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Kapitel 2

Allgemeines

Die Konzentrationvon ProteinlösungenwurdeanhandderAbsorptionbei 280nm be-

rechnet(gemessenmit demSpektralphotometerDU 7400derFirmaBeckmanInstru-

ments,Inc., Palo Alto, Californien). DasProgrammProtParamschätztedie hierfür

notwendigenExtinktionskoeffizientenfür TF, D3 und D3H44 ausder Aminosäure-

sequenzmit der Methodevon Gill und von Hippel ab [45], die die Extinktionsko-

effizienten der Seitenketten von Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophanund Cystein je

nachHäufigkeit für einebestimmteWellenlängeaddiert.Die verwendetenWertesind

37080(M � cm)� � für TF–219,38360(M � cm)� � für TF–243,44050(M � cm)� � für TF–

263und79850(M � cm)� � bzw. 68470(M � cm)� � für dieFab–FragmenteD3undD3H44.

Zur BestimmungderKonzentrationderTF–Antikörper–Komplexewurdendie jeweili-

genExtinktionskoeffizientenaddiert.

Für Chromatographie–Experimentestandein ÄKTA–Gerätder Firma Amersham

Pharmaciabiotech,Freiburg, zurVerfügung,mit demdiehier beschriebenenGelfiltra-

tionen,Ionenaustauscher– undAffinitätschromatographienvorgenommenwurden.

Die GelederSDS–Polyacrylamidgelelektrophorese(PAGE)wurdennachderStan-

dardmethodevon Laemmli [46] hergestelltundenthielten15% Acrylamid. DasAn-

färbender Proteinbandenerfolgtemit CoomassieBlue. Die Probenwurdenmit Pro-

benpuffer versetztundeinigeMinutenin einem100
�
C–Wasserbaderhitzt.

Die Proteinlösungenwurdenin denVorrichtungenCentriplusundCentricon(Ami-

con, Inc., Beverly, USA) sowie in Ultrafree–Einsätzen(Millipore Corporation,Bed-

ford, USA) entsprechendderMolekulargewichtsbegrenzungdurchZentrifugationauf-

konzentriert.

21



Kapitel 3

Proteinlösungen

3.1 Die Fab–FragmenteD3 und D3H44

Für dieseStudiestandengereinigteProteinlösungenvon denFab–FragmentenD3 und

D3H44zur Verfügung.

DasFab–FragmentD3 wurdedurchPapain–SpaltungdesmurinenAntikörpersD3

gewonnen,wohingegendashumanisierteFab–FragmentD3H44alsFab–Fragmentin

E.coli exprimiert wurde. HerstellungundReinigungderFab–Fragmentesind in [44],

[18], [27] beschrieben.In derSDS–PAGE warenfür beideAntikörperdie Bandender

leichtenund der schwerenKetteklar zu erkennen. WeitereVerunreinigungenwaren

nicht zusehen.

3.2 TF–219,TF–243und TF–263

ZusätzlichstandenProteinlösungenvonTF–Konstruktenmit einerLängevon219,243

und 263 Aminosäurenzur Verfügung. Die Reinigungsvorschriftenkönnen[47] und

[48] entnommenwerden.DasDetergens
�

–Octylglucopyranosid(
�

–OG)solubilisierte

TF–243, Polyoxyethylen-8-lauryl–Ether(C��� E� ) hielt TF–263in Lösung.

WährendTF–219undTF–243auchüberMonatehinweg bei 4
�
C Lagerungkeine

Abbauproduktein der SDS–PAGE zeigten,war bereitsbei Beginn dieserStudieeine

Doppelbandefür TF–263deutlichzuerkennen.Mit derAlterungdieserProteinlösung

nahmauchdie IntensitätmehrererBandenin derSDS–PAGE bei höherenMolekular-

gewichtenzu. Verantwortlich dafür könntedasfreie Cysteinan Position245 in der

zytoplasmatischenDomänesein,daseineAggregationsbildunginitiiert. Erstaunlich

ist nur, daßdieseAggregatetrotz desVorhandenseinsvon
�

–Mercaptoethanolim Pro-

benpuffer undnachAufkochenderProbenin derSDS–PAGE erkennbarwaren.Auch
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KAPITEL 3. PROTEINLÖSUNGEN 23

eineGelchromatographie(Superdex–20016/60)konntedie Aggregatenicht von der

Hauptbandetrennen,dadasChromatogrammeinensignifikanten,nicht zu trennenden

Doppelpeakenthielt.

Da auchdie Kristallisationsexperimentemit TF–263keineerfolgversprechenden

Ergebnissebrachten,ist von weiterenKristallisationsversuchenAbstandgenommen

worden. Als Alternative ist die im folgenden(Kapitel 3.3) beschriebeneTF–Mutante

C243Seingesetztworden.

3.3 Die Mutante TF–263C245S

ZusätzlichstandZellpastevonderE.coli–ExpressioneinerMutantedesTF–263C245S

zurVerfügung,in derdasfreieCysteinanPosition245durcheinSerinersetztwar. Das

KonstruktbeinhalteteeineN–terminaleSignalsequenz,die die extrazelluläreDomäne

vonTF ausschleustunddieMembrandomänevonTF in derE.coli–Membraneinbettet.

EbenfallsstandderD3–Antikörperin voller Längefür dieHerstellungeinerAffinitäts-

säulealserstenReinigungsschrittzurVerfügung,sieheKapitel 3.3.2.

UnterAnwendungdermitgeliefertenVorschrift konnten � 84% von 150mg D3–

Antikörper an 3,3g gefriergetrockneteCNBr–aktivierte Sepharose(AmershamPhar-

maciaBiotech AB, Schweden)gekoppelt werden. Die fertige D3–Sepharose–Säule

hatteein Säulenvolumen(CV, columnvalue) von � 12ml. Die FunktiondieserSäule

wurdemit TF–243überprüft,und eskonntegezeigtwerden,daßTF–243mit einem

pH–Sprungvon 7,5 auf 3,5 eluiertwerdenkann. DasGel zeigtenochgeringeVerun-

reinigungen(geschätzt< 10%), die wahrscheinlichvon nicht gebundenemAntikörper

stammten.

3.3.1 Zellaufschluß

DasProtokoll desZellaufschlussesist im Folgendenaufgeführt.Die Prozentangaben

beziehensich,soweitnichtandersangegeben,aufeinGewicht–zu–Volumen–Verhältnis

(w/v).

	 Aufnahmevonetwa10g Zellpastein 100ml

20mM Na–Citrat

0,5M NaCl

2,0M Harnstoff

10mM Ethylendiammintetraacetat(EDTA)
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0,2mM Pefabloc

1,0% Triton

pH 5,5

	 Zellaufschlußmit Ultraschallstab	 1Stunderührenbei 4
�
C	 Zugabevon5% Polyethylenimin(PEI)mit pH 7,0,sodaßdieEndkonzentration

0,5% entsprach	 30min rührenbei 4
�
C	 Abzentrifugieren,2h � 40000g

3.3.2 1.Reinigungsschritt: D3–Sepharose

Vor demAuftragendesÜberstandesmit einerSchlauchpumpebeiRaumtemperaturmit� 1ml/min wurdedie Antikörpersäuleequilibriertmit

20mM Tris/HCl1

0,04% C��� E�
pH 7,5

NachdemAuftrag wurdedie SäuleandasÄKTA–Gerätangeschlossen.Esfolgte ein

Waschschrittmit etwa8 SäulenvoluminadesEquilibrierungspuffers.Im darauffolgen-

denWaschschrittmit etwa4 SäulenvoluminaenthieltderPuffer

20mM Tris/HCl

1,0M NaCl

0,5M Tetramethylammoniumchlorid(TMAC)

0,04% C��� E�
pH 7,5

Danachwurdenochmalsmit ungefähr10 Säulenvolumina Equilibrierungspuffer ge-

spült. Ziel dieserintensiven Waschschrittewar, sowohl die Membranfragmente,als

auchTriton durchdasDetergensC ��� E� zu ersetzen.DiesesDetergenshat einerseits

denVorteil, daßesleicht durchein anderesDetergensausgetauschtwerdenkann,an-

dererseitsist esrelativ preiswert.Die Elution derD3–SepharoseSäuleerfolgtedurch

denPuffer

1Tris(hydroxymethyl)aminoethan/Hydrochlorid
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0,1M Na–OAc

0,2M NaCl

0,04% C��� E�
pH 3,5

Die Elution zeigtein den280nm– und 254nm–Absorptionsverläufenein Maximum

mit einerSchulter. Die erstenVersuchezeigten,daßbeidenFraktionenmit hoherKon-

zentrationProteinausfiel,weshalbin denweiterenExperimenten1ml 2M Tris/HCl pH

8,5plus60 
 l 4M NaCl–Lösungfür die eluierten1,0ml Fraktionenvorgelegt worden

ist. DurcheinenpH–Wert im neutralenBereichkonntesodasAusfallendesProteins

verhindertwerden.In derSDS–PAGE warengeringeMengenFremdproteinzu sehen,

wahrscheinlichabgespalteneFragmentedesAntikörpers. Die TF–Bandelief auchin

diesemFall im SDS–PAGE–Gelals Doppelbande.Fraktionen,derenElutionsprofil

und SDS–PAGE dasVorhandenseinvon freiem TF vermutenließen,wurdenfür die

weiterenSchritteverwendet.

3.3.3 2.Reinigungsschritt: SP–Sepharose

Die EquilibrierungderKationenaustauscher–Säuleerfolgtemit demPuffer

20mM Na–OAc

0,1M NaCl

10% Glycerin

0,04% C��� E�
pH 3,5

DergleichePuffer wurdeauchverwendet,umdie vonderAntikörpersäulekommende

Proteinlösungvor dem Auftrag im Verhältnis1:10 zu verdünnen. Der Auftrag der

Proteinlösungauf die Säulekonntemit einerSchlauchpumpevorgenommenwerden

( � 1-2ml/min). DernächsteWaschschrittvon mindestens4 SäulenvoluminadesEqui-

librierungspufferserfolgteüberNachtamÄKTA–Gerät.

Eluiert wurde mit einemSalz–Gradientenvon 0,1M auf 0,5M NaCl innerhalb

von 5Säulenvolumina. DasElutionsprofilunddie Gelezeigten,daßTF–263C245S–

Proteinisoliertwurde,auchwennTF–263C245Sweiterhinin derSDS–PAGEin einer

Doppelbandenachweisbarwar.

Nach Pufferaustauschund Aufkonzentrierenwurde die Proteinlösungmit einer

Konzentrationvon8.8mg/mlzumKristallisierenverwendet,sieheKapitel 8.2.
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Die maximaleMenge,diemit dieserVorschriftin einemArbeitsganggereinigtwer-

denkonnte,betrug2mgProtein.LimitierenderFaktorwarnichtdieeingesetzteMenge

Zellpaste,sonderndie KapazitätderAntikörpersäule.Der DurchflußenthieltnochTF,

wasdurchwiederholtesAuftragenaufdieD3–Sepharose–Säulenachgewiesenwurde.

3.3.4 Die Doppelbande

Auf der Suchenachder Ursacheder Doppelbandewurdenzunächstalle Puffer zum

ErstellenvonSDS–Polyacrylamid–Gelenerneuert,umeinArtefaktbeiderGelelektro-

phoreseauszuschließen.EszeigtesichkeineÄnderung.

EinezweiteÜberlegunggaltdemkorrektenSTOP–KodondesKonstrukts.Die Iso-

lierungdesPlasmidsausderZellpastewurdemittelsMini–Prep–KitderFirmaQiagen,

Hilden,vorgenommen.Die von derFirmaBioTeZGmbH,Berlin–Buch,angefertigten

PrimerstartetenausdemTF–Konstruktheraus,dessenNukleotid–SequenzderEMBL

NucleotideSequenceDatabase[49] entnommenwurde. Die von der Firma Invitek,

Berlin–Buch,vorgenommeneSequenzierungzeigteals STOP–Kodon TAA, dasmit

einerHäufigkeit von59% im VergleichzuTGA mit 32% undTAG mit 9% in E.coli–

Zellenvorkommt[50]. Ein nichtkorrektesSTOP–KodonalsUrsachederDoppelbande

warsomitunwahrscheinlich.

Die ArbeitsgruppeProteinchemieam MDC versuchtezunächst,mittels Massen-

spektrometriedergereinigtenProteinlösungdieUrsachederDoppelbandeaufzuklären.

DieserVersuchmißlang,vermutlichverhindertedie TransmembrandomänedasGelin-

gendesExperiments.Der enzymatischeVerdauderProteinlösungmit anschließender

Identifizierungder Fragmenteim MassenspektrumzeigteausschließlichsolcheFrag-

mente,die eindeutigTF zugeordnetwerdenkonnten.Dasbedeutet,daßbeideBanden

im Gel TF enthielten. Somit fand sich zumindesteine Erklärung,warum die Dop-

pelbandeauchnachder Reinigungüberdie D3–Antikörpersäuleerhaltenblieb. Die

anschließendeFrage,ob eventuelldie Signalsequenznicht korrektabgespaltenwurde,

sollte mittels N–terminalerSequenzierungbeantwortet werden. Hier fandsich, daß

dasProteinin der oberenBandeeindeutigmit der richtigenSequenzSGTTN startet.

Die untereBandehingegenwies ebenfalls dieseSequenzauf, abersie war mit einer

weiterenSequenzüberlagert,die nichteindeutigbestimmtwerdenkonnte.

Zusammenfassendkonntegezeigtwerden,daßbeideBandenTF enthielten. Der

UnterschiedzwischenbeidenBandenkonntenicht identifiziertwerden.

Paborsky undMitarbeiter[48] reinigtenTF–263nachExpressiondesGensin hu-

manenNierenkarzinomzellen(293–Zellen)und in E.coli K12–Zellen. Die Autoren

fandenebenfallsdieDoppelbandevonTF ausE.coli–Zellen,nichtaberfür TF aus293–
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Zellen. AnhandeinerradioaktivenMarkierungmit �� S–Cysteinwährendder E.coli–

ExpressionuntersuchtensiedieStadienderExpressionzuunterschiedlichenZeitpunk-

ten. Dazuwurdedie ExpressiongestopptundnachZellaufschlußmit anschließender

ImmunpräzipitationdasErgebnisin derSDS–PAGEuntersucht.Eszeigtesicheindeu-

tig, daßTF–263alseinPeptidstrangsynthetisiertwird, aberbereitsnach2 Stundenals

Doppelbandein der SDS–PAGE erscheint.Die Schlußfolgerungist, daßdie Ursache

in der Aktivität einernicht–TF–spezifischenProteaseder verwendetenE.coli–Zellen

liegt. HPLC(Hochdruckflüssigkeits–Chromatographie,high–performanceliquid chro-

matography)–Experimenteergaben,daßdie Reste255 bis 263 in der zytoplasmati-

schenDomäneabgespaltenwerden.

3.3.5 Variation desProtokolls

Wird für den2.ReinigungsschrittanstelledesSPSepharose–Kationentauscherseine

Superdex–200–Gelfiltrationverwendet,so läßt sich selbstunter der Bedingungvon

20mM Tris/HCl,0,2M NaCl,0,04%C ��� E� beipH 8,0freierTF vonfreiemAntikörper

separieren.Der TF–Antikörper–Komplex bildet sich in diesemFall nicht aus,obwohl

untervergleichbarenBedingungenTF–219�D3H44–Komplex, dermit gereinigtenTF–

undD3H44–Lösungenhergestelltwurde,vomfreienBindungspartnerabgetrenntwer-

denkonnte(sieheKapitel 4). WeitereUnterschiededer Reinigungschargenvon TF–

263C245S,diemit einerGelfiltrationssäuleanstelleeinerKationentauscher–Säulege-

reinigt wurden,wareneineTrübungder Proteinlösungbei Lagerungim Kühlschrank

(4
�
C), die nachErwärmen(Hand)wiederverschwand,undeinemaximalerreichbare

Konzentrationvon0,9mg/ml.

EinemöglicheErklärungfür die unterschiedlichenTF–Chargenist, daßdurchdas

Wegfallen der Waschprozedurauf der Kationenaustauscher–SäulenochgroßeMem-

branfragmentevon E.coli andermembranständigenDomänevon TF assoziiertwaren,

dieauchdieAntikörperbindungandieextrazelluläreC–terminaleTF–Domäneverhin-

derten.Basierendauf denErgebnissender KristallisationdieserCharge (sieheKapi-

tel 8.2) sind dieseMembranfragmentekein Nachteil,so daßdie obenbeschriebenen

WaschschrittederAntikörper– / Kationenaustauscher–Säulenzwar wichtig sind,aber

durchausreduziertwerdenkönnen. Eine weitereReinigungscharge nachdem oben

beschriebenenReinigungsprotokoll mit einerauf die Hälfte derSäulenvoluminaredu-

ziertenWaschschrittezeigtedie bisherbestenErgebnissein derKristallisation.



Kapitel 4

Komplexbildung TF � Antikör per

Die zu Beginn dieserProjektevorliegendenInformationenzu Bindungsstudienund–

konstanten[18] gabenGrundzu derAnnahme,daßsichspontanein 1:1 Komplex aus

denKomponentenTF undD3 bzw. TF undD3H44bildenwird. AnalytischeTestläu-

fe mit einerSuperose12–Gelfiltrationssäulevon LösungenderKomponentenTF–219

undD3 bestätigtendiesesVerhalten.Abbildung4.1zeigtexemplarischfür TF–219das

Chromatogrammdesquantitativen Laufesvon 10mg TF–219�D3H44–Komplex mit

einemberechneten1,3–fachenÜberschußanTF, derkleinstenKomponente,auf einer

Superdex–200 16/10–Säule.Der Laufpuffer enthielt 20mM Tris/HCl und 150mM

NaCl, der pH Wert der Lösungwar 8,0. Die SDS–PAGE bestätigte,daßder TF–

219�D3H44–Komplex vom überschüssigenTF separiertwerdenkann. Etwasanders

verhielt sich der Komplex zwischenTF und D3, bei dem die TF–Komponentedie

Transmembrandomäneenthielt. Abbildung 4.1 zeigt dasErgebnisder Gelchromato-

graphiedesTF–263�D3–Komplexesmit derselbenSuperdex–20016/10–Säulewie sie

auchfür denTF–219�D3H44–Komplex verwendetwurde. Der Puffer enthielt50mM

Tris/HCl, 150mM NaCl, 0,016% C��� E� (4–facheCMC1–Konzentration)mit einem

pH–Wert von 7,5. Auch in diesemFall schiensich der Komplex spontanzu bilden.

Allerdings lief der freie TF–263bei deutlichhöheremMolekulargewicht ( � 70kDa)

als denerwarteten29kDa2 und konntedeshalbnicht von demTF–263�D3–Komplex

getrenntwerden. Eine möglicheErklärungdafür ist, daßdasDetergensdie Trans-

membrandomänemizellenartigumschließt.Entsprechendwurdefür dieReinigungder

TF–263�D3– und TF–243�D3–Komplexe ein Überschußan D3–Antikörpergewählt,

derkleinstenKomponentebezüglichdesLaufverhaltensin derGelchromatographie.

1CMC – critical micellar concentration. Konzentration,abderdasDetergensMizellenbildet.
2Abschätzunganhand von StandardproteinenChymotrypsinogen–25kDa, Ovalbumin–43kDa,

Rinderserum–Albumin–67kDa
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Abbildung4.1: DieseAbbildungzeigtdieTrennungderTF � Antikörper–Komplexevon
denfreienKomponentenmit einerSuperdex–20016/10Säule.Die Einteilungderein-
zelnenFraktionenist nicht eingezeichnet.Die Beschriftungder Spurenin denGelen
bedeutet:Nummer– Fraktion,TF – TF–Referenz,A – Auftrag, M – Marker mit 7,
13,21,29,45,67 und97kDa Referenzproteinen.(a) TF–219�D3H44mit 1,3–fachem
Überschußan TF–219. (b) TF–263�D3 mit 1,3–fachemÜberschußan D3. Bei der
SeparierungdesKomplexesTF–263�D3 lief freierTF–263beiähnlichenMolekularge-
wichten( � 70kDa) wie der Komplex selbst.Ursachehierfür war wahrscheinlichdas
Detergens,dasdenMembranbereichmizellenartigumschloßund damit dasLaufver-
haltenin derGelchromatographiebeeinflußte



Kapitel 5

Kristallisation und Kry oprotektion

5.1 Allgemeines

Der Pufferaustauscherfolgte mit einer Sephadex–G25–Säule,die sich auchfür den

AustauschvonDetergentienbewährthat[51]. Vor derVerwendungfür Kristallansätze

wurdedie Proteinlösungfiltriert (0,22 
 m), umgrobeVerunreinigungenzuentfernen.

Als Standardmethodedientedie Kristallisation im hängendenTropfen,sieheu.a.

[51]. Dazu wurdenzu gleichenTeilen Proteinlösungund Kristallisationslösungauf

einemsilikonisiertenDeckgläschenin einemTropfen gemischt. Das Deckgläschen

wurdedannmit demTropfennachuntenhängendluftdicht auf einenTopf einerZell-

kulturschalegesetzt,der � 700 
 l Kristallisationslösungenthielt. Da der Tropfennur

die halbeKonzentrationdesPräzipitantenim Vergleich zur Kristallisationslösungim

Reservoir enthielt, kam es zu einer WasserabgabedesTropfensin die Dampfphase

zum AusgleichdesKonzentrationsgefälles(RaoultschesGesetz).Durch denEntzug

von Wasserim KristallisationstropfenkonzentriertesichdasProtein. NachÜberwin-

den der Löslichkeitsschwellefiel dasProteinentwederkristallin (Kristallwachstum)

oderamorph(Präzipitat)aus.

Die KristallisationsexperimentejedesProteinsbegannenmit denKristallisations-

lösungen,wie sie von [52], [53] als ”ScreenI und II” beschriebenwurden. Sowohl

kommerziellerworbeneKristallisationslösungenvon HamptonResearchCorp.,Lagu-

naNiguel,USA, alsauchin unseremLaborhergestellteLösungenkamenzumEinsatz.

Mit derMethodedeshängendenTropfenwurden1 
 l Protein–zusammenmit 1 
 l Kri-

stallisationslösungim Tropfenbei4
�
C und20

�
C angesetzt.

Die VariationvonPräzipitanten,Puffern,pH–Wert,AdditivenundKristallisations-

methoden[54], [55], [51], [56] führte zu den in den jeweiligen Kapiteln aufgezeig-

tenErgebnissen.VerwendetwurdenChemikalien,DetergentienundZubehörderHer-
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stellerMerck EurolabGmbH,Berlin, Sigma/AldrichChemieGmbH,Steinheim,Roth

GmbH& Co, Karlsruhe,GlyconGmbH,LuckenwaldeundHamptonResearchCorp.,

LagunaNiguel,USA.

Die SilikonisierungderDeckgläschenerfolgteanfangsmit einerTeflonhalterungin

einerSilikonlösung(SERVA, Heidelberg) mit anschließenderTrocknungfür 4Stunden

bei 150
�
C. Dabeikonntenetwa 100Deckgläschenpro Arbeitsgangsilikonisiertwer-

den. SpäterwurdeeineeffektivereMethodeder Proteinstrukturfabrik, Berlin, ange-

wendet,mit deretwa1000Deckgläschenin einemSchrittsilikonisiertwerdenkönnen.

Dazuwurdendie Deckgläschenfür 30s in einer5%igenProsil28–Lösung(Lancaster,

MühlheimamRhein)geschwenkt,danachmit Aquabidest.gespültundbei 37
�
C ge-

trocknet.

5.2 Kry oprotektion

Zum Einfrierender Kristalle in flüssigemStickstoff wurdendemKristallisationspuf-

fer Kryoprotektantenzugesetzt.Im Falle der Konstruktemit Transmembrandomäne

— mit Ausnahmevon TF–243— zeigtensich nachZugabevon 11–20% Glycerin

bzw. EthylenglycolunmittelbarAuflösungserscheinungen.Einfrierversuchemit ge-

trocknetemdünnflüssigenParaffinöl (Merck,Darmstadt)undGhee(”indischeButter”)

[57], liefertenfür KristallevonTF–243�D3 ebenfalls keinebesserenErgebnisse.

Für Kristalle desmurinen D3–Fab–Fragmentswurde dem Kristallisationspuffer

15% Ethylenglycolzugesetzt.Die Verweildauerder Kristalle von 1,5–2h in diesem

Puffer zeigtedie bestenErgebnissebeidenStreuexperimenten.

Im FalledeshumanisiertenD3H44–FabFragmentsenthieltderPuffer zumEinfrie-

renderKristalle zusätzlich20% Glycerin. Die Kristalle befandensichetwa 5min in

demPuffer. In diesemProjektwurdenkeineVorversuchedesStreuverhaltensim eige-

nenLabor unternommen,da aufgrunddesVolumensder Kristalle keineStreuungzu

erwartenwar.

Der Puffer zum Einfrierender Kristalle desTF–219�D3H44–Komplexeswar mit

15% Glycerinangereichert.

5.3 Kristalle von D3, D3H44und TF–219� D3H44

Die größtenKristalle desmurinenFab–FragmentsD3 wuchsenmit einerKristallisati-

onslösungvon 1,6M Li � SO� und100mM Natriumacetatbei einempH–Wert von 3,6

innerhalbvon 7 bis 10 Tagen. Die Proteinlösungenthielt17mg/ml Protein,20mM
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Abbildung5.1: DieseAbbildungzeigtvon links nachrechtsdie Kristalle desmurinen
Fab–FragmentsD3, desfreienhumanisiertenFab–FragmentsD3H44undKristalledes
KomplexesTF-219�D3H44

Tris/HCl (pH 7,5) und 50mM NaCl. GuteErgebnissefandensich insbesonderemit

der ”Methode dessitzendenTropfens”mit 3 
 l Protein–und 3 
 l Kristallisationslö-

sungbei20
�
C.Bei dieserMethodehängtderTropfennichtandemDeckgläschenüber

derKristallisationslösung,sondernsitzt auf einerzuvor in denTopf gestelltenBrücke

(Microbridge) oberhalbdesReservoirs. Abbildung5.1zeigt links Kristalle, die bis zu

einerGrößevon 30x 75x 300 
 m� wuchsen.Für die Kristallisationdeshumanisierten

D3H44–Fab–FragmentswurdeeineProteinlösungvon 10mg/ml in 20mM Tris/HCl,

50mM NaClbeipH 7,5verwendet,diemit 2,0M (NH � ) � SO� , 0,1M Natriumacetatbei

pH 4,6und20
�
C im hängendenTropfenzumKristallwachstumführte. Der in Abbil-

dung5.1, Mitte, dargestellteTropfenzeigt Kristalle, die in 3 bis 4 Monatenzu einer

Größevon 20x 20x 400 
 m� wuchsen.Von einemseparierterEinkristall ausdiesem

“Stern” konntendieDatenzurStrukturlösunggesammeltwerden.

Der TF–219�D3H44–Komplex, (sieheKapitel 4, Seite28) kristallisierteim Zeit-

raumvon3–4Tagenmit einerKristallisationslösungvon11%PEG60001, 2,0M NaCl,

0,1M Na–Hepes2 beipH 7,5und4
�
C im hängendenTropfen,dersichaus3 
 l Kristal-

lisations–und 3 
 l Proteinlösungzusammensetzte.Letztereenthielt12mg/ml Kom-

plex, 20mM Na–Hepes,0,01% NaN� bei pH 7,5. Der Kristall, der zur Datensamm-

lung verwendetwurde,hatteAbmessungenvon 50x 150x 1200
 m� . Es stelltesich

heraus,daßdie Auflösungunddie Mosaizität3 in denSpitzendernadelförmigenKri-

stalledeutlichbesserwar als im restlichenKristall. Daraufhinwurdendie Kristalle in

einemloop4 montiert,derdeutlichzu klein für die Kristalle war, sodaßeineKristall-
1Polyethylenglykol
24–(2–Hydroxyethyl)piperazin–1–ethansulfonsäure
3Die UnvollkommenheitvonKristallenkannmit einemModell veranschaulichtwerden,in demsich

derKristall mosaikartigauskleinenBlöckenperfekterKristallezusammensetzt,dieleichtgegeneinander
verdrehtsind. JeausgeprägterdieserEffekt ist, destobreitersind die Reflexe auf denAufnahmenund
umsoschlechterwird dieStatistikdergemessenenDaten.

4Nylonschleife,mit derdie Kristalle ausdemTropfengefischtundzur Datenmessungin flüssigem
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spitzefrei ausdemloopherausragte.Die Datensammlungerfolgteschließlichaneiner

überstehendenKristallspitze. Durch die fehlendeKryolösung,die nur innerhalbdes

loopsdenKristall umschließt,wurdederUntergrundaufdenBilder reduziert.

Stickstoff eingefrorenwerden.



Kapitel 6

Zur Theorie der Strukturlösung

AusdenAbständenzwischendenReflexenaufdenRöntgenbeugungsaufnahmenkann

die Raumgruppeund die Dimensionder Elementarzelle1 bestimmtwerden. Bei der

”Indizierung” derReflexe werdenjedemReflex die entsprechendenMiller’ schenIndi-

zes(hkl) zugeordnet.Die SchwärzungderReflexe ist ein Maßfür die IntensitätI des

Reflexes(hkl), die demQuadratdesStrukturfaktors �� �����������
proportionalist (Darwins

Formel). � ���������! �� ����������� � � ��#"$���������
Die Auswertungder Datenendetmit der Zusammenstellungder gemessenenRe-

flexe (hkl) und der Strukturfaktoramplituden.Ziel der Strukturlösungist es,ausden

gemessenenDaten(hk l,
�%���������

) die Elektronendichte& �('*),+�).-/� desProteinszu be-

stimmen. Danachwird ein Strukturmodellin die Elektronendichteeingebautund an

die Elektronendichteangepaßt,siehe”Verfeinerung”,Kapitel 6.3.

EinedetailliertereBeschreibungist u.a.in [58] gegeben.

6.1 DasPhasenproblemin der Kristallographie

Das”allgemeinePhasenproblemderKristallographie”beruhtaufderTatsache,daßdie

Informationüberdie Phase0 bei derDatenaufnahmeverlorengeht. Der Strukturfak-

tor hat vektoriellenCharakter, so daßausder Messungder Intensität,dem Quadrat

desStrukturfaktors,lediglich der Betrag
�%���������

(Strukturfaktoramplitude)bestimmt

1Die Vektoren 12 3 , 1254 und 1276 spannendie Elementarzelleauf. Durchdie TranslationderElementar-
zelleumdieseGittervektorenkanndasKristallgitteraufgebautwerden.Die Kombinationmit demInhalt
derElementarzelle(AnordnungderAtome,”Basis”) führt zurKristallstruktur.

34
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werdenkann. Der exponentielleTerm,der Informationüberdie Phase0 enthält,fällt

weg.

�� �8�9�������!:;�<�9������� �>=@?BA�� � " �9�������!:;�<�9������� �>= � ?CA� ���������! D� � �9�������
Prinzipiell kann die Elektronendichte& �('*),+�).-/� durch eine Fourier–Analysebe-

stimmtwerden:

& �('*),+�).-/�!: �E �GFIHKJ,L �%��������� �>=@?BANM HOJPL5Q �>= � �SR ?TM H.UOVWJPXPVWLZY[Q
DasTrippel (h k l) beschreibtdie Miller’ schenIndizesderReflexe undx, y, z sinddie

fraktionellenKoordinatenderElementarzelle.V ist dasVolumenderElementarzelle.

DieseGleichungenthältnebendengemessenenDatennochdie Phase0 . Um In-

formationüberdiePhase0 zuerhalten,müssenweitereVerfahrenangewendetwerden.

Methoden,umdasPhasenproblemzu lösen,sind:

	 MolekularerErsatz.Die MethodedesmolekularenErsatzeskannzur Struktur-

lösungverwendetwerden,wenneinehomologeStrukturexistiert.

	 IsomorpherErsatz.HierzumüssenAtomemit hoherOrdnungszahl(Schwerato-

me)andasProteinangelagertsein.Eswird mindestenseinDatensatzzusätzlich

zumnativenDatensatzbenötigt(SIR,single isomorphousreplacement), eindeu-

tig aberist erstdieLösungvonmindestenszweiSchweratomdatensätzenmit ver-

schiedenenDerivaten(MIR, multiple isomorphousreplacement). Bei denMe-

thodenSIRAS und MIRAS wird zusätzlichdie anomaleStreuung(anomalous

scattering) derSchweratomeberücksichtigt.

	 AnomaleDispersion. Bei dieserMethodemüssenAtome mit ausreichenda-

nomalerStreuungim Proteinmoleküleingebautsein,z.B.SelenstattSchwefelin

Methionin. Die Datensammlungerfolgt bestenfalls für eine(SAD, single wave-

lengthanomalousdispersion), im Normalfall für drei verschiedene(definierte)

Wellenlängen(MAD, multiple wavelengthanomalousdispersion).

	 DirekteMethodenzurStrukturbestimmungberechnendiePhaseausdengemes-

senenIntensitätenundderAnnahme,daßdieElektronendichteimmerpositiv ist.

Bedingungfür dieseMethodeist allerdingsein hochaufgelösterDatensätzemit

unter1Å Auflösung.
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6.2 MethodedesMolekular enErsatzes

Die Methodeberuhtauf der Annahme,daßsequenzhomologeProteineeineähnliche

StrukturhabenunddeshalbdievorhandeneStrukturalsStartmodellfür dieneueStruk-

tur verwendetwerdenkann [59]. Erst in folgendenVerfeinerungsschrittenwird das

Modell andie BeugungsdatenderneuenStrukturangepaßt.

Die Strukturlösungmit derMethodedesMolekularenErsatzeserfolgt in drei auf-

einanderfolgendenSchritten,derLösungderRotationsfunktion,derLösungderTrans-

lationssucheund der VerfeinerungdesgefundenenLösungsmodellsals ”StarrerKör-

per”.

ZunächstwerdendasStrukturmodellund die gemessenenDatenin Übereinstim-

munggebracht.In demerstenSchrittwird dasStrukturmodelldurchRotationsoorien-

tiert, daßesmit der”neuen”Strukturübereinstimmt.Dazuwird von demModell und

denDateneinephasenunabhängigePatterson–Funktion\ �(]�^`_a� berechnet,u, v undw

sinddabeidie KoordinatendesPattersonraumes:

\ ��]�^b_c�d: �E FeHKJ,Lbf �%��������� f � �>gihkj �9lGmn���W]poq��^cor�(_a�P�
Mit der Rotationsfunktionlassensich die Winkel s ,

�
und t bestimmen,um die das

Strukturmodellrotiert werdenmuß, um als Modell in die Elementarzelleeingebaut

werdenzukönnen.Fürdie Winkel, beidenendie Patterson–FunktiondesStrukturmo-

dellsmit derPatterson–FunktionausdengemessenenDatengutübereinstimmt,hatdie

Rotationsfunktion u � s ) � ) t �v:xw \#yazS{}| LZL � �� ]p� yazS{}| LZL�~ \ � �� ]��W� �� ]
ein Maximum.

Der Integrationsradiusist als wichtiger Faktor zu beachten.Diesersollte so groß

gewähltwerden,daßnurdie intramolekularen”Selbstvektoren”undnichtdie intermo-

lekularen”Kreuzvektoren”berücksichtigtwerden.

In einemzweitenSchrittwird dasvororientierteModell durchdie asymmetrische

Einheit translatiertunddabeifür jedenGitterpunktein skalierungsunabhängigerKor-

relationskoeffizient bestimmt.DasProgrammAMORE [60] errechnetzunächsteinen

KorrelationskoeffizientenausdenIntensitäten
� z9�(� und

�i��� L � für jedenGitterpunkt(ana-

log desKorrelationskoeffizientenC, nur mit
� z9�(� und

�@�(� L � anstellevon f � z9�(� ��������� f undf � �(� L � �9������� f ). Lediglich für die bestenErgebnissewird der Korrelationskoeffizient C

undder R-Wert ausdenStrukturfaktorendergemessenenDaten f � zS�(� ��������� f unddem

translatiertenModell f � �(� L � ��������� f berechnet.Ein Korrelationskoeffizient, dersichaus
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Intensitätenberechnet,hatdenVorteil, daßer mit Fast–Fourier–Analyseschnellerbe-

stimmtwerdenkannalseinKoeffizient,deraufdenStrukturfaktorenberuht[61]. Die-

sesVorgehenspartRechenzeit.

� : FI�}�9� MT� �������M HKJ,L7Q � � � � ��������M HKJ,L7Q � � Q�� MT� ���T� � �M HOJPL5Q � � � � ���T� � �}M HKJ,L7Q � � Q� F �}�9� MT� � ����� M HOJPL5Q � � � � � ����� M HKJ,L7Q � � Q ��� F �}�9� MT� � �T� � � M HKJ,L7Q � � � � � ��� � � M HKJ,L7Q � � Q �k�G��u : F �}�9� � � � ����� M HKJ,L7Q � � J � � ��� � � M HKJ,L7Q ���Fe�}�9� � ��������M HKJ,L5Q �
k ist ein WichtungsfaktorzwischendengemessenenDatenunddenDatenausdem

Modell. Die LösungderTranslationssuchezeichnetsichdurcheinenhohen

KorrelationskoeffizientenC undeinenniedrigenR-Faktoraus.

DerR–FaktorsolltenachderRotations–undTranslationssuchedeutlichunter59%

liegen,demErwartungswertderstatistischenVerteilungderAtomein derElementar-

zelle[62], [63].

Aus der Rotationssucheresultierendie Winkel und ausder Translationssucheder

Verschiebungsvektor, die zur Plazierungdes Modells benötigt werden. Prinzipiell

könntedie SuchenachdenLösungenvon Orientierungund Positionauchgleichzei-

tig im 6–dimensionalenRaumstattfinden.Jedochwird durchdie immenseAnzahlan

Lösungsmöglichkeiten,diebeiderKombinationvonRotations-undTranslationssuche

entstehen,diesesVorgehenunpraktikabel.

Abschließendwird dasModell als ”StarrerKörper” um die bisherigeLageverfei-

nert.Damit ist derAusgangspunktfür die nunfolgendeVerfeinerungbestimmt.

6.3 Verfeinerung

Ein Problemfür die Verfeinerungstellt dashäufigungünstigeDaten–zu–Parameter–

Verhältnisdar, dessenkritischeGrößedieAuflösungdesDatensatzesist. UnterAuflö-

sungist derkleinsteGitterabstandim Kristall zu verstehen,für denvollständigeBeu-

gungsdatenexistieren.N ist die AnzahlFreiheitsgradein einemDatensatz,die denzu

bestimmendenKoordinatenx, y, z undderatomarenAuslenkungB (”B–Faktor”, s.u.)

für jedesAtom gegenüberstehen: � : � � m E{}� � �
Dabeiist V dasVolumenderElementarzelle,d dieAuflösungdesDatensatzesundm

die Multiplizität derLaue–Gruppe.

Um dasDaten–zu–Parameter–Verhältniszu verbessern,werdensogenannteres-

traintsundcontraints in derVerfeinerungberücksichtigt.Restraintserlaubendenste-
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reochemischenParameternwie Bindungslängen,–winkeln, planarenGruppen,nicht-

bindendenAbständenundelektrostatischenWechselwirkungennureinebegrenzteAb-

weichungvonStandardwerten[64]. ConstraintshingegenbetrachtenbestimmteAtom–

Gruppenalsstarr, wie zumBeispieldie SeitenkettedesTyrosins.Währendrestraints

zusätzlicheInformationen(Daten)liefern,reduzierenconstraintsdieAnzahlderzube-

stimmendenParameter, sodaßdasDaten–zu–Parameter–Verhältnisverbessertwerden

kann.

Für dasatomareStartmodellkannausdenKoordinatenx, y, z einesjedenAtomsj

ein Strukturfaktor
� �(� L � berechnetwerden:� �(� L � ���������n: F¡ £¢   �>= ��¤N¥k¦5§ ¨ �@©ª � ��= �SR ?TM H.U ¥ VWJPX ¥ VWL7Y ¥ Q

B entsprichtder atomarenAuslenkung« :¬km � ] �
,
] �

ist die mittlere quadratische

AuslenkungdesAtomsum die Ruhelage,¢   ist der atomareStreufaktor, ® derStreu-

winkel und ¯ die WellenlängedesRöntgenstrahls.

DurchdieVariationderOrtsparameterx, y, z undderatomarenAuslenkungB wer-

dendie StrukturfaktorendesModells
� �(� L � an die gemessenenStrukturfaktoren

� zS�(�
mittels least square– (Minimierung der Fehlerquadrate)oder maximumlikelihood–

Verfeinerungsmethodenangeglichen. EinespezielleMethodeim RahmendesVerfei-

nerungsprozessesstellt die Verfeinerungdurchsimulatedannealingdar. Hierfür wird

die Bewegungder Atome in einemKraftfeld freigegeben.Die Anfangsgeschwindig-

keit, mit dersichdie Atomebewegen,kannnachderMaxwell–Verteilungdurcheine

Temperaturausgedrücktwerden.Anschaulichwird beidieserMethodedasMolekül in

einemBad mit Temperaturenbis zu 3000K aufgeheizt.Bei demlangsamen,schritt-

weiseAbkühlendesBadesauf 300K wird durchdie LösungenderNewton’schenBe-

wegungsgleichungenfür dieAtomediepotentielleundkinetischeEnergiedesGesamt-

systemsminimiert. DiesesVerfahrenwird eingesetzt,wennein Verfeinerungsprozeß

in einemlokalenEnergie–Minimumgefangenist.

Die Berechnungvon Differenzdichtekarten°�& ist hilfreich für die Anpassungdes

Modells,dadieseFunktionMaximaandenOrtenaufzeigt,andenenAtomeerwartet

werden,undMinima dort,wo Atomefalschplaziertsind.

°±& �²'�+�-��n: FIHKJ,L!³´f � zS�(� �9������� f � f � �(� L � ��������� f µ �>= ?BANM HOJPL5Q �$= �SR ?TM HKUOVWJ[X,VWLZY�Q
DasZiel der Verfeinerungist die ErarbeitungeinesModells,dessenR–Wert zwi-

schen15 und20% liegt.



KAPITEL 6. ZUR THEORIEDERSTRUKTURLÖSUNG 39

Um ein”Überfitten” derParameterzuvermeiden(schlechtesDaten–zu–Parameter–

Verhältnis),werden5–7% derReflexe in einem”Test–Set”zufällig ausgewählt. Diese

werdenbei der Verfeinerungnicht berücksichtigt.Mit diesenDatenwird der
ua¶,· |9| –

Faktorberechnet.DerrestlicheDatensatz”Arbeits–Set”wird verfeinertunddarausderu¸�²· X ��¹ –Wertbestimmt.Die Differenzvon
ua¶,· |9| und

u¸�²· X �(¹ solltefür eineguteStruktur

5% nichtüberschreiten.

GütekriterieneinerStruktursinddieAuflösung,dieR–Faktoren(
ua¶,· |9| und

u¸�²· X ��¹ ),
die atomareAuslenkung(B–Faktoren),die verbleibendeDifferenzdichte,die Anzahl

Solvensmoleküle,die Abweichungder Bindungslängenund -winkel und die Abwei-

chungder Torsionswinkel º und » von Standardwerten(RMS=¼ F ? �(' ? � '½� �
) für

Proteine,die im Ramachandran–Diagrammbildlich dargestelltwerdenkönnen. Der

Koordinatenfehler°�¾ kannausder ¿ � –Statistikabgeschätztwerden[65], [66]. Dazu

wird derlineareKorrelationskoeffizientfür normalisierteStrukturfaktoren¿ � gegendie

Auflösungd aufgetragen.Die SteigungderGeradenist proportionalzumQuadratdes

Koordinatenfehlers.



Kapitel 7

Strukturlösung von D3, D3H44und

TF-219� D3H44

7.1 Datensammlungund -auswertung

FürTestmessungenanKristallenstandenin derArbeitsgruppeamMDC zweiRigaku–

GeneratorenRU H2B 3x0,3–Fokusmit Kupfer–Drehanodenzur Verfügung(Wellen-

länge ¯ =1,5418Å), einerderbeidenmit Graphit–Monochromatorund180mmImage–

Plate(MARResearch,Nordersted),deranderemit Göbel–Spiegel–Systemund300mm

Image–Plate(MARResearch,Nordersted).

Für den DatensatzdesmurinenD3–Fab–Fragmentswurden170 Aufnahmenin

1,0
�
–Oszillationsschrittenmit einer MAR345–Image–Platean der BW7B–Beamline

am EMBL, AußenstationHamburg, aufgenommen.Dort konntenauch170 Bilder

in 0,5
�
–Schrittenvon denTF-219�D3H44–Kristallengesammeltwerden.Die Daten-

sammlungderD3H44–Kristalleerfolgtemit einemCCD–Detektor(MAResearch)an

derBeamlineID14–2amESRF, Grenoble.DieserDatensatzbestandaus166Aufnah-

menmit 1,0
�
–Oszillationswinkel.

ParallelzurDatensammlungwurdenjeweilsvorabAuswertungenmit DENZO[67]

bzw.XDS [68] vorgenommen,umdieVollständigkeit derDatensätzezugewährleisten.

DasProgrammSTRATEGY [69] bestimmtedenoptimalenStartwinkel bei der Auf-

nahmedesTF-219�D3H44–Datensatzes.

Alle Datensätzewurdenmit XDS [68] ausgewertet.

Der DatensatzesdesmurinenD3 Fab–Fragmentskonntebis 2,39Å in der Raum-

gruppeC2 ausgewertetwerden,sieheTabelle7.1. Die DatenzeigteneineRedundanz1

1Mittlere Häufigkeit, mit derjederReflex (hkl) gemessenwurde.

40
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Tabelle7.1: AnalysederRöntgenstreudaten

Fab D3 Fab D3H44 TF-219�D3H44

Raumgruppe C2 P2� P2� 2 � 2 �
Zelldimension a=84,2Å a=49,1Å a=84,3Å

derElementarzelle b=77,5Å b=78,2Å b=93,3Å

c=75,2Å c=58,9Å c=110,0Å�
=114,8

� �
=107,6

�
Molekülepro asym.Einheit 1 1 1

Lösungsmittelanteil[%] 46 45 60

Auflösung[Å] 2,39 1,85 1,85

AuflösungäußereSchale[Å] 2,39– 2,58 1,85– 1,90 1,85– 1,96

AnzahlReflexe

(beobachtet/ einzelne) 57098/ 16837 124061/ 36063 251218/ 73056

Vollständigkeit [%]

(überalles/ äußereSchale) 94,4/ 84,5 96,3/ 91,6 96,8/ 94,4

mittlereI / ¿ (I)

(überalles/ äußereSchale) 11,7/ 2,2 11,3/ 2,8 12,6/ 3,7

R� X � [%]

(überalles/ äußereSchale) 7,7/ 23,9 7,7/ 41,6 6,1 / 27,0

I–Intensität,À –Standardabweichung,

R� X � =
F �}�9� FIÁ9Â Ã Á M HOJPL5Q � Ã Á M HKJ,L7Q ÂFÄ�}�9�NF Á/Ã Á M HKJ,L7Q , I ? –IntensitätensymmetrieverwandterReflexe

von 3,4undeineVollständigkeit von94,4%.

Der D3H44–Datensatzkonntenin der RaumgruppeP
l � indiziert werden. Die

1,85Å Datenwieseneine Redundanzvon 3,4, eine Vollständigkeit von 96,3% und

einenR� X � 2 von 7,7% auf. Der Lösungmittelanteilin beidenAntikörper–Kristallen

warungefährgleich,nämlich45% und46%.

Die StrukturdesTF-219�D3H44–Komplexeswurde in der RaumgruppeP
l � l � l �

mit einerAuflösungvon ebenfalls 1,85Å gelöst.JederReflex wurdeim Durchschnitt

3,4–malgemessenund die Vollständigkeit der Reflexe betrug96,8%. Der R� X � von

6,1% lag im akzeptablenBereich.DerLösungmittelanteilwar relativ hoch,wasdurch

dieKristallpackungdesL–förmigenTF-219�D3H44–Komplexeshervorgerufenwurde.

In Tabelle7.1sinddieBeugungsdatenfür alle drei Strukturenzusammengefaßt.
2R–Faktor, um diegemesseneIntensitätsymmetrieverwandterReflexezuvergleichen
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Tabelle7.2: RichtigeunderstefalscheLösungfür dieeinzelnenSchrittebeiderStruk-
turlösungmit derMethodedesmolekularenErsatzes

Korrelationin ¿ Rotation Translation Verfeinerung

FabD3 18,4/ 8,2 26,6/ 22,2 31,2/ 23,3

FabD3H44 34,5/ 11,1 44,2/ 29,7 53,2/ 33,3

TF-219�D3H44 25,2/ 23,3 12,6/ 9,3 26,0/ 11,9

7.2 Strukturbestimmung und Inter pretation

Die StrukturenderFab–FragmenteD3 undD3H44unddesKomplexeszwischenTF-

219undD3H44 konntenmit der ”MethodedesmolekularenErsatzes”unterAnwen-

dungdesProgrammsAMORE [60] gelöstwerden.

In Tabelle7.2sinddieKorrelationskoeffizientenderrichtigenunddererstenfalschen

Lösungfür dieRotationssuche,für dieTranslationssucheundfür einenVerfeinerungs-

schrittmit demMolekül alsstarremKörperzusammengefaßt.

Der Unterschiedzwischender richtigenunddererstenfalschenLösungwar nach

derRotationssuchefür die DatensätzeD3 undD3H44deutlichererkennbaralsfür TF-

219�D3H44.

Zuerstwurde die Struktur desDatensatzesder TF-219�D3H44–Kristallemit der

TF-219� 5G9–Strukturals Modell gelöst. Die Strukturverfeinerungerfolgtemit dem

ProgrammCNS unterVerwendungder standard refinementprotocols[70]. Daswa-

terpick–Protokoll ausdemCNS–Programmpaket identifiziertedie Wassermolekülein

der Elektronendichte. Die Kriterien waren4 ¿ –Differenzdichtein der (FzS�(� -F��� L � )–
Elektronendichte3 für die Suchevon Wassermolekülenund mindestens1 ¿ –Dichte

in der ¿ � –gewichteten(2FzS�(� -F��� L � )–ElektronendichtenacheinemVerfeinerungsschritt

[65].

Die KoordinatendesD3H44–AntikörpersausderTF-219�D3H44–Strukturdienten

alsModell zur LösungderfreienD3H44–Struktur. NacheinigenVerfeinerungsschrit-

tenwurdendie KoordinatendesfreienD3H44zur LösungderStrukturdesD3–Anti-

körperseingesetzt.Die Strukturverfeinerungdesfreien D3H44–Antikörperserfolgte

analogzum TF-219�D3H44–Komplex mit denselbenKriterien. Im Unterschieddazu

reichtebei derD3 Strukturein Minimum von 3 ¿ –Differenzdichtein der (FzS�(� -F��� L � )–
Dichteund1 ¿ in der ¿ � –gewichteten(2FzS�(� -F�(� L � )–Elektronendichtezur Identifikation

von Wassermolekülenaus.

Für die Modelldarstellungund –veränderungwurdedasProgrammO [71] einge-
3FÅ9Æ´Ç – beobachteterStrukturfaktor, FÈ²ÉSÊ7È – berechneterStrukturfaktorvom Modell
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setzt. Die ValidierungdesModells erfolgtedurchdie ProgrammePROCHECK [72]

undWHATCHECK [73]. Zur Überlagerungvon StrukturenwurdedasProgrammLS-

QKAB verwendet,dasim CCP4–Programm–Paket enthaltenist [60].

Die Numerierungder Restein denAntikörper–Strukturenrichtetesich nachdem

Schemavon Kabat[74]. Für die ÜberlagerungeinzelnerDomänenwurdendie Reste

L1–L106 der leichten(V Ë ) und H1–111der schwerenKette (V Ì ) in der variablen

Domäneunddie Resteab L111 undabH117 in der leichtenundschwerenKetteder

konstantenDomäne(CË undCÌ � ) verwendet.

Zur BestimmungderEllenbogen–Winkel in denAntikörper–Strukturenberechnete

dasProgrammSUPERIMPOSE[75] die ÜberlagerungderV Ë – mit derV Ì –Domäne

unddie ÜberlagerungderCË – mit derCÌ � –Domäne.Anschließendkonntenausden

Matrizendie Rotationsachsenberechnetwerden(CALC–AX, überlassenvon Joachim

Meyer, EMBL Heidelberg). Die Anwendungder Skalarprodukt–Gleichunglieferte

schließlichdenWinkel zwischendenRotationsachsen.DieserWinkel wird im allge-

meinenalsEllenbogen–Winkel bezeichnet.

Oberflächenim Sinnevon Lösungsmittel–zugänglichenOberflächen(SAS, Sol-

vent AccessibleSurface) wurden mit dem ProgrammNACCESSvon H.J.Hubbard

andJ.M.Thornton[76] mit einemLösungsmittelmolekül–Radiusvon 1,4Å bestimmt.

Durchdie TrennungderBeiträgevon polarenundunpolarenAtomenerfolgtedie Be-

rechnungdespolarenbzw.hydrophobenCharaktersvonFlächen.FürdieProteinatome

wurdendie Standardwertedervan–der–Waals–Radienverwendet[77].
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7.3 Datenbankeinträge

Die Koordinatenund Strukturfaktorender Fab–FragmenteD3 und D3H44 und des

Komplexes TF �D3H44 sind unter den PDB–Kodes1K6Q, 1JPT und 1JPSbei der

Protein–Datenbank[78] hinterlegt worden. DasAblegender Strukturenerfolgtemit

Hilfe desProgrammesADIT.

Die Datenbankeinträgederin dieserArbeit zusätzlichverwendetenStrukturensind:

PDB–Kode Struktur Auflösung

2HFT TF–219 1,7Å

1AHW TF � 5G9 3,0Å

1FGN Fab5G9 2,5Å

1WEJ Cytochromc � FabE8 1,8Å

1HRC chytochromc 1,9Å

1QBL FabE8 2,26Å

1DQJ HenEggLysozym�HyHEL–63 2,0Å

1LZT HenEggLysozym 1,97Å

1DQQ FabHyHEL–63 1,8Å

1KIQ HenEggLysozym�D1.3Y101F 1,85Å

1BJ1 anti–VEGF� VEGF 2,4Å

1FGV Fv anti–CD18,huH52AA 1,9Å

2FGW Fabanti–CD18,huH52OZ 3,0Å

1FVC Fv anti–p185Her2,hu4D5,Version8 2,2Å

1FVD Fabanti–p185Her2,hu4D5,Version4 2,5Å

1FVE Fabanti–p185Her2,hu4D5,Version7 2,7Å


