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4 Ergebnisse zu SapC und SapD

4.1 Kristallisation von SapC

Zur Kristallisation von SapC wurden Reihenversuche mit Hilfe kommerziell erhaltlicher Zusam-
menstellungen von Kristallisationslésungen unternommen, um anfangliche Kristallisationsbe-
dingungen zu finden. Nach ca. drei Monaten erschienen hierbei in Ansatz 8 des ,Hampton
Screen I (Hampton Research) dinne, lange Nadeln. Da diese Bedingung 30% Isopropanol
als Fallungsmittel verwendet, wurde zur Optimierung und Beschleunigung des Kristallwachs-
tums ein Gitter-Reihentest verwendet, in dem die Konzentration des Fallungsmittels Isopropa-
nol gegen den pH-Wert variiert. Hierbei erschienen innerhalb einer Woche Nadeln bei Verwen-
dung von 70% lIsopropanol als Fallungsmittel und pH-Werten zwischen 4,5 (Acetatpuffer) und
5,6 (Citratpuffer). Die nach einer langeren Optimierungsphase erhaltenen Kristallisationsbedin-
gungen sind in Tabelle 10 angegeben. Dabei wurde SapC aus verschiedenen Reinigungen
verwendet.

Tabelle 10: Bedingungen zur optimalen Kristallisation von SapC. Details zur verwendeten Protein-
I6sung finden sich in Abschnitt 2.1.2.2. Die Kristallisation erfolgte bei 18°C.

Additiv 8-12% (v/v) Ethylenglykol
Prazipitant 60-70% (v/v) Isopropanol
Puffer 100mM Natriumcitrat-Puffer, pH 4,2-4,8

2ul Reservoir + 2yl Protein

Tropfenaufbau ) ) .
bis 1ul Reservoir + 2,5ul Protein

Unter den optimierten Kristallisationsbedingungen wurden in % aller Ansatze Kristalle erhalten,
in ungefahr jedem flnfzigsten Ansatz wuchs ein Kristall bis zu einer Lange von 750um bei
einer Dicke von ca. 50-100um. In den meisten Fallen, insbesondere bei Verwendung von
Ethylenglykol in der Reservoirldsung, wuchsen die Kristalle innerhalb von nur 12-36Std. aus
einer oligen Proteinphase, die auch Prazipitat und mikrokristallines Material umschloss
(Abbildung 44) .
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Abbildung 44: Mikroskopische Ansicht von SapC-Kristallen. Die Kristalle wurden unter den im Text an-
gegebenen Kristallisationsbedingungen erhalten, einzelne Nadeln erreichen bis zu 750um Lange.

Die Datensammlung erfolgte an dem Strahlrohr ID29 (ESRF, Grenoble) unter Verwendung
eines CCD-Flachendetektors des Typs Quantum 4 (ADSC, Area Detector Systems Corpo-
ration, Poway, CA, USA). Die Datenreduktion wurde mit Programmen des HKL-Pakets
(Otwinowski und Minor, 1997) durchgefuhrt. Das Bravais-Gitter der Kristalle ist primitiv hexa-
gonal, was angesichts der Stabchen mit hexagonalem Querschnitt nicht Uberrascht. Beim
Ubergang zur Prozessierung in P622 von P6 wurde keinerlei Verschlechterung der Anpassung
beobachtet. Die Zuweisung von systematischen Ausléschungen in den (0,0,l) Reflexen gelang
nicht eindeutig. So wurden in verschiedenen Datensatzen einmal eine (0,0,6n) Reflexbedin-
gung (Raumgruppe P64522) und ein anderes mal eine (0,0,2n) Reflexbedingung (Raumgruppe
P6322) beobachtet. Es ist unklar, ob die betreffenden Kristalle verschiedene Raumgruppen
besallen oder ob die Unterschiede auf Messfehler zurlickzufiihren sind. Eine eindeutige Zu-
ordnung der Raumgruppe ist damit, insbesondere im Fall der enantiomorphen Raumgruppen
P64522, erst im Laufe einer Strukturlésung sicher méglich. Die Zellparameter und die Daten-
sammlungsstatistik flr zwei typische hochredundante Datensatze werden in Tabelle 11 zu-
sammengefasst.

Zur Strukturbestimmung von SapC war die Ermittlung experimenteller Phasen vorgesehen.
Diese sollte durch die SAD-Methode unter Verwendung des anomalen Signals des natirlich
im Protein vorkommenden Schwefels erfolgen, da Kristalle hoher Symmetrie (P622) verfligbar
waren, die bis zu einer Auflésung von besser als 3A Diffraktion zeigten. Die Auswertung der
Datensammlungs-Statistik zeigte aber, dass aufgrund der relativ schlechten R-Werte auch in
den inneren Schalen und der steten Balance zwischen Strahlenschaden, hoher Auflésung und
hoher Redundanz eine nur unzureichende Datenqualitdt fir die SAD-Phasierung erhalten
wurde. Dies wird insbesondere an den hohen R-Werten und dem niedrigen S,om/Sano (Tabelle
11) deutlich. Die Qualitédt der hochredundanten Daten lie sich weder durch das mehrfache
Translatieren des Kristalls wahrend der Datensammlung als Schutz gegen Strahlenschaden
noch durch das Vereinigen von Datensatzen mehrerer Kristalle verbessern.
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Tabelle 11: Datensammlungsstatistik der SapC-Kristalle. Die Prozessierung erfolgte mit den Pro-
grammpaketen ,XDS* oder ,HKL".

(psc1a), hochredundant, (s42), hochredundant, (s93)
Nicht-SAD, Schwefel-SAD Nicht-anomal
anomal prozessiert anomal prozessiert prozessiert
HKL XDS HKL XDS HKL

Quelle ESRF, ID29 ESRF, ID29 ESRF, ID29
Wellenlange (A) 0,9393 1,8786 0,8713
Raumgruppe P622 P622 P622
Zellkonstanten (A) a=53,6 a=53,6 a=53,7

c=116,7 c=1171 c=117,0
Auflésung (A) 30,0-3,0 30,0-3,0 30,0-2,45
Hoéchste Schale (A)  3,11-3,00 3,16-2,99  3,11-3,00 3,15-2,98 2,54-2/45
Mosaizitat (°) 0,989 0,354 1,401 0,402 0,579
Gemessene Reflexe 76947 83253 26693
Unabhg. Reflexe 2293 2284 4057
Mittlere Redundanz 33,5 36,5 6,6
Vollstandigkeit (%) 100 (100) 98,3 (94,1) 100 (100) 97,6 (86,8) 99,5(99,7)
/o(l) 41,4 (6,1) 42,0(9,3) 474(7,4) 30,3(6,7) 152(4,2)

8,1(1,0) 8,7 (0,9) 7,0 (1,7)
Reym 8,6 (77,8) 6,2(42,2) 8,6 (74,5 7,1(54,3) 10,7 (43,7)
Roim’ 1,5 (15,3) 1,5 (12,0) 4,7 (17,6)
RirgaF 2,5(14,1) 3,5 (15,9)
Snom/Sano’ 1,00 1,02

' Obere Reihe: Werte aus Scalepack, Untere Reihe: Korrigierte Fehlerwerte des Programms

~,RMERGE"
> Raym=Ellovs = (D] / (1)

Rpim=Prazisionsanzeigender R-Wert, nach Weiss (2001)
4 Rmrga-r=Qualitétsanzeigender R-Wert nach Diederichs und Karplus (1997).
5 Shom bzw. Sy.=mittleres o(1) fir azentrische Reflexe bei gemeinsamer bzw. getrennter

Behandlung der Reflexe eines Friedel-Paares, Spom/Sano > 1 zeigt die Anwesenheit eines

anomalen Signals an

Trotz des eher schwachen anomalen Signals in den gemessenen Daten wurde versucht, die
Struktur durch Anwendung der SAD-Methode zu I6sen. Hierzu wurde unter anderem eine ex-
perimentelle Absorptionskorrektur sowie die Extrapolation der Strahlenbelastung auf null an-
gewendet, um die Datenqualitat zu optimieren. Zur Ermittlung der Schwefel-Koordinaten wur-
den direkte Methoden, implementiert in den Programmen ,SHELXD®, SHAKE’'N'BAKE® und
»,RANTAN® (auch in Form der automisierten Verwendung innerhalb des Programms ,AUTO-
SHARP®) angewendet. Keine der erhaltenen Losungen war eindeutig und es gelang nicht, auf
der Basis einer dieser Losungen zu einer interpretierbaren Elektronendichte zu gelangen.
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4.2 Kiristallisation und Derivatisierung von SapD

Die anfangliche Suche nach Kristallisationsbedingungen flir SapD wurde in 96-Loch-Platten
nach der Methode des sitzenden Tropfens durchgefuhrt. Hierzu wurden neben den Reihen-
Tests ,Screen | und II“ auch die Tests ,Index-Screen®, ,PEG-lon-Screen”, ,PEG-LiCI-Screen®
(Hampton Research) und weitere verwendet. Unter verschiedenen Bedingungen mit Ammo-
niumsulfat als Fallungsmittel wurden kleine hochverwachsene Kristallbdlle aus winzigen
Nadeln erhalten. Zur Optimierung der Kristallisationsbedingungen wurde daher ein erweiterter
Gitterreihentest durchgefiihrt, der die verwendete Konzentration des Prazipitanten Ammo-
niumsulfat gegen den pH-Wert optimierte. Die hierbei erhaltenen Kristallisationsbedingungen
wurden durch systematische Variation weiterentwickelt, bevor schlielllich versucht wurde, im
hangenden Tropfen durch Zusatz einer Auswahl von Additiven das Kristallwachstum zu
verbessern. Die optimierten Kristallisationsbedingungen sind in Tabelle 12 angegeben.

Tabelle 12: Bedingungen zur optimalen Kristallisation von SapD. Details zur verwendeten Protein-
I6sung finden sich in Abschnitt 2.1.2.2. Die Kristallisation erfolgt bei 18°C.

Additiv 0,1M Phenol oder 30% (v/v) Dimethylsulfoxid oder 1M Glycin
Prazipitant 2,1 - 2,3M Ammoniumsulfat
Puffer 100mM Natriumcacodylat, pH 6,0 oder 100mM BisTris, pH 5,9

2ul Reservoir + 2yl Protein, bei Verwendung eines Additivs:

Tropfenaufbau , . . T
bis 2,5ul Protein + 2ul Reservoir + 0,5ul Additividsung

Dinne, meist verwachsene Plattchen erschienen nach ca. zehn Tagen und wuchsen in den
Tropfen fiir ca. zwei Wochen weiter bis zu einer GréRe von maximal 200 x 80 x 15um?®
(Abbildung 45). Die erhaltenen Plattchen waren sehr anfallig gegen mechanische Beanspru-
chung und bildeten zum Teil schon beim Bewegen in der Mutterlauge Risse aus.
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Abbildung 45: Mikroskopische Ansicht von SapD-Kristallen. Kristallisationsbedingungen sind im Text
gegeben, die groRten gezeigten Kristalle besitzen eine GréfRe von 200 x 80 x 15pm3.

Der erste Datensatz wurde flr ein ca. 15um dickes Plattchen auf dem hauseigenen
Drehanodengenerator gesammelt, dabei wurde Diffraktion bis zu 2,1A Auflésung beobachtet.
In dem vermessenen Kristall war unter dem Mikroskop ein leichter Riss sichtbar, der wahrend
der Bewegung des Kristalls im Tieftemperatur-Puffer entstanden war. Dementsprechend
wurden auch im Beugungsbild zwei Gitter beobachtet, die nur sehr wenig Uberlappung zeigten
und von denen das eine deutlich schwachere Reflexe als das andere zeigte. Da es selbst bei
Verwendung von Synchrotronstrahlung nicht gelang, erneut einen Datensatz mit derart hoher
Auflésung zu vermessen, wurden die Daten dennoch zur Strukturbestimmung verwendet. Eine
automatische Indizierung der Daten mit dem Programm ,DENZO” (Otwinowski und Minor,
1997) gelang nicht. Auch mit den Programmen ,XDS* (Diederichs und Karplus, 1997) oder
,MOSFLM* (CCP4, 1994) war es selbst bei Verwendung von auf bis zu 100 Bildern gefun-
denen Reflexen im gesamten vermessenen Rotationsbereich nicht moglich, eine Indizierung
durchzufuhren. Daher wurden schlie8lich durch den optischen Vergleich vieler aufeinander fol-
gender Beugungsbilder von Hand einzelne Reflexe und Reflexgruppen identifiziert, die zu
einem einheitlichen Gitter gehorten. Die so identifizierten Reflexe eines Gitters wurden dann
manuell dem Programm ,DENZQO® zur Autoindizierung vorgegeben. Mit dieser Auswahl an
Reflexen gelang die Autoindizierung und ergab die Raumgruppe P1 mit Zellkonstanten von
a=40,1A, b=41,0A, c=65,9A, a= 89,98°, p=80,80°, y=71,37° (Tabelle 13). Die Korrektheit
dieser Raumgruppe wurde durch spater aufgenommene Datensatze von unter identischen
Bedingungen gewachsenen Kristallen mit niedrigerer maximaler Auflosung bestatigt.

Aus der Berechnung des Matthews-Koeffizienten wurde auf die Anwesenheit von vermutlich
vier Molekilen in der asymmetrischen Einheit bei einem Lésungsmittelgehalt von ca. 57,1%

93



Ergebnisse zu SapC und SapD

und einem Matthews-Koeffizienten von 2,9A%Da geschlossen. Eine Bestimmung der Struktur
mittels molekularem Ersatz war mit diesem Datensatz nicht mdglich, vermutlich da die
Kombination aus Abweichungen zwischen korrekter Struktur und Suchmodell und das Vorlie-
gen von insgesamt vier Molekilen in der asymmetrischen Einheit in unbekannter Orientierung
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis extrem verschlechterten. Eine Strukturbestimmung mit der
SAD-Methode kam wegen der stark unterschiedlichen Ausdehnung und damit Absorption der
Kristalle in den verschiedenen Raumrichtungen und der damit verbundenen Messfehler in
Kombination mit der niedrigen Symmetrie und der zu erwartenden Strahlenschaden nicht in
Frage. Daher wurde versucht, die erhaltenen Kristalle mit Schweratomen zu derivatisieren.
Problematisch hierbei ist die Anwendung hoher Konzentrationen von Ammoniumsulfat als
Fallungsmittel bei pH-Werten tber 5,5, da hier neben NH4-lonen auch freies, nukleophiles
NH; in Losung vorliegt, wodurch der Einsatz weicher bis mittlerer Metallionen als Liganden zur
Bindung an Histidin, Methionin und Disulfidbricken fast unmdglich gemacht wird. Daher
wurden die nativen Kristalle mit verschiedenen harten kationischen Schwermetallionen
inkubiert. Daneben wurden Kristalle auch mit Triiodid inkubiert, um entweder (Tri)lodid-lonen
zu binden oder aber Tyrosin-Reste kovalent zu iodieren. Kristalle, die nach ca. 10Min. Inkuba-
tion mit Schwermetallen schockgefroren wurden, zeigten trotz der Verwendung von Synchro-
tronstrahlung schlechtere Diffraktion als der native am Drehanodengenerator gemessene
Kristall, waren aber auf der Basis der Zellparameter isomorph zu diesem. Fir keinen der Da-
tensatze konnte eine erfolgreiche Schwermetallderivatisierung gezeigt werden, was nach Er-
mittlung der Struktur anhand von Differenzelektronendichten bestatigt wurde, so dass hier auf
eine Diskussion dieser Datensatze verzichtet wird.

Ein Kristall, der erst nach 24-stiindiger Inkubation mit Triiodid schockgefroren wurde, zeigte
Diffraktion bis 2,5A Aufldsung. Uberraschenderweise ergab die Indizierung der Beugungsbil-
der dieses Kristall eine andere Raumgruppe als fir das native SapD. Die Kristalle gehorten
zur Raumgruppe C222; mit Zellkonstanten von a=40,7A, b=75,6A, ¢=67,1A (a=90°, p=90°,
v=90°) (Tabelle 13). Diese Zelle besitzt eine héhere Symmetrie und geht vor allem durch eine
Anderung zweier Winkel aus der zuvor beobachteten triklinen Zelle hervor, wie eine monokline
Aufstellung der orthorhombischen Zelle mit Zellkonstanten von a=40,1A |, b=42,2A | ¢=66,2A ,
a=89,6°, $=90,0°, y=61,9° (nicht angepasst, direkt aus der Autoindizierung mit ,XDS* erhalte-
ne Werte) zeigt, in der die Winkel  und y um 10° grél3er bzw. kleiner sind als in der urspring-
lich erhaltenen Raumgruppe.
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Tabelle 13: Datensammlungsstatistik von SapD- und lodo-SapD-Kristallen. Werte in Klammern be-
ziehen sich auf die héchste Auflosungsschale.

nativ (triklin)

iodiert (orthorhombisch)

Programm HKL HKL
Quelle Drehanodengenerator Bessyll, BL-I
Wellenlange (A) 1,54179 1,12714
Raumgruppe P1 C222,

Zellkonstanten

Auflésung (A)
Héchste Schale (A)
Mosaizitat (°)
Gemessene Reflexe
Unabhg. Reflexe
Mittlere Redundanz
Vollstandigkeit (%)
l/o(l) !

2
Rsym

3
Rpim

a=40,1A, b=41,0A, c=65,9A
0=89,98°, B=80,80°, y=71,37°
30,0-2,10

2,18-2,10

1,55

43556

21627

2,0

94,5 (91,7)

12,7 (3,3)

9,2 (2,4)

5,0 (18,3)

4,6 (16,8)

a=40,7A, b=75,6A, c=67,1A
a=90°, $=90°, y=90°
20,0-2,5

2,59-2,50

1,93

20167

3659

5,5

98,7 (97,7)

13,5 (3,1)

6,1 (1,1)

10,4 (49,1)

4,9 (25,6)

' Obere Reihe: Werte aus Scalepack, Untere Reihe: Korrigierte Fehlerwerte des Programms

~,RMERGE"
= Reym=X| laps - (] / Z(0)

R,im=Prazisionsanzeigender R-Wert, nach Weiss (2001)

Durch die héhere Symmetrie in den iodierten Kristallen anderte sich auch die Zahl der Mole-
kiille in der asymmetrischen Einheit auf lediglich eins, mit einem Matthews-Koeffizienten von
2,9A%Da und einem Lésungsmittelgehalt von 56,9%. Die Analyse des Datensatzes zeigte ein
signifikantes anomales Signal bis ca. 5A Aufldsung an. Trotzdem gelang es in ersten Versu-
chen nicht, die Lagen der Schweratome zu ermitteln und eine Phasenbestimmung auf der
Basis dieses anomalen Signals durchzuflihren.

4.3 Strukturaufklarung von SapD

Auf Grund der veranderten Raumgruppe im iodierten Kristall und der Anwesenheit von nur
einem Molekill pro asymmetrischer Einheit konnte flir diese Kristallform eine Strukturlésung
durch molekularen Ersatz erfolgen. Dabei wurde zunachst mit dem Programm ,AMORE" ein
Poly-Ser-Modell fir eine Domane von SapD (s. Abschnitt 4.6) platziert, bevor die zweite durch
Uberlagern mit ganzen Suchmodellen und Starre-Kérper-Verfeinerungen eingepasst wurde.
Das Modell wurde schlieRlich mit den Programmen ,REFMAC* (Murshudov et al., 1997) und
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ZARP/WARP* (Perrakis et al., 2001) verfeinert, bevor Seitenketten mit ,GUISIDE® hinzugefigt
wurden und das Modell nochmals verfeinert wurde. Dieses Modell wurde dann fir eine
Dyaden-Suche in der triklinen Raumgruppe mit dem Programm ,MOLREP* eingesetzt, bei der
nach Dimeren mit zweizahliger Rotationsachse gesucht wurde. Die erhaltenen Lésungen flr
alle vier Monomere wurden anschlie®end erneut mit ,REFMAC* und ,GUISIDE" verfeinert.
Tabelle 14 gibt einen Uberblick tiber die Schritte der Strukturldsung, die wesentlichen verwen-
deten Parameter und die Gute der erhaltenen Modelle in jedem Schritt.

Zur Verfeinerung der Strukturen von lodo-SapD in der orthorhombischen und SapD in der
triklinen Raumgruppe wurde das Programm ,REFMAC* verwendet. Die topologische Beschrei-
bung der gebundenen Heterogruppen, Sulfat, Glycerin und 4-lodo-Tyrosin, wurde aus der
Monomerbibliothek von ,REFMAC* Gbernommen. Zur Suche nach Wassermolekilen wurde
das Programm ,ARP_WATERS" eingesetzt. Die Besetzung des lod-Atoms im lodo-Tyrosin
und die Besetzung der gebundenen Heterogruppen Glycerin und Sulfat wurde wahrend der
Verfeinerung optimiert.

Das Modell fiir lodo-SapD in der orthorhombischen Raumgruppe C222; bei 2,5A Auflésung
umfasst die Reste 2-79 aus der Aminosauresequenz von SapD, N- und C-Termini sind un-
geordnet, der Rest Tyr54 ist in ortho-Stellung zur phenolischen Hydroxylgruppe iodiert. Auf-
grund der relativ niedrigen Aufldsung von nur 2,5A, der hohen B-Werte (Bwison=65,7A%) und
einer relativ dichten Packung hydrophiler Bereiche konnten ungewohnlicherweise nur finf
Wassermolekiile sicher lokalisiert werden. AuRer dem zum lodo-Tyrosin modifizierten Tyr54
wurden keine weiteren Heterogruppen lokalisiert. Da die lodierung nicht vollstandig erfolgte,
wurde die Besetzung des lod in lodo-Tyr54 unter Anpassung der B-Werte des lods und der
benachbarten Atome auf einen Wert von 0,5 angepaldt. Eine volle Besetzung ist anhand die-
ser Werte auszuschlieflen, was angesichts des Einflusses auf die Kristallpackung verwundert.
Das Modell ist bis auf R-Werte von R/Rei= 22,5%/24,0% verfeinert, im Ramachandran-
Diagramm liegen 94,1% der Reste in den bevorzugten und 5,9% in den weiteren erlaubten
Regionen, die Statistik der Verfeinerung ist in Tabelle 15 angegeben.

Das Strukturmodell fir SapD in der triklinen Raumgruppe P1 umfasst vier NCS-verwandte
Proteinketten, A (Reste 2-80), B (Reste1-80), C (Reste 3-80) und D (Reste 1-79), in denen un-
terschiedlich viele Aminosauren am N-Terminus und am C-Terminus ungeordnet sind. Das na-
tive Protein umfasst 82 Aminosauren, die hier verwendeten Konstrukte enthalten dartber hi-
naus noch ein C-terminales (His)s-Anhdngsel. Neben den vier Proteinketten sind in dem
Modell drei Sulfatreste vorhanden, von denen zwei schwacher gebundene mit einer Be-
setzung von 0,75 modelliert wurden, um eine Anpassung der B-Werte an die der koordinieren-
den Atome zu erreichen.

96



Ergebnisse zu SapC und SapD

Tabelle 14: Schritte der Strukturlésung von SapD durch molekularen Ersatz.

Schritt Programm Parameter Gute
Kristallform Orthorhombisch
Suchmodell Morphserver, Poly-Ser-Modell fir
Modeller Reste 23-63
1.  Rotationssuche Amore 12-4,5A Auflésung drittbeste Lésung
R=60,0 CC=32,7
2. Translationssuche  Amore 12-4,5A Auflésung beste Losung
R=54,4 CC=48,5
3.  Starre-Korper- Amore 12-4,5A Auflésung beste Losung
Verfeinerung R=48,4 CC=67,7
4.  Uberlagern mit LSQKAB Strukturen des geschlossene
Poly-Ser-Modellen Morph-Servers Konformation optimal
5. Starre-Kérper- Refmac 35-3,25A Aufldsung, R/R:=50,2/50,3
Verfeinerung eine Gruppe/Helix CC=56
6. Verfeinerung Refmac 35-2,5A, Matrix- R/R¢.=36,1/40,3
(400 Zyklen) gewicht: 0,03
7. Modelloptimierung  Arp/wArp ohne Kreuz- R=28,1
(50 Zyklen) validierung
8. Seitenkettenbau in  GuiSide Rotamerwahl und
Arp/wArp Dichte Verfeinerung
9. Verfeinerung Refmac 35-2,5A, Matrix- R/R=31,8/33,6
(40Zyklen) gewicht: 0,03
Kristallform triklin
Suchmodell Modell aus Schritt 9.
10. Molekularer Ersatz  Molrep Dyaden-Suche, 20- 1.Lsg.: R=52 CC=40
3A Aufldsung 2.Lsg.: R=42 CC=61
11. Starre Koérper- und Refmac 65-2,1A, Matrix- R/R#=31,7/36,7
Verfeinerung gewicht: 0,03
12. Modelloptimierung  Arp/wArp mit Kreuz- R/R¢.=23,6/32,6
(50 Zyklen) validierung
13. Seitenketten- Guiside Rotamerwahl und
optimierung Verfeinerung
14. Verfeinerung Refmac 65-2,1A, Matrix- R/R#=28,9/33,0
(40Zyklen) gewicht: 0,03
Rechenzeit 1-14: ca. 3Std.
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Tabelle 15:Verfeinerungsstatistik der SapD- und lodo-SapD-Modelle.

lodo-SapD SapD
(sd12) (sapd)
Auflésung (A) 35-2,5 30-2,10
R/Rrei (%) 22,5/24,0 19,9/26,5
Rmsd. Bindungen (A) 0,033 0,017
Rmsd. Winkel (°) 2,72 1,69
DPI (A) ' 0,25 0,21
Monomere/A.E. 1 4
Anzahl der 78/608 316/2531
Proteinreste/ Atome
Anzahl der 5 300
Wassermolekile
Heterogruppen (lodo-Tyr) 2 Glycerin, 3 Sulfat
Lésungsmittelgehalt (%) 57,9 51,2
Bwison (A%) 65,7 29,9
Bprotein® (A?) 57+7 45+10
Bssungsmiter (A?) 5749 5349

' DPI, Diffraktionsdaten-Prazisions-Indikator= V(Naome/Nobs)(C-"4)dmin Rirei, WObeI
Natwomes Nobs = Zahl der Atome, unabhangige Reflexe; C=fraktionelle Vollstandigkeit,
dmin =hdéchste Auflésung

Eine analoge Vorgehensweise wurde zuvor bei der ultra-hochaufgelésten Struktur des homo-
logen Proteins Granulysin angewandt (Anderson et al., 2003), in der Sulfate mit einer Be-
setzung von nur 0,5 verfeinert wurden. Desweiteren konnten zwei gebundene Glycerinmoleki-
le und 300 Wassermolekiile lokalisiert werden. Die Auflésung liegt mit 2,1A deutlich héher als
fir lodo-SapD und auch der Wilson-B-Wert des verwendeten Datensatzes ist mit 30A? deutlich
niedriger als der des lodo-SapD-Datensatzes; der durchschnittliche B-Wert aller Proteinreste
liegt bei 45A%. Das Strukturmodell wurde bis auf R-Werte von R/Rs.= 20,0%/26,6% verfeinert.
Im Ramachandran-Diagramm liegen 94,1% aller Reste in den bevorzugten, 5,9% in den weite-
ren erlaubten Gebieten. Die Verfeinerungsstatisitk ist in Tabelle 15 zusammengefasst.

4.4 Die Faltung von SapD

lodo-SapD und alle vier Monomere in der SapD-Kristallstruktur besitzen eine identische Fal-
tung. SapD ist ein Bindel aus vier a-Helices, A (Reste 4-18, orange in Abbildung 46), B
(Reste 25-38, griin), C (Reste 43-62, blau) und D (Reste 68-76, rot). Drei Disulfidbriicken ver-
knipfen diese Helices zu zwei kovalent verbundenen Paaren: Die terminalen a-Helices A und
D werden durch die Disulfidbriicken 1 (Cys5-Cys78) und 2 (Cys8-Cys72) verbunden, Disulfid-
bricke 3 (Cys36-Cys47) verbindet die zentralen a-Helices B und C. Helix B ist unterteilt in B’
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(hellgrin, Reste 25-33) und B” (dunkelgrun,Reste 33-38). Dabei ist B” im Gegensatz zu B’ kei-
ne typische a-Helix, sondern eine 3o—Helix. In einer solchen Helix bilden drei Reste eine volle
Windung und zehn Atome in der Kette trennen die durch eine Wasserstoffbriicke verbundenen
Carbonylsauerstoff-Atome eines Restes n von den Peptid-Stickstoff-Atomen der Reste n+3; in
dieser Nomenklatur wird eine Standard-o-Helix als 3,643-Helix bezeichnet. Helix C ist durch
einen Knick zwischen Tyr54 und Glu55 unterteilt in C’ (griinblau, Reste 43-54) und C” (blau,
Reste 55-62), das Zusammenfassen beider Teile unter der gemeinsamen Bezeichnung Helix
C beruht auf der Homologie zu SapB (Abschnitt 4.6). N- und C-Terminus liegen nah benach-
bart, die eingefiigte C-terminale (His)s-Gruppierung ist im Kristall vollkommen fehlgeordnet
und hat keinen Einflu® auf die restliche Proteinstruktur (Abbildung 46).

Abbildung 46: Banderdiagramm der Faltung von SapD (stereo). Gezeigt ist Monomer A aus der
Kristallstruktur von SapD (Raumgruppe P1). N- und C-Termini sowie die Lage der drei Disulfidbriicken 1
(Cys5-Cys78), 2 (Cys8-Cys72) und 3 (Cys36-Cys47) sind angegeben. Die Abfolge der Sekundar-
strukturelemente ist farblich gekennzeichnet: Helix A (Reste 4-18) ist orange, Helix B (Reste 25-38) ist
grin, Helix C (Reste 43-62) blau und Helix D (Reste 68-76) rot gefarbt. Helix B ist unterteilt in B’ (hell-
grun, Reste 25-33) und B” (dunkelgriin, Reste 33-38), da B” keine typische a-Helix, sondern eine 3o-
Helix ist. Helix C ist durch einen Knick zwischen Tyr54 und Glu55 unterteilt in C’ (hellblau, Reste 43-54)
und C” (dunkelblau, Reste 55-62).

Die vier Helices in SapD bilden ein verzerrtes 4-Helix-Blndel, in dem die Helices in den Uber
Disulfidbriicken verknlpften Helixpaaren A-D und B-C nicht parallel verlaufen. Die Helices
werden, neben den Disulfidbricken, durch ein intensives Netzwerk hydrophober Interaktionen
zusammengehalten. Insgesamt 35 der 59 Reste in den Helices sind in Kontakt mit Resten in
anderen Helices (Abbildung 47), darunter alle Reste von Position 4-14 in Helix A. Besonders
intensive Kontakte bilden Tyr14 (Helix A) mit Phe38 (Helix B”) (markiert mit 1 in Abbildung 47)
und Phe50 (HelixC’) mit Phe4 und Cys8 (beide Helix A) (markiert mit 2 in Abbildung 47). Ne-
ben den hydrophoben Kontakten existieren auch zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Helices, deren auffalligste zwischen den beiden Glutamat-Resten 33 und 55, die
an den Ubergangsstellen zwischen den Helices B’/B” bzw. C’/C” liegen, gebildet wird. Der

99



Ergebnisse zu SapC und SapD

mittlere Abstand der beteiligten Carboxylat-Sauerstoffe in den vier Ketten betragt nur 2,5A
(markiert mit 3 in Abbildung 47). Dies legt nahe, dass zumindest eines der beteiligten Gluta-
mate, die an der Oberflache liegen, trotz des bei der Kristallisation verwendeten pH-Werts von
5,9 protoniert ist und eine Wasserstoffbriicke mit dem zweiten Glutamat ausbildet, da beide
Reste sonst eher abstolenden Wechselwirkungen ausgesetzt waren. Die beiden beteiligten
Glutamate tragen durch ihre Interaktion vermutlich zu den an den Ubergangsstellen der
Helices B'/B” bzw. C’/C” auftretenden Verzerrungen der helikalen Geometrie bei.

Abbildung 47: Intramolekulare Wechselwirkungen in SapD (stereo). Die Farbung entspricht Abbildung
46, ebenso die Perspektive in (a), (b) ist um 180° um eine vertikale Achse rotiert. Aminosaure-Reste,
die interhelikale Interaktionen bilden, sind mit C-Atomen in der Farbe der jeweiligen Helix gezeigt.

Das kristallisierte SapD ist sowohl nach der beobachteten Elektronendichte als auch nach
Massenspektrometrie (Daten nicht gezeigt) nicht glykosyliert, obwohl eine unter den Sap-
Proteinen konservierte N-Glykosylierungsstelle (Asn22) flr die Expression in Pichia pastoris
nicht entfernt wurde. Aus humanem Gewebe gereinigte Sap-Proteine sind hingegen an dieser
Position glykosyliert (Ito et al., 1993; Yamashita et al., 1990). Allerdings besitzen auch un-
glykosylierte, in E.coli exprimierte Sap-Proteine biologische Aktivitat (Qi et al., 1994). Ein
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gewisser Einflull der Glykosylierung auf die Interaktion zwischen Sap-Proteinen und Mem-
branen kann dennoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

4.5 Vergleich der Strukturen von SapD und lodo-SapD

Die Faltung aller vier Monomere in der SapD-Struktur ist sehr dhnlich und auch lodo-SapD,
das ja erst im Kristall iodiert wurde, besitzt dieselbe Faltung, wie eine Uberlagerung der Ca-
Kettenverlaufe der Molekiile zeigt (Abbildung 48). Von Gly3 bis Cys78 ist die Riickgratstruktur
aller Ketten wohlgeordnet und zeigt kaum Unterschiede; die Rmsd-Werte fir die Uberlagerung
der Ca-Atome dieser Reste mit den entsprechenden Atomen der Kette A des SapD sind in
Tabelle 16 zusammengefasst. Obwohl lodo-SapD in einer anderen Kristallform vorliegt, sind
die positionellen Rmsd-Werte zwischen lodo-SapD und der A-Kette von SapD nicht gré3er als
zwischen den SapD-Ketten.

Tabelle 16: Unterschiede in Struktur und B-Wert zwischen lodo-SapD und SapD-Ketten. Mittlere
Rmsd-Werte fiir Position und B-Wert fiir Uberlagerungen nur der Ca- oder aller Atome der einzelnen
Ketten mit den entsprechenden Atomen der Kette A von SapD. Die Rmsd-Werte fir den B-Faktor fir
lodo-SapD sind eingeklammert, da eine Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Kristallen hier
nicht besteht.

Rmsd (Position) [A] Rmsd (B-Werte) [A?]

Ca Alle Ca Alle
SapD Kette B 0,4 1,0 3,6 4,6
SapD Kette C 0,2 0,8 10,7 10,7
SapD Kette D 0,3 1,0 10,3 10,5
lodo-SapD 0,3 1,1 (16,8) (17,2)

Lediglich die Termini der einzelnen Ketten sind weniger geordnet oder liegen in mehreren
Konformationen vor, so dass starkere Abweichungen im Ruckgratverlauf fir Gly2-Gly3 und
Pro79-Ser80 beobachtet werden. Die Ketten C und D besitzen deutlich gréRere Abweichun-
gen der B-Werte von denen der Kette A als Kette B. Der Grund hierfur liegt in deutlich erhdh-
ten B-Werten der Ketten C (Byrotein=50A%) und D (Broein=50A%) im Vergleich zu A (Bproein=40A?)
und B (Bprotem=41A2) (Abbildung 49). Die B-Werte von lodo-SapD sind nicht direkt mit denen
fur die Ketten des SapD vergleichbar, da sie in verschiedenen Kristallen und Kristallformen
bestimmt wurden. Die orthorhombische lodo-SapD-Kristallstruktur zeigt deutlich héhere ato-
mare B-Werte (Tabelle 15). Es bleibt bemerkenswert, dass der lodo-SapD-Kristall nach der
Umwandlung der Raumgruppe durch das lodieren Uberhaupt noch derart gute Diffraktion
zeigt. Tatsachlich hat die Verteilung der durchschnittlichen B-Werte pro Rest noch eine Ahn-
lichkeit mit der der SapD-Ketten in der triklinen Kristallform, mit hoheren B-Werten fir die
Schleifenregionen um die Aminosauren 20 und 65 (Abbildung 49).
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Abbildung 48: Uberlagerung aller SapD-Monomere und des lodo-SapD. Fiir die Uberlagerung wurden
nur die Ca-Atom-Positionen der Reste 3-78 (angezeigt) verwendet. Die Ca-Kettenverlaufe fir die Mono-
mere A, B, C und D des SapD sind in schwarz, tirkis, rosa und gelb gezeigt, die des lodo-SapD in grau.
Zur besseren Ubersicht sind die a-Helices als Béndermodell zusétzlich entsprechend Abbildung 46
transparent dargestellt, auch die Perspektive entspricht dieser Abbildung.

Die vorhandenen leichten Abweichungen zwischen den Hauptkettenverlaufen der SapD-
Ketten und des lodo-SapD lassen sich an Hand einer graphischen Darstellung der Rmsd-
Werte der Atompositionen fir Haupt- und Seitenketten (Abbildung 49) analysieren.

Auffallige Unterschiede zwischen den Hauptkettenverlaufen des lodo-SapD und des SapD
finden sich vor allem in zwei Regionen um Tyr54/Glu55 und GIu60/lle61. Tyr 54 ist das in
ortho-Stellung zur Hydroxylgruppe am C*'-Atom iodierte Tyrosin (Restename IYR). Das lod-
atom liegt innerhalb der Ebene des Phenylringes mit einem Bindungsabstand von 2,1A zu C*'.
Es bildet, vermutlich unter Ausbildung von n-n-Wechselwirkungen, einen Kontakt zu Phe4 mit
einem Abstand von nur 2,8A zum Atom C» des Phe4, wodurch die Lage der Tyr-Seitenkette
leicht verandert wird (Abbildung 49, mittleres Diagramm). Diese Stérung wird Uber Kontakte zu
Val57 weiter auf Glu60 Ubertragen (Abbildung 50).

Die zweite Region mit Abweichungen im Hauptkettenverlauf befindet sich in der Umgebung
von Arg17, das in den Ketten A, B und C des SapD an der Bindung von Sulfat-lonen beteiligt
ist. Die Bindung dieser Sulfat-lonen erfolgt in einem Falle (SO, B100) durch Reste zweier
NCS-verwandter Ketten und zweimal (SO, A100, C100) nur durch eine Kette, was die
unterschiedlichen Hauptkettenverldufe erklart. Details der Sulfatbindung werden im Abschnitt
4.7 besprochen.
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Abbildung 49: Rmsd-Werte der Uberlagerung einzelner Ketten und B-Werte fiir SapD. Aufgetragen ist
der mittlere Rmsd-Wert pro Aminosaure fiir die Hauptkettenatome (unten) bzw. die Seitenkettenatome
(Mitte) fur die Uberlagerung aller Atome von Rest 3-78 der jeweiligen Ketten mit Kette A der SapD-
Kristallstruktur und der mittlere B-Wert pro Aminosaure (oben) fir alle Ketten. Im untersten Diagramm
ist die Sekundarstruktur von SapD in gleicher Farbkodierung wie in Abbildung 46 angegeben. Die ver-
wendeten Symbole sind: Kette A: Quadrat, Kette B: Quadrat (offen), Kette C: Kreis, Kette D: Dreieck,
lodo-SapD: rotes Kreuz.

Die Kristallpackung weist erwartungsgemaR eine groRe Ahnlichkeit zwischen der triklinen und
der orthorhombischen Kristallform auf. In beiden bildet jede einzelne Proteinkette im wesent-
lichen Kontakte zu vier anderen Proteinketten, die sich mit abnehmender Interaktionsstarke in
drei Typen, I, Il und lll, klassifizieren lassen. In der orthorhombischen Kristallform des lodo-
SapD bildet das einzige Proteinmolekil in der asymmetrischen Einheit einen Typ-I-Kontakt mit
einem durch die Operation [-x,y,-z+1/2], [+a,0,0] erzeugten Symmetrieverwandten, und je
einen Typ-ll-Kontakt zu zwei durch die Raumgruppen-Symmetrieoperationen und Transla-
tionen von [x+1/2,-y+1/2,-Z], [-a,0,+c] bzw. [x+1/2,-y+1/2,-z], [0,0,+c] erzeugten Verwandten,
der Typ-llI-Kontakt wird zu einem durch [x,-y,-z], [0,0,+c] erzeugten ausgebildet. In der triklinen
Kristallform des nicht-iodierten SapD entstehen die Kontakte dagegen zwischen den NCS-
verwandten Molekulen. Hierbei bilden die Molekile A/B und C/D, die sich untereinander auch
in den B-Werten starker ahneln, zwei Gruppen: A bildet einen Typ-I-Kontakt mit einer D-Kette,
translatiert um [-a,0,c], zwei Typ-lI-Kontakte mit zwei B-Ketten, translatiert um [-a,0,0] bzw.
[-a,b,0] und einen Typ-lll-Kontakt mit der B-Kette der gleichen asymmetrischen Einheit; B
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bildet in gleicher Weise einen Typ-I-Kontakt mit C aus der gleichen asymmetrischen Einheit,
zwei Typ-ll-Kontakte mit zwei D-Ketten (gleiche asymmetrische Einheit bzw. [0,-b,0]) und
einen Typ-llI-Kontakt mit einer weiteren D-Kette [-a,0,0].

Abbildung 50: Elektronendichte um lodo-Tyr54 in lodo-SapD. Neben dem Bandermodell in gleicher
Farbung wie Abbildung 46 sind die in Abwesenheit des lodatoms berechneten Elektronendichten

gezeigt (2Fo-Fc konturiert bei 15, grau und Fo-Fc konturiert bei 5c, blau).

Die an den einzelnen Kontakt-Typen beteiligten Aminosauren sind in Tabelle 17 zusammen-
gefasst. In den Typ-I-Kontakten existieren durchschnittlich 34 interatomare Kontakte, an de-
nen 8-12 Reste je Partner beteiligt sind. Die Kontakte besitzten gemischt hydrophoben und hy-
drophilen Charakter, es werden 5-10 Wasserstoffbricken in bevorzugter Geometrie gebildet.
In den Typ-ll-Kontakten gibt es nur 10-14 interatomare Kontakte, daran sind nur 4-6 Amino-
sauren je Partner beteiligt. Die wesentlichen Interaktionen sind eine Wasserstoffbricke
zwischen den Seitenketten von Glu33(Monomer A) und Lys74(Monomer B) sowie hydrophobe
Kontakte zwischen GIu55(A) und Phe70(B), insgesamt werden zwei bis vier Wasserstoff-
briicken gebildet. Im Gegensatz zu den ersten beiden unterscheidet sich der Kontakt-Typ IlI
zwischen lodo-SapD und SapD: In lodo-SapD interagieren die Paare Arg17(A)/Asn18(B) und
umgekehrt unter Ausbildung von vier Wasserstoffbriicken miteinander (Kontakt Illa), wahrend
in den triklinen SapD-Kristallen Arg17 und Asn18 einer Kette mit Lys34, Asp41 und Ser37 der
zweiten Kette interagieren. Dies steht in Zusammenhang mit der Sulfatbindung an Arg17 in
den beteiligten Ketten, die im Abschnitt 4.7 ausfihrlicher betrachtet wird.

Im Gegensatz zum dimeren SapB liegt SapD, genau wie SapC und SapA, unter einer Reihe
von Bedingungen, die dem physiologischen Milieu dhneln, als Monomer vor. Dennoch gibt es
Hinweise aus ersten Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie, das zumindest SapC in
einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht steht, dass durch pH-Wert und Osmolaritat beeinflusst
wird (pers. Mitteilung, Michaela Wendeler).
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Tabelle 17: Kontaktflachen in SapD-Kristallen.

Beteiligte Gebildet Interatomare Wasserstoff-
Reste’ zwischen Kontakte? briickenbindungen®

Typ | (1,2),3.4, lodo-SapD 38 10
41,42,143,44) | SapDB-C 39 6
45,46,(48),49 |SapDA-D 26 5
(52,53)

Typ Il 26,29,33,55, | lodo-SapD 11 5
(59),70,73,74, | SapD A-B 14 4
(78) SapDC-D 14 3

Typ Illa | 14,17,18,38 \ lodo-SapD 8 3

Typlllb | 17,18,34,37, |SapDC-D 6 3
38,39,41,44 SapD A-B 16 3

! eingeklammert: nicht an allen Kontakten dieses Typs beteiligt, unterstrichen: starke
Interaktion

% Mit einem interatomaren Abstand von weniger als 3,66A

3 Bevorzugte Wasserstoffbriicken gemaft dem Programm ,CONTACT*

Aus diesem Grunde soll hier die Kontaktflache I, die nach der Zahl der interatomaren Kontakte
und der Wasserstoffbindungen eindeutig die starkste ist, etwas ausfihrlicher analysiert
werden. Die Anderung der dem L&sungsmittel Wasser zugénglichen Oberflache pro Monomer
betragt im Kontakt SapD (Monomer B)-SapD (Monomer C), dem Typ-I-Kontakt mit der gréfiten
Zahl interatomarer Interaktionen, 526A?, das sind 11% der Oberflaiche eines Monomers. Im
Vergleich dazu betragt die verborgene Oberflache pro Monomer im SapB-Dimer ca. 1260A2
oder 22% der Monomer-Oberflache. Dennoch ist die Kontaktflache zwischen B- und C-Kette
sehr kompakt und besteht aus einer durchgehenden Flache (s. Abbildung 51(a)). Zu den
wichtigsten Interaktionen gehdren vier Wasserstoffbriicken, die kirzer als 3,0A sind. Zwei
davon werden jeweils zwischen dem Peptid-N von Lys45 und dem Peptid-O von Pro42
gebildet, die anderen beiden entstehen zwischen N von GIn46 und O°' von GIn49. Insgesamt
gesehen ist dieser Kontakt angesichts der geringen GréRe der Molekile, der hohen Zahl
interatomarer Kontakte und der gebildeten Wasserstoffbriicken erstaunlich intensiv. Es ware
daher durchaus zu vermuten, dass ein solcher Kontakt auch zu einer Bildung von Dimeren in
Lésungen mit hoher Proteinkonzentration flihren kdnnte.

Interessanterweise bildet das homologe Oberflachen-assozierte Protein B (SP-B) ein durch
eine Disulfidbriicke verknlpftes Dimer aus, fir das bisher nur Strukturvorhersagen existieren.
Es ist jedoch bekannt, dass die Disulfidbriicke zwischen beiden Monomeren durch eine
Verknupfung der Cys-Reste 48/48’ der beiden Untereinheiten entsteht, entsprechend GIn49 in
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SapD (s. Abbildung 52). Das sehr wenig begriindete und wenig zuverlassige Homologiemodell
(Zaltash et al., 2000) geht desweiteren davon aus, dass die Interaktion der Aminosauren
Glu51 (1.Monomer, entsprechend Ala52 im SapD) und Arg52 (2. Monomer, entsprechend
Glu53) wesentlich zur Stabilisierung des Dimers beitrdgt. Eine weitere Interaktionsstelle
ausser dieser die Disulfidbriicke umgebenden wird nicht vermutet. Bemerkenswerterweise ist
damit die Interaktionsstelle zwischen den beiden kovalent verbundenen SP-B-Monomeren
sicher dieselbe, die auch in dem Kristallkontakt | des SapD vorliegt. Da das Modell fir das di-
mere SP-B ohne jede Basis fur die Orientierung der Monomere zueinander nur aufgrund einer
unzureichenden Energieminierung postuliert wird, bietet der Kontakt der Ketten B und C ver-
mutlich auch ein besseres Gerlst zur Modellierung der Struktur des medizinisch hochrelevan-
ten SP-B.

Abbildung 51: Kontaktflache zwischen den Molekilen B und C im SapD-Kristall. (a) Bandermodell um-
geben von transparenter Oberflache. (b) Ausgewahlte Aminosauren in Linien- (Molekul C) und Stabdar-
stellung (Molekil B) (stereo), der gezeigte Ausschnitt ist in (a) angezeigt, die an direkten Kontakten be-
teiligten Aminosauren sind in Kette B beschriftet. Die Molekile B und C sind in (a) und (b) mit grauen
GroRbuchstaben beschriftet.
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4.6 Strukturvergleich von SapD mit homologen Proteinen

Sap- und Sap-ahnliche Proteine gehdren zu einer grof3en, aber sehr divergenten Familie von
Proteinen und Proteindomanen, die durch eine konservierte Sekundarstruktur, die Abfolge von
vier a-Helices und zumeist die konservierte Lage der drei Disulfidbriicken gekennzeichnet ist.
Alle Mitglieder dieser Familie besitzen eine funktionelle Gemeinsamkeit, namlich die Inter-
aktion mit Lipiden, zumeist mit Lipid-Membranen. Die Details der Interaktion und die physiolo-
gischen Aufgaben der Proteine unterscheiden sich aber deutlich. Die Sap-Proteine selbst
arbeiten in Lysosomen bei pH-Werten um 4,7 als Coaktivator-Proteine im Sphingolipid-Meta-
bolismus. NK-Lysin, ein basisches Polypeptid mit Vorkommen in ,Natlrlichen Killerzellen® und
T-Lymphocyten, lysiert Membranen verschiedener Tumorzelllinien, nicht aber die roter Blut-
kérperchen und besitzt antibakterielle Aktivitat. Ahnliche Aufgaben hat auch das gleichfalls ba-
sische Granulysin, das ebenso von T-Lymphocyten gebildet wird und eine Reihe verschiede-
ner Bakterien, Pilze und Tumorzelllinien lysiert. Das Oberflachen-assoziierte Protein B (SP-B)
aus der Saugerlunge ist dagegen Bestandteil einer komplexen Mischung aus Lipiden und
Proteinen und essentiell flr eine normale respiratorische Aktivitdt der Lunge. SP-B ist, wie in
Abschnitt 4.5 besprochen, ein Disulfid-verbricktes Dimer. Die Amdbaporen-Proteine A, B und
C werden von der Amobe Entamoeba histolytica ausgeschlittet, um Poren in der Membran der
Wirtszelle zu bilden.

Eine Sequenzanpassung der erwahnten Proteine ist in Abbildung 52 gezeigt. Zu der ca. 500
bekannte Mitglieder umfassenden Familie der Sap-ahnlichen Proteine gehdren daruber hinaus
Domanen aus pflanzlichen Aspartat-Proteasen und der Acyloxyacyl-Hydrolase des Menschen,
die J3-Kristalline und eine Reihe weiterer wenig charakterisierter Proteine, darunter bemer-
kenswerterweise auch ein menschliches Protein mit einer vorhergesagten Transmembran-
helix. Innerhalb dieser Familie ist die Lage der Disulfid-verbrickten Cysteine (orange in
Abbildung 52) nahezu vollstandig konserviert, ebenso die Anordnung hydrophober Reste, die
fur die Interaktionen zwischen den amphipathischen Helices verantwortlich sind (grin in
Abbildung 52). Diese Reste weisen allerdings auch schon eine hohe Rate konservativer
Austausche auf. DarUber hinaus ist die Sequenzkonservierung in der Familie der Saposin-
ahnlichen Proteine sehr gering, typischerweise um oder unter 30%.

Bereits die humanen Proteine SapA, -B und -C zeigen eine genauso geringe Sequenzidentitat
zu SapD wie alle anderen Proteine der Familie auch. Drei ausnahmsweise identische Reste
zu SapD (Asn22, Thr24, Val54) sind in Abbildung 52 blau gefarbt. Lediglich SapD aus
verschiedenen Saugern zeigt eine hohe Sequenzidentitat und auch eine Konservierung der
Ladungsverteilung, z.B. der positiv geladenen Reste (mit + markiert in Abbildung 52) mit hu-
manem SapD. Damit ist allein der grof3e, nicht durch Zufall zu erklarende Sequenzunterschied
ein eindeutiges Kennzeichnen flur unterschiedliche Aufgaben und Funktionsweisen der ver-
schiedenen Sap- und Sap-ahnlichen Proteine. Von mehreren Sap-ahnlichen Proteinen sind
dreidimensionale Strukturen bekannt, dies sind NK-Lysin (NMR, pdb:1NKL), Granulysin (Ront-
genstruktur, pdb:1L9L) und das dimere SapB (Rdéntgenstruktur, pdb:1N69). Dartberhinaus
liegen strukturelle Daten fir zwei weitere Verwandte vor: Erstens die Struktur einer Sap-
ahnlichen Domane als Teil der Aspartat-Proteinase Phytepsin (Rontgenstruktur, pdb:1QDM),
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in der die Reihenfolge der Helixpaare AB und CD in der Sequenz bei &hnlicher Struktur
umgekehrt ist und zweitens die des Bacteriocins (NMR, pdb:1e68), eines porenbildenden
zyklischen Proteins aus Enterococcus faecalis, das keinerlei Sequenzhomologie zu SapD und
auch keine Disulfidbriicken besitzt, aber in der dreidimensionalen Struktur Ahnlichkeiten zum
NK-Lysin aufweist. Auf einen Vergleich der SapD-Struktur mit den beiden letztgenannten
Strukturen wird wegen deren strukturellen Besonderheiten verzichtet.

A B’ B c' C' D
8 4 D e

10 20 30 40 50 60 70 80

+ + + + +
SapD_hum. D[GGFI[CIE VI[CIK[KLTV]G[Y RNLEKN T KIQ[ETT [CTATATC E KIG[CIS[E T PID[F] [Y[QIKQICID[Q[F EIYEP[V[C]I [ET]C VVD'H \ L[K A PTSTAIH
SapD_bov. DIGGF|CIE VICIK|K L |V|G|Y|[L RIN|IL E K NIS T KIE[Q]l [L|A[A|L E K[G|C[S|F L P|D[Q |Y[RIK|Q|C|DIQIF VITIE|Y E P[VIL[I |[EI |L[V| [E[V[MD PIS|F V|C|L (K|l |GIA|C|P[A]A|H
SapD_mur. N[GG F|CIE VICIK|K L [V|L|Y[L HINIL E K NIS T K|E ILAALEKGCSFLPD YKQCDFVEYEPTLLE\LV E|VIM D P[GIF V[C|S K|l [G|V]|C AY
SapD_rat. NIGG F[CIE VICIK|K L IVl |Y[LIE HINJL E K NIS|T| [KIEIE|l [L|A|A|L E KIG|C[S|F L P[D Y1QIK|Q|C|DIE[F VIAIEIY E PILIL|LIE I |L (V| [E[VIMD P[S]F V[CIS|K|L|G[V[CIPIS|A|Y
SapD_gal. AGGFICIDTICIKIMT [VJAIYIAIDIK E[L_ E K NIA|T| T TIEN [EJAILIL E K[VICIHIE L P[E'S V S D[QICIVIQIF VIE QY E PIVIVV QL[LJA [EIM[MD P[T|E VIC|T [K[L[GIVICIG AlAIK
SapA_hum. SL P[CID I K D[VV]T AJA|G D M[C|K D[N]A EEE[FIL VY[EIE KT D P KP N[MS A S K E VID S[Y|L P V DI KGEMS RP GE[V[C|S A[CIN L ESLQ
SapB_hum. GDViclaD|C| Q T DIl QT AV[R TIN|SIT|F VQAIL|VEHI|VIKEE|ICIDRI|LIGP G ADI |CIKNIYI[SQfY|S EI [AIl|Q MMM HMQPKE|[CIALI|VIGF|CID E V
SapC_hum. S DV YI[CIE VIC|E F KEMT K LD NINIKIT] E KE|LJL D AIEJD K M|C|S K[L|P K S SEEICIQEMVIDTIY|GS S|LLISI[L]L EEVSPELNMICISMILIHLICISGT
NK-L GVFESCRK QK[CIEDMVIGP QP N EDTIV]T QA[A]S Q V[C|D K[C[K | RGL[CIK K[CMR S[FJL R RFSIWD[F|L T GK KP QA[F[C]V D[F]K | [C]K E
GNLS GRDYRTICILT|I VIQK|LIKKMVIDKP T QRS|V[SNAJAITRVICIRT[GIR SR RDVICIRNIF M[RRIY|QSRIVI|QGILIV AGETAQQ| [CED|L[RLIC|I PSTGPL
SP-B FPI PLPFEWLICIR TILIIKR|JQA VIVIP KG VILIL KAMIA QVICIH VIVIP L P GGI [ClQCILAIER] VI CLINMILIL DRTLPQLCIGL ML RICIS S
AP-A GEI L[CINL[C]T G NTCIENL[CITTK G ADKNKDY[F|S SL[CINK[A]S GF [FJAT L[C|T KIVLID F[G]l DK[ET]QL[JE DKV DANA[C|A K[IFJH A[C
AP-C | PVLP\/T SGKI DLL GG A VDKT DYETLAKDGL ETLT KSYI DKE KIDL EGGSAKLGLIDHA

Abbildung 52: Sequenzanpassung von humanem SapD und Homologen. Im ersten Block sind Sequen-
zen von SapD aus Mensch (hum), Rind (bov), Maus (mur) und Huhn (gal), im zweiten die der humanen
Proteine SapA, -B und -C, im dritten die der Homologen NK-Lysin (NK-L, aus Schwein), Granulysin
(GNLS, aus Mensch) und Oberflachen-assoziiertesProtein B (SP-B, aus Schwein), im vierten die der
Amaobaporen-Proteine A und C aus Enfamoeba histolytica gezeigt. Die an Disulfidbriicken beteiligten
Cysteine sind orange hinterlegt, die Reste im ersten Block sind nach Identitat in drei Abstufungen blau
gefarbt, ebenso drei innerhalb der Sap-Proteine identische Reste (Asn22, Thr24, Tyr54). In grin sind
hydrophobe Reste hinterlegt, die an den Interhelix-Interaktionen beteiligt sind. Oberhalb der Sequenzen
ist die Sekundarstruktur des SapD angezeigt, (+)-Zeichen geben die Position konservierter positiv
geladener Reste innerhalb der SapD-Proteine (erster Block) an. Die Nummerierung richtet sich nach
der Sequenz von menschlichem SapD.

Die Kristallstruktur des dimeren SapB (Ahn et al., 2003) unterscheidet sich ganz deutlich von
der des SapD (Abbildung 53). In SapD liegt ein geschlossenes 4-Helix-Blndel vor, in dem die
durch Disulfidbriicken verbundenen Helixpaare jeweils intensive Kontakte miteinander
eingehen und so eine dem Ldsungsmittel nicht zugangliche Interhelix-Kontaktflache und einen
hydrophoben Kern bilden. SapB hingegen bildet ein hufeisenférmiges Dimer, in dem die
einzelnen Monomere ,gedffnet” sind, d.h. die disulfidverbrickten Helixpaare wechselwirken
weniger stark. Im Gegensatz zu dem in E.coli exprimierten Granulysin, dem aus Schweine-
darm gereinigten NK-Lysin und dem in P.pastoris exprimierten SapD wird das in E.coli expri-
mierte SapB mit einer endogenen heterogenen Population ans Protein gebundener Lipide iso-
liert und gereinigt. Neben der Stabilisierung der offenen Konformation des SapB durch die
Wechselwirkung zwischen den Untereinheiten des Dimers muss daher auch der Einfluss der
Lipide beim Aufbrechen der hydrophoben Kontakte zwischen den Helices berlcksichtigt wer-
den. In der Kristallstruktur des SapB wurden zwei verschiedene Dimere beschrieben, ein
asymmetrisches, mit in verschiedenen Orientierungen gebundenen Lipiden (AB-Dimer,
Abbildung 53(b)) und ein symmetrisches (CC’-Dimer), in dem keine gebundenen Lipide identi-
fiziert werden konnte (Ahn et al., 2003). Es wird spekuliert, dal} diese beiden Zustande den
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physiologisch relevanten Zustdanden mit gebundenem und ohne gebundenes Lipid ent-
sprechen. Dieses ware ein dramatischer Unterschied zu SapD, dessen hier kristallisierte lipid-
freie Form eindeutig durch ein geschlossenes 4-Helix-Bundel mit hydrophobem Kern charak-
terisiert ist. Hypothesen zur Lipid-Interaktion des SapD werden im Abschnitt 4.7 diskutiert.

Abbildung 53: Bandermodell der Struktur des SapB. (a) Monomer A, (b) Dimer AB aus der SapB-
Kristallstruktur. Im AB-Dimer ist die innere Hohle durch Lipide ausgefiillt, von denen nur eins modelliert
wurde (gezeigt als Stabmodell). Homologe Bereiche der Struktur sind entsprechend Abbildung 46 in
den auch fiur SapD verwendeten Farbtonen gezeigt. Die verwendeten Koordinaten entstammen aus
(pdb: 1N69, A,B) (Ahn et al., 2003).

Vergleicht man die hier erhaltene, vollstandig geschlossene Konformation von SapD mit der
Struktur des SapB, so stellt sich heraus, dass die Strukturen durch eine Transformation inein-
ander Uberfihrbar sind, die im wesentlichen als Scharnier-Drehbewegung starrer Korper be-
schreibbar ist (Abbildung 54, Abbildung 55). Der Ubergang zwischen zwei SapD-Modellen, ei-
nes auf der Basis des Monomer A aus der SapB-Kristallstruktur erzeugt (offene Konformation,
,0“ in Abbildung 54), das andere in der beobachteten geschlossenen Konformation (,11“ in
Abbildung 54) wurde mit Hilfe des ,MORPHSERVER® simuliert. Die Analyse der offenen und
geschlossenen Konformationen mit dem Programm ,DYNDOM® identifiziert die Haupt-
scharnier-Regionen am N-Terminus von Helix B bei GIn26 und zwischen Helix C’ und C” bei
Glub5. Die erste, terminale Doméane besteht also aus den Aminosduren 3-26 und 56-78, die
zweite, zentrale Domane aus den Resten 27-55. Die Bewegung der Doméne 2 erfolgt nach
,DYNDOM* durch eine 68,9° Rotation um die in Abbildung 55 gezeigte Schraubenachse,
entlang derer eine Translation von 3.9A auftritt. Die biologische Relevanz dieses Ubergangs
ist nicht klar, obwohl die Lipidbindung von SapD eindeutig mit einer Offnung der Helixpaare
und einer Exposition der hydrophoben inneren Oberflache zum Lipid hin einhergehen muss.

109



Ergebnisse zu SapC und SapD

Abbildung 54: Hypothetische Strukturumwandlung von SapD. Modellierung der Transformation von
SapD aus einer SapB-ahnlichen offenen in die geschlossene Konformation. Ein Homologie-Modell fiir
SapD erstellt anhand des Monomers A aus der SapB-Kristallstruktur (0) wird mit 10 energieminimierten
Zwischenzustanden (1-10) in eine geschlossene SapD-Konformation (11) transformiert. Die Farbung
entspricht Abbildung 46. Die Berechnung der Zwischenstufen erfolgte mit dem ,MORPHSERVER®.

Abbildung 55: Domanenanalyse der offenen und geschlossenen Konformation von SapD. (a) Hypo-
thetische offene Konformation von SapD modelliert auf Basis von Monomer A der SapB-Kristallstruktur.
(b) SapD in der beobachteten geschlossenen Konformation. Die terminale Doméane ist blau, die Kriim-
mungsreste gelb und die zentrale Domane griin gefarbt. Die dynamischen Domanen wurden durch ei-
nen Strukturvergleich beider Konformere bestimmt. Die 68,9° Rotationsachse ist grau dargestellt. (c)
Darstellung der den Ubergang zwischen (a) und (b) beschreibenden Rotationsvektoren von Segmenten
aus jeweils finf Hauptkettenresten in identischer Farbung zu (a) und (b); Ausrei3er sind beschriftet.
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Die hier gezeigte Bewegung kann daher durchaus als Teilbewegung der physiologisch
bedeutsamen Offnung dienen oder zumindest einen Ansatzpunkt fiir die Untersuchung der tat-
sachlich ablaufenden Bewegung geben.

Im Gegensatz zu den Uberraschend starken Unterschieden zu SapB zeigt die Faltung des
SapD (schwarz in Abbildung 56) groRe Ahnlichkeiten zu denen von Granulysin (dort gelb) und
NK-Lysin (dort blau), die ebenfalls eine geschlossene Konformation einnehmen. Innerhalb der
konservierten a-Helices sind besonders geringe Abweichungen im Ruckgratverlauf auszu-
machen, die groten Unterschiede existieren in den Schlaufenregionen zwischen den Helices
B und C bzw. zwischen den Helices C und D. Die strukturelle Anpassung mit dem Programm
,TOP* ergibt 80% Ubereinstimmung zwischen der A-Kette des SapD und Granulysin, da 64
aus insgesamt 80 Resten gleiche Positionen zeigen. Dabei werden nur 13 identische Reste
(20% Identitat) gefunden, dennoch liegt der Rmsd-Wert fur die Ca-Atome der positions-
gleichen Reste bei nur 1,4A. Im Falle von NK-Lysin werden 72 positionsgleiche Reste, ent-
sprechend 90% aller Reste, mit 14 identischen Resten (Identitdt 19%) und einem Rmsd-Wert
fir die Ca-Atome dieser Reste von 1,5A gefunden.

Abbildung 56: Ruckgrat-Strukturen von SapD, Granulysin und NK-Lysin (stereo). Neben dem trans-
parentem Bandermodell der SapD Helices (in gleicher Farbung und Orientierung wie Abbildung 46) sind
die Ca-Kettenverlaufe von SapD (schwarz), Granulysin (gelb) und NK-Lysin (blau) gezeigt.

Diese hohe strukturelle Ahnlichkeit ist angesichts der relativ niedrigen Sequenzidentitat von
ca. 20% und der hohen Zahl der nicht-konservativen Austausche bemerkenswert und nur
durch die strikte Konservierung der Disulfidbriicken und den einfachen Aufbau des Vier-Helix-
Blndels zu erklaren. Auch die Osmolaritat der Losung scheint keinen Einfluss auf die Struktur
zu haben, denn die Kristallisation erfolgte in 2,3M (SapD) bzw. 3,2M (Granulysin) Ammonium-
sulfat (Anderson et al., 2003), wahrend die Aufnahme der NMR-Daten von NK-Lysin in H,O
bzw. D,0 erfolgte (Liepinsh et al., 1997).
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4.7 Ladungsverteilung und Lipid-Interaktion Sap-ahnlicher Proteine

Bisher ist aulRer der Struktur des SapB (Ahn et al., 2003) keine offene oder Lipid-gebundene
Struktur eines Sap-ahnlichen Proteins bekannt. Da die Lipidbindung in SapB von der Dimeri-
sierung abhangig ist (Abbildung 53), wahrend viele Sap-ahnliche Proteine unter physiolo-
gischen Bedingungen als Monomer vorliegen, bietet der Mechanismus der Lipidbindung durch
SapB keine Basis fiir ein allgemeingultiges Modell der Protein-Lipid-Interaktion in dieser
Familie. Darlberhinaus lassen sich viele beobachtete Interaktionen von Sap-ahnlichen
Proteinen mit intakten Membranen oder Vesikeln kaum durch den in der SapB-Kristallstruktur
beobachteten Modus der Lipidbindung erklaren, hierzu gehdren unter anderem:

e die porenbildende Aktivitdt der Amdbaporen-Proteine (Leippe et al., 1991)
¢ die Restrukturierung von Phospholipid-Membranen (You et al., 2001)
e die Co-Migration und Bindung von SapD und Liposomen (Tatti et al., 1999).

Im SapB-Dimer erlaubt die beobachtete Abgeschlossenheit der Lipide in der Proteinhiille
keine grofflachigen Interaktionen mit Lipidmembranen. Die Struktur des einzelnen Monomers
aus der SapB-Struktur hingegen wirde dies erméglichen, gleiches gilt allerdings auch fur eine
Reihe weiterer denkbarer gedffneter Konformationen.

Ein entscheidender Schritt der Interaktion der Sap-ahnlichen Proteine mit Membranen ist die
erste gerichtete Anbindung der Proteine an die Membranen und die darauf folgende Offnung
der Disulfid-verbriickten Sap-Helixpaare zur Interaktion mit den hydrophoberen Lipidberei-
chen. Dabei muss eine gewisse Erkennung der polaren Lipid-Kopfgruppen und dadurch eine
Ausrichtung des Proteins erfolgen, die eine produktive Bindung zulalt. Fir SapD wurde
gezeigt, dass diese erste Interaktion bevorzugt mit Membranen auftritt, die anionische Phos-
pholipide enthalten (Ciaffoni et al., 2003), eine gleiche Praferenz besitzen auch andere Sap-
ahnliche Proteine.

Als Hinweis auf mdégliche initiale Interaktionstellen werden daher Aminosaurereste diskutiert,
die in der Kristallstruktur des Granulysins an der Bindung von Sulfationen, die als Analoge der
Phosphate in den Lipidkopfgruppen angesehen werden, beteiligt sind. In dieser Kristallstruktur
wurden vier Sulfationen (Reste 81-84) beobachtet, die z.T nur halbe Besetzung aufweisen, ob-
wohl die Kristallisation in 3,2M Ammoniumsulfat erfolgte und die Bindung aller Sulfationen
durch Reste von wenigstens zwei symmetrieverwandten Proteinketten erfolgte (Anderson et
al., 2003). Die Hauptbindungsstellen der Sulfationen im Granulysin werden von Argininen ge-
bildet, darunter insbesondere Arg42 (2 Kontakte zu SO, 81, 2 Kontakte zu SO4 84 ), Arg 46 (2
Kontakte zu SO, 84) und Arg51 (1 Kontakt zu SO4 81, 2 Kontakte zu SO, 82 ). In Abbildung 57
sind die Positionen aller positiv geladenen Reste in SapD (a), Granulysin (b) und NK-Lysin (c)
auf Bandermodellen der Strukturen in rot eingezeichnet. Die in Granulysin flir die Sulfatbin-
dung hauptsachlich verantwortlichen Reste 42, 46 und 51 liegen allesamt auf Helix C, weisen
in dieselbe Richtung und sind von weiteren positiv geladenen Resten umgeben. Diese Anord-
nung positiv geladener Reste ist im NK-Lysin, das genau wie Granulysin ein basisches, von T-
Lymphocyten gebildetes Protein zum Abtéten von Fremdzellen ist, vollstandig konserviert.
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Vergleicht man nun jedoch SapD, ein saures Protein, das erst im lysosomalen Milieu bei sau-
ren pH-Werten aktiv ist, mit Granulysin, so ist eindeutig die konservierte Abfolge basischer
Reste auf der Helix C nicht vorhanden.

Arg46

Arg54, Arg55

Abbildung 57: Positionen positiv geladener Reste in SapD und Homologen. Die Positionen positiv gela-
dener Reste in SapD (a), Granulysin (b) und NK-Lysin (c) sind rot in den grauen Bandermodellen
hervorgehoben. Die rechte Abbildung ist gegenlber der linken um jeweils 180° um eine vertikale Achse
rotiert. Pfeile zeigen die Positionen positiv geladener Reste an, die vermutlich an der Bindung der Phos-
pholipid-Kopfgruppen beteiligt sind, gestrichelte Pfeile zeigen das Fehlen positiv geladener Reste.
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Damit macht auch die Struktur und nicht nur die unterschiedlichen biochemischen Wirkungen
einen anderen Mechanismus der initialen Interaktion von SapD mit Membranen nétig, als fur
Granulysin diskutiert wurde.

Dementsprechend sind in der Kristallstruktur von SapD die Sulfationen auch von anderen
Resten gebunden und liegen in einer anderen Region als die Sulfationen in der Granulysin-
Struktur. Die Koordination erfolgt fur zwei Sulfationen (A100, C100) durch nur ein Molekdl,
diese Positionen sind auch nur mit einer Besetzung von 75% modelliert, das dritte Sulfation
B100 wird durch Reste zweier NCS-verwandter Molektle koordiniert (Abbildung 58, Tabelle
18).

Tabelle 18: Kontakte zu gebundenen Sulfationen in der SapD-Kristallstruktur.

Sulfation Atom Kontakt zu Atom Distanz [A]
SO, A100 o1 Wat S21 @) 3,35
Wat S292 @) 2,60
02 Lys A10 NE 3,45
04 Arg A17 N™ 3,14
Wat S43 @) 2,64
Wat S44 O 2,72
SO, B100 o1 Arg 17B N™ 3,40
Arg 17B N"? 3,20
02 Arg 17A N"? 3,08
04 Arg 17A N° 2,99
Asn 18A N®? 2,99
SO, C100 02 Lys 10C NE 3,29
Wat S286 @) 2,95
Wat S260 @) 3,31
Wat S255 @) 3,44
03 Arg 17C N™ 3,26
Wat S258 @) 2,76
Wat S260 @) 2,82

Aufgefiihrt sind alle Kontakte kiirzer als 3,5A zwischen Sulfationen und anderen
Resten

In der Umgebung von Molekil D wurde kein Sulfation identifiziert, dies kann aber auch in den
hohen B-Werten dieses Molekils (vgl. Tabelle 16) begriindet sein; so wurden in der Umge-
bung von Molekul D auch unterdurchschnittlich wenig Wassermolekule lokalisiert. Unabhangig
von der Beteiligung von einem oder zwei Proteinmolekilen an der Sulfatbindung sind immer
Lys10 und Arg17 wesentlich an der Bindung beteiligt (Abbildung 58, vgl. auch Abbildung 57).
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Abbildung 58: Sulfatbindung durch SapD im Kristall (stereo). Bindestelle von SO4A100 und SO4B100
zwischen den Monomeren A und B (a) und von SO4C100 an Monomer C (b). Den Reste-Bezeichnun-
gen ist ein Kennbuchstabe fir das jeweilige Monomer angefiigt, die Monomere sind in grau benannt
und in den gleichen Farben wie in Abbildung 46 gezeigt. Um die Sulfate und die an ihrer Bindung betei-
ligten Seitenketten und Wassermolekiile ist die 2Fo-Fc Elektronendichte konturiert bei 16 gezeigt. Die
Wassermolekiile sind mit Nummern beschriftet, die Elektronendichte um H,0286 ist erst bei niedri-
geren Konturierungsstufen erkennbar.

Damit ist eine alternative Bindestelle fur das Phosphat-analoge Sulfat im Vergleich zu
Granulysin und NK-Lysin gefunden, die Vermutungen uber die initiale Interaktion von SapD
mit Phospholipid-Membranen erlaubt.

Da die kurzen a-Helices nicht geeignet sind, eine Membran voll zu durchspannen, muss fur
die Amdbaporen-Proteine ein besonderer Mechanismus, womdglich unter vollstandiger
Streckung der Proteine zu linear angeordneten Helixpaaren oder hdheren Aggregaten, disku-
tiert werden. Eine ahnliche Konformationsumwandlung wird auch fir die strukturell gut charak-
terisierte Apolipophorin llI-Familie beobachtet. Apolipophorin Il (apoLp-Ill) ist ein Protein aus
der Insekten-Hamolymphe, dem Aquivalent zum Blut hdherer Organismen, mit einem unge-
fahren Molekulargewicht von 18-20kDa, das reversibel an die Oberflachen von Lipoproteinen
binden kann und in den Insekten fir die Stabilisierung von Protein-Lipid-Komplexen in der
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Hamolymphe verantwortlich ist. Im Lipid-freien Zustand ist ApoLp-Ill zu einem globularen 4-
Helix-Blindel mit einer kleinen helikalen Erweiterung gefaltet, in dem zwischen den Helices
intensive hydrophobe Kontakte gebildet werden, wie die Réntgenstrukturanalyse des ApoLplll
aus der afrikanischen Wanderheuschrecke Locusta migratoria ergab (Breiter et al., 1991). Auf
der Basis dieser Rontgenstruktur und weiterer Uberlegungen, die hier nicht im Detail
dargestellt werden konnen, wurde ein Modell fiir die Konformationsumwandlung des ApoLplll
vorgeschlagen, das auf einer scharnierartigen Offnungsbewegung zweier Helixpaare beruht.
Dieses Modell ist in Abbildung 60 mit einer reproduzierten Abbildung aus der Originalarbeit
gezeigt, da die ihm zugrunde liegenden Koordinaten nicht zuganglich sind. Obwohl die
einzelnen Helices in den ApoLplll-Proteinen deutlich langer sind als die Helices in den Sap-
ahnlichen Proteinen, ist beiden Familien die Organisation des 4-Helix-Blindels gemeinsam,
das im Falle des ApoLplll aus den Helixpaaren 2/5 und 3/4 aufgebaut ist. Das vorgeschlagene
Modell fur die Offnungsbewegung des ApoLplll wére in analoger Weise auf die Sap-ahnlichen
Proteine Ubertragbar, da die einzelnen starren Korper bei dieser Bewegung zu den in den
Sap-ahnlichen Proteinen durch Disulfidbricken verbundenen Helixpaaren analog sind. Es
muf der Vollstandigkeit halber erwahnt werden, dass neben dem hier beschriebenen noch ein
zweites Modell der Offnungsbewegung in ApoLplll exisitiert, das aber nicht mit der Anordnung
der Disulfidbriicken in den Sap-ahnlichen Proteinen kompatibel ist (Soulages und Arrese,
2000).

Die groRBe Ahnlichkeit in der Sekundarstruktur und in der Anordnung der Sekundarstruktur-
elemente zwischen Sap-Proteinen und ApolLplll 1Bt sich anhand von CD-Spektren ausge-
zeichnet demonstrieren (Abbildung 59).

Circulardichroismus [mdeg]

——SapD
1 —— SapC
-30 —— ApoLplll

1 1 1 1 1 I
190 200 210 220 230 240 250
Wellenldnge [nm]

Abbildung 59: Vergleich der CD-Spektren von ApoLplll mit Sap-Proteinen. In griin das CD-Spektrum
von ApoLplll aus Galleria mellonella, in schwarz bzw. rot die CD-Spektren von humanen, rekombinant
in Pichia pastoris exprimiertem SapD bzw. SapC.
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Eine weitere auffallige Ahnlichkeit zwischen ApoLplll und SapD zeigt sich in der Bildung
charakteristischer Scheibchenstapel bei der Interaktion der Proteine mit Lipiden und Lipid-
vesikeln (Abbildung 61). Fir ApoLplll wurden Stapel mit einem Durchmesser von 18-20nm
und einer Dicke der in der Elektronenmikroskopie dichten Schichten von geschatzt 3,5nm
beobachtet, entsprechend 35A oder der durchschnittlichen Lange der a-Helices des ApolLplll
(Niere et al., 2001). Ganz ahnliche Scheibchenstapel mit einem Durchmesser von 16-25nm
bilden sich bei der Interaktion von SapD mit Lipidvesikeln bei einem molaren Lipid-Protein-
Verhaltnis von 12,5:1, bei geringeren Proteinanteilen zeigt sich lediglich eine Verkleinerung
der urspriinglich kugelférmigen Vesikel (Ciaffoni et al., 2001).

Abbildung 60: Kristallstruktur und hypothetische offene Konformation des ApoLplll. Links: Kristall-
struktur des ApoLplll, die Helices sind vom N- zum C-Terminus durchnummeriert. Rechts eine hypothe-
tische, gedffnete Konformation. Abbildung reproduziert aus Breiter et al. (1991).

Hoch aufgeldste Strukturen von helikalen Apolipoproteinen in einem natirlichen Komplex mit
Lipiden exisiteren bisher nicht, lediglich flr das Apolipoprotein A-Il wurde auf der Basis einer
Kristallstruktur in Gegenwart von n-Octyl-B-D-glucosid ein Modell fir die Lipidbindung vor-
geschlagen, in dem mehrere Proteinmolekile rundliche Lipidvesikel wie eine Hille umgeben
(Kumar et al., 2002). Wegen der abweichenden Beobachtungen von Protein-Lipid-Komplexen
in der Form von Scheibchenstapeln und einer vollkommen anderen Organisation der Helices
in diesem Protein als in Sap-Proteinen ist dieses Modell jedoch in keiner Weise auf die Sap-
ahnlichen Proteine Ubertragbar.
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Abbildung 61: Bildung von Scheibchenstapeln bei der Interaktion von SapD mit Lipiden. (a) ApoLplll im
Komplex mit Dimyristoyl-Phosphatidylcholin, reproduziert aus Niere et al. (2001). (b) SapD im Komplex
mit Vesikeln (Phosphatidylcholin, Cholesterin, Phosphatidylserin, 55:25:20), der Einschub zeigt eine

dreifache VergroRerung, reproduziert aus Ciaffoni et al. (2001). Beides Transmissions-Elektronenmikro-
skopische Aufnahmen mit Negativkontrast durch Phosphorwolframat.

4.8 Ansatze zu weiteren Arbeiten zum Mechanismus Sap-ahnlicher Proteine

Von grofitem Interesse ist der Mechanismus der Protein-Lipid-Interaktion und die offene oder
Lipid-gebundene Konformation der Sap-ahnlichen Proteine. Zur Untersuchung des Mecha-
nismus der initialen Kontaktaufnahme zwischen den bevorzugten anionischen Phospholipiden
und den Sap-ahnlichen Proteinen werden auf der Basis der Erkenntnisse Uber die Sulfat-
bindung in der Kristallstruktur Punktmutanten des SapD hergestellt. Dazu werden Arg17,
Lys10 und alle anderen Lys-Reste des Proteins gegen saure oder polare ungeladene Reste
mutiert, erste Mutanten werden bereits in Pichia pastoris exprimiert. Eine geplante Analyse der
Lipidbindung dieser Mutanten wird in der Lage sein, die Bedeutung der an der Sulfatbindung
beteiligten Reste fir die physiologisch relevante Phospholipidinteraktion zu demonstrieren.
Darlber hinaus werden mit SapD auch Kristallisationsexperimente in Gegenwart des wasser-
I6slichen Cq,-Ceramids, das sich nur durch die kirzeren Kohlenstoffketten von den natirlichen
Substraten unterscheidet, und in Gegenwart von n-Octyl-B-D-glucosid durchgefihrt. Bei der
Kristallisation von SapC wurden bereits langgestreckte Kristalle mit dreieckigem Querschnitt in
Gegenwart von 0,6% (w/v) n-Octyl-B-D-glucosid, also knapp oberhalb der nominellen kri-
tischen Micellenkonzentration, erhalten. Fir SapC und SapD kdnnen aufgrund identischer CD-
Spektren (Abbildung 59) im lipidfreien Zustand und in Abwesenheit organischer Losungsmittel
nahezu identische Strukturen erwartet werden. Die bereits erhaltenen und vermessenen
Kristalle des SapC (s. Abschnitt 4.1) wurden jedoch in Gegenwart erhdhter Isopropanol-
Konzentrationen erhalten. Es konnte mittlerweile Uber eine Titration von SapC mit Isopropanol
gezeigt werden, dass in einem Breich von ca. 10-65% (v/v) Isopropanol mit steigender Isopro-
panol-Konzentration der Helixgehalt in SapC ansteigt. Ein solcher Anstieg ware durch eine
Offnung des Proteins, die mit einer Streckung der Helices zu einer Konformation &hnlich zu
der des SapB oder sogar einer vollstandig gestreckten Helixanordnung, wie fur das Apolplll
vorgeschlagen, erklarbar. Erst in mehr als 80% (v/v) Isopropanol denaturiert SapC (person-
liche Mitteilung, M. Rossokha). Die Struktur des mit Isopropanol als Prazipitant kristallisierten
SapC kénnte damit als Modell flr die Lipid-gebundene offene Konformation der Sap-ahnlichen
Proteine dienen. Die Struktur konnte bisher vermutlich mangels eines geeigneten Such-
modells und ob der hohen Wilson B-Werte der Daten nicht durch molekularen Ersatz gelost
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werden. Auch eine Reihe von Schweratom-Derivatisierungsversuchen schlug fehl, meist auf-
grund einer Beschadigung der Kristalle wahrend der Inkubation oder wegen der Unldslichkeit
vieler Schwermetalle in der verwendeten Prazipitantenlésung. Um die Struktur dennoch I6sen
zu kénnen, wurde SapC als Selenomethionin-markiertes Protein in Pichia pastoris exprimiert.
Mittels MALDI-Massenspektrometrie konnte eine Substitutionsrate von gréRer 50% fir alle
Methionine nachgewiesen werden. Das eingebaute Selenomethionin wurde wahrend der Ex-
pression oder Reinigung nicht oxidiert (persénliche Mitteilung, M. Rossokha).

Einen weiteren Ansatzpunkt zur Untersuchung der Offnungsbewegung der Sap-ahnlichen
Proteine bei Lipidbindung bietet SapA. Als einziges humanes Sap enthalt es einen Trp-Rest
(Trp37, Position 38 in Abbildung 52); dieser ist am C-Terminus der Helix B lokalisiert. Bei einer
postulierten Offnungsbewegung muss sich der Abstand dieses Restes zum N-Terminus des
Proteins verandern, da die Helixpaare A/D und B/C durch Disulfidbriicken fixiert sind und eine
Offnung daher nur durch eine relative Bewegung dieser Paare zueinander zustande kommen
kann. Da Techniken existieren, gezielt nur den N-Terminus eines Proteins mit einer Fluo-
reszenzmarkierung zu koppeln, liee sich durch die Messung des Forster-Energie-Transfers
zwischen Trp37 in SapA und einem einzufilhrenden Fluoreszenzmarker die Offnung des
Proteins in Gegenwart verschiedener Lipide bestimmen. Da der N-Terminus zwar in der
Kristallstruktur frei ist, aber in der Nahe des C-Terminus liegt, missen mogliche Wechselwir-
kungen zwischen einer fluoreszierenden Gruppe am N-Terminus und dem C-Terminus
berlcksichtigt werden. Um mdglichst wenig Abweichungen vom naturlichen Verhalten in Kauf
nehmen zu missen, wird SapA daher nun auch ohne C-terminalen 6-His-Anker exprimiert.
Neben der Frage nach der Lipid-gebundenen, physiologisch aktiven Konformation der Sap-
ahnlichen Proteine bleibt auch ihre physiologische Rolle noch unklar. Die bis jetzt charakte-
risierten Proteine besitzen als funktionelle Gemeinsamkeit lediglich die Funktion der Lipid-
bindung, werden zum Teil in allen Geweben exprimiert und iben Funktionen im Grundmeta-
bolismus aus, wie die Sap-Proteine selber, oder sie haben spezialisierte Aufgaben wie das
Oberflachen-assoziierte Protein SP-B aus der Lunge oder Granulysin und NK-Lysin, die, von
T-Zellen gebildet, eine Bedeutung in der Immunabwehr besitzen. Neben diesen funktionell
teilweise oder sogar gut charakterisierten Sap-ahnlichen Proteinen existieren aber noch
weitere, weitgehend unbeschriebene Sap-ahnliche Proteine, wie die Genomsequenz des
Menschen ergibt. Es wird daher versucht, einige davon unter Zuhilfenahme der bei der
Expression der Sap-Proteine gewonnen Erkenntnisse zu exprimieren und sowohl funktionell
als auch strukturell zu charakterisieren. Von besonderem Interesse hierbei ist ein Protein, das
nach Vorhersagen mit einer einzigen Transmembranhelix in Membranen verankert ist, eine
Signalsequenz fiir das endoplasmatische Retikulum besitzt und dessen mRNA in einer Reihe
verschiedener menschlicher Gewebe, unter anderem dem Hirn, nachgewiesen wurde
(Genbank gi:11291554). Dieses 18kDa groRRe Protein ware damit das einzige bekannte
Membran-verankerte Sap-ahnliche Protein. Ein Konstrukt, dem lediglich die vorhergesagte
Transmembran-Helix fehlt und das einen C-terminalen 6-His-Anker enthalt, konnte bereits mit
hohen Ausbeuten exprimiert und durch Metallchelat- und Gelpermeations-Chromatographie
als monodisperses und monomeres Protein gereinigt werden.
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