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1 Zusammenfassung

Invertebraten fehlt der adaptive Teil des Immunsystems. Deshalb muflten diese Lebewesen
besonders effektive Verteidigungsmechanismen gegeniiber einer Vielzahl pathogener Stoffe
entwickeln. Diese Form der Verteidigungsmechanismen, das angeborene Immunsystem, ist in

allen mehrzelligen Lebewesen einschlie3lich Menschen vorhanden.

Das angeborene Immunsystem des Japanischen Pfeilschwanzkrebses Tachypleus tridentatus
schlieBt eine Gerinnungskaskade ein, die sowohl an der Verteidigung gegen pathogene Stoffe
als auch an der Wundheilung beteiligt ist. Untersuchungen {iber das menschliche
Blutgerinnungssystem hatten eine evolutiondre Beziehung zwischen beiden Systemen
vorhergesagt. Diese Vorhersage konnte jedoch nicht durch den strukturellen Vergleich
zwischen Coagulogen, dem Gerinnungsmolekiil des Pfeilschwanzkrebses und Fibrinogen,
dem entsprechenden Gerinnungsmolekiil der Sdugetiere bestitigt werden. Interessanterweise
konnte durch Proteinsequenzvergleiche auf eine mogliche Analogie zwischen Fibrinogen und

Lektinen hingewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wird die Kristallstrukturanalyse des Tachylectin SA prisentiert,
einem Lektin des angeborenen Immunsystems des Japanischen Pfeilschwanzkrebses.
Tachylectin 5A ist, im Unterschied zu den bisher charakterisierten Lektinen des
Pfeilschwanzkrebses, nicht in Zellen gespeichert, sondern Bestandteil der Himolymphe. Es
unterscheidet sich aullerdem von klassischen Lektinen in seiner Bindungsspezifitit fiir

Acetylgruppen.

Trotz der unterschiedlichen Funktion entspricht die Faltung des Tachylectins der Faltung der
vC-Kette des Fibrinogens. In beiden Molekiilen liegen aulerdem die funktionellen Bereiche,

wie Kalziumbindungen und Zucker-/Peptid-Bindetaschen, an dquivalenten Positionen.

Der Vergleich mit L-Ficolin, einem zu Tachylectin SA homologen Protein des angeborenen
Immunsystems des Menschen, macht ein evolutiondr frithes Szenario vorstellbar in dem
Tachylectin 5A als ein Vorldufermolekiil sowohl fiir L-Ficolin als auch Fibrinogen auftrat. In
diesem Zusammenhang liefert Tachylectin 5A eine strukturelle Basis fiir die evolutionire
Verkniipfung zwischen dem angeborenen Immunsystem und der Blutgerinnung der

Saugetiere.
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2 Einleitung

2.1 Der Japanische Pfeilschwanzkrebs Tachypleus tridentatus

Pfeilschwanzkrebse (siche Abbildung 1), auch Hufeisenkrebse oder Schwertschwinze
genannt, gehoren neben Lebewesen wie z.B. den Quastenflossern oder den Knochenhechten

zu den sogenannten lebenden Fossilien (Stormer, 1952).

Abbildung 1: Japanischer Pfeilschwanzkrebs (Tachypleus tridentatus)

Seit dem Devon (vor etwa 360 Millionen Jahren) haben Pfeilschwanzkrebse sich kaum
verdndert. Dies 146t sich durch den Vergleich fossiler Funde mit lebenden Tieren belegen

(siche Abbildung 2).

Die Bezeichnung [lebende Fossilien benutzte erstmals Charles Darwin. Obwohl diese
Lebewesen nicht in das Konzept seiner Evolutionstheorie pafiten — denn nach seiner Theorie
miilten sich alle Lebewesen immer wieder von neuem ihrer stindig in Verdnderung
begriffenen Umwelt anpassen — versuchte er deren perfekte Lebensform durch die extremen
Lebensrdume zu erkliren, in denen sie sich einem Uberlebenskampf nahezu entziehen
konnten. Der Evolutionsbiologe Edward O. Wilson hingegen sieht in diesen Lebensformen

das eigentliche evolutiondre Erfolgsmodell (Grolle und Petermann, 1995).
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Gegenwirtig existieren noch fiinf Arten der Pfeilschwanzkrebse
(Limulidea): Limulus polyphemus (Amerikanischer
Pfeilschwanzkrebs), beheimatet an der Ostkiiste Nord- und
Stidamerikas, Carcinoscorpius rotundicuada, Tachypleus gigas,
Tachypleus hoeveni und Tachypleus tridentatus (Japanischer

Pfeilschwanzkrebs) beheimatet im indopazifischen Raum.

Pfeilschwanzkrebse sind nicht mit den Krebsen (Crustacea),

sondern mit den Spinnentieren (Arachnida) und mit den

Asselspinnen (Pantopoda) nédher verwandt. Sie werden mit

diesen zum Unterstamm der Chelicerentrdger (Chelicerata)
Abbildung 2: Versteinerung
eines  Pfeilschwanzkrebses.  zusammengefalit. Innerhalb der Klasse der Schwertschwinze
Alter: 150 Millionen Jahre.
Fundort: Mornsheim,
Oberbayern.

(Merostomata) bilden sie neben den Riesenkrebsen und
Seeskorpionen (Eurypterida) die Ordnung der Pfeilschwinze
(Xiphosura) (siche Abbildung 3).

Eine weitere Besonderheit der Pfeilschwanzkrebse — neben deren fossilen Alter — betrifft
deren Immunsystem. Teil dieses Immunsystems ist eine Gerinnungskaskade, die in vielerlei
Hinsicht Parallelen zum Blutgerinnungssystem des Menschen besitzt (Muta und Iwanaga,

1996b; Krem und Di Cera, 2002).

Untersuchungen iiber die Evolution des menschlichen Blutgerinnungssystems zeigen, daf3
evolutiondr frithe Formen von Verteidigungssystemen, die neben der Immobilisierung und
Zerstorung von Krankheitserregern auch die Wundheilung regulieren, als Vorldufer in der
evolutiondren Entwicklung in Frage kommen (Patthy, 1990). Der Pfeilschwanzkrebs ist ein

geeigneter Modellorganismus um diese Zusammenhéinge zu untersuchen.
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Stamm Unterstamm Klasse Ordnung Familie Art
Trilibitomorphat Eurypteridat Limulus

Polyphemus

Chelicerata Merostomata
Tachypleus
Arthropoda Crustacea Limulidae tridentatus
Arachnida
Tachypleus
Tracheata Xiphosura gigas
Tachypleus
Pantopoda hoeveni

Carcinoscorpicus
rotundicauda

Abbildung 3: Klassifikation der Pfeilschwanzkrebse (Renner, 1984).  bezeichnet ausgestorbene Arten.
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2.2 Immunabwehr des Japanischen Pfeilschwanzkrebses

2.2.1 Immunsysteme im allgemeinen

Lebewesen stehen permanent in Kontakt mit pathogenen Stoffen aus der Umwelt. Viren,
Bakterien oder Pilze kénnen z.B. {iber die Atemluft oder die Nahrung in den Organismus
gelangen. Im Falle einer Verletzung ist das innere Korpermilieu den pathogenen Stoffen
unmittelbar ausgesetzt. Dieser Gefahr Rechnung tragend, entwickelten sich im Laufe der
Evolution zwei miteinander kooperierende Systeme von Abwehrmechanismen (Janeway Jr.,
1989; Janeway Jr. und Medzhitov, 1998). Der phylogenetisch dltere Teil, das angeborene
Immunsystem, ist in allen multizelluldren Organismen vorhanden (Hoffmann et al., 1999;
Medzhitov und Janeway Jr., 2000a; Medzhitov und Janeway Jr., 2000b). Der phylogenetisch
jingere Teil, das erworbene Immunsystem, ist ausschlieBlich in Vertebraten zu finden.
Vereinfacht dargestellt muB3 das Immunsystem — im Falle der Verteidigung gegen pathogene
Stoffe — den Krankheitskeim erkennen und effektiv zerstoren. Im Zusammenhang damit
miissen korpereigene von korperfremden Stoffen sicher unterschieden werden, um
Autoimmunreaktionen zu vermeiden (Selbsttoleranz) (Delves und Roitt, 2000a; Delves und

Roitt, 2000b).

Das erworbene Immunsystem wird hauptsdchlich durch die B- und T-Lymphozyten
vermittelt, die rekombinante Rezeptoren — Immunoglobuline und T-Zell-Rezeptoren —
exprimieren, die nahezu jeden Krankheitskeim erkennen, mit denen der Wirtsorganismus
konfrontiert wird. Durch klonale Expansion werden Lymphozytenklone erzeugt, die dem
Antigen entsprechende Antikérper oder T-Zell-Rezeptoren tragen. Klonale Eliminierung, der

gezielte Abbau aktivierter T-Zellen garantiert Selbsttoleranz.

Das angeborene Immunsystem basiert auf keimbahnkodierten, loslichen oder
membrangebundenen Proteinen. Diese Proteine sind bereits im Wirtsorganismus vorhanden
oder werden durch den Kontakt mit pathogenen Substanzen ausgeschiittet. Als Marker zur
Selbst-Fremd Unterscheidung werden die zellspezifischen Oberflaichenkohlenhydrate der
pathogenen Organismen genutzt. Der auf Macrophagen sitzende Rezeptor CD14 zum Beispiel

erkennt speziell Lipopolysaccharide (Wright et al., 1990). Als weiteres Beispiel seien das C-
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reaktive Protein, oder das Mannose-bindende Protein (Jack er al., 2001) aus humanem

Blutplasma genannt. Das angeborene Immunsystem der Invertebraten vermag dartiber hinaus

auch Polysaccharidderivate wie zum Beispiel Proteoglycane oder [-(1,3)-Glucane zu

detektieren, wie die Phenoloxidase vermittelte Melanisierung in Insekten zeigt. In Tabelle 1

sind zusammenfassend ganz allgemein die Unterschiede zwischen erworbenem und

angeborenem Immunsystem aufgezeigt.

Eigenschaft angeborenes Immunsystem erworbenes Immunsystem
Rezeptoren im Genom verankert, in Gensegmenten codiert
Umlagerung nicht notwendig Umlagerung notwendig
Verteilung Nichtklonal Klonal
konservierte molekulare detaillierte molekulare
Erkennung Muster (z.B. LPS, LTA, Strukturen; (Proteine, Peptide,
Glycane) Kohlenhydrate)
Fehlerhaft: aus
Selbst-Fremd Perfekt: durch evolutionédren unterschiedlichen
Unterscheidung Druck optimiert somatischen Zellen
ausgewdhlt

Ansprech-Zeit

Unmittelbare Aktivierung von Verzogerte Aktivierung von
Effektoren Effektoren

Tabelle 1: Vergleich zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem (Janeway Jr., 2001).

2.2.2 Gerinnungskaskade des Japanischen Pfeilschwanzkrebses

Im Vergleich zu Vertebraten besitzt der Japanische Pfeilschwanzkrebs keinen geschlossenen

Blutkreislauf, sondern ein offenes Hadmolymphsystem. Dieses Hédmolymphsystem sorgt

sowohl fiir den Sauerstofftransport durch Himocyanin (van Holde et al., 2001), als auch fiir

die Hostverteidigung durch das angeborene Immunsystem.
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Neben 16slichen Verbindungen lassen sich zwei Zelltypen (Himozyten), die durch Kontakt
mit pathogenen Stoffen degranulieren, in der Hamolymphfliissigkeit unterscheiden.
Entsprechend ihrer Morphologie werden diese Zellen als granulare und nicht granulare
Hdimozyten bezeichnet, wobei 99% aller Himozyten zu den granularen Hidmozyten zéhlen
(Toh et al., 1991; Muta und Iwanaga, 1996b). In diesen granularen Hidmozyten befinden sich
neben dem Zellkern zwei Typen sekretorischer Granula, die aufgrund ihrer GrofBle als L-
Granula (Large, Durchmesser ca. 1.5 um) und S-Granula (Small, Durchmesser ca.0.6 pm)

bezeichnet werden (siche Abbildung 4).

L-Granula Zellkern S-Granula

Abbildung 4: FElektronenmikroskopische Aufnahme eines granularen Hédmozyts (auch als Granulocyt oder
Amobozyt bezeichnet) aus dem Japanischen Pfeilschwanzkrebs Tachypleus tridentatus.
Aufnahme aus Toh et al., 1991.

In den L-Granula befinden sich mehr als 20 Proteine des Immunsystems mit molekularen
Massen zwischen 8 und 123 kDa, wie beispielsweise die Gerinnungsfaktoren, das
Gerinnungsprotein Coagulogen, Proteaseinhibitoren, Lektine und antimikrobielle Proteine. In
den S-Granula sind mindestens 6 Proteine mit molekularen Massen unter 30 kDa gespeichert.
Zu ihnen gehoren Tachyplesine, Tachystatine und Big Defensin, Proteine denen
antimikrobielle Wirkung gegeniiber Pilzen, Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien

gemein ist. Im Gegensatz zu dem Blutplasma des Menschen enthilt das Himolymphplasma
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des Pfeilschwanzkrebses nur eine geringe Menge an l6slichen Proteinen. Hauptsdchlich,

neben Himocyanin, sind diese das C-reaktive Protein und das o,-Macroglobulin. Hinzu

kommen die Tachylectine 5A und

5B, die fiir die hdmagglutinierende Aktivitit des

Héamolymphplasmas verantwortlich sind. In Tabelle 2 sind alle bisher charakterisierten

Proteine aus der Hamolymphe

zusammengefaft.

Abbildung 5 verdeutlicht die

unterschiedlichen Speicherorte innerhalb der granularen Himozyten.

Large Granules
Factor C o,—Macroglobulin
Factor G Anti-LPS Factor
Factor B Big Defensin
Proclotting Enzyme  Factor D
Gram-negative bacteria Coagulogen Cystatin
(Endotoxin, LPS) LICI1,-2,-3 Tachylectin 1-4
/// : / - Small Granules
/ A Tachyplesin
W P ; - Tachycitir}
J,/ Sl 2 Tachystatin
0000000 / //‘ ’ = .
= e 4 C e Big Defensin
< " S1, S4, S6
«
‘ o

Hemolymph
Tachylectin-5A, -5B

Degranulation

:::::J Gelation and
Killing

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines granularen Hadmozyts und der Speicherorte der bisher
charakterisierten Abwehr-Proteine, siche auch Tabelle 2 (Muta und Iwanaga, 1996a; Iwanaga

und Kawabata, 1998).
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Protein Masse Funktion/Spezifitit Lokalisation
(kDa)
Gerinnungsfaktoren
Factor C 123 Serinprotease L-Granula
Factor B 64 Serinprotease L-Granula
Factor G 110 Serinprotease L-Granula
Proclotting Enzym 54 Serinprotease L-Granula
Coagulogen 20 Gelbildung L-Granula
Protease Inhibitoren
LICI-1 48 Serpin/Faktor C* L-Granula
LICI-2 42 Serpin/Klotting Enzym L-Granula
LICI-3 53 Serpin/Faktor G* L-Granula
Trypsin Inhibitor 6.8 Kunitz-Typ unbekannt
LTI 16 unbekannt unbekannt
LEBP-PI 12 unbekannt L-Granula
Limulus Cystatin 12.6 Cystatin-Familie 2 L-Granula
ax-Macroglobulin 180 Komplement Plasma & L-Granula
Chymotrypsin Inhibitor 10 unbekannt Plasma
Antimikrobielle
Substanzen
Anti-LPS factor 12 GNB L-Granula
Tachyplesins 23 GNB, GPB, FN S-Granula
Polyphemusins 2.3 GNB, GPB, FN S-Granula
Big Defensin 8.6 GNB, GPB, FN L & S-Granula
Tachycitin 8.3 GNB, GPB, FN S-Granula
Tachystatin 6.5 GNB, GPB, FN S-Granula
Factor D 42 GNB L-Granula
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Protein Masse Funktion/Spezifitit Lokalisation
(kDa)
Lektine
Tachylectin-1 27 LPS (KDO), LTA L-Granula
Tachylectin-2 27 GIcNAc, LTA L-Granula
Tachylectin-3 15 LPS (O-Antigen) L-Granula
Tachylectin-4 470 LPS (O-Antigen), LTA L-Granula
Tachylectin-5A/B 380-440 N-Acetyl Gruppen Plasma
Limunectin 54 PC L-Granula
18K-LAF 18 Hiamozytenaggregation L-Granula
Limulin 300 HLA/PC, PE, SA, KDE Plasma
LCRP 300 PC, PE Plasma
tCRP-1 300 PE Plasma
tCRP-2 330 HLA/PE, SA Plasma
tCRP-3 340 HLA/SA, KDO Plasma
Polyphemin NB LTA, GIcNAc Plasma
TTA NB SA, GIcNAc, GaINAc Plasma
Liphemin 400-500 SA Héamolymphe
Carcinoscorpin 420 SA, KDO Héamolymphe
GBP 40 Gal Hiamolymphe
PAP 40 Protein A Hiamolymphe
Andere
Transglutaminase 86 Crosslinking Cytosol
8.6 kDa Protein 8.6 TGase Substrat L-Granula
Pro-reiches Protein 80 TGase Substrat L-Granula
Limulus kexin 70 unbekannt unbekannt
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Masse
Protein Funktion/Spezifitat Lokalisation
(kDa)
Andere
Hemocyanin 3600 O transporter Plasma
(PO Aktivitat)
Toll-like receptor (tToll) 110 unbekannt Hemocyte
L1 11 unbekannt L-Granula
L4 11 unbekannt L-Granula

Tabelle 2: Ubersicht aller bisher charakterisierten Abwehr-Proteine (Iwanaga, 2002; Iwanaga et al.,
1997). LICI, Limulus intracellular coagulation inhibitor; LTI, Limulus trypsin inhibitor;
LEBP-PI, Limulus endotoxin-binding protein-protease inhibitor; GNB, Gram-negative
bacteria; GPB, Gram-positive bacteria; FN, fungus; LPS, lipopolysaccharide; LAF,
limulus 18-kDa agglutination-aggregation factor; KDO, 2-keto-3-deoxyoctonic acid; PC,
phosphorylcholine; PE, phosphorylethanolamin; SA sialic acid; TTA, Tachypleus
tridentatus agglutinin; LCRP, Limulus C-reaktive protein; TCRP, Tachypleus C-reaktive
protein; HLA, hemolytic activity; LTA, lipoteichoic acid; GBP, galactose-binding protein;
PAP, protein A binding protein.

Eine zentrale Stellung des Immunsystems des Pfeilschwanzkrebses nimmt die
Hamolymphgerinnung ein. Sie sorgt neben der Immobilisierung pathogener Eindringlinge im
Falle einer Verletzung auch fiir die Wundheilung. Das Koagulationssystem besteht aus
hauptsdchlich fiinf Proteinen, die eine Gerinnungskaskade bilden. Zu ihnen zédhlen die
Serinproteasezymogene C, B und G, das Proclotting Enzyme und das Gerinnungsmolekiil
Coagulogen. Diese als Clotting Factors bezeichneten Molekiile werden durch Exozytose in
Folge von Stimulans durch Pathogene aus den L-Granula in die Himolymphe ausgeschiittet.
Die Faktoren C und G — Serinproteasezymogene mit Lektinaktivitit — stehen jeweils am
Anfang der Gerinnungskaskade und fungieren als Biosensoren fiir Kohlenhydratmuster, die
pathogene Organismen auf ihrer Zelloberflache tragen. Faktor C erkennt Lipopolysaccharide
(LPS), den hauptsdchlichen Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien und Faktor G
(1,3)-B-Glucane, typisch fiir Zelloberflichen von Pilzen. Durch Bindung an die
Zelloberflachenzucker erfolgt sowohl fiir Faktor C als auch fiir Faktor G eine autokatalytische
Umwandlung in die aktive Form C* und G*. Die aktivierte Form des Faktors C aktiviert
ithrerseits das Serinproteasezymogen B zu B*. Sowohl B* als auch G* aktivieren die Protease

Proclotting Enzyme. Durch die aktivierte Form des Proclotting Enzyme, dem Clotting Enzyme
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wird Coagulogen an zwei Stellen proteolytisch gespalten. Hierdurch kommt es zur Bildung
des Fragments C (Thr-19 bis Arg-46) und des Coagulins, das durch Selbstpolymerisation das
Coagulingel bildet (siche Abbildung 6 und Abbildung 7).

Lipopolysaccharides 3-1,3-D-Glucan
Factor C =e—— Factor C* Factor G* —m Factor G
LICI1 —» <« LICI3 ¢ LICI:3
l LICI-2 LICI-2
Factor B = Factor B*
Proclotting Enzyme = Clotting Enzyme
¢—LICI-3
LICI-2
Coagulin ~ —== Coagulogen
Hemolymph
Coagulation

Abbildung 6: Gerinnungskaskade des Japanischen Pfeilschwanzkrebses. Die Gerinnungskaskade besteht aus
vier Serinproteasezymogenen und dem Gerinnungsmolekiil Coagulogen. Die Kaskade wird
durch LPS (Endotoxin) oder 1,3-B-D-Glucan ausgelost. Es folgt die schrittweise Aktivierung
der Proteasezymogene, was schlieflich zur proteolytischen Spaltung des Coagulogen und
dessen Selbstaggregation fiihrt. Mindestens drei Serpine (LICI-1, LICI-2 und LICI-3) sind an
der Regulierung der Proteaseaktivierung beteiligt.
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Signal EGF Pro-Rich Sefin-Protease
123 kDa
Cys-Rich Sushi Lectin Sushi
Pro-
Peptide Serin-Protease
Factor B D I [ ]
64 kDa \
Clip
Pro-
Peptide Serin-Protease

54 kDa

Proclotting Enzyme [:I I I

Clip

Signal Xylanase A

Factor G subunit o I . l

72 kDa

Glucanase Al Xylanase Z

Signal Serin-Protease

Factor G subunit B

37 kDa

Abbildung 7:

Pro-
Peptide

Aufbau der vier Gerinnungsfaktoren. Durch schwarze Rauten sind die proteolytischen Spaltstellen
zur Aktivierung angegeben. Alle vier Zymogene besitzen N-terminal Serinproteasedominen.
Faktor C bindet durch die Lektindoméne an LPS (Muta ef al., 1991). Faktor B (Muta et al., 1993)
und Proclotting Enzyme (Muta et al., 1990) besitzen N-terminal eine Clip-Doméne (Jiang und
Kanost, 2000), identisch zu der des antimikrobischen Proteins Big Defensin (Saito et al., 1995a;
Kawabata et al., 1997). Fir das Proclotting Enzyme wird angenommen, daf durch die
proteolytische Aktivierung und Abspaltung der Clip-Domine diese antimikrobisch aktiv wird.
Faktor G ist ein heterodimeres Protein, bestehend aus den Untereinheiten o und B, die nicht-
kovalent aneinander gebunden sind (Seki et al., 1994; Muta et al, 1995). Die
Serinproteasedoméne der B-Untereinheit ist hoch homolog zu der des Faktor B (40,5% Identitét)
und des Proclotting Enzyme (37,7% ldentitdt). Die Aktivierung des Faktor G wird durch Binden
von (1-3)-p-D-Glucan an die Xylanase A Doméne der Untereinheit a eingeleitet. Hierdurch wird
die Untereinheit B fiir die autokatalytische Aktivierung durch ein zweites Faktor G Molekiil
zuginglich (Muta und Iwanaga, 1996a).
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Coagulin (siche Abbildung 8) besteht aus der N-terminalen A-Kette (Ala-1 bis Arg-18) und
der C-terminalen B-Kette (Gly-47 bis Phe-175). Beide Ketten sind durch zwei
Dischwefelbriicken miteinander verbunden. Durch die Kristallstrukturanalyse des Coagulogen
(siche Abbildung 8) konnte eine Hypothese fiir den Selbstaggregationsmechanismus des
Coagulin aufgestellt werden: Das Abspalten des helikalen Fragments C legt eine hydrophobe
Tasche auf der Oberseite (Head) des Molekiils frei. Diese hydrophobe Tasche wird von einem
anderen Coagulinmonomer benutzt um mit der hydrophoben Unterseite durch

hydrophob/hydrophob-Wechselwirkungen das Coagulingel zu bilden (siche Abbildung 9).

Abbildung 8: Stereoansicht der Coagulogenstruktur (Bergner ef al., 1996). PDB-Id.: 1AOC.
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Head

Clotting
Enzyme

Arg46-Gly47 \/E Fragment C %

Tail

Argl8-Thr19

Head %

Fragment A

Abbildung 9: Darstellung des Head-to-Tail-Mechanismus der Coagulingelbildung. Auf der linken Seite ist die
proteolytische Abspaltung des Fragments C durch das Clotting Enzyme dargestellt. Unten links
sind drei der insgesamt acht Disulfidbriicken dargestellt, die an der Verkniipfung der einzelnen
Fragmente beteiligt sind. Rechts ist die Head-to-Tail Wechselwirkung dargestellt (Bergner ef al.,
1996; Kawasaki et al., 2000).

Dieser Head-to-Tail-Mechanismus konnte inzwischen durch Quervernetzungsexperimente
bestitigt werden (Kawasaki et al., 2000).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dal Coagulin eine Tendenz zeigt in
Lingsrichtung in Fasern von etwa 100 A Durchmesser zu polymerisieren (Bergner et al.,
1996). Mit einer Periodizitit von etwa 45 A bilden sich entlang der Fasern Kreuzungs- und
Verzweigungspunkte aus. Die Fasern vernetzen sich untereinander durch die Immobilisierung

der pathogenen Substanzen.

Obwohl eine Transglutaminase aus den Himozyten isoliert werden konnte (Tokunaga et al.,
1993) wird Coagulin nicht in der selben Weise quervernetzt, wie es im Falle der
Fibringerinnsel oder bei Gerinnungsproteinen (Vitellogenin) der Insekten geschieht (Barwig,
1995). Man geht davon aus, dafl die Transglutaminase die Coagulinmonomere zwar nicht

quervernetzt, jedoch Coagulin mit Oberflichenkomponenten der Granula verbindet.
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Nach der Immobilisierung der Mikroorganismen erfolgt schlieflich die Zerstorung der
pathogenen Stoffe durch antimikrobiotische Proteine, wie z.B. Tachyplesin (Iwanaga et al.,

1994) anti-LPS Faktor (Hoess et al., 1993) oder Big Defensin (Kawabata et al., 1997).

Die Regulation der LPS bzw. (1,3)-B8-D-Glucan vermittelten Himolymphgerinnung geschieht
durch Serpine (Serinprotease Inhibitor) (Kanost, 1999) und a,-Macroglobulin (Swarnakar et
al., 2000).

Bisher konnte man drei Serpine aus den Hadmozyten charakterisieren, die als Limulus
Intracellular Coagulation /nhibitors, LICI-1, LICI-2 und LICI-3 bezeichnet werden (Iwanaga
et al., 1998). Alle LICI-Inhibitoren bilden stabile Komplexe mit den entsprechenden
Zielproteasen. LICI-1 inhibiert ausschlieBlich Faktor C*, LICI-2 und LICI-3 inhibieren
sowohl Faktor C* als auch Faktor G* und das Clotting Enzyme. Alle Inhibitoren befinden sich
in den L-Granula und werden mit den Koagulationsfaktoren ausgeschiittet. Durch die
Inhibitoren wird sichergestellt, daB3 sich keine unndétigen Gerinnsel bilden konnen. Die
Ausbreitung aktiver Klottingfaktoren wird dadurch gesteuert. Zum anderen sind die LICI-

Inhihitoren ebenfalls in der Lage freigesetzte mikrobielle Proteasen zu neutralisieren (siche
Abbildung 6).

Das Gerinnungssystem des Pfeilschwanzkrebses weist eine Reihe interessanter Parallelen
zum Blutgerinnungssystem von Séugetieren, aber auch anderen Tieren, wie Reptilien,
Vogeln, Amphibien, Insekten und Krebsen auf (Iwanaga et al., 1993). Diesen Arten ist
gemein, dal ein selbstaggregationsfahiges Protein durch eine Serinprotease gespalten wird,

und daB3 die dadurch ausgeldste Polymerisation ein Gerinnsel bildet.

Im Falle von Sdugetieren ist das aggregationsfiahige Protein Fibrinogen, ein dimeres Molekiil
mit einer molekularen Masse von 340 kDa, das aus den drei Proteinketten Ao, B und y in
einer (AaBpy),-Stochiometrie aufgebaut ist. Stark vereinfacht dargestellt werden durch die
Serinprotease Thrombin im Laufe der Blutgerinnung die Fibrinopeptide A und B abgespalten

und es kommt so zur Bildung des Blutgerinnsels.

Durch die Strukturanalyse des Coagulogens konnte die Ahnlichkeit der beiden

Gerinnungssysteme  hinsichtlich ~ ihrer  Gerinnungsmolekiile  aufgedeckt  werden.
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Uberraschenderweise besitzt Coagulogen eine NGF-artige (Nerve Growth Factor) Faltung
(siehe Abbildung 10).

Abbildung 10: Gegeniiberstellung der Proteinstrukturen des Coagulogen und des Nerve Growth Factor, PDB Id:
1BET (McDonald et al., 1991).

Obwohl dies zweifelsfrei gegen eine strukturelle Verwandtschaft zwischen Coagulogen und
Fibrinogen spricht, hatte die Struktur des Coagulogens doch eine strukturelle Verwandtschaft
zu der Morphogenetic Cascade in Drosophila aufgedeckt, die zu dem Zeitpunkt der
Strukturaufklarung nicht bekannt war. (Bergner et al., 1996; Bergner et al., 1997).

Sind diese Ergebnisse eine Absage an die These einer evolutionidren Beziehung zwischen dem

Horseshoe Crab Gerinnungssystem und dem menschlichen Blutgerinnungssystem?

Interessanterweise liefert jedoch die Forschung an der Struktur des Fibrinogens einen Hinweis
auf mogliche evolutionidre Verbindungen. Wie Doolittle et al. bereits 1997 zeigen konnte,

kommen Lektine als potentielle evolutionédre Vorldufer des Fibrinogens in Frage:

"...Given the nature of most fibrinogen related domains, the best candidates for spawning
such a prototypic fibrinogen are lectins, it is not impossible that the first fibrinogen
polymerized by way of intermolecular binding to its own carbohydrate. If a lectin was the
common ancestor, then a transition from carbohydrate to peptide binding must have

occured..." (Doolittle et al., 1997).
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2.2.3 Lektine des Japanischen Pfeilschwanzkrebses

Das angeborene Immunsystem des Japanischen Pfeilschwanzkrebses nutzt nicht nur die
Klottingfaktoren C und G um pathogene Stoffe zu detektieren, sondern auch eine
Kombination  verschiedener Lektine, die sich hinsichtlich ihrem Vermdgen
Zelloberflachenzucker zu binden unterscheiden/ergdnzen. Fiinf Lektine, als Tachylectin (TL)
1 bis 5 bezeichnet und verschiedene Agglutinine konnten bisher in den Himozyten und dem
Hamolymphplasma nachgewiesen werden (Kawabata et al., 2001; Kawabata und Iwanaga,

1999).

2.2.3.1 Tachylectin-1

Tachylectin-1 ist in den L-Granula der Himozyten gespeichert und bindet an Gram-negative
Bakterien {iber 2-keto-3-deoxyoctanat (KDO), einer Zuckereinheit des Kernbereichs von LPS.
Es agglutiniert dariiber hinaus auch Gram-positive Bakterien {iber deren, an der
Zelloberfldche prasentierten Lipoteichonsduren (LTA) (Saito et al., 1995b). TL-1 ist aus einer
einzigen Polypeptidkette aufgebaut, die 221 Aminosduren umfafit. Das Molekiil enthilt drei
Disulfidbriicken und ein freies Cystein. Durch die Kristallstrukturanalyse von TL-1 konnte
gezeigt werden, daBl die Faltung der Polypeptidkette einen sechszdhligen B-Propeller bildet.
Im Vergleich zu bekannten B-Propellern (Fillop et al., 1999) zeigt TL-1 jedoch eine sehr
regelméBige sechsfache Pseudosymmetrie (siche Abbildung 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Tachyletin 1 Struktur. Blickrichtung entlang der sechsfachen
Pseudorotationsachse. Im zentralen Kanal ist das Zinkion grau dargestellt, das durch drei
Aspartate und zwei Serine koordiniert wird. Rot dargestellt ist das Wassermolekiil, das
ebenfalls an der Koordinierung des Zinkions beteiligt ist.

Im Inneren des zentralen Kanals sitzt ein Zinkion, das oktaedrisch durch zwei Serinreste, drei
Aspartatreste und ein Wassermolekiil koordiniert wird. Die Lage der Zuckerbindestelle
konnte nicht aufgekldrt werden. Ein Vergleich mit bekannten B-Propellern legt jedoch die
Vermutung nahe, daB3 sich die Zuckerbindestelle innerhalb des zentralen Kanals befindet

(Baker et al., 1997).

2.2.3.2 Tachylectin 2

Tachylectin-2 (TL-2) 148t sich aus den L-Granula der Himozyten isolieren. TL-2 bindet
spezifisch an N-Acetyl-D-glucosamin (GIcNAc) und N-Acetyl-D-galactosamin (GalNAc). Es
ist frei von Metallionen und die spezifische Aktivitit wird durch Komplexbildner (z.B.
EDTA) nicht gemindert. TL-2 ist aus einer einzigen Polypeptidkette aufgebaut, die 236
Aminosduren umfait, und liegt als Monomer in Losung vor (Okino et al., 1995). Die
Kristallstrukturanalyse zeigt, dal TL-2 dhnlich wie TL-1 eine B-Propeller Faltung einnimmt
(Beisel et al., 1999). Hinsichtlich bekannter B-Propeller schlo3 TL-2 eine Liicke, da es zu
diesem Zeitpunkt das erste Beispiel eines fiinfbléttrigen p-Propellers darstellte (siehe

Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung der Tachylectin 2 Struktur mit allen fiinf &quivalenten Bindungsstellen fiir N-Acetyl-
a-D-glucosamin. Blickrichtung entlang der fiinffachen Pseudorotationsachse.

TL-2 besitzt fliinf dquivalente Bindestellen fiir GIcNAc, die entsprechend der fiinffachen
Pseudosymmetrie an der Oberfliche des Molekiils angeordnet sind. GlcNAc ist innerhalb der
Bindetasche so orientiert, da3 die Acetamidgruppe in die Tasche hineinragt und die C6 OH-

Gruppe des Zuckers solvensexponiert ist.

Fiir die Bindung des Zuckers ist eine freie OH-Gruppe an dem C4 Atom notwendig. Diese
freie OH-Gruppe spielt eine wichtige Rolle in der Selbst-Fremd Unterscheidung. Das
Exoskelett des Pfeilschwanzkrebses wird von Chitin aufgebaut, welches somit ubiquitir in
dem Organismus verteilt ist. Chitin ist ein Strukturpolysaccharid und besteht aus polymeren
GlcNAc, das B-1,4 verkniipft ist. Durch die Spezifitit der Zuckerbindetasche wird somit eine
Autoimmunreaktion unterdriickt. Auf der anderen Seite wird durch die geometrische
Anordnung der Bindetaschen — bedingt durch die pentagonale Anordnung sind benachbarte
Bindetaschen 20 und 40 A voneinander entfernt — eine Bindung zu unterschiedlichen

endstdndigen GlcNAc-Gruppen des Chitins vermieden.
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2.2.3.3 Tachylectin 3 und Tachylectin 4

Tachylectin-3 besitzt eine hidmagglutinierende Wirkung gegeniiber humanen Typ A
Erythrozyten. Diese Aktivitdt entspricht der des Tachylectin 2, wird jedoch nicht durch D-
GIcNAc oder D-GalNAc inhibiert. Interessanterweise wird diese Aktivitidt jedoch durch
synthetische Blutgruppen A Antigene und noch stirker durch Typ S LPS unterschiedlicher
Gram-negativer Bakterien inhibiert. Tachylectin 3 besteht aus 123 Aminoséduren und liegt in

Losung als Dimer vor (Saito et al., 1997).

Tachylectin-4 besteht aus 232 Aminoséduren und ist ein oligomeres Protein mit einer Masse
von 470 kDa (Inamori et al., 1999). Verglichen zu TL-2 und TL-3 besitzt es die hochste
hdmagglutinierende Wirkung gegeniiber humanen Typ A Erythrozyten. Obwohl L-Fucose
und N-Acetylierte Neuraminsidure diese Aktivitit bei einer Konzentration von 100 mM
komplett inhibieren, ist die Inhibierungsstirke durch bakterielle Typ S LPS am stédrksten, auch
im Vergleich zu bakterieller Typ R LPS, der das O-Antigen fehlt.

Am effektivsten inhibiert Type S LPS aus Escherichia coli die Agglutinierung von humanen
Typ A Erythrozyten. Verglichen zu Typ S LPS aus Salmonella minnesota bedarf es einer
einhundertsechzigfach geringeren Konzentration des E. coli Antigens, um dieselbe
Agglutinierung hervorzurufen. E. coli LPS wird im Bereich des O-Antigen durch Colitose (3-
Deoxy-L-fucose) aufgebaut, einem der L-Fucose strukturell verwandten Zucker. Dieser
Zuckerbaustein kommt ausschlieBlich in LPS aus E. coli vor und macht deshalb L-Fucose zu

dem wahrscheinlichsten Bindungspartner fiir TL-4.

2.2.3.4 Tachylectin SA und Tachylectin 5B

Tachylectin 5A und 5B sind die einzigen der bisher aus dem Japanischen Pfeilschwanzkrebs
charakterisierten Lektine, die nicht in den Granula, sondern in dem Hamolymphplasma
gespeichert sind. Die himagglutinierende Aktivitit des Himolymphplasmas ist bereits lange

bekannt (Muta und Kawabata, 1996b). Die Charakterisierung der verantwortlichen Lektine
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war jedoch bisher nicht gelungen. Es konnte gezeigt werden das TL-5A und TL-5B
maBgeblich fiir diese Aktivitéit verantwortlich sind (Gokudan et al., 1999).

Sowohl TL-5A als auch TL-5B agglutinieren humane Typ A, B und O Erythrozyten. Hieraus
1aBt sich schlieen, dal3 nicht alleine Blutgruppenantigene die Bindungsspezifitit der Lektine
bestimmen. Verglichen mit den Tachylectinen 1-4 agglutinieren TL-5A und TL-5B Bakterien
am stirksten (siche Tabelle 3). Die Inhibierung der agglutinierenden/hdmagglutinierenden
Eigenschaft geschieht durch eine groe Anzahl unterschiedlicher Saccharide, wobei die
Spezifitét nicht eine bestimmte Zuckergruppe sondern eine Acetylgruppe erfordert. So konnte
selbst fiir Acetylgruppen tragende Nichtsaccharide eine Inhibierung nachgewiesen werden
(z.B. Acetylcholin, Acetylsalicylsdure) (Gokudan et al, 1999) (siche Tabelle 4). Die
agglutinierende Aktivitdt wird durch den Metallionenkomplexbildner EDTA inhibiert. Die
Inhibierung 148t sich aber durch einen UberschuB an CaCl, wieder autheben. Beide Lektine

agglutinieren sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien.

1 10 20
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Abbildung 13: Sequenziiberlagerung des Tachylectin 5A und 5B. Rot unterlegt sind identische Aminoséuren.
Uberlagerung modifiziert aus Gokudan et al., 1999.

Die gesamte Sequenzidentitdt zwischen der 269 Aminosduren umfassenden Sequenz des TL-

5A und der 289 Aminosduren umfassenden Sequenz des TI-5B betrdagt 50.4% (siche
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Abbildung 13). Fiir beide Lektine konnte anhand eines Sequenzvergleichs eine Ahnlichkeit
mit dem C-terminalen Bereich der y- und der B-Kette des Fibrinogens vorhergesagt werden

(Gokudan et al., 1999).

minimale Konzentration um Agglutinierung auszuldsen

(ng/ml)
TL-5A TL-5B
Gram-negativ
E. coli B 0.08 0.11
E. coli K12 0.04 0.05
Gram-positiv
S. aureus 209P 1.2 26.8
S. saprophyticus KD 1.6 15.1
Enterococcus hirae 0.3 26.8
Micrococcus luteus 24 26.8
humane Erythrozyten
A 0.004 0.077
B 0.008 0.27
o 0.004 0.077

Tabelle 3: Agglutinierende Aktivitdt und hdmagglutinierende Aktivitit gegeniiber Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien und humane Erythrozyten. Modifiziert aus Gokudan et al., 1999.
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minimale Konzentration zur Inhibierung der

hdmagglutinierenden Aktivitit (mM)

Verbindung TLSA TLSB
N-Acetyl-D-glucosamin 1.6 1.6
N-Acetyl-D-galactosamin 3.1 3.1
N-Acetyllactosamin 1.6 1.6
N-Acetylallolactosamin 1.6 1.6
Natriumacetat 1.3 1.3
Acetamid 3.1 3.1
Acetylsalicylsdure 23 4.6
Acetylcholin 1.3 1.3

Tabelle 4: Inhibierung der hdmagglutinierenden Aktivitdt der Tachylectine SA und 5B. Modifiziert aus Gokudan

et al., 1999.
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2.3 Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

2.3.1 Uberblick

Kristallographie ermdglicht die Bestimmung von Raumstrukturen bei atomarer Aufldsung.
Dabei wird wihrend der Datensammlung das Verhalten der 10" bis 10" Molekiile im Kristall
iiber Raum und Zeit gemittelt. Die Geschichte der Kristallographie beginnt mit einem von
Max von der Laue angeregten Experiment der Beugung von Rontgenstrahlen an Kristallen.
Damit gelang Friedrich und Knipping 1912 der Nachweis, daB3 sich Rontgenstrahlen wie
elektromagnetische Wellen verhalten und dall das Wesen des kristallinen Zustands durch eine
regelméBige Anordnung der Atome in einer Gitterstruktur — mit Wiederholungsperioden in
der GroBenordnung der Wellenlinge der Réntgenstrahlung von 10° m — beschrieben werden
kann. In ihrer Versuchsanordnung hatten Friedrich und Knipping unwissentlich
polychromatisches Licht (weilles) Rontgenlicht verwendet, dessen spektrale Verteilung durch
die kontinuierliche Bremsstrahlung gegeben ist, der die charakteristische Strahlung, ein
Linienspektrum, {berlagert ist. Die Anordnung eines stationdren Kristalls in einem
polychromatischem Rontgenstrahl wird nach ihrem geistigen Vater Laue - Geometrie und in

threr Anwendung Laue - Methode genannt.

Frithe Versuche rontgenkristallographischer Untersuchungen von Proteinen schlugen vor
allem deshalb fehl, da man die Kristalle vor der Messung trocknete, was aus heutiger Sicht
fatale Folgen fiir die Proteinkristalle hatte, da diese nicht selten einen Wassergehalt von mehr
als 50% besitzen. Obwohl bereits 1840 iiber die erste Kristallisation von Proteinen berichtet
wurde, dauerte es bis 1934 bevor die ersten Diffraktionsbilder von Proteinkristallen durch J.
D. Bernal und D. Crowford verdffentlich wurden. Es muf3ten allerdings noch weitere zwanzig
Jahre vergehen, bevor durch den isomorphen Schweratomersatz eine Methode entwickelt war,
die schlieBlich zur Strukturlésung von Hémoglobin (Perutz et al., 1960) und Myoglobin
(Kendrew et al., 1960) fiihrte.

Dank einer stindigen Verbesserung der Methoden und der Verfligbarkeit immer

leistungsfahigerer Rechner nahm die Zahl der geldsten Proteinstrukturen enorm zu. Waren im



Einleitung 32

Mai 1998 rund 7000 Strukturen in der Proteindatenbank in Brookhaven hinterlegt, hat sich
deren Zahl bis November 2001 auf 16000 vergroBert.

2.3.2 Proteinkristalle und Symmetrie

In Kristallen sind Atome bzw. Molekiile so zueinander angeordnet, dal deren Anordnung sich
entlang allen drei Raumrichtungen durch Translationssymmetrie auf sich selbst abbilden 1a63t.

Das sogenannte Kristallgitter bildet die dreidimensionale Anordnung der Elementarzellen.

Eine Elementarzelle wird durch die Vektoren G, b, ¢ und die Winkel a, B, v definiert. Im
allgemeinen sind die Betrige der Vektoren und der Winkel zueinander verschieden. Die
Anordnung der Molekiile innerhalb der Elementarzelle kann asymmetrisch sein, ist jedoch in
den meisten Fallen symmetrisch. Beziiglich der Rotationssymmetrie ist in Kristallen nur die
1-, 2-, 3-, 4- und 6-fache Rotation erlaubt. Diese Restriktion folgt aus der Kombination der
Symmetrieeigenschaften des dreidimensionalen Kristallgitters und der Rotationsoperation.
Andere mogliche Symmetrieelemente sind Spiegelebenen m, Inversionszentren und die
Kombination aus Inversionszentrum und Rotationsachse (Inversionsdrehachse). Diese
Symmetrieelemente bilden die Punktgruppensymmetrie. Sie treten nicht in beliebiger
Kombination zueinander auf, sondern unterliegen der geometrischen Beschriankung durch die
Elementarzelle. Die moglichen Kombinationen dieser Symmetrieelemente bilden 32
sogenannte  Punktgruppen. Die  Morphologie der Kiristalle gehorcht  dieser

Punktgruppensymmetrie.

Definiert man innerhalb der 32 Punktgruppen ein zusédtzliches Inversionszentrum, so gelangt

man zu den 11 Lauegruppen, deren Symmetrie wichtig fiir die Beschreibung von
kristallographischen Streubildern ist. Die Symbole der 11 Lauegruppen sind: i, 2/m, 2/mmm,
5, §m, 4/m, 4/mmm, 6/m, 6/mmm, m3 und m3m. Proteine sind chirale Molekiile. Aus diesem

Grund koénnen sie nur in einer der 11 enatiomorphen Punktgruppen (1, 2, 3, 4, 6, 23, 222, 32,
422,622, 432) kristallisieren.

Die Kombination der Punktgruppensymmetrie mit dem Kristallgitter fithrt zu den sieben
Kristallsystemen, triklin, monoklin, orthorhombisch, trigonal, tetragonal, hexagonal und

kubisch, mit den 14 unterschiedlichen Bravais-Gittern, die entweder als primitiv,
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flichenzentriert, vollstindig flichenzentriert oder als innenzentriert bezeichnet werden.
Dariiber hinaus werden zusétzliche Symmetrieelemente durch die Translation erzeugt, wie die
Schraubenachse und die Gleitspiegelebene. Von den 230 existierenden Raumgruppen gehoren
65 zu den enantiomorphen Raumgruppen. Chirale Molekiile wie die Proteine konnen
ausschlieflich in diesen 65 Raumgruppen kristallisieren. Eine Besonderheit beziiglich der
Symmetrie hdngt mit der sogenannten asymmetrischen Einheit zusammen. Unter der
asymmetrischen Einheit versteht man den kleinsten Satz an Molekiilen (oder Atomen), der
notwendig ist, um durch Anwendung der Raumgruppensymmetrien zu dem kompletten Inhalt
der Elementarzelle — der Struktur — zu kommen. Die asymmetrische Einheit ist, abhéngig von
der Raumgruppe, immer ein n-Vielfaches der Elementarzelle und kann zahlreiche Molekiile
enthalten. Diese Molekiile besitzen sehr oft eine eigene Symmetrie, die sogenannte nicht-
kristallographische Symmetrie. Innerhalb der nicht-kristallographischen Symmetrie sind auch

fiinf- oder siebenfache Rotationsachsen erlaubt.

2.3.3 Rontgenstrahlungsquellen

Als Rontgenstrahlungsquellen dienen in der Proteinkristallographie hauptsdchlich
Drehanodengeneratoren und Elektronenbeschleuniger. In Drehanodengeneratoren wird im
Hochvakuum ein Elektronenstrahl unter Hochspannung auf eine Anode gelenkt, deren
Material aus hochreinem Metall (Cu oder Mo, seltener auch Fe oder Cr) besteht. Zwei
Prozesse werden durch den Beschufs des Anodenmaterials mit Elektronen ausgeldst. Zum
einen wird die kinetische Energie der Elektronen durch Abbremsen in der Anode als
sogenannte Bremsstrahlung abgegeben. Diese Bremsstrahlung hat, da Elektronen bei
unterschiedlicher  Eintrittsgeschwindigkeit  abgebremst  werden, eine  spektrale
Energieverteilung. Man spricht aus diesem Grund auch von weiffer Rontgenstrahlung. Der
zweite, wichtigere Prozel fiihrt zu der Emittierung der charakteristischen Strahlung: Infolge
der Wechselwirkung der Elektronen mit dem Anodenmaterial werden kurzzeitig
Elektronenzustinde angeregt, die unter Abgabe von Rontgenstrahlung wieder in den
Grundzustand relaxieren. Im Falle von Kupfer als Anodenmaterial wird Rontgenstrahlung —
entsprechend dem elektronischen Ubergang — der Wellenlinge 1.54051 A (CuK,;) und
1.54433 A (CuKyy) emittiert. Durch Monochromatoren wird die gewiinschte Wellenlédnge
herausgefiltert.
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Da Proteinmolekiile relativ groB3 sind, streuen deren Kristalle die Rontgenstrahlung schlechter
als Kleinmolekiilkristalle. Der Grund liegt in der Eigenschaft, dal das Streuvermdgen eines
Kristalls von der Anzahl der ihn aufbauenden Molekiile abhéngt: Bei groen Verbindungen
ist die Anzahl an Molekiilen in einem Kristall geringer, damit vermindert sich auch dessen
Streuvermogen. Auflerdem bestehen Proteine hauptsédchlich aus den leichten Elementen C, N
und O. Hinzu kommt, da mit der Anzahl an Elektronen der Beugungseffekt der
Rontgenstrahlung steigt und leichte Elemente somit einen geringeren Streubeitrag leisten.
Diese Umstdnde flihren in der Proteinkristallographie sehr oft dazu, da3 die Intensitét der
durch einen Drehanodengenerator erzeugten Rontgenstrahlung fiir eine Vermessung der
Proteinkristalle zu gering ist. In diesen Fillen 148t sich eine Strukturanalyse nur durch eine an
Elektronenbeschleunigern erzeugten Rontgenstrahlung durchfiihren. Die Intensitit dieser
Rontgenstrahlung ist bis zu 10000-fach hoher. AuBerdem 14Bt sich hier die
Rontgenstrahlungswellenléinge in einem spektralen Bereich von 0.5 bis 3.0 A frei wihlen, was
besonders bei MAD- (Multiple Wavelength Anomalous Dispersion) und Laue-Experimenten

von Bedeutung ist.

2.3.4 Beugung von Rontgenstrahlung an Kristallen

Ahnlich wie sichtbares Licht durch kleine Objekte, wird Réntgenstrahlung durch Elektronen
gebeugt. Das elektrische Feld der Rontgenstrahlung regt die Elektronen zu Schwingungen an.
Da die Atomkerne davon unbetroffen bleiben entsteht ein elektrischer Dipol. Dieser Dipol
wiederum stellt einen Sender dar, der die eingestrahlte Rontgenstrahlung mit einem

Phasenunterschied von 180° emittiert.

Diese elastische Streuung — auch Thomson-Streuung genannt — wird unter Vernachldssigung
der Mehrfachstreuung durch die kinematische Streutheorie beschrieben. Aufgrund der
Phasenverschiebung der gebeugten Einzelwellen — ausgehend von jedem Punkt endlicher
Elektronendichte — summiert sich die Gesamtintensitit der resultierenden Sekundirstrahlung
aller Elektronen zur Intensitit null (destruktive Interferenz), wenn nicht der Gangunterschied
ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlidnge ist (konstruktive Interferenz). Die Beugung der

Rontgenstrahlung am Kristall 148t sich wie folgt beschreiben:
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Durch die Anwendung der Translationssymmetrie auf die Elementarzelle ergibt sich das
Kristallgitter. In Kristallgittern lassen sich Netzebenen definieren, die unterschiedliche
Gitterpunkte beinhalten. Anhand der Schnittpunkte der Netzebenen mit den Achsen der
Elementarzellen lassen sich jeder Netzebene entsprechende Miller'sche Indices zuordnen.
Durch die Normalvektoren dieser Netzebenenscharen gelangt man zu dem reziproken Gitter.
Das reziproke Gitter eines Kristalls stellt nicht den realen Kristall, sondern ein
mathematisches Hilfsmittel dar, durch das die Interpretation der Streubilder erleichtert wird.
Ein Streubild ist folglich eine Abbildung des reziproken Gitters: Jeder Reflex reprisentiert
eine Netzebenenschar, die sich entsprechend der Bragg'schen Gleichung in der erforderlichen
Reflexstellung befindet (siche Abbildung 14). GroBe Abstinde der beugenden Netzebenen
fiihren im Streubild zu nahe beieinanderliegenden Reflexen, kleine Abstinde fiithren zu weit

entfernten Reflexen. Deshalb spricht man von einem reziproken Gitter.

Wie bereits oben erwéhnt stellt die Bragg'sche Gleichung die mathematische GesetzméBigkeit
der Beugung von Rontgenstrahlung dar: Bei kohdrenter Streuung an einer Netzebenenschar
des Gitters tritt unter einem Winkel 0 zwischen einfallendem Strahl und Netzebenenschar
konstruktive Interferenz auf, wenn der Gangunterschied zwischen den an verschiedenen

Ebenen einer Schar gebeugten Wellen ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenldnge ist (siche

Abbildung 14).

4 /
N \\\‘\ % > A
Gitterebene —— -
d

‘\ hkl

AN i
¢ A

0 0 y

a4
2d sin@ = nA

Abbildung 14: Bragg'sche Gleichung. In der Abbildung sind drei Gitterebenen mit dem Abstand dy zueinander
gezeigt. Einfallender und reflektierter Strahl schlieBen mit den Gitterebenen jeweils den Winkel
0 ein. In der Bragg'sche-Gleichung steht d fiir den Gitterebenenabstand, A fiir die Wellenldnge
und n fiir eine ganze Zahl.
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In der sogenannten Ewald-Konstruktion (Ewald, 1921) 148t sich die Bragg'sche Gleichung
unter Verwendung des reziproken Gitters als Vektordiagramm darstellen (siche Abbildung

15).
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Abbildung 15: Schnitt durch die Ewald Kugel. Der Kristall befindet sich im Mittelpunkt M der Ewald-Kugel mit
dem Radius 1/A. Der Ursprung des reziproken Gitters liegt in 0. sy bezeichnet die Richtung des
einfallenden Strahls, s bezeichnet die Richtung des ausfallenden Strahls und S einen Gittervektor.
Fir jeden Punkt P des reziproken Gitters, der auf der Kugeloberfliche liegt, ist die
Reflexionsbedingung erfiillt.

Die Intensitét der gebeugten Strahlung wird von dem Inhalt der Elementarzelle bestimmt. Da
ein Kristall die Konvolution des Elementarzelleninhalts mit dem dreidimensionalen Gitter
darstellt, ergibt sich das Diffraktionsmuster des Molekiilkristalls aus dem Produkt der
molekularen Transformation mit dem reziproken Gitter. Dieses Produkt beider
Transformationen resultiert in einer Abbildung der molekularen Transformation an den
reziproken Gitterpunkten. Folglich ist die Intensitit an einem Gitterpunkt hoch, wenn die
zugrundeliegende molekulare Translation an diesem Punkt ebenfalls eine hohe Intensitét

besitzt, und umgekehrt.
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Da die Elektronenhiille eines Atoms ein endliches Volumen einnimmt, hingt die gestreute
Gesamtwelle vom FEinfallswinkel ab. Bei groBen Streuwinkeln ist die Phasendifferenz
zwischen den Wellen, die an unterschiedlichen Positionen innerhalb der Atomhiille gebeugt
werden, ebenfalls hoch, so daf} die resultierende Gesamtintensitit mit zunchmendem Winkel
— und damit hoherer Auflosung — abnimmt. Die an einem Atom gestreute Gesamtwelle

errechnet sich die Summe aller individuellen Beitrdge innerhalb des Atomvolumens:

1(8)= [ p(F)explorirs kv

Vv

Unter der Annahme, kugelsymmetrischer Verteilung der Elektronendichte des Atoms, hiangt

der atomare Formfaktor f nur von der Linge des Streuvektors S ab, nicht aber von dessen
Orientierung. Die atomaren Formfaktoren innerhalb einer Elementarzelle mit n Atomen

summieren sich unter Multiplikation mit ihrem jeweiligen Phasenwinkel zum Strukturfaktor
F:
FE5)=3 1 exp[szjg]
j=1

Der Vektor 7; gibt die Position des Atoms j in Fraktionalkoordinaten an.

Analog zur Winkelabhdngigkeit der gebeugten Strahlungsintensitit im  Falle
nichtpunktférmiger Strahler bewirkt auch die thermische Schwingung von Atomen eine
zunehmende destruktive Interferenz der gestreuten Wellen, besonders bei groBlen

Streuwinkeln. Diese Besonderheit wird durch den Temperaturfaktor B beriicksichtigt:

L)
T(iso)=exp —BSlr/ll—ze

Der Temperaturfaktor ist mit der mittleren quadratischen Auslenkung verkniipft:

B =81’u"?
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Zusitzlich zu dieser dynamischen Unordnung gehen in den Temperaturfaktor noch andere
Faktoren — wie statische Unordnung, falsche Datenskalierung und Absorption — ein.

Aufgrund der Fehlordnung (Mosaizitit) der Kristalle sind die Beugungsreflexe nicht ideal
scharf, da sich die Netzebenenscharen eines Kristalls iiber einem Winkelbereich in

Reflexstellung befinden. Rotiert ein Kristall mit konstanter Winkelgeschwindigkeit @ durch
die Reflexposition, gilt fiir die Gesamtintensitit des gebeugten Strahls I( 2 ) die Darwin'sche
Formel (Darwin, 1914):

4

2
I(h)zl—oﬂf e2 : 1+cos” 260 LAsz
w mc 2 V

Fr)

Dabei ist A die Wellenlinge der Rontgenstrahlung, e die Elementarladung, m die
Elektronenmasse und ¢ die Lichtgeschwindigkeit. Der Term (1+cos’20)/2 stellt den
Polarisationsfaktor dar, der die partielle Polarisierung des gebeugten Strahls fiir den
Bragg'schen-Winkel 6 angibt, wenn der Primérstrahl unpolarisiert ist. Der Lorenzfaktor L

beriicksichtigt die relative Zeit, die jeder Reflex in der Reflexposition verbringt. A ist der

Absorptionsfaktor, V das Kristallvolumen und V das Volumen der Elementarzelle. |F (fz 1 ist

die Strukturfaktoramplitude fiir den Reflex % . Somit ist — bei kinematischer Streuung ohne

Mehrfachstreuung — die Intensitit [ (fz ) des gebeugten Rontgenstrahls proportional zum

Amplitudenquadrat der Strukturfaktors F (fz )

2.3.5 Berechnung der Elektronendichte

Der Strukturfaktor F (fz ) ist die Fourier-Transformation der Elektronendichte. Daher 148t sich

die Elektronendichte p am Ort xyz durch inverse Fourier-Transformation berechnen:

Y

ploz)=~3 33 F(hktJexpl-27ilh, k1.
h k1

Es gilt F(hkl)=|F(hki)expic(hkl), wobei af(hkl) den Phasenwinkel des Reflexes

hkl darstellt. Im Beugungsexperiment erhiilt man aus den integrierten Intensitiiten lediglich
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die Strukturamplituden |F (hkl 1 , nicht aber den zugehdrigen Phasenwinkel, ohne den die

zugehorige Elektronendichte des Molekiils nicht berechnet werden kann.

2.3.6 Losung des Phasenproblems

Ohne bereits vorhandene strukturelle Information ist die Methode des multiplen isomorphen
Schweratomersatzes (MIR) die wichtigste Methode zur Phasenbestimmung in der
Proteinkristallographie. Aufgrund des technischen Fortschritts an Synchrotron-Beamlines
gewinnt auch die MAD-Methode (Multiple anomale Dispersion) zunehmend an Bedeutung.
Ist die Struktur eines homologen Proteins bereits bekannt, kann diese mit Hilfe von Patterson-
Suchmethoden  (Molekularer-Ersatz) unter glinstigen Umstdnden zur initialen
Phasenbestimmung herangezogen werden. Diese Methode findet in steigendem Malle
Anwendung, da eine immer groflere Zahl von Proteinstrukturen zur Verfligung steht. Im
Gegensatz dazu spielen direkte Methoden in der Proteinstrukturanalyse nur eine
untergeordnete Rolle. In erster Linie begriindet sich dieser Sachverhalt in der limitierten
Auflosung der Rontgenbeugungsexperimente an Proteinen verbunden mit der grolen Anzahl
an Atomen in der Elementarzelle. In der Kleinmolekiilkristallographie, in der die atomare
Auflosung erreicht wird, sind direkte Methoden das Standardverfahren zur
Phasenbestimmung. Im folgenden soll die MIR-Methode kurz beschrieben werden, da sie in

der vorliegenden Arbeit verwandt wurde.

Bei der Methode des multiplen isomorphen Ersatzes wird ein Proteinkristall in eine Losung
eingelegt, die aus in Kristallpuffer gelosten, schweratomhaltigen Verbindungen besteht. Diese
Verbindungen diffundieren durch Losungsmittelkandle in den Kristall und bilden
giinstigerweise Bindungen mit funktionellen Gruppen der Aminosduren. Notwendige
Voraussetzung ist, dal} diese Reaktion kontrolliert verlduft und die kristalline Ordnung nicht
beeintrachtigt wird. In diesen sogenannten Derivaten werden die Positionen der Schweratome
durch die Differenz-Patterson-Funktionen aus Derivat und nativem Kristall bestimmt. Eine
Patterson-Funktion ist eine Fourier-Summation aus den Quadraten der Strukturamplituden

(den experimentell zugédnglichen Intensititen) ohne Phasenkomponente:
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Pluvw)=

SN N |F(rki) cos2m(h,k,1,)

<

Diese Patterson-Funktion beinhaltet die interatomaren Vektoren. Der Strukturfaktor des

Schweratomderivats F’

sy crgibt sich aus der Summe der Strukturfaktoren des nativen

Proteins und der Schweratome.

Nach Verfeinerung der Schweratomparameter lassen sich aus den so bestimmten

Strukturfaktoren F

,, unter Verwendung der Haker-Konstruktion die Proteinphasen
berechnen. Mit einem einzigen Derivat (SIR, Single /somorphus Replacement ) kénnen die
Phasen in der Regel nicht eindeutig bestimmt werden, es sei denn, man kann aufgrund
zusitzlicher Informationen die Phasen verbessern. Neben Elektronendichtemanipulationen,
die auf einem hohen Losungsmittelgehalt der Proteinkristalle oder der Statistikanalyse
beruhen, ist insbesondere bei Vorhandensein nicht-kristallographischer Symmetrie (NCS) das
zyklische Mitteln der Elektronendichte (Phasenverbesserung) zu nennen — auch unter
schrittweiBer Erhohung der Auflosung (Phasenexpansion). Ohne solche speziellen Methoden
lassen sich die Proteinphasen erst mit Hilfe mindestens eines zusétzlichen Derivats eindeutig

bestimmen. In der Praxis sind, aufgrund der Qualitdt der Derivatdatensdtze, oft mehrere

unabhingige Derivate notwendig (siche Abbildung 16).
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PH2

Abbildung 16: Harker-Diagramm. Um den Ursprung O ist ein Kreis mit dem Radius |Fp|, den
Strukturfaktoramplituden des nativen Datensatzes, gezogen. Relativ dazu sind Kreise mit den
entsprechenden Strukturfaktoramplituden der Schweratomderivate (|Fpyi|, [Fpua|), um die

Beitriige der Schweratomderivate (- Fy;,, - Fj,) versetzt in A und B, gezogen. Durch den
Schnittpunkt M aller drei Kreise ist der Phasenwinkel (0,,) eindeutig bestimmt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt von den Firmen Merck, Sigma und Fluka

bezogen.

Die Proteine Tachylectin 5SA und Tachylectin 5B wurden freundlicherweise von Prof. Dr.
Shun-ichiro Kawabata, Fachbereich Biologie der Kyushu Universitdt Fukuoka, Japan zur
Verfligung gestellt. Die Praparation und Charakterisierung beider Proteine ist in Gokundan et

al., 1999 publiziert.

Tachyletin 5A war in einer Losung aus 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM CacCl, und 25 mM
GIcNAc gelost. Die anfiangliche Konzentration des Proteins betrug 0.39 mg/ml. Tachylectin
5B war in einer Losung aus 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM CacCl, und 250 mM GlcNAc
gelost. Die anfiangliche Konzentration betrug 0.27 mg/ml. Fiir beide Proteine wurde vor den

Kristallisationsversuchen die Konzentration auf 5-7 mg/ml erhoht.

3.2 Rontgenstrukturanalytische Methoden

3.2.1 Kristallisation

Experimente zur Auffindung von Kristallisationsbedingungen fiir TL-5A und TL-5B wurden
nach der Dampfdiffusionsmethode (McPherson, 1990) mit hingendem bzw. sitzendem
Tropfen durchgefiihrt. Als Gefd3e wurden sowohl gasdicht verschlossene CrysChem-Schalen
(Hampton Research) als auch Kunststoffschalen mit Kunststoffbédnken verwendet. Um initiale
Kristallisationsbedingungen zu finden wurden die Crystal Screen Pakete I und II, Cryo und
MembFac der Firma Hampton Research verwendet. Es kamen auBlerdem die Screening-

Pakete Wizard I und Wizard II der Firma Emerald Biostructures zum FEinsatz. Die ersten
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Kristallisationsbedingungen wurden durch Variation verschiedener Parameter, wie z.B.
Konzentration an Prizipitat oder pH-Wert optimiert (Jancarik und Kim, 1991; Cudney und
Patel, 1994; Shieh et al., 1995; McPherson, 1995).

3.2.2 Datensammlung

Alle rontgenographischen Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
Kristalle wurden je nach Groe in Glaskapillaren (Mark-Rohrchen fiir rontgenographische
Arbeiten der Firma W. Miiller, Berlin) von 0,7 mm bzw. 0,5 mm verbracht. Hierzu wurden
die Kristalle mit etwas Kristallisationslosung in die Glaskapillaren gesaugt. Schrittweise
wurde der Kristall dann von der umgebenden Ldsung befreit, bis nur noch ein kleiner
Fliissigkeitstropfen zuriick blieb, durch den der Kristall an der Kapillarenwand gehalten
wurde. Die Rontgenrohrchen wurden auf beiden Seiten mit Dentalwachs (Glaswachs, Richter

und Hoffmann, Harvard-Dental-GmbH, Berlin) verschlossen.

Alle Messungen wurden an den abteilungseigenen MeBanlagen durchgefiihrt. Als
Rontgengenerator wurde ein Drehanodengenerator (Rigaku, Tokyo, Japan, RU 2000 Rotaflex
Drehanode, 45 kV, 120 mA) mit Graphit-monochromatisierter CuK,-Strahlung (A=1.5418 A,
300 um Kollimator) eingesetzt. Alle Datenséitze wurden mit einem MAResearch Image Plate
Detektor (MAResearch, Hamburg) aufgenommen. Die Belichtungszeit betrug 30 Minuten pro
Bild bei einem Winkelbereich von 1° pro Bild.

3.2.3 Datenauswertung

Alle Streubilder wurden mit den Programmen IMSTILLS und REFIX (Kabsch, 1988; Powell,
1999) indiziert und mit MOSFLM (Leslie, 1991) integriert. Zur Skalierung wurden die
Programme ROTAVATA/AGROVATA (Fox und Holmes, 1966; CCP4, 1994) und SCALA
(Evans, 1993; CCP4, 1994) herangezogen. Die Berechnung der Strukturamplituden erfolgte
mit TRUNCATE (Wilson, 1949; French und Wilson, 1978; CCP4, 1994).
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Zur Losung des Phasenproblems wurden durch Soaking-Experimente Schweratomderivate
erzeugt. Die Interpretation dieser Datensdtze und die Lokalisierung potentieller
Schweratompositionen ergab sich aus der Berechnung der Patterson-Funktionen. Hierzu kam
das Programm RSPS (CCP4, 1994) zum Einsatz. Fourier-Transformationen wurden mit FFT
(Cooley und Tukey, 1965; Ten Eyck, 1985; CCP4, 1994) durchgefiihrt. Die Berechnung
initialer =~ Phasenwinkel =~ und die  Ableitung von  Schweratomlagen  durch
Kreuzphasierungsrechnungen wurden mit dem Programm MLPHARE (CCP4, 1994) erreicht.
Die finalen Phasenwinkel wurden mit dem Programm SHARP (de LaFortelle und Bricogne,
1997) berechnet; solvent flattening als weiterer Schritt der Phasenverbesserung wurde mit

dem Programm SOLOMON durchgefiihrt (Abrahams und Leslie, 1996).

3.2.4 Modellbau und Strukturverfeinerung

Die atomaren Modelle wurden mit dem Programm O (Jones et al., 1991) in die
Elektronendichte eingepallit und mit dem Programm CNS (Briinger ef al., 1998b) verfeinert.
Der Vorgang Modellbau/Verfeinerung wurde solange wiederholt bis die vorhandene
Elektronendichte vollstindig interpretiert und der Modellcharakter der Proteinstruktur
minimiert war. Dieses iterative Anpassen des Modells an die experimentellen Daten wurde

anhand des kristallographischen und des freien R-Faktors verfolgt (Briinger ef al., 1998a).

Der kristallographische R-Faktor gibt ein Mall fiir den Unterschied zwischen den
Strukturfaktoramplituden des gemessenen Kristalls und dem Modell wieder. Er sollte im
Idealfall gegen Null gehen; der Richtwert fiir gute Mefsdaten liegt bei einem Wert von unter
20%. Fiir die Berechnung des freien R-Faktors wurden 5% an unabhingigen Reflexen
zufallsverteilt zu einem Testset vereint, das nicht in die Verfeinerungsrechnungen einfloB.
Durch den freien R-Faktor 146t sich der Phasenfehler des Modells verfolgen (Briinger, 1997).
Er liegt etwa um fiinf GroBen liber dem Wert des kristallographischen R-Faktors.

Die Verfeinerungsrechnungen wurden unter Einschrankungen beziiglich der Geometrie und
der B-Faktoren durchgefiihrt. Einschrdnkungen hinsichtlich der Geometrie sind notwendig, da
der Anzahl verfeinerter Parameter im Falle von Proteinstrukturen keine hinreichend grofle

Anzahl unabhédngiger Messungen gegeniibersteht. Es wurden deshalb unter Verwendung der
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Parameter von Engh und Huber (1991) Zielwerte fiir festgelegte Bereiche der
Molekiilgeometrie vorgegeben und die erlaubte Abweichung fiir den Beitrag der gemessenen
Strukturfaktoramplituden gewichtete und bestimmt. Die B-Faktoren wurden unter Einhaltung
der vorgegebenen Einschrankung beziiglich der Standardabweichung fiir jedes Atom isotrop

verfeinert.

3.2.5 Analyse und graphische Darstellung der Atommodelle

Die geometrische Analyse der Strukturmodelle wurde mit dem Programm PROCHECK
(Laskowski et al, 1993) vorgenommen. Sekundérstrukturelemente wurden anhand der
Programme DSSP (Kabsch und Sander, 1983) und STRIDE (Frishman und Argos, 1995)
zugeordnet. Zur graphischen Darstellung der Molekiilmodelle wurden die Programme
RASTER3D (Merrit und Bacon, 1997), MOLSCRIPT (Kraulis, 1991b), POVRAY
(www.povray.com) und BOBSCRIPT (Esnouf, 1997; Esnouf, 1999) benutzt. Zur Bearbeitung
von Bildern fanden die Programme COREL-DRAW (Adobe Systems Inc., USA) und
PHOTOSHOP (Adobe Systems Inc., USA) Verwendung. Die Darstellung von
Sequenzvergleichen geschah durch das Programm ALSCRIPT (Barton, 1993).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kristallisation

Erste Kristallisationsbedingungen wurden durch Screening-Experimente gefunden.
Tachylectin 5A kristallisierte sowohl aus den Losungen 0.1 M NaAc, 8% (m/v) PEG 4000 als
auch 0.1 M Hepes, 10% (m/v) PEG 8000, 8% Ethylenglykol.

Hierzu wurden jeweils 2.5 pul des Proteins (TL-5A-Losung: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM
CaCl, und 25 mM GIcNAc) mit 1.5 pl der Kristallisationslosung gemischt und ruhten in
CrystChem-Platten nach der sitting-drop Methode gegen 500 pl Reservoir-Puffer bei einer
Temperatur von etwa 15 °C. Kristalle wuchsen aus beiden Losungen in einem Zeitraum von
zwel bis drei Monaten. Beide Kristallisationsbedingungen ergaben meBbare Kristalle,
allerdings nur bis zu einer Aufldsung von 3 Angstrém. Anhand eines pH-Feinscreenings
wurde schlieBlich die Bedingung gefunden aus der innerhalb von 2 Monaten sehr gut
streuende Kristalle wuchsen.

Optimierte Kristallisationsbedingung:

0.1 M Hepes, 10% (m/v) PEG 8000, 8% Ethylenglykol, pH=7.5.

Die Konzentration des Proteins betrug 7 mg/ml und wurde mittels Extinktionsmessung
(UV/VIS) bei einer Wellenlinge von A=280 nm bestimmt. Die Kristalle hatten in der

Projektion etwa eine GroBe von 800x400 pum?.

Fiir Tachylectin 5B lieen sich keine Kristallisationsbedingungen finden.
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4.2 Datensammlung

Sdmtliche Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Versuche durch geeignete
Cryobedingungen die Strahlenschiddigung des Kristalls wihrend der Messung zu vermeiden
schlugen fehl, da die Kristalle bei den getesteten Puffern nicht unter Erhaltung der Diffraktion

eingefroren werden konnten.

Die Bestimmung der Raumgruppe erfolgte mit dem Autoindizierungsalgorithmus von Kabsch
(Kabsch, 1988). Tachylectin SA kristallisiert in der tetragonalen Raumgruppe 14. Die Kristalle
enthielten ein Molekiil pro asymmetrischer Einheit entsprechend einem Solvensgehalt von
45% (Matthewskoeffizient Vn,=2.26, (Matthews, 1968)). Abbildung 17 zeigt ein
Diffraktionsbild des Kristalls. In Tabelle 5 sind die Statistiken aller Datensitze

zusammengefalit.

Abbildung 17: Darstellung eines exemplarischen Diffraktionsbildes aus dem Datensatz TL5A/GIcNAc. Die
Auflésung am Plattenrand entspricht 2.0 A.
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Datensatz TISA/GlIcNAc NAT UO,(AcO);  Pb(AcO),/Me;PbCl
Auflésung (A) 2.0 2.2 3.1 2.4
Gemessene Reflexe 79953 62016 21151 56510
Unabhéngige Reflexe 24726 18490 6013 17404
Vollstandigkeit (%) 98.1 98.3 80.5 94.3
Vollstandigkeit letzte 94.6 98.0 79.6 881
Schale (%)
Auflésung letzte 2.0-2.1 2223 3.1-3.2 2.3-2.5
Schale (A)
Reym 10.7 10.6 15.1 8.8
I/o(I) letzte Schale 2.0 2.1 2.2 2.4
Zellparameter (14)
a=b (A) 108.93 108.39 108.50 108.91
c(A) 64.06 63.82 63.181 63.67
a=PB=y (°) 90 90 90 90

Tabelle 5: Ubersicht zur Datensammlung.

DYORUD)

0

4.3 Multipler isomorpher Ersatz

Zur Auffindung geeigneter Schweratomderivate wurden zwei Strategien verfolgt. Zum einen

wurde versucht Kalzium durch ein schwereres Ion zu ersetzen. Hierzu wurden Salze der

Seltenen Erden in den Kristall gesoakt. Der andere Ansatz verfolgte die Moglichkeit

Verbindungen mit hoher Affinitdt zu Schwefel an freie Cysteine oder Methionine zu binden.

Hierzu wurden hauptsichlich Quecksilber- und Bleiverbindungen eingesetzt. Des weiteren

kamen chemische Verbindungen zum Einsatz die alleine durch ihre hohe Elektronenzahl

vielversprechend sind, ohne dall a priori geeignete Bindestellen innerhalb des Proteins

vorhergesagt werden konnten.
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Salze der Seltenen Erden lieferten keine interpretierbaren Schweratomderivate. UO,(AcO),
und Pb(AcO),/Me;PbCl lieBen sich ohne Zerstérung des Kristalls soaken und flihrten zu gut
interpretierbaren "Derivaten". Die Mischung aus zwei Bleiverbindungen war notwendig, da
sich durch Vorversuche herausstellte, da3 eine Pb(AcO), Losung den Kristall in relativ kurzer
Zeit zerstort, Me;PbCl aber nur ein &duBerst schwaches Derivat generierte. Die
Konzentrationen beider Bleiverbindungen wurde im Vergleich zu den Vorversuchen halbiert.
Pb(AcO), wurde erst kurz vor der Messung hinzugegeben und hatte eine Soakingdauer von

wenigen Stunden. Details konnen Tabelle 6 entnommen werden.

Schwermetallverbindung Konzentration (mM) Soakingdauer (h)
UO,(AcO), 3 24
Pb(AcO), 2.5 24
Me;PbCl 2.5 4

Tabelle 6: Soakingdauer der einzelnen Schweratomderivate.

Die durch den UO,(AcO), Datensatz errechnete Phaseninformation lieferte keine ausreichend
interpretierbare Elektronendichtekarte. Es war deshalb notwendig, nach zusétzlichen
Schweratomderivaten zu suchen. Dieses Problem wurde durch die Phaseninformation aus
dem Doppelderivat Pb(AcO),/Me;PbCl gelost. Die Schweratomlagen aus beiden Datensétzen
wurden durch Kreuzphasierung und Inspektion der Elektronendichtekarte verifiziert. Die

statistischen Werte der Derivatsitze sind in Tabelle 7 angegeben.
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Derivat UO;(AcO), Pb(AcO),/Me;PbCl
Aufldsung (A) 3.1 2.4
Zahl der Schweratome 1 1
Riso 15.7 19.4
Reutis 0.73 0.62
Phasing Power (ac/c) 1.01/1.59 2.67/1.51

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Phasierungsstatistiken.

F,, —F
R = 2| PH P| ’
Y
R.,ui= r.m.s. lack of clossure/r.m.s. lack of closure fiir alle Reflexe,

Phasing Power= <|F o |> /r.m.s. lack of closure (alle Reflexe), ac/c acentric/centric.
4.4 Modellbau und Verfeinerung

Durch die beiden Schweratomdatensitze war eine Phaseninformation bis zu einer Aufldsung
von 2.4 A vorhanden. Mit dieser Phaseninformation wurde eine erste Elektronendichtekarte
aus dem NAT-Datensatz errechnet. Nach dem solvent flattening (unter Beriicksichtigung der
Strukturfaktoren von 30 A bis 2.4 A) war die Qualitit der Elektronendichteverteilung hoch
genug um den Verlauf der Polypeptidkette und vieler Seitenketten zu erkennen. Aullerdem
konnten alle relevanten Sekundérstrukturmerkmale zugeordnet werden. Da die
Zuckerbindestelle nicht sicher bestimmt werden konnte, wurde eine weitere Messung an
einem Kristall durchgefiihrt, in den zusitzliches GlcNAc gesoakt wurde. Die Soakingdauer
betrug drei Tage, die Konzentration an GIcNAc 10 mM (Datensatz TISA/GIcNAc, siehe
Tabelle 5). Das Modell aus dem Datensatz NAT wurde zunidchst durch eine rigid body
Verfeinerung in die Zelle des hoher aufgeldsten TISA/GlcNAc-Datensatz eingepal3t. In der
resultierenden Elektronendichtekarte war die Zuckerbindestelle sehr gut definiert und es
konnte das GlcNAc-Modell eingebaut werden. Es folgten weitere Schritte zur Verfeinerung
der Struktur, wobei anfinglich auferlegte restrains (Engh und Huber, 1991) schrittweise

gelockert wurden. Die Verfeinerungsschritte bestanden aus iterativem Anpassen des Modells



Ergebnisse und Diskussion 51

an die aktuellen Differenzdichten 2Fps-Fcae bzw. Fops-Feae bis zur Konvergenz der R-
Faktoren. AnschlieBend wurde Wasser in die Fops-Fqc Differenzelektronendichte gebaut und
das so erweiterte Modell erneut bis zur Konvergenz verfeinert. Die Verfeinerungsstatistik ist

in Tabelle 8 angegeben. Abbildung 18 zeigt einen Ramachandran-plot der finalen Tachylectin
5A Struktur.

TISA/GleNAc Komplex

Aufldsungsbereich (A) 15.0-2.0
Reryst (Y0) 18.3
Rfree (%) 19.8
Proteinatome 1839
Solvensatome 179
mittlerer B-Faktor (A?) 27.95
rm.s AB 0.86
r.m.s Bindungslinge (A) 0.005
r.m.s. Bindungswinkel (°) 1.40

Tabelle 8: Verfeinerungsstatistik fiir Tachylectin SA.

Z F, obs| k F'calc
R,.= D , W: working set
Z F, obs
hklcw
z E)bx - k F;alc
R, = e , T: test set.
. z E)bs

hklcT

Die Elektronendichte war mit Ausnahme der ersten 44 Aminosduren fiir die gesamte
Proteinsequenz des Molekiils sehr gut interpretierbar. Durch Sequenzierung konnte belegt
werden, dal die nicht sichtbaren Aminosduren physikalisch vorhanden waren. Es ist
anzunehmen, dal} durch die hohe Mobilitdt, auch im kristallinen Zustand, dieser Bereich des
Molekiils keine Streubeitrige lieferte. Bestdtigt wurde diese Vermutung durch den Nachweis,
daf} diese N-terminale Region nicht durch Disulfidbriicken an einer Dimerenbildung beteiligt

ist. Gokundan et al. hatten fiir die Cysteine C6 und C170 vermutet, dal diese an einer
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Dimerenbildung durch Disulfidbriicken beteiligt sind (sieche Sequenz Abbildung 13)
(Gokudan et al., 1999). Die Struktur des Tachylectin 5A zeigt jedoch eindeutig, dafl an
Position C170 eine freies Cystein vorliegt. AnschlieBende Bindungsexperimente bestétigten
diese Ergebnisse und konnten auch fiir C6 zeigen, dall dieses Cystein reduziert vorliegt

(Shun-ichiro Kawabata, personliche Mitteilung).

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Abbildung 18: Ramanchandrandiagramm des finalen Tachylectin 5A Modells (Ramanchandran und
Sasisekharan, 1968). Glycine sind durch Dreiecke, alle anderen Aminosduren sind durch
Quadrate dargestellt.
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4.5 Strukturbeschreibung

4.5.1 Gesamtstruktur

Tachylectin 5A ist ein ellipsoides Molekiil mit den Dimensionen 34x36x53 A’. Innerhalb des
Molekiils lassen sich drei Doménen unterscheiden (vergleiche Abbildung 19 und Abbildung
20). Um den Vergleich zu Fibrinogen zu erleichtern wurden die Doménen als A-, B- und P-

Doméne bezeichnet.

Dominiert wird die Struktur durch die zentrale Doméne B, die von der einen Seite durch die
N-terminale Doméine A und von der anderen Seite durch die Doméane P iiberdeckt wird. Ein
auffilliges Merkmal zwischen den Dominen zeigt bereits ein erster Blick. Sowohl in A als
auch in B iiberwiegen Sekundérstrukturmerkmale, a-Helices und B-Faltblatter. In P hingegen
iiberwiegen Loop- und Turn-Bereiche. Jedoch ist in dieser Doméne durch die Zucker- und die

Kalziumbindestelle die Funktion des Proteins verankert.

Die N-terminale Doméne A (Asp-45 bis Trp-89) umfalit zwei kurze Helices und ein kleines
zweistrangiges B-Faltblatt (1, B2). Helix al ist relativ zu dem Faltblatt diagonal verdreht und
durch eine Dischwefelbriicke (Cys-49 und Cys-80) an den Strang (2 des [-Faltblattes
gebunden. Die zweite Helix o2 fiihrt den Verlauf der Polypeptidkette von Strang f1
kommend in Richtung zu Strang 2.

Die zentrale Domidne B (Thr-90 bis Ala-180 und Pro-253 bis Phe-264) besteht hauptsédchlich
aus einem leicht verdrehten antiparallelen siebenstrangigen B-Faltblatt (Strang B3 bis 7, 9
und B12). Durch dieses Faltblatt ist Doméne A von Doméne P rdumlich getrennt. Innerhalb
des Faltblattes liegen sich zwei Strange (B3 und f12) gegeniiber, die als Verkniipfungspunkt
der drei Doménen betrachtet werden konnen. Durch Strang B3 fiihrt die Polypeptidkette aus
der Doméne A in die Doméne B und durch Strang P12 gelangt die Polypeptidkette aus
Domine P wieder in Doméne B. Dadurch liegen N- und C-terminus auf der gleichen Seite des
Molekiils. Benachbart zu Strang B3 liegt eine durch Strang 4 und 5 gebildete -

Faltblatteinheit. Diese Einheit unterbricht die angrenzende a-Helix in die Helices a4 und a5.
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Die C-terminale Doméne P (Gly-181 bis Leu-252) liegt iiber dem [B-Faltblatt der zentralen
Domine B. Oberhalb der Zuckerbindetasche liegt ein kleines antiparalleles B-Faltblatt (Strang
10 und B11). Dieses Faltblatt wird durch einen Loop (von Strang P10 nach Strang B11)
verbunden, der sich in Richtung der zentralen Doméne B neigt. Durch diesen Verlauf der
Polypeptidkette wird eine Spalte innerhalb des Molekiils geschaffen, in der die
Zuckerbindestelle liegt. Unterhalb davon, in einem Abstand von 11 Angstrém, befindet sich
die Kalziumbindestelle. Der Verlauf der Polypeptidkette verhilt sich hier wie eine Superhelix.
In der ersten halben Windung liegt das Kalzium, dann folgt eine kurze Helix (a8). Kurz vor
der Zuckerbindetasche nimmt der superhelikale Verlauf ab und die Polypeptidkette neigt sich,
dhnlich dem oben beschriebenen Verlauf, in Richtung der zentralen Doméne B. Hierdurch
trdgt auch dieser Teil zu der Ausbildung der oben beschriebenen Spalte und der

Zuckerbindestelle bei.

T84 G86

Domain A Domain B Domain P

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Topologie der gesamten Faltung des Tachylectin SA. Durch gelbe
Balken sind die Disulfidbriicken angegeben. Doméine A umfafit D45 bis W89, Doméne B
umfalit T90 bis A180 und P253 bis F264 und Doméne P umfafit G181 bis L252. Die Farben der
Sekundérstrukturelemente entsprechen denen in Abbildung 20.
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GIcNAc GIcNAc

Abbildung 20: Stereodarstellung des Tachylectin SA. Der gebundene Zucker ist als ball-and-stick Modell
dargestellt. Das Kalziumion ist als goldene Kugel, die Disulfidbriicken sind in gelb ebenfalls als
ball-and-stick Modell dargestellt.

4.5.2 Kalziumbindestelle

Die Aktivitdt vieler Lektine hidngt von zweiwertigen Metallkationen ab (Drickamer und
Taylor, 1993; Rini, 1995; Weis und Drickamer, 1996; Rini und Lobsanov, 1999). In den
meisten Fillen ist das Metallkation Kalzium, es sind jedoch auch Lektine bekannt deren
Aktivitit von Mangan (Legume Lectin (Loris et al., 1998)) oder Magnesium (Xylose
Isomerase (Lavine et al., 1994), Mannose 6-phosphate receptor (Roberts et al., 1998))
abhéngt.

Fiir die Funktion des Kalziums sind zwei Rollen bekannt. In C-type Lektinen (Weis et al.,
1998) wie beispielsweise Mannose-binding protein (Weis et al., 1992) ist Kalzium direkt an
der Zuckerbindung beteiligt, in Lektinen wie beispielsweise pea-lectin (Rini et al., 1993)

fungiert Kalzium als Strukturdeterminante und ist nicht direkt an der Zuckerbindung beteiligt.

Obwohl in Tachylectin 5A das Kalzium in unmittelbarer Nidhe zu der Zuckerbindetasche
liegt, ist es nicht an der Koordinierung des Zuckers beteiligt. Es wird auch nicht durch eine
Aminosdure bzw. Aminosdurenseitenkette der Zuckerbindetasche gebunden. Durch das
Kalzium wird jedoch der Loop unterhalb der Helix a8 fixiert. Dies hat indirekt eine

Auswirkung auf die Zuckerbindung, da hierdurch die Dischwefelbriicke zwischen Cys-209
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und Cys-219 in ihrer Beweglichkeit eingeschrinkt wird und Cys-219 an der Bindung des
GlcNAc beteiligt ist.

Verglichen zu dem EF-Motiv (Helix-Loop-Helix) (Lewit-Bentley und Réty, 2000), einem
Strukturmotiv, das sehr hdufig bei Kalziumbindungen auftritt stellt die Kalziumbindung des
Tachyletin 5A einen eigenen Strukturtyp dar. Es ist zwar C-terminal von der Kalziumbindung
eine a-Helix vorhanden, jedoch fehlt diese N-terminal. Zur Veranschaulichung zeigt

Abbildung 21 die Struktur des klassischen EF-Motivs an zwei Beispielen.

Abbildung 21: Beispielhafte Darstellung des EF-Hand Motivs. Auf der linken Seite sind die vier EF-Hénde in
der Calmodulin-Struktur (PDB-Id.: 1CLL) (Meador et al., 1992), auf der rechten Seite sind die
zwei EF-Hénde der Parvalbumin-Struktur (PDB-Id.: 1B8R) (Cates et al., 1999) zu sehen.

Ca’™ wird in Tachylectin 5A durch sieben Sauerstoffatome in einer pentagonalen
bipyramidalen Anordnung koordiniert. Die Carboxylatsauerstoffatome der Aminosdure Asp-
198 bilden mit den Hauptkettensauerstoffatomen der Aminosiduren His-202, Thr-204 und dem
Wassermolekiil WAT-40 die pentagonale Grundfldche der Bipyramide auf deren Spitzen ein
Seitenkettensauerstoffatom der Aminosdure Asp-200 und das Wassermolekiil WAT-61 sitzen
(Abbildung 22 und Abbildung 23). In der Tabelle zur Abbildung 23 sind die Bindungsldngen
angegeben. Die mittlere Bindungslinge entspricht mit einem Wert von 2.42 Angstrém dem

typischen Wert bekannter Kalziumbindungen (Glusker, 1991; McPhalen, 1991).
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Abbildung 22: Stereodarstellung der Kalziumkoordination. An der Bindung des Kalziums sind nur
Aminosduren des Loops D198 bis T204 beteiligt. Bemerkenswert ist auch die Geometrie
beider koordinierender Wasser. Sie entspricht der vicinalen Anordnung der 3- und 4-OH
Gruppen von Zuckern, wie z.B. D-mannose, N-acetyl-D-glucosamin und L-fucose. Dies legt
die Vermutung nahe, daB in vivo das Kalzium auch unmittelbar an der Bindung ausgedehnter
Zelloberflachenzucker beteiligt sein konnte.

Abbildung 23: 2F,-F.-Elektronendichte der Kalziumkoordination. Die Auflosung betrigt 2.0 A, die
Konturierung erfolgte bei einer Standardabweichung von 1c. Die Bindungsldngen sind in der
folgenden Tabelle zusammengefalt:

Koordinierende Aminosiiuren Bindungsabstand (A)
Asp 198 OD1 2.57
Asp 198 OD2 230
Asp 200 OD1 2.37
His 202 O 2.48
Thr 204 O 231
WAT 40 2.30
WAT 61 2.60
mittlere Bindungslange 242
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4.5.3 Zuckerbindestelle

Tachylectin 5A besitzt die auBergewdhnliche Eigenschaft nicht eine bestimmte Zuckereinheit
sondern eine funktionelle Gruppe, die typischerweise Bestandteil von Oberflichenzuckern ist,
zu binden. Eine dhnliche Spezifitit fiir Acetylgruppen tragende Zucker konnte bisher nur fiir
L-ficolin/P35 nachgewiesen werden (Matsushita et al., 1996; Le et al., 1998). Ficoline sind
Proteine der angeborenen Immunitit des Menschen, deren Rolle innerhalb der
Komplementaktivierung Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Untersuchungen ist

(Matsushita et al., 2000; Gadjeva et al., 2001).

Tachylectin 5A stellt hinsichtlich der Acetylgruppenspezifitit das erste Lektin aus dieser

Gruppe dar, das rontgenkristallographisch untersucht wurde.

Die Acetylgruppenspezifitit der Bindungstasche wird durch die Anordnung von vier
Seitenkettenaromaten erreicht (siche Abbildung 24): Die Seitenketten der Aminosduren Tyr-
210, Tyr-236, Tyr-248 und His-220 bilden einen Trichter, an dessen verjliingtem Ende die
Seitenkette der Aminosdure Alanin-237 sitzt. Diese Anordnung verleiht der Bindetasche im
Inneren einen hydrophoben Charakter. Am oberen Ende hingegen ist die Bindetasche polar.
Dies entsteht durch die Hydroxylgruppen der Tyrosine (Tyr-210, Tyr-236 und Tyr-248) und
den Hauptkettenstickstoffatomen der angrenzenden Polypeptidkette (Cys-219 bis His-220).
Die Methylgruppe der Acetamidfunktion des Zuckers liegt im Inneren der hydrophoben
Tasche, regelrecht in einer Linie mit der Methylgruppe des Ala-237. In dieser geometrischen
Anordnung liegt das Methylkohlenstoffatom des Zuckers so iiber den Aromatenringen, dafl
die CH-Bindungen mit dem m-Elektronensystem in Wechselwirkung treten. Diese Form der
bindenden CH/m Wechselwirkungen wurde bereits an verschiedenen Proteinen untersucht
(Umezawa und Nishio, 1998a; Umezawa und Nishio, 1998b). Die Abstinde zwischen den
CH-Atomen und den sp” Kohlenstoffatomen der aromatischen Systeme miissen in einem
Bereich von 2.5 bis 3.1 A liegen um CH/n-Wechselwirkungen eingehen zu k&nnen
(Takahashi et al, 2000). Dies trifft fiir die Abstinde zwischen der CH-Bindung der
Methylgruppe in GIcNAc und Tyr-248 (2.8 A), Tyr-236 (3.0 A) und Tyr-210 (3.1 A) zu.
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Abbildung 24: Stereodarstellung der Zuckerbindung. Durch griin gepunktete Linien sind die
hydrophob/hydrophob-Wechselwirkungen im Inneren der Bindetasche mit der Methylgruppe
des Zuckers wiedergegeben. Gelb gestrichelte Linien geben alle gerichteten
Wechselwirkungen wieder. Helix o8 entspricht der Helix, die C-terminal der
Kalziumbindestelle folgt (siche Abbildung 22). Die cis-Peptidbindung ist nur durch den
wechselwirkenden Hauptkettenstickstoff angedeutet. In Abbildung 25 ist die cis-
Peptidbindung detailliert dargestellt. Abbildung 26 enthilt eine Ubersicht iiber die
Bindungslidngen.

Eine weitere Besonderheit der Bindetasche liegt in einer cis-Peptidbindung zwischen Arg-218
und Cys-219 (siehe Abbildung 25). Durch diese cis-Peptidbindung macht der Verlauf der
Polypeptidkette eine starke Biegung und ermoglicht eine Wasserstoftbriickenbindung
zwischen dem Hauptkettenstickstoffatom (Cys-219) und dem Carbonylsauerstoffatom der
Acetamidgruppe. Diese Wasserstoffbriickenbindung ist mit einer Linge von 2.7 A die
kiirzeste und damit moglicherweise starkste, die innerhalb der Bindetasche ausgebildet wird.
Es wird auf diese Weise die energetisch ungiinstige Ausbildung einer cis-Peptidbindung
kompensiert (Pal und Chakrabarti, 1999; Weiss et al., 1998a; Jabs et al, 1999). Das
Carbonylsauerstoffatom der  Acetamidgruppe bildet zusétzlich eine schwache
Wasserstoftbriickenbindung mit dem Hauptkettenstickstoffatom der Aminoséure His-220 (3.4
A). Weitere polare Wechselwirkungen kommen hauptsichlich durch die Hydroxylgruppen
der Tyrosine zustande. Die Hydroxylgruppe des Tyr-210 bildet eine durch ein Wassermolekiil
(WAT 122) vermittelte Wasserstoffbriickenbindung zu der C3 OH-Gruppe des Zuckers (2.8
A), die des Tyr-236 bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zu dem Stickstoffatom der
Acetamidgruppe (2.9 A) und die des Tyr-248 bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zu der
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C5 OH-Gruppe des Zuckers (2.7 A). Die C5 OH-Gruppe bildet zusitzlich eine schwache
Wasserstoffbriicke mit dem Guanidiniumstickstoffatom der Aminosidure Arg-186 (3.0 A).

Abbildung 26 enthilt eine Ubersicht iiber die Bindungslingen.

Abbildung 25: 2F,-F -Elektronendichte des gebundenen Zuckers und eines Teils der Zuckerbindetasche im
Bereich der cis-Peptidbindung. Die Aufldsung betriigt 2.0 A, die Konturierung erfolgte bei einer
Standardabweichung von lo. Links unterhalb des Zuckers ist die cis-Peptidbindung zwischen
Arg-218 und Cys-219 zu sehen. Bemerkenswert ist auch die sehr gut definierte
Elektronendichte um die Acetamidgruppe des Zuckers.

WAT 122

N OH 2 87

@ @ Ligandbond His53_ Non-ligand residues involved in hydrophobic
@—@ Nonligand bond I contact(s)
@ —@ Hydrogen bond and its length @ Corresponding atoms involved in hydrophobic contact(s)

Abbildung 26: Ubersicht iiber die Bindungslingen der Zuckerbindung.
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4.6 Vergleich zu Fibrinogen

4.6.1 Ubersicht Fibrinogen

Die proteolytische Umwandlung des Fibrinogens in unldsliches Fibrin ist der Schliisselschritt
innerhalb der Blutgerinnungskaskade der Sdugetiere. Fibrinogen ist ein Glykoprotein mit
einer molekularen Masse von 340 kDa. Es ist aus drei unterschiedlichen Polypeptiketten in
einer (AaBpy),-Stochiometrie aufgebaut (Doolittle, 1984; Doolittle et al., 1996) (siche
Abbildung 27). Fibrinogen spielt eine zentrale Rolle bei der Bildung von Blutgerinnseln und
Zelladhidsion (Doolittle, 1984; Herrick et al., 1999; Ugarova und Yakubenko, 2001; Bennet,
2001).

Thrombin

Thrombin f
e X

3 € Cn
e > 58 ,

Vi) g N i“’,\x 4 &
i ' ‘

Abbildung 27: Darstellung der gesamten Fibrinogenstruktur. Die untere Abbildung ist relativ zu der oberen um
90° gekippt. Rot sind die y-, griin die Bp- und blau die Aa-Ketten dargestellt. In der mittleren
Domine E sind grau die N-termini der Aa -Ketten zu sehen, aus denen durch die proteolytische
Spaltung durch Thrombin die A-knobs entstehen. In den Doménen D liegen die globuldren C-
terminalen Doménen der Bf und y-Kette mit den entsprechenden Peptidbindetaschen. Die
dargestellt Struktur beruht auf niedrig aufgeldsten Daten (~4.5A) und wurde modifiziert aus
Brown et al. ibernommen (PDB-Id.: 1IDEQ) (Brown et al., 2000).

Innerhalb der Gesamtfaltung lassen sich drei Doménen unterscheiden. An den seitlichen
Enden des langgestreckten Molekiils sitzen die beiden Doménen D, die {iber die zentrale
Doméne E miteinander verbunden sind. Die Domédne D besitzt eine molekulare Masse von 67

kDa und ist hauptsdchlich aus den C-termini der BB- und y-Ketten aufgebaut. Doméne E
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besteht aus den N-termini aller drei Ketten und besitzt eine molekulare Masse von 33 kDa.
Zwischen Doméne E und D liegt ein coiled coil Bereich, dessen Existenz durch

elektronenmikroskopische Aufnahmen vorhergesagt wurde (Rao ef al., 1991).

Thrombin schneidet die N-termini der Aa- und Bf- Ketten nach den Aminosiureresten o-
Argl6 und B-Argl4 (primdr die Aa-Kette, mit einer geringeren Rate die Bp-Kette). Dadurch
werden die Fibrinopeptide A und B freigesetzt. Die neu entstandenen N-termini werden als 4-
und B-knobs bezeichnet (4-knob: Gly-Pro-Arg; B-knob: Gly-His-Arg). Bemerkenswert ist die
hohe Selektivitdt des Thrombins: Aus den insgesamt 181 Arg/Lys-Xxx Peptidbindungen die
in Fibrinogen vorhanden sind werden hoch selektiv nur zwei geschnitten (Blomback et al.,
1967). Durch Rontgenstrukturanalyse konnten die Thrombin-Fibrinogenpeptid A Kontakte
mit der unmittelbaren Umgebung des aktiven Zentrums von Thrombin aufgekliart werden

(Stubbs et al., 1992; Martin et al., 1992).

Im néchsten Schritt kommt es zur Bildung des Blutgerinnsels: Die A-knobs eines
Fibrinmonomers binden spontan in die y-holes (polymerization pocket) eines anderen
Fibrinmonomers. Es bilden sich Protofibrillen, Fibrinoligomere, die zwei Fibrineinheiten dick
und etwa 15 Fibrineinheiten lang sind (siche Abbildung 28) (Bale ef al., 1982; Mosseson et
al., 1995). An den Kontaktstellen zweier D Domianen benachbarter Fibrineinheiten werden
die y-Ketten durch eine Transglutaminase (auch als Faktor XlIlla oder Fibrinoligase
bezeichnet) kovalent quervernetzt (Greenberg et al., 1991; Takahashi et al., 1986).
AbschlieBend kommt es zu der lateralen Aggregation der Protofibrillen. Uber diesen
Mechanismus ist wenig bekannt, es wird jedoch angenommen, dal hier die B-knobs und die

p-holes eine malB3gebliche Rolle spielen (Yang et al., 2000b).
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Abbildung 28: Modell der Protofibrillenbildung am Beispiel eines DDE-Clusters. Oben sind zwei
Fibrinogenmolekiile gezeigt, die durch die Transglutaminase Faktor XIIla via y GIn-398 und
y' Lys-406 kovalent verkniipft sind. Unten ist ein Fibrinmolekiil zu sehen, das durch die
beiden A-knobs (Sequenz: GPR) in die Polymerisationstaschen (y-Aole) bindet (Brown et al.,
2000). Die Farben der Fibrinogen-/Fibrin-Ketten entsprechen denen in Abbildung 27.

Rontgenkristallographisch konnten bisher die Strukturen fiir Fragment D, Doppel-D (D;) und
ES bestimmt werden (Everse et al., 1998; Spraggon et al., 1997, Madrazo et al., 2001). Es
konnte auBlerdem die Struktur des C-terminalen Bereichs der y-Kette (yC) gelost werden,
wodurch man erstmals einen Einblick in den Polymerisationsproze3 des Fibrins auf atomarer
Ebene erhielt (Yee et al., 1997; Coté et al., 1997; Pratt et al., 1997). Mittlerweile konnten
auch erste Erfolge erzielt werden, die gesamte Struktur des Fibrinogens zu l6sen. In zwei
kiirzlich publizierten Arbeiten werden niedrig aufgeloste Strukturen (~4.5 A/~5.5 A) des
gesamten Fibrinogens vorgestellt (Brown ef al., 2000; Yang et al., 2000a).

Der Vergleich der Aminosduresequenzen der Aa-, BB- und y-Ketten zeigt eine hohe
Homologie zwischen den drei Ketten. Dies hat zu der Vermutung Anlall gegeben, daf3 alle
drei Polypeptide aus einer gemeinsamen evolutiondren Vorstufe hervorgegangen sein miissen

(siehe Tabelle 9) (Doolittle, 1983; Henschen et al., 1983).
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“ Aa-Kette Bp-Kette
Bp-Kette 18%
v-Kette 17% 32%

Tabelle 9: Homologie der o, 3 und ¥ Ketten des menschlichen Fibrinogen (Doolittle, 1983)

Der Sequenzvergleich zeigt auch, daB3 die Aa-Kette die geringste Homologie, relativ zu den
anderen Beiden, besitzt. Anhand dieser Daten und dem Vergleich der Aminoséduresequenz des
Fibrinogens unterschiedlicher Lebewesen mit der des Menschen hat man eine evolutionéres
Szenario entwickelt, demzufolge vor etwa 1500 Millionen Jahren ein Urfibrinogen existierte,
dessen drei Polypetidketten zueinander identisch waren (Doolittle, 1983; Henschen et al.,
1983). Es kam dann durch Genduplikation zu der Abzweigung der Aa-Kette und vor etwa
500 Millionen Jahren zu der Abzweigung der BB-Kette (siche Abbildung 29). Belegt wurde
diese These auch durch die Entdeckung eines fibrinogenartigen Proteins in einem

Echinoderm, der Seegurke Parastichopus parvimensis (Xu und Doolittle, 1990).

Ao

Bp

Verlauf der Evolution
I T

10° Jahre 1500 500

\ 4

Abbildung 29: Modell der evolutiondren Entwicklung der einzelnen Fibrinogenketten (Henschen ef al., 1983).
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Die Strukturanalyse des Fragments D konnte die Ahnlichkeit zwischen den drei Ketten
erstmals auf atomarer Ebene kldren. Interessanterweise ist die Faltung der Bp-Kette zu der
Faltung der y-Kette identisch (Spraggon et al., 1997). In beiden Ketten ist zudem durch die
polymerization pockets in den C-terminalen Domédnen die gleiche Funktionalitdt verankert.
Die Faltung der Aa-Kette ist dazu vollig verschieden: Es fehlt die zu den BB- und y-Ketten
entsprechende C-terminale Doméne. Statt dessen ist die Aa-Kette so gefaltet, da3 nicht nur
der N-terminale sondern auch der C-terminale Bereich Teil der coiled coil Region ist. Sollte
die These eines gemeinsamen evolutiondren Vorldufers richtig sein, muf} folglich die C-

terminale Doméne der Aa-Kette im Laufe der Evolution verschwunden sein.

Abbildung 30: Struktur des Fragment D des Fibrinogens (Spraggon et al., 1997). Durch diese hochaufgeldste
Struktur (2.9 A) konnte erstmals die Homologie zwischen der BB- und der y-Kette gezeigt
werden. Es war aulerdem die Besonderheit der Aa-Kette entdeckt worden, {iber keine globuldre
C-terminale Doméne zu verfligen. Die Farben der Fibrinogen-/Fibrin-Ketten entsprechen denen
in Abbildung 27. PDB-Id.: 1FZA.

Interessanterweise wurde jedoch 1994 durch Fu (Fu und Grieninger, 1994) ein Fibrinogen
(Fibapo, Masse 420 kDa) beschrieben, dessen Aa-Kette (bezeichnet als ag= a extended chain)
eine Masse besitzt die um 50% grofer ist als die des gewdhnlichen Fibrinogens. Diese Form
des Fibrinogens stellt keine pathogene Verdnderung dar, sondern ist mit einem natiirlichen
Anteil von 2% beziiglich der Gesamtmenge an Fibrinogen im humanen Blutplasma

vorhanden. Durch diese Form des Fibrinogens konnte die evolutiondre Entwicklungsthese
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bestdtigt werden. Spraggon et al. konnten durch die Strukturanlyse zeigen, daBl die C-
terminale Domine der ap-Kette exakt die selbe Faltung einnimmt wie BC und yC (Spraggon
et al., 1998). Die Kalziumbindungsstelle und die Polymerisationstasche sind konserviert,
obwohl die agC-Polymerisationstasche keine A- oder B-knobs entsprechende Peptide binden
kann (Grienninger, 2001). Durch diese Ergebnisse wurden auch die Vorhersagen Doolittles et
al. bekréftigt, da Lektine potentiell als evolutiondre Vorldufer flir Fibrinogen in Frage
kommen (Doolittle et al., 1997). Die physiologische Funktion des Fibs;¢ ist noch nicht gekléart
(Grienninger, 2001). Der Vergleich mit einem Sialinsdurederivat-bindenden Lektin aus der
Nacktschnecke Limax flavus (Knibbs et al., 1993) zeigt jedoch iiberraschende Parallelen
hinsichtlich der Bindetaschen, was darauf hindeutet, dafl Fibs,o eine lektindhnliche Aktivitét
besitzt. Dies konnte wiederum ein Hinweis dafiir sein, dal Fibsyy als eine Art
Immunofibrinogen eine  Funktion in der  Immunantwort  wéhrend  der
Blutgerinnung/Wundheilung besitzt. Es wire denkbar dal Fibsyy noch iiber funktionelle

Eigenschaften verfiigt, die von dem evolutiondren Vorlduferprotein abstammen.

4.6.2 Strukturvergleich Fibrinogen/Tachylectin SA

Eine Sequenzhomologiesuche deckte die {iiberzeugende Ahnlichkeit zwischen den
Tachylectinen 5A/B und dem Fibrinogen bzw. fibrinogenverwandten Proteinen auf (Gokudan
et al., 1999) (siehe Tabelle 10 und Abbildung 31).

Besonders auffillig ist, dal die Homologie mit dem evolutiondren Alter des Lebewesens
steigt. Zwischen TL-5A und den B-/y-Fibrinogenketten des Neunauges ist sie beispielsweise
hoher als die zu den B-/y-Fibrinogenketten des Menschen. Ein weiteres wichtiges Resultat ist
die hohe Sequenzidentitit zwischen den Tachylectinen 5SA/5B und den Ficolinen, Lektine des

angeborenen Immunsystems in Vertebraten (Matsushita und Fujita, 2001).
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Identitat (%)
Protein TL-5A TL-SB
Fibrinogen a-Kette
Mensch 17.2 13.7
Fibrinogen p-Kette
Mensch 38.9 38.9
Ratte 37.3 38.9
Rind 36.9 393
Huhn 38.9 39.2
Neunauge 40.1 38.2
Fibrinogen y-Kette
Mensch 36.7 38.3
Ratte 34.6 34.0
Rind 35.4 37.1
Neunauge 38.3 39.3
Ficolin
Human M 47.7 50.6
Human L 45.6 49.2
Hakata antigen 37.2 41.0
Tachylectin SA 504
Tachylectin 5B 504

Tabelle 10: Sequenzidentitdt zwischen Tachylectinen 5A/B und Fibrinogen/fibrinogenéhnlichen Proteinen. Die
prozentuale Identitdt bezieht sich auf einen normalisierten alignment score (Gokudan et al., 1999).
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Human L-ficolin/P35
Human fibrinogen p-chain
Human fibrinogen y-chain
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Sequenz dargestellt.

schwarz 1iber der

Kette. Rot sind identische Aminosduren unterlegt, gelb dhnliche. Fir TL-5A sind die
in

Sekundairstrukturelemente
kennzeichnen sowohl fiir TL-5A als auch fiir yC Aminosduren, die an der Kalziumbindung

beteiligt sind. Durch orange Sterne sind Aminosduren gekennzeichnet, die in TL-5A an der

Sequenziiberlagerung der Tachylectine 5A/B, des L-Ficolin/P35 und der Fibrinogen BC- und yC-
Zuckerbindung bzw. in yC an der Knob-Bindung beteiligt sind.

Abbildung 31
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Der Strukturvergleich zwischen Tachylectin 5SA und den C-terminalen Domédnen der
Fibrionogenketten (agpC, BC und yC) beweist die evolutiondre Verwandtschaft zwischen
diesen Proteinen. In Abbildung 32 ist zundchst die strukturelle Homologie zwischen den C-

terminalen Doménen der Fibrinogenketten dargestellt.

Abbildung 32: Gegeniiberstellung der einzelnen C-terminalen Doménen des Fibrinogens. Oben ist agxtC, in der
Mitte BC mit dem B-knob entsprechenden Modellpeptid GHR und unten yC mit dem A-knob
entsprechenden Modellpeptid GPR zu sehen. PDB-Id.: 1FZD, 1FZA und 2FIB. BC-Koordinaten
wurden dem D-Fragment entnommen.
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Die Faltung aller drei Proteine ist nahezu identisch. Es sind zudem in allen drei Doménen die
Kalziumbindestellen und die Bindetaschen konserviert. Die einzigen Unterschiede bestehen in
den Spezifititen der Bindetaschen. Fiir aCgy; ist bisher sowohl Funktion als auch Spezifitit
der Bindetasche unklar. Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dal weder A-knob (Gly-Pro-
Arg) noch B-knob (Gly-His-Arg) entsprechende Modellpeptide gebunden werden. Wie bereits
erwdhnt macht der Vergleich mit dem Sialinsdurederivat-bindenden Lektin eine lektinartige
Spezifitit wahrscheinlich (Knibbs et al., 1993; Spraggon et al., 1998). Diese Hypothese
konnte bisher durch experimentelle Daten nicht bestitigt werden. Die Polymerisationstaschen
der BC und yC Doménen sind Proteinbindetaschen. Sie unterscheiden sich darin, dal sie

hochselektiv entsprechende Knobs binden.

Im folgenden wird die Tachylectinstruktur mit der yC-Struktur verglichen. Diese Wahl wurde
deshalb getroffen weil in der yC Doméne die primary fibrin polymerization pocket sitzt. Zum
anderen ist yC durch hochaufgeldste rontgenkristallographische Arbeiten am besten
charakterisiert (Coté et al., 1997; Pratt et al., 1997; Yee et al., 1997). In Abbildung 33 sind
beide Strukturen gegeniibergestellt.

GIcNAc

Abbildung 33: Gegeniiberstellung der yC-Struktur (links) und der Tachylectin SA-Struktur (rechts).

Die Faltung der Polypeptidkette ist in beiden Strukturen nahezu gleichartig. Hinzu kommt,
daBB sowohl die Kalziumbindestellen als auch die Zucker-/Peptid-Bindetaschen an
dquivalenten Positionen liegen. Durch die Uberlagerung beider Strukturen in Abbildung 34
wird die nahezu identische Faltung beider Proteine verdeutlicht. Die mittlere Abweichung

(r.m.s.d.) beider Strukturen beziiglich der C,-Atome betriigt 1.09 A.
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Abbildung 34: Uberlagerung des C,-trace der yC Struktur (gelb) und der TL-5A Struktur (grau). Griin gefirbt
sind die Loop-Bereiche P-1 und P-3 der yC-Struktur, die verglichen mit TL-5A innerhalb der
Doméne P den grofiten Unterschied in der Gesamtfaltung darstellen (siche Sequenziiberlagerung
Abbildung 31).

Im Vergleich zu der Struktur des Tachylectins unterscheiden sich die drei Doménen in yC
dadurch, daB in den Doménen A und B a-Helices und B-Faltblitter vorherrschen, Doméne P
iiberwiegend aus Loop- und Turn-Bereichen besteht. Yee (Yee et al., 1997) macht hierfiir den
hohen Anteil an Glycinen in dieser Domédne verantwortlich, der mit einem Anteil von 13%

etwa dem des TL-5A entspricht (12%).

Fibrinpolymerisation und die Faktor XIIla vermittelte kovalente Verkniipfung der y-Ketten
unterschiedlicher Fibrineinheiten sind kalziumabhéngige Vorgiange (Herrick ef al., 1999). Die
Kalziumbindestelle, die in der yC Struktur gefunden wurde, ist strukturell homolog zu der des
Tachylectins: Zum einen liegt sie 10 Angstrém von der Polymerisationstasche entfernt. Zum
andern sitzt sie in einem Loop-Bereich dessen Verlauf C-terminal in eine kurze a-Helix
miindet. Diese a-Helix ist, entsprechend TI-5A, durch eine Dischwefelbriicke (Cys-326 und
Cys-339) an ein Cystein (Cys-339) gebunden, das Teil der Polymerisationstasche ist. N-
terminal zu der Kalziumbindestelle ist keine Helix vorhanden, d.h. auch hier liegt kein EF-

Hand Bindungsmotiv vor.

Das Kalzium in yC wird durch sieben Sauerstoffatome koordiniert. Die
Seitenkettensauerstoffatome der Aminosduren Asp-318 (OD1, OD2) und Asp-320 (OD1)
bilden mit dem Wassermolekiil (WAT-502) und dem Hauptkettencarbonylsauerstoffatom der

Aminoséiure Phe-322 eine pentagonale Grundfliche. Uber dieser Grundfliche sitzt auf der
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einen Seite WAT-501 und auf der anderen Seite der Carbonylsauerstoff der Aminoséure Gly-
324. Hierdurch ist das Kalzium in einer pentagonal bipyramidalen Geometrie koordiniert

(siche Abbildung 35).

D320

- @azt
WATSOD @

PEWATS502
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Abbildung 35: Gegeniiberstellung der Kalziumbindungen. Oben ist die Kalziumbindung des TL-5A, unten die
des yC zu sehen.

In der Sequenziiberlagerung (siche Abbildung 31) ist zu sehen, dall beide
Kalziumbindungsseiten in einem kurzen Bereich aus sieben hintereinanderliegenden
Aminosduren lokalisiert sind. Interessanterweise spiegelt sich das gemeinsame
Bindungsmuster bereits in der Sequenz wieder. Alle an der Koordination beteiligten

Aminosduren liegen relativ zu der ersten (Asp-189 TL5A, Asp-318 yC) in Position N+2 auf
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der Sequenz. Es sind auBBerdem die beiden Aspartate (Asp-198, Asp-200, TISA und Asp-318,
Asp-320 yC), die jeweils durch ihre Seitenketten an der Koordination beteiligt sind, in beiden
Sequenzen konserviert. Die nachfolgenden Aminosduren sind nur durch ihre
Carbonylsauerstoffatome an der Koordinierung beteiligt, was die Tatsache relativiert, dal3

diese beiden Aminosiuren nicht konserviert sind.

Obwohl die Polymerisationstasche naturgemil3 eine vollig andere Spezifitit besitzt als die
Zuckerbindetasche des Tachylectins bestehen, doch bemerkenswerte Ahnlichkeiten zwischen

beiden Bindungstaschen.

Die proteolytische Abspaltung des Fibrinopeptids A durch Thrombin bildet den zweifach
positiv geladenen A-knob (GPR) (Pratt et al, 1997). Dementsprechend mul} die
Polymerisationstasche ein stark negatives elektrostatisches Potential besitzen (Yee et al.,
1997). Wie aus Abbildung 36 ersichtlich wird, ist die Polymerisationstasche diesen
Anforderungen entsprechend aufgebaut. Der positiv geladene N-terminus und das positiv
geladene Arginin des A-knob Modellpeptids (GPRP) liegen tief in der Bindetasche. Der N-
terminus bildet Salzbriicken zu dem Carbonylsauerstoffatom der Aminosdure His-340 und der
Seitenkette der Aminosdure Asp-364. Die Guanidiniumgruppe des Arginin (4-knob) bildet
Salzbriicken mit den Seitenketten der Aminosdure Asp-330 und Glu-329. Ein weiteres
wichtiges Merkmal der Polymerisationstasche erklart die pH-Abhéingigkeit der
Fibrinpolymerisation (Pratt et al., 1997). Am Boden der Polymerisationstasche sitzt die
Aminosdure His-340. Dieses Histidin bildet, abhingig vom pH-Wert, Wasserstoftbriicken,
was im Extremfall dazu fiihrt, daB3 bei einem pH-Wert unter 5.0 die Fibrinpolymerisation
unterdriickt wird, da Wasserstoftbriicken zu Aminosaureseitenketten ausgebildet werden, die
bei hoherem pH-Wert an der Knob-Bindung beteiligt sind (Asp-364 und Asp-330) (Pratt et
al., 1997). Ein bemerkenswertes Charakteristikum der Polymerisationstasche ist eine cis-
Peptidbindung zwischen den Aminosduren Lys-338 und Cys-339. Durch diese cis-
Peptidbindung kénnen die Hauptkettenstickstoffatome der Aminosduren Cys-339 und His-
340 Wasserstoffbriickenbindungen zu dem Carbonylsauerstoffatom des Glycins (A4-knob)
ausbilden. Da die Bindung des A-knobs hautsdchlich auf richtungsabhéngigen
Wechselwirkungen (Wasserstoff- und Salzbriickenbindungen) beruht und apolare
Wechselwirkungen nur eine untergeordnete Rolle spielen, stellt die cis-Peptidbindung eine

notwendige Eigenschaft der Bindetasche dar um deren Spezifitit auszubilden.
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Abbildung 36: Gegeniiberstellung der Protein-/Zuckerbindetasche. Die Darstellung oben zeigt die
Polymerisation Pocket mit dem A-knob Modellpeptid GPRP (PDB-Id.: 3FIB). Die mittlere
Abbildung zeigt die Zuckerbindetasche des TL-5A in der gleichen Orientierung wie die
Polymerisation Pocket. Die Abbildung unten zeigt die Uberlagerung beider Bindetaschen.
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In Abbildung 36 ist die Zuckerbindungstasche des Tachylectins in der gleichen Orientierung
wie die Polymerisationstasche des yC dargestellt. Der Verlauf der Polypeptidkette um die
Dischwefelbriicke zwischen Cys-206 und Cys-219 ist identisch mit dem des yC (Cys-326 und
Cys-339). Dariiber hinaus ist sowohl die cis-Peptidbindung als auch das Histidin (His-220,
TL5A und His-340, yC) konserviert. In der Uberlagerung beider Bindetaschen liegt die
Acetamidgruppe des Zuckers an dquivalenter Position zu der des Glycins des A-knobs. Es ist
deutlich zu erkennen, wie beide Carbonylsauerstoffatome in Richtung auf die cis-
Peptidbindung zeigen und durch entsprechende Wasserstoffbriicken gebunden werden. Durch
die Mutation von zwei Aminosduren ist in diesem Bereich der Bindetasche die Spezifitit von
apolar (TL-5A) nach polar (yC) sichergestellt. Asp-364 und Asp-330 in yC sind in TL5A
durch Ala-237 und Tyr-210 ersetzt. Asp-364 und Asp-330 sind durch die Salzbriicken
malgeblich an der Knob-Bindung beteiligt, Ala-237 und Tyr-210 mafBgeblich an der Bildung
der hydrophoben Bindetasche. Bemerkenswert ist Aminosdure Tyr-363  der
Polymerisationstasche. Durch Photoaffinitdtsmarkierung war die Polymerisationstasche in der
Umgebung von Tyr-363 lokalisiert worden (Yamzumi und Doolittle, 1992; Shimizu et al.,
1992). Diese Aminosdure ist in beiden Bindetaschen konserviert (Tyr-236, TL-5A). In TL-5A
ist sie unmittelbar an der Zuckerbindung beteiligt. In yC zeigt die Seitenkette von der

Polymerisationstasche weg und ist nicht an der Knob-Bindung beteiligt.

Betrachtet man die Uberlagerung beider Strukturen in Abbildung 34, dann fallen besonders
die ldangeren Loops ober- und unterhalb der Polymerisationstasche in yC auf. Loop P-1
verlidngert die Polypetidkette in yC um vierzehn, Loop P-3 um sieben Aminoséuren relativ zu
TL-5A (siche Abbildung 31). Bemerkenswerterweise hatte ein Sequenzvergleich zwischen
Fibrinogen und Proteinen mit potentiell fibrinogenartiger Faltung (Yee et al., 1997) bereits
auf die unterschiedliche Liange dieser Loops aufmerksam gemacht. Man hat daraus
geschlossen, daB3 die evolutiondre Entwicklung der Polymerisationstasche aus der
Zuckerbindetasche mit einer Verldngerung dieser Loops verkniipft ist. Obwohl aus der
Komplexstruktur des yC zu sehen ist, dall keine Aminosduren des P-1 Loops an der Knob-
Bindung beteiligt sind (siche Abbildung 31) macht alleine die Nihe zur
Polymerisationstasche eine Beteiligung des Loops wihrend der Blutgerinnselbildung in vivo
wahrscheinlich; zumal durch das Knobmodellpeptid nur ein Bruchstiick des realen Knobs
wiedergegeben wird. In Tachylectin SA fehlt diese Looperweiterung vollstindig. Dadurch
wird die Bindetasche zuginglicher und ermoéglicht so das Binden der relativ kleinen

Acetylgruppe innerhalb von Oberflachenzuckern.
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Der Vergleich zwischen beiden Strukturen zeigt eine bemerkenswerte Verwandtschaft, nicht
nur in bezug auf eine gemeinsame Faltung, sondern auch in bezug auf konservierte
Funktionen. TL-5A ist als ein Vorldufermolekiil innerhalb der molekularen
Entwicklungsgeschichte des Fibrinogens zu Betrachten. Der Strukturvergleich belegt auch
den evolutiondren Zusammenhang zwischen dem angeborenen Immunsystem und der
Blutgerinnungskaskade des Menschen, da Tachylectin 5A entsprechende Lektine — die
Ficoline — auch in dem angeborenen Immunsystem des Menschen charakterisiert werden

konnten. Im folgenden wird dieser Aspekt ausgefiihrt.

4.7 Vergleich zu anderen Lektinen

Zu den Proteinen die sowohl beziiglich der Bindungsspezifitit als auch hinsichtlich der
Faltung Ahnlichkeiten zu Tachylectin 5A besitzen sollten, zihlen die Ficoline. Ficoline
wurden erstmals aus Gebarmuttergewebe von Schweinen als Wachstumsfaktor -1 bindende
Proteine charakterisiert (Ichijo et al., 1991; Ichijo et al., 1993). Sie konnten sowohl in
Vertebraten als auch Invertebraten, direkt als Protein bzw. indirekt durch die entsprechende
cDNA, nachgewiesen werden. Im Menschen existieren mindestens drei Ficoline: Ficolin/P35,
Hakata Antigen und Ficolin/P35 verwandtes Protein (Matsushita und Fujita, 2001).
Ficolin/P35 (auch als L-Ficolin, Ficolin I, elastin-binding protein (EBP)-37 und Hucolin

bezeichnet) und Hakata Antigen sind Bestandteile des menschlichen Blutplasmas.

L-Ficolin/P35 ist eine oligomeres Protein, bestehend aus 35-kDa groBlen Untereinheiten
(Matsushita et al., 1996). Jede Untereinheit ist aus vier Domédnen aufgebaut: Einem N-
terminalen Protein, bestehend aus dreizehn Aminosduren und einem Cystein folgt ein
collagenartiger Bereich, in dem insgesamt 17 Gly-Xaa-Yaa Tripletts vorhanden sind. Es folgt
ein kurzer, sogenannter Neck-Bereich und C-terminal endet die Sequenz in einer

fibrinogenartigen Doméne (siche Abbildung 37 und 38).

Fiir die oligomere Struktur wird aufgrund von elektronenmikroskopischen Aufnahmen eine
blumenstraufartige Anordnung von vier Trimeren angenommen. Innerhalb der Trimere sind
jeweils zwei Monomere durch die N-terminalen Cysteine kovalent miteinander verbunden.

(Abb. 37) (Ohashi und Erickson, 1998).
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Abbildung 37: Darstellung der L-Ficolin Struktur (Matsushita und Fujita, 2001). Oben ist schematisch die
Verteilung der Domédnen in der Proteinsequenz zu sehen, unten die blumenstrauBartige

Anordnung des 12-mer, beruhend auf elektronenmikroskopischen Untersuchungen (Ohashi und
Erickson, 1998).

L-Ficolin zéhlt zu der Gruppe der kalziumabhéingigen Lektine mit einer Bindungsspezifitit
fiir GIcNAc (Matsushita et al., 1996). Gokundan et al. konnten dariiber hinaus nachweisen,
daB fiir die Zuckerbindung eine Acetylgruppe, in der selben Weise wie fiir Tachylectin 5SA,
notwendig ist (Gokudan et al., 1999). L-Ficolin zéhlt neben dem Mannose-binding lectin
(MBL) zu den Lektinen des angeborenen Immunsystems des Menschen, die durch
Agglutinierung pathogener Eindringlinge die Opsonisierung einleiten. In diesem
Zusammenhang aktivieren diese Lektine neben dem klassischen und alternativen Weg durch
den sogenannten Lektin Weg das Komplement des angeborenen Immunsystems (Matsushita et
al., 2000). Weitere Untersuchungen zeigen, daf3 sich die funktionellen Eigenschaften des L-
Ficolins eindeutig den unterschiedlichen Dominen innerhalb des Molekiils zuordnen lassen.
In der fibrinogenartigen C-terminale Doméne liegt die Zuckerbindestelle. Die
Collagendomidne ist an der Bildung von MASP-Komplexen (MBL-associated serine
proteases) beteiligt und dadurch fiir die Einleitung der Opsonisierung verantwortlich

(Matsushita et al., 2000).
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160 170 180 190
DTRYAI YQDFWI ENEDYLYCLHI GNY. SGDAGNSFGRHNGHNFSTI
NYQFAKYRSFKVADEAEKYNLVLGAFVEGSAGDSLTFHNNQSFSTK
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Abbildung 38: Sequenzvergleich von Tachylectin 5A und humanem L-Ficolin/P35. Dieser Vergleich basiert auf

dem Sequenzvergleich von Gokudan (Gokudan et al., 1999). Konservierte Aminosauren sind
gelb unterlegt. Auf die Darstellung dhnlicher Aminosduren wurde verzichtet (siche
Sequenziiberlagerung Abbildung 31). Blau unterlegt sind jeweils die Glycine der siebzehn Gly-
Xaa-Yaa Tripletts der collagenartigen Doméne des L-Ficolins. Griin unterlegte Aminoséuren
markieren die Kalziumbindung, rot unterlegte Aminosduren die Zuckerbindung des
Tachylectins.

Da Ficoline bisher nicht rontgenkristallographisch charakterisiert wurden mufl3 sich der

Vergleich zu Tachylectin SA auf die Proteinsequenz beschrinken (siche Abbildung 38). Die

gesamte Sequenz des L-Ficolins ist zu 45,6% identisch mit der des Tachylectins (siche

Tabelle 10). Der grofite Unterschied zwischen beiden Sequenzen ist die fehlende

Collagensequenz in TL-5A. Bemerkenswert ist jedoch, daB3 Cys-6 des Tachylectins in L-

Ficolin konserviert ist. Dieses Cystein wird flir die kovalente Verkniipfung der

Ficolinmonomere durch Dischwefelbriicken verantwortlich gemacht; liegt in TL-5A jedoch

lediglich reduziert vor. Ein weiteres wichtiges Merkmal ist, da3 alle Cysteine, die in TL-5A

intermolekulare Dischwefelbriicken ausbilden, ebenfalls in L-Ficolin konserviert sind.
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Betrachtet man den Sequenzbereich der Kalziumbindung des Tachylectins, dann zeigt sich,
daf die Kalziumbindung in L-Ficolin dquivalent sein mufl. Entsprechend dem Tachylectin
liegt ein DxDxNxG Motiv vor. Beide Aspartate, die durch ihre Seitenketten sowohl in TL-5A
als auch in BC und yC an der Kalziumbindung beteiligt sind, sind in L-Ficolin konserviert.
Die folgenden zwei Aminoséduren sind von denen des Tachylectins verschieden. Jedoch sind
diese Aminosduren nur durch ihre Hauptkettencarbonylsauerstoffatome an der
Kalziumbindung beteiligt. Verglichen mit der Sequenz der Kalziumbindungsstelle des yC
(DxDxFxG) zeigt sich sogar eine Ubereinstimmung iiber beide Aspartate hinaus (siehe

Abbildung 31).

Eine bemerkenswerte Homologie zeigt sich auch in dem Bereich der Zuckerbindetasche des
Tachylectins. Alle in Tachylectin 5A an der Zuckerbindung beteiligten Aminosduren sind, bis
auf die Tyrosine Tyr-210 und Tyr-236, in L-Ficolin konserviert. An Stelle dieser beiden
Tyrosine sind in L-Ficolin Phenylalanine vorhanden. Diese Tatsache unterstiitzt die
Vermutung, da3 die Zuckerbindetasche des L-Ficolins homolog zu der des Tachylectins sein
mufB3. Da eine Mutation der beiden Tyrosine zu Phenylalaninen vorliegt, ist davon
auszugehen, daB hierdurch nur eine schwéchere Bindung zu den acetylierten Zuckern bzw. zu
der Acetylgruppe ausgebildet werden kann, da in Tachylectin die Hydroxylgruppen der
Tyrosine an der Bindung der Acetamidgruppe beteiligt sind (siche Abbildung 24). Diese
Unzulidnglichkeit wird durch das, héufig bei Lektinen anzutreffende, Multivalenzprinzip
(Mammen et al., 1998) aufgehoben: L-Ficolin bildet 12-mer Aggregate, deren einzelne
Bindestellen additiv zwolf Zuckereinheiten binden konnen. Auf diese Weise konnen
Oberfldchenzucker hoher Dichte erkannt werden. Dieses Prinzip der Erkennung fremder
Oberfldchen wird beispielsweise auch durch das Mannose-binding protein genutzt (Turner,
1996): Drei Lektineinheiten sind hier durch eine N-terminale coiled coil Faltung so
angeordnet, daB die Bindestellen etwa 53 A voneinander versetzt sind (Weis und Drickamer,
1994). Daher konnen Oberflichenzucker nicht nur durch additive Bindung erkannt, sondern
auch unterschieden werden. Ein weiteres Beispiel ist Tachylectin 2, das ebenfalls fiinf

gleichwertige Zuckerbindestellen fiir GIcNAc besitzt (Beisel et al., 1999).

Die hohe Sequenzhomologie zwischen Tachylectin SA und L-Ficolin belegt die Vermutung
einer evolutiondren Beziehung zwischen beiden Proteinen. In Verbindung mit der
strukturellen Verwandtschaft zwischen yC und TL-5A ist ein evolutionédres Szenario denkbar,

in dem Tachylectin 5A sowohl fiir die Ficoline als auch fiir das Fibrinogen als evolutionéres
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Vorlduferprotein auftrat. Durch Genmutationen respektive Insertion fand fiir Fibrinogen der
Ubergang von Zuckerbindung zu Proteinbindung statt und fiir L-Ficolin durch Insertion einer
N-terminalen kollagendhnlichen Einheit eine den Erfordernissen angepalite Anordnung der

zwoOlf Lektineinheiten.

Ein weiteres wichtiges Merkmal das durch den Vergleich mit L-Ficolin auffillt deutet auf das
Multivalenzprinzip hin. Besonders interessant ist dieses im Zusammenhang mit der in der
Einleitung zitierten Vorhersage von Doolittle, daB3 als Vorldufermolekiile fiir Fibrinogen
Lektinverbindungen in Frage kommen, deren Polymerisation durch Selbstaggregation
zustande kommt. Fiir Tachylectin 5A wurde anhand von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen eine trimere und tetramere Anordnung von Dimeren in Lésung vorhergesagt,

obwohl diese Authahmen schwer zu interpretieren sind (Gokudan et al., 1999).

Auf Grund dieser Ergebnisse und durch den Vergleich mit Fibrinogen wurden an Position 6
und 170 (siehe Abbildung 31) Disulfidbriicken vermutet, durch die Tachylectin Dimere bilden
sollte. Die Strukturanalyse des Tachylectins zeigt eindeutig, dal an Position 170 ein freies
Cystein vorliegt und keine Disulfidbriicken ausgebildet werden. Durch anschlieBende
Bindungsexperimente konnte dieses Ergebnis bestétigt werden. Sowohl Cys-6 als auch Cys-
170 bilden keine Disulfidbriicken zu anderen Tachylectinmolekiilen aus (S. Kawabata,
personliche Mitteilung). Die Tendenz des Tachylectins in vivo hohere Oligomere zu bilden,
mul} daher durch Oberflichenwechselwirkungen zustande kommen. Interessanterweise 1a63t
sich in der Kristallstruktur eine tetramere Anordnung finden. Obwohl diese Anordnung durch
die kristallographische Symmetrie (Raumgruppe 14) erzwungen wird, scheint sie von

Relevanz fiir die Anordnung in vivo zu sein (siche Abbildung 39).
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Abbildung 39: Tetramere Anordnung symmetrieverwandter Tachylectinmolekiile im Kristall. Im oberen Bild ist
die tetramere Anordnung der Tachylectin 5A Molekiile zu sehen, die aufgrund der
kristallographischen Symmetrie (I4) erzwungen wird. Die Blickrichtung verlduft entlang der
vierfachen Rotationsachse. Im unteren Bild ist das Stagging zwischen zwei Monomeren
vergrofert dargestellt.

Die vier Tachylectinmonomere liegen in einer Ebene auf den Ecken eines Quadrats. Die
einzelnen Monomere sind so orientiert, da die Zuckerbindetaschen jeweils nach auflen
zeigen und die Kalziumionen am oberen Ende des Molekiils liegen (sieche Abbildung 39).
Durch diese Anordnung kommen die N- und C-termini unterhalb der quadratischen Fldche
zum liegen. Die Kontaktflichen der Monomer-Monomer Wechselwirkungen sind 580 A’
grof3. Neben anderen bindenden Interaktionen ist besonders auf zahlreiche Aromaten-Arginin-
Staggings hinzuweisen, Wechselwirkungen, die sehr oft in Proteinstrukturen zu finden sind
(Flocco und Mowbray, 1994). Exemplarisch ist in Abbildung 39 das Stagging der
Monomeren A und D dargestellt. Arg-64(A) wird von der einen Seite durch Trp-161(D) und
von der anderen Seite durch His-172(D) umgeben. Des weiteren bilden Tyr-167(D) mit Arg-
129(A) und Trp-66(A) mit Trp-161(D) staggings.
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In dieser Anordnung liegen benachbarte Zuckerbindetaschen etwa 73 A voneinander entfernt
und erlauben die simultane mehrfache Bindung von acetylgruppentragenden Zuckern. Diese
Anordnung konnte deshalb von Bedeutung fiir die physiologische Wirkung des Tachylectin

5A in vivo sein.

4.8 Implikation fiir die Stimulierung von Big Defensin

Tachylectin 5A ergénzt durch seine Spezifitit fiir acetylgruppentragende Zucker die an der
Hostverteidigung beteiligten Lektine des Japanischen Pfeilschwanzkrebses. Es bedarf zudem
keiner zeitverzogerten Sezernierung aus den Granula wéhrend der Verteidigung gegen
pathogene Eindringlinge. Interessanterweise ist flir Tachylectin 5A zusétzlich zu der
agglutinierenden/hdmagglutinierenden  Aktivitdt eine synergistische Steigerung der
antimikrobiellen Aktivitit von Big Defensin nachgewiesen worden (Gokundan et al., 1999).
Eine vergleichbare Eigenschaft der gegenseitigen Aktivitétssteigerung konnte auch fiir die
beiden antimikrobiellen Proteine Tachycitin und Big Defensin nachgewiesen werden

(Kawabata et al., 1996).

Tachylectin 5A vergroflert die antimikrobielle Aktivitit des Big Defensin gegeniiber Gram-
positiven Bakterien. Es vergroBert jedoch nicht die antimikrobielle Aktivitét des Big Defensin
gegenliber Gram-negativen Bakterien. Unabhidngig davon ist jedoch die Agglutinierung
Gram-negativer Bakterien durch Tachylectin 5A effektiver als die Agglutinierung Gram-
positver Bakterien. Die strukturelle Analyse des Big Defensin 146t eine Funktionshypothese
fiir die Aktivierung durch Tachylectin 5A zu.

Big Defensin besitzt durch seine 79 C-terminalen Reste eine Ahnlichkeit zu Defensinen aus
den Neutrophilen des Menschen. Im Gegensatz dazu konnte fiir den N-terminalen
hydrophoben Bereich keine Homologie gefunden werden. Big Defensin inhibiert nicht nur das
Wachstum Gram-negativer und -positiver Bakterien, sondern auch das von Pilzen, wie z.B.
Candida albicans, vergleichbar zu Tachyplesin. Der N-terminale hydrophobe Sequenzbereich
1aBt sich durch Trypsin von dem kationischen C-terminalen Defensin-Bereich abspalten.
Uberraschenderweise unterscheiden sich beide Bereiche des Proteins in ihrer antimikrobiellen

Funktion. In dem N-terminalen Bereich 1483t sich die antimikrobielle Aktivitit gegeniiber
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Gram-positiven Bakterien, in dem C-terminalen Bereich die antimikrobielle Aktivitat

gegeniiber Gram-negativen Bakterien lokalisieren (Saito ef al., 1995a).

Tachylectin 5A bindet wahrscheinlich an den C-terminalen Bereich des Big Defensin und
blockiert so die antimikrobielle Aktivitit gegeniiber Gram-negativen Bakterien. Es konnte
dariiber hinaus an einem effizienten Transport des Big Defensin zu der Zelloberfliche der
eingedrungenen Bakterien beteiligt sein. Es ist aber auch denkbar, da3 Tachylectin durch die
Wechselwirkung der Zelloberflaichenzucker der pathogenen Eindringlinge eine Markierung
vornimmt, in dessen Folge Big Defensin solche Zellen als fremd erkennt und so eine

Opsonisierung einleitet.

Fiir Tachylectine aus den Hdmozyten, wie beispielsweise Tachylectin-1 oder Tachylectin-2
sind solche synergistischen Effekte auf die antimikrobielle Aktivitdt nicht bekannt.
Tachylectin 5A fungiert in diesem Zusammenhang als Selbst-Fremd unterscheidendes
Molekiil des angeborenen Immunsystems des Japanischen Pfeilschwanzkrebses Tachypleus
tridentatus. Es zeigen sich hier wiederum Parallelen zu L-Ficolin, das ebenfalls an der

Einleitung der Opsonisierung beteiligt ist.

4.9 Schluf3folgerung

Es ist seit langem ein evolutiondrer Zusammenhang zwischen dem Blutgerinnungssystem der
Saugetiere und frithen Formen von Verteidigungssystemen, die neben der Immobilisierung
und Zerstorung von Krankheitserregern auch die Wundheilung regulieren, vorhergesagt
worden. Durch die Komplexstruktur des Tachylectin 5A aus dem angeborenen Immunsystem
des Japanischen Pfeilschwanzkrebses wird diese Vermutung erstmals durch eine

rontgenstrukturanalytische Untersuchung bestétigt.

Der Vergleich mit der C-terminalen globuldren Domine der y-Kette des Fibrinogens zeigt
eine hohe Ahnlichkeit zwischen beiden Strukturen. Die gesamten Strukturen lassen sich
entlang ihre Polypeptidhauptkette (C,-Atome) mit einer mittleren Abweichung von 1.09 A
tiberlagern. In beiden Strukturen liegen die Kalziumbindungsstellen und die Protein-/Zucker-
Bindungstaschen an &dquivalenten Positionen. Das Kalziumbindungsmotiv ist in beiden

Strukturen von der EF-Hand verschieden, jedoch analog zueinander.
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In der Zucker-/Proteinbindetasche finden sich charakteristische Parallelen, wie etwa eine cis-
Peptidbindung. Wichtige Unterschiede innerhalb der Bindetaschen machen den evolutioniren
Ubergang von Zuckerbindung zu Peptidbindung deutlich. Dieser evolutionire Ubergang steht
wahrscheinlich auch in einem Zusammenhang mit zwei charakteristischen Loop-

Verldngerungen des yC-Fragments.

Der Vergleich zwischen den Proteinsequenzen des TL-5A und des L-Ficolins, einem Protein
aus dem angeborenen Immunsystem des Menschen, 1d6t ebenfalls eine hohe Analogie
zwischen beiden Strukturen erwarten. Die Proteinsequenziiberlagerung zeigt eine Identitét
von 45,6%. Hinzu kommt, daf L-Ficolin eine Bindungsspezifitit fiir Acetylgruppen
entsprechend dem Tachylectin 5A besitzt.

Diese Ergebnisse legen die Schluflfolgerung nahe, daB Tachylectin 5A als ein

Vorldufermolekiil sowohl fiir Fibrinogen als auch fiir L-Ficolin fungierte (siche Abbildung
40).

mittlere Abweichung (r.m.s.d.)
bzgl. C, 1.09

yC-Kette des Fibrinogens

A Blutgerinnungskaskade

V L-Ficolin

neck
Sequenzidentitct: 45.6% 1 1
Tachylectin 5A Collagenartige  Fibrinogenartige
Domane Domane
angeborenes Immunsystem angeborenes Immunsystem
(Invertebrat) (Vertebrat)

Evolution

Abbildung 40: Ubersicht der denkbaren evolutioniren Zusammenhinge zwischen Tachylectin 5A und
Fibrinogen/L-Ficolin (siehe Kapitel 4.6 und 4.7).
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