenn die Bindung des Zytokin/Zytokin-Rezeptorkomplexes und die nachfolgende
gpl130-Dimerisierung erfolgt. Die Deletionsmutante gpl30A5 zeigte auf Zelloberflachen
zwar keine Einschrankung der Affinitdt, dennoch blieb die Signaltransduktion aus. Ver-
suche mit agonistischen Antikérpern, welche eine ligandenfreie Dimerisierung von gp130
erzwingen, konnten die Deletionsmutanten gp130A4 und -A6 zur Signaltransduktion an-
regen, nicht jedoch die Deletionsmutante gpl130A5. Ein chiméres Protein, bei dem die
fiinfte Doméne des gp130 durch die fiinfte Doméne des homologen GCSF-R, ( Granulocyte
Colony Stimulating Factor Receptor) ersetzt wurde, zeigte hingegen ligandenunabhéngig
die Aktivierung des Jak/Stat-Signaltransduktionsweges (Kurth et al., 2000).
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4.2 Motivation

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass den membranproximalen Doménen des gp130
bei der Rezeptoraktivierung eine essentielle Rolle zukommt. Die Aufklarung der drei-
dimensionalen Struktur dieser Doménen zum Zwecke tiefgehender Struktur/Funktions-
untersuchungen ist daher geeignet, das Versténdnis dieser Vorginge zu vertiefen. Die
NMR-Spektroskopie ist dafiir das geeignete Mittel, da durch sie hochaufgeldste Prote-
instrukturen in Losung erhalten werden — im Gegensatz zur Rontgenstrukturanalyse,
welche mit Proteinkristallen durchgefiihrt wird, die in vivo nicht auftreten. Zuséatzlich
erlaubt die NMR-Spektroskopie weiterfiithrende Untersuchungen dynamischer Phanome-
ne, wie sie insbesondere bei Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen zu beobachten sind.
Solche Phénomene sind durch Kenntnis der Struktur allein nicht immer vollstandig zu

verstehen.

4.3 Darstellung von gp130D5D6

Zu Beginn einer NMR-spektroskopischen Strukturuntersuchung steht idealerweise die
Darstellung des zu untersuchenden Proteins als rekombinant iiberexprimiertes Protein,
gefolgt von Renaturierung, Reinigung und schliefflich dem Vorlegen von konzentrier-
ten Losungen, die fiir die NMR-Spektroskopie geeignet sind. Zur Strukturuntersuchung
der membranproximalen Doménen des gpl30 ist es konsequent, die zu untersuchenden
Doménen zunéchst einzeln darzustellen und ihre Strukturen unabhéingig voneinander
aufzul6sen. Das reduziert die zu erwartende Datenmenge und verringert zugleich den
Aufwand, der zur Lésung der Struktur fiihrt. Proteindoménen sind per definitionem un-
abhéngig voneinander faltende Polypeptidsequenzen innerhalb eines Proteins. Erst die
Gesamtheit aller Doménen eines Proteins unter Ausbildung der Quartarstruktur bildet
dann die funktionelle Einheit. Das Gelingen der Darstellung von einzelnen Doménen
in nativem Zustand ist im ["Jbrigen ein Beweis fiir die Richtigkeit der angenommenen
Doménengrenzen; falschlich angenommene Doménengrenzen fiihren zur Ausbildung un-
gefalteter Polypeptidketten.

Die Strategie der einzeln dargestellten Doménen war im Falle des gpl130 zunéchst
erfolgreich (Pflanz etal., 2001). Die Losungsstruktur der dritten Extrazellulardoméne
konnte so mit Hilfe der heteronuklearen multidimensionalen NMR-Spektroskopie er-
mittelt werden (Kernebeck etal., 1999). Die Darstellung der renaturierten vierten bis
sechsten Doméne des gp130 gelang in akzeptablen Ausbeuten, jedoch war es nicht mog-

lich, sie in Konzentrationsbereichen zu stabilisieren, die fiir die Strukturaufklarung mit-
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tels NMR-Spektroskopie notig sind (Pflanz, 1999; Pachta-Nick, 1998). Daher erschien
es angebracht, statt der Expression der einzelnen membranproximalen Doménen eine
Klonierung und Expression von gekoppelten Doménen durchzufithren (D3D4, D4D5
und D5D6). Diese Konstrukte wiirden Molekularmassen aufweisen, welche der NMR-
Spektroskopie durchaus noch zugénglich wéren. Hinzu kommt, dass nach den Ergebnis-
sen von Kurth et al. (2000) die relative Orientierung der membranproximalen Doménen
zueinander eine besondere Rolle spielt bei der Dimerisierung von gp130, welche der Si-
gnalauslosung vorangeht. Diese Orientierungen — und insbesondere Orientierungsénde-
rungen in situ — lieen sich an diesen gekoppelten Doménen mit NMR-spektroskopischen
Methoden untersuchen.

Es gelang, die miteinander verbundenen Doménen 5 und 6 des gpl30 zu klonieren
(D5D6), zu exprimieren und zu reinigen. Es zeigte sich, dass die thermische Stabilitét
dieses Proteins zwischen denen der Einzeldoménen (Abbildung 4.1) lag. Das Erzeugen
von konzentrierten Losungen von gpl130D5D6 gestaltete sich zunéchst schwierig, da wie
bei den Einzeldoménen zunéchst Préazipitation bei héheren Konzentrationen beobach-
tet wurde. Es wurden verschiedene Puffersysteme untersucht. So zeigte der Zusatz von
Glycerin zu einem Phosphatpuffer mit pH6 bei CD-spektroskopischen Temperaturex-
perimenten eine erhdhte thermische Stabilitdt (Abbildung 4.2) und auch lieB sich die

Proteinkonzentration in Gegenwart von Glycerin problemlos steigern.

100

Abbildung 4.1: Temperaturstabilitdten der Einzel-
doménen (D5 und D6) im Vergleich mit der gekop-
pelten fiinften und sechsten Doméne (D56) auf der
Grundlage CD-spektroskopischer Messungen. Ge-
messen wurden die Elliptizitdten bei einer Wellen-
ldnge von 226 nm, beginnend bei 20°C bis 70 °C mit
schrittweisen Temperatursteigerungen. Die Ellipti-
zitat bei 20°C wurde gleich 100%, die Eliptizitat

20 30 40 50 80 70 bei 70°C wurde gleich 0% gesetzt.
Temperatur [°C]

% nativer Zustand

Allerdings war zu erwarten, dass bei den durchzufithrenden NMR-Experimenten die
Gegenwart von Glycerin zu starken unerwiinschten Resonanzsignalen fithren wiirde. Da-

her wurde auf Glycerinzusatz verzichtet. Schliefllich gelang es, in Phosphatpuffer bei
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100

20% Glycerin
L kein Glycerin
Abbildung 4.2: Auf der Grundlage CD-spektroskopischer
50 — — DMessungen ermittelte Temperaturstabilititen von gpl30-
D5D6 in Phosphatpuffer, pH6, mit Zusatz von Glycerin

- (schwarze Kurve) und ohne Zusatz von Glycerin (rote Kur-
ve). Gemessen wurden die Elliptizititen bei einer Wellenlan-

ge von 226 nm, beginnend bei 20°C bis 80°C mit schrittwei-
sen Temperatursteigerungen. Die Elliptizitéat bei 20°C wurde

05—k 50 g0 gleich 100%, die Eliptizitit bei 80°C wurde gleich 0% gesetzt.

pH 6 ohne jeglichen Zusatz eine stabile konzentrierte Losung von D5D6 vorzulegen, die

die Durchfithrung von NMR-~Experimenten erlaubte.

4.4 Die Zuordnung der Resonanzen des Proteinriickgrates

Das 2D-’N-HSQC-Spektrum von gpl130D5D6, in dem hauptsichlich Resonanzsignale
der Amidgruppen des Proteinriickgrates — neben den Resonanzen der NH-Gruppen von
Seitenketten - zu sehen sind, war von der Anzahl der Signale im Bereich dessen, was zu
erwarten war: es wurden 222 Signale im HSQC-Spektrum erwartet, gezéhlt wurden 214.
Von den 186 erwarteten Resonanzsignalen des Proteinriickgrates wurden 122 identifiziert
und zugeordnet. 49 Signale wurden zwar als zum Riickgrat zugehorig identifiziert, konn-
ten aber nicht einem bestimmten Aminosaurerest innerhalb der Proteinsequenz zugeord-
net werden; 15 Signale wurden gar nicht gefunden. Die meisten der nicht zuzuordnenden
13C-Resonanzen lagen in einem Frequenzbereich von 54-58 ppm. In diesem Bereich fal-
len die Resonanzfrequenzen der Cy-Atome von 14 Aminosduren. Eine Zuordnung gelingt
dann iiber die Resonanzfrequenz des Cg-Atoms (aus dem CBCA(CO)NH-Spektrum) der
benachbarten Aminosaure. Fehlt diese Resonanz, so ist eine sichere Zuordnung erschwert.
Eine Zuordnung gelingt dann dennoch iiber das Auffinden von sequentiellen Konnektivi-
taten im HNCA-Spektrum. Im Falle der nicht zuzuordnenden '*C-Resonanzen konnten
meistens keine Konnektivitdten ausgemacht werden - entweder fehlte das entsprechende
Resonanzsignal vollstdndig oder konnte aufgrund mehrerer Moglichkeiten mit &hnlichen
Resonanzfrequenzen nicht eindeutig bestimmt werden. Das Problem der nicht zuzuord-
nenden '*C-Resonanzen wire bei Vorliegen eines HNCACB-Spektrums deutlich geringer

gewesen. Ein solches Experiment wurde zwar durchgefiihrt, jedoch ist dieses Experiment
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Abbildung 4.3: Die Zuordnung von NH - - - HN-Kontakten am Beispiel von G111 und E114. Die
Amidgruppen (blau) von G111 und E114 sind in relativer raumlicher Nahe zueinander (schwarz
gestrichelt), so dass im **N-NOESY-HSQC-Experiment Resonanzsignale durch Korrelation ihrer
Amidprotonen erwartet werden. Rot gestrichelt ist die Wasserstoffbriickenbindung zwischen der
NH-Gruppe des G111 und der Carbonylgruppe (rot) des E114.

sehr unempfindlich (siehe Tabelle 1.3, Abschnitt 1.2.3). Entsprechend dieser Unempfind-
lichkeit war die gefundene Anzahl der Resonanzsignale im HNCACB-Spektrum gering

und trug nur wenig zur sequentiellen Zuordnung bei.

4.5 Die Sekundarstruktur der funften und sechsten Domane
des gp130

Die fiinfte und sechste Doméne des gpl30 sind beschrieben worden als Doméne vom
Fibronectin-Typ-III (Bazan, 1990b). Diese zeichnen sich durch eine besondere Sekun-
dérstruktur aus, bei denen sich sieben Faltblattstrange in zwei antiparallele [3-sheets
anordnen. Die molekularen Modelle, welche auf der Basis von Homologien erstellt wur-
den, stellen diesen Sachverhalt dar. Eine Uberpriifung der Modelle erfolgte dann anhand
des ’N-NOESY-HSQC-Spektrums. Zugeordnete 'H-Resonanzen konnten am Modell ge-
zeigt werden. Gleichzeitig konnten mit den Modellen als Vorlage nicht zugeordnete 'H-
Resonanzsignale plausibel zugeordnet werden.

So sagte das molekulare Modell der sechsten Doméne des gpl30 voraus, dass sich
die NH-Gruppen von Glycin 111 in Faltblattstrang A und Glutaminsiure 114 in Falt-
blattstrang B in rdumlicher N&he zueinander befdnden (Abbildung 4.3). Im NOESY-
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HSQC-Spektrum ware dieses dadurch nachzuweisen, dass beide Aminosaurereste jeweils
das Kreuzsignal des im Faltblattstrang gegeniiberliegenden Amidprotons zeigen. Da der
loop (bestehend aus Lysin 112 und Asparagin 113) auflerdem sehr eng ist, werden zu-
sitzliche NOE-Kontakte von Aminosdureresten der nachsten Umgebung erwartet. Die
Vorhersagen des Modells wurden mit den Daten aus dem >N-NOESY-HSQC-Spektrum
iberpriift. Abbildung 4.4 zeigt als Beispiel die NOESY-Resonanzsignale von Glycin 111
und Glutaminsiure 114 im »N-NOESY-HSQC-Spektrum nebeneinander im Vergleich.
Die entsprechenden Amidprotonkreuzsignale der beiden Reste sind in beiden Spuren aus-
zumachen. Die zusétzlichen Kreuzsignale in Abbildung 4.4 von den benachbarten Ami-
nosauren Valin 110, Lysin 112 und Asparagin 113 und wurden grofitenteils anhand des
Modells plausibel identifiziert. Aulerdem konnte ein sogenannter long range-Kontakt,
stammend vom Leucin 162, welches sich im loop zwischen den Strangen E und F befin-
det, identifiziert werden. Da jedoch ein TOCSY-Spektrum nicht zur Verfiigung stand,
verbleibt eine gewisse Unsicherheit. Dieses Beispiel zeigt dennoch, auf welche Weise die
Verifikation der Zuordnung von Resonanzsignalen im NOESY-Spektrum gelingt.

Die Zuordnung der Resonanzsignale in den heteronuklearen Spektren gelang allerdings
nicht vollstandig, da es Liicken in der Zuordnung der Seitenketten-Kohlenstoffatome gab.
Somit konnten auch die zugehorigen Resonanzsignale der Protonen der entsprechenden
Seitenketten nicht identifiziert werden. Die Abbildungen 4.5 und 4.6 veranschaulichen
anhand der molekularen Modelle der fiinften und sechsten Doméne des gp130 die Berei-

che des Proteinriickgrates, welche nicht zugeordnet werden konnten.
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Abbildung 4.4: Zwei Ausschnitte aus dem ’N-NOESY-HSQC-Spektrum. Die linke Abbildung
zeigt die Spur des Glycin 111, die rechte die Spur der Glutaminsédure 114. Die Kreuzsignale, welche
durch die gegenseitige Korrelation der Amidgruppen des Proteinriickgrates erhalten werden (NH
.-+ HN-Kontakte), sind durch rote Linien verbunden und entsprechend bezeichnet. Die griinen
Linien verbinden identifizierte NH - - - HC-Kontakte, welche in beiden Spuren erscheinen.
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Abbildung 4.5: Molekulares Modell der flinften Doméne in ribbon-Darstellung. In der darge-
stellten Struktur des Proteinriickgrates sind die Bereiche, deren C-Atome nicht entsprechenden
Resonanzsignalen zugeordnet werden konnten rot markiert, tiirkis die Bereiche, die zugeordnet
wurden. Die Positionen der Proline, welche in den amidgruppenkorrelierten NMR-Experimenten
keine Resonanzsignale liefern, sind griin markiert.
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Abbildung 4.6: Molekulares Modell der sechsten Doméne in ribbon-Darstellung. In der darge-
stellten Struktur des Proteinriickgrates sind die Bereiche, deren C-Atome nicht entsprechenden
Resonanzsignalen zugeordnet werden konnten rot markiert, tirkis die Bereiche, die zugeordnet
wurden. Die Positionen der Proline, welche in den amidgruppenkorrelierten NMR-Experimenten
keine Resonanzsignale liefern, sind griin markiert.
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4.6 Ausblick

Die Abbildungen 4.5 und 4.6 zeigen, dass die Sekundarstrukturvorhersage der molekula-
ren Modelle in weiten Teilen bestéatigt werden konnte. Die Bereiche der Modelle, welche
sich der Verifikation entzogen, waren auf Liicken in der sequentiellen Zuordnung oder
auf zu geringe Signalintensitdten im '"N-NOESY-HSQC-Spektrum zuriickzufithren. So
wiirde das Durchfiihren eines C(CO)NH-Experimentes die Liicken bei der sequentiellen
Zuordnung beheben. Ein erneut aufgenommenes N-NOESY-HSQC unter Verwendung
eines cryo probes wiirde die Signalintensititen deutlich steigern. Ebenso wiirde ein 3C-
NOESY-HSQC-Experiment weitere Informationen liefern, die die Zuordnung der 'H-
Resonanzen erleichtern. Danach kéame schliefflich die Bestimmung der dreidimensionale
Struktur der beiden membranproximalen Doménen des gp130. Die vorliegende Arbeit

hat dafiir die Grundlagen geschaffen.
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5 Zusammenfassung

Gp130 ist die gemeinsame signaltransduzierende Rezeptorkomponente aller Zytokine
der IL-6-Familie. Der aktivierte Rezeptorkomplex besteht im Falle des IL-6 aus dem
IL-6/IL-6R-Primérkomplex und mindestens zwei Molekiilen gp130. Strukturvorhersagen
und -untersuchungen zeigen iibereinstimmend, dass der Extrazellulérteil des Signaltrans-
duktors aus sechs Doménen besteht: eine N-terminale Immunglobulin-dhnliche Doméne
(D1) und finf FN-Typ-III-Doménen (D2-D6). Funktionsuntersuchungen zeigten, dass
die membranproximalen Doménen fiir die Signaltransduktion essentiell sind: entspre-
chende Deletionsmutanten binden zwar den IL-6/IL-6R-Priméarkomplex, zeigen jedoch

keinerlei Signalaktivitat mehr.

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden membranproximalen Doménen D5 und D6
des gp130 rekombinant als >N- und '*C-markiertes Protein in E.coli-Bakterien als in-
clusion bodies in hoher Ausbeute exprimiert, renaturiert und monomer zu einer Reinheit
von nahezu 100% vorgelegt. Es wurden Proteinlésungen in millimolaren Konzentrationen
hergestellt, welche zur Durchfiihrung von mehrdimensionalen heteronuklearen kernma-

gnetischen Resonanzexperimenten (NMR-Experimenten) genutzt wurden.
Folgende Erkenntnisse konnten erzielt werden:

o In dieser Arbeit wurden die 'H-, N- und '*C-Resonanzen der beiden mem-
branproximalen Doméanen des gpl30 mittels heteronuklearer mehrdimensionaler
'H/15N/ 13C-NMR-Experimente zugeordnet.

e Die Sekundérstruktur der beiden membranproximalen Doménen des gp130 wurde
anhand charakteristischer NOEs unter Verwendung eines molekularen Modells un-
tersucht. Demzufolge bestehen beide Doménen aus sieben (3-Faltblattstrangen, die
sich in zwei antiparallelen (3-Faltbldttern anordnen. Die Abfolge und Anordnung
der Sekundarstrukturelemente entspricht in beiden Fallen der Fibronectin-Typ-III-

Topologie.

« Durch die Zuordnung der 'H-, *N- und '*C-Resonanzen der beiden membranpro-
ximalen Doménen des gp130 wurde die Grundlage zur Aufklarung ihrer dreidimen-

sionalen Struktur geschaffen.
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6 Summary

Gp130 is the common signal transducing receptor subunit of the cytokines of the IL-6
family. In the case of IL-6 the signalling receptor complex consists of the primary IL-
6/IL-6R complex and two molecules of gp130. Structural predictions and analyses both
demonstrated that the extracellular part of the signal transducer consists of six domains:
an N-terminal immunoglobuline-like domain (D1) and five FN Type-III domains (D2-
D6). Functional studies revealed that the three membrane proximal domains are crucial
for signal transduction: the respective deletion mutants do bind the primary IL-6/IL-6R

complex, but do not exhibit any signalling activity.

In this work the two membrane proximal domains D5 and D6 of gp130 were expressed
as 1°N- and C-labeled protein in E.coli as inclusion bodies. The protein was refolded
and provided in monomer state with a high purity. Protein solutions in a millimolar con-
centration scale were prepared and subjected to heteronuclear multidimensional nuclear

magnetic resonance experiments.
The following results were obtained:

o the 'H-, ®N- and '3C-resonances of the two membrane proximal domains of gp130
were assigned by means of heteronuclear multidimensional 'H-, ®N- and '3C-NMR

experiments

o the secondary structure of the two membrane proximal domains of gpl30 was
investigated on the basis of characteristic NOEs, supported by a molecular model.
As a result both domains consist of seven P-strands that are arranged in two
antiparallel (3-sheets. The sequence and arrangement of the secondary structure

elements in both cases correspond to the Fibronectin type-III topology

o the assignment of the 'H-, 1N- and ®C-resonances of the two membrane proximal

domains of gp130 provides the basis for solving their three-dimensional structure
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