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Einleitung

1. Einleitung

Eine Vielzahl zellularer Prozesse wie Zellwachstum, Differenzierung, Migration oder
Apoptose werden durch Signale gesteuert, welche die Zelle von ihrer Umgebung
erhalt. Die Signale kénnen hierbei von ganz unterschiedlicher Natur sein und reichen
von einzelnen Photonen oder lonen bis hin zu komplexen Hormonen. Zur
Verarbeitung der verschiedenen Signale besitzen die Zellen ein gro3es Repertoire
an integralen Membranrezeptoren. Solche Rezeptoren Ubertragen die extrazellularen
Signale in den intrazelluldren Raum, wo diese dann eine bestimmte Reaktion der
Zelle ausldsen.

Eine weit verbreitete Klasse von Zelloberflachenrezeptoren stellt die Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) dar, welche Uber ein Transmembransegment in der
Plasmamembran verankert sind. Der genaue Mechanismus der Signalweiterleitung
durch die Membran in das Zellinnere ist véllig unbekannt. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte exemplarisch die Struktur des Transmembransegments des Tyrosinkinase-
Rezeptors PDGFR [ sowie sein Verhalten in Modellmembranen charakterisiert
werden. Die hochaufgeléste Struktur kann allgemeine Einblicke in die molekularen
Prinzipien der Rezeptoraktivierung und wichtige Informationen Uber Helix-Helix

Wechselwirkungen von Membranproteinen liefern.

1.1 Biologischer Hintergrund

1.1.1 Rezeptor-Tyrosinkinasen

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) kommen in allen eukaryotischen Organismen vor,
wobei im menschlichen Genom 58 verschiedene RTKs bekannt sind [1]. Diese sind
unter anderem bei der Regulation verschiedener zelluldrer Prozesse wie
beispielsweise Zellstoffwechsel, Zellwachstum und Differenzierung, aber auch bei
der Regeneration von Gewebe sowie an der Embryonalentwicklung, beteiligt [2].
Aulerdem spielen RTKs bei Erkrankungen wie diabetischer Retinopathie,
Atherosklerose und der Entstehung von Tumoren eine wichtige Rolle [3].

Im Allgemeinen sind RTKs aus einer N-terminalen extrazellularen Doméane, welche
die Bindungsstelle far den Liganden tragt, einem einzigen
membrandurchspannenden Segment, sowie einer cytosolischen

Proteinkinasedoméane aufgebaut. Aufgrund struktureller Besonderheiten werden die
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Rezeptoren in verschiedene Gruppen eingeteilt, wobei in Abbildung 1.1 die funf
bekanntesten Familien aufgezeigt sind. Die gréBten strukturellen Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen sind innerhalb der extrazellularen Domane zu
finden. Die Gruppe der epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptoren weisen in
dieser Region zwei Cystein-reiche und Leucin-reiche Sequenzen auf, wohingegen
Mitglieder der Blutplattchen-Wachstumsfaktor (PDGF)- und Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF)-Rezeptorfamilie finf bzw. drei Immunoglobulin (Ig)-&hnliche

Domanen besitzen.

EGF-R-Familie
Insulin-R-Familie

PDGF-R-Familie Eph-R-Familie

FGF-R-Familie

@ 'mmunoglobulin

Fibronectin

Typ llI
Extrazellularer
Bereich

QP
Leucin-reich
Membran

I:l Cystein-reich

Cytosol
Tyrosinkinase

@ o-Motiv

EGF-R (ErbB1) Insulin-R PDGF-Ra  FGF-R1  EphAf
ErbB2 (Neu) IGF-1R PDGF-RB  FGF-R2  EphA2
ErbB3 SCF-R(Kit) FGF-R3  EphB1
ErbB4 CSF-R (Fms) FGF-R4  EphB2

Abbildung 1.1: Uberblick Uber die verschiedenen Familien der Rezeptor-Tyrosinkinasen. Die
Mitglieder der einzelnen Familien weisen untereinander einen einheitlichen Aufbau der Doméanen auf.
Abkilrzungen: EGF-R: epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor, IGF-R: Insulindhnlicher-Rezeptor,
PDGF-R: Blutplattchen-Wachstumsfaktor-Rezeptor, CSF-R: Kolonienstimulierender-Rezeptor, SCF-R:
Stammzellenfaktor-Rezeptor, Eph-R: Ephrin-Rezeptor, FGF-R: Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor. Abbildung angelehnt an [3].

Die Rezeptoren der Ephrin (Eph)-Rezeptorfamilie besitzen neben einer Ig-&hnlichen
und Cystein-reichen Domé&ne zudem zwei Fibronectin-dhnliche Sequenzen. Im
Vergleich zu den anderen Familien liegen die Rezeptoren der Insulin-Rezeptorfamilie

als Heterotetramere vor. Hierbei sind zwei a-Untereinheiten auf der extrazellularen
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Seite Uber Disulfidbricken mit zwei membrandurchspannenden [(-Untereinheiten
verknlpft, wobei die a-Untereinheiten die Bindestelle fiir den Liganden tragen [4,5].
Zudem besitzt die extrazellulare Domane der Insulin-Rezeptoren Leucin-reiche,
Cystein-reiche sowie Fibronectin-dhnliche Sequenzen. Darlber hinaus weist die
cytoplasmatische Domane der verschiedenen RTK-Unterfamilien einen eher
einheitlichen Aufbau auf. An die Transmembrandoméne, bestehend aus 22 bis 26
Aminosauren, grenzt direkt nach einer kurzen Juxtamembransequenz die
konservierte Tyrosinkinasedoméne an. Bei Rezeptoren der PDGF- und FGF-
Unterfamilie ist die katalytische Tyrosinkinasedoméane durch eine Insertionssequenz
von ca. 100 Aminosauren unterbrochen, wobei deren genaue Funktion noch nicht
verstanden ist [6].

Der vollstdndige Mechanismus der Aktivierung der RTK ist bis heute noch nicht
aufgeklart. Es wird angenommen, dass die Ligandenbindung an die extrazellulare
Domane zur Dimerisierung zweier Rezeptormolekiile fihrt. Dadurch kommt es zur
Aktivierung der Tyrosinkinase, wodurch verschiedene Signalkaskaden aktiviert
werden (Abbildung 1.2).

Extrazellularer
Bereich

Membran

Cytosol

—» Aktivierung von
— Signalkaskaden

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen. Durch
Bindung des Liganden an die extrazelluldre Doméne kommt es zur Dimerisierung zweier
Rezeptormolekile, wodurch es zur Rezeptoraktivierung und somit zur Einschaltung verschiedener

Signalkaskaden kommt.

Fur einige RTKs konnte allerdings gezeigt werden, dass sie trotz der Abwesenheit
des Liganden in einem Gleichgewicht, bestehend aus monomeren und dimeren
Rezeptoren, vorliegen [7-11]. Die Bindung des Liganden an die extrazellulare

Domane verschiebt also das Gleichgewicht auf die Seite des Rezeptordimers und
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trdgt somit zur weiteren Stabilisierung des nicht-kovalenten Dimers bei. Bei
homodimeren Liganden, wie beispielsweise dem PDGF-Hormon, erfolgt die Bindung
eines dimeren Ligandenmolekils Uber dessen identische Bindungsstellen an zwei
Rezeptormolekilen [12]. Im Vergleich dazu sind im dimerisierten EGF-Rezeptor zwei
monomere EGF-Liganden an jeweils ein EGF-Rezeptormolekil gebunden [13]. Der
ebenfalls monomere Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF kann jedoch nur in
Anwesenheit des Glykosaminoglykans Heparansulfat einen stabilen Komplex,
bestehend aus einem FGF-Molekiul und zwei FGF-Rezeptormolekilen, ausbilden
[14]. Die Liganden der Eph-Rezeptoren sind im Vergleich zu den Iéslichen Liganden
der anderen RTK-Familien mit der Plasmamembran einer gegenuberliegenden Zelle,
entweder Uber eine Transmembrandomane oder einen Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-Anker, verknUpft [15,16]. Daher ist fir die Ligandenbindung an den Rezeptor
ein direkter Kontakt zwischen zwei Zellen erforderlich, wobei die N-terminale
Ligandenbindungsdoméne zweier Eph-Rezeptormolekile zwei Eph-Liganden einer
benachbarten Zelle binden. Weiterhin kénnen sich die dimerisierten Eph-Rezeptoren
zu héheren Oligomeren zusammenlagern [17,18].

Es wird angenommen, dass die Ligandenbindung nicht nur eine Dimerisierung
sondern auch eine konformelle Anderung der extrazelluldren Rezeptordoméane
bewirkt, was zur Verdrillung des gesamten Rezeptordimers fuhrt [9]. Somit &ndert
sich die Struktur der dimerisierten Transmembrandoménen sowie des Dimer-
Interfaces, wobei sich ein flr den aktivierten Rezeptor charakteristisches
Dimerisierungsmotiv ausbildet, was zu einer korrekten Ausrichtung der
Tyrosinkinasedomane fuhrt [19]. Somit kommt es zur gegenseitigen trans-
Autophosphorylierung von Tyrosin-Resten innerhalb der cytosolischen Domane, an
welche sich  verschiedene Signaltransduktionsmolekile Uber ihre SH2
(Src Homologie 2)- oder PTB (Phosphotyrosin)-Bindestellen reversibel anlagern.
Hierdurch wird das extrazellular eingehende Signal Uber diverse Signalkaskaden in
den Zellkern weitergeleitet, was zur Expression verschiedener Gene und damit zur
Anderung der physiologischen Aktivitat der Zelle fiihrt [2,20].

Wird die Rezeptoraktivitdt durch Mutationen oder andere genetische Verédnderungen
manipuliert, kann es zu Stérungen bezlglich der Regulation der Enzymaktivitat der
Tyrosinkinase kommen, was zur bdsartigen Transformation der Zelle und somit zur
Entstehung von Krebs fihren kann. Mehr als die Hélfte der RTKs des Menschen

wurden in mutierter oder Uberexprimierter Form in bdsartigen Tumoren gefunden
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(eine Ubersicht ist in [21] gegeben). Beispielsweise zeigen Krebsgeschwiire der
Lunge und der Brust eine verstarkte Aktivitdt des EGF- und ErbB2-Rezeptors auf
[21,22].

1.1.2 Der Platelet-derived Growth Factor Rezeptor

Es existieren zwei Isoformen des PDGF-Rezeptors, der PDGF-Rezeptor a und
PDGF-Rezeptor B, welche jeweils ein Molekulargewicht von ca. 180 kDa besitzen.
Die PDGF-Rezeptoren werden durch den mitogenen Wachstumsfaktor PDGF
aktiviert. Dieser wurde vor Gber 30 Jahren erstmals in menschlichen Blutplattchen
entdeckt [23]. PDGF spielt eine ausschlaggebende Rolle in vielen physiologisch
wichtigen Prozessen wie beispielsweise der Zellproliferation und -migration, Aufbau
des Cytoskeletts, Wundheilung sowie in der Embryonalentwicklung [24]. Mittlerweile
sind vier verschiedene Isoformen bekannt, PDGF-A [25], -B [26], -C [27], und -D
[28,29], die selbst als Dimer vorkommen. Hierbei sind zwei Polypeptidketten, welche
aus vier verdrehten B-Faltblattern aufgebaut sind, Uber zwei Disulfidbricken
antiparallel zueinander ausgerichtet [30]. Neben den homodimeren (PDGF-AA,
-BB, -CC, -DD) ist auch ein heterodimeres PDGF-Molekiil, bestehend aus einer A-
und B-Kette (PDGF-AB), bekannt. Die beiden PDGF-Rezeptoren weisen eine
unterschiedliche Affinitat in Bezug auf ihre Liganden auf. Wahrend in vivo
ausschlie3lich Rezeptor-Ligand-Komplexe, bestehend aus PDGF-AA oder -CC und
dem PDGF-Rezeptor a beziehungsweise aus PDGF-BB und dem PDGF-Rezeptor 3,
volle Funktionsfahigkeit zeigten, konnten in vitro weitere Kombinationen
nachgewiesen werden, einschlieBlich heterodimerer Rezeptorkomplexe bestehend
aus einem PDGF-Rezeptor a und 3 [31].

Die Bindung von PDGF erfolgt Uber die zweite und dritte 1g-&hnliche Domé&ne der
extrazellularen Domane des Rezeptors, wobei die Bindung hauptsachlich von
hydrophoben Wechselwirkungen stabilisiert wird [12]. Die erste Ig-dhnliche Doméne
ist nicht an der Ligandenbindung beteiligt und ist, analog zu den anderen Rezeptoren
der PDGF-Rezeptorfamilie, nach aulden stark abgewinkelt [32,33]. Weiterhin kommt
es zur Ausbildung von homotypischen Wechselwirkungen zwischen den vierten Ig-
ahnlichen Domanen zweier Rezeptormolekile. Mutationsstudien haben ergeben,
dass bestimmte Aminosduren innerhalb dieser Region ausschlaggebend fir eine
vollstandige Aktivierung sind. Vermutlich kommt es zur Ausbildung von Salzbriicken

zwischen zwei Rezeptormolekilen, welche fur die Aktivierung des Rezeptors wichtig
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sind, aber keinen Einfluss auf die Dimerisierungsfahigkeit haben [34]. Fir den
ligandengebundenen Stammzellenfaktor (SCF)-Rezeptor konnte gezeigt werden,
dass diese homotypischen Wechselwirkungen eine korrekte Positionierung und
Orientierung der an die Membran angrenzenden Regionen bewirken, um eine
Interaktion zwischen den Tyrosinkinasedoménen im Cytosol zu ermdglichen [35].

Unmittelbar nach der Aktivierung durch PDGF kommt es auf der cytosolischen Seite
des PDGF-Rezeptors zur Autophosphorylierung verschiedener Tyrosinreste. Die
Autophosphorylierung eines konservierten Tyrosinrests (Tyr-857 im PDGF-Rezeptor
B [36]) innerhalb der Kinasedomé&ne fiihrt zu einer Steigerung ihrer Enzymaktivitat,
wahrend die anderen phosphorylierten Tyrosine als Bindestellen fir viele
Signaltransduktionsmolekile dienen. Diese besitzen entweder selbst enzymatische
Aktivitat oder stellen Adapterproteine dar, die mit anderen Enzymen interagieren. Sie
binden Uber ihre SH2- oder PTB-Domé&nen an phosphorylierte Tyrosinreste, Uber
SH3-Domanen an Prolin-reiche Sequenzen oder Uber Pleckstrin Homologie (PH)-
Sequenzen an Phospholipide der Membran. Jedes Signalmolekil generiert nach der
Aktivierung ein spezifisches Signal, welches zu einer gezielten Antwort der Zelle
fuhrt. In Abbildung 1.3 sind verschiedene Signalkaskaden gezeigt, die nach der

Aktivierung des PDGF-Rezeptors aktiviert werden kénnen.

PDGF-R B PDGF-R B
—p-Tyr p-TyrH
Grb2/Sos1

Rl /Pls -K
—p-Tyr7te /\ fs \ p-Tyr-
p-Tyr GAP Raf 1 p-Tyrr0.751|
_p-Tyr771 p- Tyr—

I MEK PLC- v
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung ausgewéahlter Signaltransduktionswege des aktivierten
PDGF-Rezeptors B. Nach der Aktivierung werden spezifische Tyrosin-Reste der cytosolischen
Domaéne phosphoryliert, an welche Signaltransduktionsmolekiile binden und weitere Signalmolekiile
aktivieren, was zu Zellwachstum, -migration und Hemmung der Apoptose fiihrt. Die Abbildung zeigt
nur die cytosolische Rezeptordoméne, wobei der graue Balken die Plasmamembran darstellt.
Abbildung verandert nach [37].
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Beispielsweise bindet das heterodimere Enzym Phosphatidylinositol-3 (P13)-Kinase,
welches aus einer regulatorischen und einer katalytischen Untereinheit
zusammengesetzt ist, Uber eine seiner SH2-Domé&nen der regulatorischen
Untereinheit an das phosphorylierte Tyrosin 740 und 751 des aktivierten PDGF-
Rezeptors B. Die katalytische Untereinheit der PI3-Kinase wird aktiviert und vermittelt
die Phosphorylierung des Substrats Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3;). Dies fuhrt zur Translokation von
verschiedenen Signalproteinen wie der Serin/Threoninkinase Akt an die Membran,
welche dann Uber ihre PH-Doméane an PIP3 bindet und aktiviert wird. Weiterhin kann
die Aktivierung der PI3-Kinase auch Signalkaskaden einleiten, an welchen die GTP-
bindenden Proteine der Rho-Familie sowie die Proteinkinase C beteiligt sind.

Ein anderes Enzym, welches das gleiche Substrat wie die PI3-Kinase besitzt, ist die
Phospholipase C (PLC)-y. Diese wird durch die Bindung ihrer SH2-Doméane an einen
phosphorylierten Tyrosin-Rest aktiviert und katalysiert die Hydrolyse von PIP, zu
Diacylglycerol (DAG) und IP3, welche beide als sekundéare Botenstoffe fungieren. Die
erhohte Konzentration von IPs fihrt nun zum Einstrom von Ca®*-lonen aus
intrazellularen Speichern, die an Calmodulin gebunden, verschiedene Proteinkinasen
aktivieren. DAG wiederum aktiviert die Proteinkinase C, was zur Aktivierung diverser
Transkriptionsfaktoren im Zellkern und zur anschlieBenden Expression bestimmter
Zielgene fuhrt, welche z.B. die Zellmigration regulieren.

An einer weiteren bedeutenden Signalkaskade ist die mitogen-aktivierende
Proteinkinase (MAPK) beteiligt. Das Adapterprotein Grb2 bildet hierbei Uber seine
SH3-Domane mit dem Nukleotidaustauschfaktor Sos einen Komplex. Dieser wird
nach der Bindung an einen spezifischen phosphorylierten Tyrosin-Rest des
Rezeptors aktiviert, wobei Sos an die Plasmamembran transloziert wird, wo es Ras-
GDP in Ras-GTP umwandelt. Im weiteren Verlauf des MAP-Kinase Signalwegs
werden verschiedene in Serie geschaltete Kinasen aktiviert, wobei es letztendlich zur
Aktivierung der MAP-Kinase kommt. Diese phosphoryliert nach dem Transport in den
Zellkern diverse Transkriptionsfaktoren, welche Zellwachstum und -migration
regulieren.

Um eine korrekte Weiterleitung der Signale zu gewahren, muss die Aktivitat des
PDGF-Rezeptors streng reguliert werden. Dies erfolgt beispielsweise anhand eines
negativen Rickkopplungsmechanismus, wobei unmittelbar nach der Aktivierung der

MAP-Kinase durch Ras diese den Nukleotidaustauschfaktor Sos phosphoryliert,
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welcher somit inaktiviert wird und zu einer verminderten Aktivitdt von Ras beitragt.
AuRerdem wird die Stadrke des weitergeleiteten Signals durch gleichzeitige
Stimulation von aktivierenden und inhibierenden Signalen moduliert. Die
Phosphorylierung der Tyrosinreste wird durch die Aktivierung von Tyrosin-
Phosphatasen ausgeglichen. Weiterhin wirkt die Bindung des GTPase aktivierenden
Proteins GAP an den Rezeptor der Aktivierung von Ras durch die Komplexbildung
von Grb2/Sos entgegen. Letztendlich wird das Signal auch infolge des
endozytotischen Abbaus sowie der Degradierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes,

welcher unmittelbar nach der Aktivierung des Rezeptors erfolgt, abgeschwécht.

Der PDGF-Rezeptor ist bei verschiedenen Krankheiten beteiligt. Bei Atherosklerose
wurde eine erhdhte Konzentration sowohl des Rezeptors als auch des PDGF-
Hormons in allen Zelltypen der betroffenen Arterienwand gefunden [38]. Bei
fibrotischen Krankheiten der Lunge und Leber ist PDGF und sein Rezeptor fir die
gesteigerte Proliferation der Myofibroblasten und des exzessiven Aufbaus von
extrazelluldrer Matrix verantwortlich, was letztlich zur Vernarbung des Gewebes und
Funktionsverlust des Organs flhrt [39]. Zudem kann der PDGF-Rezeptor auch von
verschiedenen Onkogenen aktiviert werden, was bei der Entstehung und
Entwicklung von Tumoren eine Rolle spielen kann. Das Simian Sarcoma Retrovirus
(SSV) kodiert fur ein Protein, welches dem PDGF-B Protein homolog ist und dieselbe
Bindungsstelle fir den Rezeptor aufweist. Die Bindung des Virusproteins an den
PDGF-Rezeptor (3 fihrt zu dessen autokriner Aktivierung sowie zu einer konstitutiven
Signaltransduktion.  Weiterhin  kann  das  E5-Onkoprotein aus  dem

Rinderpapillomavirus Typ | den PDGF-Rezeptor 3 aktivieren.

1.1.3 Die Interaktion des PDGF-Rezeptor  mit dem E5-Onkoprotein

Das Rinderpapillomavirus Typ | ist ein kleiner, unbehiillter und doppelstrangiger
DNA-Virus, welcher bei Rindern die auf3eren Epithelschichten infiziert, wodurch meist
gutartige, warzendhnliche Wucherungen der Haut, sogenannte Fibropapillome,
entstehen. Die Transformationsfahigkeit dieser Viren in vivo wie auch von
Fibroblastenkulturen in vitro ist hierbei auf das E5-Protein zurlickzufiihren, welches
aus 44 hauptsachlich hydrophoben Aminosduren besteht [40]. E5 kommt in der
infizierten Zelle zum grofdten Teil in den Membranen des Endoplasmatischen

Retikulums und Golgi-Apparats vor, sowie in geringem Male auch in der
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Plasmamembran [41]. Strukturuntersuchungen mittels Zirkulardichroismus (CD)- und
Kernspinmagnetresonanz ~ (NMR)-Spektroskopie = ergaben eine  a-helikale
Sekundarstruktur fir den die Membran einfach durchspannenden N-terminalen
Transmembranbereich. Dieser wird auf beiden Seiten von unregelméfigeren a-
Helices flankiert, die aus der Lipiddoppelschicht herausragen. Der C-terminale
Bereich, in dem sich zwei konservierte Cysteine befinden, besteht berwiegend aus
hydrophilen Aminosduren und nimmt hoéchstwahrscheinlich eine ungeordnete
Struktur an (Abbildung 1.4) [42,43].

1 7 29 37 39

MPNLWFLLFLGLVAAMQLLLLLFLLLFFLVYWDHFECSCTGLPF

Abbildung 1.4: Strukturmodell des membraninsertierten E5-Proteins. Der graue Kasten zeigt die
Aminosaduren, welche vermutlich die reguldre Transmembranhelix ausbilden (durchgezogene Linie)
und die angrenzenden helikalen Bereiche (gepunktete Linie). Die beiden Cysteine befinden sich in

dem unstrukturierten C-terminalen Bereich. Abbildung modifiziert ibernommen aus [42].

ES interagiert hauptsachlich mit dem PDGF-Rezeptor B, was zur konstitutiven
Rezeptoraktivierung und schlieRlich zur viralen Transformation der infizierten Zelle
fuhrt [44-46]. Der Mechanismus der Rezeptoraktivierung unterscheidet sich hierbei
jedoch grundlegend von dem des PDGF-Hormons. Das E5-Protein aktiviert den
Rezeptor unabhéngig vom natirlichen Liganden, wobei es mit der
Transmembrandoméne sowie dem Juxtamembranbereich des Rezeptors interagiert
[47-49]. Biologische Tests zeigten, dass fir die Rezeptoraktivierung das Vorliegen
von E5 in seiner homodimeren Form entscheidend ist, wobei sich die beiden E5-
Untereinheiten hierfir in einer gewissen Konfiguration zueinander befinden missen,
so dass sich ein bestimmtes Dimer-Interface ausbilden kann [50]. Anhand von
molekulardynamischen (MD) Simulationen wurde ein Strukturmodell des E5-Dimers
erstellt, welches zeigt, dass zwei E5-Monomere eine parallele linksgangige Leucin-
Zipper ahnliche Struktur ausbilden [51]. Diese wird durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten der Leucine, welche entlang des
Dimer-Interfaces verteilt sind, stabilisiert. Die einzige polare Aminosdure in der

Transmembranhelix, Glutamin 17, befindet sich ebenfalls innerhalb des Dimer-
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Interfaces und bildet interhelikale Wasserstoffbriicken zu dem Glutamin der anderen
Helix sowie zur Hauptkette von Alanin 14 aus.

Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass die beiden Cysteine im C-
terminalen Bereich nicht ausschlaggebend fir die Dimererisierung sind, da E5
unabhangig von den Cysteinen nicht-kovalente Dimere ausbilden kann [43,52].
Weiterhin weisen sowohl das monomere E5-Protein als auch verschiedene Cystein-
Mutanten die gleiche Sekundarstruktur auf, was vermuten lasst, dass die Ausbildung
der Disulfidbricken zu keiner Umfaltung der Struktur oder Umorientierung in der
Membran fihrt [52].

Fir die Interaktion mit dem PDGF-Rezeptor B wird angenommen, dass E5 eine Art
molekulares Gerust fur den Rezeptor darstellt, welches durch die Bindung zwei
Rezeptormolekile in rdumliche Nahe zueinander bringt, was zur Aktivierung der
Tyrosinkinase und somit zur Signaltransduktion fihrt (siehe Kapitel 1.1.2) [51].
Mutationsexperimte zeigten, dass bei der Aktivierung des PDGF-Rezeptor B die
beiden Aminosduren Glutamin 17 und Asparaginsdure 33 von E5 eine wichtige Rolle
spielen, welche zu Lysin 499 und Threonin 513 des PDGF-Rezeptors B eine
Salzbriicke bzw. Wasserstoffbriickenbindung ausbilden. [53,54]. Nach Austausch mit
anderen Aminosduren kénnen entsprechende Mutanten keine Rezeptoraktivierung
auslésen, weshalb beispielsweise der PDGF-Rezeptor a, der diese Aminosauren
nicht besitzt, von E5 nicht aktiviert werden kann [45,55,56].

1.2 Strukturaufklarung von Membranproteinen

Etwa ein Drittel aller im menschlichen Genom kodierenden Proteine sind
Membranproteine [57]. Im komplexen Netzwerk der Zelle nehmen sie an vielen
physiologisch wichtigen Prozessen teil. Als Rezeptoren der Plasmamembran, wie der
im vorherigen Kapitel 1.1.2 beschriebene PDGF-Rezeptor, leiten sie Signale aus der
Umgebung in das Zellinnere weiter. Weiterhin sind sie als Transport- und
Kanalproteine fiir den Stofftransport in und aus der Zelle verantwortlich, wahrend sie
als Ankerproteine das Cytoskelett stabilisieren und die Kommunikation zwischen den
Zellen vermitteln.

Um die genaue Funktionsweise verstehen zu kénnen, ist die Kenntnis der
dreidimensionalen Proteinstruktur unerldsslich, wobei nur 260 der ungefahr 69.000
bekannten Proteinstrukturen, welche in der Protein Data Bank (PDB,

http://www.rcsb.org, Stand: 11/2010) erfasst sind, von Membranproteinen stammen.
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Grund hierfur ist die &uRerst schwierige Handhabung von Membranproteinen, welche
wegen ihrer intrinsischen Hydrophobizitdt zur unspezifischen Aggregationsbildung
neigen, sobald sie sich nicht mehr in einer nattrlichen Membranumgebung befinden.
Dieses Verhalten stellt besondere Anforderungen an die gebrauchlichen
strukturbiologischen Methoden zur Bestimmung der atomar aufgelésten Struktur, wie
die Rontgenkristallstrukturanalyse und die NMR-Spektroskopie. Fir die
Réntgenkristallographie ist es unerlaflich, einen ausreichend groRen Kristall des zu
untersuchenden Proteins zu erhalten, wobei dies bei Membranproteinen oftmals
nicht méglich ist. Im Vergleich dazu wird das zu untersuchende Protein in der NMR-
Spektroskopie unter physiologischeren Bedingungen untersucht. Fir die
Strukturaufklarung mittels Flussigkeits-NMR wird das Protein in membranimitierende
Umgebungen wie beispielsweise Detergenz-Mizellen eingebracht. Aufgrund der
schnellen Reorientierung der Probenmolekiile kommt es zur isotropen Ausmittelung
der chemischen Verschiebungen, was zu Signalen mit schmalen Linien fihrt. Fir die
Strukturaufklarung werden verschiedene mehrdimensionale Experimente, welche
Informationen Uber die rdaumliche Beziehung der Protonen zueinander aufzeigen,
ausgewertet, um letztendlich die dreidimensionale Raumstruktur zu bestimmen.

Die Festkérper-NMR hingegen Dbietet die Mdoglichkeit, die Struktur von
Membranproteinen  in  einer  ,natirlichen® Umgebung wie z.B. in
Phospholipiddoppelschichten, zu bestimmen. Aufgrund der eingeschrankten
Beweglichkeit der Molekiile in der (flissigkristallinen) Membran kommt es zu einer
Richtungsabhangigkeit der chemischen Verschiebungen, was sich in breiten
Linienformen &ulert. Anhand der anisotropen Wechselwirkungen kénnen wichtige
Informationen beziglich der Struktur gewonnen werden. Beispielsweise liefert das
zweidimensionale PISEMA (Polarization Inversion Spin Exchange at Magic Angle)-
Experiment hochaufgeldste NMR-Spektren, und ermdéglicht die Bestimmung der
Helixl&dnge, Orientierung und Neigung eines Proteins bezlglich der Membran [58].
Eine weitere Moglichkeit, Membranproteine in Lipiddoppelschichten zu untersuchen,
bietet die CD-Spektroskopie. Hierbei kénnen die fraktionalen Sekundarstrukturanteile
eines Membranproteins, welches in Phospholipid-Vesikeln rekonstituiert ist, bestimmt
werden. Eine neuere Technik, die sogenannte Orientierte CD-Spektroskopie (OCD),
erlaubt eine Abschétzung der Ausrichtung a-helikaler Bereiche eines Proteins,
welches in makroskopisch ausgerichteten Lipiddoppelschichten rekonstituiert ist. Die

beiden zuletzt genannten Techniken liefern zwar keine atomar aufgel6sten
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Strukturen, werden aber haufig erganzend zu den hochauflésenden Methoden

herangezogen.

1.2.1 Packungsprinzipien von Membranproteinen

Gemeinsames Strukturmerkmal aller Membranproteine ist eine oder mehrere,
vorwiegend aus hydrophoben Aminosauren bestehende Transmembrandoméne(n),
Uber welche die Proteine stabil in die Membran eingelagert sind. Diese Doméanen
nehmen - soweit bisher bekannt - entweder eine a-helikale oder B-Fass-Struktur an.
Die selteneren B-Fass-Strukturen kommen Uberwiegend in Porinen der &ul3eren
Membranen Gram-negativer Bakterien, Chloroplasten und Mitochondrien vor,
wohingegen diejenigen mit a-helikaler  Struktur  hauptséchlich in  der
Cytoplasmamembran vorzufinden sind. Im Rahmen dieser Arbeit soll auf den weit
verbreiteten a-helikalen Typ eingegangen werden.

Um biologisch aktiv zu sein, bilden zahlreiche a-helikale Membranproteine homo-
oder heterooligomere Komplexe aus. Die Triebkrafte, die fir die Interaktion |6slicher
Doménen verantwortlich sind, kénnen im unpolaren Milieu der Lipiddoppelschicht
allerdings nicht wirksam werden. Daher tritt der hydrophobe Effekt, welcher den
Entropiegewinn beim Abstreifen geordneter Hydrathlllen von miteinander
wechselwirkenden  Oberflachen  beschreibt, bei der Assemblierung von
Transmembran (TM)-Regionen nicht auf. Bei der Interaktion zwischen TM-Helices
kommt es neben wenigen spezifischen elektrostatischen Wechselwirkungen und
Wasserstoffbricken  vor allem  zur  Ausbildung von  Van-der-Waals-
Wechselwirkungen, was sich in einer héheren Packungsdichte im Vergleich zu
I6slichen Proteinen widerspiegelt [59]. Diese Wechselwirkungen tragen mafl3geblich
zur Stabilisierung bei, wodurch das Fehlen hydrophober Effekte kompensiert werden
kann.

Weiterhin werden die Helix-Helix-Wechselwirkungen oftmals Uber spezifische
Sequenzmotive innerhalb der TM-Helices vermittelt. Ein weit verbreitetes
Strukturmotiv ist das GxxxG-(GG4 oder GX4) Motiv, in welchem zwei Glycine von
drei beliebigen Aminosauren getrennt sind [60]. In Glycophorin A (GpA)
beispielsweise, einem kleinen Transmembranprotein der Erythrozytenmembran,
dimerisieren die beiden interagierenden Helices Uber ein solches Motiv [61]. Hierbei
ermoglichen die kleinen Glycine an Position i und (i+4) innerhalb der

Aminoséauresequenz L75Ixx§Vxx§VxxT87, dass die beiden Helices in engen Kontakt
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miteinander kommen, wodurch sich innerhalb dieses Bereichs verstarkt Van-der-
Waals-Wechselwirkungen ausbilden kénnen (Abbildung 1.5) [62-64].
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Abbildung 1.5: Struktur des Dimer-Interfaces von Glycophorin A. Dargestellt sind die Uber das GX4-
Motiv interagierenden Seitenketten (LIxxGVxxGVxxT), wobei die Oberflachendarstellung verdeutlicht,

wie diese Reste im Dimer ineinander greifen. Stereoabbildung aus [64].

Weiterhin bilden die angrenzenden Aminosduren zusatzliche Kontaktflaichen aus,
welche die Dimerstruktur stabilisieren. Die hochaufgeléste Struktur zeigt, dass die
beiden Helices in einer rechts-gangigen Anordnung dimerisieren [64,65]. AuRerdem
wird die Interaktion durch die Ausbildung von interhelikalen Wasserstoffbriicken
zwischen dem Ca-Proton des Glycins und dem Carbonylsauerstoff benachbarter
Helices stabilisiert [66]. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die beiden
Glycine des GX4-Motivs auch durch andere kleine Reste wie Alanin und Serin
ausgetauscht werden kénnen [67-69].

Neben GpA kommt das GX4-Motiv in einer Vielzahl von Membranproteinen vor. Die
Transmembranhelix des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors weist zugleich
mehrere GX4-dhnliche Motive auf, anhand derer die dimerisierten Rezeptoren
vermutlich verschiedene Konformationen bei ihrer Aktivierung einnehmen kénnen
[9,70].

DarUber hinaus spielen polare Aminosduren durch die Ausbildung interhelikaler
Wasserstoffbriicken bei den Helix-Helix-Interaktionen eine wichtige Rolle.
Mutationsstudien ergaben, dass die Insertion verschiedener polarer Aminosauren
wie Asparagin und Glutamin in eine sonst ausschliel3lich aus hydrophoben

Aminosauren bestehenden Transmembranhelix zu deren Homodimerisierung
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fuhrt [71,72]. Die Struktur des homodimeren BNIP3 (Bcl-2 Nineteen-kDa interacting
protein 3)-Membranproteins zeigt ein dhnliches Packungsmuster wie das von GpA,
wobei die beiden Aminosduren Serin und Histidin, welche sich in der Mitte der
Transmembranregion befinden, zuséatzlich interhelikale Wasserstoffbriicken
ausbilden [73]. Auch der Komplex des T-Zell-Rezeptors (TCR) wird von einer Reihe
Salzbriicken zwischen ionisierbaren Resten in der Membran stabilisiert [74,75]. Wie
bereits Kapitel 1.1.3 erwadhnt, besitzt das E5-Onkoprotein innerhalb des
Transmembranbereichs eine polare Aminosaure (Glutamin 17), fir die postuliert wird,
sowohl bei der Homodimerisierung von E5 als auch bei der Interaktion mit dem
PDGF-Rezeptor B involviert zu sein.

Ein weiteres Strukturmotiv, welches erstmals fir DNA-bindende, I6sliche Proteine
beschrieben wurde, ist das Leucin-Zipper-Motiv [76]. Hierbei folgen nahezu alle
benachbarten Aminosauren einem fiir Leucin-Zipper typischen Heptadenmuster aus
sieben Aminosauren ,abcdefg“ (Abbildung 1.6). Die Seitenketten an den Positionen
a, d, e und g mehrerer aufeinander folgender Heptaden bilden geometrisch
komplementére und damit interaktionsfahige Helixoberflichen aus, welche bei der
Interaktion der Helices ,reildverschlussartig“ ineinander greifen, was zur Ausbildung
einer linksgangigen Superhelix (coiled-coil) fuhrt. Die Aminosduren der a- und d-
Positionen bilden hierbei das Dimer-Interface und werden von Leucinen besetzt. Die
Aminosauren, welche die e- und f-Position einnehmen, sind hé&ufig geladen und
befinden sich am Rand des Interfaces, wo sie elektrostatische Wechselwirkungen

zueinander sowie hydrophobe Kontakte zum Interface ausbilden kénnen.
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Abbildung 1.6: Helical Wheel-Diagramm zweier Helices, die Uber ein Heptadenmuster dimerisieren.
Bei den Aminosauren auf den ,a-“ und ,d-“ Positionen handelt es sich Gberwiegend um Leucine. Sie

befinden sich im Innern des Dimer-Interfaces.

In verschiedenen Membranproteinen wurde ein solches Motiv gefunden. Bei der
Dimerisierung der Transmembransegmente zweier EphA2-Rezeptoren interagieren
die Helices Uber ein verlangertes Leucin-Zipper-ahnliches Heptadenmotiv, wobei sich
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eine linksgéngige Struktur ausbildet. Die flur Leucin-Zipper typische ,knobs-into-
holes“ Packung wird dabei neben Leucinen auch von Glycin, Alanin und Valin
ausgebildet [77].

Weiterhin wurde ein solches Strukturmotiv auch in helikalen Bindeln, welche aus
oligomerisierten a-Helices bestehen, gefunden. Beispielsweise bildet
Phospholamban einen oligomeren Komplex aus flinf Phospholamban-Molekiilen, fir
dessen Ausbildung ein aus Isoleucinen und Leucinen bestehendes Leucin-Zipper-
Motiv in den Transmembranhelices ausschlaggebend ist (Abbildung 1.7) [78].
Aulerdem wurde ein solches Motiv auch in Membranproteinen gefunden, welche
zugleich mehrere Transmembranhelices besitzen wie das Bakteriorhodopsin, dem

Prototyp heptahelikaler Rezeptoren.

Abbildung 1.7: Struktur des pentameren Phospholambans. Die nicht-kovalente Oligomerisierung von
finf Phospholamban-Proteinen wird durch Leucin- und Isoleucinreste der Transmembrandoménen
anhand eines Leucin-Zipper ahnlichen Strukturmotivs vermittelt. Die Leucin- und Isoleucinreste sind in

griin und hellblau dargestellt. Abbildung Gbernommen aus [78].
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2. Aufgabenstellung

Der Blutplattchen-Wachstumsfaktor-(PDGF)-Rezeptor [ gehdért zur Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen und spielt eine  wichtige Rolle  bei der
Embryonalentwicklung und der Wundheilung. Durch Liganden-induzierte
Dimerisierung zweier Rezeptormolekile kommt es zur Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden. Eine besondere Bedeutung kommt hierbei dem
Transmembransegment des Rezeptors zu, welcher das durch die Bindung des
Liganden ausgeléste Signal durch die Membran in das Zellinnere weiterleitet. Die
Helix-Helix ~ Wechselwirkungen und der molekulare  Mechanismus  der
Signallbertragung von ,auf3en“ Uber die Membran hinweg nach ,innen“ ist bisher
nicht bekannt. Um diese offene Fragestellung zu untersuchen, sollte im Rahmen
dieser Arbeit die Struktur des Transmembransegments des PDGF-Rezeptors [3
(PDGFRB-TM) und sein Verhalten in Modellmembranen charakterisiert werden.

e Fur NMR-spektroskopische Untersuchungen sollte PDGFRB-TM "°N- bzw. °N/**C-
markiert hergestellt und sein Oligomerisierungsverhalten untersucht werden. Da sich
Membranproteine oft nur in geringen Ausbeuten darstellen lassen, sollte zunachst
ein Protokoll fur die rekombinante Herstellung und Aufreinigung in Milligramm-
Mengen etabliert werden.

e Die Sekundarstruktur von PDGFRB-TM sollte mit Hilfe von Zirkulardichroismus
(CD)-Spektroskopie in verschiedenen membranimitierenden Umgebungen qualitativ
betrachtet und somit die Rekonstitution optimiert werden.

e Mittels FlUssigkeits-NMR sollte die dreidimensionale Struktur von PDGFRB-TM in
Detergenz-Mizellen bestimmt werden.

e Der Einfluss der Lipidumgebung auf die Orientierung des Transmembransegments
in der Membran hinsichtlich Neigungs- und Drehwinkel sollte anhand von
orientiertem Zirkulardichroismus (OCD) und Festkérper-NMR untersucht werden.

e Ein langfristiges Ziel dieses Projekts ist es, die Interaktion von PDGFRB-TM mit
dem viralen Onkoprotein E5 zu untersuchen. Die Struktur des Komplexes aus
PDGFRB-TM und E5 kénnten wichtige Informationen tber den Mechanismus der
ligandenunabhédngigen Rezeptoraktivierung sowie allgemein Uber Helix-Helix-

Wechselwirkungen in der Membran liefern.
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3. Theoretische Grundlagen

3.1 Membranmodelle

Zur Strukturuntersuchung von unléslichen, hydrophoben Membranproteinen missen
diese in eine Umgebung eingebracht werden, welche die natirliche
Membranumgebung imitiert. Hierfir eignen sich prinzipiell Mizellen, Vesikel, Bizellen
und orientierte Phospholipiddoppelschichten (Abbildung 3.1). In Anwesenheit von
Wasser lagern sich die Detergenz- oder Lipidmolekile spontan zu diesen Strukturen
zusammen. Hierbei sind die hydrophilen Kopfgruppen der Molekiille dem Wasser

zugewandt, wahrend die hydrophoben Reste einen hydrophoben Kern bilden.

B C

@ DD

Abbildung 3.1: Membranimitierende Modellsysteme die zur Untersuchung von Membranproteinen

genutzt werden. A: Detergenz-Mizelle, B: Phospholipiddoppelschicht, C: Bizelle.

Fir CD- und Flussigkeits-NMR-spektroskopische Untersuchungen werden héaufig
Mizellen aus dem negativ geladenen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) oder
dem zwitterionischen Dodecylphosphocholin (DPC) vewendet. Fur die OCD und
Festkérper-NMR wird das zu untersuchende Membranprotein in uniaxial orientierten
Phospholipiddoppelschichten (z.B. aus POPC, DMPC oder DEPC) auf Glaspléattchen
rekonstituiert. Weiterhin kénnen fir Festkérper-NMR-Messungen auch magnetisch
orientierte Bizellen benutzt werden, welche zum Beispiel aus dem langkettigen Lipid
DMPC und dem kurzkettigen Lipid DHPC bzw. 6-O-PC bestehen und sich zu
scheibenférmigen Membranfragmenten zusammenlagern. Hierbei bildet das
langkettige Lipid eine planare Lipiddoppelschicht aus, die von dem kurzkettigen Lipid
an den Réndern abgeschlossen wird. Das molare Verhaltnis von lang- und
kurzkettigen Lipiden wird auch als g-Verhéltnis bezeichnet und bestimmt die GréRe
und Gestalt der Bizellen. W&hrend fur Festkdrper-NMR-Messungen magnetisch

orientierte Bizellen mit einem g-Wert >2,5 genutzt werden, eignen sich fir NMR-
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spektroskopische Untersuchungen in Flissigkeit sich schnell bewegende, isotrope
Bizellen mit einem g-Verhéltnis <1,5.
In Abbildung 3.2 sind die Strukturformeln einiger in dieser Arbeit verwendeten Lipide

und Detergenzien dargestellt.

0
II:I’
\/\/\/\/\/\/O——I -o\/\N+/.
& N DPC
0
||:|'
P N P N ~P~ "
07 X OO\ 6-0-PC
NSO H g |
o]

| O~~~y DEPC

(o]
o}
M :
oo o~ DMPC
\/\/\/\/\/\/YO H o |\
0
0
PPN W
OO0~ POPC

Abbildung 3.2: Beispiele einiger Lipide die fur die Rekonstitution von PDGFRB-TM in
membranimitierenden Systemen genutzt wurden. DPC: Dodecylphosphocholin, 6-O-PC: 1,2-di-O-
Hexyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, DEPC: 1,2-Dieicosenoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, DMPC:
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, POPC:1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin.
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3.2 Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie stellt eine gut etablierte optische Methode zur Ermittlung der
Sekundéarstruktur von Peptiden und Proteinen dar [79].

Hierbei wird linear polarisiertes Licht, welches durch Uberlagerung zweier
gegenlaufiger, links und rechts zirkular polarisierter Komponenten gleicher Phase
und Frequenz entsteht, verwendet. Trifft dieses auf eine optisch aktive (chirale)
Substanz, kommt es zur unterschiedlichen Absorption der beiden Komponenten,
wobei elliptisch polarisiertes Licht entsteht. Die eigentliche MessgréRe der CD-
Spektroskopie, die Elliptizitat, ist proportional zur Absorptionsdifferenz der links und
rechts zirkular polarisierten Lichtwellen und wird im CD-Spektrum in Abh&ngigkeit der
Wellenldnge dargestellt [80]. Wird die links absorbierende Komponente starker
absorbiert, flihrt dies zu einer positiven Bande im Spektrum, wdhrend umgekehrt
eine negative Bande aus der starkeren Absorption der rechten Komponente herrihrt.
Voraussetzung fir die Messung eines CD-Signals ist das Vorhandensein eines
Chromophors in der Ndhe des chiralen Zentrums, was bei Proteinen aufgrund der
Peptidbindung in unmittelbarer Nahe des chiralen Ca-Atoms gegeben ist. Fir
Proteine und Peptide liegt der interessierende Messbereich zwischen ca.
180 — 300 nm, da hier die charakteristischen Absorptionsbanden der verschiedenen

Sekundérstrukturelemente auftreten (siehe Abbildung 3.3).

v unstrukturiert

40000 |-

1 1 1
160 180 200 220 240 260
Wellenlange [nm]

Abbildung 3.3: Charakteristische CD-Spektren fiir die jeweiligen reinen Sekundarstrukturen von

Proteinen. Abbildung verandert nach [79].
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Diese kommen aufgrund der unterschiedlichen rdumlichen Orientierungen der
Peptidbindungen innerhalb der Sekundarstrukturelemente, sowie der spezifischen
Kopplungen der partiellen n-Systeme, zustande. Dabei kommt es im Fern-UV-
Bereich (180 — 260 nm) zur Anregung von elektronischen n-n*- und =-m*-
Ubergéngen.

Durch Anregung der Elektronen vom nicht-bindenden =-Orbital der Peptidbindung
und vom n-Orbital des freien Elektronenpaars des Sauerstoffatoms in das anti-
bindende n*-Orbital kommen beispielsweise die ausgepragten Banden einer a-Helix
bei 193 nm, 208 nm und 222 nm zustande (durchgezogene Kurve in Abbildung 3.3)
[81].

Um aus einem experimentell erhaltenen CD-Spektrum die fraktionalen
Sekundarstrukturanteile bestimmen zu kénnen, muss dieses dekonvoluiert werden.
Dies ist mdglich, da das CD-Spektrum eines Proteins eine Linearkombination der
Basisspektren aller vorkommenden Sekundéarstrukturelemente zeigt. Hierzu wurden
verschiedene mathematische Algorithmen wie beispielsweise CONTIN-LL [82,83],
Selcon 3 [84] oder CDSSTR [85,86] entwickelt, welche auf unterschiedlichen
mathematischen Anséatzen basieren. Die hierbei verwendeten Basisspektren werden
aus den CD-Spektren von Referenzproteinen berechnet, deren genauen
Sekundarstrukturanteile bereits aus der Réntgenkristallographie oder aus NMR-
Untersuchungen bekannt sind. Die Qualitdt der anhand der Algorithmen berechneten
Sekundarstrukturanteile wird durch den Vergleich des experimentell bestimmten CD-
Spektrums mit dem aus den Sekundarstrukturanteilen zurtickgerechneten Spektrums
bemessen. Der dadurch erhaltene NMRSD (normalized root mean squared
deviation)-Wert sollte fiur CONTIN-LL und CDSSTR kleiner 0,1 und fir Selcon 3
kleiner 0,25 sein, um eine gute Anpassung der rekonstituierten Spektren an die
experimentell erhaltenen CD-Spektren sicherzustellen [87]. Der NMRSD-Wert wird

wie folgt berechnet:

(00 =0 F |
5t

NMRSD = {Z

exp

Bexp:  experimentell ermittelte molare Elliptizitadt, 6.,. berechnete molare Elliptizitat aus der

Sekundéarstrukturauswertung

Dartiber hinaus kann anhand der Einzelwellenlangen-Auswertung der a-helikale

Anteil eines Proteins abgeschétzt werden [81,88]. Diese Methode basiert auf der
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Annahme, dass ein Protein, welches einen a-helikalen Anteil von 100 % besitzt,
einen molaren Elliptizitatswert bei 220 nm von -37.000 deg*cm?*dmol™" aufweist. Der

a-Helixanteil fy kann nach folgender Formel bestimmt werden:

[€]220
fH — 0 MRE
[eHOC]MRE '(1_3/N)
fu: fraktionaler a-Helixanteil der Probe, [B]yre: mittlere molare Elliptizitdt bei 220 nm der Probe,

Bh.]ure: Mittlere molare Elliptizitdt bei 220 nm einer a-Helix mit 100 % Helixanteil, N: Anzahl der
[ p

Aminosauren des Proteins

Hierbei wird als Einheit der Elliptizitdt die mittlere molare Elliptizitéat pro Peptidbindung
verwendet (Bure), wobei die Elliptizitdt auf die molare Konzentration und die

Schichtdicke der Probe normiert ist.

[H]MRE

©: Elliptizitat [deg], d: Schichtdicke [cm], n: Anzahl Peptidbindungen, c4: Proteinkonzentration [g/L],

:L[deg-cm2 -dmolil] und ¢, = "%
cc,-d M

10.c [mol-l’l]

w

Mw: Molekulargewicht [g/mol]

Die CD-Spektroskopie kann jedoch nicht dazu genutzt werden, die Struktur von
einzelnen, bestimmten Bereichen eines Proteins aufzukléren, da sie nur globale
Informationen Uber die fraktionalen Anteile der vorkommenden
Sekundarstrukturelemente gibt. Die Vorteile der CD-Spektroskopie liegen darin, dass
die Messungen schnell und einfach durchzufiihren sind und die Methode zudem nur
geringe Proteinkonzentrationen von typischerweise 50 — 100 ug/ml beim Einsatz von
Kivetten mit 1 mm Schichtdicke erfordert. Weiterhin sind, im Vergleich zur
hochauflésenden NMR, keine kostspieligen Isotopenmarkierungen nétig. Daher wird
CD oftmals zu Beginn der Strukturbestimmung von Proteinen herangezogen, um die
optimalen Rekonstitutionsbedingungen wie pH-Wert, Temperatur, Detergenz- und

Lipidsystem zu etablieren.
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3.3 Orientierte CD-Spektroskopie

Die Orientierte CD-Spektroskopie (OCD), welche auf den Prinzipien der CD-
Spektroskopie beruht (siehe Kapitel 3.2), kann zur Bestimmung der Ausrichtung a-
helikaler Proteine in orientierten Lipidmembranen verwendet werden [89].

Fir die in einer a-Helix vorkommenden Elektronen-Ubergidnge existieren
Ubergangsdipolmomente der Peptidbindung, die senkrecht oder parallel zur
Helixachse polarisiert sind. In Abh&ngigkeit von der Orientierung der Helix bezuglich
des einfallenden zirkular polarisierten Lichts, kommt es zu unterschiedlich starken
Wechselwirkungen zwischen den Ubergangsdipolmomenten und dem elektrischen
Feldvektor, was sich in den unterschiedlichen Linienformen des OCD-Spektrums
widerspiegelt (Abbildung 3.4).

20 parallele

' /‘\/ Orientierung

Abbildung 3.4: OCD-Spektren a-helikaler Membranproteine mit senkrechter (transmembran),
schrager und parallel zur Membranoberflache verlaufender Orientierung. Abbildung modifiziert

Ubernommen aus [90].

Der n-n*-Ubergang verursacht sowohl bei einer senkrecht als auch bei einer parallel
zur Membranoberflache ausgerichteten a-Helix eine intensive Bande bei ca. 224 nm.
Der n-n*-Ubergang spaltet hingegen in drei Energieniveaus auf, wobei das
Ubergangsdipolmoment des ersten parallel zur Helixachse polarisiert ist, wéahrend
die der anderen beiden senkrecht dazu polarisiert sind. Bei einer in Bezug auf die
Membranoberflache parallel orientierten Helix kommt es nun zu einer starken
Wechselwirkung zwischen dem ersten n-n*-Ubergang und dem zirkular polarisierten

Licht, was zu einer intensiven Bande bei ca. 208 nm fihrt. Die positive Bande bei ca.
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190 nm resultiert aus den beiden anderen nicht unterscheidbaren n-n*-Ubergéngen.
Die Bande bei ca. 208 nm kann als ,Fingerabdruck-Bande“ des OCD-Spektrums
angesehen werden, da deren Anwesenheit eine parallele Orientierung des Proteins
in der Membran anzeigt. Je aufrechter das Protein in die Membran eingebettet ist,
desto mehr verliert die Bande an Intensitat, bis sie bei einer véllig senkrechten
Orientierung schlieBlich véllig verschwindet oder sogar positive Werte annehmen
kann. Ahnlich dem CD-Spektrum zeigt auch das OCD-Spekirum die zeitlich
gemittelte Summe aller vorhandenen Orientierungen eines Proteins in Lipid-
Modellmembranen. Weiterhin kann aus einem OCD-Spektrum der Neigungswinkel,
welcher den Winkel zwischen der Helixachse des in der Lipidmembran orientierten
Proteins und der Membrannormalen beschreibt, abgeschatzt werden. Der
Neigungswinkel t der Helix kann mit Hilfe des Ordnungsparameters Sy ermittelt
werden [91,92].

s, :(3-00522'—1)/2 > cost=4/(2-5, +1)/3

Der helikale Ordnungsparameter Sy, charakterisiert in einem Ensemble von Peptid-
Helices mit einer Verteilung von Winkeln zwischen Membrannormale und
Helixachsen in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten den Mittelwert und

wird wie folgt berechnet:

5, s, Jur (o7 -l6) fuud

" T (er-ley R
Srer: Ordnungsparameter des Referenzproteins (Sres = 0,62), frer: fraktionaler a-Helixanteil des
Referenzproteins (fy = 0,74), fy: fraktionaler a-Helixanteil der zu bestimmenden Peptid-Probe,
[6]0: molarer Elliptizitdtswert der orientierten Probe bei 210 nm, [G]V: molarer Elliptizitdtswert der nicht-
orientierten Probe bei 210 nm, ([9]V - [9]0): Differenzwert des Referenzproteins bei 210 nm

(19.000 deg*cm?®*dmol™"), Referenzprotein: Melittin

Fur die Abschatzung des Helix-Neigungswinkels wird der a-Helixanteil, welcher aus
dem CD-Spektrum der entsprechenden Lipid-Vesikel Probe bestimmt werden kann,
(siehe Kapitel 3.2) und der Differenzwert bei 210 nm des orientierten OCD- und des
isotropen CD-Spektrums herangezogen. Hierbei wird angenommen, dass alle
unstrukturierten Anteile des Proteins isotrop vorliegen und somit nur die helikalen
Anteile, welche fur das Auftreten der Bande bei 210 nm verantwortlich sind,

berilicksichtigt werden.
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Die Ermittlung der molaren Elliptizitat 8uyre bei 210 nm des OCD-Spektrums erfolgt
analog zu den in Kapitel 3.2 beschriebenen CD-Spektren unter Einbeziehung der
Flache der orientierten Probe.

o-M,  O0-M,V 0M,F
10~n~cg-d 10-n-m-d 10-n-m

0],z = [deg-cm2 -dmolil]

%:%@u]

0: gemessene Elliptizitdt [deg], M,: Molekulargewicht [g/mol], n: Anzahl Peptidbindungen,
m: Proteinmenge [g], d: Schichtdicke [cm], F: Kreisflache OCD-Probe [cmz], V: Volumen der Probe [L],

C4: Konzentration der Probe [g/L]

3.4 Kernspinmagnetresonanz (NMR)-Spektroskopie

Mittels  NMR-Spektroskopie  kann die dreidimensionale  Struktur  von
Membranproteinen aufgeklart werden. Die Kerne 'H, *C und "N sind aufgrund ihres
Kernspins von 1= gut fir NMR-spektroskopische Messungen geeignet. Allerdings
weisen C und N nur eine geringe natiirliche Haufigkeit auf (°C: 1,1 %,
®N: 0,4 %), weswegen eine Anreicherung dieser Isotope im zu untersuchenden
Protein notwendig ist. Dies kann beispielsweise durch die biosynthetische
Herstellung der Proteine in Minimalmedium erfolgen, welches als einzige Stickstoff-
bzw. Kohlenstoffquelle isotopenangereichertes Ammoiumsalz bzw. Glukose enthalt.
Far Kerne mit einem Kernspin 2 gibt es drei verschiedene Wechselwirkungen, die
neben der Starke des Magnetfelds By die Resonanzfrequenz des Spins beeinflussen.
Sowohl in der Festkérper-NMR als auch in der Flissigkeits-NMR handelt es sich bei
diesen Wechselwirkungen um die chemische Verschiebung, die skalare Kopplung
und die dipolare Kopplung.

Die chemische Verschiebung ist von der Orientierung des Molekiils abhangig, was
durch den chemischen Verschiebungstensor ausgedrickt wird. In Flissigkeiten
kommt es aufgrund der schnellen Reorientierung der Molekiile zur Ausmittelung aller
Orientierungen, wobei nur die isotrope chemische Verschiebung gemessen wird. Im
Festkérper hingegen ist die Bewegung der Molekile eingeschrénkt, wobei das
entsprechende Spektrum die Summe der Signale aller Orientierungen des Molekils
beinhaltet (anisotrope chemische Verschiebung).

Die skalare Kopplung (auch indirekte Spin-Spin- oder J-Kopplung genannt) kommt
Uberwiegend in der  Flussigkeits-NMR  vor  und ermdglicht  den

Magnetisierungstransfer zwischen kovalent verbundenen Kernen. Der Transfer,
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welcher Uber die Bindungselektronen vermittelt wird, kann sich dabei Gber maximal
drei Bindungen erstrecken. Durch die Kopplung der Kerne kommt es zur Verstarkung
bzw. Abschwéchung des am Kernort wirkenden Magnetfelds, was zur Anderung der
Resonanzbedingung fihrt und eine charakteristische Aufspaltung der Signale im
NMR-Spektrum bewirkt. Die Kopplung der Atomkerne ermdglicht, dass die
Magnetisierung gezielt von einem Kern auf einen anderen Ubertragen werden kann.
Dies wird zum Beispiel bei den zur Proteinstrukturaufklarung genutzten
heteronuklearen Experimenten angewandt (siehe Kapitel 3.4.1).

Die dipolare Kopplung (direkte Spin-Spin-Kopplung) bezeichnet die Wechselwirkung
der magnetischen Momente der Kernspins durch den Raum. Dieser Effekt ist als
Kern-Overhauser-Effekt bekannt, welcher auf der Kreuzrelaxation beruht und ist fur
die Proteinstrukturbestimmung mittels NMR bedeutend, da hierbei wichtige
Distanzinformationen gewonnen werden k&énnen. Die Starke der dipolaren
Wechselwirkung ist in erster Naherung proportional zu 1/r°, wobei r der Abstand der

Kerne ist.

3.4.1 Heteronukleare mehrdimensionale NMR-Experimente zur Zuordnung der

chemischen Verschiebungen und Strukturaufklarung

3.4.1.1 Das HSQC-Experiment

HSQC steht fur Heteronuclear Single Quantum Coherence und stellt das
Basisexperiment fur die Strukturbestimmung von Proteinen mittels Flissigkeits-NMR
dar. Hierbei handelt es sich um ein zweidimensionales Experiment, welches die
chemische Verschiebung zweier Uber J-Kopplung verknipfter Heterokerne
miteinander korreliert. Bei Proteinen wird die chemische Verschiebung der Protonen
mit der von Stickstoff ('°N) oder Kohlenstoff ("3C) korreliert. Abbildung 3.5 zeigt die
Pulssequenz des HSQC-Experiments, welche eine doppelte INEPT (Insensitive
Nuclei Enhanced by Polarisation Transfer)-Pulsfolge aufweist. Dabei wird der
Magnetisierungspuls ausgehend von einem Proton auf den direkt gebundenen
(unempfindlichen) Heterokern Ubertragen. In der darauf folgenden inkrementierten t4-
Zeit evolviert die Magnetisierung am Heterokern, wobei ein 180°-Puls die

heteronukleare Kopplung refokussiert.

25



Theoretische Grundlagen

Ein 90°-Puls auf beide Kerne bewirkt, dass die Magnetisierung wieder zurtick auf die
Protonen transferiert wird, wonach die Detektion unter Entkopplung des Heterokerns
erfolgt.

90, 180, 90, 180, ) )
4|J_I QIOT WT /\N\N\i/:w
0, 180,
X i I ti/2 T I Entkoppler

Abbildung 3.5: Pulssequenz des HSQC-Experiments. Die obere Linie zeigt die Pulse auf dem

Protonen-Kanal, die untere auf dem des Heterokerns. Der erste und zweite 90°-Protonenpuls weisen
eine um 90° verschiedene Phase auf. Als t wird die Verzdgerungszeit zwischen den verschiedenen

Pulsen bezeichnet und t, gibt die Evolutionszeit an. Abbildung angelehnt an [93].

In einem 'H,"N-HSQC-Spektrum wird demnach die Stickstofffrequenz mit der
Frequenz des direkt gebundenen Amidprotons verknlpft. Da jedes Signal im HSQC-
Spektrum ein an ein ’N-Atom gebundenes Proton reprasentiert, sollte fir jede
Aminosaure eines Proteins aufgrund der Peptidbindung ein Signal erscheinen.
Ausnahme ist hierbei Prolin, welches kein Amidproton besitzt. Weiterhin kénnen
auch Signale der NH-Protonen der Seitenketten von Asparagin, Glutamin, Histidin,
Arginin, Lysin und Tryptophan detektiert werden.

Das HSQC-Spektrum kann als ,Fingerabdruck® fir ein Protein angesehen werden.
Anhand der Dispersion der Signale kann abgeschétzt werden, ob das Protein gut
gefaltet vorliegt oder ob es zur Aggregation neigt, was sich meist in breiten,
Uberlappenden Linienformen widerspiegelt. Zudem weist es eine hohe Sensitivitat
auf, so dass kleinste Strukturdnderungen, wie beispielsweise eine Ligandenbindung
oder Umfaltung des Proteins, detektiert werden kénnen. Fir die Aufklarung der
Proteinstruktur sind jedoch weitere Experimente nétig, welche Auskunft Gber die
Konnektivitdten der Aminosduren sowie deren rdumliche Nachbarschaft geben.

Diese werden in den nachfolgenden Abschnitten vorgestellt.
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3.4.1.2 Tripelresonanzexperimente

Die Tripelresonanzexperimente werden zur Zuordnung der Frequenzen der
Aminosauren eines Proteins genutzt. Hierbei handelt es sich um dreidimensionale
Experimente, in welchen drei verschiedene Kernsorten miteinander korreliert werden.
Daher sind Proteine, welche mit "N und ™C doppeltmarkiert sind, nétig. Die
Tripelresonanzexperimente zeichnen sich durch ihre hohe Empfindlichkeit aus.
Grund dafur ist der effiziente Magnetisierungstransfer, der ausschlieBlich Gber die
starken 'J- und 2J-Kopplungen stattfindet. Weiterhin sind die Spektren sehr
vereinfacht, da fur jede Frequenz nur wenige Signale detektiert werden. Somit ist es
mdglich, die Korrelationen zwischen benachbarten Aminosduren zu finden und diese
den Resonanzen zuzuweisen.

Es gibt eine Reihe verschiedener Tripelresonanzexperimente, wobei in diesem
Abschnitt nur diejenigen vorgestellt werden, welche in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden: HNCA, HN(CO)CA, CBCANH, CBCA(CO)NH.

Die Benennung der einzelnen Experimente erfolgt nach dem Verlauf des
Magnetisierungstransfers, wobei alle Kerne der Reihe nach aufgezahlt werden.
Diejenigen Kerne, Uber welche die Magnetisierung nur transferiert wird und nicht
detektiert werden, sind in Klammern gesetzt. Abbildung 3.6 zeigt schematisch den

Magnetisierungstransfer fur die einzelnen Experimente.

HNCA HN(CO)CA
| |
H—C-H  H—CLH —c:ﬁ _H- CB
Doae:
LT 1) T° || )
HH O H O
Rest i-1 Resti Rest i-1 Resti
CBCANH CBCA(CO)NH
~a B~ I
HZ®H H-c-H
( ~ |
N —C — C—C—
| L) e
H O H O
Rest i-1 Rest i

Abbildung 3.6: Ubersicht der verschiedenen Tripelresonanzexperimente. Die Frequenzen der rot
hinterlegten Kerne werden detektiert, wahrend die hellblau hinterlegten nur zum
Magnetisierungstransfer dienen. Die blauen Pfeile beschreiben sowohl die Richtung als auch den

Weg des Magnetisierungstransfers. Abbildung verandert ibernommen aus [94].
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Beispielsweise startet die Magnetisierung im HNCA-Experiment vom Amidproton und
wird auf den Amidstickstoff Ubertragen, welcher in der ersten Dimension gemessen
wird. Anschlielend erfolgt der Magnetisierungstransfer zum Ca-Kern, welcher in der
zweiten Dimension detektiert wird. Daraufhin erfolgt der Transfer wieder zurlick zum
Amidproton, welches schliellich in der dritten Dimension aufgenommen wird. Zudem
kommt es zum Magnetisierungstransfer des Ca-Kerns der vorausgehenden
Aminosaure, da sich die Kopplung des Stickstoffs zum vorausgehenden Ca-Kern
(®Jnc= 11 Hz) nicht wesentlich von der zum ,eigenen* Ca-Kern unterscheidet
("Jne= 7 Hz).

Das HNCA-Spektrum und auch die anderen Tripelresonanz-Spektren besitzen die
drei Frequenzachsen 'HY, "N und "*C, wobei eine 'H", "°N-Projektion dem HSQC-
Spektrum entspricht (Abbildung 3.7). Auf der "HN,"N-Frequenz jedes Amidprotons
zeigt das HNCA-Spektrum in der "*C-Dimension zwei Kreuzsignale. Ein Kreuzsignal
stammt von dem ,eigenen® Ca-Atom, wobei das andere vom vorausgehenden Rest
stammt. Zur manuellen Auswertung werden haufig zweidimensionale ,Streifen“ des
Spektrums verwendet, wobei zu jedem Signal der 'H",®N-Ebene die entsprechende

3C-Frequenzachse dargestellt wird.
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des dreidimensionalen HNCA-Spektrums. Eine Projektion
des Spektrums in die 'H","°N-Ebene entspricht dem HSQC-Spektrum. Auf jedem H",N-Frequenzpaar
gibt es zwei Kreuzsignale, wobei eines vom Ca-Atom derselben Aminoséure stammt (Cag,), und das
andere von der vorhergehenden Aminosédure (Cag ) Zur Analyse des Spektrums werden
zweidimensionale Streifen verwendet, welche die *C-Frequenzen zu jeden 'H,'°N-Signal darstellen.

Abbildung zur Verfligung gestellt von Dr. Claudia Muhle-Goll, KIT Karlsruhe.
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Um zwischen dem Kreuzsignal des ,eigenen“ und des vorausgehenden Ca-Kerns
unterscheiden zu koénnen, kann das HN(CO)CA-Spektrum genutzt werden. Da
hierbei die Magnetisierung Uber die Carbonylgruppe verlauft, ist der Transfer zur
.eigenen“ Aminosdure ausgeschlossen und es kann nur das Ca-Kreuzsignal der
vorangegangenen Aminosadure detektiert werden. Die sequentielle Zuordnung der
Aminosauren anhand eines Vergleichs des HNCA- und HN(CO)CA-Spektrums ist
oftmals nicht eindeutig, da die Unterscheidung zwischen dem ,eigenen“ und dem
vorausgehenden Ca-Atom haufig erschwert ist. Die chemischen Verschiebungen der
Ca-Atome unterscheiden sich oft nur geringfiigig, da sich die Atome alle in einer
ahnlichen chemischen Umgebung befinden, was zu Signaliiberlappungen fihrt.
Weiterhin kann anhand dieser beiden Spektren keine eindeutige Zuordnung zu
bestimmten Aminosduren getroffen werden, da die Ca-Signale alleine nicht
charakteristisch genug sind. Deswegen werden noch die beiden Experimente
CBCANH und CBCA(CO)NH verwendet. Diese liefern zuséatzliche Informationen, da
sie Signale zu dem Cp-Atom der korrelierenden Aminosdure aufweisen. Das
CBCANH-Spektrum zeigt, wie auch das HNCA-Spektrum, in der "*C-Dimension zwei
Kreuzsignale der Ca-Atome (eigenes und das der vorausgehenden Aminoséaure),
wobei als zuséatzliche Information die CB-Kreuzsignale der eigenen und
vorausgehenden Aminosaure auftreten. Das CBCA(CO)NH zeigt das Ca- und Cp3-
Kreuzsignal der vorausgehenden Aminosédure, so dass durch Vergleich der beiden
Spektren eindeutig bestimmt werden kann, welche Signale von der eigenen bzw.
vorausgehenden Aminosédure stammen.

In Abbildung 3.8 ist exemplarisch eine Streifenmatrix gezeigt, in welcher durch
Vergleich des CBCANH- mit dem CBCA(CO)NH-Spektrum sequenziell benachbarte
Aminosduren zugeordnet werden kénnen. Da die chemischen Verschiebungen fur
manche Aminosaduren charakteristische Werte aufweisen, wie beispielsweise das
CB-Atom von Threonin und Alanin bei ca. 70 ppm bzw. 20 ppm, kann eine eindeutige
Zuweisung der Streifen zu bestimmten Aminosauretypen erfolgen.

Die Kenntnis der chemischen Verschiebungen des Ca-, CB-, H"- und N-Atoms jeder
Aminosdaure ist die Grundvoraussetzung fir die Zuordnung der Seitenketten-Signale
anhand des (H)C(CO)NH-Experiments. Das dreidimensionale (H)C(CO)NH-
Spektrum zeigt in der '>C-Dimension die Kreuzsignale aller Kohlenstoffatome der
kompletten Seitenkette der vorausgehenden Aminoséaure. Die Zuordnung der Signale
erfolgt durch Vergleich mit dem CBCANH-Spektrum. Weiterhin hilfreich sind die

29



Theoretische Grundlagen

charakteristischen chemischen Verschiebungen der Seitenkettenresonanzen
bestimmter Aminosduren. Beispielsweise weist das Cd-Atom von Arginin eine
chemische Verschiebung von ca. 43 ppm auf, wahrend das von Isoleucin eine

chemische Verschiebung von ca. 13 ppm besitzt.
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Zuordnung des Proteinriickgrats anhand

zweidimensionaler Streifen. Der Vergleich des CBCANH-Spekirums (griine Steifen) mit dem

CBCA(CO)NH-Spektrum (blaue Streifen) erméglicht das Auffinden sequentiell benachbarter
Aminosauren. Abbildung zur Verfiigung gestellt von Dr. Claudia Muhle-Goll, KIT Karlsruhe.

3.4.1.3 Das NOESY- und TOCSY-Experiment

Die wichtigste Strukturinformation in der NMR-Spektroskopie von Proteinen stellen
die Korrelationen rdumlich benachbarter Protonen dar. Diese Informationen kénnen
anhand eines NOESY (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy)-
Experiments gewonnen werden. Das NOESY-Spektrum zeigt fur alle Protonen ein
Signal, deren Abstand kleiner ist als ~5 A. Daher werden auch Protonen miteinander
korreliert, die in der Priméarstruktur weit voneinander entfernt liegen, sich aber
aufgrund der Tertiarstruktur in rdumlicher Nachbarschaft befinden. Grundlage des
Experiments ist der bereits erwahnte Kern-Overhauser-Effekt, welcher auf der
dipolaren Wechselwirkung der Kernspins beruht. Die Intensitét | eines Kreuzsignals
im NOESY-Spektrum ist dabei in erster Naherung umgekehrt proportional zu der

sechsten Potenz des Abstands r der korrelierenden Kerne.

[ oc—
6
r

Daher kdnnen aus den Signalintensitdten Atomabstande ermittelt werden, welche die

Grundlage fur die Berechnung einer dreidimensionalen Proteinstruktur darstellen.

30



Theoretische Grundlagen

In einem dreidimensionalen *C- bzw. N-editieten NOESY-Spektrum werden die
Protonenfrequenzen mit der des Heterokerns korreliert, wobei die *C- bzw. N-
Resonanzfrequenzen die dritte Dimension darstellen. Dies fuhrt zur leichteren
Identifizierung der Signale, da diese durch die zuséatzliche Dimension aufgefachert
werden. Das 'N-editierte NOESY-Spektrum zeigt die Korrelation eines jeden
Amidprotons eines Proteins mit dem kovalent gebundenen Amidstickstoff und allen
raumlich benachbarten Protonen. Im '*C-editierten NOESY-Experiment werden die
aliphatischen Protonen mit dem kovalent verkntpften '*C-Kern und allen Protonen,
die rdumlich benachbart sind, korreliert. Das Spektrum besitzt einen hohen
Informationsgehalt, wobei NOE-Kontakte zwischen den einzelnen Seitenketten eines
Proteins erhalten werden, welche die Anordnung der Sekundarstrukturelemente und
damit die Tertidrstruktur beschreiben. Fir die Zuordnung der Protonenresonanzen
des ®C-NOESY-Spektrums ist die Kenntnis der chemischen Verschiebungen der
Kohlenstoffatome der Seitenkette erforderlich, welche anhand der im Kapitel 3.4.1.2
beschrieben Tripelresonazexperimente gewonnen werden.

Im TOCSY (Total Correlation  Spectroscopy)-Experiment findet der
Magnetisierungstransfer im Vergleich zum NOESY-Experiment ausschliellich tber
die skalare J-Kopplung statt. Hierbei werden alle Protonen eines Spinsystems, das
heilt einer Aminosdure, miteinander korreliert. Das Spektrum zeigt ein fir jede
Aminosaure charakteristisches Signalmuster, welches dem Spinsystem entspricht.
Durch den Vergleich des 'N-NOESY- mit dem 'N-TOCSY-Spektrum kann die
sequenzspezifische Zuordnung eines Proteins getroffen werden. Anhand des
TOCSY-Spektrums kdnnen dabei die einzelnen Aminosauren identifiziert werden,
wobei das NOESY-Spektrum die VerknUpfung der Aminosaurereste zeigt. Das
TOCSY-Spektrum kann in der Regel nur fur kleine Proteine bis zu ca. 100
Aminosauren ausgewertet werden. Bei gré3eren Proteinen kommt es aufgrund der
hohen Korrelationszeiten zu einer schnellen Relaxation, die zur Verbreiterung der
Signale fuhrt.
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3.4.2 Strukturbestimmung von symmetrischen Dimeren

Um die Struktur eines homodimeren Proteins, welches aus zwei symmetrischen
Molekilen besteht, mittels NMR-Spektroskopie zu bestimmen, muissen
intermolekulare NOE-Kontakte zwischen den beiden monomeren Untereinheiten
eindeutig charakterisiert werden.

Anhand eines konventionellen NOESY-Experiments kann jedoch nicht unterschieden
werden, ob ein NOE-Signal von zwei Protonen stammt, welche sich innerhalb des
gleichen Monomers befinden (intramolekularer NOE-Kontakt), oder ob der NOE-
Kontakt von zwei Protonen herrihrt, welche von unterschiedlichen Monomeren
stammen (intermolekularer NOE-Kontakt). Grund fir die Ununterscheidbarkeit
zwischen intra- und intermolekularen NOE-Kontakten ist deren identische
Resonanzfrequenz, welche durch die gleiche chemische Umgebung hervorgerufen
wird.

Durch Erschaffung eines Heterodimers kann die Symmetrie des Homodimers
gebrochen werden. Dies kann durch unterschiedliche Isotopenmarkierung erreicht
werden, wobei ein Monomer des Dimers uniform ">C markiert vorliegt, wihrend das
andere Monomer mit '?C unmarkiert ist (Abbildung 3.9). Experimentell kann dies
durch Mischen gleicher Teile von *C markiertem mit unmarkiertem Protein erzielt
werden, woraus eine statistische Verteilung von vollstédndig markiertem, markiertem-

unmarkiertem und vollstandig unmarkiertem Dimer von 1:2:1 resultiert.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung eines ,heterodimeren® Proteins, welches aus je einem ¢
uniform markiertem und einem unmarkiertem monomeren Protein besteht. Die Messung eines 3D Bc-
gefilterten, 3C-editierten NOESY-Experiments ermdglicht die Unterscheidung zwischen
intermolekularen NOE-Kontakten (rosa Pfeile) und intramolekularen NOE-Kontakten (rote bzw. blaue

Pfeile).
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Die Messung eines dreidimensionalen 'C-gefilterten, '>C-editierten NOESY-
Experiments einer solchen ,Heterodimer-Probe® erlaubt die ausschlieRliche Detektion
der intermolekularen NOE-Kontakte. In Abbildung 3.10 ist das Funktionsprinzip eines

solchen Experiments schematisch dargestellt.

t,-Evolution

1H 12C »1H 120 — 1H 12C

1H 13C %> \
NOE
1H 13C > 14 183G ZEVOMON | 414 43 t-Evolution

Abbildung 3.10: Schematischer Ablauf eines 3D 13C-gefilter’(en, 3C-editierten NOESY-Experiments.

Die grauen Kasten stellen die Filter dar, welche aus selektiven Pulsen bestehen. Diese lassen

Detektion

ausschliellich den Magnetisierungstransfer zwischen Protonen zu, welche an ein '2C- bzw. "*C-Atom

gebunden sind.

Hierbei startet der Magnetisierungstransfer von einem Proton, welches an ein C-
Atom gebunden ist, wobei der Transfer von Protonen, welche an ein '*C-Atom
gebunden sind, durch einen speziellen Filter blockiert wird. Wahrend der
inkrementierten ty-Evolutionszeit entwickelt sich die chemische Verschiebung der
Protonen. In der anschlieienden Mischzeit erfolgt der Magnetisierungstransfer tiber
die dipolare Wechselwirkung auf ein rdumlich benachbartes Proton, welches an ein
3C-Atom gebunden ist. Ein weiterer Filter sorgt dafir, dass der Transfer auf ein '2C-
gebundenes Proton unterdriickt wird. Hierbei handelt es sich beispielsweise um eine
INEPT-Pulssequenz (siehe HSQC-Experiment, Kapitel 3.4.1.1), welche zur
Editierung des *C-Kerns verwendet wird. Nach der anschlieBenden inkrementierten
t,-Evolutionszeit, in welcher sich die chemische Verschiebung auf dem '*C-Kern
entwickelt, wird die Magnetisierung wieder zurlick auf das 3¢ gebundene Proton
transferiert. In der darauf folgenden t;-Evolutionszeit entwickelt sich die chemische
Verschiebung der Protonen, wonach es zur Detektion des FID-Signals kommit.

Das erste Filterelement in diesem Experiment basiert auf dem sogenannten low-pass
J-Filter und setzt sich aus selektiven Pulsen zusammen, welche nur auf *C-Kerne

wirken. In Abbildung 3.11 ist die Pulssequenz aufgefihrt.
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Abbildung 3.11: Pulssequenz des low-pass J-Filters. Die obere Linie zeigt die Pulse auf dem 'H-
Kanal, die untere die auf dem '>C-Kanal. t bezeichnet die Evolutionszeit. Abbildung modifiziert

Ubernommen aus [95].

Nach dem Produktoperatorformalismus [96] erzeugt der erste 90°-Puls auf Protonen,
welche an ein *C- oder '?C-Atom gebunden sind, zum Zeitpunkt a transversale
Magnetisierung -ly. Nach der Hélfte der Evolutionszeit wird simultan ein 180°-Plus auf
die 'H- und "®C-Kerne eingestrahlt, wodurch die chemische Verschiebung der
Protonen refokussiert wird und nur die heteronukleare Kopplung aktiv ist
(homonukleare Kopplung wird dabei vernachlassigt). Entspricht die Evolutionszeit t
(2JcH)”" so besitzen zum Zeitpunkt b alle an ein '*C-Atom gebundenen Protonen
21,S, Magnetisierung, wahrend alle an ein '?C gebundenen Protonen +ly
Magnetisierung aufweisen. Der anschliefiende 90°-Puls auf den Heterokern bewirkt
zum Zeitpunkt ¢, dass alle "*C gebundenen Protonen in nicht detektierbare Null- und
Doppelquantenkohérenzen vom Typ -LS, umgewandelt werden. Im Unterschied
dazu weisen am Ende der Filtersequenz alle an '>C gebundenen Protonen +ly
Magnetisierung auf, welche detektiert werden kann.
Ein dreidimensionales '*C-gefiltertes, '*C-editiertes NOESY-Spektrum ist im
Vergleich zu dem konventionellen 3C-editierten NOESY-Spektrum stark vereinfacht,
da es im Idealfall ausschlieRlich die intermolekularen NOE-Signale zeigt. Die
Zuordnung der intermolekularen NOEs erfolgt durch den direkten Vergleich beider
Spektren. Allerdings ist die Auswertung der Spektren haufig durch das Auftreten von
Artefakt-Signalen erschwert. Diese kdnnen beispielsweise von dem umgebenden
Ldésungsmittel stammen. Im Falle des in dieser Arbeit untersuchten Membranproteins
kommt es zu NOE-Kontakten mit den Detergenzmolekilen, da diese nicht vollstandig
deuteriert vorliegen und zudem in grokem Uberschuss vorhanden sind.
Weiterhin sind die Experimente fir eine bestimmte J-Kopplungsstérke optimiert. Da
diese aber stark variabel ist ("Juc = 130 — 200 Hz), kann dies zusatzlich zu Artefakten
im Spektrum flhren.
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4. Material und Methoden

4.1 Materialien

Fir die im Rahmen dieser Dissertation durchgeflihrten Arbeiten wurden die

folgenden Geréte, Materialien und Chemikalien verwendet.

4.1.1 Gerite
Autoklav

Brutschrank

CD-Messkulvetten

CD-Spektropolarimeter

Gasbrenner

Gasweiche

Photo-Print Video-Geldokumentationssystem

UV-Detektor (Geldokumentationssystem)

Gelelektrophorese (Agarose)

Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Heizblock

Varioklav, H + P Labortechnik
Sanoclav S-ECZ, Wolf
VX-95, Systec

2540 EL, Systec

Incucell, MMM Medcenter
Einrichtungen

Suprasil QS, Hellma Optik

J-810, Jasco

Schitt flammy S, Schitt Labortechnik

MF-2, Amicon

21 5-Sl, PeqLab Biotechnologie

TCP-20.M, PeqglLab Biotechnologie

PerfectBlue, PeglLab Biotechnologie

Mini-Protean Tetra Cell, BioRad

HB-2, Wealtec Corp.
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HPLC

bestehend aus:

2 Pumpen
Hochdruckmischer
Saulenthermostat
Diodenarray-Detektor
Steuerbox

manueller Injektor

HPLC-Saule

Inkubationsschittler

Lyophilisator

Magnetrihrer mit Heizplatte

Massenspektrometer (MALDI-TOF)

Mikrowelle

NanoDrop

NMR-Spektrometer

Jasco

2087-PU
2080-DHD
CO-200
MD-2010
Jasco-LC-Net Il
Rheodyne

Polymer C18 Protein & Peptide,
Semi-Prep, 218TP510, 250 x 10 mm,
Vydac

G25, New Brunswick Scientific

Innova 44, New Brunswick Scientific

Alpha I-6, Christ
Alpha 2-4 LD, Christ

RCT, IKA Labortechnik

Autoflex I, Bruker Daltonics

M1712 N, Samsung

Fisher Scientific

Avance, 500 MHz (Ultrashield)
Wide Bore, Bruker Biospin

Avance, 600 MHz (Ultrashield)
Standard Bore, Bruker Biospin

Avance 900 MHz (Ultrashield)
Standard Bore, Bruker Biospin
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NMR-Probenkopf

OCD-Spektropolarimeter

OCD-Quartz-Plattchen

pH-Messgeréat

Pipetten

0,5-10 pl, 2-20 pl, 10 - 100 pl,
50 - 200 pl, 100 - 1000 pl
1-5ml,2-10 ml

Reinraumbank

Reinstwasseranlage

Rotationsverdampfer
Manometer

Heizbad

Kahler

Vakuumpumpe

Stromversorger

Trockenschrank

Ultraschallgerate

HXY Triple Resonance, statisch,
austauschbare Spule, Bruker Biospin

TBI Triple Resonance, Bruker Biospin

TXI Triple Resonance Cryo,
Bruker Biospin

J-815, Jasco

Suprasil QS, Hellma Optik

QpH 70, VWR International
pH 315i, WTH

Reference, Eppendorf

Finnpipette, Thermo Scientific

Herasafe, Heraeus Instruments

Milli-Q, Millipore

CVC 211, Vacuumbrand KG

461, Buchi

cool-care, Heijden-Labortechnik

MZ 20C, Vacuumbrand GmbH & Co

Power Pac 300, BioRad
Power Pac Basic, BioRad

600, Memmert

Branson Sonifier 250, G. Heinemann
Ultraschall und Labortechnik

Sonorex super RK510, Bandelin
electronic
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UV/VIS-Spektrophotometer

Vortexer

Waagen

Ablesbarkeit 0,1 g
Ablesbarkeit 0,0001 g
Ablesbarkeit 0,001 mg

Wasserbad

Wasserbad Thermostat

Western-Blot Apparatur

Zentrifugen

Zentrifugenrotoren

4.1.2 Verbrauchsmaterialien
Aluminiumfolie
Autoklavierband

Blotting-Papier

Deckglaser (7,5 x 12 mm)

SmartSpec Plus, BioRad

Genie K-550-GE, Bender und Hobein

PB 3001, Mettler Toledo
CP 64, Sartorius
M2P, Sartorius

006T, Lauda

A100, Lauda

PerfectBlue Semi-Dry Elektroplotter,
PeglLab Biotechnologie

3-18 K, Sigma

Avanti Centrifuge J-25, Beckmann
Centrifuge 5415 C, Eppendorf
Centrifuge 5417 R, Eppendorf

RC 5B Plus, Sorvall

L8-60M, Beckmann

JA-14, Beckmann
JLA-9100, Beckmann
SWI-28, Beckmann
SS-34, Sorvall
19776-H, Sigma

Roth
Comply Indicator Tape, 3M

Gel-Blotting-Papiere,
Schleicher & Schuell

Marienfeld
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Dialysemembran (1 kDa MWCO)
Einmalspritzen (20 ml, 10 ml, 1 ml)

Einmalspritze fir Gummistopfen
NMR-Gefaly

Einmalsterilfilter (0,22 pm)
Einmalsterilfilter (0,45 pm)

Glasgefalie mit Schraubverschluss

Halbmikrokuvetten (1 ml)
Nitrozellulosemembran
NMR-Gefald (5 mm)

NMR-Glascontainer (7,7 x 2,2 x 30 mm)
NMR-Probenréhrchen mit Kappe (5 mm)

Parafilm

Pasteur-Pipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen (1 ml, 200 pl, 10 pl)
Pipettenspitzen (5 ml)

Reaktionsgeféalle (2,0 ml, 1,5 ml, 0,5 ml)

Wagepapier
Wageschalchen

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

4.1.3 Chemikalien
6-O-PC

Acetonitril

Acrylamid

Agar

Agarose

Ameisenséaure
Aminocaproat
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)

Ammoniumsulfat

Zellutrans V-Serie, Roth
Injekt, B. Braun
BD Micro U40, Becton Dickinson

Rotilabo-Spritzenfilter steril, Roth
Rotilabo-Spritzenfilter unsteril, Roth

Autosampler vials EZ:faast,
Phenomenex

Sarstedt

PeqLab Biotechnologie
New Era Enterprises
New Era Enterprises
Wilmad LabGlass

Laboratory film,
American National Can

WU Mainz

Sarstedt

Sarstedt

Finnpipette, Thermo Scientific
Sarstedt

MN 226, Macherey-Nagel
Roth

Falcon-Tubes, Sarstedt

Avanti Polar Lipids
Fisher Scientific
AppliChem

Roth

Sigma

Roth

Fluka

Fluka

AppliChem

Acros Organics
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Ammoniumsulfat ("°N-markiert)
Ampicillin-Natriumsalz
Bactotrypton

Bromphenolblau
Calciumchlorid
Chloramphenicol
4-Chlor-1-naphtol

Coomassie Brilliant Blue R250
Deoxycholsaure-Na-Salz
DEPC

Deuteriumoxid 99,9 % (D,0)
Dihydroxybenzoesaure
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
1,4-Dithio-DL-threitol (DTT)
DLPC

DMPC

DMPG

Dodecylphosphocholin (DPC)

Dodecylphosphocholin deuteriert (DPC-d38)

DPPC

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glukose

Glukose ("*C-markiert)
Glycerin

Guanidin Hydrochlorid
Hefeextrakt
Hydroxylamin

Igepal CA-630

IPTG

Spectra Stable Isotopes
Roth

Roth

Merck

Roth

Fluka

AppliChem

Sigma

Roth

Avanti Polar Lipids
Sigma

Aldrich

AppliChem

Aldrich

AppliChem

Fluka

Avanti Polar Lipids
Avanti Polar Lipids
Avanti Polar Lipids
Anatrace
Anatrace

Avanti Polar Lipids
Roth

Merck

Sigma

Fluka

Fluka

Spectra Stable Isotopes
Roth

Roth

Roth

Sigma

Sigma

AppliChem
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Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
LPPC

Magnesiumsulfat

Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumphosphat
Polyethylenglycol (PEG)
POPC

Salzsaure

Stickstoff
Tetramethyldiamin (TEMED)
Thiamin-Hydrochlorid
Trichloressigsaure

Tricin

Trifluoressigsaure
Trifluorethanol

Tween 20
Wasserstoffperoxid

YbCls

4.1.4 Marker

Protein-Marker

DNA-Marker

4.1.5 Kits fiir die Molekularbiologie
DNA-Extraktion

Plasmid-Isolierung

Fisher Scientific
AppliChem

Avanti Polar Lipids
Merck

Fisher Scientific
Roth

Fisher Scientific
AppliChem

Merck

Fluka

Fluka

Avanti Polar Lipids
AppliChem
Messer Griesheim
Roth

AppliChem
AppliChem
AppliChem

Sigma

Acros

Roth

Roth

Sigma

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Fermentas

GeneRuler™ 1kb Plus, Fermentas

QIlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
Classic Line, PeqlLab Biotechnologie
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4.1.6 Vektoren
pMMHb/E5

pBluescript Il KS (-)/PDGFRB-TM

4.1.7 Bakterienstamme
E. coliBL21(DE3) pLysS
E. coli XL1-Blue

E. coli DH5a

4.1.8 Enzyme
Lysozym
BamHiI

Hindlll
T4-DNA-Ligase

4.1.9 Antikorper
Anti-mouse HRP conjugate

Mouse anti-HisTag monoclonal

Induktion: IPTG

Promotor: T7

Resistenz: Amp

Tag: trp-ALE und Hisg-Tag
hergestellt von Dr. S. Benamira,

Universitat Karlsruhe

Induktion: IPTG

Promotor: T7

Resistenz: Amp

hergestellt von Eurofins MWG Operon
Ebersberg

Novagen
Novagen

Stratagene

Applichem
Fermentas
Fermentas

Fermentas

Calbiochem

Novagen
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4.1.10 Kulturmedien, Puffer und Lésungen fiir die Molekularbiologie

LB-Medium

M9-Salz-Lésung (10x)

M9-Minimalmedium

MgSOa (1 M)

CaCl, (0,1 M)

Thiamin (50 mg/ml)

10 g Trypton

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

mit bidest. H,O auf 1 L auffllen

pH = 7,5 einstellen, autoklavieren

70 g NapHPO4

30 g KH,PO4

5 g NaCl

10 g ("®NH,4),S04

mit bidest. H,O auf 1 L auffiillen

autoklavieren

1x M9-Salz-Lésung
0,1 mM CaCl,

1 mM MgSOq,

50 mg/L Thiamin-HCI
2 g/L "*C-Glukose

1 % LB-Medium

12 g MgSOq4

mit bidest. H,O auf 100 ml auffillen,

steril filtrieren, bei 4 °C lagern

1,1 g CaCl,

mit bidest. H,O auf 100 ml auffillen,

steril filtrieren, bei 4 °C lagern

500 mg Thiamin
mit bidest. H,O auf 10 ml auffullen
steril filtrieren, bei -20 °C lagern
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Ampicillin (100 mg/ml)

Chloramphenicol (20 mg/ml)

IPTG-L6sung (200 mM)

Glukose (20 %)

SOC-Medium

TSS-L6sung

1 g Ampicillin
mit bidest. H,O auf 10 ml aufftllen

steril filtrieren, bei -20 °C lagern

200 mg Chloramphenicol
in 10 ml Ethanol I6sen,

steril filtrieren, bei -20 °C lagern

0,476 mg IPTG
mit bidest. H,O auf 10 ml aufflllen

steril filtrieren, bei -20 °C lagern

10 g Glukose
mit bidest. H,O auf 50 ml auffillen

steril filtrieren, bei 4 °C lagern

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,6 g NaCl

0,2 g KCI

mit bidest. H,O auf 1 L auffullen
pH = 7,0 einstellen, autoklavieren
10 ml MgCl, (1 M)

10 ml MgSOyq4 (1 M)

10 ml Glukose (2 M)

bei -20 °C lagern

1,23 g MgS0O47H,0

10 g PEG

5 ml DMSO

mit LB-Medium (pH = 6,5) auf 100 ml
auffillen, bei -20 °C lagern
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fiir die Agarose-Gelelektrophorese
TAE-Puffer (50x)

Ethidiumbromid-Lésung

242 g Tris-HCI

57,1 ml Essigsaure

100 ml EDTA-L6sung (0,5 M)
mit bidest. H,O auf 1 L auffllen
pH = 7,0 einstellen

10 mg Ethidiumbromid
mit bidest. H,O auf 1 ml auffillen

fiir die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Anodenpuffer

Kathodenpuffer

4x Tris-HCI-Lésung

Tris-HCI-L&sung

121,1 g Tris
5L dest. H,O
pH = 8,9 einstellen

12,11 g Tris

17,92 g Tricin

19 SDS

mit dest. H,O auf 1 L auffillen

6,05 g Tris

mit bidest. H,O auf 100 ml auffullen
pH = 6,8 einstellen, filtrieren

0,4 g SDS zugeben

182 g Tris

mit bidest. H,O auf 500 ml auffullen
pH = 8,45 einstellen, filtrieren

1,5 g SDS zugeben
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SDS-PAGE Probenpuffer (2x)

Farbe-Lésung

Fixier-Lésung

Entfarber-Lésung

APS-Lésung (100 mg/ml)

fiir den Western-Blot

Anodenpuffer |

Anodenpuffer Il

1,75 ml Tris (1 M, pH = 6,8)

1,5 ml Glycerin

5 ml SDS (10%)

0,24 g DTT

1 Spatelspitze Bromphenolblau
mit bidest. H,O auf 10 ml aufftllen,
bei 4 °C lagern

250 mg Coomassie G-250

50 ml Essigsaure

450 ml Ethanol

mit bidest. H,O auf 1 L auffillen

500 ml Ethanol
100 ml Essigséaure
mit bidest. H>,O auf 1 L auffillen

250 ml Ethanol
50 ml Essigsaure
mit bidest. H>,O auf 1 L auffillen

100 mg Ammoniumpersulfat
mit bidest. H,O auf 1 ml auffillen,

bei 4 °C lagern

36,34 g Tris-HCI

200 ml Methanol

mit bidest. H,O auf 1 L auffiillen
pH = 10,4 einstellen

3,03 g Tris-HCI

200 ml Methanol

mit bidest. H,O auf 1 L aufftllen,
pH = 10,4 einstellen
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Kathodenpuffer

PBS-Puffer

PBS-blocking Puffer

PBS-Tween-Puffer

Chlornaphtol-Lésung

fiir die Isolierung von Inclusion Bodies

Lésung |

Lésung Il

5,24 g Aminocaproat

0,1g SDS

mit bidest. H,O auf 1 L aufflllen,
pH = 7,6 einstellen

0,54 g KH;PO4

2,85 g Na;HPO,4

6,72 g NaCl

mit dest. H,O auf 1 L auffillen

3 g BSA

500 pl Tween 20

mit PBS-Puffer auf 100 ml auffillen,
bei 4 °C lagern

100 pl Tween 20
mit PBS-Puffer auf 100 ml aufftllen

0,3 g 4-Chlor-1-Naphtol
mit Methanol auf 10 ml auffullen,
bei -20 °C lagern

50 mM Tris-HCI (pH = 8)
15 % Glycerin

50 pug/ml Lysozym

1 mM NaN3

50 mM Tris-HCI (pH = 8)
1% Deoxycholséure

1% lgepal CA-630

1 mM NaNs;
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Lésung lli 20 mM Tris-HCI (pH 8)
6 M Guanidin-HCI
0,5 M NacCl

fiir die proteolytische Spaltung mittels Hydroxylamin

Verdau-L6ésung 5,5 g Hydroxylamin
23 g Guanidin-HCI
20 ml LiOH-L6sung (4,5 M), filtriert
pH = 9,0 einstellen

fiir die HPLC

Eluent A 80 % H20 bidest.
20 % Acetonitril
0,1 % TFA
entgasen

Eluent B 100 % Acetonitril

4.2 Mikrobiologische Arbeitsmethoden

4.2.1 Arbeiten unter sterilen Bedingungen

Alle Arbeiten, die eine keimfreie Umgebung erfordern, werden unter der
Reinraumbank durchgefuhrt. Die Zellkulturmedien, Puffer und Lésungen werden im
Autoklaven bei 121 °C und einem Wasserdampfiberdruck von 1 bar fir 20 Minuten
sterilisiert. Hitzeempfindliche Lésungen werden mit Hilfe eines Filters mit einer
PorengréRe von 0,22 pm steril filtriert. Glasgefédlle werden mit Aluminiumfolie

abgedeckt und im Trockenschrank bei 200 °C fir 3 Stunden entkeimt.

4.2.2 Herstellung von Agar-Platten

Es werden 500 ml frisch hergestelltes LB-Medium mit 7,5 g Agar versetzt und ein pH-
Wert von 7,5 eingestellt. Nach dem die autoklavierte L6sung auf ca. 40 °C abgekuhlt
ist, werden die entsprechenden Antibiotika zugesetzt. AnschlieRend wird das

Medium zigig in Petrischalen gegossen.
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4.2.3 Ausstrich aus einer Glycerinkultur
Mit Hilfe einer ausgeglihten Impfése wird etwas Zellkultur aus einer Glycerinkultur
entnommen und auf einer Agar-Platte ausgestrichen, so dass die Bakterienmenge

verdinnt wird. Die Agar-Platte wird Gber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

4.2.4 Herstellung einer Glycerinkultur
Die langerfristige Aufbewahrung von Bakterienzellen erfolgt in einer Glycerinkultur
bei -80 °C. Hierzu werden 700 pl aus einer dicht gewachsenen Ubernachtkultur

entnommen und mit 300 pl 50 %iger Glycerinlésung vermischt.

4.2.5 Anfertigung einer Ubernachtkultur

Unter der Reinraumbank wird in einen 500 ml Erlenmeyerkolben 100 ml LB-Medium
und die entsprechenden Antibiotika (Ampicillin 100 pg/ml, Chloramphenicol 20 ug/ml)
vorgelegt. Mit einer ausgegliihten Impfése wird eine Bakterienkolonie von einer frisch
ausgestrichenen Agar-Platte entnommen und in das Kulturmedium Gberfuhrt. Die
Ubernachtkultur wird im Schuttler bei 200 rpm und 37 °C iber Nacht inkubiert.

4.3 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

4.3.1 Plasmid-DNA Isolierung

Die Plasmidisolierung wird mit dem peqGOLD Plasmid Minirep Kit | (Classic-Line)
der Firma PeqLab durchgefiihrt. Hierfir werden 4 ml einer Ubernachtkultur fir eine
Minute bei 10000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das
Bakterienpellet wird nun in 250 pyl der RNase-haltigen Lésung | resuspendiert. Es
werden 250 ul Lésung Il zugegeben und durch sechsmaliges Invertieren des Tubes
vermischt, wodurch es zum Aufschluss der Zellen kommt. Nach einer zweiminutigen
Inkubationszeit wird das nun klare Lysat mit 350 pl Ldésung Il versetzt. Nach
mehrmaligem Invertieren bildet sich ein weilder, flockiger Niederschlag aus, welcher
bei 10000 rpm fiir 10 Minuten abzentrifugiert wird. Der klare Uberstand wird auf eine
HiBind-Miniprep Zentrifugensdule gegeben und fir 1 Minute bei 10000 rpm
zentrifugiert. Die an das Sadulenmaterial gebundene Plasmid-DNA wird mit 500 pl
HB-Waschpuffer gewaschen. Anschlielend wird zweimal mit jeweils 750 ul DNA-
Waschpuffer gewaschen, wobei der Waschpuffer durch Zentrifugation bei 10000 rpm

fur eine Minute entfernt wird. Die Saule wird zur Elution in ein 1,5 ml Eppendorfgefal}
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gestellt und mit 100 ul Elutionspuffer Gberschichtet. Es wird nochmals fir eine Minute
bei 10000 rpm zentrifugiert wobei die Plasmid-DNA von der Sdule gewaschen wird.

4.3.2 Ethanolféallung der Plasmid-DNA

Fur die Féllung der Plasmid-DNA werden 50 pl der isolierten Plasmid-DNA in ein
1,5 ml Eppendorfgefald tberfihrt und mit 125 yl 100 %igem, eiskaltem Ethanol und
5 ul Natriumacetat (3 M, pH = 4,8) versetzt. Anschlief3end wird das Eppendorfgefal
fur mindestens 30 Minuten bei -80 °C inkubiert. Danach wird 20 Minuten bei
14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig entnommen. Nun werden
125 yl eiskaltes, 70 %iges Ethanol zu dem Pellet hinzugegeben und fir weitere
5 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet

unter der Reinraumbank an der Luft getrocknet.

4.3.3 Plasmid-DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung wird von der Firma MWG Operon, Ebersberg (Deutschland)
durchgefuhrt. Hierfur wird die nach der Ethanolfallung erhaltene Plasmid-DNA an die

Firma geschickt.

4.3.4 Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen

Um ein DNA-Fragment in einen Vektor einzuklonieren, missen beide zueinander
komplementére Enden aufweisen. Dies wird durch einen enzymatischen Verdau mit
den entsprechenden Restriktionsendonukleasen erreicht. Wird ein Doppelverau mit
zwei verschiedenen Restriktionsenzymen durchgefiihrt, so muss die Verdaureaktion
in einer Pufferlésung erfolgen, in welcher beide Enzyme mindestens 70 % aktiv sind.
Fir den Verdau werden die Restriktionsenzyme in einem 30-fachen Uberschuss
verwendet, wobei die DNA-Konzentration mittels UV-Quantifizierung bestimmt wird.
Die Verdau-Lésung wird bei 37 °C fir 1,5 Stunden inkubiert. Die Enzyme werden

anschlie3end durch eine zehnminutige Inkubation bei 80 °C deaktiviert.

4.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente des Restriktionsverdaus erfolgt mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Hierfir wird ein 1 %iges bzw. 2 %iges Agarose-Gel
benutzt. Es werden 1 g bzw. 2 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer durch Erhitzen in

der Mikrowelle aufgelést. Nach dem Abkihlen auf ca. 40 °C werden 5 pl einer
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Ethidiumbromid-Stammldésung hinzugegeben. Die Lésung wird in eine Giel3schale
mit Probenkamm geflllt. Sobald das Gel ausgehértet ist, wird es in eine
Elektrophoresekammer gestellt und mit 1x TAE-Puffer Uberschichtet. Der
Probenkamm wird entfernt und die Proben nach Verdinnen mit 6x Loading Dye-
Puffer (Verhéltnis Loading Dye-Puffer:Probe betragt 1:5) in die Probentaschen
pipettiert. Die Elektrophorese wird bei einer Spannung von 120 V fiir ca. 1 Stunde
durchgefuihrt. Die Detektion der DNA-Banden erfolgt durch Fluoreszenz mit dem

Ethidiumbromid, welches mit der DNA interkaliert.

4.3.6 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Isolierung der aufgetrennten DNA-Fragmente aus einem Agarose-Gel werden
die entsprechenden Banden unter einer UV-Lampe mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt. Hierzu
wird die ausgeschnittene Gelbande in ein Eppendorfgefald Gberfiihrt. Pro 100 mg
Gelgewicht werden 300 pl Puffer QG zugesetzt. Das Gelstick wird bis zum
vollstandigen Aufldsen bei 50 °C inkubiert. Die nun gelbe Lésung wird daraufhin mit
Isopropanol versetzt (pro 100 mg Gelgewicht 100 pl Isopropanol). Die Lésung wird
auf eine ,QlAquick“-Zentrifugensdule aufgetragen, wobei die DNA an das
Séaulenmaterial bindet und durch Zentrifugation von anderen Bestandteilen
abgetrennt wird. AnschlieBend wird die DNA mit 500 pl QG-Puffer und 750 ul
ethanolhaltigem PE-Puffer gewaschen. Nach jedem Waschritt wird fir 1 Minute bei
14000 rpm zentrifugiert und der jeweilige Durchfluss verworfen. Die Saule wird in ein
sauberes Eppendorfgefald gestellt und die DNA mittels 50 pl Elutionspuffer von der

Membran gewaschen.

4.3.7 Ligation

Fur die Ligationsreaktion werden die Plasmid-DNA und das zu insertierende DNA-
Fragment in einem molaren Verhaltnis von 1:3 eingesetzt. In einem Eppendorfgefal}
werden die zu ligierenden DNA-Fragmente in Ligationspuffer vorgelegt und T4-DNA-
Ligase hinzugegeben. Die Menge der Ligase betragt hierbei 2 U. Der Ligationsansatz
wird bei 22 °C fur 1 Stunde inkubiert. Dann erfolgt die Deaktivierung der Ligase durch
zehnminutiges Erhitzten auf 65 °C.
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4.3.8 Herstellung hitzekompetenter Zellen

Es wird eine Ubernachtkultur von den entsprechenden Zellen hergestellt. Hiervon
werden 200 pl entnommen und mit 20 ml frischem LB-Medium verdinnt. Die
Zellkultur wird bei 37 °C bis zum Erreichen einer optischen Dichte (ODgg) von
0,3 - 0,4 AU inkubiert. Die Zellen werden bei 5000 rpm fiir 20 Minuten abzentrifugiert
und auf Eis gestellt. Das Zellpellet wird in 1 ml eiskalter TSS-L&sung resuspendiert,
aliquotiert (100 pl Zellkultur pro Eppendorfgefal®) und in flussigem Stickstoff

schockgefroren. Bis zur Benutzung werden die Zellen bei -80 °C gelagert.

4.3.9 Hitzetransformation

Es werden 3 pul der Plasmid-DNA-L6ésung mit 100 ul hitzekompetenten Zellen
vermischt und fur 30 Minuten auf Eis gestellt. Die Transformation erfolgt durch einen
Hitzeschock bei 42 °C fir 90 Sekunden. Die Zellen werden 2 Minuten auf Eis gestellt
und 1 ml SOC-Medium hinzupipettiert. AnschlieRend werden die Zellen bei 37 °C

eine Stunde lang inkubiert und daraufhin auf Agar-Platten ausplattiert.

4.4 Proteinchemische Methoden

4.4.1 Expression in Voll- und Minimalmedium

Zur Proteinexpression im Milligramm-MalRstab werden 200 ml einer Ubernachtkultur
bei 5000 rpm fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die
Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert. Fir die Herstellung von
unmarkiertem Protein wird die Expression in LB-Medium durchgefihrt, wahrend fur
die Herstellung von uniform ®N- bzw. N, '*C-markiertem Probenmaterial M9-
Minimalmedium benutzt wird. Dieses enthdlt als einzige Stickstoff bzw.
Kohlenstoffquelle ">NH,CI bzw. *C-Glukose. Es werden sechs 2L-Kolben mit jeweils
500 ml antibiotikahaltigem Kulturmedium mit den resuspendierten Zellen angeimpft,
so dal} die optische Dichte bei 600 nm (ODgyo) ca. 0,1 — 0,2 AU betragt. Die Kulturen
werden im Schuttler bei 37 °C inkubiert bis sie eine optische Dichte von ca.
0,6 - 0,8 AU aufweisen. Durch Zugabe von jeweils 0,5 ml einer 1M IPTG-L6sung wird
die Proteinexpression gestartet. Der Verlauf der Expression wird durch stiindliches
Messen des ODggo-Wertes verfolgt. Nach 4 - 5 Stunden werden die Zellen bei
5000 rpm fur 20 Minuten abzentrifugiert. Die Lagerung des Zellpellets erfolgt bis zum
Zellaufschluss bei -80 °C.
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4.4.2 Zellaufschluss und Isolierung der Inclusion Bodies

Die Isolierung der Inclusion Bodies, welche das Fusionsprotein trp-A-LE-PDGFRf-
TM enthalten, erfolgt mittels eines Ultraschallaufschlusses. Hierzu werden die Zellen
zunachst auf Eis aufgetaut. Anschliellend werden diese in 30 ml Lysozym-haltiger
Lésung | resuspendiert, wodurch es zum Abbau der Zellmembranen kommt.
Zusatzlich wird der Aufschluss durch eine neunminttige Ultraschallbehandlung unter
intensiver Kihlung (3 x 3 Minuten, 65 % Leistung) vervollstandigt. Die Suspension
wird fir 40 Minuten bei 17000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und das Pellet in 30 ml Lésung Il resuspendiert und erneut mit Ultraschall
behandelt (3 x 3 Minuten, 65 % Leistung). Durch die in Lésung Il enthaltenen
Detergenzien kommt es zur Solubilisierung von Membranbestandteilen, welche in
dem darauffolgenden Zentrifugationsschritt (19000 rpom, 4 °C, 40 Minuten)
abgetrennt werden. Das Pellet, welches die Inclusion Bodies enthalt, wird in 6 M
Guanidin-haltiger Lésung IlI mittels Ultraschallbehandlung (3 x 3 Minuten, 65 %
Leistung) aufgeldst. AnschlieRend kommt es durch Zugabe von 300 ml bidestilliertem
Wasser zur Féllung der Einschlusskérperchen in Form eines weil3en, flockigen
Niederschlags. Die Inclusion Bodies werden durch Zentrifugation bei 13000 rpm und

4 °C flr eine Stunde abgetrennt und lyophilisiert.

4.4.3 Proteolytische Spaltung mit Hydroxylamin

Proteine kdénnen zwischen den Aminosduren Asparagin und Glycin durch
Hydroxylamin spezifisch gespalten werden [97]. Das Fusionsprotein trp-A-LE-
PDGFRB-TM enthélt eine Asparagin-Glycin-Schnittstelle zwischen dem Hise-Tag
bzw. trp-A-LE-Tag und der PDGFRB-TM Sequenz. Durch die Spaltung mittels
Hydroxylamin kann PDGFRB-TM von den Tags abgetrennt werden. Es werden ca.
200 mg lyophilisierte Inclusion Bodies in 45 ml Verdau-Lésung aufgelést und bei
45 °C Uber Nacht gerlhrt. Durch die Erniedrigung des pH-Wertes auf 3,0 mit
Ameisenséaure wird der Verdau am nachsten Morgen gestoppt. Die Aufreinigung der
Verdau-Produkte erfolgt mittels HPLC.
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4.4.4 Aufreinigung mittels Umkehr-Phase HPLC

Die Aufreinigung der Spaltprodukte nach dem Hydroxylamin-Verdau erfolgt mittels
Umkehr-Phase (Reversed Phase) HPLC. Hierbei wird die Probe mit einem polaren
Laufmittel durch eine Sa&ule, welche aus langkettigen Kohlenwasserstoffketten
besteht und die stationdre Phase darstellt, gepumpt. Die Probenbestandteile
wechselwirken spezifisch mit der stationaren Phase und verbleiben daher
unterschiedlich lange auf der Sé&ule, wodurch es zur Auftrennung des
Probengemisches kommt. Der Nachweis der einzelnen Substanzen erfolgt anhand
eines UV-Detektors, wobei Proteine anhand der Absorption bei 220 nm der
Peptidbindung bzw. zwischen 260 - 280 nm der aromatischen Aminosauren
nachgewiesen werden. Die Aufreinigung von PDGFRB-TM erfolgt bei 35 °C mit Hilfe
einer semipraparativen C18-Polymersdule unter Benutzung des in Tabelle 4.1
aufgeflihrten Gradienten. Dabei werden pro Lauf 3 ml der filtrierten Verdau-L&sung

mittels einer 5 ml Probenschleife auf die Saule aufgetragen.

Tabelle 4.1: Zur RP-HPLC-Aufreinigung der Spaltprodukte des Hydroxylamin-Verdaus verwendeter
Gradient.

Zeit [min] Eluent A[%] EluentB [%] Flussrate [ml/min]

0 50 50 4

1 50 50 4
16 15 85 4
24 5 95 4
26 95 5 4
27 50 50 7
32 50 50 7

4.4.5 Dialyse

Die Entfernung der organischen Losungsmittel sowie noch vorhandener Salze erfolgt
nach der HPLC-Aufreinigung mittels Dialyse. Dazu werden die gesammelten HPLC-
Fraktionen zunachst am Vakuum-Rotationsverdampfer eingeengt, mit 2 M NaOH
neutralisiert und in Dialysemembranen (AusschlussgréfRe 1 kDa) gefillt. Die Dialyse
erfolgt gegen bidest. H,O Uber 2 - 3 Tage, wobei téglich mindestens dreimal das
Wasser ausgetauscht wird. Nach der Dialyse erfolgt eine Lyophilisation, wobei das
Protein als weil’es Pulver erhalten wird. Die Dialyseschlduche werden mehrmals mit
bidest. H,O gewaschen und in 0,05 % NaN3-Ldsung bei 4 °C aufbewahrt.
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4.5 Analytik

4.5.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentrationsbestimmung wird an einem Spektrophotometer (NanoDrop)
der Firma Fisher Scientific durchgefiihrt. Das Spektrophotometer wird zuerst mit der
Pufferlésung ohne Substanz kalibriert. Anschliefiend werden 0,5 — 1 ul der Probe auf
den Piedestal pipettiert. Der Messarm wird nach unten gestellt, so dass sich eine
Flissigkeitssaule (0,01 — 1 mm) ausbildet und die Messung gestartet werden kann.

Nach der Messung wird der Piedestal mit bidest. H,O gereinigt.

4.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Fir die SDS-Gelelektrophorese wird ein 16 %iges Tris-Tricin-Gel hergestellt
(Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Zusammensetzung des Polyacrylamid-Gels. Die Menge entspricht der Herstellung von

zwei Gelen.
Komponenten Trenngel Sammelgel
Acrylamid (30 %) 5,2 ml 670 pl
Tris-HCI-Puffer (pH = 8,45) 3,3ml -
Tris-HCI-Puffer 4x (pH = 6,8) - 1,29 ml
Glycerin 1,7 ml -
Wasser 400 pl 3,2 ml
APS (10 %) 70 pl 35 pl
TEMED 3,5 2yl

Alle Komponenten, bis auf das Ammoniumpersulfat (APS), werden in einem 50 ml
Zentrifugenrbhrchen zusammengegeben. Durch Zugabe von APS wird die
Polymerisation gestartet. Das Trenngel wird zligig zwischen die zwei Glasplatten der
Minigelkammer gegossen und mit Wasser Uberschichtet. Nachdem das Gel
auspolymerisiert ist, wird das Sammelgel auf das Trenngel pipettiert. Zur Bildung der
Probentaschen wird ein Probenkamm in das Sammelgel eingebracht. Die Proben
werden 1:1 mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt. Die Menge des SDS-Probenpuffers fir
die Expressionsreihe errechnet sich wie folgt:

O9Dsw .7 5 _x I 2x SDS-Probenpuffer

0,2
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Die Proben werden fur 5 bis 10 Minuten auf 95 °C erhitzt und anschliel3end fur
1 Minute bei 14000 rpm zentrifugiert. In jede Probentasche des Gels werden 15 pl
Probe geflllt. Zur Molekulargewichtsbestimmung wird aul3erdem ein Proteinmarker
aufgetragen. Das Gel wird in die Elektrophoresekammer eingesetzt und Anoden-
sowie Kathodenpuffer eingefillt. Die Elektrophorese wird bei einer konstanten
Stromstarke von 35 mA und einer Anfangsspannung von 100 V durchgefihrt. Sobald
die blaue Bande des Bromphenolblaus des Probenpuffers die Unterkante des Gels
erreicht hat, wird die Elektrophorese beendet. Das Sammelgel wird abgetrennt und
verworfen. Das Trenngel wird fir 30 Minuten in Fixierlésung und anschlielend fir
weitere 30 Minuten in Coomassie-Farbelésung geschittelt. Zum Entfarben wird das

Gel in Entfarber-Lésung gegeben bis die Proteinbanden sichtbar werden.

4.5.3 Western-Blot
Die immunologische Detektion von His-Tag-haltigen Proteinen erfolgt mit Hilfe eines
Western-Blots mit den entsprechenden Antikérpern. Fir den Anti-His-Tag Western-
Blot wird ein primarer Antikdrper, der an die His-Tag-Sequenz bindet, sowie ein
sekundarer Antikdrper, welcher gegen den ersten gerichtet ist und mit einer
Peroxidase gekoppelt ist, eingesetzt.
Zunachst wird eine SDS-PAGE mit den entsprechenden Proben durchgefiihrt. Das
Sammelgel wird verworfen und die im Trenngel befindlichen Proteine
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Es wird ein Sandwich
aus Filterpapieren (8 cm x 6 cm) hergestellt, welche mit Puffern befeuchtet und wie
folgt aufeinander gestapelt werden:

e 6 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer |

e 3 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer Il

¢ Nitrozellulosemembran mit Anodenpuffer Il

o SDS-Gel mit Kathodenpuffer
e 9 Lagen Filterpapier mit Kathodenpuffer

Das Sandwich wird in die Blotting-Apparatur eingesetzt, wobei die
Nitrozellulosemembran zur Anode hin gerichtet ist. Der Blot findet bei einer
Stromstarke von 2 mA/cm? fur 50 Minuten statt. Um den Erfolg des Transfers auf die
Membran zu Uberprifen, wird das SDS-Gel mit Coomassie-Lésung gefarbt. Die
Nitrozellulosemembran wird fir 1 Stunde in 20 ml PBS-Blocking-Puffer geschiittelt,
so dass alle freien Koordinationsstellen gesattigt sind. Es wird dreimal fur 5 Minuten
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mit 20 ml PBS-Tween-Puffer gewaschen. Die Membran wird fir 1 Stunde mit dem
Primarantikdrper geschittelt und anschlieBend erneut dreimal fir 5 Minuten mit
20 ml PBS-Tween-Puffer gewaschen. Der Sekundarantikérper wird auf die Membran
gegeben und fur 45 Minuten geschiittelt. Dann wird zweimal 1 Minute mit 20 ml PBS-
Tween-Puffer und zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. Die Membran wird in 20 ml
PBS-Puffer gegeben, 200 pl Chlornaphtol und 20 ul H20, (30 %) hinzugegeben und
geschuttelt bis die Banden sichtbar sind. AbschlieRend wird dreimal mit 20 ml bidest.

H,O gewaschen.

4.5.4 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Zur Messung eines MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - Time
of Flight)-Massenspektrums wird eine kleine Menge lyophilisiertes Proteinpulver mit
20 — 30 pl eines 2:1 Gemisches aus Acetonitril/Wasser und TFA (0,1 %) versetzt. Die
Matrixldsung (geséttigte 2,5-Dihydroxybenzoesaure in Acetonitril/Wasser (1:2) mit 0,1 %
TFA) wird in einem Verhaltnis von 1:3 dazu gegeben und mittels Zentrifugation bei 5000
rpm fir 10 Minuten vermischt. AnschlieRend wird 1 pl der Probe auf einem Metalltréger
(Target) aufgetragen und trocknen gelassen. Dabei kommt es zur Kokristallisation
des Proteins und der Matrix. Zur Bestimmung der exakten Massen werden zusatzlich
1 — 2 pl eines Protein-Standardgemischs (Bruker Protein Calibration Standard 1)
zugegeben. Die in dem Gemisch enthaltenen Markerproteine erlauben eine interne
Kalibrierung auf die genauen Massen der Probenmolekule. Die Messungen wurden
von Dr. Sergii Afonin (KIT Karlsruhe) an einem MALDI-TOF-Massenspektrometer der
Firma Bruker durchgefihrt.

4.5.5 CD-Spektroskopie

Die Praparation der CD-Proben erfolgt in Anlehnung an das fur das E5-Protein im
Arbeitskreis Ulrich etablierte Protokoll [52,98]. Es wird eine Stammlésung des
Proteins in TFE hergestellt, wobei 1 mg Proteinpulver in 1 ml TFE aufgeldst werden.
Die Konzentration dieser Stammlésung wird durch Verdiinnen mit TFE so eingestellt,
dass die Bande bei 195 nm im CD-Spektrum ca. 20 mdeg aufweist, was einer
Proteinkonzentration von 0,3 mg/ml (~ 7 uM) entspricht. Fir die Rekonstitution des
Proteins in Detergenz-Mizellen bzw. Lipid-Vesikeln wird von diesen ebenfalls eine
TFE bzw. TFE/H,O-Stammlésung hergestellt. Die Probenherstellung erfolgt durch
Mischen eines Aliquots der Protein-TFE-Stammldsung
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(Proteinkonzentration 6 -12 yuM) mit einem Aliquot der entsprechenden Detergenz-
bzw. Lipid-Stammlésung in einem 2 ml Glasgefall. Das organische L&sungsmittel
wird im Stickstoffstrom entfernt. Zuséatzlich werden die Proben im Vakuum
getrocknet. Die Rehydratisierung erfolgt durch Zugabe von 10 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 6,8). Die Proben werden grindlich gevortext sowie
10 Minuten lang im Ultraschallbad behandelt. Die DMPC- und DPPC-Lipidproben
werden zudem im Wasserbad bei 35 °C bzw. 50 °C bis zur Messung inkubiert.

Zur Aufnahme der CD-Spektren werden die Proben in eine 250 pl Quarzkivette mit
1 mm Schichtdicke gegeben. Die Messung der detergenzhaltigen Proben sowie der
Lipide DEPC und POPC erfolgt bei einer Temperatur von 20 °C, die von DMPC bei
30 °C und von DPPC bei 50 °C. Die CD-Spektren werden im Bereich zwischen 260 —
180 nm in 0,1 nm Intervallen aufgenommen. Von jeder Probe werden 3 Spektren
erfasst und gemittelt, wobei die Scangeschwindigkeit 10 nm/min, die response Zeit
4 s und die spektrale Bandbreite 1 nm betragt. Weiterhin wird ein Referenzspektrum
des puren Lipids bzw. Detergenzes aufgenommen und von dem Probenspektrum
abgezogen. Nach Glattung der Spektren wird eine Basislinienkorrektur durchgefiihrt,
so dass die Elliptizitat bei 260 nm Null betragt.

Die Konzentrationsbestimmung kann aufgrund der aromatischen Aminosduren
Tryptophan und Tyrosin des PDGFRB-TM Proteins durch Messung der UV-
Absorption bei 280 nm durchgefuhrt werden. Dazu wird ein 100 ul Aliquot der
jeweiligen Probe in eine 1 cm Halbmikrokivette gegeben und ein UV-Spektrum
zwischen 240 - 340 nm aufgenommen. Weiterhin wird ein Referenzspektrum ohne
Protein aufgenommen und von dem Spektrum abgezogen. Anhand des Lambert-

Beerschen Gesetzes kann die Proteinkonzentration berechnet werden.

E=g-c-d=> c:—EZSO"’”
c-d

€: molarer Extinktionskoeffizient (fir PDGFRB-TM: 6990 M'1*cm'1), d: Schichtdicke der Kivette (1 cm),

c¢: Proteinkonzentration (M), Eogonm: Extinktionswert bei 280 nm

Die Bestimmung der einzelnen Sekundarstrukturanteile des Proteins erfolgte durch
Anwendung der Algorithmen CONTIN-LL, Selcon 3 und CDSSTR, welche auf dem
DICHROWEB-Server der Universitat Birbeck, London zur Verfigung stehen (siehe
Kapitel 3.2) [82-86]. Fur die Sekundéarstrukturanalyse wurde der Referenzdatensatz
SP175 verwendet.
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4.5.6 OCD-Spektroskopie

Die Darstellung der Lipid-Vesikelldsungen fur die Messung der OCD-Spektren erfolgt
analog zu der Probenherstellung der CD-Proben (Kapitel 4.5.5), wobei die Proben
mit bidest. H,O rehydratisiert werden. Ein 100-140 ul Aliquot der wassrigen Vesikel-
Probe, welche zwischen 4 - 7 ug Protein enthalt, wird auf ein Quarzglasfenster mit
20 mm Durchmesser aufgetragen. Der Durchmesser der aufgetragenen
Probenflache betragt hierbei 11 mm. Fir die Lipide DLPC und DMPC betrégt die
Gesamtlipidmenge auf dem Glastrager 0,2 mg, fir POPC und DEPC jeweils 0,05 mg.
Nach dem die Probe an der Luft getrocknet ist, wird diese in die OCD-Zelle
eingebaut, wo sie zunédchst fir ca. 15 Stunden bei 97 % Luftfeuchte (gesattigte
K2SO4-Lésung) und einer Temperatur oberhalb des Phasenibergangs der Lipide
hydratisiert wird. Die OCD-Messzelle wird in das Jasco-Spektropolarimeter
eingebracht, wobei durch Rotation der Messzelle um den Lichtstrahl die Probe unter
8 verschiedenen Winkeln gemessen wird. Die Messung erfolgt fiir die Lipide POPC,
DLPC und DEPC bei 20 °C und far DMPC bei 30 °C. Die erhaltenen Spektren
werden gemittelt, wodurch spektrale Artefakte, die durch linearen Dichroismus oder
Doppelbrechung zustande kommen, ausgemittelt werden. Analog zu den CD-

Spektren wird ein Lipid-Referenzspektrum vom Probenspektrum abgezogen.

4.5.7 Flussigkeits-NMR Spektroskopie

Fur die Herstellung der Flussigkeits-NMR-Proben werden 1 mM '°N- oder "°N-, *C-
uniform markiertes Proteinpulver in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen abgewogen
und in ca. 2 ml TFE aufgeldst. Fur die ,Heterodimer“-Probe werden jeweils 0,85 mM
unmarkiertes und '°N-, "*C-uniform markiertes Proteinpulver verwendet. Zum
besseren Auflésen wird die Lésung 5 Minuten im Ultraschallbad sonifiziert. Es
werden 200 mM DPC-d38 abgewogen und zu der Probe gegeben. Das organische
Lésungsmittel wird im Stickstoffstrom abgedampft, so dass sich ein Detergenzfilm am
Rand des Zentrifugenrbhrchens ausbildet. Zur vollstdndigen Entfernung des
Lésungsmittels wird die Probe Uber Nacht unter vermindertem Druck gehalten. Zur
Rehydratisierung werden 450 pyl 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH = 6,8), welcher
100 mM NaCl enthalt, verwendet. Die Probe wird bis zum vollstdndigen Lésen mit
Ultraschall behandelt, bevor 50 yl D;O und 2 pyl 50 mM DSS-Stammldésung zugesetzt
und die Probe in ein 5 mm Probenréhrchen tberfuhrt wird. Die ,Heterodimer“-Probe
wird in 500 ul D20 rehydratisiert.
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Die Experimente wurden an einem Bruker Avance 600 MHz Spektrometer mit einem
TBI-Tripelresonanz Probenkopf durchgefuhrt. Zur Unterdriickung des Wassersignals
wird die Einstrahlfrequenz der Protonen auf die Resonanz der Wasserlinie gesetzt.
Das 3D "N-editierte NOESY- und TOCSY-Experiment wurde bei 37 °C gemessen
und zur Bestimmung der 'N- und 'H-Resonanzen des Proteinriickgrats
herangezogen. Die 3D  Tripelresonanzexperimente  (HNCA, CBCANH,
CBCA(CO)NH, (H)C(CO)NH-TOCSY) wurden bei einer Temperatur von 50 °C
aufgenommen und dienten der Zuordnung der 'H-, *C- und '*N-Resonanzen des
Proteins [99]. Die Zuordnung der Protonenresonanzen der Seitenketten erfolgte
anhand eines 3D *C-editierten NOESY-Experiments in D-O bei einer Temperatur
von 50 °C und wurde auf ein Spektrum, welches bei 35 °C gemessen wurde,
tibertragen. Die Messung des 3D '*C-gefilterten, '°N-editierten NOESY-Experiments
erfolgte an einem Bruker Avance 900 MHz Spektrometer mit einem TXI-Cryo-
Tripelresonanzprobenkopf bei 35 °C und diente der Bestimmung der
intermolekularen NOE-Kontakte zwischen den beiden Helices des dimeren Proteins
[100]. In Tabelle 4.3 ist die Anzahl der fir die einzelnen Experimente verwendeten
Datenpunkte sowie der spektrale Bereich aufgefiihrt. Die Spektren wurden auf DSS
referenziert. Das Programm NMRPIPE [101] wurde zum Prozessieren der jeweiligen

Spektren herangezogen wobei die Auswertung mittels NMRVIEW [102] erfolgte.

Tabelle 4.3: Heteronukleare NMR-Experimente, die an PDGFRB-TM in DPC-Mizellen durchgefihrt
wurden. Die t;- und ty-Zeit stellen die indirekte Dimensionen dar, wahrend in der t;-Zeit die

Datenakquisition erfolgte.

Komplexe Punkte der spektrale Breite
Experiment Datenmatrix (Kern) (Hz)

t, t, t, F1 F2 F3
HNCA 64 ('N) 38 ('3C) 1024 ("H) 2000 5000 7183,9
HNCACB 55 ("SN) 45 ('3C) 1024 ("H) 2000 10000 7183,9
CBCA(CO)NH 55 ("*N) 50 ('3C) 1024 ("H) 2000 10000 7183,9

(H)C(CO)NH-TOCSY 70 (*5N) 60 ('3C) 1024 ('H) 2000 10000 8389,2

15N-NOESY 163 ("H) 40 ("5N) 1024 ('H) 6601,7 1694,9 8389,2
15N-TOCSY 148 ("H) 40 ("5N) 1024 ('H) 6601,7 1694,9 8389,2
13C-NOESY 200 ('H) 75('*C) 1024 ("H) 7501 11111 7182

13C-gefiltertes, 3C-

1 13 1
odiiortes NOESY 97 ('H) 100 ("*C) 1024 ('H) 5400,5 9048,8 8993
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ARIA1.2-CNS [103] wurde sowohl fiur die Kalibrierung der NOE-Distanzen sowie zur
Berechnung der Struktur des monomeren und dimeren Proteins verwendet. Zur
Berechnung der Monomerstruktur wurden 480 NOEs, 68 dihedrale Winkel und 17
Wasserstoffbriickenbindungen verwendet. Hierbei wurden die intermolekularen NOE-
Kontakte vernachlassigt. Daraufhin wurde die Dimerstruktur berechnet, indem zwei
Monomerstrukturen unter der Einwirkung eines schwachen pseudo-Potenzials
kombiniert wurden. Die NCS (non-crystallographic symmetry)-Kraftkonstante betrug
hierbei 1 kcal/mol. In diesem Schritt wurden sowohl die intra- als auch die
intermolekularen NOE-Kontakte bericksichtigt. Die Strukturen wurden mittels
PROCHECK [104] untersucht und mit Hilfe des Visualisierungsprogramms MOLMOL
[105] dargestellt.

4.5.8 Festkorper-NMR Spektroskopie

Fur die Festkdrper-NMR Messungen wird das Protein in mechanisch orientierten
Lipiddoppelschichten auf Glasplattchen oder in Bizellen rekonstituiert.

Zur Herstellung mechanisch orientierter Proben auf Glasplatichen werden jeweils
15,3 mg der Lipde DMPC und POPC abgewogen. Uniform "°N-markiertes Protein
wird ebenfalls als Pulver abgewogen, so dass das gewtlinschte Protein-zu-Lipid-
Verhaltnis erreicht wird. Das Proteinpulver wird in jeweils 1 - 3 ml TFE aufgel6st und
die entsprechenden Lipide hinzugegeben. Nach einer finfminttigen Inkubation im
Ultraschallbad wird das organische L&sungsmittel im Stickstoffstrom abgedampft und
zur vollstandigen Entfernung Uber Nacht unter vermindertem Druck gehalten. Der
Lipidfilm wird durch die Zugabe von 1360 pl bidest. H,O gel6st, wobei sich nach der
Ultraschallbehandlung kleine unilamellare Vesikel (SUV's) ausbilden, in welchen das
Protein rekonstituiert ist. Die Ldsung wird gleichmaRig auf 17 Glasplattchen
(7,5 x 12 mm) verteilt. Nach dem Trocknen werden die Glasplatichen gestapelt,
wobei ein weiteres leeres Glasplattchen als Deckel dient. Diese werden nun in einen
Glascontainer (7,7 x 2,2 x 30 mm) Uberfuhrt, welcher tGber Nacht bei 48 °C in einer
verschlossenen Kammer in Anwesenheit einer gesattigten K,SO4-Lésung (97 %
Luftfeuchte) inkubiert wird. Hierbei wird die Probe rehydratisiert und es bilden sich
orientierte Lipiddoppelschichten aus. Um die Probe vor Austrocknung zu schitzten,
werden in den Glascontainer auf beiden Seiten mit Wasser befeuchtete Papiertiicher
hinzugefiigt und die Offnungen mit Parafilm verschlossen.
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Fur die Herstellung von magnetisch orientierten Bizellen werden als langkettige
Lipide reines DMPC oder ein Gemisch aus DMPC und DMPG (molares Verhaltnis
80:20) verwendet. Als kurzkettiges Lipid wird das etherverknipfte 6-O-PC benutzt.
Der Lipidanteil betragt 22 % bzw. 25 % (w/v) in einem molaren Verhaltnis q=3,2 bzw.
g=5,0 von langkettigen zu kurzkettigen Lipiden. Zur Darstellung der Proben werden
die langkettigen Lipide als Pulver abgewogen und das kurzkettige 6-O-PC aufgrund
seiner Hygroskopizitat als Stammlésung hinzugefiigt. Die Probe wird mit bidest. H,O
bis zu einem Gesamtvolumen von 256 ul (q=3,2) bzw. 210 ul (q=5,0) aufgefillt und
gevortext. Die Lipidmischung wird abwechselnd bei 0 °C und 43 °C inkubiert, bis sich
eine klare L6sung gebildet hat. Nach der Einstellung des pH-Wertes von 6,8 auf Eis
werden 170 pl der kalten Lésung auf das Proteinpulver gegeben. Hierbei wird die
Proteinmenge so gewahlt, dass sich das gewlinschte Protein-zu-Lipid-Verhéaltnis
ausbildet. Das Gemisch wird nun erneut abwechselnd bei 0 °C und 43 °C inkubiert,
bis das Proteinpulver vollstédndig aufgeldst ist. Der pH-Wert wird erneut Uberprift und
die Probe in ein Probenréhrchen Uberfihrt, welches mit einem Gummistopfen
luftblasenfrei verschlossen wird.

Die Messung der Festkérper-NMR Experimente erfolgte an einem Bruker 500 MHz
Spektrometer mit einer Flachspule fir die Messung der orientierten Proben auf
Glasplattchen bzw. mit einer Solenoid-Rundspule fur die Bizellen-Proben. Zur
Messung der $IP_.NMR-Spektren wurde die 'H entkoppelte Hahn-Echo-Pulssequenz
verwendet. Die Referenzierung erfolgte extern mit 85 %iger H3;PO,4, die bei
Raumtemperatur gemessen und auf 0 ppm gesetzt wurde. Die 1D-'°N-Experimente
wurden unter Benutzung eines Kreuzpolarisations-Pulsprogramms (CP-MOIST
Pulssequenz) gemessen [106]. Die heteronukleare 'H-'>N-Entkopplung wurde mittels
der SPINAL-16 Pulssequenz wahrend der Akquisition durchgefiihrt [107]. Um eine
Aufheizung der Probe wahrend der Messung zu vermeiden, wurde eine CP-Mischzeit
von 1 ms sowie eine Wiederholzeit von 8 s zwischen den einzelnen Scans gewabhilt.
Des weiteren wurden alle Spektren in der "®N-Dimension auf 26,8 ppm fur festes
®NH,S04 und in der 'H-Dimension auf 4,7 ppm fur H,O referenziert. Die

Visualisierung der Daten erfolgte mit Topspin (Bruker Biospin).
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5. Ergebnisse

5.1 Herstellung von PDGFRB-TM

5.1.1 Klonierung des PDGFRB-TM Gens in den Expressionsvektor pMMHb

Die DNA-Sequenz, welche fur das Transmembransegment zwischen der Aminosaure
Histidin 494 und Glutaminsaure 531 des Rinder PDGF-Rezeptors 3 (kurz PDGFRp-
TM) kodiert, wurde durch chemische Nukleotidsynthese hergestellt und Uber eine
Hindlll und BamH| Restriktionsschnittstelle in den Vektor pBlueskript Il KS (-)
eingebracht (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland). Weiterhin enthalt die
DNA-Sequenz am N-Terminus 2zwei Basentripletts, welche flur die beiden
Aminosauren Asparagin und Glycin kodieren (Abbildung 5.1). Diese Aminosauren
dienen bei der spateren Aufreinigung des Proteins als Schnittstelle, um weitere Tags

chemisch abzuspalten.

Hir}d [
5" pBluescript Il KS (-) ~AAGCTT AAT" GGA? CAC TCC TTG CCC TTT AAG GTG

GTG GTG ATC TCA GCC ATC CTG GCC CTG GTG GTG
CTC ACC ATC ATC TCC CTT ATC ATC CTC ATC ATG CTT
TGG CAG AAG AAG CCA CGT TAC GAG TAG? GGATCC — pBluescript I KS (-) 3°

|
Bam HI

495 500 505 510 515 520 525 530
GHSLPFKVVVISAILALVVLTIISLIILIMLWQKKPRYE

Abbildung 5.1: Nukleotidsequenz (A) und dazugehdérige Aminosauresequenz (B) des PDGFRB-TM
Gens, welche den Aminosduren Histidin 494 bis Glutaminsdure 531 des Rinder PDGF-Rezeptors 3
entspricht. Die DNA-Sequenz ist N-terminal Uber eine Hindlll und C-terminal Uber eine BamHI
Restriktionsschnittstelle in den Vektor pBluescript Il KS (-) einkloniert. 1) und 2) kodieren fur die
Aminosauren Asparagin und Glycin, welche als Hydroxylamin-Schnittstelle dienen. 3) kodiert das

Stop-Codon.

Fur die Proteinexpression sollte die PDGFRB-TM Sequenz in den pMMHb-Vektor
einkloniert werden. Dieser Vektor hatte sich bereits fir die Herstellung des
hydrophoben ES5-Proteins im Arbeitskreis Ulrich als gut geeignet erwiesen [98].
Hierbei wird das Zielprotein als Fusionsprotein, bestehend aus einem N-terminalen
Hiso-Tag und einer trp-A-LE-Sequenz, exprimiert. Diese leitet sich von der Sequenz
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des Tryptophan-Operons aus E. coli ab und ist fir die Anreicherung des exprimierten
Proteins in unlésliche Einschlusskérper, sogenannte Inclusion Bodies (IB),
verantwortlich [108].

Um die DNA-Sequenz von PDGFRB-TM in den pMMHb-Vektor einzuklonieren,
musste es zunachst aus dem pBluescript Il KS (-)-Vektor isoliert werden. Dies
erfolgte anhand eines Doppelverdaus mit den beiden Restriktionsendonukleasen
BamHI und Hindlll. Um kompatible Enden fur die Einklonierung des PDGFRB-TM
Gens in den Expressionsvektor pMMHb zu schaffen, wurde dieser ebenfalls mit den
gleichen Restriktionsendonukleasen verdaut. Die verdauten DNA-Fragmente
konnten mit Hilfe eines Agarosegels isoliert und aufgereinigt werden (Abbildung 5.2).

A B

5000 bp
1500 bp

— pBluescript Il KS (-) 5000 bp
1500 b

—» pMMHb

500 bp 500 b

—> PDGFR B-TM-Gen Fremdgen

Abbildung 5.2: Doppelverdau mit Hindlll und BamHI der Plasmide pBluescript Il KS (-) (A) und
pMMHb (B) aufgetragen auf ein 2 % bzw. 1 % Agarosegel.
Spur 1: Marker (GeneRuIerT'\’I 1kb Plus), Spur 2: Doppelverdau von pBluescript Il KS (-) bzw. pMMHb.

Der Erfolg der anschlieBenden Ligation des PDGFRB-TM-DNA-Fragments in den

Expressionsvektor pMMHb wurde zum einen durch einen Kontrollverdau des ligierten

Plasmids und zum anderen durch Sequenzierung bestétigt (Abbildung 5.3).

Hisy-Tag

T7 Promotor trp-ALE
5000 bp —» pMMHb PDGFRI—:I:IrdN:II
1500 bp— Bam Hi
PMMHb/ . .
500 bp —| PDGFR B-TM "’% T7 Terminator
3663 bp
200 bp PDGFR g-TM  AmP

ori
Abbildung 5.3: Kontrollverdau des in den pMMHb-Vektor einklonierten PDGFRB-TM Gens (A) sowie
Vektorkarte des Fusionsproteins trp-ALE-PDGFRB-TM im Expressionsvektor pMMHDb.

Spur 1: Marker (GeneRuler™ 1kb Plus), Spur 2: Doppelverdau von pMMHb/PDGFRB-TM.
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5.1.2 Expression und Aufreinigung von PDGFRB-TM

Fir die Expression wurde das Plasmid pMMHb/PDGFRB-TM in E. coli BL21 (DE3)
pLysS transformiert. Das PDGFRB-TM Protein wurde sowohl unmarkiert in LB-
Medium als auch uniform ""N- bzw. 'N,"®C-markiert in M9-Minimalmedium
hergestellt. Hierbei enthdlt das Minimalmedium als einzige Stickstoff- bzw.
Kohlenstoffquelle isotopenangereichertes '°N-Ammoniumsulfat bzw. C-Glukose.
Die Proteinexpression erfolgte bei 37 °C im Schuttelinkubator, wobei die Kulturen bis
zu einer optischen Dichte ODggo von ungeféhr 0,6 — 0,8 wachsen gelassen wurden.
Dann wurde die Proteinexpression durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert.
Unabhangig vom Medium erreichte die Expressionsrate nach ungeféhr 5 Stunden ihr
Maximum. Dann beginnt aufgrund von Nahrstoffmangel die Degradierung des
Proteins durch das Bakterium, was anhand der immer geringer werdenden Intensitat
der Bande bei 17,4 kDa sowohl im SDS-Gel als auch im Western-Blot in
Abbildung 5.4 ersichtlich ist. Daher wurde die Zellkultur zu diesem Zeitpunkt
abzentrifugiert. Die Proteinausbeute betrug in LB-Medium ca. 3 g/L und in

Minimalmedium 2 g/L.

A Zeit nach Induktion [h]
0 3 4 5 6 7 8 9 15

ES i e e e e
e
f-_-'.__ = _m-——-—-—.

—— — _— - —--_ _- -

20 kDa—
15 kDa—

—— — —

10 kDa— s

Zeit nach Induktion [h]
0 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 5.4: SDS-PAGE (A) und Western-Blot (B) der Expression von unmarkiertem PDGFRB-TM
Fusionsprotein. Die Induktion erfolgte durch IPTG.

Zur lsolierung der Inclusion Bodies, welche das Fusionsprotein trp-A-LE-PDGFR[3-
TM enthalten, wurden die Zellen mit Ultraschall behandelt. Der Aufschluss erfolgte in
mehreren aufeinanderfolgenden Schritten, wobei die unléslichen Bestandteile jeweils
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durch Zentrifugation entfernt wurden. Das SDS-Gel in Abbildung 5.5 zeigt, dass sich
der gréBte Teil des Fusionsproteins nach den Zentrifugationsschritten im jeweiligen
Pellet befindet, wohingegen im Uberstand kein Protein vorhanden ist. Nach der
letzten Behandlung mit Ultraschall konnten die aufgeldsten Inclusion Bodies mit

Wasser erfolgreich ausgeféllt werden.

20 kDa—
15kDa— .

10 kDa—

Abbildung 5.5: SDS-PAGE der Isolierung der Inclusion Bodies, welche das Fusionsprotein trp-A-LE-
PDGFRB-TM enthalten. Der Aufschluss erfolgte in drei aufeinander folgenden Schritten (I-I1l), wobei in
jedem Schritt verschiedene Aufschlusslésungen verwendet wurden. US kennzeichnet den nach jedem

Zentrifugationsschritt erhaltenen Uberstand.

Eine weitere Aufreinigung des Fusionsproteins mittels Ni-Affinitdtschromatographie
erwies sich als nicht unbedingt erforderlich, da die noch vorhandenen
Verunreinigungen im letzten Schritt der Aufreinigung mittels HPLC entfernt werden
konnten. Somit wurden die ausgefédllten Inclusion Bodies Uber Nacht mit
Hydroxylamin verdaut, um den N-terminalen {trp-A-LE-Tag mit Hisg-Tag von
PDGFRB-TM abzutrennen. Zwischen der Sequenz des trp-A-LE-Tags mit Hise-Tag
befinden sich die beiden Aminosduren Asparagin und Glycin, welche eine
spezifische Schnittstelle fir Hydroxylamin darstellen. Nach der Spaltung mit
Hydroxylamin verbleibt am N-Terminus von PDGFRB-TM ein Glycin (siehe Abbildung
5.1 B), welches nicht zur nativen Sequenz gehdrt, aber aufgrund seiner geringen
Grolke die anschlieenden Strukturuntersuchungen nicht weiter beeinflusst.

Um das von den Tags abgespaltene PDGFRB-TM Protein von weiteren Verdau-
Produkten zu trennen, wurde die Verdau-Lésung mittels HPLC aufgereinigt. Fur die
Auftrennung im semipreparativen Malstab wurden zunadchst verschiedene
L&ésungsmittel-Zusammensetzungen, Temperaturen und Gradienten getestet, wobei

die einzelnen Elutionsfraktionen mittels MALDI-TOF untersucht wurden. Ein
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mehrstufiger Gradient mit unterschiedlichen Flussraten erwies sich als geeignet, um
PDGFRB-TM von weiteren Spaltprodukten abzutrennen. Abbildung 5.6 zeigt das
HPLC-Chromatogramm bei 220 nm, wobei das Elutionsprofil in verschiedene
Abschnitte, welche dem Verlauf des Gradienten entsprechen, eingeteilt ist. Im ersten
Teil des Gradienten eluieren alle Proteine, die eine geringere Hydrophobizitét als
PDGFRB-TM besitzen, wie nicht gespaltene Fusionsproteine, abgetrennte trp-A-LE-
Proteine mit Hiso-Tag sowie diverse Verunreinigungen und Salze. Im anschlieRenden
zweiten Teil eluiert das von den Tags abgetrennte PDGFRB-TM Protein mit einer
Retentionszeit von 19 — 21 Minuten in Form eines einzelnen, gut aufgetrennten
Peaks. Um eventuell noch vorhandene polare Verunreinigungen zu eluieren, wurde
im dritten Abschnitt des Gradienten die Konzentration an Ld&sungsmittel B

herabgesetzt, sowie die Flussrate von 4 ml/min auf 7 ml/min erhéht.
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Abbildung 5.6: HPLC-Chromatogramm bei 220 nm der semipreparativen Aufreinigung des
Fusionsproteins trp-A-LE-PDGFRB-TM nach dem Hydroxylamin-Verdau. Die zweite y-Achse zeigt die
Volumenprozente des Losungsmittels B. Der verwendete Gradient wird durch die blaue Linie
dargestellt, wobei das gespaltene PDGFRB-TM Protein im zweiten Teil des Gradienten (ll) eluiert
(19 — 21 min).

Bei der Aufreinigung des sich ahnlich verhaltenden E5-Proteins im Arbeitskreis hatte
sich gezeigt, dass die aufgereinigten Proteinproben immer noch Restmengen an
Guanidin-Hydrochlorid beinhalten, welches wéhrend des Zellaufschlusses und

Hydroxylamin-Verdaus zugesetzt wird [98]. Da Guanidin-Hydrochlorid denaturierend
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wirkt und somit die Ausbildung von Wasserstoffbricken verhindert, musste fur die
anschlieBenden Strukturuntersuchungen sichergestellt werden, dass alle Salzreste
vollstandig entfernt sind. Daher wurden die gesammelten HPLC-Fraktionen tber
mehrere Tage hinweg gegen destilliertes Wasser dialysiert und anschlielend
lyophilisiert.

Die durchschnittliche Ausbeute an aufgereinigtem PDGFRB-TM Protein betrug ca.
2 mg/L in LB-Medium und 1 mg/L in Minimalmedium.

5.1.3 Charakterisierung mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF

Nach der erfolgreichen Aufreinigung von PDGFRB-TM wurde das Protein mittels
SDS-PAGE untersucht. Das SDS-Gel in Abbildung 5.7 zeigt vier gut aufgel6ste
Banden bei 7 kDa, 12 kDa, 14 kDa und 17 kDa, welche einem monomeren, dimeren,
trimeren und tetrameren Protein entsprechen. Das anhand des Programms
.PeptideMass“ (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html) ermittelte theoretische
Molekulargewicht des Monomers betragt 4416,5 Da und des Dimers 8833,0 Da,
wobei die entsprechenden Banden im Gel bei etwas héheren Massen laufen. Die
Banden, welche einem Trimer und Tetramer entsprechen, stimmen mit den
theoretischen Massen eines Trimers von 13249,5 Da und eines Tetramers von
17666,0 Da Uberein (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1: Durchschnittliches Molekulargewicht von PDGFRB-TM und der verschiedenen

Oligomere.
theoretische
PDGFRB-TM Masse [Da]
Monomer 4416,5
Dimer 8833,0
Trimer 13249,5
Tetramer 17666,0
p———
-—3
—_—
20 kDa— s
15 kDa—'—__> Tetramer

Trimer
— Dimer

10 kDa-
F Monomer

Abbildung 5.7: SDS-Gel des aufgereinigten PDGFRB-TM Proteins.
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Weiterhin  wurde PDGFRB-TM mittels MALDI-TOF  Massenspektrometrie
charakterisiert. Im Vergleich zum SDS-Gel zeigt das MALDI-Massenspektrum in
Abbildung 5.8 zwei Peaks bei 4416,5 Da und 8830,1 Da, welche dem monomeren
und dimeren PDGFRB-TM Protein entsprechen. Héhere Oligomere konnten mittels
Massenspektrometrie allerdings nicht detektiert werden. Die Tatsache, dass das
nicht-kovalente  Dimer sogar unter den harschen Bedingungen der
Massenspektrometrie detektiert werden konnte, zeigt, dass PDGFRB-TM eine

aulderst starke intrinsische Fahigkeit zur Dimerisierung besitzt.
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Abbildung 5.8: MALDI-TOF Massenspektrum des aufgereinigten PDGFRB-TM Proteins. Der Kasten

oben rechts zeigt eine VergréRerung des Dimer-Peaks.
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5.2 Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie

5.2.1 CD an PDGFRB-TM in Detergenz-Mizellen und Lipid-Vesikeln

Zur Bestimmung der Sekundarstruktur von PDGFRB-TM wurde das Protein in
verschiedenen membranimitierenden Umgebungen rekonstituiert und mittels CD-
Spektroskopie untersucht.

Es wurden CD-Spektren von PDGFRB-TM in verschiedenen Detergenz-Mizellen
gemessen, da diese ein gut etabliertes System fir die Untersuchung von
Membranproteinen darstellen. Neben dem anionischen Detergenz SDS, welches
eine Kohlenwasserstoffkette von 12 C-Atomen besitzt, wurden die beiden
zwitterionischen Detergenzien DPC und LPPC verwendet, deren
Kohlenwasserstoffketten 12 bzw. 16 C-Atome aufweisen. Abbildung 5.9 zeigt die
entsprechenden CD-Spektren, welche alle die fir ein a-helikales Protein
charakteristischen Banden, mit einem Maximum bei 192 nm und den beiden Minima
bei 208 nm und 224 nm, aufweisen. Das Verhéltnis der MRE-Intensitdten bei 192 nm
und 208 nm von ca. 2:1 deutet auf einen hohen a-helikalen Anteil hin. Die CD-
Spektren sind fur SDS und LPPC &hnlich, wohingegen das DPC-Spektrum eine
etwas geringere Signalintensitat aufzeigt, was auf einen geringeren a-helikalen Anteil

hindeutet.
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Abbildung 5.9: CD-Spektren von PDGFRB-TM in verschiedenen Detergenz-Mizellen. Die
Fehlerbalken bei 192 nm, 208 nm und 224 nm zeigen die Standardabweichung der MRE-Werte

aufgrund der Unsicherheit bei der Bestimmung der Proteinkonzentration.
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Die quantitative Sekundarstrukturanalyse wurde mit Hilfe der drei Algorithmen
CONTIN-LL, Selcon3 und CDSSTR durchgefuhrt (siehe Kapitel 3.2). Zusétzlich
wurde der o-helikale Anteil fy anhand einer Einzelwellenlangenauswertung bei
220 nm bestimmt. Alle drei Algorithmen lieferten recht &hnliche Ergebnisse,
weswegen in Tabelle 5.2 nur die Sekundarstrukturauswertung nach CONTIN-LL und

der Helixanteil gemal der Einzelwellenldngenauswertung gezeigt ist.

Tabelle 5.2: Sekundérstrukturanalyse des PDGFRB-TM Proteins in Detergenz-Mizellen nach
CONTIN-LL sowie die Bestimmung des a-helikalen Anteils fH anhand der

Einzelwellenldngenauswertung bei 220 nm.

PDGFR B-TM  a-Helix B-Faltblatt  B-Schleife unstrukturiert NMRSD Fy

SDS 82 (+9, -7) % 0% 10 (+1,-1) % 8 (+7,-8) % 0,036 81 (+6, -5) %
DPC 74 (+11,-9) % 0% 11 (+10, -2) % 15 (+6, -9) % 0,031 74 (+15,-11) %
LPPC 79 (+7,-6) % 0% 9(+1,-2) % 12 (+5,-5) % 0,030 85 (+12,-9) %

In SDS- und LPPC-Mizellen weist PDGFRB-TM einen a-helikalen Anteil von ca. 82 %
bzw. 79 % auf. In DPC-Mizellen ist der helikale Anteil leicht reduziert und betragt ca.
74 %. Der helikale Anteil fy, welcher anhand der Einzelwellenlangenauswertung bei
220 nm berechnet wurde, bestédtigt diese Ergebnisse. Die Variation der
Sekundarstrukturanteile entsteht durch die Messunsicherheit bei der Ermittlung der
exakten Proteinkonzentration. Diese konnte durch Messen der UV-Absorption der
aromatischen Aminosaure Tryptophan bei 280 nm bestimmt werden. Trotz der
Zugabe des gleichen Aliquots an PDGFRB-TM-Stammlésung zu jeder CD-Probe
konnte keine identische Proteinkonzentration fir alle Proben erzielt werden,
weswegen der Mittelwert der Konzentrationen fir jedes entsprechende Detergenz
gebildet  wurde. Die  Standardabweichung der  ermittelten mittleren
Proteinkonzentration fihrt zu einer Standardabweichung der errechneten MRE-
Werte, welche ebenfalls symmetrisch um die mittleren MRE-Werte verteilt ist. Diese
MRE-Standardabweichung wurde zu den gemittelten MRE-Werten addiert bzw.
subtrahiert. Die anschlieliende Auswertung des dabei erhaltenen (,maximalen® bzw.
,minimalen) MRE-Spektrums mittels CONTIN-LL ergab eine asymmetrische
Verteilung des Fehlers in den fraktionalen Sekundarstrukturanteilen.

Zur Beurteilung der Qualitédt der Sekundérstrukturauswertung wurde die normierte
Standardabweichung (NMRSD) herangezogen. Fir CONTIN-LL liegt der Grenzwert

des NMRSD-Wertes zwischen den experimentell bestimmten und den aus den
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Sekundarstrukturanteilen rekonstituierten Spektren bei 0,1. Fur alle drei
Detergenzien liegt der NMRSD-Wert weit unter diesem Grenzwert, was zusammen
mit den fur die verschiedenen Algorithmen relativ gut Ubereinstimmenden
Ergebnissen fur die Richtigkeit der Auswertung spricht.

Dariiber hinaus wurde PDGFRB-TM in verschiedenen Lipid-Vesikeln untersucht,
welche im Vergleich zu Mizellen ein den Gegebenheiten in natlrlichen
Zellmembranen ndher kommendes Modellsystem fir die Untersuchung von
Membranproteinen darstellen. Um den Einfluss der Lipidmenge auf die
Rekonstitution von PDGFRB-TM zu untersuchen, wurden CD-Spektren des Proteins
in DMPC-Vesikeln unter Variation des Protein-zu-Lipid-Verhaltnisses (P:L-Verhaltnis)

gemessen (Abbildung 5.10).
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Abbildung 5.10: CD-Spektren von PDGFRB-TM in DMPC-Vesikeln unter Variation des Protein-zu-
Lipid-Verhaltnisses.
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Wie auch die Spektren in Detergenz-Umgebung zeigen die Spektren in DMPC-
Vesikeln die typischen Banden fir ein a-helikales Protein. Die Spektren fur die
verschiedenen P:L-Verhaltnisse (1:200, 1:100, 1:50) zeigen keine signifikanten
Unterschiede in der Linienform, mit Ausnahme des Spektrums bei einem P:L-
Verhéltnis von 1:30, wo eine gewisse Verdnderung der Intensitdt und der
Signalbanden auftritt. Das Maximum ist leicht zu héheren Wellenlangen verschoben
und die Intensitdt der Bande ist reduziert, ebenso weisen die beiden Minima bei

208 nm und 224 nm geringere Signalintensitaten auf.
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Dies deutet auf eine - zumindest teilweise - Aggregation des hydrophoben Proteins in
den Lipid-Vesikeln hin, wodurch eine ungleichmaBige Verteilung und
Abschattungseffekte der Chromophore innerhalb der Probe entstehen, welche zu
einer Absorptionsabflachung im CD-Spektrum (sogenanntes absorption flattening)
fahrt [109].

Zudem wurde PDGFRB-TM in POPC-, DPPC- und DEPC-Vesikeln untersucht
(Abbildung 5.11), wobei fir POPC und DEPC aufgrund der stark absorbierenden
Doppelbindung der Acylkette und des damit verbundenen schlechteren Signal-zu-
Rausch-Verhéltnisses der CD-Spektren nur ein P:L-Verhaltnis von 1:50 verwendet
werden konnte. Sowohl das DPPC- als auch das POPC-Spektrum zeigen einen den
Linienformen in DMPC &hnlichen Kurvenverlauf. Die positive Bande bei 192 nm ist
fur POPC leicht reduziert, wobei die beiden negativen Banden bei 208 nm und
222 nm etwas starker ausgeprégt sind. Das DEPC-Spektrum zeigt eine leichte
Verschiebung der positiven Bande bei 195 nm zu héheren Wellenlédngen, die sich
aber im Rahmen des Messfehlers kaum auf die prozentualen
Sekundérstrukturelementanteile  auswirkt  und  vermutlich  auf  geringe
Absorptionsabflachungseffekte zurtickzufiihren ist. Die beiden negativen Banden bei
208 nm und 222 nm besitzen dagegen eine vergleichbare Intensitat wie in DPPC und
DMPC.

—DPPC P:L=1:200
—DMPC P:L=1:200
—POPC P:L=1:50
—DEPC P:L=1:50

MRE [deg*cm?/dmol]
N
o
o
o
o

-10000 -
-20000 -

-30000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ :
190 200 210 220 230 240 250 260
Wellenlange [nm]

Abbildung 5.11: CD-Spektren von PDGFRB-TM in Lipid-Vesikeln aus DPPC, POPC und DEPC. Zum
Vergleich ist zusatzlich auch das DMPC-Vesikel-Spektrum dargestellt. Die Fehlerbalken bei 192 nm,
208 nm und 224 nm zeigen die Standardabweichung der MRE-Werte aufgrund der Messunsicherheit

bei der Bestimmung der Proteinkonzentration.
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Die Sekundarstrukturauswertung wurde ebenfalls mit den Algorithmen CONTIN-LL,
Selcon3 und CDSSTR sowie fir den helikalen Anteil mit der
Einzelwellenldngenauswertung bei 220 nm durchgefihrt, die alle &hnliche
Ergebnisse lieferten, was fir die gute Qualitdt und Richtigkeit der Auswertung

spricht.

Tabelle 5.3: Sekundérstrukturanalyse des PDGFRB-TM Proteins in Lipid-Vesikeln anhand des
Algorithmus CONTIN-LL sowie des a-helikalen Anteils fi; anhand der Einzelwellenldngenauswertung
bei 220 nm.

PDGFR B-TM  a-Helix B-Faltblatt B-Schleife unstrukturiert NMRSD f,

DMPC 65 (+4, -4) % 5(+2,-1) % 11(x0)% 19 (+2, -2) % 0,049 63 (+5, -5) %
POPC 64(+3,-3)%  4(+2,-1)%  11(x0)% 21 (-1, +2) % 0,048 67 (+4, -4) %
DPPC 65 (+2,-4) % 5(+2,-1) % 11 (+0, -1) % 19 (+2, -2) % 0,053 61 (+4, -5) %
DEPC 65 (+4, -4) % 7(+2,-1) % 10 (+0, -1) % 18 (+2, -2) % 0,045 62 (+5, -5) %

Nach CONTIN-LL (Tabelle 5.3) weist PDGFRB-TM in allen untersuchten Lipid-
Vesikeln den gleichen a-helikalen Anteil von ca. 65 % auf. Die Ergebnisse der
Einzelwellenlangenauswertung bestéatigen diese Ergebnisse. Insgesamt ist somit der

helikale Anteil in Lipiden etwas geringer als in Detergenzien.

5.2.2 Orientierte CD-Spektroskopie von PDGFRB-TM in Lipiddoppelschichten
Die OCD-Spektroskopie, welche auf den allgemeinen Prinzipen der CD-
Spektroskopie beruht (siehe Kapitel 3.2), wurde benutzt um die Orientierung von
PDGFRB-TM in Lipidmembranen zu untersuchen. Das Auftreten und die Intensitat
der charakteristischen ,Fingerabdruck“-Bande bei ca. 208 nm ermdglicht
Ruckschlisse, ob das Protein eine transmembrane oder eine parallel zur
Lipiddoppelschicht verlaufende Orientierung annimmt.

Abbildung 5.12 zeigt die OCD-Spektren von PDGFRB-TM in makroskopisch
orientierten DMPC-Membranen mit unterschiedlichen P:L-Verhéltnissen. Die
gezeigten Spektren ergaben sich aus der Mittelung von jeweils 3 — 4 Messungen.
Alle OCD-Spektren weisen einen nahezu identischen Kurvenverlauf Gber den
gesamten Wellenlangenbereich auf. Demnach nimmt PDGFRB-TM fur alle
untersuchten P:L-Verhéltnisse die gleiche Orientierung ein. Zudem zeigen alle
Spektren bei 208 nm eine von Null verschiedene, negative Bande, womit eine

vollkommen senkrechte transmembrane Orientierung ausgeschlossen werden kann.
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Aufgrund des Verhaltnisses der beiden Minima bei 208 nm und 225 nm von ungefahr
1:2 kann davon ausgegangen werden, dass PDGFRB-TM in DMPC-Doppelschichten

eine schrage Orientierung bezlglich der Membrannormalen einnimmt.
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Abbildung 5.12: OCD-Spektren von PDGFRB-TM in DMPC unter Variation des Peptid-zu-Lipid-
Verhaltnisses. Zum besseren Vergleich wurden alle Spektren auf einen identischen Elliptizitdtswert bei

225 nm normiert.

Um den Einfluss der Lipidumgebung auf die Orientierung von PDGFRB-TM zu
untersuchen, wurde das Protein in verschiedenen makroskopisch orientierten
Phospholipidmembranen mit unterschiedlicher Kettenldnge rekonstituiert, die
allesamt in der flUssigkristallinen Phase vorliegen (Abbildung 5.13). Hierzu wurde
neben DMPC (di-C14:0) das noch kirzere DLPC (di-C12:0), das etwas langere
POPC (C16:0/C18:1) sowie das langkettige DEPC (di-C20:1) benutzt. Der Vergleich
der OCD-Spektren in den verschiedenen Lipiden zeigt eine starke Abhangigkeit der
Orientierung von der Lipid-Kettenldnge. Das OCD-Spektrum von PDGFRB-TM in
orientierten DLPC-Membranen zeigt im langwelligen Bereich zwischen 210 und
260 nm einen ahnlichen Kurvenverlauf wie das in DMPC-Membranen. Allerdings ist
die Intensitdt des DLPC-Spektrums im kurzwelligen Bereich unter 200 nm, trotz
gleicher Proteinmenge deutlich reduziert. Der starke Intensitatsverlust des Spektrums
l&sst vermuten, dass das Protein aggregiert ist, was zur Absorptionsabflachung fuhrt.
Im Vergleich dazu zeigt PDGFRB-TM in POPC-Membranen keine Aggregation und

eine signifikante Anderung in seiner Orientierung, da die charakteristische Bande bei
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208 nm einen Wert nahe 0 bzw. sogar einen leicht positiven Wert annimmt. Dies
zeigt, dass PDGFRB-TM in POPC-Membranen eine mehr senkrechte,
transmembrane Orientierung in Bezug auf die Membrannormale annimmt. Im DEPC-
Spektrum ist die negative Bande bei 208 nm vollstdndig verschwunden und die
Linienform weist einen deutlich positiven Wert auf. Daraus lasst sich schliel3en, dass
PDGFRB-TM in DEPC-Membranen eine nahezu vollstédndig senkrechte Orientierung

aufweist.

—DEPC P:.L=1:50
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Abbildung 5.13: OCD-Spektren von PDGFRB-TM in verschiedenen Lipiddoppelschichten. Alle
Spektren wurden auf einen identischen Elliptizititswert bei ca. 225 nm normiert. Zum besseren
Vergleich ist das DMPC-Spektrum mit P:L = 1:200 gezeigt.

Uberdies wurde der Neigungswinkel 1, zwischen der Helixachse des in orientierten
Membranen eingebetteten Proteins und der Membrannormalen, abgeschatzt. Hierfur
wurde der Ordnungsparameter Sy aus dem Differenzspektrum der anisotrop
orientierten OCD-Probe und dem isotropen CD-Vesikelspektrum sowie dem
bekannten Ordnungsparameter des helikalen Referenzpeptids Melittin bestimmt
(siehe Kapitel 3.3). Das Differenzspektrum wurde hierbei aus mehreren gemittelten
OCD- bzw. CD-Spektren gebildet. Weiterhin wurde hierbei die Annahme getroffen,
dass die unstrukturierten Anteile des Proteins in einer isotropen Verteilung vorliegen
und somit aus dem Spektrum abgezogen werden. Infolgedessen wird nur der

helikale Anteil, welcher fir das Auftreten der Bande bei 210 nm verantwortlich ist, in
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der Berechnung verwendet. Neben dem Differenzwert des orientierten OCD- und
nicht-orientierten CD-Spektrums bei 210 nm wurde der helikale Anteil (fy-Wert),
welcher aus der Einzelwellenlangenauswertung erhalten wurde, zur Bestimmung des
Ordnungsparameters verwendet. Aus dem Ordnungsparameter Sy konnte
anschlieBend der Neigungswinkel t von PDGFRB-TM in DMPC-, POPC- und DEPC-

Membranen berechnet werden (Tabelle 5.4).

Tabelle 5.4: Ubersicht (iber die Parameter zur Bestimmung des Neigungswinkels t von PDGFRB-TM
bezlglich der Membrannormalen in verschiedenen Lipiddoppelschichten. S;: Ordnungsparameter,
0,10(OCD-CD): Differenzwert aus OCD- und CD-Spektrum bei 210 nm, fy: Helixanteil.

Lipid- Anzahl

doppelschicht Messungen Tu 9210(0CD-CD) Sh T
DMPC 3 0,60 16764,3 0,65 28°
POPC 4 0,62 19984,3 0,78 23°
DEPC 3 0,62 23210,7 0,91 14°

Far DLPC-Membranen konnte keine Berechnung des Neigungswinkels durchgefihrt
werden, da aufgrund der schlechten Rekonstitution die Qualitédt der Spektren nicht
ausreichend war. In DMPC-Doppelschichten weist PDGFRB-TM einen
Neigungswinkel von ca. 28°, in POPC-Membanen von ca. 23° und in DEPC-
Membranen von ca. 14° auf. Dies bestatigt, wie anhand der OCD-Spektren schon
qualitativ vermutet, dass PDGFRB-TM in DEPC-Membranen aufrechter eingebettet
ist als in POPC- und DMPC-Membranen, wo die Helix starker geneigt ist.
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5.3 Flussigkeits-NMR Spektroskopie

5.3.1 'H,">N-HSQC-Spektroskopie

Zu Beginn der Strukturaufklarung des PDGFRB-TM Proteins mittels Flissigkeits-

NMR Spektroskopie wurden zweidimensionale 'H,"N-HSQC-Experimente an

uniform '°N-markiertem Protein aufgenommen. Sowohl die Anzahl der Signale als

auch deren Form und chemische Verschiebung hangen im 'H,"N-HSQC-Spektrum

stark von &ulReren Parametern wie zum Beispiel Temperatur, pH-Wert, Salzgehalt

und Detergenz ab. Das PDGFRB-TM Protein besteht aus 39 Aminosauren. Fir die

Amid-Ruickgrat Protonen erwartet man 36 Signale im 'H,"N-HSQC-Spektrum, da die

beiden Proline aufgrund des fehlenden Amidprotons kein Signal ergeben und der N-

Terminus wegen seiner hohen Mobilitdt oft nicht sichtbar ist. Weiterhin sind flr die

NH-Protonen der Seitenketten Glutamin und Tryptophan 3 Signale zu erwarten.

Denkbar ware auch die Detektion der Protonen der Seitenketten Histidin, Lysin und

Arginin, wobei diese aber nur in manchen Fallen sichtbar sind.

Um die Qualitat des 'H,"’N-HSQC-Spektrums zu optimieren, wurden verschiedene
Bedingungen getestet. Zunachst wurde der Einfluss von Salz untersucht, wobei zwei
'H,">N-HSQC-Experimente von uniform *N-markiertem PDGFRB-TM Protein in DPC-
Mizellen bei einer Temperatur von 37 °C vor und nach der Zugabe von 100 mM NacCl

verglichen wurden (Abbildung 5.14).
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Abbildung 5.14: Uberlagerung der 'H,"’N-HSQC-Spektren von PDGFRB-TM in DPC-Mizellen und
Phosphatpuffer (pH 6,8) bei einer Temperatur von 37 °C vor (rotes Spektrum) und nach (schwarzes
Spektrum) der Zugabe von 100 mM NaCl. Die blauen Pfeile zeigen die zuséatzlich auftretenden Signale

nach der Zugabe von NaCl.
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In beiden Spektren lberlagern die Resonanzsignale bei nahezu gleichen Frequenzen.
Allerdings zeigt das Spektrum nach der Zugabe von NaCl im Vergleich zum salzfreien
Spektrum drei zusétzliche, gut aufgeldste Signale (siehe Pfeile in Abbildung 5.14).
Daher wurden fur alle weiteren NMR-Messungen die Proben mit 100 mM NaCl
versetzt. Das 'H,"N-HSQC-Spektrum weist insgesamt ca. 36 gut aufgeldste Signale
auf, was der theoretischen Anzahl von 39 Signalen (36 des Ruckgrats und 3 der
Seitenketten) nahe kommt. Weiterhin deutet die hohe spektrale Dispersion der
Signale und die scharfe Linienform auf eine gute Faltung des Proteins hin.

Des weiteren wurde der Einfluss der Temperatur untersucht. In Abbildung 5.15 sind

die 'H,"N-HSQC-Spektren bei 37 °C und 50 °C dargestellt. Die Anzahl der

Resonanzsignale sowie deren Linienform ist flir beide Temperaturen gleich. Nur fur

einige wenige Signale hat sich die chemische Verschiebung bei 50 °C im Vergleich

zu 37 °C in der Protonendimension um A3 ('H) = 0,5 ppm zu niedrigerem Feld hin

verschoben. Die Zuordnung der Signale hat zu einem spéateren Zeitpunkt gezeigt,

dass es sich bei diesen leicht verschobenen Signalen um Aminosduren handelt,

welche sich an den beiden Enden der Transmembranhelix befinden.
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Abbildung 5.15: Uberlagerung der 'H,"’N-HSQC-Spektren von PDGFRB-TM in DPC-Mizellen und
Phosphatpuffer (pH 6,8) bei einer Temperatur von 37 °C (rotes Spektrum) und 50 °C (schwarzes
Spektrum) in Anwesenheit von 100 mM NaCl. Die blauen Pfeile zeigen die aufgrund der erh&hten

Temperatur verschobenen Signale.
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Zur Zuordnung der Signale des HSQC-Spektrums sind weitere Experimente
notwendig, welche Informationen tber den Aminosauretyp sowie Uber sequentielle
Konnektivitdten, das heift Informationen tber den benachbarten Aminoséaurerest der

signalgebenden Aminosaure, liefern.

5.3.2 Zuordnung des Proteinriickgrats von PDGFR-TM mittels 3D

>N-editierter NOESY- und TOCSY-Experimente
Um die signalgebenden Aminos&uren im zweidimensionalen 'H,"’N-HSQC-Spektrum
genau identifizieren zu kénnen, wurde ein dreidimensionales > N-editiertes NOESY-
und ®N-editiertes TOCSY-Experiment aufgenommen (siehe Kapitel 3.4.1.3).
Das '°N-editerte = TOCSY-Spektrum wurde dazu verwendet einzelne
Aminosauretypen, welche anhand eines charakteristischen Signalmusters leicht zu
erkennen sind, zu identifizieren. Die beiden Alanine 505 und 508 konnten anhand
eines Kreuzsignals des HpB-Protons bei & ('H) = 1,3 ppm eindeutig zugewiesen
werden. Aufgrund der geringen Qualitat des '°N-editierten TOCSY-Spektrums
konnten auller den beiden Alaninen keine weiteren Aminosduretypen genauer
bestimmt werden. Die Gesamtgrofle des Komplexes bestehend aus PDGFRB-TM
und Detergenz-Mizelle fihrt zu einer hohen Korrelationszeit und einer schnellen
Relaxation, wodurch es zu Linienverbreiterungen kommt, was letztendlich zum
Intensitatsverlust der Signale fuhrt.
Das 'N-editierte NOESY-Spektrum wurde dazu verwendet, die Verkniipfung der
einzelnen Aminosauren innerhalb der Aminosduresequenz zu bestimmen. Hierflr
wurden die in a-helikalen Bereichen charakteristischen Kontakte zwischen den
Amidgruppen (H"-H“-Kontakte) benachbarter Aminosduren herangezogen, die
aufgrund der rdumlichen Nahe der Amidgruppe einer Aminosdure zur Amidgruppe
der vorherigen und nachfolgenden Aminosdure vorhanden sein sollten. Der
anschlieRende Vergleich mit dem '°N-editierten TOCSY-Spektrum erméglichte dann
die genaue Charakterisierung der anhand der H“-H“-Kontakte verknipften
Aminoséduren. Zur Auswertung der dreidimensionalen Spektren wurden diese aus
Grinden der Einfachheit in zweidimensionale Streifen eingeteilt. Dazu wurde fir
jedes entsprechende Signal in der 'H,"’N-HSQC-Ebene die zugehdrige indirekte 'H-
Dimension dargestellt. In Abbildung 5.16 ist eine zweidimensionale Streifenmatrix
des "N-NOESY-Spektrums dargestellt, welche exemplarisch die Zuordnung der

Aminosduren Valin 502 bis Valin 511 zeigt. In der H“-Region zwischen
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o) (1H) =7,5-8,5 ppm wurde zunéchst das Diagonalsignal, welches die Amidgruppe
der ,eigenen“ Aminosdure reprasentiert, identifiziert. Zwei Amidgruppen konnten
immer dann miteinander verbunden werden, wenn in einem anderen Streifen ein
Kreuzsignal bei der gleichen 'H chemischen Verschiebung auftrat. Somit wurden
immer zwei Paare von Diagonal- und Kreuzsignalen gefunden. Fir einige
benachbarte Aminosduren wie beispielsweise Serin 504 und Alanin 505 sowie
Leucin 507 und Alanin 508 war die Verknupfung des Diagonal- und Kreuzsignals

aufgrund der starken Signalliberlagerung erschwert.
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Abbildung 5.16: Zweidimensionale Streifendarstellung des '°N-editierten NOESY-Spektrums der
Aminosauren Valin 502 — Valin 511 von PDGFRB-TM. Die Diagonalsignale sind mit Schragstrichen,
die interresiduellen Verbindungen zur Aminosaure (i+1) und (i-1) mit blauen Querstrichen markiert. Die
Ha-Protonen der eigenen und der vorausgehenden Aminosédure sind ebenfalls gekennzeichnet, wobei
die Verknlpfung zur Aminoséure (i-1) als waagrechte rote Linie dargestellt ist. (Abbildung erstellt mit
dem Programm NMRVIEW [102]).

Dartber hinaus konnte der charakteristische Kontakt zwischen dem Amidproton

einer Aminosdure mit ihrem ,eigenen“ Ha-Proton identifiziert werden. Dieses
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sogenannte HY-Ha-Kreuzsignal der ,eigenen“ Aminoséure wurde anhand des "°N-
editierten TOCSY-Spektrums ermittelt und anschlieBend durch einfaches
Vergleichen im NOESY-Spektrum bestimmt. Da jedes HN-Proton einer Aminos&ure
auch das Ha-Proton der vorangegangenen Aminosadure ,sieht’, sollte in jedem
Streifen neben dem eigenen HY-Ha-Kreuzsignal auch das von der vorangegangenen
Aminosdure vorhanden sein. Somit konnte das H“-Ha-Kreuzsignal der
vorangegangenen Aminosaure im Streifen der Aminosaure (i-1) als ,eigenes®
identifiziert werden. Auf diese Weise konnten die aufgrund der HN-HN-Kontakte
gefundenen sequenziell benachbarten Aminosduren zusatzlich bestatigt werden. Bei
einigen Aminosauren wie Isoleucin 503, Alanin 505, und Valin 511 war das ,eigene”
HMN-Ha-Kreuzsignal mit dem der vorausgehenden Aminoséure Uberlagert, was die
Verknipfung benachbarter Aminosduren anhand der HM-Ha-Kreuzsignale
erschwerte.

Die Auswertung des '°N-editierten NOESY- und TOCSY-Spektrums erméglichte die
Zuordnung der Aminosauren Valin 501 bis Glutaminsdure 531 des PDGFRB-TM
Proteins. Da die Resonanzsignale der fehlenden Aminosduren Histidin 494 bis
Valin 500 sowie des N-terminalen Glycins auch im 'N-NOESY-Spektrum
linienverbreitert waren, konnte fir diese Reste keine Zuordnung getroffen werden.
FUr einige Aminosauren, wie beispielsweise Serin 504, Threonin 513, Isoleucin 518
und 519, war die Zuordnung allerdings unsicher. Da die Seitenkettenresonanzen
aufgrund der geringen Qualitdt des TOCSY-Spektrums nicht zugeordnet werden
konnten, reichte das alleinige NOESY-Spektrum zur Bestimmung der
dreidimensionalen Struktur nicht aus. Daher war eine Auswertung von
Tripelresonanzexperimenten fur eine vollstdndige Zuordnung unerldsslich (siehe
Kapitel 5.3.3).

5.3.3 Zuordnung der "*C-Resonanzen von PDGFRB-TM mittels 3D
Tripelresonanzexperimente

Dreidimensionale Tripelresonanzexperimente (HNCA, CBCANH, CBCA(CO)NH und

(HYC(CO)NH-TOCSY, siehe Kapitel 3.4.1.2) wurden an uniform "*C, ">N-markiertem

PDGFRB-TM aufgenommen, um die bereits anhand der "N-NOESY- und TOCSY-

Spektren getroffene Zuordnung zu bestatigen (Kapitel 5.3.2) bzw. die noch fehlenden

Aminosauren zuzuordnen. Weiterhin dienten diese Experimente der Ermittlung der

chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome der Seitenketten, die eine
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wichtige Grundlage fiir die Auswertung des '*C-editierten NOESY-Spektrums
darstellen sowie wichtige Informationen fir die Strukturberechnung liefern (siehe
Kapitel 5.3.4).

Im Vergleich zu den "N-NOESY- und TOCSY-Spektren kénnen die Aminos&uren
hierbei leichter identifiziert werden, da fir jeden Aminosaurerest nur zwischen zwei
und vier Resonanzsignale auftreten. Dariiber hinaus weisen die '>C-Resonanzen in
diesen Spektren fur jeden Aminosauretyp ein spezifisches Signalmuster auf.

Wie bereits zuvor beschrieben, wurden die dreidimensionalen Spektren zur
Erleichterung der Auswertung in zweidimensionale Streifen eingeteilt. Abbildung 5.17
zeigt exemplarisch einen Ausschnitt der sequentiellen Zuordnung der Aminosauren
Alanin 505 bis Leucin 512 anhand des CBCANH-Spektrums, welches fur jede
Aminosaure sowohl das ,eigene“ Ca- und CB-Resonanzsignal als auch die der

vorangegangenen Aminosaure zeigt.
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Abbildung 5.17: Zweidimensionale Streifendarstellung des dreidimensionalen CBCANH-Spektrums
der Aminosduren Alanin 505 — Leucin 512 von PDGFRB-TM. Die Ca- und CB-Kreuzsignale sind in
schwarz bzw. rot dargestellt. Die Kreuzsignale sind mit der entsprechenden Nummer der Aminosaure
gekennzeichnet. Die waagrechten Linien zeigen die Verkniipfung benachbarter Reste. Die aufgrund
der geringen Intensitdt im CBCANH-Spektrum nicht detektierten Signale sind mit einem Stern

symbolisiert. (Abbildung erstellt mit dem Programm NMRVIEW [102]).

83



Ergebnisse

Die Unterscheidung zwischen den Ca- und CB-Kreuzsignalen erfolgte zum einen
anhand eines Vergleichs mit dem HNCA-Spektrum, welches nur die Ca-Kreuzsignale
der eigenen und vorausgehenden Aminosaure zeigt, sowie aufgrund ihrer um 180°
verschiedenen Phasen. Weiterhin wurde das CBCA(CO)NH-Spektrum dazu
herangezogen, um zwischen dem eigenen Kreuzsignal der Aminosdure i und dem
des vorausgehenden Rests i-1 unterscheiden zu kénnen. Dies ist durch einfaches
Vergleichen mit dem CBCANH-Spektrum mdéglich, da im CBCA(CO)NH-Spektrum
ausschliel3lich das Ca- und CB-Kreuzsignal der vorausgehenden Aminosaure
detektiert wird. Wegen der zum Teil geringen Signalintensitdit des CBCANH-
Spektrums konnten nicht immer fir jede Aminosaure alle vier zu erwartenden
Kreuzsignale detektiert werden. Beispielsweise zeigt der Streifen von Valin 510 nur
die Ca(i)- und CB(i)-Kreuzsignale. Die im CBCANH-Spektrum fehlenden Resonanzen
konnten jedoch anhand der anderen Tripelresonanzexperimente, welche eine
starkere Signalintensitat aufzeigten, bestimmt werden.

Startpunkt fir die sequentielle Zuordnung sind Aminosauren, deren Resonanzsignale
in einem Frequenzbereich auftreten, welcher sich mit dem von keiner oder nur einer
Aminosaure Uberschneidet. Die beiden Alanine 505 und 508 konnten auf diese
Weise eindeutig identifiziert werden, da das Kreuzsignal des Cp-Atoms bei
5 (*C) = 17,96 ppm bzw. 3 ("*C) = 16,95 ppm im Vergleich zu anderen Aminos&uren
stark Hochfeld verschoben ist. Die mehrfach in der Sequenz des PDGFRB-TM
Proteins vorkommenden Aminosauren Isoleucin (7x), Leucin (7x) und Valin (5x)
erschwerten die Zuordnung erheblich, zumal diese Resonanzen durch die ahnliche
Umgebung zuséatzlich tberlappten. Daher wurde das (H)C(CO)NH-TOCSY-Spektrum
zu Hilfe genommen, welches auf der Frequenz von jedem Amidproton in der 3c-
Dimension die Kreuzsignale von allen Kohlenstoffatomen der kompletten Seitenkette
des vorausgehenden Aminoséaurerests zeigt. Die zweidimensionale Streifenmatrix
der Zuordnung der Aminosauren Alanin 505 bis Threonin 513 anhand des
(H)C(CO)NH-TOCSY-Experiments ist in Abbildung 5.18 gezeigt.
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Zur ldentifikation der einzelnen Aminosduren wurden zunachst die zum gréiten Teil
bekannten chemischen Verschiebungen der Ca- und CB-Atome herangezogen.
Weiterhin wurden charakteristische Resonanzsignale wie zum Beispiel die
Signaldoppelreihe bei & ("*C) = 21 — 23 ppm der Cy-Atome von Valin oder bei
5(C)= 13 — 18 ppm der Cy- und C&-Atome von lIsoleucin zur eindeutigen

Zuordnung verwendet.
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Abbildung 5.18: Zweidimensionale Streifendarstellung des dreidimensionalen (H)C(CO)NH-TOCSY-

Spektrums der Aminosauren Alanin 505 — Threonin 513 von PDGFRB-TM. Jeder Streifen zeigt die
Kreuzsignale der Kohlenstoffatome der vorausgehenden Aminosaureseitenkette. Die Signale sind mit
der Nummer der entsprechenden Aminosdure innerhalb der Proteinsequenz gekennzeichnet.
(Abbildung erstellt mit dem Programm NMRVIEW [102]).

Mit Hilfe der Tripelresonanzexperimente konnte die Zuordnung der anhand der "°N-

editierten NOESY- und TOCSY-Spektren (Kapiltel 5.3.2) getroffenen Aminoséauren

bestétigt und alle fehlenden zugeordnet werden.

In Abbildung 5.19 ist das annotierte 'H,"N-HSQC-Spektrum des PDGFRB-TM

Proteins dargestellt. Von den erwarteten 36 Signalen der Amidprotonen des

Proteinriickgrats wurden 32 eindeutig zugeordnet, was 89 % entspricht. Die
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fehlenden Resonanzen des N-Terminus (Histidin 494, Leucin 496, Phenylalanin 498,
Valin 500) sind wie bereits im vorherigen Kapitel 5.3.2 beschrieben, aufgrund ihrer
Mobilitat linienverbreitert und daher auch im 'H,"’N-HSQC-Spektrum nicht
detektierbar. Weiterhin ist die Seitenkette von Tryptophan 524 bei d ('H) = 10,5 ppm
und 5 (®N) = 130 ppm sowie die von Glutamin 525 bei & ('"H) = 6,65 — 6,95 ppm und
5 ("°N) = 109,5 ppm erkennbar. Den durch die Zugabe von NaCl zusatzlich
aufgetretenen Signalen (Kapitel 5.3.1) konnte keine Aminosaure zugeordnet werden.
Moglicherweise handelt es sich bei diesen Signalen um Artefakte einer

Verunreinigung oder um Abbauprodukte des Proteins.
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Abbildung 5.19: Annotiertes 'H,'’N-HSQC-Spektrum von PDGFRB-TM in DPC-Mizellen bei einer
Temperatur von 37 °C. Die zugeordneten Signale sind mit dem Ein-Buchstaben-Symbol sowie der
Nummer der entsprechenden Aminosdure innerhalb der Proteinsequenz bezeichnet. Die Signale, die
sich innerhalb des Kastens befinden, sind links oben vergrof3ert dargestellt. Die Amidprotonen der
Seitenkette von Tryptophan und Glutamin sind gesondert gekennzeichnet und fir Glutamin durch eine
horizontale Linie dargestellt.
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Bestimmung der Sekundarstruktur: Der chemische Verschiebungsindex

Anhand der  Auswertung der  Tripelresonanzexperimente kann die
Sekundarstrukturzusammensetzung bestimmt werden, da die chemischen
Verschiebungen der Ca- und CB-Atome stark von der Sekundéarstruktur abhangen.
Hierfir wurde die Differenz der experimentell bestimmten chemischen
Verschiebungen der Ca- und CB-Signale mit den Werten derselben Aminosauren
aus random-coil Regionen gebildet [110,111]. Das Saulendiagramm in
Abbildung 5.20 zeigt fur die Aminosauren Phenylalanin 498 bis Tryptophan 524
positive Differenzen, was auf eine a-helikale Sekundarstruktur innerhalb dieses
Bereichs deutet, welcher 27 Aminosauren umfasst (~70 %). Die negativen Werte der
Aminoséduren, die sich an den beiden Enden der PDGFRB-TM-Sequenz befinden,
weisen auf einen unstrukturierten Bereich hin. Fur Histidin 494 und Serin 516 sowie
fur das N-terminale Glycin konnte keine Auswertung getroffen werden, da fir diese

Reste die chemischen Verschiebungen nicht vollstandig vorhanden sind.
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Abbildung 5.20: Chemischer Verschiebungsindex von PDGFRB-TM zur Bestimmung der
Sekundarstruktur. Die positiven Werte zeigen den a-helikalen Bereich zwischen Phenylalanin 498 und
Tryptophan 524.
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Untersuchung der Insertion von PDGFRB-TM in die DPC-Mizelle
H,O/D,0-Austausch

Um Informationen Gber die Einbettung von PDGFRB-TM in die Detergenz-Mizelle zu

gewinnen, wurde ein H>O/D,0O-Austauschexperiment durchgefihrt. Aus diesem
Experiment sollten Informationen Uber die Ausbildung von Wasserstoffbriicken
gewonnen werden, welche in der spéateren Strukturrechnung bertcksichtigt werden
sollten (siehe Kapitel 5.3.5). Hierfur wurde die '°C,"N-PDGFRB-TM-Probe
lyophilisiert, in 100 % D,O wieder aufgenommen und unmittelbar danach ein 'H,"N-
HSQC-Spektrum gemessen. In diesem Experiment werden alle Amidprotonen,
welche flr das umgebene Ldsungsmittel zugénglich sind, durch Deuteronen
ausgetauscht und sind im 'H,"°N-HSQC-Spektrum nicht detektierbar.

Abbildung 5.21 zeigt eine Uberlagerung der 'H,"’N-HSQC-Spektren des H,O/D,0-

Austauschexperiments und des in wassriger Umgebung gemessenen Spektrums.
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Abbildung 5.21: Uberlagerung der in D,O (rotes Spektrum) und in H,O (schwarzes Spektrum)
gemessenen 1H,15N-HSQC-Spektren bei 50 °C bzw. 37 °C von PDGFRB-TM in DPC-Mizellen. Die in
D,O detektierten Signale sind mit dem Ein-Buchstaben-Symbol sowie der Nummer der
entsprechenden Aminosédure gekennzeichnet. Die Signale, die sich im gestrichelten Kasten befinden,
sind oben links vergroRert dargestellt. Weiterhin ist die Aminosduresequenz von PDGFRB-TM

aufgefiihrt, wobei die in D,O detektierten Reste in rot markiert sind.
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Im Vergleich zum 'H,"N-HSQC-Experiment der Probe in H,O, das bei einer
Temperatur von 37 °C aufgenommen wurde, wurde das der D,O-haltigen Probe bei
einer Temperatur von 50 °C gemessen. Da sich gezeigt hatte, dass eine Erhéhung
der Temperatur nur einen geringen Einfluss auf die Lage der Signale der meisten
Resonanzen hat (siehe Abbildung 5.15), konnte davon ausgegangen werden, dass
sich das Ergebnis dadurch nicht verfalschte. Nach dem H,O/D,0-Austausch konnten
nur noch 17 Signale detektiert werden, welche den Aminoséuren Isoleucin 506 bis
Methionin 522 entsprechen. Die Amidprotonen dieser Ubrig gebliebenen Reste sind
durch die Ausbildung starker Wasserstoffbriickenbindungen beziehungsweise durch
die Integration in die Detergenz-Mizelle geschitzt, wobei alle anderen Hauptketten-

Amidprotonen schnell gegen Deuterium ausgetauscht werden.

H,O-NOE Kontakte im "N-editierten NOESY
Weiterhin wurde die Insertion des PDGFRB-TM Proteins in die DPC-Mizelle anhand

des '°N-editierten = NOESY-Spektrums untersucht. Dazu wurden die

charakteristischen NOE-Kontakte von den Amidprotonen zu Wasser, welche bei
einer 'H chemischen Verschiebung von & ('H) = 4,7 ppm detektiert werden,
verwendet. N-terminal konnte das Wasser-Signal bis Valin 502 und C-terminal bis
Glutamin 525 zugewiesen werden. Das Heq-Proton der Seitenkette von Tryptophan
524 zeigt jedoch schon einen Wasserkontakt, was darauf hindeutet, dass sich der
aromatische Ring in der Mizellen-Wasser-Grenzschicht befindet (Abbildung 5.22).
Somit sind 22 Aminosauren des PDGFRB-TM Proteins durch die Mizelle von dem
angrenzenden Wasser geschitzt, was der vorhergesagten Lange der
Transmembranhelix von 23 Resten anhand verschiedener Programme (SOSUI,
TMHMM) sehr nahe kommt [112,113]. Im Vergleich dazu waren im H;O/D,0O-
Austauschexperiment nur 17 Aminosauren (Isoleucin 506 bis Methionin 522) von der
Mizelle vollstandig geschitzt. Dieser Unterschied resultiert méglicherweise daher,
dass die beiden Experimente Uber andere Zeitskalen berichten. Die sowohl N- als
auch C-terminal jeweils drei zuséatzlichen Aminosauren, die im Unterschied zum
H,O/D,0-Austauschexperiment im '>N-NOESY-Spektrum eindeutig Kontakt zum
angrenzenden Wasser aufzeigen, befinden sich wahrscheinlich in einem
Ubergangsbereich, welcher die Grenze zwischen der Mizelle und dem umgebenden
Lésungsmittel darstellt. Obwohl ein Aminosaurerest in diesem Grenzbereich im

H,O/D,0-Austauschexperiment relativ selten Kontakt zu D,O hat, reicht ein einziger
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Austausch aus, dass kein Signal mehr detektierbar ist. Im >N-NOESY-Spektrum
reicht dieser =zeitlich kurze Kontakt jedoch nicht fir die Ausbildung eines
detektierbaren NOE-Signals aus.
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Abbildung 5.22: Zweidimensionale Streifendarstellung ausgewahlter Aminosduren aus dem °N-
editierten NOESY-Spektrum. Uber den Steifen ist die dazugehérige Aminosdure mit dem Ein-
Buchstaben-Symbol angegeben sowie die Seitenkette (SK) von Tryptophan. Der rote Kasten zeigt das
NOE-Signal der Amidprotonen mit dem Wasser. Das Signal, welches im Streifen von Isoleucin 503 mit

einem Stern markiert ist, gehdrt einer anderen Spur an. (Abbildung erstellt mit dem Programm
NMRVIEW [102]).
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5.3.4 Auswertung des 3D "*C-editierten NOESY-Spektrums von PDGFRB-TM zur
Gewinnung von Abstandsinformationen
Nach der erfolgreichen Zuordnung der Kohlenstoffresonanzen des Proteinriickgrats
und der Seitenketten konnten nun die Resonanzen der Protonen zugeordnet werden.
Hierfir wurde ein dreidimensionales '*C-editiertes NOESY-Spektrum von uniform
markiertem '*C,"’N-PDGFRB-TM in D,O aufgenommen. Da in diesem Experiment
alle an ein "*C-Atom gebundenen Protonen miteinander korreliert werden, deren
raumlicher Abstand kleiner 5 A ist, besitzt das resultierende Spektrum einen sehr
hohen Informationsgehalt. In Abbildung 5.23 ist exemplarisch die Zuordnung der
Protonenresonanzen von Valin 502 aufgefiihrt. Zunachst wurde in allen "*C-Ebenen
von Valin 502 nach gleichen Signalmustern gesucht. Aufgrund der Zuordnung des
(H)C(CO)NH-TOCSY-Spektrums (siehe Kapitel 5.3.3) war die chemische
Verschiebung des Ca-Atoms von Valin 502 bei d ("*Ca) = 67 ppm, des CB-Atoms bei
5 ("*°CB) = 31 ppm, des Cy;-Atoms bei 5 (**Cy;) = 21 ppm und des Cy,-Atoms bei
5 (*Cy,) = 23 ppm bekannt. Jeder Streifen in Abbildung 5.23 reprasentiert eine
dieser "*C-Ebenen. AnschlieRend wurde in den Kohlenstoffebenen, in welchen die
entsprechenden Signalmuster detektiert wurden, das Diagonalsignal dem direkt
gebundenen Kohlenstoffatom zugewiesen. Somit konnte in der Ca-Ebene die
chemische Verschiebung des Ha-Signals bei & (‘Ha) = 3,36 ppm, in der CB-Ebene
das HB-Proton bei & (1HB) = 1,82 ppm, in der Cys-Ebene das Hys-Proton bei
5 ("Hy;) = 0,78 ppm und in der Cy,-Ebene das Hy,-Proton bei 5 ('Hy,) = 0,50 ppm
bestimmt werden. Desweiteren konnte in der Ca-Ebene ein Kreuzsignal bei
o) (1H)= 1,4 ppm zwischen einem HB-Proton eines Alanins mit dem Ha-Proton von
Valin 502 identifiziert werden. Die Analyse des chemischen Verschiebungsindex
(siehe Kapitel 5.3.3, Abbildung 5.20) zeigte, dass sich Valin 502 innerhalb des ao-
helikalen Bereichs befindet, weswegen dieser sogenannte Ha(i)-HB(i+3) Kontakt,
welcher charakteristisch fir eine a-Helix ist, zur genauen Bestimmung des Valin-
Rests herangezogen werden konnte. Da in der Aminoséuresequenz nur zwei Alanine
vorkommen, kann es sich hierbei nur um einen Kontakt zwischen Alanin 505 und
Valin 502 handeln, da Alanin 508 nur mit Alanin 505 eine (i,i+3)-Korrelation eingehen
kann. Diese &ullerst charakteristische (i,i+3)-Korrelation wurde im Rahmen der
Zuordnung der Protonenresonanzen auch dazu benutzt, wenn in einer gegebenen
3C-Ebene mehrere mogliche Protonenresonanzen zur Verfigung standen und

entschieden werden musste, um welche Aminosaure es sich genau handelte. Dies
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war neben den Valinen vor allem bei den Aminosauren Isoleucin und Leucin der Fall,
die in allen Kohlenstoffebenen eine starke Signallberlappung aufzeigten.

Auf diese Weise konnte der Uberwiegende Teil der Protonenresonanzen zugeordnet
werden, wobei eine solche Auswertung nur bei kurzen Aminosduresequenzen wie
der von PDGFRB-TM mdéglich ist, da bei grof’en Proteinen das Problem der
Signaliberlappung eine Analyse unmdéglich macht.

V502 *CoH V502 CgH V502 °Cy,H, V502 BCy,H

3

V502 Hy,

"Hppm]

*Ca: 66,9 ppm| |"*CB: 31,2 ppm| [*Cy,: 21,4 ppm| [3Cy,: 23,1 ppm
3,6 31 21 1,6 1,1 0,6 0.,7 0.,2

5,0

"Hlppm]
Abbildung 5.23: Zuordnung der Protonenresonanzen von Valin 502 anhand zweidimensionaler
Streifen des '°C-editierten NOESY-Spektrums. Jeder Streifen reprasentiert eine andere
Kohlenstoffebene. Die Diagonalsignale sind mit Schrégstrichen gekennzeichnet. Im Streifen der Ca-

Ebene ist zuséatzlich der Ha(i) — HB(i+3) NOE-Kontakt von Valin 502 zu Alanin 505 dargestellt.
(Abbildung erstellt mit dem Programm NMRVIEW [102]).
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5.3.5 Berechnung der 3D-Struktur der PDGFRB-TM Helix

Fir die Umsetzung der aus den NMR-Daten gewonnenen Informationen in eine
dreidimensionale Struktur wurde das Programm ARIA-CNS [103] verwendet, wobei
Tabelle 5.5 eine Zusammenstellung der struktureinschrédnkenden Parameter fir die

Strukturberechnung zeigt.

Tabelle 5.5: Uberblick iiber die Anzahl der struktureinschréankenden Parameter fiir die Berechnung
der Monomerstruktur des PDGFRB-TM Proteins.

Anzahl experimenteller Abstandsschranken <SA>sriA
Gesamtzahl NOE-Kontakte (eindeutig / mehrdeutig) 468 /28
Intraresiduell (]i-j|=0) 265/ 20
Sequentiell (Ji-j|=1) 102/5
Mittlere Reichweite (1<li-jl<4) 101/3
Torsionswinkel ¢ g 68
Wasserstoffbriicken 17

<SA> ist ein Ensemble aus 20 energieminimierten Strukturen. Die CNS E,pe-Funktion wurde zur
Simulation der Van-der-Waals-Wechselwirkungen verwendet, wobei eine Energiekonstante von
25 kcal*mol™*A™ benutzt wurde. Die RMSD-Werte der Bindungslangen, -winkel und der unzuldssigen
Torsionswinkel betragen 0,0026 (+0,0001) A; 0,120 (£0,001) ° und 0,194 (+0,036) °; i und |

bezeichnen direkt benachbarte Aminosaurereste.

Insgesamt konnten 496 NOE-Kontakte bestimmt werden, wovon 28 mehrdeutig sind.
Da die Intensitat eines NOE-Signals zwischen zwei Protonen umgekehrt proportional
zur sechsten Potenz des Abstands ist, werden die NOE-Kontakte in
Abstandsgruppen, welche eine festgelegte obere und untere Grenze besitzen,
eingeteilt. Grundlage fir diese Einteilung sind bereits bekannte, feste Abstédnde aus
kristallographisch bestimmten Strukturen, welche das Programm zur Kalibrierung
verwendet. Weiterhin wurden die Torsionswinkel ¢ und g, welche die rdumliche
Anordnung des Proteinriickgrats definieren, in die Strukturberechnung einbezogen.
Diese wurden aus den chemischen Verschiebungen der Ca- und CB-Atomen anhand
des Programms TALOS berechnet [114].
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Uberdies wurden die Wasserstoffbriickenbindungen, welche aus dem H,0O/D,0-
Austauschexperiment sowie aus den NOE-H,O-Kontakten des ®N-editierten
NOESY-Spektrums gewonnen wurden (siehe Kapitel 5.3.3), in der
Strukturberechnung beriicksichtigt. Insgesamt wurden 100 Strukturen berechnet, von
welchen die 50 besten eine hohe Konvergenz aufweisen. Abbildung 5.24 zeigt ein

Strukturbiindel aus den 10 energiedrmsten Strukturen.

Abbildung 5.24: Strukturbiindel der 10 energiedrmsten Strukturen des monomeren PDGFRB-TM
Proteins. Die Seitenketten der Aminosauren Phenylalanin 498 und Tryptophan 524, welche die a-Helix
beschranken, sind in rot dargestellt. Die beiden Termini sind unstrukturiert. (Abbildung erstellt mit dem

Programm MOLMOL [105]).

Das monomere PDGFRB-TM Protein besteht aus einer kontinuierlichen a-Helix,
welche von den Aminosadureresten Phenylalanin 498 bis Tryptophan 524 begrenzt
ist. Zudem weist die Helix eine leichte Krimmung auf. Sowohl der N-Terminus als

auch der C-Terminus ist aufgrund fehlender "*C-NOE-Kontakte unstrukturiert.
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5.3.6 Strukturbestimmung des PDGFRB-TM Dimers

5.3.6.1 Auswertung des 3D "*C-gefilterten, "*C-editierten NOESY-Spektrums zur

Bestimmung der intermolekularen NOE-Kontakte
Um die Struktur der in DPC-Mizellen méglicherweise vorliegenden Dimere des
PDGFRB-TM Proteins mittels NMR-Spektroskopie zu bestimmen, mussten
intermolekulare  NOE-Kontakte zwischen zwei monomeren Molekilen eindeutig
charakterisiert werden. Dazu wurde ein dreidimensionales '*C-gefiltertes, '*C-
editiertes NOESY-Experiment an einer Probe gemessen, welche aus gleichen Teilen
an uniform '°C,"®N-markiertem sowie aus unmarkietem PDGFRB-TM Protein
bestand (siehe Kapitel 3.4.2). Zur Auswertung wurden zunéachst die einzelnen
Kohlenstoffebenen mit dem bereits zugeordneten '*C-editierten NOESY-Spektrum
verglichen (siehe Kapitel 5.3.4), wobei Ebenen gefunden wurden, welche
Resonanzsignale aufwiesen. Allerdings war eine eindeutige Zuordnung der
Resonanzsignale trotz der hohen Auflésung (Messung bei 900 MHz am NMR-
Zentrum Frankfurt) aufgrund der starken Degeneration der chemischen
Verschiebungen fir gleiche Aminosauretypen sowohl in der Protonen- als auch in
der Kohlenstoffdimension erheblich erschwert. Daher konnte zunachst nur bestimmt
werden welcher Aminosauretyp im Dimer-Interface liegt. Die genaue Uberpriifung
der ®C chemischen Verschiebungen der intermolekularen NOE-Kontakte ergab,
dass es sich bei den Aminosauren im Interface um Alanine, Valine, Isoleucine und
Leucine handelt. Nur ein einziges Signal, das von der e-Methylgruppe von Methionin
522 stammte, konnte bei 5 ("*Ce) = 17,3 ppm eindeutig zugewiesen werden, da die
Aminosauresequenz von PDGFRB-TM nur ein einziges Methionin beinhaltet. Anhand
eines Strukturabgleichs wurde festgestellt, dass Methionin 522 auf derselben Seite
der Helix liegt wie die beiden Alanine 505 und 508. Diese drei Aminosauren wurden
als Ausgangspunkt fur die Zuordnung der weiteren Reste im Interface benutzt. Unter
der Annahme, dass sich nur diejenigen Valine, Isoleucine und Leucine im Interface
befinden kénnen, die auf der gleichen Seite wie Methionin 522 und die beiden
Alanine 505 und 508 liegen, konnten folgende mdégliche Reste bestimmt werden:
Isoleucin 515, 518, 519 und Leucin 509, 512, 520, 523 sowie Valin 500, 501, 502,
511 (Abbildung 5.25).
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Abbildung 5.25: Mégliche Aminoséauren die das Interface des PDGFRB-TM Dimers ausbilden. In (A)
sind die Seitenketten von den beiden Alaninen und Methionin sowie aller Isoleucine, Leucine und
Valine aufgefihrt. (B) zeigt nur diejenigen Isoleucine, Leucine und Valine, die auf der von Alanin und
Methionin vorgegebenen Seite liegen. Die Seitenketten sind wie folgt markiert: Alanin: rot, Valin:
orange, Leucin: hellblau, Isoleucin: schwarz, Methionin: gelb. (Abbildung erstellt mit dem Programm
MOLMOL [105]).

Fur die Bestimmung der genauen Aminoséaurereste im Interface wurde ebenfalls das
Programm ARIA-CNS verwendet. Am Anfang wurden alle auf diese Weise
ausgewahlten moéglichen Aminosauren fir die Strukturberechnung benutzt. Die
Verwendung mehrdeutiger Abstandsschranken erlaubte dem Programm geeignete
im Interface liegende Aminosduren selbst auszuwéhlen. Dies ergab jedoch
Strukturen, die eine grof3e Variabilitdt aufzeigten, anstatt zu einer einheitlichen zu
konvergieren. Daher wurde in einem iterativen Prozess alle mdglichen Reste im
Interface von Hand variiert, sowie verschieden stark gewichtet. AnschlieRend wurde
durch optische Analyse Uberprift, ob die Symmetrie der Helix erhalten bleibt und sich
das Molekdl nicht in sich verdrillt hat. Die ersten Berechnungen zeigten hierbei
bereits eine gewisse Praferenz flr bestimmte Aminoséduren. Beispielsweise zeigte
sich, dass Valin 500 und 502 nicht innerhalb des Interfaces liegen, da bei diesen
Strukturen die beiden Monomere stark in sich verdrillt waren. Fur die Bestimmung,
welche der drei mdglichen Isoleucine im Interface liegen, wurden diese sowohl

einzeln als auch kombiniert als mégliche Reste dem Programm vorgegeben. Die
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Strukturen, in welchen sich Isoleucin 518 im Interface befand, waren jedoch in Bezug
auf die beiden Monomere nicht symmetrisch, wohingegen die Symmetrie erhalten
blieb, wenn sich dagegen Isoleucin 515 und 519 im Interface befanden. Nach Uber
20 solcher Rechnungen konnten letztendlich Valin 501, Alanin 505, Alanin 508,
Valin 511, Leucin 512, Isoleucin 515, Isoleucin 519 und Methionin 522 eindeutig im
Interface zugeordnet werden. Abbildung 5.26 zeigt die Streifendarstellung der

zugeordneten intermolekularen NOE-Signale.
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Abbildung 5.26: Zweidimensionale Streifendarstellung des 13C-gefilterten, ¥C-editierten NOESY-
NOE-Kontakte zwischen
symmetrischen Helices des PDGFRB-TM Proteins. Die degenerierten Protonen sind mit einem Stern
gekennzeichnet. (Abbildung erstellt mit dem Programm NMRVIEW [102]).

Experiments zur Bestimmung der intermolekularen den beiden

5.3.6.2 Berechnung der 3D-Dimerstruktur von PDGFRB-TM

Die Zuordnung der intermolekularen NOE-Kontakte des '>C-gefilterten, '>C-editierten
NOESY-Spektrums 5.3.6.1)
dreidimensionalen Dimerstruktur des PDGFRB-TM Proteins. Diese wurde ebenfalls
mit Hilfe des Programms ARIA-CNS durchgefihrt. Wie aus Tabelle 5.6 zu

(siehe Kapitel erlaubte die Berechnung der

entnehmen ist, wurden fir die Berechnung der Dimerstruktur die gleichen
struktureinschrankenden Parameter wie fir die Monomerstruktur verwendet, wobei

diese um 46 intermolekulare NOE-Kontakte erweitert wurden.
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Im Anhang ist eine Liste aufgefuhrt, welche die fur die Strukturrechnung verwendeten
intermolekularen NOE-Kontakte zeigt.

Tabelle 5.6: Uberblick iiber die Anzahl der struktureinschréankenden Parameter fiir die Berechnung
der Dimerstruktur des PDGFRB-TM Proteins sowie Kriterien fir die Beurteilung der Qualitat der
Struktur.

A) Anzahl experimenteller Abstandsschranken <SA>pgia?
Monomer:

Gesamtzahl NOE-Kontakte (eindeutig / mehrdeutig) 468 /28
Intraresiduell (]i-j|=0) 2651720
Sequentiell (Ji-j|=1) 102/5
Mittlere Reichweite (1<li-jl<4) 101/3
Torsionswinkel @ @ 68
Wasserstoffbriicken 17
Inter-Monomer 6/40

B) RMSD (A) der experimentellen Abstandsschranken®

Alle Abstandsschranken 0,037 + 0,006
Torsionswinkel® 0,19+ 0,04
C) Koordinatenprizession (A)°

N, Ca, C (Pro497 — Lys526) 0,33 £ 0,03
Alle Schweratome (Pro497 — Lys526) 0,67 £ 0,08
D) Qualitét der Struktur®

Schlechte Kontakte 0,3+0,4
Ramachandran Plot (%):

Meist bevorzugte Region 95420
Weiterhin erlaubte Region 36+1,8
Grol3zlgig erlaubte Region 0,6+0,9
Nicht erlaubte Region 0,5+0,7

8<SA> ist ein Ensemble aus 20 energieminimierten Strukturen. Die CNS Erepe-Funktion wurde zur
Simulation der Van-der-Waals-Wechselwirkungen verwendet, wobei eine Energiekonstante von
25 kcal*mol™*A™, benutzt wurde. Die RMSD-Werte der Bindungslangen, -winkel und der unzuléssigen
Torsionswinkel betragen 0,0026 (+0,0001) A; 0,120 (+0,001) ° und 0,194 (+0,036) °; i und j
bezeichnen direkt benachbarte Aminosaurereste. "Die distanzeinschrankenden Parameter wurden mit
einem Kastenpotenzial (Energiekonstante 50 kcal*mol'“A‘z) berechnet. Keine Abstandsgrenze der
<SA> wurde um mehr als 0,2 A verletzt. “Abstandsschranken der Torsionswinkel, welche mittels
TALOS berechnet wurden, wurden auf die Rickgratwinkel ¢ und @ angewandt (Energiekonstante:
200 kcal*mol*rad®). “Die Koordinatenprazession wurde anhand der RMSD-Werte der kartesischen
Koordinaten der 20 energieminimierten Strukturen des Ensembles in Bezug auf die mittlere Struktur
zwischen Aminoséure 494 — 431 bestimmt. °Die Qualitat der Struktur wurde mittels des Programms
PROCHECK bestimmt [104].
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Die besten 20 der insgesamt 100 berechneten Strukturen weisen eine hohe
Konvergenz auf, was an den kleinen RMSD-Werten von 0,037 A fiir alle NOE-
Distanzen sowie 0,19 A fir die Torsionswinkel ersichtlich ist. Weiterhin zeugen die
entsprechenden Ramachandran-Werte von einer guten Qualitat der Dimerstruktur,
da Uber 95 % der Reste in einem bevorzugten Bereich liegen. Die Dimerstruktur
zeigt, dass PDGFRB-TM eine linksgangige Leucin-Zipper ahnliche Struktur ausbildet
(Abbildung 5.27).

Phe498 Phe498

Abbildung 5.27: Strukturbiindel der 20 energiedrmsten Strukturen des dimeren PDGFRB-TM
Proteins. In (A) ist die komplette Dimerstruktur dargestellt, (B) zeigt die detaillierte Struktur des
Interface, wobei die beiden unstrukturierten Termini entfernt sind. Die Reste, welche das Dimer-
Interface ausbilden sind in rot und schwarz dargestellt. Die Seitenketten von Phenylalanin 498 und
Tryptophan 524 sind zur Orientierung in griin gekennzeichnet. (Abbildung erstellt mit dem Programm
MOLMOL [105]).
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Die Aminosauren, welche sich im Interface befinden, besetzten dabei die Positionen
,2a‘ und ,d“ des Heptad-Motivs (Abbildung 5.28). Valin 511 nimmt als einziger Rest
Position ,g“ ein und befindet sich somit am Rand des Interfaces, wo es hydrophobe
Wechselwirkungen Uber das Interface ausbilden kann. Entlang der Helix befinden
sich drei hydrophile Aminosauren. Serin 504 auf Position ,g“ des Heptad-Motivs
befindet sich am Rand des Interface, wéhrend Threonin 513 und Serin 516 die

Positionen ,b“ und ,e“ einnehmen und den Mizellen zugewandt sind.

495 500 505 510 515 520 525 530
GHSLPFKVVVISAILALVVLTIISLIILIMLWQKKPRYE

Abbildung 5.28: Helical Wheel-Diagramm des dimeren PDGFRB-TM Proteins (oben). Die ,a“ und ,d"
Positionen werden von den Aminoséaureresten des Interfaces besetzt, wobei Valin 511 Position ,g“

einnimmt. In der Aminosauresequenz (unten) sind diese Reste blau markiert.

Die beiden Helices des Dimers sind um etwa 20° zueinander geneigt. Innerhalb des
C-terminalen Bereichs des Dimers weisen die beiden monomeren Untereinheiten
einen engen Kontakt zueinander auf, wohingegen die beiden Alanine 505 und 508 zu
einer mehr aufgeweiteten Struktur im N-terminalen Teil beitragen. Das
Vorhandensein eines einzigen Signaldatensatzes flir die zentralen Reste innerhalb
der Transmembranhelix zeigt weiterhin, dass es sich um einen symmertrischen

Dimer handelt.
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5.4 Festkoérper-NMR Spektroskopie

5.4.1 Optimierung der Probenherstellung zur Untersuchung von PDGFRB-TM in
orientierten Modellmembranen

Nach der Strukturbestimmung von PDGFRB-TM in DPC-Mizellen sollte das Protein
mittels Festkérper-NMR in einer Lipidumgebung untersucht werden, um die
Orientierung des Proteins in der Membran genauer zu bestimmen als mittels OCD.

Fir die Messungen mussten die optimalen Bedingungen fir die Herstellung
orientierter Proben bestimmt werden. Dazu wurde PDGFRB-TM in mechanisch
orientierten Phospholipiddoppelschichten auf Glasplatichen rekonstituiert. Da die
Ergebnisse der OCD-Messungen ergaben, dass fir die Rekonstitution des PDGFRf3-
TM Proteins in orientierten Membranen die Phospholipide DMPC und POPC genutzt
werden kénnen (siehe Kapitel 5.2.2), wurden diese auch fir die Festkérper-NMR
verwendet. In Abbildung 5.29 sind die entsprechenden $1p_Spektren von orientierten
DMPC- und POPC-Membranen, in welchen das PDGFRB-TM Protein rekonstituiert

ist, dargestellt.
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Abbildung 5.29: 31P-NMR-Spektren von PDGFRpB-TM rekonstituiert in (A) DMPC- und (B) POPC-
Doppelschichten auf Glasplattchen in unterschiedlichen P:L-Verhaltnissen. Die DMPC-Spektren

wurden bei 37 °C, die POPC-Spektren bei Raumtemperatur gemessen.

Alle Spektren zeigen eine uniaxiale Orientierung der Phospholipide mit der
Membrannormalen parallel zum Magnetfeld, da sich die Hauptintensitat des Signals
links von der isotropen Position (ca. 0 ppm) zwischen 15 — 30 ppm befindet. Da nur
ein kleines Pulversignal bei ca. -20 ppm detektiert wurde, war sichergestellt, dass die
Phospholipide auch in Anwesenheit von PDGFRB-TM orientierte
Lipiddoppelschichten beziglich des Magnetfelds ausbilden.
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Um die Ausrichtung von PDGFRB-TM selbst in orientierten Membranen zu
untersuchen, wurden eindimensionale ®*N-Festkérper-NMR-Messungen
durchgefiuihrt. Ein in die Membran senkrecht eingebettetes a-helikales Protein
(transmembrane Orientierung) besitzt typischerweise eine anisotrope chemische
Verschiebung im Bereich von 150 — 200 ppm. Im Vergleich dazu besitzt ein Protein,
welches flach auf der Membran ausgerichtet ist (parallele Orientierung), eine
anisotrope chemische Verschiebung im Bereich von 70 — 100 ppm. In Abbildung
5.30 A,B sind die "°N-NMR-Spektren von PDGFRB-TM in orientierten DMPC- und
POPC-Doppelschichten mit einem P:L-Verhéltnis von 1:50 dargestellt.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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15N 15N 15N

Abbildung 5.30: 15N—NMR—Spektren von PDGFRB-TM rekonstituiert in (A) POPC- und (B), (C)

DMPC-Doppelschichten auf Glasplattchen bei Raumtemperatur (POPC) bzw. 37 °C (DMPC). Das
P:L-Verhaltnis betragt in (A) und (B) 1:50 und in (C) 1:200.

Die Spektren zeigen ein breites Signal zwischen 60 — 250 ppm, welches den
kompletten Bereich der anisotropen chemischen Verschiebung umfasst. Die hohe
Signalintensitat im Bereich zwischen 60 — 90 ppm zeigt, dass ein groRer Anteil der
Proteinmolekile nicht orientiert vorliegt. Weiterhin zeigen die Spektren
Signalintensitdt um die isotrope Position zwischen 100 — 130 ppm, welche von
beweglichen Anteilen des Proteins stammen. Das Signal bei ca. 40 ppm kommt
wahrscheinlich von der Aminogruppe der Seitenkette der Lysine. Im Vergleich zu
POPC-Membranen weisen DMPC-Membranen einen gréReren Anteil von
transmembran orientietem PDGFRB-TM Protein auf, was sich an der erhdhten
Intensitat im Bereich zwischen 150 — 200 ppm widerspiegelt. Es wurde eine weitere
15N-Messung in DMPC-Membranen mit einem P:L-Verhdltnis von 1:200
durchgefihrt. Das Spektrum (Abbildung 5.30 C) zeigt ebenfalls ein breites Signal im
Bereich zwischen 60 —250 ppm. Die Signalintensitdt im Bereich zwischen
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150 - 200 ppm ist jedoch im Vergleich zu dem Spektrum mit einem P:L-Verhaltnis
von 1:50 deutlich erhéht. Dies zeigt, dass sich PDGFRB-TM in DMPC-Membranen
mit einem niedrigen P:L-Verhéaltnis von 1:200 besser orientiert als bei der héheren
Proteinkonzentration. Im Vergleich hierzu zeigten die OCD-Spektren von PDGFRf-
TM in DMPC-Doppelschichten keine Unterschiede fiir verschiedene P:L-Verhéltnisse
(Kapitel 5.2.2, Abbildung 5.12). Grund dafir kénnte die Probenpraparation sein, da
die Proteinmenge in den OCD-Proben im pg-Bereich liegt, wéhrend fur die NMR-
Messungen Proteinmengen im mg-Malistab eingesetzt werden muissen. Dies
bedingt, dass das Protein in den OCD-Proben in einem 30 fach gréReren Volumen
rekonstituiert wird als in den NMR-Proben und es deswegen vermutlich weniger zu
unspezifischer Aggregation kommt.

DarUber hinaus wurde PDGFRB-TM in magnetisch orientierten Bizellen untersucht,
welche in der Festkérper-NMR haufig genutzt werden. Im Unterschied zu
mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplattchen orientieren sich
Bizellen mit der Membrannormalen senkrecht zum Magnetfeld. Durch die Zugabe
von Lanthanoid-lonen (Yb*) kann die Ausrichtung der Bizellen jedoch um 90°
gedreht werden.

Es wurden Bizellen bestehend aus DMPC (langkettiges Lipid) und 6-O-PC
(etherverknupftes Analogon zu DHPC, kurzkettiges Lipid) mit q = 3,2 und q = 5,0
verwendet. Weiterhin wurde eine Bizellenprobe aus DMPC/DMPG (80:20 w/w) und
6-O-PC mit einem g-Wert von 3,2 untersucht. Da die Orientierung der Bizellen neben
dem g-Verhéltnis (der g-Wert gibt das Verhaltnis von lang- und kurzkettigen Lipiden
an) auch von der Temperatur abhangt, wurde eine *'P-Temperaturserie sowohl von
den puren Bizellen als auch von den Bizellen in welchen PDGFRB-TM eingebettet
ist, gemessen. Die Anfangstemperatur jeder Serie betrug 12,5 °C, wobei in einem
Abstand von 2,5 °C die Temperatur bis 45 °C erhéht wurde. Bei tiefen Temperaturen
liegen gemischte Mizellen vor, wobei sich ab einer charakteristischen
Ubergangstemperatur orientierte Bizellen ausbilden. Wird die Temperatur uber
diesen Bereich hinaus erhéht, kommt es zur Auflésung der Bizellen, wobei ein
Gemisch aus Vesikeln, Mizellen und Bizellen entsteht. Tabelle 5.7 gibt eine Ubersicht
Uber den Temperaturbereich, in welchem das jeweilige Bizellensystem mit der

Membrannormalen senkrecht zum Magnetfeld orientiert ist.
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Tabelle 5.7: Ubersicht ber den Temperaturbereich in welchem sich die verschiedenen Bizellen
senkrecht zum Magnetfeld orientieren. T, und T4 bezeichnen die héchste bzw. niedrigste Temperatur

bei welcher die Bizellen ausgerichtet sind.

. Temperaturbereich Mittlere

Bizellensystem Verr?éltnis orientierter Bizellen Temperatur

T,-T,[°C] (To+T4)2 [°C]
DMPC/6-O-PC 3,2 12,5 36
DMPC/6-O-PC
+ PDGFRB-TM 3,2 2,5 34
DMPC/DMPG/6-O-PC 3,2 15 35
DMPC/DMPG/6-O-PC
+ PDGFRB-TM 3,2 12,5 34
DMPC/6-O-PC 50 7,5 29
DMPC/6-0O-PC
+ PDGFRB-TM 50 55 25

Alle untersuchten Bizellensysteme bilden in Abwesenheit von PDGFRB-TM innerhalb
eines Temperaturbereichs von ca. 7,5 — 15 °C orientierte Bizellen aus. Durch die
Rekonstitution von PDGFRB-TM verschmalert sich der Temperaturbereich der
orientierten Bizellen in allen Systemen, wobei Bizellen aus DMPC/6-O-PC mit q = 3,2
nur in einem Bereich von 2,5 °C orientiert sind. Bei einem g-Verhaltnis von 5,0 sind
die Bizellen Uber einen Bereich von 5,5 °C stabil, wahrend Bizellen aus
DMPC/DMPG/6-O-PC (g=3,2) in einem Temperaturbereich von 12,5 °C orientiert
sind.

Um die Ausrichtung des PDGFRB-TM Proteins in diesen Membranmodellen zu
untersuchen, wurden 15N-Spektren bei den Temperaturen gemessen, bei welcher die
Bizellen die beste Orientierung zeigten (Abbildung 5.31). Die '°N-Spektren von
PDGFRB-TM in DMPC/6-O-PC und DMPC/DMPG/6-O-PC mit q = 3,2 zeigen ein
Signal um die isotrope Position bei 120 ppm. Dies zeigt, dass das Protein in diesen
Modellmembranen nicht gut orientiert ist beziehungsweise eine grof3e Mobilitat
aufweist, so dass alle Orientierungen ausgemittelt werden. Bei einem g-Verhaltnis
von 5,0 zeigt das ®N-Spektrum von PDGFRB-TM in DMPC/6-O-PC Bizellen kaum
Signalintensitat bei 120 ppm.
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Die Hauptintensitat zeigt eine anisotrope chemische Verschiebung im Bereich
zwischen 80 — 110 ppm, was fir eine transmembran orientierte a-Helix spricht,

welche eine schrage Ausrichtung bezuglich der Membrannormalen einnimmt.
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Abbildung 5.31: PDGFRB-TM rekonstituiert in Bizellen. Die obere Reihe zeigt die 15N-Spektren, die
untere Reihe die dazugehérigen *'P-Spektren. (A) DMPC/6-O-PC Bizellen, q = 3,2; T = 35 °C,
(B) DMPC/DMPG (80:20) /6-O-PC Bizellen, q = 3,2; T = 37,5 °C, (C) DMPC/6-O-PC Bizellen, q = 5,0;
T=27,5°C. In den 31P-Spektren stammt das am weitesten tieffeldverschobene Signal von 6-O-PC,

das am weitesten hochfeldverschobene Signal von DMPC.

5.4.2 Strukturanalyse von PDGFRB-TM in orientierten Membranen

Nach der Optimierung der geeigneten Rekonstitutionsmethode in orientierten
Modellmembranen wurde die Orientierung von PDGFRB-TM analysiert.

In mechanisch orientierten DMPC-Doppelschichten hatte sich fur ein P:L-Verhéltnis
von 1:200 die beste Orientierung gezeigt, wobei selbst hier ein Teil der Molekile
nicht orientiert vorliegt (siehe Kapitel 5.4.1, Abbildung 5.30 C). Um n&here Aussagen
Uber die Orientierung von PDGFRB-TM zu treffen, wurden weitere *N-Experimente
der Probe gemessen, welche in verschiedenen Winkeln bezlglich des Magnetfelds
ausgerichtet wurde (Abbildung 5.32). Das '°N-Spektrum, welches in einem 90°
Winkel der Probe zum Magnetfeld gemessen wurde, zeigt ein breites Signal im
Bereich zwischen 60 — 150 ppm. Die Signale der nicht orientierten Proteinmolekiile
besitzen die gleichen anisotropen chemischen Verschiebungen, unabhéngig von der
Ausrichtung der Probe und befinden sich daher auf der gleichen Position. Im
Unterschied dazu wird das Signal, welches von den orientierten Proteinmolekilen
stammt, um die isotrope Position bei ca. 120 ppm gespiegelt und der Abstand zur

isotropen Position um den Faktor -/~ skaliert. Daher zeigt das Signal sowohl die
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orientierten als auch die nicht orientierten Molekile. Weiterhin wurde ein
15N—Spektrum gemessen, in dem die Probe mit ihrer Normalen in einem Winkel von
ca. 54° zum Magnetfeld ausgerichtet wurde. Das Signal ist in zwei spektrale
Bereiche geteilt. Die Signalintensitdten im Bereich der isotropen Position zwischen
80 — 130 ppm stammen von dem orientierten Anteil von PDGFRB-TM, dessen
Anisotropie jetzt aufgrund der Ausrichtung der Molekile um den magischen Winkel
ausgemittelt wird. Das zweite Signal im Bereich von 40 — 80 ppm entspricht dem

nicht orientierten Pulveranteil.
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Abbildung 5.32: 15N-NMR-Spektren von PDGFRpB-TM rekonstituiert in DMPC-Doppelschichten auf
Glasplattchen in einem P:L-Verhaltnis von 1:200 bei 37 °C (linke Seite). Zur Messung wurde die Probe
in einem Winkel von 0°, 90° und 54° in Bezug auf das Magnetfeld ausgerichtet. Die isotrope Position
(120 ppm) wird durch die gestrichelte Linie angezeigt. Zur Veranschaulichung sind auf der rechten
Seite die jeweiligen Pulverspektren (rote Linie) und die orientierten Proteinanteile (blaue Linie)
eingezeichnet.

Die Anderung der anisotropen chemischen Verschiebung des Signals in
Abhangigkeit der Orientierung der Probe zum Magnetfeld beweist, dass in
orientierten DMPC-Doppelschichten ein grofder Anteil von PDGFRB-TM orientiert
vorliegt. Ein aufrecht in der Membran insertiertes Protein wiirde ein schmales Signal

bei ca. 200 ppm ergeben. Daher kann aus der relativ gro3en Breite des orientierten

106



Ergebnisse

Signals in der 0° orientierten Probe abgelesen werden, dass PDGFRB-TM schrég in
die Membran eingebettet ist und nicht ganz aufrecht in der Membran steht. Weiterhin
wird ein gewisser Teil an nicht orientierten Protein erwartet, da die Flissigkeits-NMR-
Struktur zeigt, dass die beiden Termini des Proteins unstrukturiert sind und diese ca.
30 % der Aminosauresequenz umfassen (siehe Abbildung 5.24).

Uberdies wurde die Orientierung von PDGFRB-TM in Bizellen néher untersucht. Die
beste Orientierung des Proteins konnte in Bizellen aus DMPC/6-O-PC und q = 5,0
erzielt werden, da das "°N-Spektrum wenig Siganlintensitat im Bereich der isotropen
Position aufzeigte (siehe Kaptiel 5.4.1, Abbildung 5.31 C). Diese stammt, wie
beschrieben, vermutlich von den unstrukturierten mobilen Bereichen des Proteins.
Wie bereits erwahnt orientieren sich (ungeflippte) Bizellen im Vergleich zu
orientierten Lipiddoppelschichten auf Glasplattchen mit der Membrannormalen
senkrecht zum Magnetfeld. Durch Zugabe einer YbCl;-L6ésung wurde diese
Bizellenprobe gefilppt. Dadurch kommt es zu einer Orientierungsanderung der
Bizellen, wobei sich diese nun mit der Membrannormalen parallel zum Magnetfeld
ausrichten. Die Signale werden daher um die isotrope Position gespiegelt und es
kommt zu einer Verdoppelung der chemischen Verschiebungsdimension. Der Erfolg

des ,Flippens“ wurde anhand eines *'P-Spektrums tiberpriift (Abbildung 5.33).

A 0°
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Abbildung 5.33: PDGFRB-TM rekonstituiert in geflippten (A) und ungeflippten (B) DMPC/6-O-PC
Bizellen mit g= 5,0 in einem P:L-Verhéltnis von 1:200. Links sind die '°N-Spektren, rechts die *'P-
Spektren dargestellt. Die ungeflippten Bizellen orientieren sich in einem Winkel von 90°, die geflippten
in einem Winkel von 0° mit der Membrannormalen zum Magnetfeld. Alle Spektren wurden bei

T =27,5 °C gemessen.
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Die *'"P-NMR-Signale sind nun in den positiven Bereich des Spektrums gespiegelt,
wobei es zu einer Verbreiterung der Linien kommt. Somit war sichergestellt, dass die
Bizellen eine parallele Ausrichtung zum Magnetfeld aufweisen. Im Vergleich zum
zungeflippten® 1‘E’N-Spektrum in welchem das Signal im Bereich zwischen
80 —110 ppm liegt, ist das Signal der ,geflippten® Probe aufgrund der
Orientierungsénderung um die isotrope Position gespiegelt, wobei die Hauptintensitat
des Signals im Bereich zwischen 100 — 190 ppm liegt (Abbildung 5.33 A). Dies zeigt,
dass PDGFRB-TM in diesen Bizellen orientiert vorliegt, da Signale von nicht
orientierten Molekiilen nicht gespiegelt werden. Wie auch in DMPC-Doppelschichten
auf Glasplattchen zeigt die relativ grof3e Breite des Signals, dass PDGFRB-TM eine
schrage transmembrane Orientierung in den Bizellen einnimmt.

Ein 2D-PISEMA-Experiment konnte bisher noch nicht gemessen werden, da das

Signal-zu-Rausch-Verhaltnis nicht ausreichend ist.
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6. Diskussion

Der Tansmembranhelix von Rezeptor-Tyrosinkinasen wurde in der Vergangenheit
keine besondere Bedeutung zugesprochen, da angenommen wurde, dass diese
lediglich als Membrananker dient, welcher die extrazellulare
Ligandenbindungsdoméne mit der intrazellularen Kinasedomane verbindet.
Inzwischen wird zwar davon ausgegangen, dass die TMD eine Schliisselrolle bei der
Regulation der Rezeptorfunktion einnimmt, wobei sie aktiv bei der
Rezeptordimerisierung beteiligt ist, aber der genaue Mechanismus unbekannt bleibt.
In den letzten Jahren konnte fir einige RTKs gezeigt werden, dass deren
Transmembransegmente die intrinsische Fahigkeit zur Dimerisierung aufweisen
[77,115-119]. In vivo Fluoreszenz-Untersuchungen des EGF-Rezeptors ergaben
beispielsweise, dass dieser sogar in Abwesenheit eines Liganden auf der
Zelloberflache als Dimer vorkommt [8].

Die hier vorgenommene Charakterisierung des rekombinant hergestellten PDGFRf-
TM Proteins mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF Massenspektrometrie zeigte, dass
dieses Transmembransegment ohne &uflere Einflisse dimerisiert. Wahrend im
MALDI-Massenspektrum neben dem Dimer keine weiteren héheren Oligomere
detektiert werden konnten, zeigte das SDS-Gel mehrere Banden, welche mit den
Massen eines Di-, Tri- und Tetramers Ubereinstimmen (Kapitel 5.1.3, Abbildung 5.7
und 5.8). Allerdings kann hierbei nicht entschieden werden, ob es sich bei den
héheren Oligomeren (Trimer und Tetramer) um Artefakte handelt, welche durch
unerwartete Interaktionen des Proteins mit dem Detergenz zustande kommen, oder
ob diese Banden das wahre Oligomerisierungsverhalten widerspiegeln. In der
Literatur wurde ein ahnliches Verhalten fiir ein synthetisch hergestelltes Homolog der
Dimerisierungsdomane des Transkriptionsfaktors GCN4 beschrieben, welches
aufgrund spezifischer Interaktion mit den Detergenzmolekilen im SDS-Gel als Dimer
identifiziert wurde. FRET-Messungen, die unter den gleichen Bedingungen
durchgefiihrt wurden, zeigten, dass es sich hierbei allerdings um das Monomer
handelt [120].

Die Detektion des nicht-kovalenten Dimers mittels Massenspektrometrie deutet auf
eine groRe Stabilitdét des PDGFRB-TM Dimers hin, da im Allgemeinen nicht-kovalente
Komplexe unter den Bedingungen der Massenspektrometrie zerfallen. Die

Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung sind allerdings nur bedingt
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interpretierbar, da fur die Messung lyophilisiertes Proteinpulver in einem Gemisch
aus Acetonitril und TFA aufgelést wurde, wodurch sich das Protein in einer nicht-
nativen Umgebung befindet. Daher wurde zuséatzlich durch chemisches Cross-
Linking von PDGFRB-TM versucht, das Oligomerisierungsverhalten mittels MALDI-
TOF ndher zu untersuchen. Hierzu wurde das Reagenz BS3
(Bissulfosuccinimidylsuberat) verwendet, welches Uber zwei reaktive Gruppen
verfugt, die spezifisch mit dem N-Termius bzw. der e-Amiogruppe von Lysin
reagieren und somit Proteinmolekile, die rdumlich benachbart sind, kovalent
miteinander verknlUpft. Fir diese Untersuchungen wurde PDGFRB-TM in Lipid-
Vesikeln rekonstituiert, wodurch eine Umgebung geschaffen werden sollte, die eher
nativen Bedingungen entspricht. Leider konnten einzelne Massen nicht eindeutig
identifiziert werden, da die Signale sehr verbreitert waren und nur eine
Massenverteilung aufzeigten. Allerdings konnte kein Hinweis auf héhere Oligomere
gefunden werden. Dies deutet darauf hin, dass PDGFRB-TM ausschliel3lich Dimere
ausbildet. Da die schlechte Qualitat der Spektren keine ndhere Auswertung erlaubte,
sind sie in dieser Arbeit nicht aufgefuhrt.

Die Bestimmung der Sekundarstrukturanteile von PDGFRB-TM mittels CD-
Spektroskopie ergab einen hohen a-helikalen Anteil (Kapitel 5.2.1). In DPC-Mizellen
konnte ein Helixanteil von ca. 74 % ermittelt werden (siehe Tabelle 5.2). Dies stimmt
sehr gut mit dem aus den NMR-Experimenten in DPC-Mizellen bestimmten helikalen
Bereich zusammen, welcher 27 Aminosduren umfasst und demnach 70 % entspricht
(Kapitel 5.3.3, Abbildung 5.20). Der in Liposomen ermittelte Helixanteil war leicht
reduziert und betrug ca. 65 % (Tabelle 5.3), wobei fir die Transmembrandoméane
des EphA1-Rezeptors in DMPC-Liposomen der gleiche helikale Anteil bestimmt
wurde [119]. Ein méglicher Grund fur den in Detergenzien héheren Helixanteil kénnte
sein, dass die Einbettung einer verhaltnismafig langen Helix von PDGFRB-TM in die
,2anschmiegsamere* Mizelle gilinstiger ist als in eine Lipiddoppelschicht (siehe unten).
Denkbar wére auch, dass Detergenzien Proteinsequenzen mit geringerer
Helixbildungstendenz zusétzlich stabilisieren, was zu einem erhéhten helikalen Anteil
beitragt.

In der Literatur wurden bis jetzt von Arseniev und Mitarbeitern die dreidimensionalen
Dimerstrukturen der Transmembransegmente von ErbB2, EphA1, EphA2 sowie des
Heterodimers ErbB1/ErbB2 mittels Flussigkeits-NMR aufgeklért [77,117-119]. Drei
der vier Strukturen (ErbB2, EphA1 und ErbB1/ErbB2) weisen eine rechtsgangige
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parallele Anordnung der dimerisierten Helices auf, wobei die Dimerisierung tber ein
doppeltes N-terminales GX4-Motiv vermittelt wird. Die hochaufgeléste NMR-Struktur
von PDGFRB-TM in DPC-Mizellen stellt somit die zweite bekannte linksgangige
Dimerstruktur dar (Kapitel 5.3.6.2, Abbildung 5.27). Die Anordnung der beiden
Helices des dimerisieten PDGFRB-TM Proteins erfolgt analog zu EphA2-TM durch
ein Leucin-Zipper-ahnliches Dimerisierungsmotiv [77]. Im Unterschied zum PDGFR{-
TM Dimer, in welchem der C-terminale Bereich des Dimer-Interfaces eine dichte
Packung aufweist, da die gegenlberliegenden Aminosauren in engem Kontakt
zueinander stehen und der N-terminale Bereich weniger dicht gepackt ist, weist der
schwach polare N-Terminus des Dimer-Interfaces von EphA2-TM eine &dulerst dichte
Packung auf, wahrend der C-Terminus eine weniger kompakte Struktur besitzt. Ein
moglicher Grund hierfur ist die unterschiedliche Aminosdurezusammensetzung im
Vergleich zu PDGFRB-TM. Weiterhin liegen im C-terminalen Bereich des Dimer-
Interfaces von EphA2-TM zwei Phenylalanin-Reste, welche durch die Ausbildung von
inter- und intramolekularen 11 - M-Wechselwirkungen der aromatischen Ringe die
Dimerstruktur zusétzlich stabilisieren. Die aromatischen Aminosduren Phenylalanin
498 und Tryptophan 524 von PDGFRB-TM befinden sich nicht im Dimer-
Interface sondern sind nach auf3en gerichtet.

Die Aminosauresequenzen der Transmembransegmente verschiedener RTKs sind
alle sehr unterschiedlich aufgebaut und weisen keine Homologien auf. Gemeinsames
Merkmal der Sequenzen st allerdings das Vorliegen verschiedener
Dimerisierungsmotive. Abbildung 6.1 zeigt neben der PDGFRB-TM-Sequenz die
Aminosauresequenzen der Transmembranbereiche der anderen RTKs, deren 3D-
Struktur bekannt ist.

EphAl 539 VSRGLTGGEIVAVIFGLLLGAALLLGILVFRSRRA 573
EphA2 530 EGSGNLAVIGGVAVGVVLLLVLAGVGFFIHRRRKN 565
ErbBl 641 PKIPSIATGMVGALLLLLVVALGIGLFMRRRHIVR 675
ErbB2 645 EQRASPLTSIISAVVGILLVVVLGVVFGILIKRRQ 679
PDGFRB 495 SLPFKVVVISAILALVVLTIISLIILIMLWQKKPR 529

3 * * * * *

Abbildung 6.1: Aminosduresequenz der Transmemsegmente verschiedener RTKs. Die Sequenzen
entsprechen alle den humanen Rezeptoren, wobei die von PDGFRp der Rindersequenz entspricht.
Die fett markierten Aminosduren zeigen die jeweiligen experimentell bestimmten
Transmembranbereiche. Die unterstrichenen Aminosduren gehéren einem GX4-Motiv an, wahrend

die mit einem Stern gekennzeichneten Reste ein Leucin-Zipper-Motiv ausbilden.
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Auffallig ist, dass die Aminosduresequenzen von EphA1-TM, ErbB1-TM und ErbB2-
TM, welche alle eine rechtsgangige Dimerstruktur aufweisen, neben dem N-
terminalen GX4-Motiv noch ein weiteres C-terminales GX4-Motiv besitzen. In der
rechtsgangigen Anordnung wird dieses jedoch nicht benutzt und befindet sich auf der
gegenilberliegenden Seite des Dimer-Interfaces. Neben dem Heptadenmotiv weist
die Sequenz von EphA2-TM auch ein N-terminales GX4-Motiv auf, dessen Reste in
der linksgangigen Dimerstruktur den umgebenden Lipiden zugewandt sind [77]. Die
Aminosauresequenz von PDGFRB-TM besitzt keine Glycin-Reste. Denkbar wére nur
ein einziges GX4-dhnliches Motiv, welches von Serin 504 - XXX- Alanin 508
ausgebildet wird. Allerdings sind beide Aminosduren, aufgrund der GréRe ihrer
Seitenketten, nicht optimal zur Ausbildung der sogenannten ,knobs-into-holes®-
Packung geeignet.

Das  gleichzeitige  Auftreten mehrerer  Dimerisierungsmotive in  den
Transmembransegmenten der strukturell untersuchten RTKs ldsst vermuten, dass
eine Dimerisierung Uber verschiedene Motive stattfinden kann und die
interagierenden Helices somit verschiedene Konformationen einnehmen kdnnen.
Tatsachlich wird spekuliert, dass EphA1-TM auch in einer linksgangigen
Helixanordnung vorkommen kann, in welcher die Dimerisierung Uber das zweite C-
terminale GX4-Motiv verlaufen kénnte [119]. Auch fir den EphA2-TM Dimer wird
vermutet, dass dieser neben der linksgangigen Leucin-Zipper Anordnung auch in
einer rechtsgédngigen Konformation existieren kann, deren Dimerisierung ebenfalls
Uber das GX4-Motiv erfolgt [77]. Hinweis daflr war die Verdoppelung von
Kreuzsignalen im 'H, 'N-HSQC-Spektrum fir beide Proteine. Die
Signalverdoppelung kénnte aber auch durch eine lokale Veranderung verschiedener
Seitenketten herriihren, wie beispielsweise des Glutamats in EphA1-TM, welches
sich in Abhangigkeit des pH-Wertes entweder innerhalb oder aulderhalb des Dimer-
Interfaces befinden kann. Im EphA2-TM Dimer kdénnte die Verbreiterung und
Verdoppelung von Signalen auch durch eine verlangsamte Rotationsausmittelung
der Seitenketten der Phenylalanine begriindet werden. Welches Szenario
vorherrscht ist jedoch ohne weitere aufwéndige Strukturaufklarung der zweiten

Konformation nicht zu entscheiden.
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Arseniev und Mitarbeiter stellten die Hypothese auf, dass der Wechsel von einer
linksgangigen (Uber ein Leucin-Zipper Motiv) in eine rechtsgangige (Uber das GX4-
Motiv) Konformation, oder umgekehrt, den entscheidenden Ubergang zwischen den
beiden Aktivitdtszustdnden des Rezeptors darstellt [77,119]. Allerdings ist noch nicht
verstanden, was die treibende Kraft fir die Ausbildung der einen oder anderen
Konformation ist. Im Jahr 2001 wurde von der Arbeitsgruppe von Moriki ein
Aktivierungsmechanismus fur RTKs vorgeschlagen, welcher die Aktivierung des
dimerisierten EGF-Rezeptors ohne vorherige Ligandenbindung erklaren sollte [9].
Hiernach bewirkt die Ligandenbindung an die extrazellulare Domane zweier bereits
dimerisierter Rezeptoren eine Veranderung der Ausrichtung der dimerisierten
Transmembranhelices. Dadurch kommt es zur Ausbildung einer andersartigen
Helixpackung, die wiederum eine Rotation der intrazelluldren Kinasedoméanen
bewirkt. Infolgedessen werden die Kinasedomanen zweier Rezeptoren in bestimmter
Weise zueinander ausgerichtet, wodurch diese phosphoryliert und somit diverse
Signalkaskaden eingeschaltet werden.

Detergenz-Mizellen werden héaufig als eine artifizielle Umgebung von
Membranproteinen angesehen, da sie aufgrund des Fehlens eines genau definierten
hydrophoben Bereichs Transmembranproteine jeder Lange solubilisieren kdnnen.
Die in mizellarer Umgebung gewonnenen Strukturinformationen kénnen daher nicht
zwingend auf die native Struktur in vivo Ubertragen werden. Beispielsweise konnte
die Struktur der Transmembrandoméne des tetrameren MZ2-Proteins in DHPC-
Mizellen nicht mit der Struktur in Lipiddoppelschichten zur Deckung gebracht werden,
weswegen die physiologische Relevanz der Mizellen-Struktur angezweifelt wird [121-
123].

Informationen Uber den Einfluss der Lipidumgebung auf die Orientierung von
PDGFRB-TM konnte erstmalig im Rahmen dieser Arbeit aus OCD-Messungen
gewonnen werden. Die Abschatzung des Helix-Neigungswinkels anhand von OCD-
Spektren stellt bisher keine gebrauchliche Methode in der Literatur dar. Sie wurde
nach der urspringlichen Beschreibung 1987 nur ein einziges Mal angewandt,
weswegen aulder einem einzigen Referenzdatensatz keine weitere Datenbasis
vorliegt [91,92].
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In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass sich mit zunehmender Dicke der
hydrophoben Lipiddoppelschicht von DMPC (~25 A) nach POPC (~27 A) zu DEPC
(~32 A) der Helix-Neigungswinkel von PDGFRB-TM beziiglich der Membrannormale
von ~30° Uber ~20° zu ~10° verringert (Kapitel 5.2.2, Tabelle 5.4) [124,125]. Diese
Ergebnisse stimmen sehr gut mit der Hypothese des ,Lipid-Mismatch® Uberein,
wonach eine hydrophobe Transmembranhelix, welche langer als die effektive Dicke
der Membran ist, ihren Neigungswinkel in dem Malde anpasst, dass sie optimal in die
Lipidschicht eingebettet wird (Abbildung 6.2) [126,127].

oder

Abbildung 6.2: Schematische Darstellung des Lipid-Mismatch Effekts. In (A) entspricht die Léange der
Helix der Dicke der Lipidmembran, so dass sie optimal eingebettet wird. In (B) ist die Helix zu kurz, in

(C) zu lang.

Die Auswertung der "°N-NOESY-Spektren (Kapitel 5.3.3, Abbildung 5.22) ergab,
dass der Transmembranbereich von PDGFRB-TM in einer ,entspannten®
Mizellenumgebung ca. 22 Aminosduren umfalt mit einer Lénge von ca. 33 A
(Abstand Valin 501 C* — Leucin 523 C’). Dies entspricht optimal der Lipiddicke von
DEPC-Membranen, wo tatsachlich eine nahezu senkrechte Orientierung des
Proteins gefunden wurde.

Weiterhin deuten die Festkérper-NMR-Spektren von PDGFRB-TM in orientierten
DMPC-Membranen und DMPC/6-O-PC Bizellen auf einen ausgepragten
Neigungswinkel des Proteins hin, welcher vermutlich gréRer ist als 20°, was fir die
Richtigkeit der OCD-Ergebnisse spricht (Kapitel 5.4.2, Abbildung 5.32 und 5.33). Ein
zweidimensionales  PISEMA-Experiment, welches erlaubt den exakten
Neigungswinkel von PDGFRB-TM in Membranen zu bestimmen, konnte aufgrund

von Sensitivitatsproblemen noch nicht durchgefiihrt werden.
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Die hochaufgeléste NMR-Struktur des PDGFRB-TM Dimers in Mizellen weist einen
Helix-Kreuzwinkel von ca. 20° auf. Dies entspricht einem nominellen Helix-
Neigungswinkel des Proteins von 10°, wenn PDGFRB-TM symmetrisch in einer
Membran eingebettet ware. Die NMR-Struktur stimmt demnach sehr gut mit dem
Neigungswinkel in DEPC-Membranen Uberein, welcher mittels OCD-Spektroskopie
bestimmt wurde. Deshalb kann man annehmen, dass PDGFRB-TM auch in DEPC-
Membranen die linksgéngige Leucin-Zipper Konformation annimmt. Der ausgepragte
Neigungswinkel von PDGFRB-TM in wesentlich dinneren DMPC-Membranen kdnnte
dann einerseits durch eine seitliche Kippung des kompletten Dimers um 20°
innerhalb der Membran entstehen. Andererseits koénnte er auch aus einer
Vergroflerung des nominellen Helix-Kreuzwinkels auf bis zu 60° hervorgehen.
Vergleicht man die hier vorliegenden Ergebnisse mit den bereits bekannten RTK-
Strukturen, so betragt der Helix-Kreuzwinkel von EphA1-TM ca. 42° [119] und wére
sehr gut mit dem Neigungswinkel von 20°, welcher in POPC-Membranen
abgeschatzt wurde vereinbar, ohne eine weitere Kippung des Dimers in der
Membran annehmen zu mussen. MD-Simulationen fir EphA1-TM haben gezeigt,
dass der Dimer eine leicht gekippte Orientierung in der DMPC-Membran aufweisen
kénnte. Zusammengenommen wirde dies einem Neigungswinkel >25° entsprechen,
was sehr gut mit dem gemessenen Wert fiur PDGFRB-TM in DMPC-Membranen
Ubereinstimmt.

Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen lafkt sich die Hypothese aufstellen,
dass die signifikante Anderung des Neigungswinkels von PDGFRB-TM in DEPC- im
Vergleich zu DMPC-Membranen durch einen Ubergang von zwei unterschiedlichen
Dimer-Konformationen hervorgeht. Welche dieser beiden Konformation PDGFRB-TM
einnimmt, wird dabei von der Dicke der Membran bestimmt. In diinnen Membranen
wére eine rechtsgangige Struktur denkbar, in welcher die Helices Uber ein GX4-
ahnliches Motiv (Serin 504-XXX-Alanin 508) dimerisieren. In dicken Membranen
kénnte sich analog zur hier beobachteten NMR-Struktur eine linksgéngige Struktur
ausbilden, in welcher die Dimerisierung Uber ein Leucin-Zipper-Motiv erfolgt (siehe
Abbildung 6.3).
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Da PDGFRB-TM in dickeren Membranen vermutlich die gleiche Struktur wie in DPC-
Mizellen besitzt, spricht der in dieser Arbeit bestimmten NMR-Struktur von PDGFR(-

TM eine physiologische Bedeutung zu.

\

10°

Abbildung 6.3: Dimerisierung von PDGFRB-TM in einer linksgéngigen Struktur (A und B) mit kleinem
Helix-Kreuzwinkel in DPC-Mizellen bzw. dicken DEPC-Membranen und in einer rechtsgangigen

Struktur (C) mit groBem Helix-Kreuzwinkel in diinnen DMPC-Membranen.

In der Literatur ist beschrieben, dass Lipid Mikrodomanen eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion von RTKs spielen [128]. Hierbei handelt es sich um
Membraneinstilpungen der Plasmamembran, den sogenannten Caveolen. Diese
bestehen hauptsachlich aus Lipid Rafts und dem Protein Caveolin und sind aus
langkettigen Sphingolipiden sowie Cholesterol aufgebaut. In vivo liegen Lipid Rafts
im flussigkristallinen Zustand vor, wobei die Dicke der Lipidschicht im Vergleich zu
der umgebenen Plasmamembran enorm vergréRert ist [129]. Auch fir den PDGF-
Rezeptor (B ist bekannt, dass dieser in seinem nativen Zustand sowohl in der
Plasmamembran als auch in Lipid Rafts vorliegen kann [128,130]. Dies IlaRt
spekulieren, dass es je nach Aktivitdtszustand zu einer Umverteilung des Rezeptors
zwischen dicken und dinnen Membranbereichen kommt, in welcher PDGFR 3

unterschiedliche Konformationen einnehmen kann.
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7. Ausblick

Verschiedene neue Fragestellungen haben sich durch die vorliegende Arbeit, welche
zum ersten Mal Einblicke in die Dimerisierung von PDGFRB-TM lieferte, ergeben.

Die OCD-Ergebnisse zeigen, dass sich der Neigungswinkel von PDGFRB-TM in
Abhéangigkeit der Lipiddicke &ndert, was auf das Vorliegen einer zweiten
Konformation des Proteins hindeutet. Daher stellt sich die Frage, ob der
Neigungswinkel in dinnen DMPC-Membranen tatsachlich einer grundséatzlich
anderen Anordnung der Helices entspricht, wie es zum Beispiel Uber das
Ser - XXX - Ala Motiv denkbar ware. Die Messung eines 3D '*C-gefilterten, ">C-
editierten NOESY-Experiments in isotropen DMPC/DHPC Bizellen kénnte zeigen, ob
in dieser Umgebung die Dimerisierung Uber andere Aminoséurereste erfolgt und sich
dabei eine rechtsgangige Konformation ausbildet. Allerdings handelt es sich bei
Bizellen um ein voluminéseres membranimitierendes System im Vergleich zu
Mizellen. Deshalb ist nicht abzusehen, ob die Spektrenqualitat fir eine Auswertung
ausreichend ist. Dartberhinaus liegen im komerziell erhéltlichen deuterierten DMPC-
Lipid nur die beiden Acylketten deuteriert vor, wahrend das Detergenz DHPC aus
Kostengriinden nicht-deuteriert verwendet wird. Daher kénnten Probleme aufgrund
einer erhdéhten Relaxationsgeschwindigkeit und einem damit verbundenden
schlechten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auftreten. Méglicherweise missen auch die
Resonanzsignale aufgrund der veradnderten chemischen Umgebung neu zugeordnet
werden.

Die OCD-Spektroskopie erlaubt nur eine Abschatzung des Helix-Neigungswinkels in
der Membran. Anhand von 2D-Festkdrper-NMR-Experimenten (PISEMA) in
orientierten Lipiddoppelschichten kdnnte eine exakte Bestimmung des Helix-
Neigungswinkels sowie des azimuthalen Drehwinkels erfolgen. Bizellen aus
DMPC/6-O-PC und einem qg-Verhéltnis von 5,0 ergaben bisher die beste
Orientierung des Proteins. Aufgrund des hohen Protein-zu-Lipid-Verhaltnisses in
dieser Probe ist zur Zeit die Proteinmenge flr ein solches Experiment nicht
ausreichend, weswegen die Herstellung orientierter Proben weiter optimiert werden
muss.

Ein langfristiges Ziel des Projekts ist die Strukturbestimmung des tetrameren Biindels
aus PDGFRB-TM und dem E5-Protein in Modellmembranen. Hierfir muss zunachst

die Interaktion der beiden Membranproteine gezeigt werden. FRET (Forster-
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Resonanz-Energie-Transfer)-Messungen waren eine Mdglichkeit dies experimentell
zu bestatigen, da hierbei der Abstand zwischen den Proteinen ermittelt werden kann.
Weiterhin kdénnte der Komplex bestehend aus dem E5-Dimer und PDGFRB-TM in
orientierten Modellmembranen mittels Festkérper-NMR-Messungen untersucht
werden. Ein Vergleich des Neigungswinkels von PDGFRB-TM vor und nach der
Zugabe von E5 kdénnte wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Rezeptoraktivierung
anhand des viralen Proteins liefern. Zudem kdnnten Abstandsmessungen zwischen
den beiden Proteinen mittels REDOR-Experimenten durchgefiihrt werden. Die
dadurch gewonnenen Informationen kénnten genutzt werden, um Einblicke in die
molekularen Mechanismen zu erlangen wie E5 die Rezeptoraktivitat verandert. Dies
kénnten wichtige Ansatzpunkte fur die therapeutische Behandlung von

Virusinfektionen und dadurch bedingten Krebs darstellen.
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8. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mittels CD und NMR die Struktur des
Transmembransegments des PDGF-Rezeptors untersucht werden, welches bei der
Rezeptoraktivierung die Weiterleitung des Signals durch die Membran Gbernimmt.
Hierzu konnte ein Protokoll erarbeitet werden, um PDGFRB-TM biosynthetisch durch
Uberexpression in E. coli kostengiinstig und in ausreichenden Mengen "°N- bzw.
®N/"3C-isotopenmarkiert herzustellen und aufzureinigen.

Die Charakterisierung mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF Massenspektrometrie
ergab, dass PDGFRB-TM eine starke intrinsische Tendenz zur Oligomerisierung,
insbesondere zur spontanen Dimerisierung, aufweist.

Mittels CD-Untersuchungen in verschiedenen membrandhnlichen Umgebungen
wurde ein a-helikaler Sekundérstrukturanteil von 65 — 80 % nachgewiesen. OCD-
Messungen zeigten, dass PDGFRB-TM in Lipidmembranen eine transmembrane
Orientierung einnimmt und der Neigungswinkel der Helix stark von der Schichtdicke
der Membran abhangt. Mit zunehmender Dicke der Lipiddoppelschicht
(DMPC->POPC->DEPC) wurde eine Verringerung des Neigungswinkels von
PDGFRB-TM beobachtet (30°>20°>10°), was sehr gut mit der Hypothese des Lipid-
Mismatch (bereinstimmt. Fir die genaue Bestimmung des Neigungswinkels in
orientierten Membranen mittels Festkérper-NMR konnte die Herstellung orientierter
Proben weitgehend optimiert werden. Die ersten 1D-Spektren deuten darauf hin,
dass PDGFRB-TM in diinnen Membranen eine schrage Orientierung einnimmt, was
mit den OCD-Ergebnissen Ubereinstimmt.

Anhand von Flussigkeits-NMR wurde die 3D-Struktur des PDGFRB-TM Segments in
DPC-Mizellen aufgeklért, welches eine durchgehende, leicht gekrimmte a-Helix
aufweist. Da das Protein in den Mizellen als Dimer vorliegt, konnte Uber ein 3D 3C-
gefiltertes, '*C-editietes NOESY-Experiment die Aminosédurereste des Dimer-
Interfaces erfolgreich ermittelt werden. Die 3D-Dimerstruktur zeigt, dass die beiden
PDGFRB-TM Helices durch ein Leucin-Zipper &hnliches Motiv dimerisieren, wobei
sich eine linksgéngige coiled-coil Struktur ausbildet. Der Helix-Kreuzwinkel betragt
hierbei ca. 20°, was einem Neigungswinkel von ca. 10° in einer Membranumgebung
entspricht.

Die Tatsache, dass PDGFRB-TM verschiedene Neigungswinkel je nach
Membranumgebung einnimmt und fir homologe TM-Dimere eine rechtsgéngige
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Anordnung mit wesentlich gréterem Helix-Kreuzwinkel beobachtet wurde, fuhrt zu
der Hypothese, dass das PDGFRB-TM Dimer durch die Lipidumgebung bedingt
verschiedene Konformationen einnehmen kann. Diese unterschiedlichen
Konformationen kénnten dem inaktiven und dem aktivierten Zustand entsprechen,

die Ublicherweise durch Ligandenbindung ineinander Gbergefiihrt werden.
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Anhang

10. Anhang

Tabelle 10.1: Mehrdeutige intermolekulare NOE-Kontakte des PDGFR-B-TM Dimers, die dem

Programm ARIA-CNS zur Strukturberechnung vorgegeben wurden. Der Abstand der Protonen liegt

zwischen 1,5 und 6,5 A. Zur Unterscheidung zwischen den beiden identischen Helices des Dimers

sind die Aminoséauren des einen Molekils mit einem Strich (') gekennzeichnet.

Mehrdeutige intermolekulare NOE-Kontakte

- V501"Hy1/ V501 Hy2 oder
V501" Hy2/ V501 Hy1

- V501 Hy1 / V501" Hyz oder
V501 Hy2/ V501" Hy+

- V501" Hy1/ V501 Ha oder
V501" Hy2/ V501 Ha

- V501 Hy1/ V501" Ha oder
V501 Hy2/ V501" Ha

- A508" HB / L512 Hy oder
A508" HB / L509 Hy

- A508 HB / L512" Hy oder
A508 HB / L509" Hy;

- A508 HB / L512" Hd, oder
A508 HB / L512" HB,

- A508" HB / L512 Hd, oder
A508" HB / L512 H5,

- V511" Hy1/L512 H&1 oder
V511" Hy1/L512 Hd2 oder
V511" Hy2/L512 H51 oder
V511" Hy2/L512 Hb2

- V511 Hy1 / L512° H&+1 oder
V511 Hy1/ L512° H&2 oder
V511 Hy2/L512" H51 oder
V511 Hy2/L512" Hb2

-V511" Hy1/L512 Ha oder
V511" Hy2/ L512 Ha

-V511 Hy1/L512" Ha oder
V511 Hy2/ L512° Ha

-L512° H51/ 1514 Hy2 oder
L512" H51/ 1514 H51 oder
L512 H31/L512" H32

-L512° H&1/L512 Hy oder
L512" Hd2/ L512 Hy oder
L512" Hd2/ 1514 Hy11 oder
L512" Hd2/ 1514 Hy12

-L512" H51/ 1514 HB oder
L512" Hd2/ 1514 HB

-L512° H51/ 1514 Ha oder
L512" H52 /1514 Ha

-L512° H51/L512 Ha oder
L512" H52/ L512 Ha

-L512" Ho1/ 1514 H31 oder
L512" Hd2/ 1514 Hd2

-L512 Hd1/1514" Hy2 oder
L512 H&1/1514" Hb1

-L512 H31/L512" Hy oder
L512 Hd2 / L512" Hy oder
L512 H&2/ 1514 Hy11 oder
L512 H52/ 1514" Hy12

-L512 H31 /1514 HPB oder
L512 Hd2/1514" HB

-L512 H31 /1514" Ha oder
L512 H52/1514° Ha

-L512 H31/L512" Ha oder
L512 Hd2 / L512" Ha

-L512 H341 / 1514° H®1 oder
L512 H&2 / 1514 Hy2

- A505° Hd1/ 1514 Hd1 oder
A505" Hd1 /1514 Hy2

-1519" Hd1 /1519 Hd1 oder
1519" H81 /1519 Hy2

- 1514 Hd1 /1514 Hy1 oder
1514" H51 /1519 Hy1 oder
1519° H51 /1514 Hy1 oder
1514° H51/L512 Hy

-1514° H®1/ 1514 Ha oder
1519" Hd1/ 1519 Ha

-1514" Hyz / 1514 H51 oder
1514" Hy2 / 1514 Hy2

-1519" Hy2 /1519 Hd1 oder
1519" Hy2 /1519 Hy2

- 1514" Hy2/ 1514 Hy1 oder
1514 Hy2 /1519 Hy1 oder
1519 Hy2/ 1514 Hy1 oder
1519 Hy2 / 1519 Hy1 oder
1514° Hy2 / L512 Hy

- 1514° Hy2 /1514 Ha oder
1519° Hy2 /1519 Ha

- 1514 H51/1514° Hd1 oder
1514 H51/1514" Hy2

- 1519 H&1/1519° H51 oder
1519 H51 /1519 Hy2

- 1514 H51 /1514 Hy1 oder
1514 Hd1/1519" Hy1 oder
1519 H&1 / 1514° Hy1 oder
1519 Hd1 / 1519" Hy1 oder
1514 H&1 / L512" Hy

- 1514 H51/1514° Ha oder
1519 H51/1519" Ha

- 1514 Hy2/1514" H&1 oder
1514 Hy2/1514" Hy2

- 1519 Hy2/1519° Hd1 oder
1519 Hy2 /1519" Hy2

- 1514 Hy2/1514" Hy1 oder
1514 Hy2 /1519" Hy1 oder
1519 Hy2 /514" Hy1 oder
1519 Hy2 /1519 Hy1 oder
1514 Hy2 /L512" Hy

- 1514 Hy2/1514° Ha oder
1519 Hy2 /1519" Ha
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Anhang

Tabelle 10.2: Eindeutige intermolekulare NOE-Kontakte des PDGFR-B-TM Dimers, die dem
Programm ARIA-CNS zur Strukturberechnung vorgegeben wurden. Der Abstand der Protonen liegt
zwischen 2,0 und 4,5 A. Zur Unterscheidung zwischen den beiden identischen Helices des Dimers

sind die Aminoséauren des einen Molekils mit einem Strich (') gekennzeichnet.

Eindeutige intermolekulare NOE-
Kontakte

- V501 Hy, / V501" Hy,
- V501 Hy, / V501" Hy,
- M522" He /1519 HB,
- M522 He /1519 H3,

- A505" HB / V501 Ha

- A505 HB / V501" Ha
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