Teil 1l

Material und Methoden
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Kapitel 2
Allgemeines

Die Konzentrationvon Proteinldsungemurdeanhandder Absorptionbei 280nm be-
rechnet(gemessemit demSpektralphotometddU 7400der Firma Beckmanlnstru-
ments,Inc., Palo Alto, Californien). Das ProgrammProtRaramschatztedie hierfur
notwendigenExtinktionsloefiizientenfir TF, D3 und D3H44 ausder Aminosaure-
sequenzmit der Methodevon Gill und von Hippel ab [45], die die Extinktionsko-
effizienten der Seitenletten von Pherylalanin, Tyrosin, Tryptophanund Cystein je
nachHaufigkeit fir einebestimmtéWVellenlangeaddiert. Die verwendeteWertesind
37080(M-cm) ! fur TF-219,38360(M-cm)~* fir TF-243,44050(M-cm) ! fir TF—
263und79850(M-cm) ! bzw. 68470(M-cm) ! fir die Fab—Fragment®3 undD3H44.
Zur BestimmunglerKonzentratiorder TF—Antikorper-Komplexewurdendie jeweili-
genExtinktionsloefizientenaddiert.

Fir Chromatographie—Experimenstéandein AKTA-Geratder Firma Amersham
Pharmacidiotech,Freiturg, zur Verfigung,mit demdie hier beschriebene@elfiltra-
tionen,lonenaustauscheund Affinitatschromatographievorgenommerwurden.

Die GelederSDS—PlyacrylamidgeldektrophoreséPAGE) wurdennachder Stan-
dardmethoderon Laemmli[46] hemgestelltund enthielten15% Acrylamid. DasAn-
farbender Proteinbanderrfolgte mit CoomassiéBlue. Die Probenwurdenmit Pro-
benpufer versetztundeinigeMinutenin einem100° C-Wasserbaerhitzt.

Die Proteinlésungewurdenin denVorrichtungerCentriplusund Centricon(Ami-
con, Inc., Beverly, USA) sawie in Ultrafree-Einsatzen(Millipore Corporation,Bed-
ford, USA) entsprechenderMolekulargeavichtsbgrenzunglurchZentrifugationauf-
konzentriert.
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Kapitel 3

Proteinlosungen

3.1 Die Fab—FragmenteD3 und D3H44

Fur dieseStudiestandergereinigteProteinlésungeron denFab—FragmenteB3 und
D3H44 zur Verfugung.

DasFab—Fragmenb3 wurdedurchPapain—SpaltungdesmurinenAntikorpersD3
gewonnen,wohingggendashumanisiertdcab—Fragmenb3H44 als Fab—Fragmenin
E.coli exprimiert wurde. Herstellungund Reinigungder Fab—Fragmenteind in [44],
[18], [27] beschriebenIin der SDS—RAGE warenfiur beideAntikdrperdie Bandender
leichtenund der schwererKette klar zu erkennen. WeitereVerunreinigungemaren
nichtzusehen.

3.2 TF-219,TF-243und TF-263

ZusatzlichstanderProteinlésungemon TF—Konstruktemmit einerLadngevon 219,243
und 263 Aminosaurerzur Verfiigung. Die Reinigungserschriftenkénnen[47] und
[48] entnommenverden.DasDetegensf—Octylglucogyranosid —OG)solubilisierte
TF-243, Polyoxyethylen-8-lauryl-Eth€iC,5Eg) hielt TF—263in Losung.
WahrendTF-219und TF—243auchuberMonatehinweg bei4° C Lagerungkeine
Abbauprodukten der SDS—RAGE zeigten,war bereitsbei Beginn dieserStudieeine
Doppelbandéir TF-263deutlichzu erkennen Mit derAlterungdieserProteinldsung
nahmauchdie IntensitatmehrereBandenin der SDS—RAGE bei htherenMolekular
gewichtenzu. Verantwortlich dafur konntedasfreie Cysteinan Position245in der
zytoplasmatischeomanesein, daseine Aggregationsbildungnitiiert. Erstaunlich
ist nur, daRdieseAggregatetrotz desVorhandenseingon f—Mercaptoethanam Pro-
benpufer und nachAufkochender Probenin der SDS—RAGE erkennbarwaren.Auch
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KAPITEL 3. PROTEINLOSUNGEN 23

eine GelchromatographiéSuperd&—200 16/60) konntedie Aggregatenicht von der
HauptbanderennendadasChromatogramneinensignifikantennicht zu trennenden
Doppelpealenthielt.

Da auchdie Kristallisationsaperimentemit TF—263keine erfolgversprechenden
Ergebnissebrachten,ist von weiterenKristallisations\ersuchemAbstandgenommen
worden. Als Alternative ist die im folgenden(Kapitel 3.3) beschrieben& F—Mutante
C243Seingesetztvorden.

3.3 Die Mutante TF—263C245S

ZusatzlichstandZellpastevonderE.col—ExpressioinerMutantedesTF—-263C245S
zurVerfugung,n derdasfreie CysteinanPosition245durchein Serinersetztvar. Das
Konstruktbeinhalteteeine N-terminaleSignalsequendie die extrazellulareDoméane
von TF ausschleusinddie Membrandoméaneon TF in derE.col-Membrareinbettet.
Ebentlls standderD3—Antikérperin voller LAngefur die HerstellungeinerAffinitats-
séulealserstenReinigungsschrittur Verfliigung,sieheKapitel 3.3.2.

Unter Anwendungder mitgeliefertenVorschrift konntena 84% von 150mg D3—
Antikorper an 3,39 gefriergetrocknet€€NBr—aktivierte Sepharos¢ AmershamPhar
maciaBiotech AB, Schweden)gekoppeltwerden. Die fertige D3—Sepharose—Saule
hatteein Sdulerolumen(CV, columnvalue) von =~ 12ml. Die FunktiondieserSaule
wurde mit TF—243Uberprift,und eskonntegezeigtwerden,dalR TF—243mit einem
pH-Sprungvon 7,5 auf 3,5 eluiertwerdenkann. Das Gel zeigtenochgeringeVerun-
reinigungen(geschatz& 10%), die wahrscheinlichvon nicht gelundenemAntikorper
stammten.

3.3.1 Zellaufschluf3

DasProtololl desZellaufschlussesst im Folgenderaufgefihrt. Die Prozentangaben
beziehersich,saoveitnichtandersanggebenaufein Gewicht—zu—-\6lumen-\érhéaltnis
(Whv).

e Aufnahmevon etwa 10g Zellpastein 100ml|

20mM Na—Citrat

0,5M NaCl

2,0M Harnstof

10mM Ethylendiammintetraaceté@EDTA)
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0,2mM Pefabloc

1,0% Triton
pH 55

Zellaufschluffmit Ultraschallstab

1 Stunderthrenbei4° C

Zugabevon 5% Polyethylenimin(PEI) mit pH 7,0,sodalRdie Endkonzentration
0,5% entsprach

30minrihrenbei4° C

Abzentrifugieren2 h = 400009

3.3.2 1.Reinigungsschritt: D3—Sephaose

Vor demAuftragendesUberstandemit einerSchlauchpumpbei Raumtemperatunit
~ 1 ml/min wurdedie Antikbrpersaulesquilibriertmit

20mM Tris/HCIt

0,04% CioEsg

pH 7,5
NachdemAuftrag wurdedie Sdulean dasAKTA-GeratangeschlosseriEsfolgte ein
Waschschritinit etwa 8 SduleroluminadesEquilibrierungsputers. Im daraufolgen-
denWaschschritinit etwa 4 Sauleroluminaenthieltder Puffer

20mM Tris/HCI

1,0M NacCl

0,5M TetramethylammoniumchloridfMAC)
0,04% CioEg

pH 7,5

Danachwurde nochmalsmit ungefahrl0 Saulerolumina Equilibrierungsputer ge-
spult. Ziel dieserintensven Waschschrittavar, sovohl die Membranfragmenteals
auchTriton durchdasDetegensC;,Ez zu ersetzen.DiesesDetegenshat einerseits
denVorteil, daResleicht durchein andereDetegensausgetauschwerdenkann,an-
dererseitsst esrelativ preiswert.Die Elution der D3—Sepharos8auleerfolgtedurch
denPufrer

Tris(hydroxymethylamiroettan/Hydrochorid
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0,1M Na—CAc
0,2M NacCl
0,04% CioEg
pH 3,5

Die Elution zeigtein den280nm—und 254nm-Absorptionserlaufenein Maximum
mit einerSchulter Die ersteriVersuchezeigten dal3beidenFraktionemmit hoherKon-

zentratiorProteinausfiel weshallin denweiterenExperimenterd ml 2M Tris/HCI pH

8,5plus60ul 4M NaCl-Losungur die eluiertenl,0ml Fraktionenvorgelegt worden
ist. DurcheinenpH-Wertim neutralerBereichkonnteso dasAusfallen desProteins
verhindertwerden.In der SDS—AGE warengeringeMengenFremdproteirzu sehen,
wahrscheinlichabgespaltenéragmentadesAntikorpers. Die TF—Bandelief auchin

diesemFall im SDS—-RAGE—-Gelals Doppelbande.Fraktionen,derenElutionsprofil
und SDS-AGE dasVorhandenseiwvon freiem TF vermutenlieRen,wurdenfur die

weiterenSchritteverwendet.

3.3.3 2.Reinigungsschritt: SP—Sephaose

Die EquilibrierungderKationenaustauschebauleerfolgtemit demPuffer

20mM Na—QAc

0,1M NaCl
10% Glycerin
0,04% CioEg
pH 3,5

Der gleichePuffer wurdeauchverwendetum die von der Antikérpersaul&kommende
Proteinlésungvor dem Auftrag im Verhaltnis1:10 zu verdinnen. Der Auftrag der

Proteinlosungauf die Saulekonntemit einer Schlauchpumpeorgenommenwerden
(=1-2ml/min). Der ndchsteNaschschritzon mindesteng SauleroluminadesEqui-

librierungspuferserfolgtetiberNachtam AKTA-Gerét.

Eluiert wurde mit einem Salz—Gradientewvon 0,1M auf 0,5M NaCl innerhalb
von 5 Saulerolumina. DasElutionsprofilund die Gelezeigten,dalRTF—-263C245S—
Proteinisoliertwurde,auchwennTF-263C245Sweiterhinin derSDS—RAGE in einer
Doppelband@achweisbawar.

Nach Pufferaustauschund Aufkonzentriererwurde die Proteinldsungmit einer
Konzentratiorvon 8.8mg/ml zumKristallisierenverwendetsieheKapitel 8.2.
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Die maximaleMenge die mit dieseVorschriftin einemArbeitsgangereinigtwer-
denkonnte betrug2 mgProtein.LimitierenderFaktorwar nichtdie eingesetztdlenge
Zellpaste sonderrdie Kapazitatder Antikbrpersaule Der Durchflu3enthieltnochTF,
wasdurchwiederholtedAuftragenauf die D3—Sepharose—Sauachgaiesenwurde.

3.3.4 Die Doppelbande

Auf der Suchenachder Ursacheder Doppelbandevurdenzunachstalle Puffer zum
Erstellenvon SDS—Polyacrylamid—Gelesrneuertum ein Artefakt beider Gelelektro-
phoreseuszuschlieRerEszeigtesichkeineAnderung.

EinezweiteUberleggunggalt demkorrektenSTOP—KodondesKonstrukts Die Iso-
lierungdesPlasmidsausderZellpastewurdemittelsMini—Prep—KitderFirmaQiagen,
Hilden,vorgenommenDie von derFirmaBioTeZ GmbH, Berlin—Buch,angefertigten
PrimerstarteterausdemTF-KonstruktherausdesserNukleotid—Sequender EMBL
NucleotideSequenc®atabase[49] entnommenwurde. Die von der Firma Invitek,
Berlin—Buch, vorgenommenesequenzierungeigte als STOP—-Kodon TAA, dasmit
einerHaufigkeit von 59% im Vergleichzu TGA mit 32% und TAG mit 9% in E.col~
Zellenvorkommt[50]. Ein nichtkorrektesSTOP—KodonalsUrsachelerDoppelbande
war somitunwahrscheinlich.

Die ArbeitsgruppeProteinchemieam MDC versuchtezunéchstmittels Massen-
spektrometriglergereinigterProteinlosunglie UrsachalerDoppelbandaufzuklaren.
DieserVersuchmif3lang,vermutlichverhindertedie TransmembrandomanasGelin-
gendesExperiments Der enzymatisch&/erdauder Proteinlésungnit anschliel3ender
Identifizierungder Fragmentam Massenspektrumeigteausschlie3lictsolcheFrag-
mente die eindeutigTF zugeordnetverdenkonnten.Dasbedeutetdal3beideBanden
im Gel TF enthielten. Somit fand sich zumindesteine Erklarung, warum die Dop-
pelbandeauchnachder Reinigungiiberdie D3—-Antikérpersauleerhaltenblieb. Die
anschliel3endErage,ob eventuelldie Signalsequenaicht korrektabgespaltemurde,
sollte mittels N—terminalerSequenzierungpeantvortet werden. Hier fandsich, daf3
dasProteinin der oberenBandeeindeutigmit der richtigen SequenZSGTTN startet.
Die untereBandehingegenwies ebentlls dieseSequenzauf, abersie war mit einer
weiterenSequeniiberlagertdie nicht eindeutigbestimmtwerdenkonnte.

Zusammerdssendkonntegezeigtwerden,dallbeideBandenTF enthielten. Der
UnterschiedzwischerbeidenBandenkonntenichtidentifiziertwerden.

Paborslky und Mitarbeiter[48] reinigtenTF—263nachExpressiordesGensin hu-
manenNierenkarzinomzellerf293—-Zellen)und in E.coli K12—Zellen. Die Autoren
fanderebenélls die Doppelbandeon TF ausk.coli~Zellen,nichtaberfir TF aus293—
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Zellen. Anhandeinerradioaktiven Markierungmit 3°*S—Cysteinwahrendder E.coli-
Expressioruntersuchtesiedie StadienderExpressiorzu unterschiedliche#eitpunk-
ten. Dazuwurdedie Expressiorgestopptund nachZellaufschluf@mit anschlieRender
ImmunprazipitatiordasErgebnisin der SDS—-RAGE untersuchtEszeigtesicheindeu-
tig, daRTF-263alsein Peptidstrangynthetisierwird, aberbereitsnach2 Stunderals
Doppelbanden der SDS—RAGE erscheint.Die Schluf3folgerungst, dal3die Ursache
in der Aktivitat einer nicht—TF—spezifischeRroteasaler verwendeterkE.coli-Zellen
liegt. HPLC (Hochdruckfliissig&its—Chromatographigigh—performanceiquid chro-
matogmrphy)—-Experimenteergaben,daldie Reste255 bis 263 in der zytoplasmati-
schenDoméaneabgespaltemwerden.

3.3.5 Variation desProtokolls

Wird fur den2.Reinigungsschritanstelledes SP Sepharose—Kationentauscherse
Superdg—200-Gelfiltrationverwendet,so laldt sich selbstunter der Bedingungvon
20mM Tris/HCI, 0,2M NacCl,0,04% C,,Eg beipH 8,0freier TF vonfreiemAntikdrper
separierenDer TF—AntikorperKomplex bildet sichin diesemFall nicht aus,obwohl
untervemngleichbarerBedingunged F—219D3H44—-Komplex, dermit gereinigtenl F—
und D3H44-Ldsungeihemgestelltwurde,vom freien Bindungspartneabgetrenntver-
denkonnte(sieheKapitel 4). WeitereUnterschiededer Reinigungschaenvon TF—
263C245S die mit einerGelfiltrationssaul@nstellecinerKationentauscheiSaulege-
reinigt wurden,wareneine Tribung der Proteinldsundbei Lagerungim Kihlschrank
(4° C), die nachErwarmen(Hand)wiederverschvand,und einemaximalerreichbare
Konzentratiorvon 0,9mg/ml.

Eine moglicheErklarungfur die unterschiedlichelF-Chagenist, daf3durchdas
Wegfallen der Waschprozeduauf der Kationenaustauschebaulenoch groReMem-
branfragmenteon E.coliandermembranstandigedomanevon TF assoziierivaren,
die auchdie Antikoérperbindungandie extrazellulareC—terminalel F-Domaneverhin-
derten. Basierendauf den Ergebnisserder KristallisationdieserChage (sieheKapi-
tel 8.2) sind dieseMembranfragment&ein Nachteil, so daf3die obenbeschriebenen
Waschschritteler Antikdrper / Kationenaustausche®aulerzwar wichtig sind, aber
durchausreduziertwerdenkdnnen. Eine weitere Reinigungschaye nachdem oben
beschriebeneReinigungsprotoéll mit einerauf die Halfte der Sduleroluminaredu-
ziertenWaschschritteeigtedie bisherbesterErgebnissen derKristallisation.



Kapitel 4
Komplexbildung TF - Antikor per

Die zu Beginn dieserProjektevorliegendennformationenzu Bindungsstudieund —
konstanterj18] gabenGrundzu der Annahme daf3sich spontarein 1:1 Komplex aus
denKomponented F und D3 bzw. TF und D3H44 bildenwird. AnalytischeTestlau-
fe mit einerSuperosel2-Gelfiltrationssawen Lésungender KomponenteF-219
undD3 bestatigterdiesesv/erhalten Abbildung4.1 zeigtexemplariscHur TF—219das
Chromatogramndes quantitatven Laufesvon 10mg TF-219D3H44—-Komplex mit
einemberechneten,3—fachenUberschuflan TF, derkleinstenKomponenteauf einer
Superdg—200 16/10-Séaule. Der Laufpufier enthielt 20mM Tris/HCI und 150mM
NaCl, der pH Wert der Losungwar 8,0. Die SDS-AGE bestatigte,daR der TF—
219D3H44—-Komplex vom UberschissigeiF separiertwerdenkann. Etwasanders
verhielt sich der Komplex zwischenTF und D3, bei dem die TF—Komponentedie
Transmembrandomarenthielt. Abbildung 4.1 zeigt dasErgebnisder Gelchromato-
graphiedesTF-263D3—-Komplexesmit derselberSuperde—20016/10-Saulevie sie
auchfir denTF-219D3H44—Komplex verwendetwurde. Der Puffer enthielt50mM
Tris/HCI, 150mM NacCl, 0,016% C,,Ez (4—fache CMC'—Konzentration)mit einem
pH-Wert von 7,5. Auch in diesemFall schiensich der Komplex spontanzu bilden.
Allerdings lief der freie TF—263bei deutlich héheremMolekulargewicht (~70kDa)
als denerwarteten29kD& und konntedeshalbnicht von dem TF—263D3—Komplex
getrenntwerden. Eine mdgliche Erklarungdafir ist, daR das Detegensdie Trans-
membrandomaneaizellenartigumschlietEntsprechendurdefur die Reinigungder
TF—263D3—- und TF—243D3-Komplexe ein Uberschufan D3—-Antikdrper gewanhit,
derkleinstenKomponentdeziglichdesLaufverhaltensn der Gelchromatographie.

1CMC —critical micellar concentation. KonzentrationabderdasDetegensMizellen bildet.
2Abschatzunganhand von StandardproteinerChymotrypsinogen—2kDa, Ovalbumin—43kDa,
Rinderserum—Alomin-67kDa
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Abbildung4.1: DieseAbbildungzeigtdie Trennungder TF-AntikdrpeKomplexevon
denfreienKomponentemit einerSuperdg—20016/10Saule.Die Einteilungderein-
zelnenFraktionenist nicht eingezeichnetDie Beschriftungder Spurenin denGelen
bedeutet:Nummer— Fraktion, TF — TF—ReferenzA — Auftrag, M — Marker mit 7,

13,21,29,45,67 und97kDa Referenzproteinena) TF-219D3H44 mit 1,3—fachem
Uberschufan TF-219. (b) TF—263D3 mit 1,3—fachemUberschuffan D3. Bei der
SeparierunglesKkomplexesTF-263D3 lief freier TF—263bei ahnlichenMolekulalge-
wichten (~70kDa) wie der Komplex selbst. Ursachehierfur war wahrscheinlichdas
Detegens,dasden Membranbereicimizellenartigumschlof3und damit dasLaufver-

haltenin derGelchromatographibeeinfluf3te



Kapitel 5

Kristallisation und Kry oprotektion

5.1 Allgemeines

Der Pufferaustausclerfolgte mit einer Sephade-G25-Sauledie sich auchfir den
Austauschvon Detegentienbenvéhrthat[51]. Vor derVerwendundur Kristallansatze
wurdedie Proteinlésundiltriert (0,221:m), um grobeVerunreinigungezu entfernen.

Als Standardmethoddientedie Kristallisationim hangendefropfen, sieheu.a.
[51]. Dazuwurdenzu gleichenTeilen Proteinlésungund Kristallisationslésuncauf
einemsilikonisiertenDeckglaschenn einem Tropfen gemischt. Das Deckglaschen
wurdedannmit dem Tropfennachuntenhangenduftdicht auf einenTopf einerZell-
kulturschalegesetztder ~700ul Kristallisationslosungenthielt. Da der Tropfennur
die halbeKonzentratiordesPrazipitantenim Vergleich zur Kristallisationsldsungm
Reserwir enthielt, kam es zu einer Wasserabgabdes Tropfensin die Dampfphase
zum AusgleichdesKonzentrationsgefallegRaoultsche$Gesetz). Durch den Entzug
von Wasselim Kristallisationstropferkonzentriertesich dasProtein. Nach Uberwin-
dender Loslichkeitsschwellefiel dasProteinentwederkristallin (Kristallwachstum)
oderamorph(Prazipitat)aus.

Die KristallisationseperimentgedesProteinsbegannenmit den Kristallisations-
[6sungen,wie sie von [52], [53] als”Sceenl und Il” beschriebenvurden. Sowohl
kommerziellerworbeneKristallisationsldsungemon HamptonResearciCorp.,Lagu-
naNiguel, USA, alsauchin unsereniaborhegestellteLosungerkamenzumEinsatz.
Mit derMethodedeshangendefropfenwurdenl ul Proteinzusammemit 1 ul Kri-
stallisationslosungn Tropfenbei4° C und20° C angesetzt.

Die Variationvon PrazipitantenPuffern, pH-Wert, AdditivenundKristallisations-
methoden54], [55], [51], [56] fuhrte zu denin denjeweiligen Kapiteln aufgezeig-
ten ErgebnissenVerwendewurdenChemikalien Detegentienund Zubehérder Her-
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stellerMerck EurolabGmbH, Berlin, Sigma/AldrichChemieGmbH, Steinheim Roth
GmbH& Co, Karlsruhe,Glycon GmbH, Luckenwalde und HamptonResearctCorp.,
LagunaNiguel, USA.

Die SilikonisierungderDeckglascherrfolgteanfangsmit einerTeflonhalterungn
einerSilikonlésung SER/A, Heidelbeg) mit anschlieRendéfrocknungfir 4 Stunden
bei 150° C. Dabeikonntenetwa 100 Deckglaschemro Arbeitsgangsilikonisiertwer-
den. Spaterwurde eine effektivere Methodeder Proteinstrukturdbrik, Berlin, ange-
wendetmit deretwa 1000Deckglascheim einemSchrittsilikonisiertwerdenkdnnen.
Dazuwurdendie Deckglascheffiir 30sin einer5 %igenProsil28—LosunglLancaster
Mihlheimam Rhein)geschwenktdanachmit Aquabidest.gespultund bei 37° C ge-
trocknet.

5.2 Kry oprotektion

Zum Einfrierender Kristalle in flissigemStickstof wurdendemKristallisationspuf-
fer Kryoprotektanterzugesetzt.Im Falle der Konstruktemit Transmembrandoméane
— mit Ausnahmevon TF-243— zeigtensich nachZugabevon 11-20% Glycerin
bzw EthylenglycolunmittelbarAufldsungserscheinungerkEinfrierversuchemit ge-
trocknetendinnflissigerParafindl (Merck, Darmstadtlund Ghee("indischeButter”)
[57], liefertenfir Kristalle von TF—243D3 ebenélls keinebesserertrgebnisse.

Fur Kristalle des murinen D3—Fab—Fragmentsvurde dem Kristallisationspufer
15% Ethylenglycolzugesetzt.Die Verweildauerder Kristalle von 1,5-2h in diesem
Puffer zeigtedie besterErgebnisséei denStreugperimenten.

Im Falle deshumanisierte®d3H44—-FabFragmententhieltder Puffer zumEinfrie-
render Kristalle zusatzlich20% Glycerin. Die Kristalle befandensich etwa 5min in
demPuffer. In diesemProjektwurdenkeineVorversuchalesStreuerhaltensm eige-
nen Labor unternommengda aufgrunddesVolumensder Kristalle keine Streuungzu
erwartenwatr.

Der Puffer zum Einfrierender Kristalle desTF-219D3H44—-Komplexeswar mit
15% Glycerinangereichert.

5.3 Kiristalle von D3, D3H44 und TF-219D3H44

Die gro3tenKristalle desmurinenFab—Fragment®3 wuchsenmmit einerKristallisati-
onslésungron 1,6M Li, SO, und 100mM Natriumacetabei einempH-Wert von 3,6
innerhalbvon 7 bis 10 Tagen. Die Proteinldsungenthielt 17mg/ml Protein,20mM
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Abbildung5.1: DieseAbbildungzeigtvon links nachrechtsdie Kristalle desmurinen
Fab—FragmentB3, desfreienhumanisiertefrab—Fragment®3H44undKristalle des
KomplexesTF-219D3H44

Tris/HCI (pH 7,5) und 50mM NaCl. Gute Ergebniss&andensich insbesonderenit
der "Methode dessitzendenTropfens” mit 3 ul Protein—und 3 il Kristallisationsl6-
sungbei 20 C. Bei dieseMethodehangtderTropfennichtandemDeckglaschefiber
derKristallisationslosungsonderrsitzt auf einerzuvor in denTopf gestellterBriicke
(Microbridge) oberhalbdesReserwirs. Abbildung5.1 zeigtlinks Kristalle, die bis zu
einerGroRevon 30x 75x 300um? wuchsen Fur die Kristallisationdeshumanisierten
D3H44—-FRab-Fragments/urde eine Proteinldsung/on 10mg/mlin 20mM Tris/HCI,
50mM NaClbeipH 7,5verwendetdie mit 2,0M (NH,), SOy, 0,1M Natriumacetabei
pH 4,6 und20° C im hangenderopfenzum Kristallwachstunfthrte. Derin Abbil-
dung5.1, Mitte, dalgestellteTropfenzeigtKristalle, die in 3 bis 4 Monatenzu einer
GroRevon 20x 20x 400m? wuchsen.Von einemseparierteEinkristall ausdiesem
“Stern” konntendie Datenzur Strukturldsunggesammeltverden.

Der TF-219D3H44—-Komplex, (sieheKapitel 4, Seite 28) kristallisierteim Zeit-
raumvon 3—4Tagenmit einerKristallisationslésungon 11% PEG600C, 2,0M NaCl,
0,1M Na—Hepe$beipH 7,5und4° Cim hangendeifropfen,dersichaus3 ul Kristal-
lisations—und 3 ul Proteinlésungzusammensetzteletztereenthielt 12mg/ml Kom-
plex, 20mM Na—Hepes,01% NaN; bei pH 7,5. Der Kristall, der zur Datensamm-
lung verwendetwurde, hatte Abmessungemon 50x 150x 1200um?. Es stellte sich
herausdafRdie Auflésungund die Mosaizitag in denSpitzender nadelférmigerKri-
stalledeutlichbessemvar alsim restlichenKristall. Daraufhinwurdendie Kristalle in
einemloop® montiert,der deutlichzu klein fiir die Kristalle war, sodafeineKristall-

LPolyethylenglylol

24—(2—Hydroxyethy)piperazin-1-etharsulfonsaue

3Die Unvollkommenheivon Kristallenkannmit einemModell veranschaulichiverden,in demsich
derKristall mosaikarticauskleinenBlockenperfekterKristallezusammensetatlje leichtgegeneinander
verdrehtsind. JeausgepragtedieserEffekt ist, destobreitersind die Reflexe auf den Aufnahmenund
umsoschlechtewird die Statistikdergemessenebaten.

4Nylonschleife,mit der die Kristalle ausdemTropfengefischtund zur Datenmessunin fliissigem
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spitzefrei ausdemloop herausragteDie Datensammlungrfolgteschliel3lichaneiner
UberstehendeKcristallspitze. Durch die fehlendeKryol6sung,die nur innerhalbdes
loopsdenKristall umschlie3twurdeder Unteigrundauf denBilder reduziert.

Stickstof eingefrorenverden.



Kapitel 6
Zur Theorie der Strukturlosung

Aus denAbstanderzwischendenReflexenauf denRontgenbeugungsaufnahmiann
die Raumgruppeaund die Dimensionder Elementarzelle bestimmtwerden. Bei der
"Indizierung” der Reflexe werdenjedemReflex die entsprechendeMiller’ schenndi-
zes(hkl) zugeordnetDie Schwarzungler Reflexe ist ein Mal3 fur die Intensitatl des
Reflexes(hkl), die demQuadraldesStrukturhktors?(hkl) proportionalist (Darwins
Formel).

I(hkl) o F (hkl) - F*(hkl)

Die Auswertungder Datenendetmit der Zusammenstellunder gemesseneRe-
flexe (hkl) und der Strukturfaktoramplituden.Ziel der Strukturlésungst es,ausden
gemesseneBaten(hkl, F(hkl)) die Elektronendichte(z,y, z) desProteinszu be-
stimmen. Danachwird ein Strukturmodellin die Elektronendichteeingebautund an
die Elektronendichtengepalitsiehe”Verfeinerung” Kapitel 6.3.

EinedetailliertereBeschreilingist u.a.in [58] gegeben.

6.1 DasPhasenpoblemin der Kristallographie

Das”allgemeinePhasenproblemerKristallographie’beruhtaufder Tatsachedal3die
Informationtberdie Phasep bei der Datenaufnahmeerlorengeht. Der Strukturfk-
tor hat vektoriellenCharakter so dal3ausder Messungder Intensitat,dem Quadrat
desStrukturfaktors,lediglich der Betrag F'(hkl) (Strukturfaktoramplitude)estimmt

Die Vektorent, T und? spannerdie Elementarzell@uf. Durchdie Translationder Elementar
zelleumdieseGittervektorenkanndasKristallgitter aufgebautverden.Die Kombinationmit deminhalt
derElementarzell¢Anordnungder Atome,"Basis”) fuhrt zur Kristallstruktur

34
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werdenkann. Der exponentielleTerm, der Informationtiberdie Phasep enthalt,fallt
weg.

F (hkl) = F(hkl) -
F(hkl) = F(hkl) -
I(hkl) x F2(hkl)

Prinzipiell kann die Elektronendichtep(x, y, z) durch eine FourieAnalysebe-
stimmtwerden:

,0(.’13, Y, Z) — % . thlF(h,k'l) . eitp(hkl) . e—2m’(hw+ky+lz)

DasTrippel (h k ) beschreibtie Miller’ schenindizesder Reflexe undx, y, z sinddie
fraktionellenKoordinaterder ElementarzelleV ist dasVolumenderElementarzelle.

DieseGleichungenthéltnebendengemessenebBatennochdie Phasep. Um In-
formationuberdie Phasep zu erhaltenmusserweitereVerfahrenangavendetwerden.
Methodenum dasPhasenproblerau l6sen,sind:

e MolekularerErsatz. Die MethodedesmolekularenErsatzekannzur Struktur
I6sungverwendetverden wenneinehomologeStrukturexistiert.

e IsomorphefErsatz.HierzumuiusserAtome mit hoherOrdnungszah{Schwerato-
me)andasProteinangelagersein. Eswird mindestengin Datensatzusatzlich
zumnativen Datensatben6tigt(SIR, single isomorphougeplacement eindeu-
tig aberist erstdie Lésungvon mindestengwei Schweratomdatensatzemit ver-
schiedenemerivaten(MIR, multiple isomorphougeplacement Bei denMe-
thodenSIRAS und MIRAS wird zusatzlichdie anomaleStreuung(anomalous
scattering der Schweratoméeriicksichtigt.

e Anomale Dispersion. Bei dieserMethodemissenAtome mit ausreichend-
nomalerStreuungm Proteinmolekiikingebausein,z.B. SelenstattSchwefelin
Methionin. Die Datensammlungrfolgt bestendlls fir eine (SAD, single wave-
lengthanomalousdispersion), im Normalfall fiir drei verschiedendédefinierte)
Wellenlanger{MAD, multiple wavelengtranomaloudispersion).

e Direkte Methoderzur Strukturbestimmungerechnenlie Phaseausdengemes-
senerintensitaterundder Annahmedal3die Elektronendichtémmerposityv ist.
Bedingungfuir dieseMethodeist allerdingsein hochaufgeltsteDatensatzenit
unterl A Auflésung.
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6.2 Methode desMolekular en Ersatzes

Die Methodeberuhtauf der Annahme,dal3sequenzhomologBroteineeine &hnliche
Strukturhabernunddeshalldie vorhandené&trukturals Startmodelfir die neueStruk-
tur verwendetwerdenkann[59]. Erstin folgendenVerfeinerungsschrittewird das
Modell andie BeugungsdatederneuenStrukturangepalt.

Die Strukturldsungmit der MethodedesMolekularenErsatzeserfolgtin drei auf-
einanderfolgende8chritten derLésungderRotationsfunktionderLésungder Trans-
lationssuchaund der Verfeinerungdesgefundenen.ésungsmodellsls "Starrer Kor-
per”.

Zunachstwerdendas Strukturmodellund die gemesseneBatenin Ubereinstim-
munggebrachtin demerstenSchrittwird dasStrukturmodeldurchRotationsoorien-
tiert, dalResmit der’neuen” StrukturibereinstimmtDazuwird von demModell und
denDateneinephasenunabhéangidratterson—Funktio® (uvw) berechnety, v undw
sinddabeidie KoordinaterdesPattersonraumes:

P(uvw) = L S0 |[F(RED|? - cos(2n(hu + kv + lw))

-V

Mit der Rotationsfunktiorlassensich die Winkel «;, 8 und~ bestimmenum die das
Strukturmodellrotiert werdenmuf3, um als Modell in die Elementarzelleeingebaut
werdenzu konnen.Fur die Winkel, bei denendie Patterson—FunktiodesStrukturmo-
dellsmit derPatterson—FunktioausdengemesseneDatengut ibereinstimmthatdie

Rotationsfunktion

R(Oé, 5,7) — fPModell(ﬁ)Modell % P(ﬁ) dﬁ

ein Maximum.

Der Integrationsradiusst als wichtiger Faktor zu beachten.Diesersollte so grof
gewahltwerden dal3nur dieintramolekulareriSelbstwektoren”undnichtdie intermo-
lekularen’Kreuzvektoren”berticksichtigiverden.

In einemzweitenSchrittwird dasvororientierteModell durchdie asymmetrische
Einheittranslatiertund dabeifiir jedenGitterpunktein skalierungsunabhéngiggior-
relationsloeffizient bestimmt.Das ProgrammAMORE [60] errechnezundchskinen
Korrelationskeflizientenausdenintensitatern/,,, und .. fur jedenGitterpunkt(ana-
log desKorrelationskefizientenC, nur mit 7,,; undI.,. anstellevon |F,,,(hkl)| und
|Foaic(hkl)|). Lediglich fur die bestenErgebnissevird der Korrelationskeffizient C
und der R-Wert ausden Strukturfaktorender gemesseneBaten| F,,;,; (hkl)| unddem
translatierterModell |F,,;.(hkl)| berechnetEin Korrelationskefizient, der sich aus
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IntensitaterberechnethatdenVorteil, dal3er mit Fast—Fourie~Analyseschnellerbe-
stimmtwerdenkannalsein Koeffizient, derauf denStrukturaktorenberuht[61]. Die-
sesVorgehenspartRechenzeit.

_ it (Foba (hkD)|* — | Fops (AkD) *) X (| Feate (KD |* —| Feate (hkD) )
{3 k1 ([Fobs (k) |* = | Fops (RED)*)2 - 3, o (| Feate (hkD)|> = | Feare(hk1)|*)? }

||

R — Ehkl‘|Fobs(hkl)|7k‘Fcalc(hkl)||
thl|Fobs(hkl)‘

k ist ein WichtungsaktorzwischendengemesseneDatenunddenDatenausdem
Modell. Die Lésungder Translationssucheeichnetsichdurcheinenhohen
KorrelationskeffizientenC undeinenniedrigenR-Faktoraus.

Der R—FaktorsolltenachderRotations-und Translationssucheéeutlichunter59%
liegen,demErwartungswerter statistischen/erteilungder Atome in der Elementar
zelle[62], [63].

Aus der Rotationssucheesultierendie Winkel und ausder Translationssuchder
Verschiebings\ektor, die zur Plazierungdes Modells benétigtwerden. Prinzipiell
konntedie SuchenachdenLdsungenvon Orientierungund Positionauchgleichzei-
tig im 6—dimensionaleiRaumstattfinden.Jedochwird durchdie immenseAnzahlan
Ldsungsmaglichkiten,die beiderKombinationvon Rotations-und Translationssuche
entstehendiesesvorgehenunpraktikabel.

AbschlieRendvird dasModell als”StarrerKorper” um die bisherigeLageverfei-
nert. Damitist der Ausgangspunkiir die nunfolgendeVerfeinerungoestimmt.

6.3 Verfeinerung

Ein Problemfir die Verfeinerungstellt dashaufig ungiinstigeDaten—zu—Brameter
Verhaltnisdar, desserkritische Gro3edie AuflésungdesDatensatzesst. Unter Auflo-
sungist derkleinsteGitterabstandm Kristall zu verstehenfur denvollstandigeBeu-
gungsdatemxistieren.N ist die AnzahlFreiheitsgradén einemDatensatzdie denzu
bestimmendeiKoordinaterx, y, z undderatomarerAuslenkungB ("B—Faktor”, s.u.)
fur jedesAtom gegentberstehen:

__ 4 \%4
N = 37 Bm

Dabeiist V dasVolumenderElementarzelled die AuflosungdesDatensatzeandm
die Multiplizitat derLaue—Gruppe.

Um das Daten—zu—RBrameter\Verhaltniszu verbessernywerdensogenanntees-
traintsund contraintsin der Verfeinerungoerucksichtigt.Restaints erlauberdenste-
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reochemischefarameterrwie Bindungslangen:-winkeln, planarenGruppen,nicht-

bindendembstéanderundelektrostatischedVechselvirkungennur einebegrenzteAb-

weichungvon Standardwertef64]. ConstaintshingegenbetrachtemestimmteAtom—
Gruppenals starr wie zum Beispieldie Seitenlette desTyrosins. Wahrendrestraints
zuséatzlichdnformationenDaten)liefern, reduziererconstraintsdie Anzahlderzu be-
stimmenderParameterso dalidasDaten—zu—BrameterVerhaltnisverbessenverden
kann.

FUr dasatomareStartmodelkannausdenKoordinaterx, y, z einesjedenAtomsj
ein Strukturfaktor F,,;. berechnetverden:

sin?

Foutc(hkl) = 55 f; - € 555" . gmiha thyjiz)

B entsprichtder atomarenAuslenkungB = 82 w2, «2 ist die mittlere quadratische
AuslenkungdesAtoms um die Ruhelage f; ist der atomareStreufiktor, § der Streu-
winkel und X die WellenlangedesRontgenstrahls.

Durchdie VariationderOrtsparametex, y, z undderatomarerAuslenkungB wer-
dendie StrukturaktorendesModells F,,;. an die gemesseneBtrukturaktoren £,
mittels least squae— (Minimierung der Fehlerquadratepder maximumlikelihood-
Verfeinerungsmethodeangelichen. Eine spezielleMethodeim RahmendesVerfei-
nerungsprozessesellt die Verfeinerungdurchsimulatedannealingdar. Hierfur wird
die Bewegungder Atome in einemKraftfeld freigegeben. Die Anfangsgeschwindig-
keit, mit dersich die Atome bewegen,kannnachder Maxwell-\erteilungdurcheine
Temperatuausgedrickiverden.Anschaulichwird beidieseMethodedasMolekiil in
einemBad mit Temperaturerbis zu 3000K aufgeheizt.Bei demlangsamenschritt-
weiseAbkihlendesBadesauf 300K wird durchdie Losungender Newton’schenBe-
wegungsgleichungefiir die Atomedie potentielleundkinetischeEnegie desGesamt-
systemaminimiert. DiesesVerfahrenwird eingesetztywennein Verfeinerungsprozel}
in einemlokalenEnegie—Minimumgefangenist.

Die Berechnung/on Differenzdichtekarter p ist hilfreich fir die Anpassungles
Modells, dadieseFunktion Maximaan denOrtenaufzeigt,an denenAtome erwartet
werden,und Minima dort, wo Atomefalschplaziertsind.

Ap(a:yz) = D hki [|Fob8(hkl)| - |Fcal6(hkl)|] - gie(hkl) . g2milhathytiz)

DasZiel der Verfeinerungst die ErarbeitungeinesModells, desserR—-Wert zwi-
schenl5und20% liegt.
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Um ein”Uberfitten” derParameterzuvermeider(schlechte®aten—zu—Brameter
Verhaltnis) werden5—7% derReflexe in einem”Test—Setzufallig ausgavahlt. Diese
werdenbei der Verfeinerungnicht berucksichtigt. Mit diesenDatenwird der R ¢,c.—
FaktorberechnetDerrestlicheDatensatZArbeits—Set"wird verfeinertunddarausier
R +—Wertbestimmt.Die Differenzvon Ry,.. und R, sollteflir eineguteStruktur
5% nicht Gberschreiten.

GutekriteriereinerStruktursinddie Auflosung,die R—Faktoren(R ,e. Und Rerys),
die atomareAuslenkung(B—Faktoren),die verbleibendeDifferenzdichtedie Anzahl
Solvensmolekiledie Abweichungder Bindungslangemund -winkel und die Abwei-
chungder Torsionswinlel  und ¥ von StandardwertefRMS=\/3"; (z; — z)?) fiir
Proteine,die im Ramachandran—Diagramhildlich damgestelltwerdenkdnnen. Der
Koordinatenfehle\r kannausder o,—Statistikabgeschatawverden[65], [66]. Dazu
wird derlineareKorrelationskefiizientfir normalisierteStrukturaktorens, gegendie
Auflésungd aufgetragenDie Steigungder Geradernist proportionalzum Quadratdes
Koordinatenfehlers.



Kapitel 7

Strukturlosung von D3, D3H44 und
TF-219D3H44

7.1 Datensammlungund -auswertung

Fur TestmessungeanKristallenstandenn derArbeitsgruppeamMDC zwei Rigaku—
GeneratorerRU H2B 3x0,3—-Fokus mit KupfeDrehanoderzur Verfugung(Wellen-
langeA=1,5418R), einerderbeidenmit Graphit-Monochromatarnd 180mmimage—
Plate(MARResearchiNordersted)deranderanit Gobel-Spigel-Systenrund300mm
Image—Plate(MARResearchNordersted).

Fir den Datensatzdes murinen D3—Fab—Fragmentsvurden 170 Aufnahmenin
1,00—-Oszillationsschrittemit einer MAR345-dmage—Platean der BW7B-Beamline
am EMBL, AuR3enstatiorHamhurg, aufgenommen.Dort konntenauch 170 Bilder
in 0,5°—Schrittenvon den TF-219D3H44—Kristallengesammeltverden. Die Daten-
sammlungder D3H44—Kristalleerfolgte mit einemCCD-Detektor(MAResearchian
derBeamlinelD14—-2amESRF, Grenoble.DieserDatensatbestandaus166 Aufnah-
menmit 1,0°—Oszillationswinlel.

Parallelzur Datensammlungiurdenjeweils vorabAuswertungemit DENZO [67]
bzw XDS [68] vorgenommenym die Vollstandigleit derDatenséatzeu gewvahrleisten.
DasProgrammSTRATEGY [69] bestimmtedenoptimalenStartwinlkel bei der Auf-
nahmedesTF-219D3H44—-Datensatzes.

Alle Datensatzevurdenmit XDS [68] ausgevertet.

Der DatensatzedesmurinenD3 Fab—Fragmentkonntebis 2,39A in der Raum-
gruppeC2 ausgevertetwerden sieheTabelle7.1. Die DatenzeigteneineRedundanz

IMittlere Haufigkeit, mit derjederReflex (hkl) gemessemwurde.

40
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Tabelle7.1: Analyseder Rontgenstreudaten

Fab D3 Fab D3H44 | TF-219-D3H44

Raumgruppe C2 P2 P22,2,
Zelldimension a=84,2A a=49,1A a=84,3A
derElementarzelle b=77,5A b=78,2A b=93,3A

c=75,2A c=58,9A c=110,0A

p=114,8 £=107,6
Molekule proasym.Einheit 1 1 1
Ldsungsmittelanteil%o] 46 45 60
Auflésung[A] 2,39 1,85 1,85

AufldsungauRereSchalgA] | 2,39-2,58 1,85—1,90 1,85—1,96
AnzahlReflexe
(beobachtet einzelne) 57098/ 16837| 124061/ 36063 | 251218/ 73056

Vollstandigleit [%6]

(Uberalles/ auBereschale) | 94,4/ 84,5 96,3/91,6 96,8/ 94,4
mittlerel / o(l)

(Uberalles/ aul3ereSchale) 11,7/ 2,2 11,3/2,8 12,6/ 3,7
Rym [%]

(Uberalles/ aul3ereSchale) 7,7/ 23,9 7,7/ 41,6 6,1/27,0

I-Intensitatoc—Standardabweichung,

D pn 2oL (hRD)=Ti(RED)| ,
Rsym= ”“z =~ D) , l;i—IntensitatersymmetrigerwandterReflexe

von 3,4 undeineVollstandigleit von 94,4%.

Der D3H44-Datensatkonntenin der RaumgruppeP?; indiziert werden. Die
1,85A Datenwieseneine Redundanzon 3,4, eine Vollstandigleit von 96,3% und
einenRy,,% von 7,7% auf. Der Losungmittelanteiin beidenAntikdrperKristallen
war ungefahmgleich,namlich45% und46%.

Die Strukturdes TF-219D3H44—Komplexeswurdein der Raumgruppe2;2;2,
mit einerAufldsungvon ebenélls 1,85A gelost. JederRefle wurdeim Durchschnitt
3,4—-malgemessenind die Vollstandigleit der Reflexe betrug96,8%. Der R;,,,, von
6,1% lagim akzeptablemereich.Der Lésungmittelanteilvar relatv hoch,wasdurch
dieKristallpackungdesL—f6rmigenTF-219D3H44—Komplexeshenorgeruferwurde.

In Tabelle7.1sinddie Beugungsdatefiir alle drei Strukturerzusammengef3t.

2R—Faktor, um die gemessenmtensitatsymmetri#erwandterReflexe zu vergleichen
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Tabelle7.2: RichtigeunderstefalschelL6sungfir die einzelnerSchrittebei der Struk-
turlésungmit derMethodedesmolekularerErsatzes

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

7.2 Strukturbestimmung und Inter pretation

Die Strukturender Fab—Fragment®3 und D3H44 und desKomplexeszwischenTF-
219und D3H44 konntenmit der "Methode desmolekularenErsatzes’unter Anwen-
dungdesProgrammaAMORE [60] gelostwerden.

In Tabelle7.2sinddie Korrelationskeffizientenderrichtigenundderersterfalschen
Ldsungfur die Rotationssuchdiir die Translationssuchendfir einenVerfeinerungs-
schrittmit demMolekdl als starremKérperzusammengetf3t.

Der Unterschiedzwischender richtigenund der erstenfalschenLésungwar nach
derRotationssuché@ir die Datenséatz®3 und D3H44 deutlichererkennbaralsfir TF-
219D3H44.

Zuerstwurde die Struktur des Datensatzesler TF-219D3H44—Kristallemit der
TF-2195G9-Strukturals Modell gel6st. Die Struktunerfeinerungerfolgte mit dem
ProgrammCNS unter Verwendungder standad refinemenprotocols[70]. Daswa-
terpick—Protololl ausdem CNS—Programmpast identifiziertedie Wassermolekilén
der Elektronendichte. Die Kriterien waren 4 o—Differenzdichtein der (Fyps-Feaie)—
Elektronendichtg fur die Suchevon Wassermolekilemind mindestensl o—Dichte
in dero,—genichteten(2F,;s-F....)—Elektronendicht@acheinemVerfeinerungsschritt
[65].

Die KoordinaterdesD3H44—Antikorpersausder TF-219D3H44-Struktudienten
als Modell zur Losungderfreien D3H44—Struktur NacheinigenVerfeinerungsschrit-
tenwurdendie Koordinaterdesfreien D3H44 zur Lésungder StrukturdesD3-Anti-
korperseingesetzt.Die Struktunerfeinerungdesfreien D3H44—-Antikérperserfolgte
analogzum TF-219D3H44—-Komplex mit denselberKriterien. Im Unterschieddazu
reichtebei der D3 Strukturein Minimum von 3 o—Differenzdichtan der (F,ps-Fcaic)—
Dichteundl1 s in dero,—gevichteten(2F,;s-F...c.)—-Elektronendichteur Identifikation
von Wassermolekileaus.

Fir die Modelldarstellungund —verdnderungvurde dasProgrammO [71] einge-

3F,»s — beobachteteBtrukturfaktor, F.,;. — berechneteBtrukturfaktorvom Modell
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setzt. Die ValidierungdesModells erfolgte durchdie ProgrammePROCHECK [72]
undWHATCHECK [73]. Zur Uberlagerungon StrukturerwurdedasProgrammniLS-
QKAB verwendetdasim CCP4—Programm-dRet enthaltenst [60].

Die Numerierungder Restein den AntikdrperStrukturenrichtetesich nachdem
Schemavon Kabat[74]. Fiir die UberlagerunginzelnerDoméanenwurdendie Reste
L1-L106 der leichten (V) und H1-111der schwerenKette (V) in der variablen
Doméaneunddie ResteabL111 undabH117in derleichtenund schwererKetteder
konstanterbomaneg(C;, undCy;) verwendet.

Zur Bestimmungler Ellenbogen-\Whkel in denAntikdrperStrukturerberechnete
dasProgrammSUPERIMPOSH75] die UberlagerunglerV ,— mit derV ;—Doméne
und die Uberlagerungler C;— mit der Cy;—Doméane.AnschlieRendonntenausden
Matrizendie Rotationsachseberechnetverden(CALC-AX, Uberlasseron Joachim
Meyer, EMBL Heidelbeg). Die Anwendungder Skalarprodukt—Gleichungeferte
schlie3lichdenWinkel zwischenden RotationsachserDieserWinkel wird im allge-
meinenals Ellenbogen-\Whkel bezeichnet.

Oberflachenm Sinnevon Losungsmittel-zugangliche®berflachen(SAS, Sol-
vent AccessibleSurface wurdenmit dem ProgrammNACCESSvon H.J.Hubbard
andJ.M. Thornton[76] mit einemLdsungsmittelmolekiil-Radiusn 1,4A bestimmit.
Durchdie Trennungder Beitrdgevon polarenund unpolarenAtomenerfolgtedie Be-
rechnungdespolarenbzw. hydrophoberCharakterson Flachen Firdie Proteinatome
wurdendie Standardwertdervan—derWaals—Radienerwende{77].
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7.3 Datenbankeintrage

Die Koordinatenund Strukturaktorender Fab—Fragmenté®3 und D3H44 und des
Komplexes TF-D3H44 sind unter den PDB—Kodes 1K6Q, 1JPT und 1JPSbei der
Protein—Datenbank78] hinterlegt worden. Das Ablegender Strukturenerfolgte mit
Hilfe desProgramme#DIT.

Die Datenbankintragederin dieserArbeit zusétzlichverwendeterstrukturensind:

PDB-Kode Struktur Auflésung
2HFT  TF-219 1,7A
1AHW  TF-5G9 3,0A
1FGN  Fab5G9 2,5A
1WEJ  Cytochromc - FabE8 1,8A
1HRC  chytochromc 1,9A
10BL  FabES 2,26A
1DQJ  HenEgglysozymHyHEL—-63 2,0A
1LZT HenEggLysozym 1,97A
1DQQ  FabHyHEL-63 1,8A
1KIQ HenEggLysozymD1.3Y101F 1,85A

1BJ1  anti-VEGFVEGF 2,4A
1FGV  Fvanti-CD18 huH52AA 1,9A
2FGW  Fabanti-CD18 huH520Z 3,0A

1FVC  Fvanti-p185Her2hu4D5,Version8 2,2A
1FVD Fabanti—-p185Her2hu4D5,Version4 2,5A
1FVE Fabanti—p185Her2hu4D5,Version7 2,7A



