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Zusammenfassung vii

Zusammenfassung

Allergieerkrankungen  gewinnen in  der heutigen Gesdlschaft zunehmend an
Bedeutung. Sie berunen auf einer Uberresktion des korpereigenen Immunsystems, die ihren
Augdruck in  verschiedenen Krankhetsbildern, wie bespidsveise Heuschnupfen oder
Aghma, findet. Wesentlich beteligt an ene dlergischen Resktion and Madzdlen, die
Uberal dort zu finden sind, wo sch der Koérper im direkten Kontakt zur AulRenwelt befindet.
Nach deren Aktivierung entlassen se den Inhdt ihrer Madtzdl-Granula, der hauptsachlich aus
Tryptasen besteht, in die unmittdbare Zdl-Umgebung. Vide Studien lassen enen engen
Zusammenhang von Tryptase-Aktivitd und Asthma-Erkrankung vermuten — ein Umstand,

der eine genaue strukturelle Untersuchung von Tryptasen erfordert.

Humane Madzdl-Tryptasen représentieren eine  Unterfamilie der  Trypsin-artigen
Serinproteinasen.  Mehrere  Tryptase-Isoformen  snd  auf  genomischer Bags  identifiziert
worden, unter ihnen die a-Tryptasen al und all und die b-Tryptasen bla, bib, bll und blll.
Wéhrend die b-Tryptasen ds vollsdndig aktive Serinproteinasen mit ener Trypsn-artigen
Spezifitd charekterisert worden snd, konnte fir a-Tryptasen bisher kein Subdrat
identifiziert werden. a - Tryptasen werden daher a's inaktiv angesehen.

Im Rahmen dieser Arbeit snd Vetreter dieser beiden Tryptase-Familien srukturdl

und biochemisch untersucht worden.

b-Tryptasen bilden die vorherrschende Tryptase-Art in den Mastzdl-Granula Thre
wesantliche Rolle in diversen dlergschen Erkrankungen macht deren sdlektive Inhibition zu
enem wichtigen pharmakologischen Zid. Hier werden die Krigalstrukiuren der bisher
ungelésten b-Tryptase-Isoformen bla und blll im Komplex mit den dre hbifunktionaen
Inhibitoren NS222, BYK76935 und BYK150640 vorgestellt. Hierbel konnte der bisher
lediglich poduliete, durch Heparin-Bindung debiliserte, rahmenatige  Aufbau  des
b-Tryptase-Tetramers, bel dem die aktiven Zentren der vier beteligten Monomere in die
zentrde Pore zeigen, bewiesen werden. Dieses Ergebnis erklat die Resistenz der b-Tryptase
gegentber dlen endogenen Protein-Inhibitoren. Zugleich erdffnete die genaue Kenntnis der
rdaiven Lage der aktiven Zentren die Mdoglichkeat, spezielle bivdente Tryptase-Inhibitoren
zu entwicken, um S0 deren Sdektivitét gegentber anderen, Trypsin-artigen Serinproteinasen
zu ehbhen. Ergmdig konnte die wahrhaft bifunktionde Inhibitor-Bindung an  zwe
benachbarte aktive Zentren des b-Tryptase-Tetramers jewells fur NS222 und BYK150640
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srukturdl nachgewiesen werden. Fir BYK76935 konnte ein unerwartet neuer bifunktionaler
Bindungsmodus gezeigt werden. Die Kriddlstrukturen der dre Inhibitoren im Komplex mit
den Tryptase Isoformen ligfern wertvolle Erkenntnisse fir die weitere Optimierung der
vorhandenen Letdrukturen und erdffnen zuséizlich neue Pergpektiven flr das Design einer
neuen Klasse von Tryptase-Inhibitoren. So kénnten se zusizlich etwa fir das Desgn von
Verbindungen genutzt werden, die jewels das aktive Zentrum und die Tryptase
charakteristische A-D ,loop*-Region miteinander verbinden, was das eforderliche
Molekulargewicht eines Inhibitors erheblich verringern wirde. Ferner ist es gelungen, durch
den Veglech der drukturdl ermittdten Bindungsmodi der enzelnen Inhibitoren mit ihren
kinetischen Kennzahlen Erfahrungswerte festzulegen, die es erlauben, auch ohne Kenntnis der
Krigdlsruktur, wahrhaft die aktiven Zentren verbriickende Inhibitoren zu erkennen und
weiterzuentwickeln.

Als Mitglied der a-Tryptasen, der vorwiegenden Tryptase-lsoform in Basophilen, ist
die Struktur der al-Tryptase gelost worden. Sie besitzt eine dhnliche Tetramerarchitektur wie
die b-Tryptasen. Interessanterweise, und im Gegensatz zu b-Tryptasen, zeigen die hier
vorgestdllten Ergebnisse, dald das al-Tryptase-Tetramer auch ohne die Bindung von Heparin
dabil ist, obwohl ene entsorechende Heparin-Bindungsstele vorhanden igt. Strukturel liegt
diese erhthte Tetramer-Stabilitét in rddiv klenen Vaiationen im A-B-Interface begriindet.
Besonders auffdlig is das aktive Zentrum der al-Tryptase, das in ener bisher in
Serinproteinasen noch nie beobachteten inaktiven Konformation vorliegt. In starkem Kontrast
zZu anderen Trypan-atigen Serinproteinasen verléuft das Ser214-Gly219-Segment, das
normderweise fir die antipardlde Subdratbindung verantwortlich idt, zick-zack-artig quer
Uber die Subgratbindungs-Region und blockiert hierbei sdmtliche Bindungstaschen fir die
Substrat-Reste P1 bis P4. Eine Proteinase mit einem derat deformierten , aktiven® Zentrum
ig zwefddra inektiv. Diese bisher unbeobachtete Konformation scheint im Wesentlichen
durch enen enzigen Aminosiureaustausch Gly(b)216Asp(a) bedingt zu sain. Asparaginsaure
216 formt ene Wasserstoffbriickenbindung zu Serin 195 und umgeht so die eektrostatische
Abgtof3ung durch Asparaginséure 189 und die Carbonylgruppe des Glycins 219 am Boden der

S1-Tasche, die bel einer normaen Serinproteinasen Konformation auftreten wiirde.

Konnen a-Tryptasen aber dennoch aktiviert werden? In diessr Arbeit wird gezeigt,
da’ a-Tryptasen sehr wohl eine proteolytische Aktivitdt besitzen. Diese muld einhergehen mit
ener Umordnung des inaktiven ,aktiven* Zentrums der a-Tryptasen in die typischerweise in
Serinproteinasen  beobachtete  Konformation. Moddlierungs-Experimente  zeigen, dal3 das
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ungingtige Zusammentreffen der sauren Gruppen am Boden der Sl-Tasche hierbe durch die
Einlagerung eines basschen P1-Restes neutrdidet wird. Mit Casain und BSA wurden
edmdig zwe, wenn auch vermutlich nicht native, Protein-Substrate der a-Tryptase
identifiziert. Von den hierbei generierten Proteinfragmenten wurde die Subdtratspezifitét der
a-Tryptasen abgeetet. Kinetische Untersuchungen mit den peptidischen Substraten N-Tosyl-
Gly-Pro-Lys-pNA und N-Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA erlaubten es, diese Tryptase-Isoform ds
ene sehr langsame Proteinase zu charakteriseren. Es wird daher ein Mechanismus postuliert,
nach dem die Subdratenwirkung, mdglichewese zusdizlich durch Interaktion mit ener
Exodte, die Umlagerung der inaktiven Form der al-Tryptase in eine proteolytisch aktive
Form bewirkt. Ahnliche, aber im Detal ganz anders funktionierende ,induced-fit"-
Mechanismen zur Regulation proteolytischer Aktivitd werden unter anderem auch fir die
Trypan-atigen Serinproteinasen  Gerinnungsfaktor 1Xa und den Komplementfaktor D
diskutiert.

Um den Enflul verschiedener Aminoséuren, durch die dch a- und b-Tryptasen
unterscheiden, auf deren proteolytische Aktivitde zu charakteriseren, snd ene Reihe von
Mutanten hergestel It worden.

Zur Veenfachung der sehr schwierigen Co-Krigdlisstion von b-Tryptasen mit
Inhibitoren it das aktive Zentrum der b-Tryptase in einen a-Tryptase-Rahmen hinenkloniert
worden. Da a-Tryptasen erheblich lachter zu krigaliseren snd, erhoffen wir uns, dal3 dieses
beschriebene Kongrukt die srukturele Untersuchung von  b-Tryptase- Inhibitor- Komplexen
erheblich vereinfacht.

Zafdlen Db-Tryptase-Tetramere zu  Monomeren, S0 zeigen diese kenele

proteolytische Aktivitdt, obwohl es sch be den Monomeren ebenfdls um vollsdndig gereifte

Proteinasen  handdt. Die  drukturdlen  Grundlagen dieser  Inaktivierung  snd  von
entscheidender Bedeutung fir das Versandnis der Tetramerformation und der b-Tryptase-
Regulation. Aus diesem Grunde wurden blll-Tryptase-Monomere krigdliset, um dSe
anschlieffend strukturdl zu untersuchen.
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1 Einleitung

Sat der Fachausdruck ,,Biochemie® erstmaig von E. F. Hoppe-Seyler 1877 verwendet
wurde (Hoppe-Seyler, 1877), hat dch diese Wissenschaftssparte von einer Nebendisziplin zu
anem vielbeachteten und wirtschaftlich wichtigen Hauptarbaitsgebiet der
Naturwissenschaften entwickelt.

Die biochemische Arbeit im zwanzigden Jahrhundet war zundchst dominiert von
bakteriologischer Forschung, bevor die Suche nach Vitaminen und ihrer Funktion das Feld
bereicherte. In der Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts kam die Enzymologie hinzu, und etwa
zehn Jahre oédter richtete Sch das Interesse ebenfdls auf die Gen-Forschung und schlieldich
auf die Neurobiologie.

Waéhrend die genaue Beobachtung der Natur as Vorraussetzung fir deren Erforschung
friher in der Biologie noch wetgehend mit bloRem Auge efolgen konnte, so revolutionierte
die Entwicklung der Mikroskopie im 17. Jahrhundert das biologische Wedthild. Abb. 1 zeigt
den schematischen Aufbau einer der ersten optischen VergrofRerungsapparaturen (Kircher,
1646).

Abb. 1. Konstruktion einer zusammengesetzten Lupe um 1646

Zwei der ersten dokumentierten optischen Vergrof3erungsapparate nach Andreas Kircher:
Arsmagnalucis et umbrae 1646
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Die fortschreitende Entwicklung der Biochemie machte es eforderlich,
dreidimensonde Informationen auch Uber 0 kleine biologische Baugeine zu erhdten, dal3
se mit dchtbarem Licht nicht mehr visudiserbar waren. Vide spektroskopische Methoden
emoglichen in der Reged nur, Informationen Uber enzelne Parameter, wie zum Begpid
Bindungdédngen oder Bindungswinkd, zu erhdten. Fir die genaue Strukturandyse von
Makromolekllen ~ kommen  heutzutage im  Wesentlichen dreé Methoden,  die
Kernresonanzspektroskopie, die Elektronenmikroskopie und die RoOntgenstrukturanadyse in
Frage.

Die Kernresonanzspektroskopie ermdglicht die  Strukturbestimmung  in - wal¥iger
Lésung. Eine Kriddlisation ist daher nicht erforderlich. Allerdings ist die Methode nur be
Molekilen bis zu ener Grofe von etwa 30 kDa efolgversprechend ensetzbar. Die
Elektronenmikroskopie unterliegt in Bezug auf die Grofe des zu untersuchenden Molekiils
keiner Limitierung. Allerdings ig die so ezidbare Auflosung der Rontgenstrukturandyse oft
unterlegen Diese ligfert Daten bis zu atomarer Auflésung, kann be Makromolekilen bis zu
mindestens 2 MDa gnnvoll eingesetzt werden und deckt so enen Grodell der biologisch
relevanten Systeme ab. Die Rontgendgtrukturanalyse hat sch daher in den letzten 30 Jahren ds
Standardmethode zur  drukturellen  Untersuchung  von  Proteinen  und  Proteinkomplexen
durchgesetzt. Dies ermiglichte zum enen der enorme Fortschritt auf den Gebieten der
Rechentechnik und der Molekularbiologie, der einerseits das Beratstdlen grofer Mengen an
sauberen Proteins vereinfachte und anderersaits die  erforderliche  Rechenzeit  erheblich
veringete. Zum anderen bildete die nun ehdtliche detallierte Information Uber den
drukturdlen Aufbau der Proteine die Grundlage beispidweise fiur die Entwicklung von
Medikamenten (,, structure based drug design*) oder von Pflanzenschutzmitteln.

Ohne die Wichtigkeit anderer makromolekularer Bedandtelle der Zdle enschranken
zu wollen, s0 nehmen Proteine heute eénen zentrden Tel der biochemischen Forschung en.
Se bestehen hauptsichlich aus den 20 proteogenen a-L-Aminosiduren, die Uber
Peptidbindungen  miteinander  verknipft snd. Sowohl die sequentidle Abfolge der
Aminosauren ds auch die dra-dimensonde Struktur dieser Makromolekile bestimmen die
fazinierende Anzahl ihrer Funktionen. So konnen Protene ds Enzyme biochemische
Reaktionen katdyseren oder ds Inhibitoren diese regulieren, haben Specherungs- und
Transportfunktionen und sind involviert in Kontraktionsmechanismen. Als Hormone oder ds
Regulatorproteine beeinflussen se den Stoffwechsd, begleten so den Organismus durch sain
Wachsdum und resgieren auf Umwdteinflisse Se spiden ds Antikdrper ene Roalle im
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Sdbsverteidigungssysem der Lebewesen und konnen ds Toxine ene giftige Wirkung
entfdten. Sogar ein Frostschutzprotein bel in der Antarktis |ebenden Fischen wurde entdeckt.
Schliefdich spidlen Proteine auch ds Strukturproteine eine sehr beachtete Rolle.

Die Arbeit Robet Kochs begrindete die Lehre von der Spezifitd pathogener
Mikroorganismen fir die Atiologie der Infektionskrankheiten und fihrte zur Formulierung
der Koch'schen Podtulate durch seinen Schiler Friedrich Loeffler (Loeffler, 1884). Se
besagen, dal3 der Nachwels eines Mikroorganismus as Krankheitserreger erfordert es, dali
dieser Erreger im erkrankten Gewebe auffindbar und aus ihm isolierbar sein mui3. Mit diesem
isolierten Erreger sollte dann die Krankheit im gesunden Gewebe induzierbar sein. Aufgrund
diesr Theorie gdang es, durch die Verdoreichung enes stark verdinnten Glycerinextraktes
ener Tuberkolose-Kultur, Meerschweinchen gegen diee Krankheit zu immuniseren (Koch,
1891). Diese Erkenntnisse erlaubten den Eindieg in die Suche nach Impfdoffen gegen
verschiedene Krankheiten und gdlten o die Bads fir das neu aufkommende
Forschungsgebiet der Immunologie dar. Um den Jehrhundertwechsd injizierten Paul  Portier
und Charles Richet én Antigen in einen geimpften Hund. Uberraschenderweise zeigte dieser
kurz darauf schwere Atemnot und war unféhig, sch zu bewegen. Es folgten Durchfdl und
Blutauswurf bevor der Hund verschied (Portier and Richet, 1902). Die anfangliche
Interpretation dieser Symptome ds en Immunitéisverlus wurde schliefdich wiederlegt und
im Gegentell ds Uberzogene Immunantwort charakterisiert.

Wérend es damas as Uberaschend gdt, dad en Vetedigungssysem enes
Lebewesens bei einer Uberfunktion den eigenen Organismus schwer schadigen kann, so it
heute bekannt, dal3 zuvid ener ,guten Sache® sehr negative Konsequenzen haben kann. Alle
Vorgdnge in enem Organismus snd dreng reguliet. Gerd en solches ausbdanciertes
Sysgem aus dem Glechgewicht, so kan es zur Entsehung von Krankheiten kommen.
Funktioniet das Immunsydsem in  e@nem zu geingen Malke, resultieren  oft
Immunschwichekrankeiten. Im  Fale ener Uberfunktion kann es zu Hypersengtivititen
kommen, fir die Clemens von Rirquet schliefdich den Begriff ,Allergie® prégte (Buisseret,
1982).

Im modernen Zeitdlter, wo das gesdischaftliche Leben in einer verglechswvese sehr
derilen Umwelt dattfindet, anderersaits jedoch Umwdtenflisse vergtéarkt auf die Menschheit
wirken, it es zu enem sprunghaften Andieg der dlergischen Erkrankungen gekommen. Die
wohl am weitesten verbreitete Allergie i der Heuschnupfen (,dlergische Rhinitis’), unter
der ein Gro¥ell der Bevolkerung leidet. Allergien gegen Lebenamittd sind genauso bekannt
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wie Allergien gegen Tiere oder Insektendiche. Waterhin héufig treten Neurodermitis, die
Hausstaubmilben-Allergie und die Sonnendlergie auf. Be  sogenannten  Pseudodlergien
findet kene AntigenAntikorper—Resktion datt. Hier wirken die dlergieaudsenden
Subganzen wie natlrlich vorkommende Amine (Hisamin, Higidin, Tyramin, Tatrazin,
Hizylate, Glutamat, etc.), direkt auf die Masizdlen in der Haut. Die wohl gefdhrlichste
Allergieform ig¢ der angphylaktische Schock. Durch direkt in die Blutbahn geangende
Allergene kann es hier zu todlichem Kreid aufversagen kommen.

Dragische Andgiege gab es in der letizten Zeit be dlergischen asthmatischen
Erkrankungen zu verzeichnen. Etwa 5 bis 10% dler Kinder leiden unter diessr Krankheit,
wobel jedoch ewa ein Drittd nach der Pubertdt diese Beschwerden veriert. Allerdings
erkranken 5 bis 10% der Erwachsenen neu an Ashma Ein typisches Kennzeichen ig die
Verengung der Bronchien und ene mit rassdnden und pfefenden Gerduschen schwer
gehende Atmung. Der Patient droht, in Panik zu geraten und zu erticken.

Abb. 2 zeigt enen Ausschnitt des Immunsystems, das bei einer Uberfunktion fir die
AudbGsung dieser Allergien verantwortlich ig. In Telbild A werden nach Erkennung enes
Antigens (hier Allergen) dementsprechende IgE-Antikorper gebildet, die anschlielend an die
IgE-Rezeptoren auf der Mastzdloberflache bis zu deren Sitigung binden. Wird en Allergen
nun, wie in Telbild B gezeigt, von zwe benachbarten IgE-Antikorpern erkannt, so wird ene
vielschrittige, biochemische und ultrastrukturdle Kaskede (Gdli et al., 1984) in der Madtzdle
augdod, die letztendlich zum Transport von zelul&ren Granula an die Zdl-Oberfl&che fihrt.
Dort entlassen Se ihren aus Histaminen, Proteinasen und anderen Mediatoren bestehenden
Inhdt in das umgebende Zdlmedium. Diese Substanzen sind es, die, wie spéter noch genauer
vorgestdlt wird, auf vidfdtige Art und Wese die dlegischen Resktionen, die von
Hautrtungen bis zu Atemnotanfdlen reichen, hervorrufen. Telbild C zegt, wie diee
ausgestol¥enen Molekile den Audtritt von Eosnophilen und Basophilen aus der Blutbahn
fordern konnen und wie so auch diese Zdltypen an der Antwort des Immunsystems auf das
Eindringen von Allergenen teilhaben kdnnen.

Von dlen unterschiedlichen Zdl-Typen, die an ene dlegischen Resktion beteligt
sin konnen, snd daher Madizdlen und Basophile wohl die zwe wichtigsen. Obwohl auch
die in Abb3 telweise nicht abgebildeten B-Zdlen, T-Zdlen und Antigenverarbeitende
Zdlen ebenfdls an der dlergischen Antwort betelligt snd, so bedeutet doch die Ausschittung
des Inhdtes der Granula der Madzdlen und Basophilen den entscheidenden Schritt zur
dlergischen Reaktionen. Beide Zdltypen, zuers von P. Ehrlich im Jahre 1878, bzw. 1879
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(Ehrlich, 1878) (Ehrlich, 1879) entdeckt, entstehen im Knochenmark. Wahrend Basophile
dort auch zur refen Form heranwachsen, geschient dies be Maszdlen schon im
Bindegewebe (Jduhlin, 1963) (Gdli et al., 1983). Reife Basophile haben eine Lebensdauer von
Tagen und zirkulieren héufig in der Blutbahn.

Mastzdlen hingegen snd glechméddg Uber das gesamte Bindegewebe vertelt und
treten konzentriert in der Néhe von Nerven, an den Oberfléchen des Atmungs- und des
gadrointestinden Systems sowie auf der Haut auf. So snd sie Uberdl dort vertreten, wo der
Organismus mit der Umwedt in Kontakt kommt und besitzen eine Lebensdauer von mehreren
Wochen (Gdli et al., 1984) (Selye, 1965) (Metcafeet al., 1981).
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Abb. 2: Beteiligte Zdltypen am Immunsystem

Teilbild A) zeigt die Sensibilisierung einer Mastzelle auf ein spezifisches Antigen, Teilbild
B) die Vorgange innerhalb der Mastzelle nach deren Aktivierung und Teilbild C) die
sogenannte , late phase* der Immunantwort. Die Abbildung wurde erstellt in Anlehnung an
die Arbeit von L.M.Lichtenstein (Lichtenstein, 1988).
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Ein Vegech von Basophilen und Mastzdlen hingchtlich ihrer  morphologischen
Eigenschaften zeigt, dald Mastzdlen mit enem Durchmessr von 6-12 nm etwa doppelt so
gro3 snd wie Basophile (Gdli et al., 1984) (Dvorak et al., 1983) und da Se vide kleine
Granula verglichen zu den wenigen, ae grolen Granula der Basophilen  enthdten
(Kawanami et al., 1979) (Dvorak et al., 1980a). Abb. 3 zeigt sowohl Mastzellen (A,B) ds
auch Basophile (CD) jewels vor und zehn Minuten nach ihrer Aktivierung durch en

entsprechendes Antigen.

Abb. 3: Mastzellen und Basophile

Gezeigt sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mastzellen und Basophilen (Gdli
and Lichtenstein, 1988) jeweils vor und nach ihrer Aktivierung bei 10000facher
Vergroferung. Die Pfeile deuten auf Granula, C steht fur einen Degranulations-Kana, EC
fr einen entleerten Degranulations-Kanal und N fur den Nukleus.

Auf ultragtrukturdlem Niveau verursscht die Aktivierung senshiliseter Mastzdlen
und Basophiler durch das entsprechende Antigen die Fuson der die cytoplasmatischen
Granula umhillenden Membranen. Daraus resultiert die Fresetzung des Granula-Inhdtes

Uber vide enge Vebindungen zwischen den enzdnen Granula und der Zdloberflache
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(Dvorak et al., 1980b). Im Rahmen der anaphylaktischen Degranulation diessr Zdltypen
fusonieren die Membranen der Granula ebenfdls mit der Plasma-Membran. Nach etwa 30
Minuten (Gdli and Lichtengein, 1988) snd die Granula, deren Inhdt im umgebenden
ZdImedium die dlergische Resktion verursacht, vollstandig entleert.

Abb. 4 zegt ene datigische Erhebung der regidrieten Agthmatiker in den USA im
Jahre 1996. Aus dieser Statistik i klar erschtlich, dal3 Ashma dle Altersschichten der
Bevilkerung efdd. Warum mehrhetlich Frauen an dlergischem Aghma erkranken, ist nicht
bekannt. Wéahrend in den USA im Jahre 1986 noch etwa 8 Millionen Asthmatiker Statistisch
efad waen (Benatar, 1986), dokumentiert die hohe &absolute Anzahl von anndhernd 15
Millionen Aghmatikern im Jehre 1996 (Survey, 1996) dlein in den Veranigten Staaten den
daken Angieg diesr Erkrankungen. Dies |8% die Medikamentierung von dlergischem
Asthma zu einem klinisch wichtigen, attraktiven Markt werden.

> 610‘1;’“ re <18 Jahre
0
30% Méannlich

45-61 Jahre
18% 39%
W eiblich

61%
18-44 Jahre
42%

Abb. 4: Prozentuale Verteilung der Asthmaerkrankungen nach Alter und Geschlecht

Die 14.596.000 beim Nationa Center for Health Statistics im Jahre 1996 in den USA
bekannten Asthmatiker wurden statistisch nach Alter und Geschlecht untersucht.

Von den viden, dSch gegenwartig auf dem Markt befindichen Medikamenten zur
Behandlung von Asthma ig die mit Abstand efolgreichse Prgparaigruppe die von P.S.
Hensch entdeckten Glucocorticosteroide mit ihrem bekanntesten Vertreter, dem Cortison®
(Hensch et al., 1949) (Abb. 5).
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Abb. 5: Cortison®

Dargestellt ist die chemische Strukturformel des wohl bekanntesten Glucocorticosteroids,
dem Cortison®.

Cortison® wirkt durch sdne entziindungshemmende Wirkung sowie durch sdne
Eigenschaft, die Sekretion von Mediatoren der dlergischen Antwort aus den Basophilen
(Smith, 1980), nicht aber aus Madzdlen (Schlemer et al., 1983) zu inhibieren. Waterhin
verhindert die Einnshme von Cortison® die Freisetzung von Komponenten (PAF (plaidet
activating factor) und Abbauprodukte der arachidonischen Saure), die direkt die Kontraktion
der Atmungswege verursschen, und trégt so zur Wiederhersdlung der Atmungsfreiheit bel
(Adcock and Garland, 1982) (Chung et al., 1986).

Cortison® wére daher ided fir die Medikamentierung von Asthma und anderen
dlergischen Erkrankungen, wenn mit der Einnahme von Glucocorticosteroiden nicht ene
Vidzahl schwerer Nebenwirkungen einhergehen konnte. Diese reichen von Osteoporose Uber
gadrointestinde, dermatologische, neurologische, muskuskelettale, endokrine, metabolische
und kadiovasculdre  Krankheiten  bis  hin - zu  Hypersensvitéten, Brechreiz  und
Gewichtszunahme.

Ein &mnlich effektiver Weg zur Bekdmpfung von asthmatischen Anfdlen, der aber mit
geringeren Nebenwirkungen behaftet i, wére daher winschenswert. Die Entwicklung einer
solchen Strategie i€ Gegendand dear  dezetigen Forschung. Eine  entsprechende
Thergpierungsstrategie soll im Rahmen dieser Arbet vorgestellt werden.
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Um die Audosung alergischer Resktion besser versehen zu lernen, ig es notwendig,
vor dem Hintergrund der zentrden Rolle der Madzdle im menschlichen Immunsystem, den
Inhdt der Granula in den Madzdlen (Wdle et al., 1997) (Yong, 1997) genau zu untersuchen
und auf saine physologische Wirkung hin zu prifen. Neben dem Higamin und anderen
Mediatoren der dlergischen Immunantwort snd in den Granula die Heparin-gebundenen
Serinproteinasen Tryptase und Chymase enthdten (Zhang and Timmerman, 1997) (Ross and
Olivieri, 1997) (Schwartz and Austen, 1980), die nach der Mastzdlaktivierung freigesetzt

werden.

Tryptasen (EC 34.21.59) wurden zundchst mit histochemischen Methoden in
Mastzellen entdeckt (Schwartz et al., 1981) (Hopsu and Glenner, 1963). Dieses Enzym gehort
zur Familie der Proteinasen und kann bis zu 25 % des Gesamtproteingehdtes der Madizdle
und bis zu 90 % des Proteingehaltes der Mastzell- Granula ausmachen.

Proteinasen sand Enzyme, die ba Erflllung gewissr Vorraussstizungen in der Lage
snd, die Hydrolyse von Peptidbindungen zu katdyseren. Se konnen von sehr
unterschiedlicher Gestdt und Form sein und werden daher in vide enzene Familien
eingeordnet. Eine solche Eintelung is in Abbildung 6 dargestdlt. Hieraus wird erschtlich,
dal} Tryptasen den Trypsn-dhnlichen Serinproteinasen zuzuordnen sind.  Serinproteinasen
veflgen Uber en aktives Zentrum, das die drel katdytischen Aminosduren Hididin 57,
Asparaginsdure 102 und Serin 195 beherbergt. Abbildung 7 illugtriert die katalytische Rolle,
die diese einzelnen Reste bei der Spaltung einer Aminosiurekette inne haben.
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Nicht-virale Proteinase-Familien
Serin[9 Threonin [T] Metallo/Zzn [M] Cystein [C] Aspartat [A]
~ Trypsins (SA) Ntn (TA) - Zinkine — Papaine Pepsine (AA)
Trypsin Proteasom Gluzinkine CathB,L,SH,C BACE
Thrombin HslVU Metzinkine Calpaine .
Tryptase Preseniling ?
- CPs(MD) — Caspasen,
- Subtilisin (SB) D-Ala-D-Ala Legumane,
Furine Gingi paine,
Kex2 L CPs(MC) &MC_D)
Subtilisine HXXE
CPABAM Caspasend-12
- Ser/Lys (SF) Gingipain RK
Signal-Peptidase = Inverzinkine
Lex A HXXEH (ME)
Pitrilysin
L a,b-Hydrolasen (SC) Insulinase
POP MPP
DPPIV
PIP - AP (MF)
CPY LAP
- AP (MH)
APAP
PepV
— AP (Zn/Co) (MG)
MetAP

Abb. 6: Nicht-virale Proteinase-Familien

Proteinasen konnen in verschiedene Familien eingeteilt werden. Die Benennung erfolgt
nach den wesentlichen funktionellen Resten des aktiven Zentrums
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Abb. 7: Reaktionsmechanismus Trypsin-artiger Serinproteinasen

Die einzelnen katalytischen Rollen der Aminoséuren Histidin 57, Asparaginséure 102 und
Serin 195 bei der hydrolytischen Spaltung von Peptidbindungen werden im obigen
Reaktionsschema verdeutlicht.

Tryptasen gdlen ene Familie eng vewandter Trypan-hnlicher Serinproteinasen dar,
die von wenigdens dra nicht-dldischen Genen, angeordnet auf Chromosom 16p13.3,
ableitbar snd. Verschiedene Isoenzyme, a1, az, &ia, &, &, &, MMPC-7-like-1, mMPC-7-
like-2 und g, snd im Menschen identifiziet worden (Smith et al., 1984) (Cromlish et al.,
1987) (Harvima et al., 1988) (Wong et al., 1999) (Palaoro et al., 1999). Aber auch in anderen
SAugetieren, wie in der Maus (McNell et al., 1991) (McNell et al., 1992), in der Ratte (Kido
et al., 1985), im Hamser (Murakumo et al., 1995), im Meerschwein (McEuen et al., 1996),
im Hund (Schechter et al., 1988), im Schaf (Pemberton et al., 2000), im Schwein (Xu et al.,
1993), in der Kuh (Fiorucc et al., 1992) oder im Affen (Sakaguchi et al., 2000), finden sich
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verwandte Tryptasen in den Madzdlen. Auch wenn die Beteligung der Tryptasen an
ashmatischen Erkrankungen in vivo noch nicht endglltig bewiesen id, so ig doch
bemerkenswert, dal3 nur in den Sdugetieren, in denen Tryptase nachgewiesen werden kann,
asthmatische Erkrankungen auftreten.

Kirzlich erbrachte Befunde, dal3 die Tryptase-Konzentrationen in den Atmungswegen
von Ashmatikern erhéht snd (Broide et al., 1991) (Broide et al., 1990) (Wenzd et al., 1988),
haben die wissenschaftliche Aufmerksamkeit auf die Rolle der Tryptasen in Allergie- und
Entziindungserkrankungen 0 wie Rhinitis, Bindehautentzindung und Ashma gdenkt. Im
Laufe diesr Untersuchungen wurde gefunden, dal3 Tryptasen auferdem an verschiedenen
gadrointetinden  (Schwartz,  1995), dermaologischen (Clark et al., 1996) und
kardiovaskularen (Sommerhoff et al., 2000) Krankheiten sowie an Arthritis (Buckley et al.,
1997) (Renoux et al., 1996) betaligt idt.

Durch in vivo Experimente wurde gezeigt, dad die Inhdation von Tryptase ene
Verengung der Bronchien sowie dne Ubersenshiliserung durch  Mastzdl-Aktivierung
bewirkt (Modlinari et al., 1996). Zusdzich verursachte die Injizierung von Tryptase in die
Haut eines Mearschweines eine massve Ansammiung von Neutrophilen und Eosnophilen
(He et al., 1997). Weiterhin konsgent mit einer wichtigen Funktion von Tryptase in der
Pathogenese von Asthma ist die Tatsache, dal3 eine Gabe von Tryptase-Inhibitoren an
aghmekranke Schafe direkt vor ener AllergenEinwirkung die  Akkumulation von
Granulozyten verringerte und die Verengung der Bronchien reduzierte (Clark et al., 1996).

Eine Vidzahl von in vitro—Experimenten wurde bisher durchgefiihrt, um mdgliche
Tryptase-Funktionen zu finden. So snd Tryptasen an zwe wesentlichen Bestandtellen des
Immunsysems, namlich der Mastzdl-Degranulaion und der Eosinophil- und  Neutrophil-
Migration, kausd beteligt (Jung et al., 1994) (Buckley et al.,, 1997) und fihren 0
moglicherweise zu ener direkten Amplifikation der dlergischen Immunantwort (He et al.,
1998). Weterhin férdern Tryptasen die Freisetzung von Interleukin-8 (IL-8) aus Epithezdlen
(Cairns and Wadls, 1996), fuhren zur Sekretion sekunddrer zdluldrer Mediatoren durch
Aktivierung der ,proteinase activated receptor (PAR) Familie (Dery and Bunnett, 1999)
(Mirza et al., 1997), dimulieren die Leukozyten-Migration in die Atemwege (Wadls et al.,
1995) und tragen so zur ,,late- phase” Immunantwort bel.

Tryptasen fordern die Ausbildung der  Schuppenflechte, und ihre Fahigkeit zur
Inaktivierung von  ,vasoective intestind peptide’ (VIP) (Tam and Caughey, 1990) und
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»cadtonin gene-related peptide” (CGRP) (Walls et al., 1992) wurde ds ein moglicher Weg,
die Bronchienverengung zu verursachen, vorgeschlagen (Johnson et al., 1997). Deswelteren
fordet Tryptase die Zdltelungsaktivititen der Fbroblasen (Ruoss et al., 1991),
Epithelzdlen (Cairns and Walls, 1996) und der Bronchidzdlen (Brown et al., 1995), was die
pathologischen Verdnderungen in den Atmungswegen von Ashmatikern verursachen konnte,
Die Regulation potenter Neuropeptide wie Bradykinin (Kozik et al., 1998) durch die Katayse
der Bradykinin-Fresetzung vom Kininogen (Schwartz, 1995) (Proud et al., 1988) und die
Féhigkeit, ds angiogener Faktor zu agieren (Blar et al., 1997), dnd zwe waetere
bemerkenswerte Eigenschaften der Tryptases Vor kurzem i neben Fbronectin und
Fibrinogen (Thomas et al., 1998) Prosromdysn ads mogliches Subgrat identifiziert worden.
Das entsehende Stromelysn (Gruber et al., 1989) kann anschlief?end Collagenase spdten
(Gruber et al., 1988), wodurch Tryptasen unter anderem auch an Gewebeabbau, Matrix-
Abbruch und Bindegewebeentziindung (Wadls, 2000) sowie in die Generation von pordsen
Mikrogefélien (He and Walls, 1997) beteligt sain kdnnte,

Wie be Seinproteinasen oft beobachtet, werden auch die Tryptasen zunéchst ds
Pro-Enzym exprimiert. Auf dem Weg vom trans-Golgi Apparat zu den Sekretions-Granula
efolgt dann ein autokatalytischer und ein von Dipeptidyl-Peptidase | katdyserter Schritt, bel
dem das 15 Aminosiuren lange Propeptid von der eigentlichen Proteinasesequenz abgespalten
wird (Ren et al., 1998) (Sakai et al., 1996). Durch eine Umlagerung im Protein entsteht eine
aktivierte Serinprotease (Bode, 1979a). Bereits aktivierte Tryptase-Monomere wurden bisher
as inaktiv angesehen, auch wenn in dieser Tellfrage gegenwartig eine kontroverse Diskusson
beginnt. Wie in Abbildung 8 gezeigt, ordnen dch die Tryptase-Monomere, stabilisert durch
Heparin-Bindung, zu Tetrameren an, die die beschriebenen Aktivitdten zeigen und im Fale
von b-Tryptasen ds aktives Tetramer in den Sekretions-Granula gelagert werden. Nach ihrer
Freisstzung in das umgebende Medium be der Madtzdl-Degranulation disoziieren die
Heparin-gabiligerten Tetramere schndl und lagern dch aufgrund der geringen Proteoglykan:
Konzentration im umgebenden Medium mit der Zet zu inaktiven Monomeren um. Dies

konnte einen Regulationsmechanismus fur Tryptasen dargtelen.

Obwohl die neun bisher identifizieten humanen Tryptase-lsoformen dle von der
Sequenz her ser dnlich gnd, ig es unwahrschanlich, dad dge dle die gleiche biologische
Funktion eflllen. Die zwa am haufigden vertretenen Gruppen von Tryptasen snd
a-Tryptasen und b-Tryptasen. b-Tryptasen dominieren in Madizdlen, wahrend a-Tryptasen
die einzige Tryptase-1soform in Basophilen dargtellen.
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Abb. 8: Aktivierung von Tryptasen nach ihrer Expression

Inaktive pro-Tryptase wird zunéchst zu pro’-Tryptase und dann zu reifer Tryptase
prozessiert. Ob die aktivierten Monomere sich zunéchst zu Tetrameren anordnen und dann
Heparin binden, oder ob beide Prozesse in umgekehrter Reihenfolge stattfinden, ist nicht
bekannt. Das heparingebundene aktive Tetramer wird in den Granula der Mastzelle

gelagert.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Struktur zwe  verschiedener b-Tryptasen,
blaTryptase und blll-Tryptase, vorgestdlt. Als Alternative zur CortisonBehandlung von
Allergien wurden in  Zusammenarbat mit Byk-Gulden, Konganz, neue hifunktionde
Inhibitoren fir die b-Tryptasen entwicket. Hierbe it es erdmaig gelungen, die Struktur
enes Komplexes zwischen ener b-Tryptase-lsoform und enem hifunktionden Inhibitor zu
l6sen. Das Jencksche Prinzip  (Jencks, 1980) zur energetischen  Additivitt  von
Bindungsenergien be  bifunktionden Molekilen konnte hierbei mit den  entsprechenden
Krigtalsrukturen illustriert werden.

Die Struktur der in Basophilen dominanten Tryptase-lsoform al-Tryptase wurde
ebenfdls gdos. a-Tryptase ewies sch glechfdls ds Tetramer, das dlerdings auch ohne
Heparin-Bindung dabil bleibt. Am auffaliggen i e@n umgeordnetes und daher inaktives
Zentrum dieser Proteinase. Biochemische Arbeiten zeigen jedoch, dal? das Andocken an
passende Subdtrate eine Rickfatung des aktiven Zentrums in seine aktive Konformation
bewirkt und so produktive Substratbindung ermoglicht. Dieser Mechanismus gelt enen
bisher bei Serinproteinasen nicht bekannten ,induced-fit* Mechanismus und damit ene neue

Form der Regulation von Serinproteinasen dar.
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2 Grundlagen der Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

Um in der Naur vorkommende Abldufe besser versehen zu lermnen, ig es héufig
notwendig, die betdligten Organismen dredimendona zu efassen. Unser Augenlicht eignet
sch hierzu nur begrenzt, da wir nur in der Lage sind, Objekte bis zu ener gewissen Grofe
optisch, ohne Hilfamittd aufzulésen. Mit dem Fortschritt der Biologie wurde die
Lichtmikroskopie entwickdt, die es ermoglichte, auch kleinere, mit dem blof2en Auge nicht
mehr  ekennbare Lebewesen zu  untersuchen. Die  wissenschaftlichen  Fragestellungen
verlageten sch mit der Zeit von der Beobachtung von Kleindlebewesen hin zum
detallgenauen Vergdndnis ablaufender biochemischer Reektionsorozesse. Um ene réumliche
Vorgdlung von den hieran beeligten Faktoren zu erhdten, egnet sch die klasssche
Lichtmikroskopie nicht mehr. Zwel Punkte Snd optisch voneinander nicht zu trennen, sofern
die Wdlenlange der verwendeten Strahlung nicht hochstens doppelt so grol3 i, wie der
Abstand dieser Punkte (Abbe, 1873; Porter, 1906).

Schtbares Licht hat Welenlangen von ewa 4-8x107 m und ist daher nicht
awendbar, um Atome in Molekilen mit einem typischen Bindungssbstand von 107° m
aufzulésen. Die Strahlungsat mit der entgorechenden Welenldnge is die von Wilhedm
Conrad Rontgen be  Kathodendtrahlexperimenten  entdeckte und nach  ihm  benannte
Rontgengrahlung  (Rontgen, 1895). Abbildung 9 vergleicht den Aufbau enes klassschen
Lichtmikroskops mit dem experimentedlen Aufbau ener Rontgendrukturanadyse. Be  der
Mikroskopie wird Licht durch das zu untersuchende Objekt gestreut. Diese Streustrahlung
wird durch en Linsensysem unter Entsehung enes vergrolerten Abbildes wieder
zusammengefuhrt. Hierbe bleiben die Phasen der Strahlung dets erhdten. Ein diesem Aufbau
entsorechendes  Rontgenmikroskop it technisch nicht rediserbar, da kurzwellige, gestreute
Rontgengrahlung durch keine bekannte Technik wieder fokussert werden kann. Diese
Limitierung kann jedoch umgangen werden, indem man dch das Phéanomen der
Rontgenbeugung  zunutze macht. Hierbel nutzt man die Periodizitd eines Einkrigals den
man RoOngendrahlung ener genau definieten Wdlenldénge unter Drehung aussetzt. Die
photographisch ~ festgehdtenen  Diffraktionsbilder  ermoglichen  nun, die dreidimensonde
Struktur eines Molekil's rechnerisch und somit indirekt zu bestimmen.
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Abb. 9: Mikroskopieund Kristallographie

Wahrend sichtbares Licht durch Linsen gebrochen und so ein vergroRertes
dreidimensionales Abbild eines Objektes erstellt werden kann, so ist dies bei
Rodngenstrahlung unméglich. Die Funktion der Linsen muf3 daher rechnerisch durch die
Fouriertransformation ersetzt werden.

Die Diffraktion von Rontgendrahlen, zunéchst gezeigt um 1912 (Friedrich et al.,
1912), wurde esmads von W.L. Bragg  zur Strukturbetimmung an Natrium- und
Kdiumchloridkrigalen genutzt (Bragg, 1913). Auf die hiefir eforderlichen rechnerischen
Grundlagen, die von mehreren Forschern entwickdt wurden, soll im folgenden noch genauer

eingegangen werden.

Das grundsitzliche Veadgéandnis von dem inneren Kriddlaufbau begann im frihen
Sebzehnten Jahrhundet mit einem Aufsaiz von Johannes Kepler Uber den hexagonden
Aufbau einer Schneeflocke (Kepler, 1611), wo er die hexagonde Ungebung ds dichteste
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Packung fir glechgrol}e Kugen ekannte. Die erde Kriddlisaion eines biologischen
Makromolekils gdang 1830, ds K.H. Baumgatner und ssine Mitarbeter efolgreich
Hamoglobin krigdliderten (Baumgartner, 1830) (Reichert and Brown, 1909). Urease wurde
ds erses Enzym im Jahre 1926 krigdlisert (Sumner, 1926).

Die Sazkrigale von W. L. Bragg konnten zu deren Strukturandyse an der Luft der
Rontgengrahlung  ausgesetzt werden. Bel  Proteinkrigdlen  flhren diesdben  Bedingungen
zum Abdampfen des im Kriddl enthdtenen Ldsungsmittels was den Zusammenbruch des
Krigdlgitters zur Folge hat. Mehrere Forscher erhidten deshdb nur sehr  schwache
Diffraktionsbilder, was de auf die hohe Komplexitdt der Protenmolekile zuriickfihrten. Eine
Strukturaufklarung  mittels  Rontgengtrahlung  von  Proteinen wurde deshdb  lange  fir
undurchfUhrbar gehdten. Erst das Montieren der Proteinkrigale in deren Mutterlauge in ener
Glaskapillare  erlaubte es, klare Diffraktionsbilder von Pepsn-  und  Insulin-Krigtalen
aufzunehmen. Dieser Durchbruch gdang J D. Bend und D. Crowford dlerdings erst 21
Jahre nach der Strukturaufkl&rung von  Natriumchlorid (Berna and  Crowford, 1934)
(Crowford, 1935). 1954 wurde gezeigt, da} die Methode des isomorphen Ersatzes
grundsdizlich auch fir Proteine mdglich is (Green et al., 1954), was den Weg fur die
Strukturaufklarungen von Myoglobin (Kendrew et al., 1960) und Hamoglobin (Perutz et al.,
1960) ebnete. Sehr bad darauf gdang R. Huber 1968 mit dem Erythrocruorin die erste
gel6ste Proteingtruktur in Deutschland (Huber et al., 1968) (Huber et al., 1969).

Nachdem anfangs die Ermittlung von Proteindrukturen rechnerisch extrem aufwendig
war und jahrdange Forschungsarbeit eforderte, so hat sch mit dem Fortschritt in der
Computerindustrie und der damit verbundenen, erhohten Rechenleistung die Zeterfordernis
fir die Rechenschritte erheblich veringert. Gleichzetig snd sowohl die verwendeten
Methoden fur die Datenanadyse (Finzdl, 1993) ds auch der experimentdle Aufbau (Plugrath,
1992) dets weterentwickdt und  verbessart  worden.  So konnte  sch  die
Rontgengrukturandyse ds Standardmethode fir die Bestimmung der dreidimensonden
Struktur biologisch interessanter Makromoleklle im Laufe der Zeit durchsetzen. Um diesen
Segeszug der Proteinkrigtalographie zu illugrieren, snd in Abbildung 10 die Anzahl der bel
der ,Research Collaboratory for Structurd Bioinformatics® (RCSB) , ehemds ,Protein Data
Bank® (PDB), hinterlegten Proteingtrukturen in Abhdngigkeit zur Jahreszahl aufgetragen. Am
ersten Juli 2001 betrug die Gesamtzahl der zuganglichen Proteinstrukturen bereits 15697.
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Abb. 10: Anzahl bei der RCSB hinterlegten Proteinstrukturen

Aufgetragen ist die Anzahl der bei der ,Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics* (RCSB), friher ,Protein Data Bank® (PDB), hinterlegten Proteinstrukturen
als Funktion der Jahreszahl

Um en Proten efolgreich zu krigdliseren, i es zunéachst eforderlich, grole
Mengen an aufgereinigien Materid zur Vefligung zu haben. Obwohl  Krigdlisation
prinzipidl ein Reinigungsverfahren ist, 0 is doch zumindest fir die Proteinkrigtdlisation en
hoher Reinheitsgrad der Probe fir den Erfolg zumeis Vorraussstzung. Es schlied sch die
Suche nach gedigneten Krigdlisationsbedingungen an, unter denen optimade Einkrigale von
augechender Grofe fur die Datenaufnahme wachsen konnen. Datensammiung und deren
Ausvetung  folgen, bevor die in  den Diffraktionsbildern  verlorengegangene
Phaseninformation rechnerisch  auf verschiedenen Wegen wieder neu  bestimmt  wird.
Anschlief?end wird ene Elektronendichtekarte errechnet und  unter  Ergelung  enes
Protenmoddls interpretiert. Eine rechnerische Vefeinerung dieses ersdlten Moddls schliefd
die Rontgenstrukturanalyse ab.
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Eine Zusammenfassung diesr einzenen, zur Ldsung ener Proteingruktur erforderlichen
Schritte, wird im Folgenden gegeben und ist welterhin detallliert in der Literatur beschrieben
(Drenth, 1999) (McRee, 1993) (Stout and Jensen, 1989) (Rhodes, 1993) (Sherwood, 1976).

2.1 Einkristalle von Proteinen

De grole Entwicklungsfortschritt auf dem Gebigt der Rongendrahlquelen und
-Oetektoren sowie auf dem Gebiet der rechnerischen Datenauswvertung haben die initide
Krigdlisstion der zu unterswchenden Proteine oft zu enem Engpad be der
Strukturaufkl&rung  mittddls  Rontgenstrahlung werden  lassen.  Leider i gerade die
Krigdlisation as entscheidender Schritt immer noch kaum versanden. Zwar haben die
Entwicklungen von  Synchroton-Strahlenqudlen,  schndlen, sendtiven  Detektoren  und
Kryotechniken zur Verringerung von Strahlenschéden zu etwas verminderten Anspriichen an
die Krigdlqudititdt gefihrt, aber die entscheidende Frage, wann und warum Proteine
krigaliseren, bleibt unbeantwortet.

Gegenwértiges Hindernis aff dem Weg zu dnem besseren Vedandnis des
Krigalisstiongprozesses it das unklare Konzept von der Natur der Krigdle und dem Einfluld
von Losungamitted und Protein auf das Krigdlwachsum sowie die letzendliche Gréfle und
Quditét des Kriddls. Zu der theoretisch deutlich besser verdandenen Kriddlisation von
Kleanmolekilen, gibt es im Wesntlichen dreé Unterschiede. Zundchst betrdgt  der
Lésungamittelgehdt in Proteinkristdlen typischerweise etwa 50 % (extreme Fdle von 30 %
bzw. 90% wurden berichtet) und liegt damit weit Uber dem von Kleinmolekllkrigtdlen. Dies
hat zur Folge, dad Protenkrisdle sehr leicht zerbrechlich snd, de sehr sendtiv auf lhre
Umgebung reagieren (Temperatur, lonenstérke, pH-Wert) und Diffraktionsbilder nur bis zu
Auflosungen deutlich unterhdb der theoretischen Streugrenze ligfern. Waterhin setzt  die
Krigdlkembildung (Abbildung 11) be Proteinen et be extrem hoher, telweise bis zu
zehnfacher Ubersittigung der  Krigdlisationdésung  ein. Drittens hat diese  erforderliche
Ubersditigung zur Folge, daR dternativ zu Kristalkeimen sogenanntes amorphes Prézipitat
gebildet werden kann und dal3 dieser Vorgang gegeniber dem Krigalwachstum kinetisch im
Vortal ig.
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Abb. 11: Kristallwachstum aus einer Uber séttigten L dsung

Gezeigt ist die Loslichkeitskurve eines Proteins in Abhéngigkeit von seiner Konzentration
und der Fallungsmittelkonzentration. Kristallkeimbildung erfolgt bei starker Uberséttigung,
wahrend das Wachstum nahe an der L dslichkeitsgrenze stattfindet.

Ein Protein kann um so leichter krigaliseren, je geringer die Ubersdtigung der
Mutterlauge zur Krigdlkembildung sein mul3, da hierdurch der kingtische Vortell der
Prézipitatbildung ~ verringert  wird  (Abbildung  12). Im Idedfdl <ollte dch das
Kristalwachgum nach der Keimbildung bei geringerer Ubersitigung fortsetzen, um so die
Anzahl der entgehenden Krigdlkeme moglichs geing zu hdten und damit die Bildung
weniger grol¥er Krigtdle zu fordern.

Die Umsetizung dieses theoretisch weitgehend anerkannten Krigdlisationsprinzips in
die Praxis hangt von viden Parameten ab, die sozusagen ene mehrdimendonde Matrix
verschiedener, voneinander abhdngiger Parameter darstelen. Aufgrund des weitgehenden
Unverstandnisses des Kridalisationsvorganges bleibt dem Forscher hier nur, dle Parameter
Zu vaiieren, zu versuchen, aus den Zwischenergebnissen zu lernen und 0 schlieldich die
Matrix fir die Kriddlisaion des jeweligen Protens zu optimieren (McPherson, 1991)
(Michd, 1990). Oft missen hierbel bis zu tausend einzelne Versuche durchgeftihrt werden.
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Abb. 12; Prazipitatbildung im Wettbewerb zum Kristallwachstum

Je geringer die erforderliche Ubersittigung zur Kristallkeimbildung ist, desto geringer ist
der kinetische Vortell der Prézipitatbildung. Der Kristall ist die thermodynamisch
gunstigere Form.

Die einzdnen Parameter fur die Krigdlisation snd die Proteinkonzentration, die Art
und Konzentration der eingesatzten Prézipitanz, die Naur und Konzentration des
verwendeten Puffers, der pH-Wert, die Temperatur, sowie die Art und Konzentration
eventueller Additive. Auf zwel dieser Faktoren, die Wahl der Prézipitanz und den pH-Wert

soll hier etwas genauier eingegangen werden.

Vewendet werden prinzipidl zwe Klassen von Fdlungamitteln: Sdze und Alkohole.
Sdze in htheren Konzentrationen werden verwendet, um die Protene im klassschen Sinne
auszusazen, wahrend verschiedene Alkohole eingesetzt werden, um das Wasser der
Proteinlésung zu binden und das Protein somit zur Kriddlisation zu bewegen. Die am
haufigden verwendeten Prézipitanzen beider Klassen snd in Abbildung 13 in Abhéngigkeit
zu ihrer Verwendungshaufigkeit dargestdllt.
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Abb. 13: Erfolgreich als Prézipitanz verwendete Alkohole und Salze

Unter Verwendung von Information bereitgestellt durch das National Institute of Standards
und Technology wurden die erfolgreich verwendeten Préziptantien analysiert.

Der pH-Wet enes Kriddlisationsansaizes ig fur den Erfolg von entscheidender
Bedeutung. Proteinmolekiile interagieren im  Kristalaufbau Uber Oberflachenkontekte. Die
jewellige Ladung der hierfir verantwortlichen oberflachengténdigen Seitenketten ist abhédngig
von ihrer unmittelbaren Umgebung und damit auch vom pH-Wert der Prgparation. Zudem
snd Protene nur gabil in e@nem bestimmten begrenzten pH-Wert-Fenster. Abbildung 14
zagt die Anzahl efolgraecher Krigdlisationsversuche in Abhéngigkeit zum engestdlten pH-
Wert.
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Anzahl geloster Struktu

35 4 45 5 55 6 6,5 7 75 8 85 9 95 10
pH-Wert

Abb. 14: Eingestellte pH-Wertefir dieKristallisation

Die meist verwendeten pH-Werte fiur die Kristallisation wurden durch Analyse der
Kristallisations-Datenbank des National Institute of Standards und Technology ermittelt.

Von den viden veschieden expaimentdlen Vefdren zur Krigdlision, wie
Didyse, ,Bulk*-Krigdlisation oder ,Free-Interface’-Diffuson, is¢ de Dampfdiffusons-
Methode der mit Abstand am héufigden verwendete experimentdle Aufbau. Hierbe wird
ene klener Tropfen an Proteinlésung (oft 2 M ener auf 10 mg/ml konzentrierten Ldsung),
mit ener glechen Menge an Prazipitanzlésung, die ene Prézipitanz und gegebenenfdls
Additive enthdt und bel enem bestimmten pH-Wert gepuffert idt, versetzt und in einem
luftdicht verdegdten Resktionggefdd gegen ewa 500 ml reing PrézipitanzZiésung in eéinem
Reservoir aquilibriert. Hierbel  diffundiet Losungsmitted aus dem proteinhatigen Tropfen in
das Reservoir, was enen gechmdigen Andieg de Proten-  und  der
Prézipitanzkonzentration im Proteintropfen zur Folge hat. So wird hier eine Ubersitigung
erzidt und Krigtalkeimbildung kann erfolgen (sehe Abbildung 11).
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Die entsehenden Proteinkristdle haben eine Relhe besonderer Eigenschaften. Neben
dem bereits ewdhnten aulfergewdhnlich hohen Ldsungamittegehdt zeigen Proteinkrigtdle
veaglichen mit Klenmolekilen héufig ene rdaiv niedrige Symmetrie aufgrund des
Wegfdlens des Inversonszentrums ds Symmetrieoperation. Auch wenn die intermolekularen
Wechsdwirkungen benachbarter Molekile im Proteinkristal von vergleichbarer Stérke sind
wie im Klenmolekilkrigtal, so snd doch die Interaktionspunkte pro Daton Molekilmasse
deutlich geringer, was zu ener deutlich eniedrigten Bindungsenergie pro Einhetszdle im
Proteinkrigtdl fihrt. Alle diese Einflisse resultieren in ener reativ lockeren Krigalpackung,
die es emdglicht, im Krigdl chemische Resktionen ablaufen zu lassen, wie zum Beispid das
Eindiffundieren  von Inhibitoren oder die Resktion der Krigdle mit Schwermetal-
verbindungen zur Phasenbestimmung.

Anderersaits verursscht die Ingtabilitée von Proteinkrigtdlen grofe Schwierigkeiten
beim Vorbereiten der Krigdle fur die Datenaufnahme. Das Montieren der Krigdle in ener
Glaskapillare zusammen mit ihrer Mutterlauge verhindert das Verdampfen von Losungsmittel
aus dem Krisdl und damit den Zusammenbruch des Krigdlgitters wéahrend der
Rontgengrahlungs-Expogtion.  Alternativ. werden die Krigadle mit einer kleinen Haarschlaufe
(,cryo-loop*) aus der Mutterlauge gefischt und in flussgem Stickgoff tiefgefroren. Die
Datenaufnahme erfolgt dann bel 100 K im Stickstoffstrom.

Proteinkrigtalle sind nicht zu 100 % ided gepackt, sondern bestehen aus kleinen ided
gepackten Blocken, die im Gesamtverbund gegeneinander leicht verkippt snd. Diese
Verkippung bezeichnet man ds Mosakbreite. Se kann zwischen 0.1° und mehreren Grad
betragen. Interferenz der Rontgengtrahlung findet jedoch nur innerhadb dieser Blocke mit
idedler Ordnung datt. Durch die enorme Grole der Proteine verglichen mit Kleinmolekilen,
erhdhen dsich auch die Dimensonen der Einhatszdle. Die Streukraft eines Krigdls hangt aber
direkt mit der Anzahl der dch in Rontgendrahlrichtung im  Krigdl wiederholenden
identischen Elemente (Einhetszdlen) ab. Be gleicher KrigdlgroRe ig die Streukraft eines
Protenkrigdls deshdb  erheblich geringer. Dies macht fir ene efolgreiche
Strukturaufklérung den Einsatz lestungsfahiger Strahlungsouelen erforderlich.
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2.2 Erzeugung von Rontgenstrahlung

Die beiden hauptschlichen  Ausiistungsgegenstande  fir  die  Durchfihrung  von
Roéntgenbeugungs- Experimenten snd en Roéntgengtrahlungs- Generator und en
entgprechender  Detektor fir die zu messende  Streudtrahlung.  Rontgenstrahlen  sind
dektromagnetische Wellen mit Wellenlangen im Berdich von 107-10 m. Um zwe
benachbarte Atome mit enem typischen Bindungssbstand von 1 A (10%° m) auflésen zu
kénnen, ist eine Strahlung mit einer Wellenldnge von hichstens 2 A erforderlich

In der t&glichen Laborpraxis nutzt man zur Erzeugung ener solchen kurzwdligen
Strahlung Rontgenrohren. Diese enthdten eine Kathode, die Elektronen emittiert, welche
dann mit hoher Geschwindigkeit auf ene rotierende, gekihlte Kupfer-Anode treffen. Hierbe
entsdent neben Wame auch RoOntgendrahlung, die dch zum enen Uber enen breten
Welenlangenbereich (Bremssirahlung) erstreckt und zum anderen aus drel exakt definierten
Wdlenlangen besteit. Die minimde Rontgendrahl-Wellenlange des Bremsstrahlungs-Anteils
errechnet sch wiefolgt:

h” c 124

Imin: = 1
eV V @

Fur eine Generator- Spannung von V = 40 kV egibt sch so fur die kurzwdligste
Bremsstrahlung éne Wdlenldnge von | = 031 A Die drei definieten Wélenldngen
entsehen durch innere Elektronenibergdnge im Anodenmaterid. Die auftreffenden schnellen
Elektronen entfernen aufgrund ihrer hohen kinetischen Energie Elektronen aus den niedrigen
Orbitadlen der Anoden-Atome. Elektronen aus hoheren Orbitden fdlen zurick auf die
energetisch  niedrigeren  Orbitde. Die frewerdende Energie wird ds Rontgensrahlung
emittiert. Aus der M-Schde auf die K-Schde zuriickfalende Elektronen emittieren Kp-
Strahlung mit einer Wellenlange von 1.39217 A. Die Feingtruktur der L-Schale verursacht das
Auftreten von K a1-Strahlung (154051 A ) und von halb so intensiver Kyo-Strahlung (1.54433
A ), die gemittdt eine Wedlenlagnge von 154178 A egibt, durch den Einsiz von
Monochromatoren herausgefiltert und far Roéntgenbeugungs- Experimente im
kristallographischen Labor genutzt wird.
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Fir hochaufgeloste Datensitze, Experimente fir die ene exakte, fre wéhlbare
Widlenlange eforderlich i, oder fir Krigdle mit ener geingen Streukraft, i en
Synchrotron ene sehr nitzliche Strahlungsquelle. Hier befinden sch (meist postiv) geladene
Telchen im schndlen Hug und durch en Magnetfdd gehdten auf ener Kresbahn mit enem
Radius von ewa 10 m bis zu enigen 100 m. Die hietbe auftretende sehr darke
Bremsstrahlung wird anders ds bem RoOntgenGenerator nicht verworfen, sondern durch
sogenannte . Wiggler und  Undulatoren, die enen Zick-Zack-Kurs auf ener  raumlich
limitieten Flugbahn verursachen, sogar noch verstérkt. Hierbei kénnen Waelenlangen bis zu
unter einem Angstrém erzidt werden. Durch fre durchstimmbare Monochromatoren kann aus
diesr Bremsdrahlung die gewlnschte Welenldnge gezidt ausgewdhlt  und  fir
Beugungsexperimente verwendet werden. Die mindestens um zwe  Grol¥enordnungen hohere
Strahlungsntensitdt am Synchrotron erlaubt es, deutlich verbesserte Auflésungen zu erziden.
Die hiegba dlerdings ebenfdls degende Strahlungsschadigung  erméglicht fast nur
Messungen am gefrorenen Krigdll.

2.3 Symmetrie, Einheitszelle und Raumgruppen

Die Symmetrieklassen der Krigale wurden bereits im Jahre 1830 durch JF.C. Hesse
mathematisch hergdeitet (Hessel, 1830). Er fand, dad es durch Ausnutzung der vier
Symmerie-Operationen, Rotation, Inverson, Spiegdung und Drehinverson moglich  war,
genau 32 Punkigruppen abzuleiten, die Seben verschiedene Formen von Gittersymmetrie
beinhaten. Eine krigdlographische Punktgruppe i hierbel definiet ds ene Gruppe von
Symmetriedementen, die nach der Operation einen Punkt (oft der Ursprung) im Krigdl
unbewegt lassen und ein Krigalgitter in en davon ununterscheidbares Uberfihren.

Im Jahre 1849 demondrierte A. Bravais, da3 es nur 14 verschiedene Wege gibt,
identische Punkte im Raum so anzuordnen, dal? jeder Punkt die gleiche Anzahl von Nachbarn
mit gleichen Absténden in den glaechen Richtungen hat (Bravais, 1849). Diesen, von der
Bravais-Zdle umgrenzten Kriddlbereich, nennt man Elementarzdle. Die resultierenden
Gitter werden Bravais-Gitter genannt und representieren die Kombination der seben Krigdl-
Syseme, triklinisch, monoklinisch,  orthorhombisch, tetragond, kubisch, trigond und
hexagond, mit den vier Gitter-Zentrierungformen primitiv (P), enfach flachenzentriert (C),
dreifach fl&chenzentriert (F) und innenzentriert (1).
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Um enen dredimensonden Raum -ausgehend von mindestens enem Molekil-
symmetrisch  vollgdndig zu flllen, gibt es unter Ausnutzung der  Symmetrieoperationen
Identitét, Rotation, Trandation, Schraubung, Drehinverson, Gletspiegeung, Spiegdung und
Inverson exakt 230 Mdoglichkeiten. Diese 230 verschiedenen Kombinationen von Symmetrie-
Operationen werden ds krigalographische Raumgruppen bezeichnet. Die kleinge Einhet in
enem Krigdl, von der aus das Kriddlgitter unter Anwendung der in der Raumgruppe
vorgeschriebenen  Symmetrie-Operationen  aufgebaut  werden kann, bezeichnet man  ds
asymmetrische Einheit.

Proteine bestehen aus Aminosiuren, die ihrersaits chirde Molekile darstellen. Fir
Proteinkrigalle snd daher Raumgruppen, die Spiegelungen oder Inversonen as
Symmetriefunktionen beinhdten, ausgeschlossen. Dies reduziet die Anzahl der moglichen
Raumgruppen auf 65 chirde Raumgruppen, die im Folgenden dargestdllt sind.

Kristallsystem | Punktgruppen Raumgruppen

Triklinisch C P1

Monoklinisch G P2, P2,, C2

Orthorhombisch | D, P222, P222;, P2,2,2, P212,2;, C222, C222;, F222, 1222, 12,2, 2;

Tetragonal C4, Dy P4, P4y, Py, Pl 14, 14, PA22, P42,2, P4 22, P4,22, P412,2, P4y2;2,
PA;22, P42, 2, 1422, 14,22

Trigonal Cs, D3 P3, P3y, P3,, R3, P321, P312, P3,21, P3,12, P3,12, P3,21, R32

Hexagonal Cs, Ds PB, P61, P6s, P6,, P64, P63, P622, P6,22, PBs22, P6,22, P6,22, P6322

Kubisch T,0 P23, F23, 123, P23, 12,3, P432, P4,32, F432, F4,32, 1432, P4:32,
P4,32, 14,32

Tab. 1: Punkt- und Raumgruppen in der Proteinkristallographie

Samtliche in der Rontgenstrukturanalyse an Proteinen auftretenden Raumgruppen und
Punktgruppen sind hier kurz aufgelistet
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2.4 Beugung von Rontgenstrahlung am Einkristall

Treffen Rontgendrahlen auf en  Kriddlgitter aus Proteinen, 0 regen de die
Elektronen im Gitter zu einer Schwingung mit der Frequenz der enfdlenden Strahlung an.
Diese Elektronen senden dann ihrerseits Strahlung mit dieser Frequenz aus. Solange die
Energie der Strahlung nicht mit diskreten Ubergdngen innerhdb der Atome Ubereingtimmt,
was fur lechte Atome wie N, C oder O immer gilt, Snd die auftretenden Streueffekte ds
Beugung an freien Elektronen behanddbar. Diese Strahlung entsteht an den Gitterebenen des
Krigdls. Pogtive Inteferenz entsteht nur in  den diskreten Richtungen, wo der
Gangunterschied  2dngSngw der entstehenden Strahlung en Vidfaches der Wellenlange |
darsdlt, wie sch aus der Bragg schen Gleichung, die in Abbildung 15 hergeetet i, ergibt.
Die Wdlenlberlagerung in dlen anderen emittierten Richtungen summiert sich zu Null.

A A
B\ nl =2d«sinéw /B
Einfallender Strahl Ausfalender Strahl
hk n g

O

hK \ dwsne

Primérstrahl

Abb. 15: Die Bragg'sche Gleichung

Gezeigt ist eine Konstruktion zur Ableitung der Bragg' schen Gleichung. Ein unter dem
Glanzwinkd q einfallender Rontgenstrahl wird an zwei parallelen Gitterebenen reflektiert.

Positive Interferenz tritt nur auf, wenn der Gangunterschied 2, singn der reflektierten
Wellen ein Vielfaches der Wellenlénge betrégt.
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Aufgrund der vernachldssgbaren Intendté werden nur Interferenzen erster Ordnung
betrachtet. Be fixietem Krigdl und Eingangsstrahl lassen sch so die Richtungen der
emittieten Strahlungen ermitteln, wobel sowohl d ds auch q von der Wahl der Gitterebenen
abhangen.

Es snd in der Literatur noch mehrere Wege beschrieben, die Richtungen emittierter
Strahlungen zu ermitteln. Das wohl gebrauchlichste Konzept ist aber das von P.P. Ewad 1913
vorgestellte und in Abbildung 16 gezeigte reziproke Gitter (Ewald, 1913). Im Normalgitter
enes Krigdls kann jede Gitterebene durch einen Vektor charakteridert werden, der normd
auf der Gitterebene seht und die Lange dng hat. Ersetzt man so einen Vektor durch einen
Vektor S*, der in der sdben Richtung steht, aber die Lange 1/dng hat, so bildet die Gesamtheit
der Endpunkte dieser Vektoren das reziproke Gitter. Entsprechend 18% sch eine reziproke
Zdle mit den Achsen a*, b* und c* definieren, wobel a* senkrecht auf der von b und ¢
aufgespannten Ebene steht. S ist somit as Addition von ha*, kb* und Ic* beschreibbar.

Ba Rotaion des reziproken Gitters um sanen Ursprung O entsteht postive
Interferenz immer genau dann in Richtung M P, wenn ein Gitterpunkt des reziproken Gitters
auf der Oberflache der Ewald-Kugd mit dem Radius 11 liegt. Hieraus |83 dch ableten, dal3
die Lage der Reflexe nur von der Einhetszelle abhangt, nicht aber von deren Inhalt.

# Alle Vektoren werden im Folgenden durch Fettdruck von skalaren Gréen unterschieden
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Abb. 16: Die Ewald-Kugel zur Konstruktion des gestreuten Rontgenstrahls

Die Ewald — Kugel hat den Radius 1/ und den Mittelpunkt M. Das reziproke Gitter dreht
sich mit dem Kristall um seinen Ursprung O, der auf der Kugeloberflache liegt. Der
einfalende Strahl s wird im Winkel 2 gestreut und lauft durch den ebenfalls auf der
Kugel oberflache liegenden Gitterpunkt P.

Neben der Pogtion der Reflexe ist ebenfals deren Intensté messbar. Mit anderen
Worten: es kann jedem Reflex hkl en sogenannter Strukturfaktor Fpy zugeordnet werden. So
ehdt jeder Gitterpunkt im reziproken Gitter ein krigtalographisches Gewicht; man spricht
daon von dnem gewichteten Gitter. Diese gewichtete Punktanordnung ist die
Fouriertransformierte  der  Krigalstruktur, was letztendlich die Voraussetzung, dafir g,
Strukturen mit Hilfe der Réngenstrukturanayse [6sen zu kénnen.

Ein Strukturfektor it die Addition von N Wdlen in Richtung hkl, die von N Atomen
in der Elementarzelle bem Diffraktionsexperiment ausgehen. Jede diessr Wellen bestzt die
Amplitude f; (atomarer Streufaktor) und die Phase a; die ein Ausdruck fur die Lage des Atoms
in der Elementarzelle ist. Ein Strukturfaktor ist daher:
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Frio= A+ | B (2)
wobe:
=8 ficos28(hx +ky +1z) ©)
N
Bun=g fisn238(hx +ky +1z) 4)
N

In welchem Umfang Rontgendtrahlung an Atomen gedtreut wird, ist abhéngig von der
Zahl der Elektronen des Atoms und vom Streuwinkd. Das Ausmald der Streuung wird durch
den atomaren Streufaktor f; ausgedriickt, der aufgrund von Vibrationen und Unordnung mit
zunehmender Auflésung (29ngfl ) animmt. Be wachsendem Streuwinkel erhdht sich der
Gangunterschied zwischen den innerhdb eines Atoms gedtreuten Rontgendrahlen. Dies fihrt
zu negdiver Inteferenz, was die niedrigeren messbaren  Strahlungsintenstéten in hohen
Auflésungsschaen erklart.

Da ein Krigdlgitter aber bel Temperaturen Uber 0 K nicht aus datischen Punkten
sondern aus thermisch angeregt schwingenden Atomen besteht, 183 dch die resultierende
Amplitude, zu der &uivdente Atome innerhdb enes Kriddlgitters beitragen, nicht enfach
durch eine aithmetische Summation der enzelnen Streufaktoren errechnen. Vielmehr kommt
es durch diese Schwingen zu negativen Interferenzen, was durch enen Korrekturfaktor, den
sogenannten Temperaturfaktor B, ausgedriickt wird.

&
fi,dynamisch: fi,statische(pg_ Bi | 2 B (5)

De Temperaturfaktur B hangt mit der mittleren quadratischen Audenkung des Atoms wie

folgt zusammen:
-_ B
u’= 857 (6)

Die im Beugungsexperiment bestimmbare Beugungsamplitude ist dann gegeben ds
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\/l_l-’- |Fhkl| = A + B (7)

Die Phase a desjewelligen Reflexesidt:

&na = a@ctan B (8)

Ahkl

In umgekehrter Richtung wird die Elektronendichteverteilung in eénem Krigal am Ort (X,y,2)
durch folgende Fouriersummeation berechnet:

~ 1 : .

n(X1 Y, Z) :\75. |Fhkl|9(p[' 2p(hX+ky+|Z)+|ahk|] 9)
hkl

Diese Elektronendichteverteilung stdllt die zentrale Information dar, die der Kristallograph

zum Entwurf eines Molekilmodells braucht.

2.5 Datensammlung und Datenauswertung

Das hidorische Medium zur Aufnahme von Diffraktionsbildern it doppdlt
beschichteter, photographischer FIm. Diese doppete Beschichtung ist erforderlich, um den
Beech, in dem de FImschwazung liner mit der  Strahlungsbdastung zunimmt, zu
vergroliern. Den  aufgenommenen Reflexen wurden anschlieRend per Hand  Intengitéten
zugewiesen. Naturgemd ist diese Methode mit einem hohem Fehler behaftet und wird nicht
mehr verwendet. Die zwel haufigsen Detektoren, die heute im Gebrauch snd, snd ,image
plates’ und CCD-Detektoren.

»Image plates® werden ahnlich verwendet wie photographischer Flm. Se bestehen
aus ener phosphorbeschichteten dinnen Plaite. Rontgen-Photonen, die auf diese Patte
treffen, regen Elektronen in diessr Beschichtung an und heben Se in @nen metagabilen
Zugand. Nach Beendigung der Bdichtung efolgt das Audesen durch Abtasten der ,image
plate’ mit enem roten Laser. Hierdurch verlassen die Elektronen den angeregten Zustand und
emitieren dabe blaues Licht, das mit Hilfe von PMT's (,photo-multiplier tubes®)
quantifiziert wird. Dieser Vorgang deuert etwa zwe bis drei Minuten und ist abhdngig von
der GroRe der belichteten Patte. CCD-Detektoren snd hier wesentlich schndler. Ein
Hauptunterschied zu ,image plates’ id, dad die Photonen enzeln und sofort nach Threm
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Auftreffen gezdhlt werden. So kann en dreidimensondes Bild enes jeden Reflexes ersdlt
werden. Waetere Syseme, die dch ebenfdls noch im Gebrauch befinden, snd
Einzelphotonenzéhler  (,sngle photon counter”), Video Syseme und proportionde
Héachenzéhler (, multiwire proportiona counter”).

Die Aufnehme enes Daensazes efolgt in der Regd be konstanter Wellenldange
(hAufig CuKa-Strahlung) und unter Drehung des Krigdls in 0.2°-2° Inkrementen, abhéngig
von der Mosazitéd des Krigdls und den Zelkonganten. Abhéngig von der Raumgruppe und
der Orientierung des Krigdls auf der Kamera missen mindestens 30° (hexagond) bis zu
mindestens  180° (triklinisch) gemessen werden, um das reziproke Gitter hinreichend zu

erfassen.

Um den nétigen Meldbereich festzulegen, mul3 das Krigalsystem bekannt sein. Dieses
Zu besimmen, genlgt ein enziges Diffraktionsbild. Wie bereits beschrieben, 8% sich aus der
Lage der Reflexe das Bravais-Gitter bestimmen. Aul3erdem ergeben sich aus den Postionen
der Reflexe die Dimensonen und Winkd der Elementarzdlle Nun erfolgt die Aufnahme enes
kompletten Datensatzes. Aufgrund der Bekanntheit von Zelkongtanten, Orientierung und des
Gittertyps, konnen nun die Reflexe im reziproken Raum vorhergessgt und  unter
Bertickdchtigung von Polarisations (p)-, Absorptions (A)- und Lorentz (L)- Korrekturen
integriet werden. Hierbei hdngen die gemessenen Intenstden nach Gleichung 10 von
mehreren Faktoren ab. So dnd de proportiond zu der Intenstéd der  enfalenden
Rontgengrahlung o und dem  Krigdlvolumen Vx  sowie  antiproportiond  zur
Winkdgeschwindigkeit w und zum Quadrat des Elementarzedlvolumens (V). Die verwendete

Wdlenlange| wird vom Experimentator bestimmt.

1°v, L p" A 2
[ M IOWT Fhk||

(10)

Die enzdnen Bilder missen nun aufenander Skdiet werden. Durch  den
Intenstétenvergleich  symmetrieverwandter Reflexe auf  den  verschiedenen  Einzelbildern
werden hierzu Skdierungsfaktoren fur jedes Bild berechnet, mit denen die gemessenen
Intenstdten dieser Bilder vor der Datenreduktion (Blessng, 1987) multipliziet werden. Ein
Mal3 fur die Qualitét eines Datensatzes ist der sogenannte R-Faktor, hier Reymm, -
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Na||hkl I hia J|

Qo

=0

ki

(11)

_ -1
Rom: = A lw
hkl

Da Tem lhw-lnk(j) beschrebt hierbe die Differenz zwischen dem Mittelwert der
Intengtéten dler aufgrund von Symmetriegrinden as gleich angenommenen Reflexe und der
Intengtét eines Reflexes hkl. Is der Gittertyp fasch bestimmt, so werden Reflexe ds gleich
angenommen, die nicht gleich snd und der Reymm, -Faktor steigt dramatisch. So konnen auch
Raumgruppen voneinander unterschieden werden, die zum gleichen Bravais-Gitter gehdren.
Sysematische  Audtschungen  erlauben es, krigtallographische  Schraubenachsen  richtig  zu
identifizieren und so Raumgruppen wie P222, P222;, P2;2:2 und P2;2:2; voneinander zu
unterscheiden. Ba Raumgruppen, die enantiomorphe Paare bezliglich der Anordnung der
Molekile in der Zdle bilden (zB. P422 und P4322), kann die korrekte Raumgruppe erst
wéhrend der Phaserung durch MIR, MAD oder Pattersonsuche endgtiltig bestimmt werden.
Schliefdich werden die Strukturfaktoramplituden aus den gemessenen Intensitdten  durch
Ziehen der Wuzd nech Gleichung 7 errechnet. In Andogie zu Rym, ergibt sich der aus den
Strukturfaktoramplituden errechnete Rgym,r 2u0

o 138 .
a—a|Fhk|' Fhk|(])|
— h N j=1 (12)
[o]
a Fr

hk

m,F

Um ene moglichs schndle Daenaufnahme zu gewdrlegen, eéwa zum Untersuchen
von Ubergangszustanden, it die Laue Technik entwickelt worden. Hierzu exponiert man den
Krigdl ener ganzen Bandbreite von unterschiedlichen Wedlenldngen (,white X-rays') auf
enma und deckt so mit nur ener enzigen Aufnahme einen Grofdel des reziproken Gitters
ab. Hierba kann der Krigal um 360° um eine Achse (,rotation method*) oder nur Uber einen
klenen Winkd (,oszillation method‘) gedrent werden Allerdings is diese Methode be
groRem Drehwinkd durch gtark Uberlappende Reflexe und be kleinem Drehwinke durch die
erhebliche Unvollgandigkelt der resultierenden Datenséize sehr limitiert.
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2.6 Das Phasenproblem

Das wohl berihmteste Problem auf dem Feld der Rontgengtrukturandyse ig das
Phasenproblem. Es rihrt von der Unmdglichkeit in Andogie zur Lichtmikroskopie her,
gestreute  kurzwdlige Rontgengrahlung durch Linsen wieder zu fokussieren. Dieser Schritt
muld rechnerisch bewdtigt werden. Durch die Messung der Intendtéten der Reflexe geht die
Information Uber die Phasen der auftreffenden Strahlung verloren. Leider it die Konstruktion
eines phasensengtiven Detektors technisch noch nicht rediderbar. Ein fur die Errechnung
ene Elektronendichtevertelung und damit fir die Losung ener Struktur erforderlicher
Strukturfaktor besteht jedoch aus Strukturfaktoramplitude und Phaseninformation. Da nun die
Hafte der efordelichen Daten nicht zur Veflgung deht, i die Lésung ener
Krigdlgtruktur kein mathematisches Routineproblem. Einige experimentdle Methoden, diese
zu den Strukturfaktoramplituden zugehtrigen Phasen zu bedimmen, sollen im Folgenden

kurz vorgestellt werden.

2.6.1 DerlIsomorphe Ersatz

Isomorphe Krigdle snd (anndhernd) gleich in der Krigdlform, in den Einheitszel-
Dimensonen und der Struktur der chemischen und biologischen Bedtandteile. Oft snd nur
enzene Atome ausgetauscht. Der hohe Wassergehdt von Proteinkrigdlen erlaubt  es,
Schwermetdlverbindungen in die Loésungamittdkande enzudiffundieren, um S0 zu enem
,haiven" Krigdl enen hierzu isomorphen ,deivaiseten Krisgdl zu eddlen. Das
Einbringen von Subdraen, Inhibitoren, oder modifizieten Aminosiuren snd  wetere
Mdglichkeiten, Kriddle zu deivaisgeren. Kirzlich i es sogar gdungen, mit Hilfe von
Rontgendrahlung ener gewissen Welenldnge die Disulfidbriicken im  Proteinkrigdl zu
zerstoren und anhand der resultierenden veranderten Atompostionen die Daten zu phaseren
(Bourenkov, 2001).

Diese derivetigerten, isomorphen Kridale weisen an einer oder an mehreren exakt
definieten  Podtionen im  Protein  oder Proteinkomplex, verglichen mit den nicht-
derivatisgerten Krigdlen, ene unterschiedliche Elektronendichte auf. Diese Eigenschaft wird
fur die Phaserung wie folgt genutzt:
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Der Strukturfaktor Fng hangt von den Podtionen und der Streukraft der in der
Elementarzelle enthdtenen Atome a. Wenn etwa das Hinzufiigen enes Schwermetdls die
Proteingruktur nicht durchbricht, so ergibt sch fir die Strukturfaktoren von nativem Krigal
Fp,nk und Derivat Fpy i folgende Beziehung:

Fen=FumtFemaU Frng=Feum- Fpn (13

Jeder dieser Strukturfaktoren begtzt eine Phase und ene Amplitude, wobel nur die
Amplituden bei Datensatzaufnahme gemessen werden. Wenn es nun gelingt, die Lage des/der
Schweratome(s) in der Elementarzelle zu bestimmen, kann der Strukturfektor Fp g fur das
Schwermetall, der nun Phaseninformation enthdt, errechnet werden.

Die Ermittlung der Schweratomlagen efolgt mit der sogenannten Pattersonmethode
(sehe auch Kapitd 2.6.3). Die Patterson—Funktion beschreibt die Gesamtheit dler Vektoren
zwischen den Atomen ener Krigdlstruktur. Hierzu benutzt se die Quadrate der Ausdriicke
fur die Strukturfaktoramplituden. Das hat zur Folge, dad der die Phaseninformation
enthdtende Imagindrtell entfalt. Wenn zwei Atome in der Struktur um den Vektor (u,v,w)
voneinander entfernt sind, so erscheint dieser Vektor (u,v,w) in der Petterson-Funktion. Die
Hohe der Peaks in der Patterson-Funktion ist anndhernd proportional zum Produkt der
Atomzahlen der Atome, die den Beginn und das Ende des entsprechenden Vektors £stlegen.
Haufig verwendet man nach Glechung 13 ene sogenannte geschafte Differenz - Patterson
Funktion ds Fourieesummation mit den Koeffizienten (Fpuma| - |Fepra)® und dem
Phasenwinkd null.

Schweratom- Schweratom-Absténde werden daher die Patterson-Funktion dominieren,
und so kann die relative Lage der Schweratome zueinander, unter Beachtung der Raumgruppe
die Koordinaten x,y,z fur die Schweratome und damit die Phaseninformation fir den
Strukturfaktor Fy g fir diese Telgtruktur ermittelt werden. Bekannt Snd nun Fy n, FpH,hk|
und |Fp ni, und S0 ist es moglich, nach Abbildung 17 den Phasenwinkel a zu bestimmen.
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Abb. 17: Konstruktion der Proteinphasen beim multiplen | somor phen Er satz

Der Strukturfaktor Fppg des bekannten Schweratomteilmodells wird as Vektor
dargegestellt. Um den Startpunkt des Vektors wird ein Kreis mit dem Radius |Fp | und um
den Endpunkt ein Kreis mit dem Radius Fpy ha| gezogen. Die Schnittpunkte der Kreise

ergeben jeweils zwei mogliche Phasenwinkel ap; und ap, fir jede gemessene
Strukturfaktoramplitude (links). Erst ein zweites Derivat Eqng und Fponal) ermoglicht

eine eindeutige Identifizierung des Phasenwinkelsa.

Mit nur enem Derivat PH bleben fir jeden gemessen Reflex zwei mdgliche
Phasenwinkd. Erg mit enem 2zweten Derivat PQ, wobe beide Schwermetdle an
unterschiedlichen Orten binden muissen, i der Phasenwinkd a eindeutig  bestimmbar.
Allerdings kann hier aufgrund der Zentrosymmetrie der Patterson—-Funktion zwischen den
Koordinaten X,y,z und —x,-y,-z nicht unterschieden werden. Die folgende Berechnung der
Proteinphasen efolgt mit beiden mdglichen Koordinaten, wobel die richtige Vaiante die
korrekte Elektronendichtekarte liefert, wédrend die fdsche das jewelige Spiegdbild
produziert (be spielsweise linksgangige satt rechtsgangige a - Helices).

Sind die Proteinphasen berechnet, so kdnnen weitere Schweratomlagen in sogenannten
Differenz-Fourier  Elektronendichtekarten lokaisert werden. Beruhend auf der Fourier-

Summaion mit den Koeffizienten |Fpyna|-|Fpna| und den Protein-Phasenwinken ap
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korrespondieren Peaks in der Elektronendichtekarte mit Schweratomlagen. Neben enem
ehohten Kontras im Veglech zu Pdateson Andysen lidfet diese Vorgehensweise
Koordinaten des gleichen Ursprunges fir das neue Deriva, wie fir die initide Phaserung

verwendet.

Wenn mehrere Schwermetalle immer an die gleiche Stelle im Protein binden, so &%
dies keine Entscheidung in Bezug auf den richtigen Phasenwinkd zu. Etwa in enem solchen
Fal macht man sch das Phdnomen des anomaen Sreuens zunutze. Normderwese ig die
resultierende Streustrahlung genau um 180° phasenversetzt zur anregenden Rontgenstrahlung.
Hat der enfalende Rontgenstrahl aber eine Energie, die in etwa ener Absorptionskante im
Schwermetal entspricht, o it dies Prinzip auler Kraft gesetzt. Die Phasenverschiebung ist
jetzt von 180° verschieden und das Friedd’sche Gesetz (Fry=F-hk1) it auler Kraft gesetzt.
Vidmehr entspricht die Differenz zwischen den Friedd-Paaren dem anomden Streubeitrag
der Schweratome. Das entscheidende beim Strukturfaktor Fang des anomaen Streuers ist, dal3
er aus einem reden und enem komplexen Tel besteht, wie in Abbildung 18 gezeigt. So kann
mit Hilfe des anomden Streuers auch der Phasenwinkd a bestimmt werden. Zwar ist der
anomde Streubeitrag vom Betrag her klein, er ig aber mit wenig Fehlern behaftet, da er im
sdben Krigdl wie das egentliche Derivat gemessen wird und daher Fehlerqudlen, wie
Nicht-I1somorphie, auszuschlief3en sind.
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A Imaginir

Abb. 18: Identifizierung des Phasenwinkelsa durch anomale Dispersion

Der Strukturfaktor Fang des anomalen SchweratomTeilmodelles besteht aus einem realen
und einem imaginéren Teil. Somit &t sich auch Uber die Anomalitét eines Derivates der
korrekte Phasenwinkel eindeutig bestimmen.

2.6.2 Multiple Anomale Dispersion

Multiple Anomade Digperson (MAD) is ene rddiv neue Mehode zu Phaserung und
kann prinzipidl ds Spezidfadl des MIR betrachtet werden. Da es jedoch fir die
experimentdle Durchfthrung von MAD-Experimenten zwingend eforderlich i, da3 ene
Rontgendrahlquelle mit fre wahlbarer Wellenlange zur Verfligung steht, i man auf Mel¥zeit
an enem Synchrotron angewiesen. Waterhin essentidl  fir  MAD—-Messungen ist  das
Vorhandensain enes anomaen Streuers im Krigdl. Im Idedfadl enthdlt das zu untersuchende
Protein  bereits Schwermetdlle ds Co-Faktor (beispidsveise Eisen in H&m - Gruppen).
Andernfdls kann  maen versuchen, Schwermetdlsdzverbindungen enzudiffundieren.  Eine
weitere elegante Methode wurde 1997 von S. Doublie entwickelt (Doublie, 1997). Hier wird
Sdeno-Methionin wéhrend der Expresson angdle von natlrlichem Methionin  biologisch
eingebat.
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Da aomare Formfaktor enes anoma dSreuenden Atoms, fanom, Setzt dch nach

Glechung 14 aus enem wdlenldngenunabhangigen (fp) und enem wdlenldngenabhangigen
(f(1)) Tel zusammen.

foo=f+f(&)=f +f(g+if'(g (14)

anom

Datenséize werden nun bel drei verschiedenen Wdlenléngen aufgenommen. Gemessen
wird bel ener Wellenldange | 1, dem sogenannten ,,edge’ — Datensatz, bel dem der rede Antell
des anomaden Streubeitrags (1) minimd ig (f(1) < 0). Der imaginé&re Tell des anomden
Streubeitrages wird an genau der Wdlenlange |, gemessen, deren Energie exakt einem
gektronischen Ubergang im Schwermetal entspricht.  Hier ist der sogenannte Bijvoet-
Unterschied zwischen den Friedd-Paaren Frg und F.p (Sehe Kapitd 2.6.1) maximd.
Messungen be ene dritten Wdlenlange | 3, wet entfernt von der Absorptionskante des
anomaen Streuers, wo deshab die Beitrage f(1) und f nahezu null sind, erlauben es, die
Anderung des reden Streubeitrages abhdngig von der engestrahiten Wdlenlange, die
sogenannte dispersive Differenz, zu maximieren.

Sowohl die dispersve Differenz (f(1)) ds auch die aomde Differenz (if (1)) sind
proportiond zu den Strukturfaktoramplituden des SchweratomTelmodels und orthogond
zueinander. Somit lassen dch mit Hilfe dieser Differenzen das Schweratom-Tellmodd! [6sen
und aufgrund ihrer Orthogonalitét auch die Phasen eindeutig bestimmen.

Alle efordedichen Messungen konnen am sdben Krigdl aufgenommen werden, was
Fehlerqudlen wie Nicht-lsomorphie ausschlie®. Zusdtzlich snd die fir die Phaserung
genutzten Betrdge (1) und if (I) fast nur abhéngig von den inneren Elektronen der
anomaden Streuer und reaiv zur Auflosung praktisch kongtant. Obwohl die Betrdge der
gemessenen Differenzen in der Grofienordnung des Me¥ehlers fir Strukturfaktoramplituden
liegen, sind so trotzdem oft sehr gute Phasen erzielbar.
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2.6.3 Molekularer Ersatz

Alle bisher vorgestdlten Wege, das Phasenproblem zu l6sen, setzen mindestens die
Aufnahme zweer Datensdize voraus. Ist jedoch die Struktur eines eng verwandten Proteins
bekannt, so kann man versuchen, dieses ds eses Moddl heranzuziehen und so die
Phaseninformation  der  gddgten, vewandten  Struktur mit den gemessenen
Strukturfaktoramplituden zu kombinieren. Diese Methode bezeichnet man ds ,Molekularen
Ersaz‘. Erfahrungsgemd? daf hiebei die Standardabweichung der C®-Atom-Postionen
nicht mehr ads ewa 1 A betragen und die Sequenzidentitét sollte 20-30 % Ubersteigen. Oft
werden diese Bedingungen von drukturel zu untersuchenden Enzym-Substrat oder Enzym-
Inhibitor Komplexen und verwandten Protenen aus anderen Organismen eflllt. Die
exponentidl andeigende Zahl der gddgen Strukturen (Sehe Abbildung 10) erhtht die
Chancen, ein geeignetes Modd| fr den molekularen Ersatz zu finden, sandig.

Das zu behandende Problem it dso, ene bekannte Struktur aus seinem Krigdlgitter
in den Krigdlaufbau des unbekannten Proteins zu transferieren. Die Losungsstrategie hierzu
wurde von mehreren Forschern entwickdt (Hoppe, 1957) (Rossmann and Blow, 1962)
(Huber, 1965). Eine korrekte Plazierung des Proteinmoddls in der Elementarzelle erfordert
ene richtige Orientierung und ene prézise Pogdtion. Diese Bewegung involviet dso ene
Rotations- und ene Tranddionsdbewegung jewels um dre  Frehatsgrade in der
Elementarzelle. Eine dementsprechende sechsdimensionde Suche nach Ubereingimmung it
vom erforderlichen Rechenaufwand nicht praktikabel.

Wie bereits im Kapitel 2.6.1 beschrieben, beinhaltet die PattersonFunktion (Patterson,
1934) die Gesamtheit dler Vektoren der einzednen Atome - bezogen auf einen Ursprung -
zueinander. Daher liegen dle Vektoren, die von Absténden von Atomen desselben Molekiils
herrihren, relativ nah beieinander in Ursprungndhe. Man bezeichnet se ds ,sdf-Patterson
vectors‘. Die Vektoren, die von Atomabstanden mit einem Nachbarmolekll ableitbar sind,
werden ,cross-Patterson-vectors® genant.  Die  sdf-Patterson-vectors  enthdten  die
Information, die nétig i, um das Proteinmoddl im Raum richtig zu orientieren, wéhrend die
,Cross-Patterson-vectors® die Information fur die Pogtionierung in der  Elementarzdle
enthalten.

Die Formeln 15 und 16 geben ausgehend von enem Atom an Postion r=(x,y,z), eénem
zweten Atom an Pogtion r+u und enem den Abgand zwischen ihnen angebenden Vektor

u=(u,v,w) zwe verschiedene Schreibweisen der Pattersonfunktion P(u) wieder. Diese kann
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ds Sdbdfdtung der  Elektronendichteverteilung r(r) in der Elementarzdle verstanden

werden.
P(u) =¢yi(r )ii(r +u)ar (15)
P(u) = P(u,v,w) = \% 2 & & |F.| cos2p(hu+kv+iw) (16)

Wie in Formd 16 erschtlich, ist die Paterson-Funktion eine Fourier-Summation mit
den Intensitéten ads Koeffizienten, da YFne¥% W I, und dlen Phasenwinkdn a gleich null.
Mit Hilfe der PatersonFunktion i e nun mdglich, zundchg ene Rotaions— und
ansthlie®end ene Trandationssuche durchzufiihren, mit anderen Worten, ene Suche im
sechgdimensonden Raum durch zwel Suchen im dreidimensonden Raum zu ersetzen und S0

Rechenaufwand zu sparen.

Das Prinzip der Rotaionssuche beruht darauf, das Suchmodel in kleinen Inkrementen
in dlen dre Raumrichtungen zu drehen. Hierbei werden zu jedem Schritt entsprechende
Strukturfaktoren  Fcge und  ene  zugehdrige Patersondichte errechnet, die mit  der
experimentdl bestimmten Patterson-Dichte verglichen wird. Der Grad der Ubereingimmung
wird anhand enes Korreationskoeffizienten C (Pops,Pcaic) quantifiziert.

C{Pas: Pese) = OPF | 1 T 0o 1

I die Orientierung des Moddls in guter Ubereindimmung mit der  wahren
Orientierung des Moleklls im Krigdl, so ergibt sch en deutlich vom Rauschen abgehobenes
Sgnd in der in Glechung 17 gezeigten Funktion.

I& so die korrekte Orientierung des Molekils gefunden, wird in der dch
anchliefenden  Trandationssuche das  nun  richtig  orientiete Moddl  wiederum
inkrementweise durch den dreidimensionden Raum in der Einheitszele geschoben. Ahnlich
wie be der Rotationssuche wird auch hier wieder fur jeden Schritt die Ubereingtimmung der
Pettersondichten geprift und mit Hilfe des Korrelationsfaktors bewertet.
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Pardld zur Einschdzung der Richtigkeit von Lage und Orientierung des Moddls in
der Elementarzelle Uber den Korrdationsfaktor, kann dies bel der Trandationssuche auch
Uber den kristallographischen R-Faktor (Gleichung 18) geschehen

o]
a || Fobs,hkl| - k|FcaIc,th||
hki

[9)

a

hki

(18)

F obs,hkl

Eine klar identifiziete Strukturlosung Uber den molekularen Ersatz wird dch im

Korrdationsfaktor deutlich pogtiv. und im R-Faktor deutlich negativ von der zwetbesten
Ldsung unterscheiden.

Abschlief?end sai bemerkt, dal3 die Zerlegung des sechsdimensonaden Suchvorgangs
in zwel dredimensonde Suchen zu einer Veringerung des Kontrastes bel der Patterson
Rotationssuche fuhrt. Ab und zu i es mdglich, durch Symmetrielberlegungen enige
Dimensonen von der Suche auszuschlieBen, so dad letztendlich ene  rechnerisch
durchfihrbare 6-n — dimendonde Suche zu bewdtigen blabt. In GrenZfdlen kann ene so
modifiziete Suche zum Erfolg fihren, wo die normae Patersonsuche kein verwertbares
Ergebnis liefert.

2.7 Elektronendichtemodifikation und Modellentwicklung

Unter Zuhilfenehme der berechneten Phasen aep und der  gemessenen
Strukturfaktoramplituden YFqpd2 kann ene erste Elektronendichtekarte errechnet werden.
Diexe ig héaufig nur von geringer Qudité. Da aber eine moglichst gute Elektronendichte ihre
Interpretation durch ein Proteinmoddl vereinfacht und andererseits ein gutes Moddl ene
bessere  Elektronendichte  bewirkt, kann  man durch Einbringen von  zusézlichen
Informationen die Qualitét der Elektronendichtekarte steigern. Aus dem verbesserten Moddll
lassen dch genauere Phasenwinkd ameq berechnen, die zusammen mit den gemessenen
YFopd2 die Ermittlung ener  verbessaten  Elektronendichtekarte  ermoglichen.  Dieser
beschriebene Zyklus wird bis zur Konvergenz wiederholt.

Veschiedene Methoden werden neben der reinen Weterentwicklung  des
Proteinmodd s eingesatzt, um die experimentelle Elektronendichte zu verbessern.
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Zun&chd i die Elementarzelle aufgeteilt in Bereiche, die von Protein besetzt snd und
andererseits Bereiche, die von Wasser aufgeflllt snd. Diese Bereiche kdnnen nach enem
Algorithmus von B.C. Wang bestimmt werden (Wang, 1985). Die Elektronendichte wird in
diesen wdd¥igen Beechen auf enen konganten, physkdisch snnvollen Wert gesetzt
(»solvent flattening®). Nach Maithews kann hiefir der rdative Solvensgehdt der
Elementarzelle bestimmt werden (Matthews, 1968).

Liegt das zu untersuchende Protein ads Multimer vor, von denen mehrere Monomere
aufgrund von nicht-krigtdlographischer Symmetrie die asymmetrische Einheit bilden, so kann
man hier die Elektronendichten zwischen gleichen Monomeren mitteln (Kleywegt and Read,
1997). Dieses Verfahren rdativiert aufgetretene Fehler bel der Phasenbestimmung.

Es ist bekannt, dal3 die relative Anzahl der Gitterpunkte in der Elektronendichtekarte
die enen bestimmten Wert aufweisen, nur von der Auflésung des Datensaizes, nicht aber vom
Protein sdbst abhdngen (Zhang and Main, 1990). Durch sogenanntes ,hisogram matching
kann das experimentelle Elektronendichtehisogramm an das optimae Histogramm angepald

und so eine Verbesserung der Elektronendichte erzielt werden.

Weitere Methoden sind die Skeletoniserung (Baker et al., 1993), die Anwendung der
Sayre schen Glechung (Sayre, 1974) (Zhang and Main, 1990) und das sogenannte ,,solvent

flipping* (Bricogne, 1974).

Der effektivde Weg, die experimentele Dichte zu verbessarn, ig die Entwicklung
enes Proteinmoddls. Legungsfanige Computer snd in der Lage die erechnete
Elektronendichte dreidimensonad darzugtdlen. Zunéachst wird versucht, in diessr leeren
Elektronendichtekarte  Sekundérstrukturdlemente wie  a-Hdices oder b-Fdtblatter zu
ekennen und ds poly-AlaninKette in das Model enzubauen. Berechnet man die
Elektronendichtekarte mit den sch ergebenden Phasenwinkdn ameq neu, so wird de sch
quaitativ verbessern. Is des initide Model noch sehr unvollgténdig, so kaan man durch
Phasenkombination  mit  den  experimentdl  bestimmten Phasen  ene  verbessarte
Elektronendichtekarte  erziden. Man  versucht nun, in dieser  Elektronendichtekarte
entgprechende  Konnektivitdten zwischen den  Sekundérstrukturelementen zu  erkennen und
wiederum ds Poly-Alanin Kette zu moddlieren. Nach enigen Interpretations-Zyklen sollte es
moglich san, die Proteinkette vollsténdig zu verfolgen. Es folgt der Einbau der Seitenketten,
deren Erkennung die sich stetig verbessernde Quditét der Elektronendichtekarte erméglicht.
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Be ener expeimentdlen Elektronendichtekarte, die durch molekularen Ersaz
erhdten wurde, beginnt man nicht mit einer leeren Dichte, sondern mit dem Model, das zur
Phaserung verwendet wurde. Man entfernt nun die Bereiche aus diessm Model, die sch von
dem kristdlidgerten Protein unterscheiden. Nach ener Neuberechnung der Elektronendichte
beginnt man, die verdandeten Bereiche im Molekdl - wie oben beschrieben - neu zu
moddlieren.

Beim gesamten Vorgang des Moddlbaus ist es entscheidend, dal? mit jedem Zyklus
eine Verbesserung der neu resultierenden Elektronendichtekarte einhergeht. Interpretiet man
diese fasch, so fihrt dies zu ener Verschlechterung der Phasenwinkd, und dies verhindert
enen efolgreichen Fortschritt der Arbeit. Es se daher angeraten, mit dem Modelbau sehr
konsarvetiv voranzuschreiten und nur eindeutig identifizierbare Objekte in das Protein-Modéll

neu aufzunehmen.

Kirzlich wurden auch automdiserte Varianten des Moddlbaus entwickdt. Kurz
ewdhnt ssien hierzu die Skdeoniserung der Elektronendichtekarte zur Erleichterung der
Auffindung von Sekundérgtrukturdementen (Swanson, 1994), die automatische Erkennung
der optimden Setenkettengeometrie (Jones et al., 1991) und das bis zur Konvergenz
zyklische Durchlaufen von Moddlbau und Vefenerungsschritten (Lamzin and  Wilson,
1997). Fiir das letztgenannte Verfahren sind dlerdings noch Daten gemessen bis zu ewa 2 A
Auflosung  eforderlich.  Allerdings gibt e  hier in  letzter Zet  erheblichen
Entwicklungsfortschritt, so da? moglicheeweise in Kirze auch Elektronendichtekarten,
ermittelt bel geringerer Auflésung, eektronisch interpretiert werden kdnnen.

2.8 Verfeinerung des molekularen Modells

Nach der ersten Elektronendichtekarteninterpretation, sowie nach jedem Zyklus der
Moddlweterentwicklung, wird das vorlaufige Modd gegen die  bestimmten
Strukturfaktoramplituden |Fopd verfeinet, um diese in bessere Ubereingimmung  mit  den
berechneten Strukturfaktoramplituden |Fcac| zu bringen. Da aber die Anzahl der experimentell
bestimmten |Fong die Anzahl der zu bestimmenden Parameter nicht deutlich genug Ubersteigt,
missen zusiizliche Faktoren in diese Vefanerungsrechnung mit eingehen. Die von R. Engh
und R. Huber 1991 entwickdten Standard-Parameter fir Bindungswinkd — und
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Bindungdéngen (Engh and Huber, 1991) werden daher ds zusiizliche Komponente in die
Kraftfeldberechnung zur Modell-Vefanerung mit aufgenommen.

Durchgefihrt wird nun en sogenanntes ,podtiond refinement”, wo die Lage der
enzelnen Atome an die Orte maximaer Elektronendichte angepald® wird. Hierbe wird sowohl
das Kraftfeld, verursacht durch Elektronendichtgradienten, ds auch en zusitzliches Kraftfeld,
beruhend auf den Engh & Huber — Parametern, bericksichtigt. Ein zweter Verfeinerungs-
schritt beruht auf dem Grad der thermisch bedingten Dedokdisation vom Mittelwert der
Atomposition. Dieses sogenannte ,B-factor—refinement®  wird eingegrenzt durch die
Bedingung, dal? in der Struktur benachbarte Atome eine @hnliche Dynamik aufweisen miissen.
Um ener Vefenerung gegebenenfdls zu ermdglichen, en lokdes energetisches Minimum
zu Uberwinden, oder, mit anderen Worten, den Konvergenzradius der Verfenerung zu
erh6hen, gibt es das Mittd des ,Smulated anneding” (Bringer et al., 1990). Hierbel wird das
vorlaufige Moddl unter Beachtung geometrischer und krigdlographischer Grenzen mittds
molekulardynamischer  Rechnungen bis auf 3000-5000 K erhitzt und anschlieRend langsam
aif Raumtemperatur abgekihlt, so dad3 die Atome zunehmend geringer um ihre
Gleichgewichtsposition schwingen.

Um die Quditd eines Moddls zu beurteilen, gibt es neben dem R-Factor (R) aus
Gleichung 18 auch noch den sogenannten freen R-Faktor Ryee) (Bringer, 1992). Dieser wird
aus 5 % der gemessenen Reflexe berechnet, die nicht in die Vefeinerungsrechnungen mit
enbezogen werden. In enem richtigegn Moddl sollte be guter Datenquditd nach der
Vefeneung der Zahlenwert des R-Faktors das Zehnfache des Zahlenwertes der Auflésung
nicht Ubersteigen und der Ryee —Wert nicht mehr ds 5 % Uber dem R Faktor liegen. Zusdtzlich
sllte die Standardabweichung der Bindungddngen im Moddl von den Idealbindungdangen
nicht gréRer sein als 0.010 A.



Kristallstrukturen der Tryptase Isoformen bla und ki1l im Komplex mit den bifunktionalen Inhibitoren
BYK 150640, BYK76935 und NS222 48

3 Kristallstrukturen der Tryptase Isoformen bla und blll im
Komplex mit den bifunktionalen Inhibitoren BYK150640,
BYK76935 und NS222

3.1 Vorbemerkungen

Mastizdlen snd, wie vorgehend in Abbildung 3 gezeigt, der Zdltyp, der wesentlich
die initide Immunantwort bedratet. Der Inhdt der Mastzdl-Granula is  hauptsichlich
verantwortlich  fir die direkt efolgende dlergische Resktion (dehe auch Keapitd 1).
Tryptasen gdlen bis zu 90% des Proteinanteils dieser Granula dar. Wie anhand von
Haufigkeitsuntersuchungen auf der mRNA-Ebene gezeigt wurde, snd b-Tryptasen die
Tryptase-1soform, die vornehmlich in Madzdlen exprimiet wird (Xia et al., 1995). Hierbe
Ubergteigt das Expressionsniveau der b-Tryptasen das der a - Tryptasen um das Doppelte.

Serinproteinasen, wie etwa digenigen, die die Blutkoagulationskaskade oder das
Komplementsysem dargdlen, snd durch eine genaue Bdance von ZymogenAktivierung
und Inhibition durch Serpine (,serine proteinase inhibitors') dreng reguliet (Travis and
Savesen, 1983). Serinproteinasen, wie Neutrophil-Elastase, CathepsinG oder ,prostate
specific antigen”, die direkt ds reife Proteinase sekretiert werden, werden ebenfdls schnell
durch in der Lunge oder im Serum enthatene Serpine inhibiert (Travis, 1986) (Lilja, 1997).
Umso erdaunlicher it es daher, dal3 bis heute keine endogenen Inhibitoren gefunden worden

snd, diein der Lage waren, humane b-Tryptasen zu regulieren.

Aufgrund der von unserer Gruppe geldsten Krigdlstruktur der humanen bll-Tryptase
waren wir in der Lage fir diesen Umstand eine Erkl&rung vorzuschlagen (Pereira et al.,
1998). Baserend auf der aus der Krigdlstrukturandyse resultierenden Elektronendichtekarte
war es maglich, ein flaches, quadratisches Tetramer mit ener intrindschen pseudo-222-
Symmetrie ds aktive Tryptase-Konformation zu podulieren. Die aktiven Zentren der vier
Tryptase Monomere zeigen hierbel in das Innere ener zentrden Pore. Die raumlichen
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Ausmalle dieser zentrden Pore sind s0 gering, dald es den meisten proteinogenen Inhibitoren

unmoglich i, zum aktiven Zentrum vorzudringen.

Der Regulation der humanen b-Tryptase scheint daher, wie in Abbildung 6 gezeqt,
eher dem Gleichgewicht zwischen dem ingkiven Monomer und dem Glykosaminoglykan
dabiliserten Tetramer zu obliegen. Verschiedene Einflisse wie pH-Wert, lonengstérke und
Glykosaminoglykant Konzentration  beainflussen hierbel  die Gleichgewichtdage (Alter et al.,
1987; Lindstedt et al., 1998; Ren et al., 1998; Schwartz and Bradford, 1986). Die initide
Regulation der Tryptase direkt nach ihrer  Expresson und Heparin-abhangiger
Tetrameriserung efolgt durch Kompatmentaliserung. Hierbei werden die aktiven, Heparin-
dabiliserten b-Tryptase-Tetramere zundchst in den Granula der Madtzelle gelagert und 0 an
ihrer proteolytischen Aktivitét gehindert. Erst ihre Freisstzung - folgend auf die Aktivierung
der Madtzelle - erlaubt b-Tryptase-Aktivitse im umgebenden Medium. Allerdings beschrankt
die geinge Proteoglykan-Konzentration die Lebensdauer des b-Tryptase-Tetramers an
seinem Wirkort und i somit Tel des Tryptase-Regulaions-Mechanismus. Mit  dieser
Vorgdlung konsgent is die Beobachtung, dad Glykosaminoglykan-Antagonigen, wie
Neutrophil-Laktoferrin, Myeloperoxidase und Antithrombin 11l in der Lage dnd, die b-
Tryptase-Aktivité in vitro zu reduzieren (Rice et al., 1998) (Alter et al., 1990) (Elrod et al.,
1997) (Cregar et al., 1999).

Die enorme Klinische Rdevanz, die Tryptase fur verschiedense Krankheiten, dlen
voran Agshma, ha, macht die Inhibiton von b-Tryptasen ds Alternative zur
Cortisonbehandlung zu ener atraktiven und sehr  dark  konkurrierend  bearbeiteten
pharmazeutischen  Aufgabengtedlung.  Vide Gruppen haben bisher  versucht, effektive
Tryptase-Inhibitoren zu entwickeln (Sturzebecher et al., 1992) (Caughey et al., 1993) (Ono et
al., 1999) (Burgess et al., 1999) (Wright et al., 1999) (Schwartz, 1990) (Clark et al., 1995;
Clark et al., 1996) (Blar et al., 1997) (Combrink et al., 1998; Erba et al., 2001) (Schaschke et
al., 2001). Die meisen der bisher synthetiserten Verbindungen eignen sch sghr gut, um
b-Tryptasen im Rahmen von in vitro-Studien sdektiv zu inhibieren. Ein ds Anti-Allergie-
Préparat einsetzbares Molekil konnte bisher dlerdings noch nicht erfolgreich entwickdt

werden.

For das Desgn von potenten b-Tryptase-Inhibitoren it es von entscheidender
Bedeutung, dad diese die Bindung zu Tryptasen der Bindung zu anderen, dnlichen Trypsn-
atigen Serinproteinasen um mehrere  GrofRenordnungen  bevorzugen. Eine wichtige Roalle
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hierbe spiden die Kopfgruppen der jeweligen Inhibitoren und ihre Pal3genauigkeit fir das
aktive Zentrum der Tryptase-Monomere. Aul3er dem Proteasom (Groll et al., 1997) ig
Tryptase die einzige oligomerische Proteinase in Eukaryonten mit einer bekannten und gut
definierten Geometrie der aktiven Zentren zueinander. Das besondere Arrangement der vier
aktiven Zentren im b-Tryptase-Tetramer bietet die enzigatige Geegenhet, bifunktionade
Inhibitoren zu entwickeln, die die Lucke zwischen den aktiven Zentren Uberbricken. Das
Prinzip der Multifunktionditét wurde zunéchst in der Cheda-Chemie edbliet (Page and
Jencks, 1971) (Spike and Parry, 1953) und spéter in der Natur ds ein generdles Prinzip
entdeckt, um Sdektivitdée und Bindungsaffinitdd in  molekularen Erkennungsprozessen  zu
erhohen (Crothers and Metzger, 1972) (Mammen et al., 1998). Da sich Tryptasen und andere
Trypsn-atige Serinproteinasen in Bezug auf die Architekiur der Subsratbindungsstellen
dak dndn, i es en entschedender Vortell, den spezidlen Aufbau des b-Tryptase
Tetramers fir das Desgn von multifunktionden Inhibitoren zu nutzen. Hierbe erhdht sich
nach den von Mammen und Jencks podulierten Grundséizen die inhibitorische Potenz enes
n-funktionalen Inhibitors um n Grof¥enordnungen (Mammen et al., 1998) (Jencks, 1981). Eine
Bifunktionditét enes etwaigen b-Tryptase-Inhibitors wirde sich dso entscheidend pogtiv
auswirken. Allerdings i der taisichliche Bewels der wirklich bivdenten Bindung enes
entsprechend entworfenen Inhibitors bisher in keinem Fal erbracht worden.

In diesem Kapitd sollen die Krigdlsrukturen von zwe bisher ungddsten b-Tryptase-
Isoformen, der blaTryptase und der blll-Tryptase vorgestellt werden. Beide Isoformen
werden in Magtizdlen in grof?en Mengen exprimiert. Die Krigdlgtrukturen erlaubten es, die
nativ relevante b-Tryptase-Tetramer-Architektur eindeutig zu bestimmen. Die in der Wdt der
Serinproteinasen  einzigartigen  Eigenschaften  der b-Tryptase-Struktur - werden  vorgestdlt.
Gemensamkeiten und Unterschiede der enzelnen b-Tryptase-Isoformen werden verglichen
und diskutiert.

Diee Isoformen wurden ds Komplex mit dre  verschiedenen, bifunktionden
Inhibitoren krigdlisert. Die entsorechenden Krigdlsrukturen delen die ersen gedsten
Krigdlgrukturen von bivdent inhibieten Tryptasen dar und dienen ferner dazu, die
molekulare Komposgtion diessr Inhibitoren as Latdrukiuren zu etablieren und welter zu

optimieren.
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3.2 Materialien und Methoden

3.2.1 Klonierung und Expression

Hier gechildert ist das von F. Zettl entwickelte Protokoll zur Tryptase-Aufrenigung
(unpubliziert). Zur Expresson der Tryptase-1soformen blaTryptase und blll-Tryptase
im Hefestamm pichia pastoris wurde die jewells entsprechende cDNA in den
Expressonsvektor pPICZAa kloniet. Das Klonierungsschema it in Abbildung 19
dargestellt.

a-Faktor :
Tryptase /‘ Tryptase

A) AOX1TT B) \AOXl TT

‘PTEFI
PEM7
o roxi \ 5 AOX1 pPICZ-Trp
pPICZa ' _ J Peur
Zeocin'

, /Zeoci n'
CYCLTT -
S pUC ori CYCLTT

puUC ori

Abb. 19: Vektor -Konstrukt zur Expression der Tryptaselsoformen

Die Tryptase cDNA wurde in einen pPICZa -Vektor kloniert (Teilbild A). Das fertige
Konstrukt ist in Teilbild B gezeigt. Das a-Faktor , |eader-peptide” ermdglicht die Sekretion
des exprimierten Proteins. Die Zeocin-Resistenz dient zu Sel ektionszwecken.

pPICZAa igd dan Hefe-Expressonsvektor von ener mit 3.6 kbp rdativ geringen
GroRe, der spezidl fir die starke Uber-Expresson und anschlieRende Sekretion von Proteinen
entwickelt wurde. Die Uber-Expression der klonierten Tryptase-Isoform wird durch den dem
Gen vorgeschdteten 942 bp langen AOX1-Promotor ermdglicht, dessen Aktivitd durch
Methanol-Zugabe induzierbar ist. Die Préasenz des a-Faktor-Propeptids, das as ,leader-
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peptide’ zusammen mit der Tryptase exprimiert wird, erlaubt den Transport des klonierten
Proteins aus dem Cytosol, und wird dann, nach erfolgter Sekretion, abgespalten.

Der Ligdionsansstz wurde in E. Coli DH5a-Zdlen dektrotransformiert und auf
Zeocin  enthdtenden LB-Agar-Platten  ausgedrichen.  Zeocin  id  en  Mitglied der
Bleomycin/Phleomycin-Familie, das aus Streptomyces isoliet wird. Es handdt sich hierbe
um en Bratband-Antibiotikum mit ener hohen Toxizitdd gegen Bakterien, Rlze und
Sugetierzdlen. Diese Wirkung ist durch die Eigenschaft des Zeocins bedingt, DNA-Strange
zu spdten. Eine Zeocin-Resgtenz engteht in den erfolgreich klonieten Kongtrukten durch die
Expresson des Sh ble Gen-Produktes (Streptoalloteichus hindustanus Bleomycin Gen), eines
13.7 kDa Proteins, das Zeocin komplexiert und so dessen toxische Wirkung unterbindet.

Der efolgreich klonierte Vektor wurde in pichia pastoris-Zdlen eektrotransformiert,
die dann auf Zeocin enthadtenden ,Yeast Extract Peptone Dextrose” (YPD)-Agarplatten (1%
Hefe-Extrakt, 2% Peptone, 2% Dextrose, 2% Agar, Zeocin) ausgestrichen wurden. Die
Tryptase-Expresson  efolgte im Fermenter nach dem in  Abbildung 20 gezeigten
Fermentationsschema. Von den YPD-Platen wurde ene Hefe-Kolonie ausgewdhlt und in
BMGY-Medium (1% Hefe-Extrakt, 2% Peptone, 100 mM Kdium-Phosphat, pH 6, 1.34%
,Yeast Nitrogen Basg®, 1% Glycerin) und spéer in BMGH-Medium zu ener Hefe-Kultur
herangezogen. Mit diessr eafolgte die Inokulaion enes Basasdzmediums in  enem
Fermenter. Die Amplifikation dieser Kultur bis zu Zdldichten von etwa 80 g/l wurde durch
Glycerin-Fitterung  ereicht und schlielich  die  Tryptase-Expresson  durch  Methanol-
Fitterung induziert.

Nach Beendigung der Expresson wurden die Hefezdlen abzentrifugiert, das Volumen
des Fermentationamediums mit Hilfe der Ultrefiltration eingeengt und anschliel}end Uber eine
Kationenaustausch- Chromatographiesdule  gegeben.  Durch  Anlegen  eines  Natriumchlorid-
gradienten euierten die an das Saulenmaterid gebundenen Tryptase-Tetramere langsam. Der
Fortschritt dieses Vorganges wurde mit Hilfe von Absorptionsmessungen bel  ener
Wdlenldnge von 280 nm beobechtet. Ein typisches resultierendes Elutionsprofil ist in
Abbildung 21 dargestdlt.
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Abb. 20: Expression der Tryptase|soformen

Dargestellt ist ein Schema, nach dem die Tryptasen exprimiert wurden. Nach dem
Anziehen einer Hefe-Kleinkultur wurde das Volumen des Mediums schrittweise auf 9l
erhoht. Die Tryptase-Expression wurde durch Methanol-Fiitterung induziert.
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Abb. 21: Elutionsprofil der Kationenaustauscher saule

Durch Anlegen eines steilen NaCl-Gradienten wurden die an das Séulenmaterial
gebundenen Tryptasen in zwei , peaks* (hauptséchlich Monomere und Tetramere) eluiert.
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3.2.2 Selektion von niedrig glykolysierter Tryptase

Homogenitdt des zu krigdliserenden Materids ist fur den Erfolg der Krigdlisation
von erheblicher Bedeutung. Bel den exprimierten Tryptase-lsoformen handdt es sch in dlen
Fdlen um Glykoproteine mit jewels zwe oder dreé Glykolyserungsorten pro Tryptase-
Monomer. Der Vorgang der Glykolyserung in der Zele findet jedoch nur sdten vollstandig
dat, so da? mit hoher Wahrschenlichkeit immer enige Glykolyserungsorte unbesetzt
bleiben. Zuckerrete auf der Moleklloberflache gdlen hydrophile Zentren dar. Eine
ungleichmédige Besstzung dieser Zucker-Bindungsstellen beantrachtigt die
Krigalisationsausschten schwerwiegend. Daher wurde fir die Krigdlisaion lediglich
Materid verwendet, das moglichs gering glykolyset war, um so ene moglichs hohe
Homogenitdt der Probe zu eziden. Abbildung 22 zeigt en SDS-Gd nach Laemmli
(Leemmli, 1970), auf dem die enzdnen, Tryptase enthdtenden Fraktionen der
K ationenaustausch- Chromatogrephie  aufgetragen snd. Die stark  verschwommenen Banden
im hochmolekularen Bereich dgndiseren darke Glykolyserung. Daher wurden die mit F1
zusammengefal¥en Fraktionen fur Krigalisationsexperimente verworfen und lediglich  der
mit F2 bezeichnete Antell der Tryptasepréparationen weiter verwendet.

Fraktion Nr.
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 M
90 kDa
60 kDa
30kDa
24 kDa
F1 F2 W 12kDa

Abb. 22: SDS-Gel zur Selektion niedrig glykolysierter Tryptase-Tetramere

Das Gel zeigt die von der Kationenaustauschersdule eluierten Fraktionen 23-34 die auf
einem reduzierenden SDS-Gel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt wurden. M
bezeichnet einen mit aufgetragenen Molekulargewichtsmarker. Die TryptaseBanden
migrieren auf dem Gel bei etwa 30 kDa. Die mit F2 bezeichneten Fraktionen wurden als
niedrig glykolysiert vereinigt und fir die Kristalisation verwendet. Mit F1 bezeichnete
Fraktionen wurden fur die Kristallisation verworfen.
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3.2.3 Inhibition

Ein Zusaz von Proteinase-Inhibitoren zum Schutz des exprimierten Proteins vor dessen
proteolytischem Abbau wahrend der Préparation war nicht erforderlich.

Fur die Co-Krigdlisation bifunktionder Inhibitoren mit b-Tryptasen wurden die b-
Tryptasen mit den jewelligen Inhibitoren in Hinblick auf die verblebende Restaktivitét der
Proteinasen genau titriet. So ollte e@ne zu hohe Konzentration der Inhibitoren vermieden
werden, da dies moglicherweise einen anderen ds den bifunktionalen Bindungsmodus fordern

konnte.

3.2.4 Heparinbindung

b-Tryptase-Tetramere bendtigen fur ihre Stabilitét die Bindung von Proteoglykanen, wie
zum Begpid Hepain, an ihre molekulare Oberflache. Da fir die efolgreiche Stabiliserung
diesr Tetramere mindesens zwdlfgliedrige Heparinketten eforderlich (Humphries et al.,
1999), diese aber aulerst schwierig homogen zu synthetiseren sind, ist versucht worden, die
Vewendung von Heparin ba der Krigdlisation zu umgehen. Dies gdang durch den Einsaz
von Hochsazbedingungen, die zwischen den einzenen Monomeren exigtierende, hydrophobe
Wechsdwirkungen séaken und daher das b-Tryptase-Tetramer auch ohne Bindung zu
Proteoglykanen dabil blebt. Die von der Kationentauschersiule duierten, niedrig
glykolyserten Tryptase-Fraktionen wurden daher mit Natriumchlorid auf enen Sdzgehdt
von 1.5 M engesdlt.

3.2.5 Einengung der Tryptase-Fraktionen

Die Protein-Konzentration der b-Tryptase-Prégparationen wurde in Zentripreps durch
Ultrefiltration gegen eine Membran mit einer Porengrol}e, die dem Umfang enes globuléren
Proteins mit enem Molekulargewicht von etwa 50 kDa entsprach, erhdht. So it es moglich,
ensdtig der Membran das Protein aufzukonzentrieren, wahrend reiner Puffer durch die

Membran hindurchtreten und dann verworfen werden kann. Auch durch den Zefal von
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Tetrameren eventuell entstandene Monomere koénnen so von der Préparation abgetrennt
werden. Der Vorgang der Ultrefiltration wurde durch den Einsatz einer Zentrifuge und
Zentrifugetion bel etwa 1000facher Gravitationskraft beschleunigt. Hierbel wurde die Probe
fortlaufend auf Niederschlagbildung optisch kontrolliet und der angteigende Proteingehdt der
Prgparation durch Proteinkonzentrationsbestimmungen nach Bradford (Bradford, 1976)
bestimmt. Eine fir die Krigdlistion ausreichende Proteinkonzentration von 6.6 mg/ml
konnte so mihelos ereicht werden, ohne dal3 Telle der Probe aufgrund der erhthten
Konzentration prézipitieten. Um  eventuele Schwebstoffe zu  diminieren, wurde die zu
krigaliserende Prparation in enem abschlielfenden Schritt durch ene Membran mit einer
Porengrofie von 0.22 mm filtriert.

3.2.6 Kristallisation

Die frisch prépariete Proteinlosung konnte fir Krigdlisationsansitze lediglich
efolgreich Uber en Zetfenser von eiwa dre Wochen eingesetzt werden. Vermutlich it die
Hdtbarkeit das b-Tryptase-Tetramere in Losung be 4 °C und den beschriebenen
Hochsal zbedingungen auf diesen kurzen Zeitraum begrenzt.

Fir die Krigdlisaionsansdize wurden 1.5 nmi der Protenlosung mit 1.5 ml ener
entsorechenden  Prézipitanzlosung  auf der  Kriddlisationgplaitform ener  ChrysChem-Platte
(Charles Supper Co., USA) vorgelegt und nach der Methode des ,Stzenden Tropfens gegen
500 m der Prazipitanziosung be Raumtemperatur aquilibriert. Idede Kriddlisations-
bedingungen wurden hierbel mit Hilfe der ,,Hamptonscreens® (Hampton Research, USA) und
der ,house-factorids' (unpubliziet) ermittedt. Sowohl die ,,Hampton-screens' as auch die in
der Arbeitsgruppe Proteinkrigtdlographie, R. Huber, Martingied, entwicketen ,house-
factorids' ddlen e@ne Ansammlung verschiedener Préazipitanzien - kombiniet  mit
unterschiedlichen Puffern und Additiven - dar, die es oft emdglichen, en Proten hingchtlich
dessen  Kriddlistionseigenschaften zu  charekteriseren. So war es  schliedich  mdglich,
Krigdlisationsbedingen zu ermitteln, unter denen kleine, stark verwachsene Krigdlnaden im
Lasfe von dreé Tagen be Raumtemperatur wuchsen. Ausgehend von diessr Bedingung
konnte dann durch Vesuchsehen mit fen adogetimmten Vaiaionen von pH-Wert,
Prézipitanzkonzentration und Prézipitanzat das Krigdlisationsverhaten optimiert  werden.
So entdanden mit ener Prézipitanzlosung, bestehend aus 28 % Polyethylenglykal (PEG)
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4000, 0.08 M Magnesumacetat in einem 50 mM MES Puffer, pH 6.6 im Laufe einer Woche
kleine, anndhernd wirfdartige Krigale. Durch Uberschichtung des Pufferreservoirs mit 50 ni
Mingddl (Sgma Chemicds) gdang es, die Kriddlisaionszeit auf etwa 10 Tage zu
velangen und dabe die Grofe der resultierenden Krigtdle postiv zu beeinflussen. So
wuchsen nun annghernd kubische Krigale mit ener Kantenldnge von etwa 0.01 mm. Mittels
des Barthaares eines Kaninchens wurden einzelne dieser entstandenen Mikrokristalle aus dem
Krigdlisstionsansatz  gefischt und in  enen frischen Kriddlisionsansatz trandferiert
(,macro-seeding®). Auf diese Weise <olite die emneute Krigdlisation nun nur von enem
anzigen Kriddlisationskeim ausgehen, und so dat vider klener, nur en enziger grol¥er
Krigdl entgehen. Im Laufe ener weteren Woche wuchsen die 0 trandferierten
Mikrokrigdle ads Quader weter bis zu ener fir rontgenographische Untersuchungen
hinreichenden Grof3e von etwa 110 mm x 110 mm x 80 mm heran. Bemerkenswert it die kurze
Hatbarkeit dieser Kriddle. Bereits elwa eine Woche nach Beendigung ihres Wachstums
beginnen dch die Sdatenflachen der Krigdle konkav zu verformen. Dieses Verhdten geht
einher mit ener dragtischen Verminderung ihrer Streuleistung.

3.2.7 Datensammlung

Die Ermnte der gewachsenen Kriddle geddtete sch aufgrund ihrer hohen inhérenten
Ingabilitdt und der Tasache, dald se héufig mit dem Boden der Krigdlisationsschde
verwachsen waren, ds sehr schwierig. Mittels einer Skalpdlspitze konnte der Boden dieser
Krigdlisationsschaen leicht deformiet und die Krigdle so gddst werden, ohne se zu
zerbrechen. Ein enzener Krigal wurde anschlie?end aus seiner Mutterlauge gefischt und in
enea vorher dlikoniseten  Quarzkepillare  (Mark-Rohrchen  fir  rontgenographische
Aufnahmen, W. Muller, Belin) montiert. Leider konnten ba ener Rotationsaufnahme be
Raumtemperatur nur sehr wenige auswertbare Reflexe aufgenommen werden. Die hohe
Intenstéd der RoOntgenstrahlung verursachte offenbar binnen sehr kurzer Zeit eine erhebliche
Krigdlschédigung, die ihren Ausdruck in ener dragtischen Reduzierung der Streuleistung
fand. Diese Krigdlschadigung wird zum grol3en Tel durch das Auftreten freer Radikde
verursecht, die durch die Rontgenstrahlung generiert werden, sich durch den Kristal bewegen
und dabel das KrigdIgitter zerstoren.
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Durch die Verwendung von bei —180°C tiefgekihlter Krigtdle fur rontgenographische
Untersuchungen kann die Kriddlschédigung durch Rontgendrahlung  erheblich  vermindert
werden. Hierfir it es eforderlich, da3 das im Krigal enthdtene Wasser wéhrend des
Friervorganges keine Mikrokrigdle bildet, die den Proteinkristall zerstéren wirden, sondern
im dgasatigen Zudand gefriert. Durch das kurzfristige Eintauchen der Krigdle in sogenannte
Kryoprotektantien, wie zum Bespid verschiedene Zucker oder Alkohole, wird ene
Eishildung verhindert. Leider Uberstanden die b-Tryptase-Krigdle diesen Vorgang be kaum
ener verwendeten Kryoprotektanz. Durch langwierige Optimierungsvorgange wurde das
folgende Vefdren entwickdt, mit dessen Hilfe sdbst diese sehr fragilen b-Tryptase-Krigdle
fur den Enfriervorgang vorberatet werden konnen: Zu dem en Volumen von 3 ni
umfassenden Krigdlisationsansatz wurden Uber enen Zeitraum von ener Stunde genau dle
20 Minuten 0.1 m optisch reines L,L-2,3-Butandiol hinzugegeben, so dal3 letztendlich eine L-
2,3-Butandiol-Konzentration von 10 % im Krisdl vorlag. Nach ener Stunde wurde der so
vorbereitete  Krigdl mit ener Haarschlaufe aus dem Kriddlisationsansatiz  gefischt  und
schndl in flissgen Sticksoff getaucht. So prépariete Krigdle waren in flissgem Stickstoff
problemlos Uber einen langeren Zeitraum lagerfanig.

Initide,  rontgenogrephische Untersuchungen wurden mit enem  Kupfer-
Drehanodengenerator  (Rigaku RU 300, Hong-Kong), versehen mit enem Graphit
Monochromator, vorgenommen. Die emittiete  CuKa-Strahlung wurde fir die
Rotationsaufnahmen um enen Drehwinkd von 1° verwendet und die auftretenden Reflexe
mit enem 300 mm ,image plae’ Detektor (Marresearch, Hamburg) aufgezeichnet. Wahrend
der gesamten Datenaufnahme wurde der Kristdl unter Verwendung enes ,cryostream
cryosystems (Oxford Cryosysems, Oxford, U.K.) durch Bedampfen mit enem
Stickstoffstrom bel einer Temperatur von 100 K gehdten Die so aufgenommenen Datensitze
waren fir samtliche Tryptase-Inhibitor-Komplexe im giinstigsten Fall bis zu etwa 3.5 A pllI-
Tryptase + BYK150670) und im schlechtesten Fal nur bis zu ewa 7 A (blll-Tryptase +
NS222) aufgdést und besanden zudem aus oft dak vewischten Reflexen (zur
Strukturformel der Inhibitoren sehe Abbildung 35) . So lief¥en Se besenfals die Bestimmung
der Raumgruppe und der Einhetszeldimensonen zu. Die Pogtion der Inhibitoren war jedoch
aus den resultierenden qualitativ schlechten Elektronendichtekarten nicht zu ermitteln.

Um die Quditd der Elektronendichtekaten zu erhthen, war es eforderdich, die
Auflosung der Daensdize zu vebessan. Die  deutlich  erhdhte  Intendtitét  der
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Rontgengrahlung am deutschen  Elektronen-Synchrotron in Hamburg ist hierzu gut gedignet.
Daher wurden sémtliche Ko-Kriddle an der ,wiggler-beamling® BW6, die an den DORIS
Ring gekoppdt ig, neu vermessen. Erheblich verbesserte Auflésungen von 2.4 A fir bla
Tryptase + BYK76935, von 2.3 A fur blll-Tryptase + BYK150640 und von 3.5 A fiir bllI-
Tryptase + NS222 konnten auf diese Weise ezidt werden. Samtliche Datensdtze wurden in
Abhéngigkeit zur Krigdlmosazitd und zur Raumgruppe Uber einen Gesamtmef3bereich von
180 ° in Winkdinkrementen von 0.8 ° pro Bild aufgenommen. Das Phanomen der bei dem am
Drehanoden Generator aufgenommenen Datensaiz  auftretenden Verzerrung der  Reflexe
konnte durch die Datenaufnahme am Synchrotron eingeschrankt, jedoch nicht behoben

werden.

3.2.8 Phasierung

Die Reflexe dler dreé Daensdtize wurden mit krigdlographischen Rechenprogrammen
augewertet. Unter Benutzung von MOSFLM, Veson 6.1 (Ledie, 1991) wurden die
Einhatszdldmesionen emittdt und verfenet, die Raumgruppe besimmt und sdmtliche
Reflexe hingchtlich ihrer Glaubwirdigkeit andyset und integriet. Mit den Programmen
SCALA und TRUNCATE da CCP4 suite (Collaborative Computationa Project, 1994)
wurden anschliel}end die integrierten Reflexe der einzelnen Bilder aufeinander skdiert und zu
einem samtliche Strukturfaktoramplituden Fqps beinhdtenden Datensatz zusammengefalt.

Die Ermittlung der fir die Srukiurlésung erforderlichen Phasen efolgte nach der
Methode des Molekularen Ersatzes. Rechnerisch wurde dies mit dem Progranm AMORE
(Navaza et al., 1998) unter ausschlielicher Verwendung der im Auflésungsbereich von 10 A
bis 4 A befindlichen Reflexe bewerksdligt. Die Phasenbesimmung nach der Methode des
molekularen Ersazes efolgte zundchst nur fir die blaTryptase + BYK76935 Co-Krigdle.
Als Suchmodell wurde jewells die Struktur des bll-Tryptase-Monomers (Pereira et al., 1998)
und die podulierte Struktur des bll-Tryptase Tetramers engesetzt. Beide Suchmodelle
fUhrten zu der gleichen besten Ldsung, die sch durch enen R-Faktor von 54.9 % und enen
Korreationsfaktor ¢ von 0.39 auszeichnete und die sch deutlich von der zweitbesten Ldsung
(c= 0.44, R = 40,1 %) abhob.

Die Ingpektion der Anordnung der Monomere in der Einheitszdle mit dem
krigdlographischen  Programm MAIN (Turk, 1992) ergab ene Gesamthet von zwolf
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Monomeren pro Einheitszdle, die zu dre Tetrameren zusammengdagert snd. Be  den
postulierten Atompositionen gab es keinerlei Uberlgppungen, und die Raumerfillung war fir
Proteine nicht auffdlig. Der Wassergehdt der Einhetszdle i mit 46 % beziffert, was einem
Matthews Koeffizienten (Matthews, 1968) von 2.24 entspricht. Beide Werte snd durchaus
typisch fur Proteinkritalle.

Die erhdtene LOosung der Struktur des blaTryptase + BYK76935-Komplexes wurde
daher fur richtig befunden. Da sowohl die Rotationssuche as auch die Trandaionssuche nicht
dufenlos efolgten, wurde die genaue Podtionierung des erhdtenen initiden Moddls
rechnerisch durch einen ,rigid body refinement*-Schritt und enen ,Imulaed anneding”-
Schritt  abschlief¥end  korrigiet und  verfeinet. Beide Modéel-Verfeinerungsschritte  wurden
mit dem kristall ographischen Programmpaket CNS (Briinger et al., 1998) ausgefihrt.

Aufgrund der hohen Krigdlisomorphie zwischen dlen dre Ko-Krigalen wurde das
erhdtene initide Moddl fir dle drea Komplexe verwendet. Die Phaseninformation aus
desem Moddl in Vebindung mit der jewels entsprechenden Gesamtheit der
Strukturfaktoramplituden Fops wurde zur Berechnung einer initiden Elektronendichtekarte in

dlen dre Falen herangezogen

3.2.9 Modellbau und Verfeinerung

In enem eden Schritt wurden automaisch mit Hilfe ener Programmfunktion von
MAIN samtliche sch aulerhdb der berechneten Elektronendichte befindlichen Telle des
initiden Moddls in ihrer Besstzungszahl auf Null gesstzt. Ebenso wurde mit dlen sch vom
Moddl unterscheidenden Aminosduren vefaren. Die Besstzungszahl gibt an, zu wievid
Prozent die im Moddl dargeselte Konformation red auch wirklich vertreten is. Bel ener
Besetzungszahl Null bestzt eén Ret zwar immer noch ene raumliche Ausdehnung, aber
keinele  krigdlographische  Waertigkeit mehr. So  bednflu® en eventudl fehlerhaft
postionierter Rest die Neuberechnung der Elektronendichte nicht, und das Auftreten eines
»,modd bias' wird verhindert. Ein dementsprechend modifiziertes Proteinmodell wurde dann
in dlen dre Féllen zur Berechnung einer aktudiserten Elektronendichtekarte herangezogen.
Diese wies Uberdl dort, wo sch die Proteinsequenzen des bll-Tryptase-Modells von der
jewels verwendeten Tryptase-lsoform  unterscheiden, ene pogtive  Fops Feac-Differenz-
Elektronendichtekarte auf, die sowohl in ihrer Intengté as auch in ihrer réaumlichen
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Ausdehnung der verdndeten Aminosiure entsprach. Dieses deutete ebenfdls auf ene
korrekte Interpretation der Elektronendichte, beziehungsweise auf die Abwesenheit von
,model bias' hin. Baserend auf diesr neuen Elektronendichtekarte wurde das gesamte
Modd| korrigiert und die unterschiedlichen Aminoséuren erganzt. Hierbel erwies es sch ds
nicht ausreichend, jewells nur en Tetramer oder gar nur enen Monomer zu bearbeiten und
das Ergebnis auf dle andeen Monomere, beziehungsweise Tetramere, zu Ubertragen.
Vidmehr verursachte die Ungleichheit der  krigtdlographischen Umgebung der  enzelnen
Monomere im Kriddl leichte Divergenzen, s0 dal3 ba jedem Vefenerungszyklus dle ca
3000 Rede in der Einhdtszdle inspiziet und gegebenenfdls in ihrer Ausichtung korrigiert
werden mulden. Alle Aminosiuren wurden hierbel nur soweit ds vollstdndig besatzt definiert,
sofern ihre Position eindeutig in der Elektronendichtekarte erkennbar war.

Abwechsend mit der manudlen Moddlverbesserung  wurde  ene  rechnerische
Verfenerung unter Benutzung der Molekulardynamik von CNS (Bringer et al., 1998), eénem
»2maximum likelihood target* (Adams et al., 1997) und den durch die Engh-Huber-Parameter
(Engh and Huber, 1991) definieten idedlen Bindungdéngen und —winke der Aminoséuren
durchgefiihrt. Hierbei wurde hauptsichlich mit dem ,postiona refinement® versucht, einen
moglichs  optimden Kompromil 2zwischen dereochemisch ideder Struktur  und  der
Elektronendichtekarte zu erziden. Durch eine Vefenerung der B-Faktoren wurde die mehr
oder weniger auggepragte thermische  Schwingung der  einzednen Atome um  ene
Gleichgewichtspostion in das Moddl mit  enbezogen.  Anfanglich  wurden  im
Vefanaungsverlauf  zusitzlich schwache,  nicht-krigtdlographische Symmetrie- Restriktionen
(NCS) vewendet. Diese gdlen en Kraftfedd dar, das sowohl die einzelnen Monomere as
auch die Tetramere zu einer untereinander gleichen Konformation hin bewegt. Im Verlauf der
Verfdnerung gab jedoch die relative Anderung der R-Faktoren und des Ryee-Wertes (Briinger,
1992) Anlal3, auf diese NCS- Einschrénkungen zu verzichten.

Dea gesamte Vorgang der Moddlverfenerung bestand aus mehreren Zyklen von
manuellem Moddlbau abwechsdnd mit rechnerischer Optimierung bis zur Konvergenz im
Hinblick auf den R-Faktoren und den Ryee-Wert des Moddls. Zu diesem Zetpunkt war die
Elektronendichte fur die jewells kokristalliserten Inhibitoren optima, so dal3 die Struktur der
Inhibitoren in das jewelige Moddl mit aufgenommen werden konnte. Wéhrend die ideden
Konformationen der enzednen Aminosduren durch die Engh-Huber-Parameter (Engh and
Huber, 1991) bereits eindeutig beschricben snd, so mulden fir die enzelnen Inhibitoren
entsprechende  optimale  Parameter  fUr Bindungdangen und —winkd erst noch definiert
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werden. Dies geschah in Anlehnung an vewandte Strukturen in der  Kleinmolekil-
Strukturdatenbank  ,Cambridge Structural  Databass® (CSD). In die nun folgenden
Vefanerungszyklen wurde ene ,bulk solvent“-Korrektur mit enbezogen, und schliefdich
wurden im Fdle des blaTryptase + BYK76935 Komplexes und des blll-Tryptase +
BYK150640-Komplexes Wassermolekile an in der Elektronendichtekarte definierten und
derisch  korrekten Pogtionen in das Moddl mit aufgenommen. Aufgrund der geringen
Auflosung des Datensatzes der blll-Tryptase + NS222-Komplex-Kridale wurde in diesem
Fal auf den Einbau von Krigalwasser verzichtet.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Proteinreinigung

Die exprimierte Tryptase im Ubergtand der Hefekultur war vollstandig prozessiert und
lag sowohl in monomerischer ds auch in tetramerischer Form vor. Im Fermentermedium
slbs war der Zusatiz von Heparin nicht eforderlich, um das Tetramer zu <Sabiliseren.
Offenbar wird in den Hefezdlen ene glukosaminoglykanartige Verbindung produziert, die
die eforderliche Sabilisation der b-Tryptase-Tetramere bewirkt. Die exprimiete Menge an
blaTryptase betrug etwa 20 mg/l und an blll-Tryptase etwa 85 mg/l Fermentkultur. Die
Sdektion von niedrig glykolysetem Protein  erbrachte dlerdings lediglich  fur die
Krigalisation verwertbare 6.6 mg b la- Tryptase und 28 mg bll1-Tryptase.
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Abb. 23: Aufgereinigte Tryptasel soformen und resultierender b-TryptaseKristall

Gezeigt ist ein Western-Blot aller aufgereinigten Tryptaselsoformen. M bezeichnet einen
Molekulargewichtsmarker und HLT einen spezifischen TryptaseMarker. Die Proben snd
unterschiedlich stark glykolysiert - insbesondere blb-Tryptase zeigt eine extrem starke
Glykolysierung. Im rechten Teilbild ist einblll-Tryptase-Kristall gezeigt.

Abbildung 23 zeigt en SDS-Gd, auf das simtliche aufgereinigte Tryptase-Fraktionen
aufgetragen wurden. Aus ihm geht klar hervor, dad die Sdektion niedrig glykolyserter
Tryptase-Tetramere  be  unterschiedlichen  Tryptase-Isoformen  unterschiedlich  erfolgreich

war.

Die Einengung der verschiedenen Tryptase-IsoformenPréparationen auf die fur die
Krigdlisstion verwendete Konzentration von 6.6 mg/ml verlief in dlen Fdlen problemlos
und ohne Niederschlagshildung.

3.3.2 Kiristallisation

Die vorgehend beschricbenen Krigdlisationsbedingungen fihrten in einem  Zetraum
von eéwa zwe Wochen zum Wachstum von Krigtdlen, von denen en typisches Exemplar in
Abbildung 23 gezeigt ist. Hierbei war sowohl die Grol¥e ds auch die aullere Form fir dle drel
b - Tryptase-1soform- Inhibitor- Komplexe gleich.
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Die Rontgensrukturanalyse der drei Krigtdltypen bedtétigte deren weltgehende optische
Isomorphie und ergab fir dle drel Konstrukte jewells die kristalographische Raumgruppe P1
mit sehr  dhnlichen Einhatszdldimensonen: Fir den  blaTryptase-Komplex mit  dem
Inhibitor BYK 76935 ergaben sich ds Zdlkongtanten a = 109.6 A, b=109.2 A, ¢ =110.1 A, a
= 89.9°, 4 = 89.4°, g = 119.8°, fur den blll-Tryptase-Komplex mit dem Inhibitor BY K150640
wurden a = 107.1 A, b = 106.9 A, ¢ = 109.5 A, 4= 89.8°, 4= 90.3°, g = 119.5° gefunden und
fir den bl11-Tryptase-Komplex mit dem Inhibitor NS222 wurden a = 107.3 A, b = 107.9 A, ¢
=109.4 A, 4=189.9°, 4= 89.4°, g= 120.4° ds Zdlkonstanten bestimmt.

Obwohl hierbe in jedem Fal die Winkd mit Grolien von jewells a= b1 c,a » b » 90°
und g » 120° das Vorliegen ener mindestens dreizéhligen Symmetrie im Kridal erwarten
lassen, kann aufgrund des Auftretens eines Ryerge-Wertes von mindestens 25 % bel der
Annahme ener entsprechenden Raumgruppe das Vorliegen enes trigonden Krigtalsysems

ausgeschlossen werden.

Ein Matthews Parameter (Matthews, 1968) von 2.27, der einem Wassergehat von 46 %
im Krigal entspricht, ist in ausgezeichneter Ubereingimmung mit dem Vorhandensaein von
12 Tryptase-Monomeren in der Einhetszele des Kriddls. Diesr Befund i be  der
krigtdlographischen Raumgruppe P1 konsgent mit der Erwartung von einer asymmetrischen

Einheit bestehend ausdrei b- Tryptase- Tetrameren.

3.3.3 Datensammlung- und Auswertung

Die Statistik der rechnerischen Auswertung der am deutschen Elektronen-Synchroton
gemessenen Datensdtze der dra  b-Tryptase-1soform-Inhibitor-Komplexe is im  Folgenden
tabellarisch dargestellt.
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blaTryptase + bIll-Tryptase + bIll-Tryptase +
BYK 76935 BY K 150640 NS222
a=109.6 A a=107.1A a=107.3A
b=109.2 A b=106.9 A b=107.9A

ZdIkonstanten c=110.1A c=1095A c=109.4 A
4=89.9° 4=89.8° 4=89.9°
a=89.4° a=90.3° a=89.4°
g=1198° g=1195° g=1204°

i} 23,0-240 35.58-2.30 A 38.63-3.3[

Aufiang® (2.4-2.6200) (2.3-2.58R) (3.3-3.55 )

Daten-Vollstandigkeit® 95.1% (48.2%)  82.7%(52.9%)  87.3% (51.2 %)

I/s? 6.8 (1.5) 4.8 (1.6) 5.2 (2.1)

Reymm®™ 4.8 % (13.6 %) 5.4 % (16.8 %) 8.2 % (19.6%)

Anzahl der fir die Verfeinerung

verwendeten Reflexe (F > 2s) 164383/8037 147871/7459 73987/3765

Rwork/Rfreec

Ruork/Riree” (F > 2s) 28.2 %/33.9 % 28.4 %/32.0 % 32,4 %/38,2 %

Standardabweichung

(,Rm.sd.) vonideden 0.010 0 0.010 A 0.010 O

Bindungdangen

Standardabweichung

(,R.m.sd.”) vonideden 15° 19° 16°

Bindungswinkeln

Werte fiir die htchste Aufldsungsschale sind in Klammern angegeben

bRsymm = S | I(hKI)

5% aller Daten

Tab. 1: Statistische Analyse der Datenauswertung

- <I(hkl)> J/Shi 1(hkl), wobei <I(hkl)> den Mittelwert &quivalenter Reflexe
einer Intensitét 1(hkl) darstellt.

Die Tabelle zeigt eine statistische Analyse der einzelnen Datensédtze fur ale drei b-
Tryptase-Inhibitor-Kristalleim Vergleich

Hierbe ig auffdlig, dad die im Rahmen der Strukturverfeinerungen erechbaren R-
Fektoren im Verhdtinis zu den jeweligen Auflosungen der Datensdize relativ hoch snd.
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Zudem dgnd die Vollgéndigkeiten der ausgewerteten Datensitze teilweise nur sehr niedrig.
Die in Abbildung 24 gezeigten Diffrektionshilder zeigen enen Veglech zwischen enem
typischen a - Tryptase- Diffraktionsbild und einem fir b- Tryptasen optimaen Diffraktionsbild.

Abb. 24: Diffraktionsbilder im Vergleich

Gezeigt ist im Teilbild A) ein typisches Diffraktionsbild fur a-TryptaseKristale. Im
Vergleich dazu ist in den Teilbildern B) und C) ein vergleichsweise sehr gutes
Diffraktionsbild eines bifunktional inhibierten b-Tryptase-Kristalls gezeigt. Besonders in
den hoheren Auflésungsschalen (Teilbild C) sind trotzdem noch deutlich verwischte
Reflexe zu erkennen.

Vide, zum Tel dark vewischte Reflexe snd auf den einzelnen Bildern zu erkennen.
Deren Auftreten liegt begriindet in der schlechten Quditét der Krigale. Damit verbunden ist
ihr schlechtes Frierverhdten. Die deshdb auftretenden Fehler in den Intendtéen der
enzenen Reflexe waen aufgrund der geaingen Symmerie in der  Elementazdle
(Raumgruppe P1) durch Mittdn zwischen krigalographisch gleichen Reflexen kaum zu
korrigieren. Vide Reflexe mulden verworfen werden beziehungsweise wurden gar nicht erst
aufgenommen. Trotzdem waren die Daten in den durch die Datenquaitét gegebenen Grenzen
auswertbar, und die resultierende Elekironendichtekarte eraubte die zwefedree
Pogtionierung der einzelnen Aminoséuren und Inhibitoren innerhab der Elementarzelle.

In dlen drel Elektronendichtekarten sind die Proteinketten llckenlos - beginnend vom
Isoleucin 16 durchgehend bis zum Rest Prolin 243 - klar definiert. Die sch anschlief¥enden
Lysne snd vermutlich aufgrund ihrer Deokdiserung nicht mehr endeutig zu postionieren.
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Die Aminosauren 1-15 snd im Zuge der Aktivierung vor der Kriddlisation abgespdten
worden. Die Proline 60a und 152b liegen in jedem Monomer in cis-Konformation vor.

De frde R-Faktor (Brunger, 1992) und der krigtalographische R-Faktor liegen in
dlen dre Fdlen aus den oben genannten Grinden etwas hoch. Se stehen aber in enem
verninftigen Verhdtnis zuenander, was auf ene korrekte Vefenerung der  Struktur
hindeutet. Auch die Standardabweichungen von den ideden Bindungddngen und —winken
(Engh and Huber, 1991) nach Engh und Huber lassen keine fehlerhafte Interpretation der
Elektronendichtekarte erwarten.

Die Aminosduren nehmen in Proteinen héufig bevorzugte Konformationen ein, die
durch die Winkd f und y gekennzeichnet snd. Diese Winkel geben die Rotation der dtarren
Peptidebenen relativ zueinander an. Um die Richtigkeit eines Proteinmodells zu Uberpriifen,
snd die Rechenprogramme SFCHECK (Collaborative Computational Project, 1994) und
PROCHECK (Laskowski et al., 1998) entwickdt worden. Diese ermdglichen es, die
Konformation der moddlierten Aminosduren auf ihre Plaughilitédt hin zu Uberprifen. In den
Krigdlgrukturen der b-Tryptase-Inhibitor-Komplexe befinden sich durchschnittlich 788 %
der nicht-Glycdn-Reste in der an meden favoriseten Konformation, 195 % in der
zusitzlich erlaubten und 1.7 % in der grofizigig erlaubten Konformation. Der nicht erlaubten
Region des RamachandranGraphen (Ramachandran and Sasisekharan, 1968) ig in keinem
Fal eine Aminosaure zuzuordnen. Auch diese Andyse der fertigen Moddle ist konggent mit
einer korrekten Elektronendichtei nterpretation.

Die Atomkoordinaten dler dra fertigen Strukturen wurden bei Firma Byk-Gulden,
Kongtanz, hinterlegt.

3.3.4 Kristallaufbau und Einheitszelle

Die Korrektheit des podtulierten Arrangement des b-Tryptase-Tetramers (Pereira et al.,
1998) konnte aufgrund ener unglicklichen Krigdlpackung der enzenen Monomere nicht

eindeutig nachgewiesen werden. So ist neben der kreisformigen Anordnung der Monomere
ebenfals en Tetramer-Aufbau denkbar, in dem sch die beiden Dimere nicht ,face-to-face"

sondern ,,back-to-back” aneinander anlagern (Abbildung 25).
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Abb. 25: Kristallaufbau der bll-TryptaseKristalle

Gezeigt ist eine einzelne Ebene im Kristall und die Position der Tryptase-Molekile darin.
Hierbel sind zwei Tetramer-Architekturen grundsétzlich denkbar. Das ,back to back"-
Arrangement ist links und das rahmenartige Tetramer ist rechts hervorgehoben. Die
Abbildung wurde erstellt mit MAIN (Turk, 1992).

Hierbei wirden die aktiven Zentren nicht in eine zentrde Pore zeigen, sondern nach
aullen, wo se fir eventudle Substrate besser zugénglich waren. Ein tetrahedrischer Aufbau,
der ds weteres Moddl bisher haufig podtuliert worden ist, konnte bereits durch die bll-
Tryptase- Struktur widerlegt werden.

Diese Unklarheit konnte durch die gdosten Strukturen der  b-Tryptase-Inhibitor-
Komplexe besaitigt werden. Wie in Abbildung 26 gezeigt, erlaubt die Krigdlpackung in den
hier beschricbenen, zur krigdlographischen Raumgruppe Pl  zugehdrigen b-Tryptase-
Inhibitor-Krigdle die endeutige Identifikation des ringformigen Tetramer-Arrangements as
die in der Naur reevante Konformation. Keine andere tetramerische Zusammenlagerung

einzener b-Tryptase-Monomere kann in diesem Krigtdlaufbau sinnvoll zugeordnet werden.
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Abb. 26: Stereoabbildung desKristallaufbausder blll-und bla-TryptaseKristalle

Farbig abgesetzt sind drei Tetramere, die gemeinsam den Inhat einer Einheitszelle
représentieren. Benachbarte Tetramere sind griin gezeigt. Die Zuordnung des relevanten
Tetramersist eindeutig. Die Abbildung wurde erstellt mit MAIN (Turk, 1992).

Abbildung 26 zeigt zur llludration eine Darstelung des blll-Tryptase-Krigdles mit dem
Byk-Inhibitor BYK150640 entlang der a-Achse der Einhetszdle. Der Aufbau der Krigdle
der beiden anderen Komplexe ist mit dem hier gezeigten Schema identisch. 12 Monomere
and in ene Elementarzdle zu dre Tetrameren zusammengelagert, welche gemeinsam die
asymmetrische Einheit des Krigdls bilden. Diese snd dle anndhernd pardld zu der b-c-Sdte
der Einheitszelle Ubereinander angeordnet und Uberlagern sch mit jewells einem Monomer.
Durch diesen lauft eine gpproximae 3;-Symmetrieachse, so dal3 Sch die einzednen Tetramere
wie die Stufen ener rechtsdrenenden Wendeltreppe um diese zentrde Achse anordnen.
Jewells das erde und das vierte Tetramer sind demzufolge exakt Ubereinander gelagert. Die
drazéhlige Symmetrie ist jedoch aufgrund der leichten Verkippung des in der Abbildung ds
mittleres  Tetramer gezeigten Komplexes nicht  krisalographisch.  Zusétzlich i e leicht
satlich verschoben, so dald diese ,fast”-Symmetrie kristalographisch nicht ausnutzbar is. Se
erklart jedoch die Zellkonganten a= b1 ¢, a » b » 90° und g » 120°, die das Vorliegen einer
mindestens  dreizéhligegn  Symmetrie  im  Krigdl suggerieren.  Trotzdem  zeigt  der
Krigdlaufbau - bis auf die Idetitdt der asymmetrischen Einhet - keine weteren
Symmetriesigenschaften.

Innerhab der einzelnen Ebenen im Kridal gibt es aul}er den Wechsdwirkungen, die die
Tetrameriserung  bewirken, kaum nennenswerte  Kontaktflichen zwischen den  enzelnen
Monomeren, so dad die Zuwesung des nativ relevanten Tetramers hier zwingend id.
Zwischen den einzdnen Ebenen bestehen die Krigalkontakte der Monomere sowohl aus

stlichen Interaktionen zweiler Monomere ds auch aus Wechsdwirkungen eines Monomers
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der einen Ebene mit dem Inteface zweer Tetramer-formenden Monomere aus der
benachbarten Ebene. Aufgrund der fehlenden Symmetrieverwandtheit der Monomere in den
benachbarten Kriddlebenen, is jedoch auch zwischen den Ebenen ken dternaiver
Tetrameraufbau identifizierbar, so dald die in der Abbildung farbig hervorgehobene Tetramer-
Kongruktion ds die enzig mdgliche verblebt.

3.3.5 Der b-Tryptase-Tetramer

Das vorsehend zwefddre ds biologisch rdevant identifiziete Tetramer i wie folgt
aufgebaut: Die vier beteligten Monomere snd im Folgenden willkirlich s Monomere A, B,
C und D bezeichnet. Se besetzen die Eckpunkte eines rechteckigen Rahmens, be dem die A-
B-Sate leicht gegen die C-D-Sdte verkippt ist. Diese Architektur resultiert in einer fast
perfekten 222 Symmetrie, die lediglich durch die unmittebare kristalographische Umgebung,
sowie die jewelige Pogtionierung der Tyrosn 75-Reste eingeschrankt wird. In der Mitte
dieses Kongruktes verbleibt ein zentrder, durchgehender Solvens-gefillter Kand, in dessen
Zentrum sSch die dre pseudo-zweifachen Symmetrieachsen kreuzen. Die ergte, horizontae
Symmetrieechse bildet die Monomere D auf A und C auf B & und die zwate, vertikde
Symmetrieachse trandformiert die Monomere A auf B und C auf D. Die dritte Achse gteht
orthogond auf den beiden anderen und setzt die Monomere A und C sowie B und D
zuenander in Beziehung.

Die &tiven Zentren dler vier Monomere snd in die innere zentrde Pore des
Tetramers gerichtet. Diese hat einen in etwa rechteckigen Querschnitt und it etwa 30° um die
dritte Symmetrieachse rdativ zur Tetramerarchitektur verdrent. |hre grofde Ausdehnung
ereicht Se im Zentrum des Tetramers mit einem Querschnitt von etwa 50 A x 25 A Die
zentrde Hohle verengt sich in Richtung der Eingénge bis zu einer Porendffnung von 40 A x
15 A. Diese Dimensionen sind gerade groR genug, um das Eindringen eines Peptides mit dem
Durchmesser einer a-Hdix, sowie dessen Interaktion mit den aktiven Zentren des Tryptase
Tetramers, zu ermdglichen. Wie in Abbildung 27 erschtlich, sind in der direkten Aufacht auf
das Tryptase-Tetramer lediglich die zwel sch gegentiberstehenden aktiven Zentren erkennbar.
Die beiden anderen werden durch die 147-,loops’ verdeckt, die von den enzelnen
Monomeren ausgehen und aufgrund  der  222-Symmetrie  auf  dternierenden  Saten

hervorstehen.
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Abb. 27: Der b-Tryptase Tetramer

Die vier Monomere sind willkirlich A,B,C und D benannt worden. Die Aminosauren
Histidin 57, Asparaginsdure 102 und Serin 195 sind als , ball-and-stick” -Modell gezeichnet.

Die Abbildung wurde erstellt mit MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and
Bacon, 1997).

Mit 32 badschen Aminosuren im Fdle von blaTryptase und 33 basischen
Aminosduren im Fdle von blll-Tryptase, sowie jewels 24 sauren Aminoséuren pro
Monomer, zeigen beide Tryptase-Isoformen be neutrdem pH-Wert ene inggesamt leicht
postive Ladung. Das dektrostatische Potentid ist jedoch nicht gleichméddg Uber die gesamte
Oberfliche verteilt. Das gesamte Innere der zentralen Pore, sowie die das AuRere des
Tetramers in dem A-D- und B-C-Inteface verflgt Uber en vorwiegend negatives
elektrodtatisches Potentid. Podtive Ladungen snd auf der von der zentrden Pore
abgewandten Seite der Interaktionsflachen der Monomere A und B sowie C und D Uber eine
dongierte Flache von etwa 100 A angessmmet. Wie in Abbildung 28 dargestellt, ist diese
Ansammlung von eektrodatisch postivem Potentid auf ener durchgehenden, jewells die
Monomere A und B sowie C und D verbindenden Héche, in ideder Welse dazu gedignet, ds
ProteoglykanBindungsstelle zu fungieren (s ehe auch Kapitel 4.3.7.).
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Abb. 28: Oberflachenladung der bllI-Tryptase

Gezeigt ist jewells eine Aufsicht auf das blll-Tryptase-Tetramer und eine Seitenansicht auf
die Peripherie der Monomere A und B. Eine Heparinkette ist an der entsprechenden
Bindungsstelle dargestellt. Die Oberfléche ist nach ihrem elektrostatischen Potential
gefarbt, wobei Blau eine positive und Rot eine negative Ladung anzeigt. Die Abbildung
wurde mit GRASP erstd |t (Nicholls et al., 1993).

Beispidsveise eine Heparinkette bestehend aus 20 Zucker-Resten wirde durch ihre
Interaktion mit der gezeigten Bindungsstelle die betligten Monomere wie en Pflaster
verbinden und s0 zur Tetramer-Stabilitét betragen. Wie berets dargestdlt, is die Bindung
von Proteoglykanen fur die Sabilitde von b-Tryptase- Tetrameren unter nativen Bedingungen
zwingend eforderlich. Experimentdle Ergebnisse von S, C. Alter, die zegen, daf3
Heparinketten mit enem Molekulargewicht von mindestens 5500 Da ene tetramer-
dabiliserende Wirkung zeigen, befinden sich in guter Uberéingimmung mit dem gezeigten
Moddl (Alter et al., 1987). Aulerdem konnte die Bindung von Proteoglykanen sowohl bei
der Formation der Tetramere ds auch bel deren Lagerung in den Granula der Mastzelle eine
bedeutsame Rolle spiden (Humphries et al., 1999; Matsumoto et al., 1995).
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3.3.6 Proteinsequenzanalyse der b-Tryptase-Isoformen

In Abbildung 29 is en drukturdl baserter Sequenzvergleich der Referenz-Serin-
Proteinasen Trypsn und Chymotrypsn mit den dre im Rahmen diesr Arbet srukturel
untersuchten Tryptase-1soformen a |- Tryptase, bla-Tryptase und bll1- Tryptase gezeigt.

Tryptase Monomere haben demnach en theoretisches Molekulargewicht von etwa
27460 Da und bedtzen aufgrund ihrer Aminoséurekompostion enen rechnerischen pl-Wert
von 6.46. Im Veglech zu den Referenz-Proteinasen and de in weten Bereichen sequenz-
homolog und in Grof¥eilen sogar -identisch. So snd im Fdle von Trypsn 86.6 % und im
Fdle von Chymotrypsn 661 % dler Aminsuren sequenz-homolog zu Tryptasen. An
Tertiarsrukturdementen  Uberwiegen b-Bénder. Auch enige hdikde Bereiche snd in der
Struktur vorhanden. Alle dargestdlten Tryptase-Isoformen bestehen aus ener 245-gliedrigen
Aminosturenkette und verfigen damit Uber 15 Aminosauren mehr as reifes Chymotrypsan
und Uber 22 Aminosiuren mehr ds die B-Kette von Trypsin. Diese zusdtzlichen Reste snd
nicht glechméig Uber die gesamte Sequenz vertelt, sondern zum Gro¥el an spezifischen
Bereichen inseriert. Hiervon betroffen snd sechs an der Obeflache lokdiderte | loops’, die,
wie noch gezeigt werden wird, entscheidend fir die Tetramer-Formation verantwortlich sind.
Im Veglech zu Chymotrypsn snd im Einzenen der 37-,loop* um zwel Aminosiuren, der
60-,loop* um funf Aminosauren, der 147-,loop* um ene Aminosdure und der 173-,loop* um
sogar neun Aminosiuren verléngert. Zusiizlich i eine Aminosdure an Postion 221A und
gne an C-terminden Ende eingefigt. Auf der anderen Sdte snd die ebenfdls an der
Oberflache lokdidgerten 70-80- und 214-220-,lo0ps’ um drel Reste, beziehungsveise um

anen Rest verkirzt.
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Abb. 29: Strukturbasierter Sequenzverleich Trypsin-artiger Proteinasen
numeriert und ganz unten steht die Numerierung in Anlehnung an die Chymotrypsin-

Unterhalb der Sequenzen werden die einzelnen Aminoséuren der Tryptase fortlaufen
Numerierung, diein dieser Arbeit ausschliefdlich verwendet wird.

Verschiedene Tryptaselsoformen werden verglichen mit den Referenz-Proteinasen Trypsin
und Chymotrypsin. Gelb unterlegt sind die streng konservierten Aminosauren in Trypsin-
artigen Serinproteinasen. Grin hervorgehoben sind Aminoséauren, die sich in Tryptasen
unterscheiden. Blau hervorgehoben ist Asparaginséure 189 als Boden der S1-Tasche, und
rot unterlegt sind abweichende Aminosduren der al-Tryptase in der N&he des aktiven
Zentrums. Uber den Sequenzen sind die einzelnen Aminosiuren fortlaufend numeriert.
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Das Dendogramm in Abbildung 30 ig angdehnt an die Arbet von M. Pdlaoro
(Pallaoro et al., 1999) und zeigt die inggesamt sehr enge Verwandtschaft humaner Tryptasen
untereinander und die im Vergleich dazu reativ grol}e genetische Disanz zu Tryptasen
anderer SAugetiere. Die Zahlen an den einzdnen Zweigen des Dendogramms reprasentieren
den Antel an nicht konservieten Aminosiuren, der aus enem  entprechenden
Sequenzvergleich folgt.

0.034 )
Mensch mMCP-7-like
0.006
0.140 0.034 Mensch a
) 0.040
0,008 Mensch b I-I111
0.180
0.018 Kuh
0.017 0.188 Hund
0.064
Ratte MCP-6
0.142 I
0.201 0.064 Maus MCP-6
0077 _ Maus MCP-7
0.016
0.130 | 0077 pateMcP-7
0.093 Hamster mMCP-7
0.425 Hund MCP-3

Abb. 30: Dendogramm ver schiedener Tryptasen

Verschieden Tryptasen unterschiedlicher Organismen werden in diesem Dendogramm im
Hinblick auf ihre Verwandtschaft untersucht. Hierbei geben die Zahlen an den einzelnen
Zweigen den Anteil an Aminosdure-Ungleichheiten zwischen den verglichenen Tryptasen
an.
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3.3.7 Struktur der b-Tryptase-Monomere

De  Tryptase-Monomer i Uberaschend dhnlich wie die archetypischen Serin-
Proteinasen Trypsn und Chymotrypsin gefdtet, was in gedgneter Weise durch die geringe
,root mean square® (rms) Standardabweichung von 0.65 A der C?-Atompositionen beider
Proteinpaare im Vergleich ausgedrickt werden kann. Die Struktur der b-Tryptasen wird
dominiert von b-Fdtblétern und besteht im Ken aus zwe nebeneinander leicht verkippt
angeordneten  sechs-dréngigen  ,b-barrels’, die durch dre trans-Domanen Segmente
zusammengehdten werden, so dald vom Gesamteindruck eine Struktur entsteht, die in ihren

aulkeren Dimendonen an en Brétchen erinnert.

Die katdytische Triade, bestehend aus den Aminosduren Hididin 57, Asparaginsiure
102 und Ser 195, befindet sich in der entstandenen Spalte zwischen den beiden ,b-barrels’.
Orthogonal zu der in Standardorientierung von Norden nach Siden verlaufenden
Domanengrenze befindet dch die ,active dte deft® die zur Aufnahme von dongierten
Proteinketten, die sich von Westen nach Osten erstrecken, ideal geeignet ist.

Diese Kerngruktur wird durch enige an der Oberflache lokdisierte Polypeptid-,loops®,
en kurzes hdikdes Segment Ala 55-Gly 66, die sogenannte intermedi&re Hdix - beginnend
von Glutamat 164 bis zum Leucin 173A - und die C-teminde Hdix vom Arginin 230 bis
zum Vdin 242 eganzt. Die C-terminden Aminosauren Lysn 243 bis zum Prolin 245 waren
in der expaimentdlen Elektronendichte nicht mehr endeutig definiert, so dald ihre
Zugehdrigkeit zur C-terminden Hdix nicht eindeutig geklat werden konnte. Allerdings &%
die unklare Elektronendichte auf ene gewisse Deokdiserung diessr Reste schlief¥en, was
ihre Involvierung in Tertiarstrukturdemente a's unwahrscheinlich erscheinen 183,

Im Detal wecht die Topologie der b-Tryptase-Monomere jedoch erheblich von den
Referenz-Proteinasen ab. Abbildung 31 zeigt eine Uberlagerung der blll-Tryptase-Struktur
mit den dreidimensionden Strukturen von Trypsn und Chymotrypsin relativ zu den C?-

Atompositionen in Standardorientierung.
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Abb. 31: Struktureller Vergleich von b-Tryptasen mit Referenzproteinasen

Die Strukturen von Trypsin (hellgrin) und Chymotrypsin (griin) werden in dieser
Stereoabbildung verglichen mit der Struktur der blll-TryptaseMonomere. Ahnlich
verlaufende Sequenzabschnitte sind in blau dargestellt, wahren Bereiche, wo die Struktur

der b-Tryptasen stark abweicht, rot hervorgehoben sind. Die Abbildung wurde erstellt mit
MOL SCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997).

Sofort auffdllig it die Topologie der sechs farblich hervorgehobenen Oberfléachen
»loops', deren Konformaion enzigatig unter Serin-Proteinasen ig. Alle diese ,loops’, im
Einzenen der 147-,loop* mit dem 152-,spur®, der 70-80-,loop”, der 37-,loop*, der 60-
»loop“, der 97-,loop* und der 173-,loop*, grenzen an die ,active Ste cleft” und formen diese.
Die in Standardorientierung sldliche, relaiv saure Seitenflache der ,active dte cdleft* wird
hauptsichlich durch den 147-,loop” zusammen mit Glutamin 192 gebildet. Verglichen mit
den Referenz-Proteinasen ist der initide Tel des 147-,loops' um ene Aminosiure gekirzt
und anschlief?end im 125-,spur um zwei Proline verlangert, so dald sch hier mit N-Argl150-
Leul51-Prol52-Prol52A-cis-Pro152B-Phel53-Prol54-C  en  ungewohnlich  Prolin-reicher
Sequenzabschnitt ergibt. Der im Osten benachbarte 70-80-,lo0p*, der in Ca?* hindenden
Serinproteinasen die Caf*-Bindungsstelle beherbergt (Bode and Schwager, 1975b) (Bode and
Schwager, 1975a), i aufgrund seiner Topologie offenbar nicht fir die Komplexierung von
Ca’* geeignet. Im Norden schlieft sich der 37-,loop* an, der mit Prolin 37A und Tyrosin 37B
zwe zusidzlich Reste enthdt, deren Akkomodation ein Ausscheren der Aminosiurenkette aus
ihrer normaen Topologie bewirkt. Um zur Aufnahme der fUnf zusdizlichen Aminosiuren in
der Lage zu sein, erdtreckt sich der benachbarte 60-,loop” deutlich nérdlich von seinem
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normaen Verauf. Hietbe snd zwel Aspekte bemerkenswert: Durch ein abruptes Abknicken
direkt an der erden eingefigten Aminosdure, dem cis-Prolin 60A, wird diese ,loop"-
Vergrol¥erung in Richtung Norden ermdglicht. Waeiterhin i der in den megen anderen
Serin-Proteinasen  konservierte und nicht Solvens-exponierte Rest Glycin 69 in b-Tryptasen
durch en ebenfdls eingebettetes Arginin ersetzt, das diese spezidle ,loop"*-Konformation
ebenfals unterstiitzt. Obwohl objektiv gleichlang mit anderen  Serin-Proteinasen in der
Sequenz, nimmt der 97-,loop“ trotzdem einen ungewochnlichen Verlauf. Im Detal betrachtet,
fenlen im N-terminden Tell zwel Aminoséuren, o dald Alanin 97 die Pogtion des Restes 99
ennimmt. Dementsprechend ist der C-terminde Tell um zwe Aminosduren verlangert, 0
da} dieser ,loop” enen zusizlichen hdikden Tel enthdlt, bevor Asparaginsure 102
wiederum sa@ne angedammte Podtion e@nnimmt. Die mit neun Aminoséuren bea wetem
umfangreichge Insertion tritt im 173-,loop* auf, so dal3 die zehn Aminosiuren vom Higtidin
173 bis zum Vdin 173l ene zusdizliche Schlaufe um die Imidazol-Gruppe des Higtidins 173
formen.

Wie ba fagt dlen Trypsn-atigen Serin-Protenasen mit Ausneéhme von beispidswvese
enkettigem Plasminogen Aktivator (Renatus et al., 1997), wird im Rahmen der Tryptase
Aktivierung nach Abspdtung des pro-Peptides das N-terminde Segment —N-lle 16-Va 17-
Gly 18-Gly 19-..C in die lle 16-Tasche inseriert. Die Triebkraft fir diese Einlagerung besteht
in der Formation ener Losungsmitte-unzugdnglichen Sazbrlicke zwischen der freen lle 16-
a-Amino-Gruppe und der Carboxylatgruppe des Aspartats 194. Diese neu entstehende
Wechsawirkung hat die Umlagerung der Setenkette des Aspatats 194 in ene internere
Pogtion zur Folge. Im ZymogenStatus befindet sich diese Sdatenkette in ener Lésungsmittel-
exponierten Lage, wo se wahrscheinlich mit den Aminosduren Hidtidin 40 und Serin 32 Uber
Wasserdoffbriickenbindungen  eine sogenannte  Zymogen-Triade  bildet. Bei  diesam
Mechanismus der Proteinase-Aktivierung handdt es gch  hochswahrscheinlich um  an
generelles Prinzip in der Natur, das zuerst von W. Bode und R. Huber erkannt wurde (Bode,
1979b; Bode et al.,, 1978). Eine solche Umorientierung drukturiert die umgebende,
sogenannte  Aktivierungsdomaine neu. Diese  benhdtet die Isoleucin 16-Tasche, die
S1-Spezifitdtstasche (11€16-Gly19, Tyrl84-Aspl94, Gly216-Asn223 und Gly142-Tyrl51 und
das ,oxyanion hole*, gebildet durch die Amid-Gruppen von Glycin 193 und Ser 195. Aus
diesem Prozef3 resultiert schliefdich die vollstandig aktive Proteinase.

Eine wetere bemerkenswverte Eigenschaft des b-Tryptase-Monomers it die aus vier
Tryptophan-Resten (Trp 27, Trp 29, Trp 137 und Trp 207) bestehende hydrophobe
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Anenanderlagerung  auf der vom aktiven Zentrum abgewandten Seite des Molekils.
Lediglich die Indolgruppen der Tryptophane 137 und 207 snd an der Molekiloberfléche
exponiert. Diesem  Tryptophan, cluser* wird von enigen Autoren ene Rolle be der
Proteinfaltung und der Tetramerbildung zugeschrieben (Huang et al., 2000).

3.3.8 Sechs Oberflachen-“loops” als Grundlage fur die Tetramer-Formation

Die vier Monomere wechsdwirken aufgrund der 222-Symmerie im b-Tryptase-
Tetramer in zwe  unterschiedlichen Grenzflachen - enersats zwischen den Monomeren A
und B (C und D) sowie andererseits zwischen den Monomeren A und D (B und C). In
Abbildung 32 ist jewells das AB-Interface und das A D-Interface gezeigt, wobel die Struktur
der beteligten b-Tryptase-Monomere mit der Trypsin-Struktur unterlegt ist. Trypsn bildet im
Gegensatiz zu Tryptasen keine Dimere oder Tetramere. Aus diessr Dargdlung ist klar
eschtlich, da3 die Tetramer-Formation im Wesentlichen auf Interaktionen zwischen den
vorsehend ausfihrlich beschriebenen sechs Oberfléchen, loops®  beruht, die in Tryptasen
einzigartig ausgebildet snd.

Das Inteface zwischen den Monomeren A und D erdreckt sch Uber ene
Gesamtflache von 1075 & und wird jeweils von dem 173-,flap“, dem 97-,loop* und dem 60-
»loop* der beteligten Monomere gebildet. Das zentrde Element der Interaktionen in diesem
Interface bilden beide 97-,loops’, die sch mit ihren 95-99-Segmenten gegeniber stehen,
wobei beide Isoleucin 99-Seitenketten direkten Kontakt miteinander haben. Der 60-,loop” des
enen Monomers interagiert mit dem 173-,flap” des gegentiberstehenden Monomers durch die
Formation einer antipardldlen Leter des Pro 60A-Va 60C-Segmentes mit dem Gly 173B-Tyr
173D-Segment. Die Sdtenketten der Tyrosne 95 werden jewels von dem
gegentberliegenden 173-,flap” umschlungen, wérend sch die phenolischen Seitenketten der
Tyrosne 173D in ene hydrophobe Tasche erstrecken, die von dem egenen 60-,loop” und
dem gegeniberliegenden 97-,lo0p“ gebildet wird. Zusdzlich zu den eben beschrieben
hydrophobe Wechsewirkungen werden eine Sdzbriicke zwischen Asparaginsdure 60B und
Arginin 224 und wetere vier Wassarsoffbriickenbindungen gebildet. So  tragen
zusammenfassend im A-D-Interface sowohl  hydrophobe as auch polare Wechsawirkungen
zu einer insgesamt recht stabilen Komplexbildung bei.
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Abb. 32: Stereoabbildung der Interfacesim b-Tryptase Tetramer

In beiden Teilbildern ist die blll-TryptaseStruktur durch eine Trypsin-Struktur
(transparent-blau) unterlegt. Die sechs Interface-formenden ,,loops* sind farblich abgesetzt:
37-,1o0p" gold, 60-,lo0p* violett, 78-80-,loop“ blalgrin, 97-,loop* grin, 147-,lo0p*
orange und 173-,loop“ cyan. Monomer A ist in dunkelblau, Monomer B in rot und
Monomer D in gelb dargestellt. Die Abbildung wurde erstellt mit MOL SCRIPT/Raster3D
(Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997).

Die Monomere A und B (sowie C und D) interagieren miteinander Uber eine mit 540
A% nur etwa halb so groRe Flache wie das A D-Interface. An den Wechsalwirkungen beteiligt
snd der 147-,loop*, der 70-80-,loop“ und der 37-,loop". Jeder 152-,spur” erstreckt sich in
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einen Hohlraum, der vom 37-,loop* und dem 70-80-,loop* des eigenen und dem 152-, spur”
des gegeniberliegenden Monomers erdffnet wird. Im Zentrum der Kontektflache gellen die
Seitenketten des Tyrosins 75 und des Phenylandins 153 anndhernd einen Tetraeder dar.
Auffdlig hierbe is, dad die Setenketten des Tyrogns die ansongten im gesamten Tetramer
weitestgehend durchgehdtene 222 Symmetrie brechen. Dies mu3 aus der Tasache heraus
geschehen, dad be Befolgung der Symmetrie bede phenolische Satenketten tellweise
identische Pogtionen einnehmen wirden. Stait dessen weicht eine der beiden Setenketten aus
und orientiet sSch in die entgegengesetzte Richtung. Waeaterhin weichen im Zentrum des
Interfaces die Satenketten der sch gegeniberliegenden Arginine 150 unter Vermedung
unvortellhafter  Ladung-Ladung-Interaktionen in  das Innere der zentrden Pore aus.
Zusammenfassend  betrachtet  berunt die gesamte Interface-Formaion auschliedich  auf
hydrophoben Wechsdwirkungen, die in ihrer Gesamtheit dlerdings ds eher schwach
enzuschédizen snd. So entsteht der Eindruck, dal3 es sich ba diessm Monomer-Monomer
Kontakt um ene Sollbruchgele des Tetramers zu dessen Regulation handdt, die durch
Heparinbindung an der aulferen Oberfléche stabilisert wird.

3.3.9 Vergleich der Kristallstrukturen von bla- und blll-Tryptase

Beide Isoformen der b-Tryptase snd drukturdl wetestgehend identisch.  Sie
unterscheiden sch hauptsichlich in enem Bereich den 37-,loops*, der fir die Formation des
A-B-Interfaces mit verantwortlich ist. In blll-Tryptase is der in blaTryptase vorhandene
Sequenzabschnitt N-His 36-Gly 37-Pro 37A-C durch N-Arg 36-Asp 37-Arg 37A-C ersetzt.
Arginin 37A kann, anders ds Pro 37A, ene Sazbriicke zum Glutamat 149 des benachbarten
Monomers bilden. Hierdurch wird das A-B-Interface durch die Formation von insgesamt zwel
zuséizlichen polaren Wechsdwirkungen sabilisert.

blaTryptase und blll-Tryptase unterscheiden sch von bll-Tryptase zusdtzlich durch
den Aminosaureaustausch K113N. Hierdurch entstent ein weiterer N-Glykolyserungsort, was
ene inggesamt d&rkere Glykolyserung von bla und blll-Tryptasen zur Folge hat. Dieses
Ergebnis erklat die relaiv problematische Sdektion von niedrig glykolyserter Tryptase bel
der Proteinaufreinigung.
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3.3.10 Inhibitoren fur die b-Tryptasen

Wie aus den bisher gddsten Strukturen der verschiedenen b-Tryptase-1soformen klar
eschtlich is, snd sowohl der Aufbau der jewelligen aktiven Zentren ds auch deren
geometrische Orientierung im Tetramer zueinander in dlen b-Tryptase Isoformen weitgehend
identisch. Dieses emdglicht es, mit enem enzigen Inhibitor dle b-Tryptasen in der
Ausdlbung ihrer Funktion zu hemmen und so verschiedende dlergische Krankheiten wirksam
zu bekdmpfen. Hierbe erlaubt die Ausnutzung der enzigartigen Architektur des b-Tryptase-
Tetramers die Entwicklung von bivaenten Inhibitoren, die ene sak erhohte Sdektivita fir
b-Tryptasen gegentiber den eng verwandten Trypsin-artigen Serinproteinasen bestzen.
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Abb. 33: Schematische Dar stellung zur Inhibition von b-Tryptasen

Teilbild A) zeigt den Aufbau des Tetramers und die zu Uberbriickenden Abstande fir die
drei denkbaren bifunktionalen Inhibitionsmodelle. Teilbild B) zeigt vier monofunktionale
Inhibitoren und die Teilbilder C) und D) bifunktionale Inhibitoren bei denen die
funktionellen Gruppen jeweils durch einen starren und einen flexiblen Linker verbunden
sind.
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Das Telbild A) der obigen Abbildung 33 zeigt die Entfernungen der einzelnen aktiven
Zentren im  b-Tryptase-Tetramer zuenander. Im  Prinzip snd dso dre  verschiedene
bifunktionale Inhibitorentypen denkbar, die jewels die aktiven Zentren der Monomere A und
D, A und B oder A und C verbricken. Da aber be der Entwicklung pharmakologischer
Wirkgoffe nicht nur deren prinzipidle Wirksamkat und Nicht-Toxizité, sondern vor dlem
auch deren tendenzidl mit zunehmendem Molekulargewicht der Préparate  abnehmende
Bioverfligbarkeit eine entscheidende Rolle spidt, ist es snnvall, sch fur die kirzese Distanz
zu entscheiden. Aufgrund der gleichen Uberlegung ist die Entwicklung von tri- oder tetra-
funktionden Inhibitoren lediglich von akademischem Interesse. Alle im Rahmen dieser Arbet
vorgestelten Inhibitoren sind fur die Verbriickung der aktiven Zentren der Monomere A und
D (B und C) entwickelt worden.

Die Teilbilder B), C) und D) zeigen dre theoretische Inhibitionsmoddle. Betrachtet
werden zunéchst die zwel Extremfdle mit enersats vier monofunktionden Inhibitoren und
anderersdts die Inhibition mittds zweer sar verbundener bifunktionder Inhibitoren. Der in
D) abgebildete Fal zeigt zwe Inhibitorenkopfe, die Uber ein sehr flexibles Linkerfragment
miteinander verbunden snd. Bel genauerer Betrachtung wird schndl Kklar, da3 B) prinzipiel
enen Extremfadl von D) dargdlt. In diessm Fdle ha das Linkerfragment lediglich ene
unendliche Lange und unbegrenzte Hexibilitét. Will man dch die Tetramerarchitektur fir das
Inhibitorenentwicklung zunutze machen, s0 i€ en im Vebindunggel moglichs unflexibles
Molekil ided gedignet, da s0 die Bindung an en aktives Zentrum des Tetramers zu einer
enorm erhdhten lokaen Inhibitoren-Konzentration in der unmittelbaren  Umgebung des
benachbarten, aktiven Zentrums fuhrt. Auf diese Weise wird dessen Komplexierung optima
gefordert.

Betrachtet man dlgemen en Sysem mit N Rezeptoren und enem N-funktionden
Bindungspartner, so egibt dSch nach Glechung 19 die frda wedende Gesamt-
Bindungsenergie aus der Summe der Anderungen der freen Gibbs-Energie fir dle
Einzdresktionen und enem zusizlichen Tem, der Bindungs-Gibbs-Energie Diesr Term
szt dch nach Glechung 20 aus der Entropiednderung des Systems durch Verlust von
Rotations- und Trandations-Freheitsgraden nach der Komplexformation und der sch aus
maglichen Konformationsanderungen ergebenden Entropieénderung zusammen.



Kristallstrukturen der Tryptase Isoformen bla und ki1l im Komplex mit den bifunktionalen Inhibitoren

BYK 150640, BYK76935 und NS222 84
DGEOW e minono_F DG?OI’]O + + DGrr?ono + ms (19)
DGS = TDS?ansHot -TD gonf (20)

Die Entropiednderung aufgrund von Konformationsbeschrankungen it von ihrem
Einflud auf das Gesamtsysen wegen ihrer geringen Grole in eser Néherung zu
vernachlassgen.
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Abb. 34: Kinetisches M odell zur bifunktionalen Bindung

Eine bifunktionale Bindung kann bei gleichen Kopfgruppen und gleichen Rezeptoren auf
zwei gleichberechtigte Weisen erfolgen.

In Abbildung 34 ig ein verenfachtes Sysem bestehend aus zwe Rezeptoren und
enem bifunktionden Liganden gezeigt. Sind beide Rezeptoren sowie die dazugehdrigen
Liganden gleicher Natur, so dnd die dargestdlten Resktionswege gleichberechtigt und
vonenander nicht zu unterscheiden. Im Verhdltnis zum jewelligen ersten Resktionsschritt it
die Entropiednderung im  zweten  Schritt  ebenfdls vernechléssgbar. Da  das
Molekulargewicht bei  klenen Liganden nur dnen sr  geaingen  Enflud — auf
Entropieénderungen  hat, it der Tem [Branstrot IM  erden  Resktionsschritt  fir
monofunktionde  und  bifunktionde  Liganden pro  Molekil  andhend  glech.
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Dementsprechend betragt der Unterschied in der Anderung der freien Energie zwischen einer
Regktion mit monofunktionalen Liganden und enem Sydem mit bifunktionden Liganden
genau e@nma TDBrans+ror- IN €ner stark vereinfachten Betrachtungswveise |83 sich auch dieser
Energigterm  vernachlassigen. Die Anderung der freien Energie fir die oben abgebildete
Reaktion 18 sch dann durch Gleichung 21 beschreiben.

DGk')\; - - DG{non0+ DGg'lono (21)

Klr)\} L, = K{nono' K r2nono = ( Kglogno)2 (22)

Snd die freden Enegieénderungen additiv, so snd die damit verbundenen
Gleichgewichtskonstanten multipliketiv, wie in Gleichung 22 ausgedriickt. Die Anderung der
Gibb'schen freen Energie in  Abhéngigket zu den Glechgewichtskondanten  der
Einzeresktionen, ads auch zu der Gleichgewichtskonstanten der Gesamtresktion, kann nach
Gleichung 23 berechnet werden.

DGy = RT In Kfi-, = RT In (k22°)° (23)

Will man untersuchen, ob en Ligand wirklich bifunktional bindet, so ermittelt man
dnen  Bifunktionditisfaktor  B” aus der  experimentdlen  Bestimmung  der
Gleichgewichstkonstanten sowohl fir en bifunktionales ads auch fir das korrespondierende
monofunktionde Sysem nach Gleichung 24. Dieser ergibt sch rein rechnerisch  unter
Zuhilfenahme der beschriebenen Vereinfachungen fir en monofunktiondes Sysem zu ens,

fur ein bifunktionales System zu zwe, flr ein trifunktionades System zu dre, etc..

bi mono 2 mon
b _ 19 Kri=2 =|g(Kavg ) =2|g Kavzo_z (24)

B =
mono mono mono
lg K avg Ig K avg lg Kavg
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Aus dem sdben expeimentdlen Ansaz 18% sch en Kooperaivitdsfaktor a
bestimmen (Gleichung 25) (Mammen et al., 1998). Dieser gibt an, ob nach efolgter Bindung
der edgen funktiondlen Gruppe enes multifunktionden Liganden, die Bindung der zweten
funktiondlen Gruppe erleichtert (a > 1), erschwert (a < 1) oder gleichbleibend (a = 1) ist.

. Ig K
a= " (25)
I \K Zere

Ein Beigpid fur ene pogtiv kooperative, dlerdings nicht multifunktionde Resktion
ig die Bindung von Sauersoff durch H&moglobin. Die Bindung enes hbifunktionden
Antikdrpers an  seine Rezeptoren wurde im Gegensatz dazu as negativ  kooperative
Interaktion charakterisert (Yarush and Dzantiev, 1990). Trotzdem binden bifunktionde
AntikOrper immer noch etwa 30x besser ds monofunktiondle Antikorper; das Verhdtnis ist
lediglich nicht mehr quedratisch. Der Kooperdivitésfaktor a ermdglicht dso den Vergleich
des erden Resktionschrittes einer bifunktionalen Resktion mit dem zweten. Er ig jedoch
ken Ma fir das Verhdtnis ener multivdenten Resktion zu den korrespondierenden

monova enten Einzd resktionen.

Die in Abbildung 35 gezeigten bivadenten Inhibitoren snd in diessr Studie verwendet
worden. Neben de jeweligen Strukturforme it ihre  durch  molekulardynamische
Kakulation mit dem Programmpaket SYBYL (TRIPOSINC., 1997) ermittelte, energetisch
gungtigste Konformation abgebildet.
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Abb. 35: Drei bifunktionale I nhibitoren

Abgebildet sind jeweils die molekularen Strukturformeln der einzelnen Inhibitoren und eine
energetisch minimierte Konformation des entsprechenden Molekiils frei in Losung. Die

Abbildung wurde zum Teil erstellt mit MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and
Bacon, 1997).

Alle diee potetidlen b-Tryptase-Inhibitoren dnd  prinzipidl aus dre  Telen
aufgebaut. Se besdehen aus jewels 2zwe identiscchen Kopfgruppen mit  potentidl

inhibitorischer Wirkung und einem Bindeglied, das diese miteinander verbindet und so den
korrekten Abstand herstelIt.
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Die Inhibitoren snd so entwickdt worden, dad3 de mit ihren Kopfgruppen in die
Sl-Taschen der b-TryptasesMonomere hineinragen und diese 0 inaktivieren  konnen.
Asparaginsaure 189 begrenzt die S1-Tasche an ihrem Boden und interagiert mit der basischen
Satenkette des jewelligen P1-Restes, vorzugsweise einem Lysn oder Arginin. Es ist daher
snnvoll, auch die Irhibitoren mit basschen Kopfgruppen zu versehen, so dal3 se die aktiven
Zentren der Proteinasen unter anderem durch die Formation einer Salzbriicke zur sauren
Saitenkette des Aspartats 189 blockieren konnen. Ortho- oder Para- Aminobenzyl- Gruppen
ewieen Sch zu diessm Zwecke ds ided, wobe ba den BYK-Inhibitoren die Para-
Subgtitution und bei dem NS222-Inhibitor die Ortho-Subgitution ene um ewa ene
Grofenordnung bessere Inhibition lieferte. Das Bindeglied ist bel dlen drel Inhibitoren ds en
relativ darres Kongrukt gewahlt, das nur um sehr wenige Bindungen frei drehbar ist. Zudem
haben neben den Kopfgruppen auch die Bindeglieder enen sehr hydrophilen Charakter, um
die Moglichkeit eines hydrophoben Kollabierens der dongierten Molekile in der hydrophilen

inneren Pore des b-Tryptase- Tetramers zu diminieren.

Die verschiedenen  b-Tryptase-lsoformen  wurden zur  Bedimmung  der
Inhibitionskinetik mit den enzelnen Inhibitoren titriert. Fur adle dre Inhibitoren ergab Sch
hierbel fUr die optimade Inhibition mit den Inhibitoren BYK150640 und NS222 ein molares
Verhdtnis von Inhibitor zu b-Tryptase-Monomer von 1.93 +/-0.1 : 1. Fur den Inhibitor
BYK76935 war kein eindeutiges Maximum bestimmbar. So verbesserte sich die Inhibition
auch nach Uberschréitung der Verhdtnisgrenze von 2.1 weiter. Die Ergebnisse der
kinetischen Messungen sind in Tabele 3 zusammengefa.
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Inhibitor Ki [mv] B” a

BYK76935 0.00076 16 0.80

BY K 150640 0.00025 19 0.95

NS222 0.00060 19 0.96

Tab. 3: Kinetische Kennzahlen der einzelnen Inhibitoren

Die einzelnen Inhibitoren wurden im Hinblick auf ihre Hemmeigenschaften bei b-
Tryptasen charakterisiert. Die Ergebnisse sind hier kurz zusammengefalit.

Alle dre Inhibitoren snd im sub-nanomolaren Bereich wirksam und bestzen so ene
ausgezeichnete Proteinase-hemmende  Aktivité. Aulerdem wird ene exzdlente Sdektivité
ezidt; die Bindung an b-Tryptasen is der Bindung an Referenzproteinasen wie Trypsn oder
Thrombin um mindesens vier GrofRenordnungen im Ki-Wert bevorzugt. Dem theoretischen
B -Wet von zwe fir eine bifunktionde Bindung kommen lediglich die Inhibitoren
BYK150640 und NS222 sehr nahe. Im Gegensatz dazu liegt der Inhibitor BYK76935 mit 1.6
2wischen mono- und bifunktionaer Bindung.

Um den genauen Bindungsmodus der einzelnen Inhibitoren zu ergriinden, wurden die
Strukturen dler drel Komplexe gelost.
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3.3.11 Struktur der bla-Tryptase im Komplex mit dem Inhibitor BYK76935

Abb. 36: DiePlazierung von BYK76935im bla-Tryptase Tetramer

Vier BYK76935-Molekiile binden pro TryptaseTetramer. Die Abbildung wurde mit
MOL SCRIPT/Raster3D erstellt (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997).

Aus Abbildung 36 ig klar erdchtlich, dal3 entgegen dler Erwatung datt zwel
Inhibitormolekiile pro Tetramer deren vier an der Tryptase-Hemmung beteiligt snd. Das fir
die bifunktionde Inhibition entwickdte Molekil bindet tatsdchlich nur mit einer Kopfgruppe
in en aktives Zentrum. Dort befindet sich die Aminobenzyl-Gruppe in 25 A Entfernung zur
Seitenkette des Agpatats 189 und damit in ideder Podtion zur Ausbildung ener
Wassargtoffbriickenbindung. Der Inhibitor eflllt den Raum der Sl-Tasche in ideder Wese
(Abbildung 37) und verlauft im Anschiul entlang der Molekll-Oberflache. Von der sch
anschlielfenden  Peptidbindung im  Inhibitormolekll  interagiert der  Carbonyl-Sauerstoff mit
der 29 A entfernten Seitenkette des Glutamins 192, wéhrend die die N-H-Gruppe in ener
hydrophilen Umgebung, gebildet durch den Carbonyl-Sauerstoff des Serins 214 und die
Saitenkette des Serins 195, eingebettet wird. Im welteren Verlauf des Inhibitors bis zum
zentrden  quatdren  Kohlenstoff ~werden  kaum  noch  zusdzliche  spezifische
Wechsdwirkungen ausgebildet. Am ehesten wére hier noch der Carbonyl-Kohlenstoff der
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Esterbriicke zu nennen, der sich in 3.7 A Entfernung zum peptidischen Stickstoff des Alanins
97 befindet. Der Inhibitor verlduft dets direkt entlang der Oberflache des b-Tryptase
Tetramers, an die e dch optima anlegt. Jedoch andatt ene S-atige Konformetion
einzunehmen, um mit der andern Kopfgruppe die benachbarte S1-Tasche zu blockieren,
verlauft der Inhibitor welterhin angeschmiegt an der Molekiloberflache, wenn auch jetzt des
benachbarten Monomers. Spezifische Interaktionen treten ansongten lediglich noch zwischen
der Ederbriiche des zweten Inhibitorarmes und der Peptidbindung des Glycins 219 des
benachbarten Monomers auf, die sich in 28 A Entfernung zueinander befinden. Insgesamt
betrachtet bindet der Inhibitor BYK76935 dlerdings durchaus bifunktiona, indem er
enersats in das aktive Zentrum des einen Monomers bindet und dieses anderersaits mit der
Oberfléche des benachbarten Monomers verbriickt.

Abb. 37: BYK 76935 komplexiert mit blll-Tryptase

Das linke Teilbild zeigt den Blick vom Inneren des Tetramers aus auf das A-D-Interface.
Die Sl1-Taschen der benachbarten Monomere befinden sich im Norden und im Stden,
jedoch sind die Boden der Spezifitétstaschen nicht sichtbar. Die Inhibitoren sind als Stab-
Darstellung abgebildet. Das rechte Teilbild zigt den Blick entlang des Inhibitors bis auf
den Boden der S1-Tasche. Die Oberfléchen sind entsprechend ihrer Ladung geférbt. Die
Abbildung wurde mit GRASP erstellt (Nicholls et al ., 1993).
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3.3.12 Struktur der blll-Tryptase im Komplex mit dem Inhibitor BYK150640

Abb. 38: DiePlazierung von BYK150640im bllI-Tryptase Tetramer

Vier BYK150640-Molekiile binden pro TryptaseTetramer. Die Abbildung wurde mit
MOLSCRIPT/Raster3D erstellt (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997).

Abbildung 38 zegt, wie der Inhibitor BYK150640 die aktiven Zentren der
benachbarten Monomere A und D sowie B und C verbrickt, so dad insgesamt zwel
Inhibitormolekiile pro b-Tryptase-Tetramer binden. Hierbae nimmt die Verbindung ene S
formige Konformetion ein, die diesss Verhdten ermdglicht. Die  Aminobenzyl-Gruppe wird
in der Sl-Spezifititstasche aufgenommen, wobel die Aminogruppe 26 A entfernt zur
Carboxylgruppe der Seitenkette des Aspartats 189 steht und so eine Wasserstoffbriicke bildet.
Die Carbonylgruppe der sch anschlielfenden Peptidbindung wird durch Wechsdlwirkungen
mit der in enem Abstand von 2.7 A postionierten Hydroxylgruppe des Serins 195 und dem
Stickgtoff der Imidazolgruppe des Hididins 57 koordiniert, die sich in enem Abstand von 2.9
A ebenfdls in guter Entfernung und Orientierung befindet, um Wasserstoffbriickenbindungen
auzubilden. Die dch anschliiende  Ederbindung  wird  ebenfdls  durch  ene
Wassarstoffbriickenbindung  des Carbonylkohlenstoffs mit dem um 27 A disanzierten
Stickgtoff des Alanins 97 in seiner Pogtion gehdten.
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Der zweite Arm des hifunktionden Inhibitors interagiert in glecher Weise mit dem
benachbarten Monomer. Die lineare hydrophobe Kohlengtoffkette dient hierbel as optimaes
Bindeglied zwischen den beiden polaren Kopfgruppen, da se dch Uber enen weitgehend
ungeladenen Tell der Molekiloberflache erstreckt. Abbildung 38 zeigt den Blick aus der Si-
Tasche des Monomes A, in die die Aminobenzyl-Gruppe im Vordergrund bindet, in
Richtung der Sl-Tasche des Monomers D. Hierbel it die Darstellung der Oberfléche des
Monomers A aus Griinden der Ubersichtlichkeit ausgelassen worden. Es wird deutlich, dal3
beide Arme des Inhibitors in ideder Weise dazu geeignet snd, den Raum, den die
Subgtratbindungstelle der b-Tryptasen bietet, vollstandig zu flllen.

Abb. 39: BYK 150640 komplexiert mit bllI-Tryptase

Der Inhibitor ist als Stab-Modell abgebildet. Der Blick richtet sich aus der S1-Tasche, in
die die Aminobenzyl-Gruppe im Vordergrund bindet in die benachbarte S1-Tasche. Die
Oberflache ist relativ zu ihrer Ladung geférbt. Die Abbildung wurde mit GRASP erstellt
(Nichollset al., 1993).

3.3.13 Struktur der blll-Tryptase im Komplex mit dem Inhibitor NS222

Die schlechte Quaitét und geringe Auflésung des Datensatzes fur diesen Komplex
bedingt, dal3 die exakten Atompodtionen des Inhibitors nur sehr schwer zu ermitteln waren.
Auf genaue Angaben Uber Atomabsténde und Interektionen soll deshdb hier verzichtet
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werden. Das linke Telbild der Abbildung 39 zeigt das Ergebnis enes Moddlierungs-
Experimentes, in dem der Inhibitor NS222 in die aktiven Zentren der benachbarten
Monomere A und D hineingedockt wurde. Cyclodextrin erweis dch hiebel ds en
Ratzhdter von geadezu ideden Dimendonen, um die beden Arme des Inhibitors
miteinander zu verbinden. Das Rontgenexperiment sollte im Folgenden endgiltig Aufschiuld
Uber den wahren Bindungsmodus des Inhibitors geben.

Das rechte Teilbild zeigt die unverfeinerte, experimentdle bei 1 s konturierte 2 Fops
Fcac-Elektronen-Dichte fir den CydodextrinRing. Diese befindet sch in ener fur die
bifunktionde Inhibition und Verbriickung der benachbarten aktiven Zentren ideden Pogtion.
Das in die experimentdle Dichte eingebaute Cyclodextrinmodd| illudriert dies. Baserend auf
diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dald auch der Inhibitor NS222  wirklich
bifunktiona bindet und mit sainen Armen die Spezifitdtstaschen der benachbarten Monomere
A und D blockiert.

Abb. 40: Die Plazierung von NS222im blll-Tryptase Tetramer

Das linke Teilbild zeigt das Ergebnis einer initiadlen Modellierung mit SYBYL (Tripos
Inc.), in dem der Inhibitor NS222 in die Struktur der blll-Tryptase eingefligt wurde. Das
rechte Teilbild zeigt die experimentelle Elektronendichte flr den Cylodextrinring des
Inhibitors, in die die Struktur des Inhibitors zur Illustration eingefigt wurde. Die
Abbildungen wurden mit BOBSCRIPT und MOLSCRIPT/Raster3D erstellt (Esnouf, 2000)
(Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997).
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3.4 Diskussion

Die Krigdlpackung der dre b-Tryptase-Isoform-Krigtdlle erlaubte es, in dlen Falen
unzweifelhaft das rechteckig aufgebaute Tetramer ds die naiv reevante und enzymaisch
aktive Db-Tryptase-Tetramer-Konformation zu identifizieren. Damit i diese  Teramer-
Architektur mit der inhd&renten pseudo 222 Symmetrie und den in die zentrde Pore deutenden
aktiven Zentren fir bla-Tryptase und fur bl11-Tryptase belegt.

Das b-Tryptase-Tetramer  wird hauptsichlich  durch  Interaktionen der sechs
beschriebenen Oberflachen, loops’ miteinander in zwel  unterschiedlichen Interfaces gebildet.
Diese Oberflachen,loops’ dnd, mit Ausnehme der in der Literatur ds g Tryptase
beschriebenen Proteinase (Caughey et al., 2000), in dlen humanen Tryptase-lsoformen wie
auch in den Tryptasen anderer Saugetiere vorhanden. In humanen b-Tryptasen sind sogar die
Protein-Sequenzen dieser Bereiche dreng konserviert, wahrend auffdligeweise die Mehrzahl
der Sequenzunterschiede beigiidsweise im Veglech zu a-Tryptasen ebenfals im Bereich
diesr Obefléchen,loops® zu finden snd. Ein Protensequenzvergleich legt daher den
beschriebenen Tetramer-Aufbau auch bel den bisher nicht strukturel untersuchten Tryptase-
Isoformen, zumindest aber ba samtlichen b-Tryptasen sehr nahe. g-Tryptasen bilden hierbel
eine Ausnahme, da sie keine der sechs charakteristischen Oberflachen, loops’ aufweisen und
es auch bisher keinen biochemischen Hinwes auf ihr Vorliegen ds Teramer gibt. Die
Benennung dieser Proteinase, die zusdtzlich Uber einen Membrananker verfugt, as Tryptase,
efolgte auf der Grundiage der bisher edblierten Definition von Tryptasen ds in Madzdlen
exprimierte  Trypsn-atige Serinproteinasen  (Schwartz and  Austen, 1980). Die neu
gewonnenen Erkenntnisse Uber den Aufbau der b-Tryptasen werfen die Frage auf, ob die
Definition von Tryptasen nicht aktudisert und an ihre strukturdl konservierten Eigenschaften
angepald werden mul3.

Vide der enzigatigen Eigenscheften der b-Tryptasen werden durch ihre Struktur
lecht eklabar. So i deren Subdratspezifitt im Unterschied zu den meden anderen
Serinproteinasen  hoéchstwahrschenlich vornehmlich durch die Architektur des Tetramers und

weniger durch die genaue Struktur des aktiven Zentrums bestimmt, die Referenz-Proteinasen
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wie Trypsn oder Chymotrypsn dark dhndt. So gesehen, kénnen die b-Tryptasen ds en
Mitglied der Gruppe der ,sdf-compatmentalizing protesses' betrachtet werden. Bestehend
aus dne ringatigen Anordnung von lediglich vier Monomeren mit enem  Gesamt-
Molekulargewicht von 135 kDa gdlen b-Tryptasen eine sehr kleine und einfach strukturierte
Form diesr Protenase-Klasse dar. lhre prominentesten Vertreter bestehen sonst aus
mindetens zwel Ringen mit jewells dre identischen Monomeren, wie beispidswvese Ga6
aus Saccharomyces cerevisiae (300 kDa) oder die Tricorn Proteinase aus Thermoplasma
acidophilum (720 kDa) mit bis zu vier Ringen mit Seben identischen Untereinheiten, wie das
eukaryontische  Proteasom (750 kDa). Alle letztgenannten Vertreter der |, sdf-
compartmentaizing protesses’ Uben wichtige Funktionen in der Proteindegradation in der
Zdle aus Im Gegensatz dazu snd b-Tryptasen sowohl im Zdlplasma ds auch im
extrazdlul&ren Raum vollsadig aktiv (Schwartz and Bradford, 1986) (Goldsein et al., 1992)
und in die Immunantwort involviert.

Abb. 41: Einige Vertreter der, self-compartmentalizing proteases’

Tryptasen sind der mit Abstand kleinste Vertreter der ,, self-compartmentalizing proteases®.
Alle Proteinasen dieser Klasse sind hoch-symmetrisch aufgebaut. Die Abbildung wurde mit
MOL SCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997) erstellt.
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Die Struktur des b-Tryptase-Tetramers erklat saine Resistenz gegenlber fast dlen
makromolekularen Serinproteinase-Inhibitoren. So zeigten die Serpine (,Serine proteinase
inhibitors*) ai-Proteinase Inhibitor, Antithrombin [l und CIl-Esterase-Inhibitor sowie a»-
Makroglobulin keinerle hemmende Wirkung be Tryptasen (Schwartz and Bradford, 1986)
(Alter et al., 1990). Dieses liegt eindeutig in der verminderten Zugangigkeit der aktiven
Zentren durch den Tetramer-Aufbau begrindet. Aber auch kleinere Inhibitoren, wie etwa die
des Kazal-Typs oder des KunitzTyps kdnnen nicht an die aktiven Zentren der humanen b-
Tryptase binden, da de insbesondere mit dem 147-,loop” des jewels benachbarten
Monomers kollidieren wirden. So eklat dch die Inaktivitdt von Rinder-pankresatischem:
Trypsn-Inhibitor  (Aprotinin) und der KunitzDomaine der Vorsufe des Alzhemer-b-
Amyloid-Proteins. In diesr Hingcht unterscheden sch humane b-Tryptasen von Tryptasen
anderer SAugetiere, die haufig mit ihren endogenen Inhibitoren des KunitzTyps kolokdigert
snd. So wird Rinder-Tryptase sehr wohl durch Aprotinin (Fiorucci et al., 1995) und Ratter+
Tryptase durch Trypdatin (Kido et al., 1988) gehemmt. Diese Ergebnise lassen in diesen
Tryptasen ene von humanen b-Tryptasen verschiedene Tetramer-Architektur erwarten.
Vermutlich igt die zentrde Pore in diesen verwandten Enzymen etwas grofler dimengioniert.
Der bisher enzige gefundene natrliche Inhibitor, der humane b-Tryptase inhibiert, ist der
vom medizinischen Blutegd (Hirudo medicinalis) stammende, aus 46 Aminosauren
besehende ,leech derived tryptase inhibitor* (LDTI) (Sommerhoff et al., 1994).
Moddlierung Studien haben ergeben, dald dieser Inhibitor genau in die zentrde Pore des
Tryptase- Tetramers pall.

Auch die Erfordernis der Bindung von Proteoglykanen an b-Tryptasen flr deren
Sabilitst wird aus der Tetramer-Struktur erklérlich. Durch die Bindung von Heparin an die
A-B-Peripherie des Tetramers wird dieses durch seine Hydrophobizité und durch saine
geringe Ausdehnung gekennzeichnete A-B-Interface stabilisert und so der Zusammenhalt des
Tetramers gewdhrlei stet.

Die enzdnen Isoformen der b-Tryptasen haben ene oft Uber 99 % liegende
Sequenzidentitét. Se wesen zum  Tel ledigich ene unteschiedliche Anzahl an
N-Glykolyserungsorten auf und im Fale der blll-Tryptase ig zusdzlich ein etwas Sabileres
A-B-Inteface  zu ewaten. Waum dennoch deat vide b-Tryptase-Isoformen
gleichberechtigt produziert werden, it unklar. Neue Ergebnisse lassen vermuten, dal3 bl-
Tryptasen und bll-Tryptasen sogar funktiond &quivdent snd (Harris JL. et al., 2001); mit
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anderen  Worten, dal} die Anzahl der N-Glykolyserungsorte keinen Einflud auf die
enzymatische Aktivitdt hat. Strukturel gibt es ebenfdls kaum Anhdtspunkte, dal3 sich die
veranderte Interface-Stabilitéd in blll-Tryptase auf die proteolytischen Eigenschaften des

Enzyms auswirken konnte.

Wirksam inhibiert werden dle Isoformen der b-Tryptasen durch niedermolekulare
gynthetische  Serinproteinase-Inhibitoren  wie beisiielsweise  Diisopropylfluorophosphat  oder
verschiedene Benzamidinderivate (Smith et al., 1984) (Sturzebecher et al., 1992). Aufgrund
der haufig rdativ geringen Affinitd dieser bisher synthetiserten Inhibitoren, die durch deren
Ki-Wert im lediglich mycromolaren Bereich ausgedriickt wird, snd diese Prdparate jedoch fir
ihre Appliketion in vivo nicht gesignet. Haufig sSnd diese Vebindungen zusiizlich ingabil
gegentiber dem Stoffwechsd oder weisen eine hohe Toxizitét auf.

Wegweisend fur die Entwicklung klinisch verwertbarer Inhibitoren wird das Problem
der geringen Spezifitdt in der Naur ebenfdls durch multivdente Inhibition gedst. So wurden
im medizinischen Blutegd (Hirudo mediznalis) und im javanesschem Blutegd (Hirudo
javanica) neben dem monomerisch vorliegenden ,leech derived tryptase inhibitor* (LDTI)
ebenfdls multimere Vaiatten identifiziet (Piechottka, 2001) (Matschiner, 1998). Die Kj-
Werte falen hierbel bis in den niederen pikomolaren Bereich, wéhrend der Ki-Wert der LDTI-

Monomere im nanomolaren Bereich liegt.

Veschiedene Studien mit  synthetischen bivalenten Inhibitoren sind  bereits von uns
und anderen Gruppen durchgeftihrt worden (Rice et al., 2000a; Rice et al., 1998; Rice et al.,
2000b) (Sturzebecher et al., 1992) (Schaschke et al., 2000; Schaschke et al., 2001) (Ono et
al., 1999) (Wright et al., 1999) (Burgess et al., 1999). Hierbe wurden aus
synthesechemischen Grinden sets symmetrische Verbindungen entwickdt. Diese bestanden
aus zwel, moglichs paigenau fur die Insertion in die Sl-Tasche und die Bindung an die
Seitenkette des Agpartats 189 gedtdteten, basischen Kopfgruppen, die durch en flexibles
Bindeglied mitenander verbunden snd. Diese Hexibilitd <ollte die Anpassung an die
jewdlige Umgebung erlechtern. Die Vaiaion enes hiegba im Linker enthdtenen (-CHa-),-
Elementes ligferte @nen optimden Ki-Wert fir eine bestimmte Molekillénge, der sich bel
Verlangerung und be  Vekirzung des Vebindungssegmentes verschlechterte.  Dieses
Verhdten wurde mit enem bifunktionden Bindungsmodus am K;-Optimum begriindet, auch
wenn dieses Postulat bisher strukturell noch nie belegt werden konnte.
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Eine Aminosiurenkette bestehend aus acht Aminoséuren kann die aktiven Zentren der
b-Tryptasen mitenander verbinden, wie im Moddl in Abbildung 41 gezeigt. Die drenge
Geometrie der aktiven Zentren zueinander konnte ds srukturdle Grundlage fir eine Funktion
ds ,molecular ruler dienen. Erde expeimentele Sudien zeigen, dal b-Tryptasen
tatsichlich geeignete dongierte peptidische Subdtrate in - Peptide, bestehend aus  acht
Aminosauren, zerlegen kénnen (T. Laldeben, persinliche Kommunikation).

Abb. 42: Acht Aminosauren kénnen zwel benachbarte aktive Zentren ver brlicken

Die aktiven Zentren der Monomere A und D kénnen durch eine Aminosaure bestehend aus
acht Gliedern, hier Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Lys miteinander verbunden werden.
Diese Stereo-Abbildung wurde erstellt mit MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt
and Bacon, 1997).

Inhibitoren, die diese aktiven Zentren verbriicken sollen, missen daher mindestens die
Lange eines achtgliedrigen Polypeptids bestzen. Die im Rahmen dieser Studie verwendeten
Inhibitoren unterscheiden sch von den bisher untersuchten Verbindungen durch ihr darres
Bindeglied, was den Velug an Konformationsentropie durch die Komplexformation
veringert. Die Inhibitoren BYK150640 und BYK76935 konnen aufgrund ihrer geringen
Grole durchaus ds Letdrukturen fir die Entwicklung klinisch ensetzbarer Verbindungen
dienen. Das Cyclodextrinderivat hingegen is aufgrund saines Zuckerkerns metabolisch
ingabil und aufgrund sener Grole ds potentidl nur schwer  bioverfigbares Préparat
enzusufen und daher eher ds ene in vitro zu benutzende Moddlverbindung fir die sdektive
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bivdente Inhibition von Tryptasen zu betrachten. Hierbe haben die Uber den Bindungsmodus
der Kopfgruppen gewonnenen Erkenntnisse durchaus klinische Relevanz.

Ergmdig is es gdungen, durch die Lésung ene Krigalsruktur den bivaenten
Bindungsmodus enes Inhibitormolekils zu belegen. Die dre Strukturen zeigen, dald3 die
Verbindungen BYK150640 und NS222 bifunktiona die zwel benachbarten aktiven Zentren
der Monomere A und D miteinander verbricken. Fir das Inhibitorendesgn ergibt sch aus
diesen Sudien, dal} fur die Ausnutzung der besonderen Tryptase-Architektur fir die
Inhibition nicht unbedingt nur die Geometrie der aktiven Zentren zueinander eine besondere
Rolle spiden muld Es ig durchaus auch die Bindung an ene Exodte absdts eines aktiven
Zentrums ds Strategie denkbar. Dies wirde die Verwendung von unsymmetrischen
Molekilen ermoglichen, die den Vortell haben, in Bezug auf ihre funktiondlen Gruppen
leichter variiebar zu s=in. So kdnnen Vebindungen wesentlich enfacher auf ihre
Bioverfugbarkeit  optimiet  werden. Beipidsvese wa&e es  moglich, um  das
Molekulargewicht eines Inhibitors zu veringern, ene Vebindung zu entwicken, die
enesats in en aktives Zentrum bindet und sch anderersats an die Tryptasespezifische A-
D-, loop”-Region im A-D-Interface anlagert.

Der mit Hilfe von kinetischen Messungen ermittelte Faktor B fir die Verbindungen
BYK150640 und NS222 von 1.9 liegt nahe bei dem theoretischen Wert von zwe fir die
bifunktionale Bindung. Fir die Verbindung BYK76935 konnte lediglich ein B*~Wert von 1.6
besimmt werden. Die entsprechende Krgdlsruktur ligfert fir diessn Wert ene plausble
Erklaung. Der Inhibitor bindet lediglich an en aktives Zentrum und zusdzlich an ene
Exogte an der Oberfléche des benachbarten Monomers. Diese Exoste weist offenbar ene
geringere  Affinititt fir die Kopfgruppe des Inhibitors auf, as das aktive Zentrum der
Proteinase. Hieraus erklat sich ein geingerer K™"°-Wert fir diese Teilresktion, was sich

dann in einem ebenfalls reduzierten Wert von B” zeigt.

Schiuffolgernd aus diesen Experimenten ergibt sich, dal? der theoretische Faktor B
dreng mit dem wahrhaften Bindungsmodus korrdiert und so die experimentdle Ermittiung
dieses Wertes Vorraussagen Uber die Art der Bindung eines entsprechenden Inhibitors zul 8.
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4 Humane al-Tryptase - Kristallstruktur und funktionale

Charakterisierung

4.1 Vorbemerkungen

Trotz der knapp Uber 90 % liegenden Sequenzidentitét zwischen a-Tryptasen und b-
Tryptasen (Lutzdschweab et al., 1997), gibt es entscheidende Unterschiede zwischen den

beiden Isoformen. Diese lassen unterschiedliche Rollen der beden Tryptasen in vivo

erwarten.

Waéhrend b-Tryptasen den Hauptteil der Tryptasen in Masizdlen darstellen, so werden
a-Tryptasen nur in geringeren Mengen in Lungen und Haut-Mastzellen exprimiet. Se snd
jedoch die enzige Tryptase-Isoform, die in Basophilen generiert wird, wie durch Andyse der
MRNA-HaUfigket (Xia et al., 1995) und durch Antikorper-Farbung (Castells et al., 1987)
festigestdlt wurde. In der monozytaren Zdllinie Mono-Mac-6 wurde ebenfals nur a-Tryptase
gefunden (Huang et al., 1993).

Zunéchst wurde vermutet, dald a-Tryptasen nicht korrekt zur reifen Serinproteinase
prozessiert wirden, da sch die pro-Form der a-Tryptase an Pogtion —3 von der pro-Form der
b-Tryptase unterscheidet. Hier ig ein Glutamin durch en Arginin ersetzt, ein Augtausch, von
dem erwartet wurde, dal3 er eine Reifung der pro-a-Tryptase zur a-Tryptase und damit zur
aktiven Proteinase verhindere (Sakal et al., 1996). Erg kirzlich gdang es, humane a-Tryptase
sowohl in Insektenzdlen (Huang et al., 1999) ds auch in trandfizieten COS-Zdlen (Mirza et
al.,, 1997) zu exprimieren. In beiden Fdlen war die Tryptase korrekt zum refen Enzym
prozessiert. Das zeigte, dald sowohl der erste autokataytische Schritt von der pro-a-Tryptase
zur pro-a-Tryptase ds auch die Refung der pro'-a-Tryptase zum refen a-Tryptase
Tetramer auch im Fale des a-lsoenzyms vollsténdig ausgefiihrt werden. Hiermit konnte die
initide Vermutung Sakais widerlegt werden.

Obwohl diese rekombinant produzierte a-Tryptase sowohl vollsténdig gereft ds auch
tetramerisgert war, dlem Anschein nach adso ene vollgandig aktive Serinproteinase vorlag,
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zeigte Se kenele hydrolytische Aktivitdt gegen proteinogene Subdrate der b-Tryptasen
(Huang et al., 1999). Nur fir das Substrat tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA wurde eine extrem
schwache, nicht quantifizierbare hydrolytische  Aktivitét beobachtet, die dlerdings auch
madglicherweise auf eine Probenverunrenigung zurickzufiihren sain konnte.  Aufgrund  der
hohen Sequenzidentitét zwischen a- und b-Tryptasen ist dieser drastische Unterschied in der

Aktivitdt um so ersaunlicher.

Von den 245 Aminosduren der al-Tryptase unterscheiden sch nur 17 Aminosiuren
von der hydrolytisch voll aktiven bla-Tryptase. Fur die Inaktivét der a-Tryptase wird im
dlgemenen ene enzige Aminosture in der Ndhe des ,aktiven® Zentrums der a-Tryptase,
Die Aspaaginsure 216, verantwortlich gehadten Durch Homologie-Moddlierung — unter
Zuhilfenahme der gdogten Struktur der bll-Tryptase wurde Asparaginsaure 216 am Rand der
Spezifitéts Tasche der a-Tryptase lokdisert. Wéhrend das in b-Tryptasen vorhandene Glycin
216 diese raumlich nicht einschrankt, wurde von der Seitenkette des Aspartats erwartet, dal3
es den in der Sl-Tasche zur Veflgung stehenden Raum enschrénke und zuséizlich durch
sne egene Ladung die ObefléchenBeschaffenhat der  Spezifitdts- Tasche veréndere,
Hierdurch entstiinde ene maoglicherweise dterniete Subdtratspezifitét oder gegebenenfdls
ene Inaktivitét. Da es bisher jedoch nicht gedungen is, &n mogliches Subdtrat fir
a-Tryptasen zu identifizieren, werden a-Tryptasen gemenhin ds inaktive Serinproteinasen
angesehen.

Die wichtige Rolle, die Die Asparaginsaure 216 diesbezliglich ausibt, wurde durch
Mutationsexperimente demondriert, wo Die Asparaginsiure 216 in der a-Tryptase zu einem
in b-Tryptasen an dieser Podtion vorhandenen Glycin mutiert wurde (Huang et al., 1999).
Hierdurch gelang es, ene Aktivitd gegen Subsrate der b-Tryptase wieder herzustdlen.
Allerdings betrug diese nur etwa 1/25 der be b-Tryptasen beobachteten Aktivitét, was darauf
schlieffen 8%, dald auch andere der dsich in den Isoformen unterscheidenden Aminosiuren
Einflud auf die Aktivitét des Enzyms haben.

Ein weterer wichtiger Unterschied zwischen a- und b-Tryptasen ist es, dal3 im
Gegensatz zu b-Tryptasen a-Tryptasen nicht in den Sekretions-Granula gelagert werden,
sondern andelle dessen laufend freigesetzt werden (Saka et al., 1996). Dies ig kondstent mit
der im Laufe dieser Arbeit beschriebenen Beobachtung, dald das a-Tryptase-Tetramer im
Gegensatiz zum b-Tryptase- Tetramer fir seine Stabilitét der Heparinbindung nicht bedarf.
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Erhdhte a-Tryptase-Konzentrationen snd bisher im Blut von Pdaienten mit
sysemischer Mastocystis (Schwartz et al., 1995) und chronischen Allergieerkrankungen (Li
et al., 1998) nachgewiesen worden. Diese Erkenntnisse verlangen nach ener genaueren

Untersuchung der Frage, ob a - Tryptase eine aktive Proteinase ist, oder nicht.

Zur Funktion der a-Tryptasen i zur Zet in der Literatur nur wenig beschrieben. Wie
bereits erwdhnt, snd noch keinerle Subgrate fir a-Tryptase identifiziert worden. Aul¥erdem
i sat kurzem bekannt, dald a-Tryptasen im Gegensaiz zu b-Tryptasen nicht fur die
Anziehung von Basophilen aus dem Blutkreidauf verantwortlich snd (Huang 2001). Einige
madgliche Funktionen der a-Tryptase ergeben sch aus diesr Arbat und sollen im Anschiuld
an dieses Kagpitel diskutiert werden.

Um die anscheinende Inaktivitét reifer a-Tryptase sowie die ihr zugrunde liegenden
srukturellen Ursachen zu ergriinden, ist hier die Krigdlsruktur der reifen al-Tryptase gel6st
worden. Diese Untersuchungen ergaben fir das aktive Zentrum, abweichend von den
vorgehend beschriebenen Vermutungen, eine komplett umgeordnete Substratbindungsregion.
Diese drukturele Konformation it weder kompatibe mit initider Substratbindung noch mit
anschliel}ender Hydrolyse einer Peptidbindung und erkl&rt so die beobachtete proteolytische
Inaktivitét dieser Tryptase-lsoform. Welterhin |83 diese Krigalstruktur Schlisse zu, die die
beobachtete erhthte Stabilitét des a-Tryptase-Tetramers auch ohne Heparinbindung erkléren

koénnten.

Im Hinblick auf die besonderen Eigenschaften der a-Tryptase hingchtlich des
tetramerischen  Aufbaus und der Teramer-Stabilitdt sowie der Tatsache, da3 diese
Tryptase-Isoform die mit Abstand am héufigsen auftretende Isoform im Blut is, gdlt sch
die Frage, ob a-Tryptasen neben nicht-proteolytischen Funktionen moglicherweise doch
proteolytisch aktiv sain konnen. Dies wirde dlerdings wiederum eine Umordnung des
Laktiven" Zentrums zu der in der b-Tryptase sowie in dlen anderen Serinproteinasen
gefundenen Konformation voraussetizen. Ein solcher Schritt kdnnte beispielsweise durch die
Bindung enes ideden Subdrates initilet werden. Ein solcher ,induced-fit* Mechaniamus ist
bisher bel Serinproteinasen unbeobachtet und wirde enen neuen Weg der Proteinase-
Regulation reprasentieren.

Um diese Mdoglichket zu untersuchen, i hier ene sysemaische Suche nech
proteolytischer Aktivitét der a-Tryptase durchgefihrt worden. Tatsichlich i es im Rahmen
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diesr Experimente gdungen, mit ,bovine ssrum dbumin® (BSA) en, wenn auch nicht
physologisches, Protein-Substrat zu identifizieren, das exakt an enem Ort in der
Proteinsequenz  hydrolysert wird. Baserend auf diesen Ergebnissen war es moglich, en
peptidisches Substrat zu  entwickeln, und so die proteolytische Aktivitét der a-Tryptase
hingchtlich ihrer kinetischen Konganten zu charakteriseren. Interessanterweise 8% Sch
diese Aktivitdt der a-Tryptase durch die Komplexierung von Zn?* inhibieren. Zur genauen
Untersuchung des Mechanismus, nach dem Zn®* die proteolytische Aktivitét einschrankt,
wurde die Struktur eines Zn**-K omplexes der a - Tryptase ebenfals gel6st.

4.2 Materialien und Methoden

4.2.1 Klonierung, Expression und Selektion niedrig glykolysierter Tryptase

a-Tryptase wurde andog zu den vorstehend beschriebenen b-Tryptasen kloniert und
aufgereinigt (dehe Kapitd 3.2.1 und 3.2.2). Die cDNA des a-Tryptase Gens wurde in den
pPICZAa-Vektor kloniet und der Hefesamm pichia pastoris mit diessm  Klon
eektrotransformiert. Die Kutivierung der Hefezdlen bis zu Zdldichten von 80g/l efolgte in
enem Fermenter. Nach der Expresson der Proteinase und deren Aufreinigung mit Hilfe der
Kationenaugtauschchromatographie  folgte die Verenigung der schwach glykolyserten al-
Tryptase-Fraktionen, die fir Krigtallisationsversuche geeignet sind.

422 Konzentration

Die Einengung der von dear Kaionenaustauschersiule duierten niedrig glykolyserten
Frektionen efolgte in Andogie zur Einengung der b-Tryptase-lsoformen (sehe Kapite
324). Auf die Eingdlung der Prgparation auf enen NaClGehdt von 1.5 M konnte
aufgrund der anscheinend erhthten Stabilitét des a-Tryptase-Tetramers verzichtet werden.
Abschlie;end wurde die auf 6.6 mg/ml konzentrierte Proteinlésung durch Filtration durch
eine proteinabweisende Membran mit einer Porengrofe von 0.22 mm von Schwebgtoffen und

anderen Verunreinigungen befreit.



Humane al -Tryptase — Kristallstruktur und funktional e Charakterisierung 105

4.2.3 Kristallisation

Die Kriddlisationsansitze efolgten methodisch andog dem in Kepitd 3.25.
beschriebenen Verfahren.

Die besgen Kriddle entstanden, wenn 15 m ene asf 66 mg/ml konzentrierten
Proteinlésung mit enem glechen Volumen an Prézipitanzlosung vermischt und gegen 500 mi
Prézipitanzlosung aquilibriert wurde. Die Prézipitanzlosung bestand aus 22 % PEG4000 und
0.1 M Magnesumchlorid in einem 100 mM HEPES-Puffer, pH-Wert 7.6 und wurde mit einer
dinnen Schicht Minerddl (Sigma) Uberlagert, um die Aduilibrationszeit zu verlangem.
Kleine, gadbchenformige Krigdle wuchsen innerhdb ener Woche, Diese Krigdle wurden
anchliefend zum ,macro-seeding” verwendet. Die umgesetzten Krigale wuchsen nun im
Laufe einer weiteren Woche bis zu ener typischen Grofe von 150mm x 150nm x 230mm

heran und waren von ihren Dimensionen her gut fur die Rontgensirukturanalyse gesignet.

Zur Hestelung der Zr*-al-Tryptase- Komplexe wurde zu den in ihrer Mutterlauge
befindlichen al-Tryptase-Krigtdlen 0.2 mi ener 10 mM ZnCh-LOsung gegeben. Nach ener
Inkubationszeit von 15 Minuten konnten die Krigale geerntet und zur Strukturandyse

verwendet werden.

4.2.4 Datensammlung

Zur Aufnehme der Diffrektionsdaten wurden die Krigdle zunéchgt in dlanigerten
Quarzkapillaren (Mark-Rohrchen fir rontgenographische  Aufnahmen, W. Miller, Berlin)
montiet und be Raumtemperaiur in ener Serie von Rotationsaufnahmen bel  enem
Drehwinkd von 1° an enem mit Graphit Monochromator versehenen Drehanodengenerator
(Riggku RU 300, Hong-Kong) vermessen. Die Daenaufzeichnung efolgte mit Hilfe enes
300 mm ,image plate* Detektors (Marresearch, Hamburg). Leider liel3 die Datenquaditét bel
solchen Aufnahmen be zunehmender Mel&zeit stark nach, so dal3 ba ener initiden AuflGsung
bis zu 30 A nach beets drei Aufnehmen keine Reflexe mehr erkennbar waren. Diese
Verschlechterung der Datenquditét it auf eine durch die starke Rontgenstrahlung verursachte
Schédigung des Krigalls zurtickzuftihren.
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Um die Schadigung des Krigdls durch die Rontgendrahlung zu vermindern, sollte die
Datenaufnahme bel —180 °C efolgen. Hierzu wurde der Kristdl mit einer Kryoprotektanz
behanddt. Im Fal der a-Tryptase wurde zu den Krigdlen in ihrer Mutterlauge in 15
mindtigen Abstdnden jewells 0.1 m L,L-2,3-Butandiol hinzugegeben. Anschliel®end wurden
die Krigdle mit Hilfe enes ,cryo-loops' aus der Mutterlauge gefischt, augenblicklich in
flissgen Stickgtoff getaucht und so blitzgefroren. Wahrend der Datenaufnahme erfolgte die
Kihlung des Krigdls durch permanente Bedampfung mit enem auf 100 K temperierten
Stickstoffstrom. Als geeignete Apparatur wurde hierzu en , cryostream cryosystem* (Oxford
Cryosystems, Oxford, U.K.) verwendet.

Vorlafige Daensdize fir die a-Tryptase Kristdle und der Datensaiz fir den zZn®*
Komplex der a-Tryptase wurden* mit CuKa-Strrahlung, produziert von ener rotierenden
Kupfer-Anode, bei 100 K aufgenommen. Die Datenaufnahme bis zu ener Auflésung von
ewa 30 A efolge in 0.8°-Schritten unter Benutzung ener 345 mm ,imege plate’
(Marresearch, Hamburg) gesammelt.

An der ,wiggler-beamling’ BW6, die an den DORIS-Ring am deutschen Elektronen
Synchroton in Hamburg gekoppdt i, konnte der endglitige Datensatz fir die a-Tryptase
Krigdle aufgenommen werden. Die deutlich hthere Intengtéd der Rontgenstrahlung an dieser
,beamling’ erlaubte ene Datenaufnahme be dgnifikant verbesserter Auflésung. So gelang
gne Daensammlung bis zu ener Auflésung von 22 A in 0.8° Inkrementen Uber enen
Gesamtmef3pereich von 90°.

4.2.5 Integration und Phasierung

Die Intendtédten der Reflexe beider Datensdtize wurden mit MOSFLM, Verson 6.1
(Ledie, 1991) integriert und mit den Programmen SCALA und TRUNCATE der CCP4 suite
(Collaborative Computationa Project, 1994) zusammengefad und skdiert.

Die Orientieeung und die Anordnung der a-Tryptase-Monomere in der Einhetszele
konnte nach der Methode des molekularen Ersatzes mit dem Programm AMORE (Navaza et
al., 1998) unter Verwendung der Reflexe im Auflésungsbereich zwischen 10 A und 4 A

ermittat werden.
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Fur die Phasenbestimmung der al-Tryptase-Struktur wurden as Suchmodel sowohl
bll-Tryptase-Monomere (Pereira et al., 1998) ds auch das von P.JB. Pereira et al. podtulierte
Tetramer (Pereira et al.,, 1998) ds Suchmoddl engesetzt. Belde Rotations- und
Trandationssuchen ergaben Ergebnisse mit einer gleichen, besten Ldsung. Diese hob sich
sowohl durch ihren Korrdaionsfaktor ¢ = 040 as auch durch ihren R-Faktor von 44 %
deutlich von der zwetbesen Losung (¢ = 035 R = 48 %) ab. Inspektion der
vorgechlagenen Anordnung der Tryptase-Monomere, beziehungsweise Tetramere in der
Einheitszdle mit dem krigdlographischen Progranm MAIN (Turk, 1992) ergaben kenerle
Uberlappungen der Proteine und eine fiir Proteine typische Raumausfilllung.

Die s0 emittdte Anordnung und Augichtung der al-Tryptase Monomere in der
Einheitszelle wurden daher ds korrekt eingestuft. Da die Rotaionssuche, sowie die
Trandationssuche in kleinen Inkrementen und nicht dufenlos efolgt, wurde, um die
Monomere endglltig korrekt zu pogtionieren, anschliellen rechnerisch en |, postiond
refinement”-Schritt und en ,dmulated anneding”-Schritt mit CNS (Bringer et al., 1998)
auggefihrt. Erg  dan  efolgte die Beechnung ene  initiden  Differenz-Fourier-
Elektronendichtekarte fir den nun folgenden Modellbau.

Fir die Lésung der Struktur des Zn?“Komplexes, wurde unter Verwendung der
Phaseninformation aus den Kriddlen der al-Tryptase und dem prozesserten Datensatz der
Zr**-Komplex-Kristalle ebenfalls eine erste Elektronendichte errechnet.

4.2.6 Modellbau und Verfeinerung

Zunachst wurden mit Hilfe von MAIN (Turk, 1992) automaisch dle sich auf3erhdb
der experimentdlen Dichte befindlichen Telle der Proteingruktur in ihrer Besstzungszahl auf
null gesstzt. Ebenso wurde mit samtlichen Satenketten der zwischen bll-Tryptase und al-
Tryptase unterschiedlichen Aminosduren verfaren. Das so erhdtene, initide Moddl haite
enen R-Faktor von 41.2 % und enen freen R-Faktor (Bringer, 1992) Ryee VOn 41.8 %.
Samtliche, dch unterschedende Aminosiuren, konnten im  Folgenden, sowet in  der
Elektronendichte eindeutig definiert, neu eingebaut und in ihrer Besetzung auf eins gesetzt
werden. Das gesamte Proteinmodell wurde anhand der Elektronendichte unter Zuhilfenahme
der graphischen Eigenschaften von MAIN (Turk, 1992) inspiziert und verbessert. Wie bereits
aus der initiden Elektronendichte klar hervorging, war das 214-220-Segment dgnifikant
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anders angeordnet ds im Dbll-Tryptase-Modell und wurde daher zundchst von der

Verfeinerung ausgenommen

Die rechnerische Vefenerung des modifizieten Models erfolgte anschlieflend unter
Benutzung der Molekulardynamik von CNS (Bringer et al., 1998), d@nem ,maximum
likihood target* (Adams et al., 1997) und den durch die Engh-Huber-Parameter (Engh and
Huber, 1991) ddfinieten ideden Bindungdéngen und -winkd. Hierbae wurden zusitzlich
schwache, nicht-krigtdlographische  Symmetrie  (NCS)-Einschrankungen verwendet, die en
Kreftfdd dargelen, das dle vier Monomere, die ene asymmetrische Einhet bilden, exakt
aufeinander abbildet.

Dea gesamte Vorgang des Moddlbaus beinhatete mehrere Zyklen von Modelbau
abwechseind mit rechnerischer  Vefeinerung, hauptsachlich  durch , positiond- refinement*
und Anpassung der B-Faktoren, bis zur Konvergenz der R-Faktoren. Zu diesem Zeitpunkt war
die Elektronendichtekarte fir den bisher ausgeassenen 214-220 ,loop* von ausgezeichneter
Quditét, so dal3 nun auch diese Sequenz in das Model mit aufgenommen werden konnte. In
den abschlielfenden Verfenerungszyklen wurde ene ,bulk solvent“-Korrektur angewandt,
und aulRerdem wurden Wassarmolekile an  dereochemisch  richtigen und  in der
Elektronendi chtekarte definierten Positionen in das Modell eingeftinrt.

Im Falle des Zn?*-Komplexes mue aufgrund der niedrigen Auflésung auf den Einbau
von Krigdlwassr in das Moddl vezichtet werden. An den Orten extrem hoher
Elektronendichte wurden Zn?*-Kationen in das Moddl eingesetzt, sofern die stereochemische
Umgebung dies ds verniinftig erscheinen liel3,

4.2.7 HPLC-Experimente

5 m humaner al-Tryptase (6.6 mg/ml) wurden mit 5 m  Huorescen-Isothiocyanat
(FITC)-makietem Casein (2 mg/ml) in 90 m Tryptase-Puffer (50 mM Tris HCI, pH 7.0, 5
mM  MgCh) be Raumtemperatur Uber Nacht inkubiert. Eine Kontrollresktion ohne
al-Tryptase wurde unter ansongten identischen Bedingungen durchgefiihrt. Die Anadyse
beider Proben efolgte anschlielend auf ener ,reversed phass® X-TERRA-TM-CS8
Chromatographiesule (5 mm, 3.9x150 mm) mittds HPLC. Die Proteinfragmerte wurden mit
enem Gradienten von A (5% ACCN, 95% 2%ige H3PO,) bis B (90% ACCN) in einem
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zatlichem Rahmen von 18 Minuten von der Saule duiert. Die Ermittlung des Elutionsprofils
erfolgte durch Absorptionsmessungen bel einer Wellenldnge von 440 nm.

4.2.8 Zymographische Studien

20 m ener auf 0.1 ng/m konzentrierten humanen al-Tryptase - Probe wurden in 80 mM
TrissHCl buffer, pH 6.8, 10 % (v/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS und 0.0025 % Bromphenol-
Blau fur 10 Minuten inkubiert und anschlief3end auf en vorgeférbtes, Casain enthatendes
Zymogram  Gradienten-Acrylamidgd  (4-16 %) aufgetragen. Die  chromatographische
Trennung efolgte in @nem Tris-Glycin Laufpuffer ( 29 g Tris-Base, 144 g Glycin und 10 g
SDS in 10 | Wasse) be ener kongtanten Spannung von 125 V. Als Molekulargewichts
marker diente hierbel en vorgefarbter Standard-Marker. Gleichzeitig wurde ds Kontrolle en
identischer Gel-Elektrophorese-Versuch durchgefiihrt, bel dem andatt eines Casein-Ges en
normades Gd Vewendung fand. Die aufgetrennten Proben in diessm Kontroll-Gel wurden
anschlielfend nach der Methode des ,Western Tranders’ auf eine Poly-VinylidenDiflourid
(PVDF) Membran Ubertragen und im Anschlu? mit Commeassie-Blue R-250 angeférbt. Das
Zymogramm-Gel wurde kurz mit deionisertem Wasser gewaschen und dann fur 30 Minuten
in 100 ml Renaurierungs-Puffer (25% (v/v) Triton X-100 in Wasser) unter leichtem
Schitteln  inkubiert. Der Renaturierungs-Puffer wurde dann durch 100 ml  Entwicklungs-
Puffer (12.1 g Tris-Base, 63 g Tris-HCI, 117 g NaCl, 7.4 g CaCl, und 0.02 % (w/v) Brij 35in
10 | Wasser) ersetzt und die Agitation 30 Minuten lang fortgesetzt. Anschliel?end wurde der
Entwicklungspuffer durch frischen Puffer ersstzt und die Entwicklungsresktion in  enen
37 °C warmen Resaktor transferiert. Nach etwa wer Stunden war die klare Bande eindeutig zu
erkennen und nach weteren zwdlf Stunden war der beobachtbare Kontrast optima. Das
Zymogranm-Ged  und die Trander-Membran wurden verglichen. Eine Bande auf der
Membran konnte der klaren Bande eindeutig zugeordnet werden. Diese Proteinbande wurde
mit der Edman-Methode sequenziert.

4.2.9 Massenspektroskopische Experimente

In einem Gesamtvolumen von 125 m wurden 6 ng al-Tryptase mit 10 ng hochreinem
BSA inkubiert. Die Resktion efolgte in enem 50 mM TrigCl, pH 75 5 mM MgClL und
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100mM NaCl enthdtenden Puffer bel Raumtemperatur Uber Nacht. Die Probe wurde
anchlielfend direkt mittels ,,matrix asssted laser desorption/ionization mixture reflector time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) auf enem Bruker Reflex 11l TOF
Massenspektrometer (Bruker Ddtonik, Bremen, Germany) andyset. Diesss Gerd war mit
enem 337 nm Stickgtoff-Laser ausgerUstet und benutzte dihydrobenzoische Séure ds Matrix.
Die Dauer des Laser-Pulses betrug 4 ns mit ene Pulsverzigerung von 20000 ns. Die
Spektren resultierten aus ener Summeation Uber 120 Pulse. Die Messungen wurden im
»pogtive reflector*-Modus mit einer Beschleunigungsspannung von 20000 V' und ener
Reflektoren-Spannung von 22800 V durchgefuhrt. Hauptsachlich einfach und doppelt postiv
geladene lonen konnten detektiert werden. Die Massen der Molekil (M™)-,pesks® konnten

mit einer Genauigkeit von +/- 5 Da ermittelt werden.

4.2.10 Kinetische Experimente

10 ny aufgerenigter humaner al-Tryptase wurden in enem Gesamtvolumen von 500
m Tryptase-Puffer (50 mM TrigCl, pH 7.0, 100 mM NaCl, 5 mM MgCk) mit 100 M, 200
nmM, 300 nM, 400 M und 500 nM der Substrat-Andoge Gly-Pro-Lys-pNA und Gly-Pro-
ArgpNA versetzt. Gut vermischt wurde der Resktionsansaiz in ener Plagtik-Klvette in en
Photospektrometer (UVIKON 943, BIO-TEK KONTRON ingruments) Uberfihrt. Der
Fortgang der dattfindenden proteolytischen Reektion be Raumtemperatur konnte durch
Absorptionsmessungen be ener Welenlange von 410 nm in Zeitabstdnden von ener Minute
Uber einen Gesamtzeitraum von 900 Minuten exakt verfolgt werden. Eine Kontrollresktion,
die nur das para-Nitroanilid-aktivierte Peptid und keine Tryptase enthidt, wurde pardld zur
Datenaufnahme mitvermessen und die gemessenen Absorptionen von denen der enzymatisch
katdyserten Reaktion substrahiert.

Die ermitteten kinetischen Daten fir die einzenen Resktionen wurden mit der 32-bit
Workstation Software fir UV/VIS Spektroskopie (KONTRON Instruments) ausgewertet und
die Ky- und vmax-Werte durch lineare Regresson ermittelt, wobe dle Datenpunkte gleich

gewichtet wurden.
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4.2.11 Modellierungs-Experimente

Die Struktur humaener al-Tryptase wurde mit humaner bll-Tryptase unter
Rickschtnehme auf deren C?-Atompostionen mit dem kristalographischem Programm
MAIN (Turk, 1992) Uberlagert. Der Ser 214-Cys 220-,loop* der al-Tryptase wurde in
Anlehnung an die b-Tryptase-Struktur moddliert. In diese ,aktivierte Form der al-Tryptase
efolgte die Insartion der Tripeptide N-Gly-Pro-Lys-C und N-Gly-Pro-Arg-C, wobe der
entsprechende Bindungsmodus dem Komplex von Trypsn und LDTI (Stubbs et al., 1997)
nachempfunden wurde. Samtliche Wasser-Molekile, die im Rahmen der Strukturl6sung
ermittelt wurden verblieben im Moddl, mit Ausnehme derer, die mit dem eingefiihrten Peptid
kolokalisert waren. Sdmtliche fehlenden Wasserdtoffatome wurden dem Moddl  hinzugefUgt.
Mit Hilfe des Programmpaketes SYBYL (Triposlinc., 1997) konnte das so generierte Modell
der aktivieten al-Tryptase unter Benutzung der Powel-Methode mit maxima 1000

Iterationen, eines Tripos-Kraftfddes und eines Terminations-Gradienten von 0.05 kca/mol A
energetisch minimiert werden.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Praparation der al-Tryptase

Zur Prdparation von al-Tryptase wurde eine Hefe-Kultur in enem 10 |-Fermenter
angesetzt. Aus der Aufreinigung des Enzyms resultierten etwa 200 mg reinen Proteins, was
enem Expressonsniveau von 20 mg/l entspricht. Die Vereinigung der fir die Krigdlisation
ausschliedich verwertbaren, niedrig glykolyserten Fraktionen ergab jedoch nur 6.6 mg an

reinem Protain.

Das 0 aufgereinigte Protein konnte problemlos ohne auftretenden Niederschlag auf
6.6 mg/ml aufkonzentriert werden.
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4.3.2 Heparinbindung

b-Tryptase-Tetramere bendtigen fur ihre Stabilitdt die Bindung von Proteoglykanen,
wie zum Bespiel Heparin, an ihre molekulare Oberflache (Sehe Kapitd 3.2.4).

Zu unserer Uberraschung und in starkem Kontrast zu b-Tryptasen ist das a-Tryptase
Tetramer auch be Raumtemperatur und Sazkonzentrationen von 100 mM wochenlang stabil.
Diese Heparinunabhéngigkeit hat scherlich enen Einflul auf die physologische Ralle der a-
Tryptasen, und deshdb sollen die strukturelen Grundliagen dieser bemerkenswert erhdhten
Tetramer-Stabilitét im Verlauf dieser Arbeit aufgezeigt werden.

4.3.3 Kiristallisation

Das vorsehend beschricbene Krigdlisationsverfahren (Kapitd 4.2.3) flhrte zum
Wachstum der Krigale. In Abbildung 43 ist ein typisches Exemplar gezeigt.

0.1 mm

Abb. 43: Typischer al-TryptaseKristall

al-Tryptase Kristalle erreichten nach Durchlaufen der , seeding"-Prozedur die dargestellte
Form und GrolZe.

Die rontgenographische Untersuchung  dieser Kridtdle ergab deren  Zugehorigkeit zur
kristdlographischen Raumgruppe P2:212;. In dieser Raumgruppe betragen die dred Winkd a,
b und g jewels 90°, und die Vefenerung der Einhetszdle ergab Kantenlangen von a
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=91.44A b = 11069 A und c = 130.09 A. Im Fale des Zn**-Komplexes besinflusen die
endiffundieten Kationen diee Einhetszdle etwas, so dad sich die Zdlkonganten nun zu
a=89.53A b=101.04 Aundc=137.14 A, a =b = g=90° ergeben.

Der Matthews-Parameter (Matthews, 1968) wurde zu 274 bestimmt, was enem
Wassergehdt des Krigdls (v/iv) von 55 % entspricht. Ein a-Tryptase-Tetramer mit einer
Gesamtmasse von ~120 kDa kann as asymmetrische Einheit erwartet werden. Aufgrund der

Krigdlsymmetrie enthdt dann die Einhdtszdle die vier Terameren entsprechende
Proteinmenge.
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4.3.4 Datensammlung, Auswertung und Modellqualitét

Die Auswertung der Diffraktionsdaten sowohl fir die native Struktur as auch fir den

Zn2+-Komplex ist in Tabelle 4 dargestd|t.

al-Tryptase al-Tryptase,
Zn?*-K omplex
a=91.44A, a=89.53A,
Zd Ikonstanten b =110.694, b =101.04A,
c = 130.09A, c=137.14A,
a=b=g=90° a=b=g=90°
i} 23.94-2.20 A 32.79-3.30 A
Aufiaung® (2.19-2.33 A) (3.30A-3.48 A)
Daten-Vollsandigkeit® 94.7 % (71.9 %) 94.5% (70.3 %)
I/s® 7.7 (0.8) 8.2 (1.5)
Rsymm®" 6.4 % (34.9 %) 12.6 % (26.4 %)
Anzahl der fir die Verfenerung
verwendeten Reflexe (F> 2S) Ryork/Réree” 6425213244 18261/887
Ruork/Reree” (F > 25) 21.0%/26.0% 22.0%/27.9%
Standardabweichung
(,Rm.sd.*) von ideden Bindungdangen 0.010A 0.008 A
Standardabwei chung 170 15°

(,Rm.sd.”) von ideden Bindungswinkeln

Werte fur die hochste Aufldsungsschale sind in Klammern angegeben
bRS,mm = Stk | (kD) - <I(hkl)> /Shi 1(hkl), wobel <I(hkl)> den Mittelwert dquivalenter Reflexe

einer Intensitét I (hkl) darstellt.

5% aller Daten, von der Verfeinerung ausgenommen

Tab. 4: Statistik der Datenauswertung der al-TryptaseKristalle

Die Statistik der Datenauswertung der al-TryptaseDatensétze ist kurz tabellarisch

zusammengefaldt

Sowohl in der nativen al-Tryptase-Sruktur ds auch in ihren Zn?*-Komplex sind die

vier Proteinketten de Tetrame-bildenden Monomere in

der Elektronendichtekarte

durchgehend eindeutig definiert - beginnend von Rest 16 bis zum Rest 242. Die Pogtion des
darauffolgenden Prolins 243 ig nur tellweise erkennbar. Hier i die Proteinkette nicht mehr
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in tetidre Strukturdemente involviet und daher tellweise ungeordnet. Im Rahmen des
Aktivierungsvorganges von der pro-Form zur reifen Protenase and die Aminosduren bis
einschliefdich des Restes 15 abgespdten worden und fehlen daher in der Struktur des aktiven
Tetramers.

In jedem Monomer sind die Proline 60a und 152b klar ds cis-Prolin erkennbar. Alle

anderen Proline liegen in der trans-Konformation vor.

Die native al-Tryptase-Struktur wurde bei einer Auflésung bis zu 2.2 A gdost und bis
zu enem krigdlographischen R-Faktor von 21 % vefeinet. Der frede R-Faktor (Bringer,
1992) betragt hierbe 26 %, was dne Ubervefeinerung der Struktur und damit ene
fenlerhafte Interpretation der Elektronendichte ds sehr  unwahrschenlich erscheinen 183,
Ebenso liegen die Sandardabweichungen von  den ideden Bindungdangen und
Bindungswinkeln nach R. Engh und R. Huber (Engh and Huber, 1991) mit 0.010 A und 1.7 °
im nahezu idedlen Beraich.

Der Daensatz fir den Zn**-Komplex der al-Tryptase war lediglich bis zu 330
aufgelost. Nach Konvergenz der  Strukturverfeinerung lag der R-Faktor bel 220 %
(Rree = 27.9 %), und die Standardabweichungen von Bindungdangen und —winkeln betrugen
0.008 [J und 1.5°.

In den Kristalstrukturen der al-Tryptase—Kristdle und des Zn?*-Komplexes befinden
sch hierbei 826 % der nicht-Glycdn-Reste in der am megen favoriserten Konformetion,
16.5 % haben zusétzlich erlaubte und 0.9% der Aminosiuren besitzen eine grolzligig erlaubte
Konformation. In der nicht erlaubten Region des Ramachandran-Graphen (Ramachandran and
Sasisekharan, 1968) befindet sich keine einzige Aminoséure.

Die Atomkoordinaten der Struktur der humanen al-Tryptase wurden bel der Protein-
Datenbank der RCSB (“Research Collaboratory for Structura Bioinformatics’) hinterlegt.

435 Kristallaufbau und Einheitszelle

Wéhrend die Richtigkeit des flachen, rechteckigen Tetramers ds native b-Tryptase
Tetramer-Struktur im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, so bedeutet dies nicht
automatisch, dald der a-Tryptase-Tretraner ebenfdls so aufgebaut i, Dessen erhohte
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Sabilitdéé in - Vebindung mit der beobachteten Heparinunabhéngigkeit, sowie die
proteolytische Inaktivitdt konnten unter anderem in einem unterschiedlichen tetramerischen
Aufbau begriindet liegen.

Abbildung 44 zeigt eine Sektion des al-Tryptase Kriddls betrachtet entlang seiner

a-Achse.

Abb. 44: Blick auf die Einheitszelleder al-TryptaseKristalle

Die Einheitszelle der al-Tryptase-Kristale ist in einer Stereo-Darstellung entlang ihrer a-
Achse gezeigt. Die farblich hervorgehoben Tetramere stellen jeweils eine asymmetrische
Einheit dar, die gemeinsam Uber eine 22;2;-Symmetrie miteinander verbunden sind. Die
grinen Tetramere vermitteln einen Eindruck von der Dichte der Kristallpackung. Die
Abbildung wurde mit MAIN (Turk, 1992) erstellt.

Die sechzehn Monomere in der Einhdtszele snd zu Tetrameren zusammengelagert, von
denen in guter Uberéingimmung mit der bereits beschriebenen Krigtalandyse nach Maithews
jewells ein Tetramer die asymmetrische Einhelt bildet.

Diese Tetramere snd jedoch, anders ds be der von P.JB. Perera et al. gddgen
Krigdlgtruktur der bll-Tryptase (Pereira et al., 1998), nicht pardld nebeneinander gdagert,
wobel die Krigadlkontakte aus Sete-an-Sete Wechsdwirkungen zwischen benachbarten
Tetrameren bestehen und die so entstehenden Ebenen durch Ubereinanderlagerung das
Krigdlgitter bilden. Statt dessen sind die al-Tryptase-Tetramere in ihrem Krigdlverbund
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gegeneinander rotiert und zueinander versetzt, so dald Wechsdwirkungen eher aus Ecke-an
Sdte Interaktionen bestehen. Hierbel eflllen die Podtionen der Tetramere die 212125
Symmetrie der Kristdle. So kann jeder der fablich hervorgehobenen Tetramere unter
Ausiitzung der durch die Raumgruppe P212:2; definieten Symmetrieoperationen auf die
anderen farblich abgesetzten Tetramere abgebildet werden. Die grinen Tetramere
représentieren eine Auswahl symmetrieverwandter Tetramere aus benachbarten Einheitszelen

und geben so enen Eindruck von der insgesamt dichten Krigtallpackung.

Die Identifikation der fablich hervorgehobenen Tetramere ds biologisch reevante
a-Tryptase Tetramere it aufgrund der Krigdlpackung zweifesfrel moglich.
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4.3.6 Proteinsequenzanalyse der al-Tryptase, Vergleich zu anderen Tryptasen

Im Verglech zu Chymotrypsn und Trypsn bedtzen a-Tryptasen 15, beziehungswveise
22 zusdizliche Aminosauren.

Wie ba den b-Tryptasen berdts beschrieben, snd diese hauptsichlich in die in
Abbildung 45 farbig hervorgehobenen ,loop“-Regionen inseriert, die be der Formation der
Tetramere mit dem jewells benachbarten Tetramer wechsawirken.

Abb. 45: Der al-Tryptase-Monomer

In dieser Stereoabbildung ist die Uberlagerung des bll-Tryptase-Monomers (transparent
blau) mit dem al-TryptaseMonomer (rot) gezeigt. Die sechs fir Tryptasen typischen

»lo0ps* sind farblich hervorgehoben. Samtliche sich von b-Tryptasen unterscheidenden
Reste sind als Stick-Modell gezeigt. In schwarz ist die katalytische Triade abgebildet. Die
Darstellung wurde mit MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon,

1997)erstellt.

Die in Seinproteinasen typischerweise konservierten Regionen sind bis auf die ,loop®-
Regonen im wesentlichen auch in a-Tryptasen konsaviet, mit ener  enzigen
entscheidenden  Ausnahme Das Gly216, das en Bedandtel des den Eingang zur
Spezifitétstasche darstellenden 214-220 ,, loop* ist, wird in a - Tryptasen durch Asp216 ersetzt.
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4.3.7 Struktur der al-Tryptase-Tetramere

Die berets gegebene Beschrelbung der tetramerischen Form nativer und aktiver b-
Tryptasen ist im wesentlichen Ubertragbar auf die Struktur der a |- Tryptase:

Vier al-Tryptase-Monomere (willkrlich bezeichnet ds Monomere A, B, C und D in
Ubereindimmung zu den b-Tryptase-Strukturen) besetzen die Eckpunkte eines flachen,
recheckigen Rahmens. Dieses Tetramer zeigt eine pseudo- 222 Symmetrie, die aufgrund der
asymmetrischen kristallographischen Umgebung sowie der Packung der Tyrosin 75-Reste, die
der Symmetrie nicht folgen, nicht ganz perfekt id. Die horizontde und die vertikae
zweizdhlige Rotationsachse, die dch im Zentrum des Terameas schneiden, bilden die
Monomere A auf B und C auf D, sowie A auif D und B auf C ab. Die dritte zweizéhlige
Symmetrieachse seht orthogonad auf den beiden anderen und schneidet se in deren
Schnittpunkt. Se bildet die Monomere A auf C und B auf D ab.

Durch dieses Arrangement der Monomere entstehlt im Inneren des Tetramers ene
zentrde Pore, in die die aktiven Zentren der einzdnen Monomere hineinzeigen. Diese Pore
hat eine ebenfdls rechteckige Form und i um etwa 30 ° um die Achse des Tetramers
verdreht. Sie zeigt an ihrem Eingang und Ausgang éne Offnung von 40 A x 15 A und weitet
dch im Inneren des Komplexes bis auf 50 A x 25 A, Auch in der a-Tryptase ist diese zentrae
Pore genau grol3 genug, um es enem Peptid mit dem Durchmessr ener a-Hdix zu

ermdglichen, mit den aktiven Zentren zu interagieren.

Daher kann auch in ener eventudl unterschiedlichen Porengrofe die stark abweichende
Aktivitét der a - Tryptasen nicht begriindet liegen.

Die Eingange zu dieser zentrden Pore snd beide tellweise durch die sch durch enen
hohen Gehdt an sauren Aminosiuren auszeichnenden 147-“loop” der einzdlnen Monomere
blockiert. Dies geschieht abwechsdnd auf beiden Seiten des Tetramers, so dald jewells nur
zwel sch diagond gegentberliegende aktive Zentren direkt schtbar sind, wie in Abbildung
46 gezeigt id.
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Abb. 46: Der al-TryptaseTetramer

Gezeigt ist eine Stereodarstellung des al-Tryptase-Tetramers. Serin 195 ist as Ball-and-
Stick-Modell gezeichnet. Die Darstellung wurde mit MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis,
1991) (Merritt and Bacon, 1997)erstelIt.

Jewells die Monomere A und D sowie B und C wechsdwirken Uber eine eongierte
K ontaktoberflache von etwa 1050 &, wahrend die Monomere A und B sowie C und D (iber
ein annahernd rundes Interface mit Ausmalen von etwa 530 & interagieren. Eine Analyse der
be der RCSB hinterlegten Proteingtrukturen ergeb, dald fir einen Komplex von zwe
Proteinen mit eénem Molekulargewicht von etwa 30 kDa eine Interaktionsoberflache von
1000 A? im unteren Durchschnittsbereich liegt, wahrend 530 A? die mit Abstand kleinste
bisher bekannte Interaktionsflache fir enen solchen Proteinkomplex dargtdlt. Dies 18% die
Bindung einer Heparinkette an die Oberfléchen der benachbarten Monomere A und B sowie
C und D ds Vorraussetzung fur die Tetramer-Stabilitét der b-Tryptasen plausbe erscheinen.
Um so ersaunlicher ist es, dal3 das a-Tryptase-Tetramer der Bindung von Heparin fir dessen
Stabilitét nicht bedarf.

Waéhrend der innere Kern des al-Tryptase-Tetramers ein stark negatives eektrostatisches
Potentid beditzt, zeigt das Tetramer an sainer Aullensate - insbesondere an der AB (und G
D) Peripherie - podtive Ladung. Abbildung 47 zeigt die Aufscht auf die A-B Seite des
Tetramers. Die molekulare Oberflache wurde entsprechend ihres dektrogtatischen Potentials
engefabt. Ein Moddl ener Heparinkette, die an die podtive Ladung der A-B Peripherie
bindet, ist ebenfalls gezeigt.
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Abb. 47: Die Heparin-Bindungsstelle der a-Tryptasen

Gezeigt ist eine Aufsicht auf die Peripherie der A-B-Oberflache, die in Anlehnung an ihr
elektrostatisches Potential gefarbt ist. Uber den blauen (positiv geladenen) Teil der
Oberfléche erstreckt sich eine 20-gliedrige Heparinkette. Die Darstellung wurde mit
MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997) BOBSCRIPT (Esnouf,
2000) und GRASP (Nichollset al., 1993) erstellt.

Dieses pogtive dektrogatische Potentid wird hauptsachlich durch die an der Oberflache
befindlichen Aminosiuren Lys 243, Lys 244, His 119, Arg 117, Arg 24, Lys 26, Lys 202, Lys
159, Lys 171 und Arg 188 verursacht. Diese formen en lineares Arrangement postiv
geladener Sdtenketten an der A-B (und C-D) Peripherie, die beide Monomere miteinander
verbindet. So entsteht eine Féche podtiven dektrodtatischen Potentias, die sch diagond
Uber die Oberflachen beider Monomere erstreckt und bis auf die Vorderseite reicht. Diese
Féche i von ideder Grofie und Ladung, um mit I&ngeren Proteoglykanen zu interagieren. In
Abbildung 47 ig das Bild eines Komplexes mit einer 20-gliedrigen Heparinkette gezeigt.

Obwohl fir die Stabilitée des a-Tryptase-Tetramers die Bindung von Heparin nicht
eforderlich ig, so veflgen a-Tryptasen doch Uber eine Heparin-Bindungsstdle. Diese
unterscheidet sich von den Hepain-Bindunggdlen in b-Tryptasen durch die Arg 187
(b)>Gn (a) ,His 177 (b)>Arg (a) und insbesondere Lys 113 (b)2>Asn (a)
Aminosiurenaudtausche. Daraus wird eine geringflgig schwéachere Affinitdt fir Heparin bel

a - Tryptasen resultieren.

Das zuletzt erwdhnte Asparagin 113 konnte zusitzlich Uber den Stickstoff mit einer
Zuckerkette verbunden sein, was die Bindung von negativ geladenen Molekilen welter

verkomplizieren wirde.
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Zusammengefad und im Verglech zu b-Tryptasen konnten diese Unterschiede in ener
geringeren  Stabilitét des a-Tryptase-Heparin Komplexes resultieren.  Allerdings  reduzieren
die beschriebenen Aminosdureaustausche gleichzeitig die innere  endogene  Indabilitité,
verursscht  durch  intermolekulare  Ladungsabstol3ung  zwischen  benachbarten  Monomeren,
was den Tetramer an sich dabilisert. Ob die Bindung von Heparin - wenn auch nicht fur die
Tetramer-Sabilitt - so doch fir die Refung der Protenase und die Ausbildung des
Tetramers vonntten ist, kann alein auf srukturdler Basis nicht gekléart werden.

Die gesamte Architektur des a-Tryptase-Tetramers unterscheidet sich dennoch leicht
von dem b-Tryptase Tetramer. Betrachtet man lediglich die Schwerpunkte der Monomere, so
haben de im Hinblick auf das kleine Interface zwischen den Monomeren A und B sowie C
und D des al-Tryptase-Tetramers mit 43.4 A einen um 0.9 A geringeren Abstand ds im bll-
Tryptase Tetramer. Die (ber das groe Interface interagierenden Monomere liegen mit 365 A
04 A weiter vondnander entfernt. Da die Wechsawirkungen zwischen den Monomeren A
und B (und C und D) im Wesentlichen hydrophober Naur sind, kann ene
Abstandsverringerung um fast 1 A erhebliche positive Auswirkungen fir die Stabilitét dieser
Wechsdwirkungen haben. Da aber bede Tryptase-lsoformen in unterschiedlichen
Raumgruppen  krigdliset snd und diese durch Wechsdwirkungen der im  Krigdl
benachbarten Tetramere eine leichte Kompresson oder Entspannung bewirken konnten,
entsdent hielbel mdglicheweise en gainger Me¥ehler, in dessen Rahmen maglicherweise
die Differenz von 0.4 A liegt, Scherlich aber nicht eine Differenz von 0.9 A. Die Betrachtung
der beden unterschiedlichen Krigalpackungen gibt jedoch keinen Anla3 enen groferen
Einflu? der Raumgruppen auf die Tetramerarchitektur zu erwarten. Abbildung 48 zegt ene
Uberlagerung des al (rot)- und des bll (transparent blau) -Tryptase-Tetramers. Die A-
Monomere sind hierbei exakt unter Berticksichtigung ihrer C?-Atome miteinander Uberlagert.
Der Rest der Strukturen ist relativ zur Position der A-Monomere abgebildet.



Humane al -Tryptase — Kristallstruktur und funktional e Charakterisierung 123

Abb. 48: Der al-TryptaseTetramer

Dieses Stereobild ist die Uberlagerung des bll-Tryptase Tetramers (transparent blau) mit dem al-
Tryptase-Tetramer (rot). Exakt Uberlagert sind lediglich die Monomere oben links. Der Rest der Struktur ist
relativ dazu abgebildet. Die sechs fir Tryptasen typischen ,loops* sind farblich hervorgehoben. Samtliche sich
von b-Tryptasen unterscheidenden Reste sind als Stick-Modell gezeigt. Die Darstellung wurde mit
MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997) erstellt.

4.3.8 Der al-Tryptase-Monomer

Wie die b-Tryptase Untereinheiten, so zeigen auch die Monomere der al-Tryptase
enen Fatungstyp, der insgesamt dem des Trypans dndt. Der Kern des Enzyms besteht im
Wesentlichen aus zwe  sechsdrdngigen b-,barels® die gemeinsam die das aktive Zentrum
bildenden Reste His 57, Asp 102 und Ser 195 présentieren. Die sogenannte , active dite cleft”
verlauft an der Grenze, an der beide b-,,barrels’ miteinander in Kontakt stehen.

Wie in den meden anderen trypsnatigen Serinproteinasen, reicht das nach der
Aktivierung fre gewordene 1lel6-Val7-Segment in die sogenannte Isoleucin 16-Tasche
hinein. Hierbe bildet sch Uber die frde a-Ammonium-Gruppe des Isoleucins ene klar
definierte Salzbriicke zu Asparaginsaure 194. Die Satenkettenkonformation dieses Aspartats
i$ sanersats ausschlaggebend fur die Formation ener funktionden Subdtratbindungsstele
und eines einsatzbereiten aktiven Zentrums (Bode, 1979a).

Mit 245 Aminosiuren besteht reife al-Tryptase aus exakt der gleichen Anzahl an
Aminosiuren wie die b-lsoenzyme. Von diesen 245 Resten sind 243, beginnend von lle 16
bis zum Lys 243, genau in der Elekironendichtekarte der vier voneinander kristallographisch



Humane al -Tryptase — Kristallstruktur und funktional e Charakterisierung 124

unabhdngigen Monomere identifizierbar. Lediglich die Podtionen beider C-terminder
Arginine snd aufgrund ihrer Ddokdigerung nicht eindeutig festzulegen.

Mit  Ausnehme des dragisch unterschiedlich angeordneten  Substrat- Bindungs-
Segments Trp215-Agp216-Glu217-Gly219, auf das im Folgenden noch genauer eingegangen
werden s0ll, snd fagt dle Aminosduren réumlich dhnlich angeordnet, wie in den b-Isoformen
der Tryptase. Dies wird sehr gut durch die kleine Standardabweichung von 0.34 A der C2-
Atom-Postionen zwischen al und Dbll-Tryptase ausgedriickt, wenn man von diesem
Verglech die Segmente 214-220, 60-60B, 173H und 79 auschlie® und lediglich die
verbleibenden 233 C?-Atome berticksichtigt.

Lediglich 18 der 245 al-Tryptase Reste bedtzen im Vegleich zur bll-Tryptase
unterschiedliche Satenketten. Zudem snd dl diese Aminosdureaustausche zumeist sehr
konservativer Natur, wie aus der Sequenzandyse in Abbildung 29 erdchtlich ist. Die meisten
dieser Audtausche treten in den sechs in Abbildung 31 farblich abgesetzten Oberflachen
»loops’ um die Reste 37, 60, 75, 97, 147 und 173 auf, durch die die einzelnen Untereinheiten
mit den benachbaten Monomeren wechsdwirken und die so fur die Tetramerbildung mit
verantwortlich snd. lhre entscheidende Abweichung sowohl in ihrer Lange ds auch in ihrer
Konformation von anderen Trypsin-dhnlichen Serinproteinasen wurde bereits fur b-Tryptasen
audfuihrlich beschrieben.

Sehr bemerkenswert ist der deutlich unterschiedliche Verlauf des Trp215-Gly219
Segmentes, welches in b-Tryptasen die initide Subdrabindungsstelle und  den
Einganggahmen zur Sl-Spezifitidasche  darsdlt, sowie die dggnifikante  réumliche
Versetzung der Gly 60-Asp60B Aminosiuresequenz, die in die Formation des A-D, sowie
B-C Kontektes involviet is. Auffdligawese dnd die Hdfte dler d9ch zwischen den
Tryptase-Isoformen  unterscheidenden Reste in e@nem der sechs charakteristischen
Oberflachen, loops’ lokdisert. AulRerdem treten in den Monomeren die Bereiche, die die
grof¥en topologischen Unterschiede aufweisen, ebenfdls in oder nahe bel den jeweligen
Kontaktflachen auf. Auch wenn diese Unterschiede nicht direkt zu ener deutlich
unterschiedlichen Tetramer-Architektur fuhren, so kdnnen de doch erheblichen Einfluld auf
dessen Stabilitét haben.

Durch den Austausch des Lysins 113 durch einen Asparagin-Rest entsteht in der al-

Tryptase neben dem gemenhin bekannten Asn204-Gly205-Thr206 N-Glykolyserungsort en
zuséizliche, fur die N-Glykolyserung zugangliche Sequenz Asn113-11e114-Ser115. Wahrend
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beide Asparagin-Seitenketten eindeutig in der Elektronendichtekarte der al-Tryptase-Struktur
definiet snd, s0 ig in beden Fdlen jedoch kaum zusammenhéngende Elektronendichte
erkennbar, die von N-gebundenen Zuckerketten herrihren konnte. Dies mag an ener
gewissen  Unordnung  liegen, reflektiert aber  hochswahrscheinlich  blol3  die  erfolgreiche
Sdektion niedrig glykolyserter Tryptase fir die Krigalisation.

Wie berets beschrieben, wird das Tetramer zusammengehaten durch Monomer-
Monomer-Wechsdwirkungen in einem groRen (A-D und B-C) und enem kleinen (A-B und
C-D) Interface.

Der grofere A-D-Kontekt dhndt grundsétzlich den fir die b-Tryptasen beschriebenen
Wechsdwirkungen. Se unterscheiden sch jedoch in wichtigen Detalls, die in Abbildung 49
dargestellt sind.

Abb. 49: DasA-D Interfaceder al-Tryptase

Diese Stereodarstellung ist eine Uberlagerung der bll-Tryptase (transparent blau) mit al-
Tryptase (blau und gelb). Der 60-,lo0p" ist violett, der 97-,loop* grin und der 173-,flap*
hellblau dargestellt. Sémtliche sich von b-Tryptasen unterscheidenden Reste sind als Stick-
Modell gezeigt. Die katalytischen Triaden sind orange eingeférbt. Die Abbildung wurde
mit MOL SCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997)erstellt.

Die homotropischen Interaktionen des zentrden 97-,loops* mit dem entsprechenden
Segment des benachbarten Monomers sind trotz der veranderten Aminosiurefolge von Thr96-
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Ala97-11e98 zu 11€96-11€97-Thr98 in der al-Tryptase erdaunlich dhnlichverglichen mit b-
Tryptasen. Bemerkenswert it weiterhin  ene Verlagerung des von der Sequenz  her
konservierten  Pro60A-Asp60B  Abschnittes,  resultierend  in ener Schwéchung  der
Sa zbriicken/Wasserstoffbriicken- Interaktionen  zwischen den Satenketten Asp 60B  und
Arg224 sowie zwischen den gegeniberstehen Hauptkettenabschnitten Pro60A-Va6e0C und
Gly173B-Tyrl73D. Diese Bewegung scheint nicht durch die dch direkt an die in Kontakt
gehenden Segmente anschlielRenden Va 59 (b) - Leu (a) und Va 175 (b) > lle (a)
Austausche begriindet zu sein. Sie reflektieren eher die konformationelle Anderung des Indol-
Tells des Tryptophans 215 und die Verschiebung der nahen Glutaminsiure 217-Seitenkette
des benachbarten D-Monomers von ihrer in den b-Tryptasen bekannten Postion. So wird die
energetisch  unvortelhafte  Wechsdwirkung ~ zwischen  Glutaminsaure 217 und
Asparaginsiure 60B gelockert und gleichzaitig eine leere, beziehungsweise wal¥ig geflillte
Hohlein der Kontakt-Region gebildet.

An dem dch Uber eine geringere Oberfléche erstreckenden Kontakt zwischen den
Monomeren A und B snd hauptsachlich die sch gegenlberliegenden 37-,loops®, 70-80-
»loops‘ und 152-,spurs* beteiligt.
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Abb. 50: DasA-B Interfaceder al-Tryptase

Diese Stereodarstellung zeigt eine Uberlagerung der bll-Tryptase (transparent blau) mit al-
Tryptase (blau und rot). Der 37-,loop” ist gold, der 70-80-,loop" griin und der 147-,100p"
mit dem 152-, spur orange dargestellt. Sémtlich sich von b-Tryptasen unterscheidenden
Reste sind als Stick-Modell gezeigt. Die Abbildung wurde mit MOL SCRIPT/Raster3D
(Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997) erstellt.

Das s0 gebildete Interface (Abbildung 50) it von hydrophoben Wechsalwirkungen
dominiert. Wie auch in den b-Tryptasen beobachtet, nehmen im A-B und C-D Interface die
beiden Tyrosn 75 Rese unterschiedliche Podtionen (antipardld dait pardld) en und
brechen so die inhdente 222 Symmetrie der Tetramere. Be drenger Verfolgung der
Symmetrie wéren beide Seaitenketten sonst aufeinander plaziert. In den al-Tryptasen scheinen
beide phenolischen Setenketten etwas mehr Raum fir die Aneinanderlagerung zur Verfligung
zu haben. Wedche Sdtenkette hierba welche Konformation ennimmt, geht aus der
Elektronendichte nicht endeutig hervor. Mdglicherweise wechseln e ihre Postionen laufend
oder nehmen de bel der Tetrameformation zufdllig en. Der Ag147-Prol52 ,loop” it leicht
verschoben, wahrscheinlich resultierend aus enem Arg 150 (b) > Pro (a) Austausch und
dem Ersaiz des gegentberliegenden His36-Gly37-Pro37A Segmentes durch Arg36-Asp37-
Arg37A. So entsteht in der al-Tryptase eine neue Sazbriicke zwischen der Guanidyl-Gruppe
des Arg 37A und dem Caboxylat des Glu 149. Diese i jedoch vermutlich aufgrund ihrer
Exponietheit zum umgebenden Losungamitted in der Elektronendichtekarte nicht eindeutig
definiert. Der  Arg 150 (b) & Pro @) Audausch verursacht weiterhin eine in Proteinen sehr
sdtene Prolin-reiche Sequenz in der al-Tryptase, bestehend aus fUnf Prolinen in Seben
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Aminosduren, namlich ...Prol150-Leul51-Pro152-Prol52A-cisProl52B-Phel53-Prol54...
Diesss Segment konnte den Kontekt zwischen den beiden Monomeren in diesem Interface
vardefen. Aulerdem entfalen durch diesen Augtausch die unvortelhaften Ladung-Ladung-
Interaktionen zwischen den gegenlberstenen Arg 150-Seitenketten, die in der al-Tryptase
nicht vorhanden dnd. So wird prinzipidl ene dichtere Anenanderlagerung der
gegeniberstenenden  Monomere in diesem  Inteface ermdglicht, was wiederum die
dominierenden hydrophoben Wechselwirkungen postiv beainfluf.

4.3.9 Das ,aktive* Zentrum

In  b-Tryptasen, wie in dlen andeen funktionden  Chymotrypsn-artigen
Serinproteinasen mit Trypsn-dhnlicher Spezifitét, ig die ,active-dte deft* eingebettet in ene
Anzahl von Oberfléchen,loops'. In ihrem Zentrum befindet sich die kadytische Triade
bestehend aus Hidtidin 57, Asparaginsaure 102 und Serin 195. Serin 195 ist mit seinem G-
Atom (ber eine Wasserstoffbriicke mit dem N?-Atom der Imidazol-Gruppe des Histindins 57
verbunden. Histidin 57 hildet wiederum mit ssinem N-Atom eine Wasserstoffbriicke zu der

nach innen gewandten Carboxylat-Gruppe des Aspartats 102.

Betrachtet man die Umgebung des aktiven Zentrums in der vorsehend definierten
Standard-Orientierung, s0 Offnet gch wedlich des Serins 195 die Sl-Spezifitétstasche.
Hierbel bezeichnet S1 die Tasche, die fir die Aufnahme des P1-Restes des designierten
peptidischen Subdrates prédestiniert ist. Die zur zu spdtenden Peptidbindung C-termind
gandigen Aminosauren werden in dieser Notation mit P1', P2' etc. und die hierzu N-termind

standigen Aminosduren mit P1, P2, etc. benannt.

Diexe sehr volumindse S1-Spezifitdtstasche wird im Nord-Westen durch das Ser214-
Cys220-Segment begrenzt, welches bei Rest 217 (ein Glutamat in Tryptasen; typischerweise
fehlt in Trypanatigen Serinproteinasen Rest 218, was ene direktere Glu217-Cys220-
Verbindung zur Folge hat) nach Siden abknickt. Der Boden und der sid-¢sliche
Einganggahmen wird beschrieben durch die Aminosiuren 190-195, das Segment 225-228
begrenzen den Hohlraum an saner Ricksdte, und die Disulfidoriicke Cysl91-Cys220
schlig® den Eingangsbereich der Sl-Tasche im Siden ab. Diese Architektur hat zur Folge,
dal? die Seitenkette das Aspartats 189 von Siden her in die Spezifitdtstasche hineinragt und so
mit seiner Carboxylat-Gruppe einen ideden Bindungspartner fUr die akdischen Setenketten
von Lysin oder Arginin ds P1-Rest dargtellt.
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Um ene produktive Subdratbindung zu gewdhrleisen, missen sch entsprechende
Peptide auf eine antipardlde Weise an das ausgestreckte Ser214-Gly219-Segment anlagern.
Hierbel werden zwel Wasserstoffbriicken jeweils zwischen P3 N und O und Gly 216 O und
N, sowie eine Wasserstoffbrticke zwischen P1 N und Ser 214 O gebildet.

In Abbildung 51 wurde das Tetrgpeptid C-AlaLys-LewLyssN in die
Subgtrathindungstaschen S1-$4 der Uberlagerten bil1-Tryptase- Struktur hineinmoddliert.

Abb. 51: Substratbindungin b-Tryptasen

In dieser Stereoabbildung ist dunkelgriin die Umgebung der S1-Spezifitétstasche der blll-
Tryptase dargestellt, die das mittelgrine Substrat C-Ala-Lys-Leu-Lys-N enthdlt.
Transparent-orange ist im Vergleich dazu die Struktur der al-Tryptase relativ zu den C-
Atompositionen Uberlagert. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis,
1991) (Merritt and Bacon, 1997)erstellt.

Das Subdgtrat wurde hierbel nach den anscheinenden Spezifitdtsanforderungen der b-
Tryptase ausgewahlt, und der Modus der Substratbindung folgt dem der LDTI-Bindung durch
Rinder-Trypsn (Stubbs et al., 1997). Demzufolge wird die Lysn-P1-Setenkette in der Sl-
Spezifitétstasche der b-Tryptase aufgenommen, und die Prolin-P2-Seitenkette erstreckt sich in
den hydrophoben S2-Hohlraum, der von der flachen Seite der Hidtidin  57-Imidazol-Gruppe
und dem Alanin 97 gebildet wird. Die bassche P3-Sdtenkette ragt in einen negativ geladenen
Raum, der zwischen den enzelnen Domanen liegt, wérend das Alanin in P4-Pogtion von
ene durch die Satenketten von Tryptophan 215 und Glutamin 98 des eigenen und von
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Tyrosn 95 des benachbarten Monomers gebildeten Furche Aufnahme findet. Durch diese
»honprimed” (P1-S1, P2-S2,...) und andere “primed” (P1-S1', P2'-S2,...) Wechsawirkungen
wird die zu spdtende Peptidbindung optima fir den nukleophilen Angriff des Serins 195
ausgerichtet.

Ein ganzlich anderes und bisher in der Naur unbekanntes Bild ergibt sch in der
Struktur der al-Tryptase. Hier dand die ,,nonprimed* Bindungsstellen in ener Art und Weise
drukturiert, die ene Subdratbindung und dessen Spdtung nicht erméglichen. Dies liegt
hauptsachlich in ener drastischen Konformationsanderung des Ser 214-Cys 220-Segmentes
begrindet, die bisher noch nicht in anderen Chymotrypsn-artigen Serinproteinasen
beobachtet wurde. Wéhrend die Podtion des Serins 214 inklusve sainer Carbonyl-Gruppe
immer noch den anderen Serinproteinasen gleicht, so verl&d das folgende Trp215-Gly219-
Segment abrupt den normaerweise bekannten Verlauf - beginnend mit dem C?-Atom des
Tryptophans. Es verlauft nun in zickzack-artiger Weise durch die molekulare Oberflache und
blockiert hierbel vollstandig sdmtliche ,,nonprimed” Bindungsstellen.

Abb. 52: Definition des 214-220-,loops" in der Elektronendichtekarte

Blau dargestellt ist die Umgebung der S1-Spezifitatstasche der blll-Tryptase als Stereobild.

In orange ist zum Vergleich dazu die Struktur der al-Tryptase relativ zu den C*-
Atompositionen Uberlagert. Die 2Fqps-Feac Elektronendichtekarte fir das 214-220-Segment
ist ebenfals gezeigt. Die Abbildung wurde mit BOBSCRIPT/Raster3D (Esnouf, 2000)
(Merritt and Bacon, 1997)erstel It

Die in Abbildung 52 dageddite und be 1 s konturiete 2FobsFcalc
Elektronendichtekarte illudtriert, dal3 dieses umgdagerte Segment mit al seinen Satenketten
ausgezeichnet in der Elektronendichte definiert ist. Ferner befinden sich die B-Faktoren dieser
Atome ebenfdls im Bereich des Durchschnitts der Gesamtstruktur. Beides |83 darauf
schlie}en, dal3 es dch be diesem umgefdteten aktiven Zentrum um ene sehr dabile
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Konformation handelt. Der Indol-Ring des Tryptophans 215 und die Setenkette des
Glutamats 217 erstrecken sch in den Raum, der in b-Tryptasen durch den P3- oder P4-Rest
des gebundenen Subdrates eingenommen wirde. Eine Sdzbricke kann zwischen den
Seitenketten der Aminosauren Glutamin 217 und Lysn 192 aufgrund ihrer réumlichen Néhe
gebildet werden. Diese Sdzbriicke kann jedoch nicht permanent vorliegen, da die Pogtion der
terminden Aminogruppe des Lysns in der Elektronendichtekarte nicht eindeutig erkennbar

war.

Abb. 53: Das 214-220-Segment blockiert die S1-Spezifitatstasche

Orange ist die Umgebung der S1-Spezifitdtstasche der al-Tryptase als Stab-Modell as
Stereobild dargestellt. Relativ zu den C'-Atompositionen ist as diinnes Stab-Modell die
Struktur der blll-Tryptase Uberlagert. Die Oberflache der blll-Tryptase ist transparent blau
gezeigt. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and
Bacon, 1997)erstellt

Die Asparaginsaure 216 blockiert, wie in Abbildung 53 gezeigt, sowohl mit sainen
Haupt- ds auch mit sainen Sdatenkettenatomen den Eingang zur Sl-Spezifitéttasche. Die
free Carboxylat-Gruppe des Aspartats erstreckt sich dabel in das ,,oxyanion hole’ und bildet
Wasserdoffbriickenbindungen mit den Amid-Wasserstoffen des Glycins 193 und des Serins
195 in trans-Richtung und mit dem O%Atom des Serins 195 in cis-Richtung. Hierdurch wird
mit dem Sein 195 en Mitglied der katdytischen Triade gebunden. Die réumliche
Konformation des typischen Ser195-His57-Aspl02-Arrangements  wird  durch  diese
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zusitzlichen Wassarstoffbriicken jedoch nicht wesentlich beeinflut. Etwa mit dem C?-Atom
des Glycins 219 erreicht die Hauptkette der al-Tryptase wieder den bekannten Verlauf der
b-Tryptasen. Verglichen mit diesen ist jedoch die Gly219-Cys220 Peptidbindung invertiert,
s0 dald die Carbonyl-Gruppe nun von der blockierten Sl-Tasche weg zeigt. Dies ha zur
Folge, dal3 a-Tryptase die Féhigkeit verliet, Ammonium- oder Guanidyl-Gruppen des P1-
Restes eines gebundenen Substrates zu koordinieren. Diese Segmentumlagerung wirkt Sich
bis zum Cysen 220 aus, dessen in die Disulfidbindung zum Cysten 191 eingebundene
Satenkette im Vergleich zur b-Tryptase deutlich verschoben ist. Abschlielend se bemerkt,
dal3 sch die beschriebenen drukturdlen Unterschiede im 214-220 Segment im Wesentlichen
auf den Eingangsbereich zur Sl-Tasche auswirken. Asparaginsaure 189 und die sich
anchlieffende Hauptkette bis zum Serin 195, die den Boden der S1-Tasche darstellt, sowie
der Gly 226-Tyr 228 Abschnitt, der in funktionden Proteinasen die innere Wand der Si-
Tasche représentiert, snd im Wesentlichen éhnlich angeordnet wiein b-Tryptasen.

Die Konsequenz aus der beschriebenen Umlagerung ist, dald3 potentidlle peptidische
Substrate sterisch sowoh an der Anndherung an die Subdtratbindungsregion ds auch an der
korrekten Bindung as Voraussetzung fur die Hydrolyse der Peptidbindung gehindert werden.
Eine Spdtung ener Peptidbindung erscheint nur moglich, wenn ene komplette Ruckfaltung
des Ser 214-Cys 220 Segmentes zur der in Serinproteinasen normalerweise bekannten
Konformation der Subsiratbindung voraus- oder mit dieser einhergeht.

Die Mdoglichkeit eines solchen konformationdll bedingten Umschdtens zwischen einer
aktiven und ener desktivieten Form der a-Tryptase, eventudl induziet durch die
Anndherung einesideden Subdrates, soll im Folgenden genauer untersucht werden.

4.3.10 a-Tryptase, eine aktive Proteinase?

Um die Moglichkeit einer Subdrat- oder autoinduzierten Aktivierbarkeit der al-Tryptase
zu ener funktionden Serinproteinese zu untersuchen, oder mit anderen Worten, um zu
ergrinden, ob eine Rickfatung des Ser 214-Cys 220-Segmentes tatsachlich gtattfinden kann,
ig die al-Tryptase-Prparation zunéchst mit Huoreszenz-markiertem Casein (FITC-Casain)
inkubiert worden. Dieses Protein-Substrat liegt in telweise denaturieter Form vor und
verfigt somit Uber idedle Vorraussetzungen, in die zentrde Pore des al-Tryptase Tetramers
einzudringen und bis zu den aktiven Zentren vorzusto3en. Diese Inkubation efolgte in @nem
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Tryptase-Puffer bei Raumtemperatur Uber Nacht und lie3 so auch einem moglicherweise
langsamen Enzym genlgend Zeit, hydrolytische Aktivitdéd zu zeigen. Eine Kontrollregktion
wurde ohne al-Tryptase wunter ansongen identischen Bedingungen  durchgefihrt.
Anschlielfend wurden beiden Proben mitteds ,reversed phase-Chromatographie analytisch
auf ener ,high pressure/performance liquid chromatography” (HPLC)Anlage aufgetrennt.
Die resultierenden Elutionsprofile snd in Abbildung 54 dargestelit.
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Abb. 54: HPL C-Elutionsprdfile

Im linken Teilbild ist das HPLC-Profil der Kontrollreaktion ohne al-Tryptase gezeigt. Das
rechte Teilbild zeigt das Elutionsprofil nach erfolgter proteolytischer Reaktion.

Eine eindeutige Degradation des Caseins i nur in der al-Tryptase enthadtenen Probe
festzugdlen, wéhrend in der Kontrollresktion kenerle  hydrolytische  Aktivitde  zu
verzeichnen ig. Waeiterhin bemerkenswert ist die Tatsache, dald die Casain-Fraktionen in
relativ. wenigen, klar definieten ,pesks’ von der chromatographischen Saule duieren. Dies
erlaubt zu spekulieren, dal3 die Hydrolyse der Peptidbindungen anscheinend auf eine geringe
Anzahl von Schnitistellen in der Casain-Proteinsequenz begrenzt ist. Dies wirde ene hohe
Spezifitét der al-Tryptase in Bezug auf dessen Zid sequenz andeuten.

Die Prgparation der al-Tryptase, die fir diese Experimente verwendet wurde, war
hochgradig rein, wie aus ,sodium dodecyl sulphate® (SDS)-Polyacrylamid-Geldektrophorese
(PAGE)-Andysen und der Bereitschaft der Protein-Préparation zu krigdliseren, hervorging.
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Um trotzdem jede magliche, wenn auch sdbst auf Uberladenen SDS-Gelen nicht sichtbare
Kontamination, die die beobachtete Spatung des Caseins hervorgerufen haben konnte,
auszuschlielRen, wurde die Methode der Zymographie angewendet. Diese peziele
Vefahrensveise wird hauptsschlich  auf dem Gebiet der  Metdlo-Matrixprote nasen
Forschung (Kleiner and Stetler Stevenson, 1994) angewandt, und dient dazu, auch sehr
schwache proteolytische Aktivitét zu detektieren.

Hierbe wurde ene SDS-behandelte Probe der al-Tryptase auf enem Casan
enthdtenden vorgefarbten SDS-GradientenrGel eektrophoretisch von  etwaigen  Unreinheiten
getrennt. Nach der Durchfiihrung der Elektrophorese wurde das SDS langsam aus dem Ge
herausgewaschen. Hierdurch wird die Renaturierung der im Gd  befindlichen Proteine und
damit der al-Tryptase emdglicht. Das im Ge enthdtene Commasse-blau gefarbte Casein
kann nun durch aktive Proteinasen degradiert werden. Die entstandenen Casainfragmente
wurden in enem letzten Schritt aus dem Gd herausgewaschen und hinterlief?en einen klaren
Punkt im Gel am Ort ihrer Entstehung, der im Gegenzug Proteinase- Aktivitéa sgndisiert.

250 kDa
98 kDa

64 kDa

Abb. 55: Zymogramm

Gezeigt ist das entwickelte Zymogramm-Gel. Jeweils die Spuren 1 und 4 sowie 2 und 3
enthalten identische Proben. In den Spuren 1 und 4 wurden die Proben in SDS gekocht und
in den Spuren 2 und 3 nicht hitzedenaturierte Proben verwendet.

Abbildung 55 zeigt das 0 entwickdte Zymogramm-Ged, dal3 eine endeutige, klare
Bande be enem Molekulargewicht von etwa 100 kDa aufzeigt. Da die al-Tryptase im
Gegensstiz zum  Molekulargewichtsmarker  nicht  hitzedenaturiet  und  zudem vor  der
Elektrophorese mit weniger SDS behandelt wurde, aber auch aufgrund der ungewohnlichen



Humane al -Tryptase — Kristallstruktur und funktional e Charakterisierung 135

Form des al-Tryptase-Tetramers is es nachvallzienbar, weshdb das Tetramer dch nicht
exakt wie ein 120 kDa schweres Protein auf dem SDS-Ge verhdlt. Bemerkenswerterweise
scheint das al-Tryptase-Tetramer sogar im gewissen Ausmad gegen eine Behandlung mit
SDS dabil zu sen. Padld zu dem Zymogramm Gd wurde al-Tryptase in ansongten gleicher
Weise auf enem casanfreen, ungefabten Gd dektrophoretisch andysert. Von diesem Gd
wurde ein Western-Trandfer angefertigt. Die klare Bande auf dem Zymogranm-Ge konnte
nun eindeutig ener Bande auf dem WedernTrander zugeordnet werden, die im Anschluf3
nach der Methode des EdmanAbbaus (Edman and Begg, 1967) N-termind sequenziert
wurde. Als enzige Sequenz ergab sch die Aminosiurenabfolge  N-lle-Va-Gly-Gly-Glin-Glu-
Ala ...-C, die mit al-Tryptase, dlerdings auch mit b-Tryptasen, zu 100 % identisch ist. Wenn
maen dlerdings b-Tryptasen in gleicher Weise behanddt, wie vorsehend fir a-Tryptase
beschrieben, so migriert diese ds Monomer mit einem Molekulargewicht von etwa 27 kDa
auff enem SDS-Gd und zeigt weterhin - aufgrund der Ingtabilitét der Tetramere - kenerle
casainolytische Aktivitét (Ren et al., 1998).

Deshalb belegen diese Experimente, dal3 die beobachtete proteolytische Aktivitét sowohl
in den HPLC- ds auch in den Zymographie-Experimenten der tetramerischen al-Tryptase
zuzuschreiben ig. al-Tryptase kann aso durchaus bel Gegenwart eines geeigneten Substrates

as aktive Proteinase fungieren.

Wedche Proteinsequenz aber zeichnet s ein geeignetes Subdtrat aus? Um  die
Subdtratspezifitdt der a-Tryptase eingehender zu untersuchen, wurden seine proteolytischen
Eigenschaften gegentber gut charakteriserten Proteinen getestet. Am  vielversprechendsten
waren hierbel die Ergebnisse mit Rinder Serum Albumin (BSA). Dieses Protein wurde nach
ener Inkubation mit al-Tryptase Uber Nacht an ener enzigen Peptidbindung gespdten.
Hierbe entstanden en langeres und ein sehr kurzes Fragment. Belde Fragmente wurden nach
der Edman-Methode ansequenziert. Diese Andyse ergab mit N-Met-Lys-Trp-...-C den N-
teminus von BSA und mit N-Ala-Phe-Asp-Glu-Lys-Leu-Phe-Thr-Phe-His-...-C den N-
terminden Tel enes C-terminden BSA-Peptids beginnend an Postion 524 (Abbildung 56).
In der Proteinsequenz des BSA-Molekils gehen dem C-terminden Peptid die Aminosauren
N-Tyr"*-Va"3-ProP?-Lys™523-C voraus. Da jedoch bei der Sequenzierung nach Edman oft
die este Aminosaure nicht eindeutig zu bestimmen is, wurde die genaue Lage der
Schnittstelle bestétigt.
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MKAWV/TFI SLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEI AHRFKDLGEEHFK 44
GLVLI AFSQYL QRCPFDEHVKLVNEL TEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVA 102
SLRETYCGDIVADCCEKQEPERNECKL SHKDDSPDL PKL KPDPNT L CDEFKADEKKFWEK 160
YLYElI ARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKI ETMREKVLTSSAR 218
QRLRCASI (KFGERALKAWEVARL SQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLEC 276
ADDRADL AKY! CDNQDTI SSKLKECCDKPLLEKSHCI AEVEKDAI PENLPPLTADFAE 334
DKDVCKNYQEAKDAFL GSFL YEYSRRHPEYAVSVL LRLAKEYEATL EECCAKDDPHAC 392
YSTVFDKLKHLVDEPOQNL I KONCDQFEKLGEYGFQNAL T VRYTRKVPQVSTPTLVEVS 450
RSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLI LNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRR 508
PCFSALTPDETYVPHAEDEKCETEHAD! CTLPDTEKQ KKQTALVELLKHKPKATEEQ 566
L KTVVENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVWSTQTALA 607

Abb. 56: I dentifikation der Schnittstelleim BSA

Das ansequenzierte Fragment, resultierend aus der Behandlung von BSA mit al-Tryptase
wurde mit der BSA-Sequenz verglichen. Blau eingefarbte Aminoséuren sind in der BSA -
Struktur in tertidre Strukturelemente involviert. Rot hervorgehoben sind sémtliche Pro-Lys-
Sequenzabschnitte. Gelb unterlegt sind die bei der Sequenzierung gefundenen
Aminosauren.

Hierzu wurden die al-Tryptase-behandelte BSA-Probe und die dazugehdrige
Kontrollregktion ohne Tryptase mit Hilfe der ,matrix asssted laser desorption/ionization
mixture reflector time-of-flight mass gspectrometry” (MALDI-TOF-MS) mit  hoher
Massengenauigkeit (Jensen et al., 1997) andyset. Das aufgenommene Spektrum der
positiven Probe ist in Abbildung 57 wiedergegeben.
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Abb. 57: Massenspektrum nach der al-Tryptase Behandlung von BSA

Dargestellt ist ein Massenspektrum, aufgenommen nach proteolytischer Behandlung von
BSA mital-Tryptase.

In guter Ubereingimmung mit den beschriebenen Elektrophorese-Studien wurde auch
hier en enzdnes Fragment mit enem Masse/Ladungs-Verhdtnis von 9324 (+/- 5) Dalz
identifiziert, das von der Mase exakt dem C-terminden BSA-Peptid glecht. Ein zweter
»peak* bel eénem Masse/lLadungs-Verhdtnis von 4665(+/- 5) Dalz ruhrt wahrschenlich von
dem selben Fragment her, das hier dlerdings doppelt positiv geladen i<

Im Ergebnis identifizieren beide vorgestellten Methoden die N-...-Va™3-Pro2-Lys™523-
Ald'524-Phe™ -Ap™-...-C-Sequenz ds die einzige Schnitistelle der al-Tryptase im BSA.
Dieses Resultat betont die Wichtigkeit der Exisenz eines Lysns an Postion P1 und enes
Prolins an Podtion P2 fir die Aktivité der a-Tryptase. Die 3D-Struktur des humanen Serum
Albumins (HSA) (Sugio et al., 1999) zegt, dai die emittdte Schnittdele Tel enes
exponierten Oberflachen, loops’ idt, der sich im Verglech zum Rest der Struktur durch sehr
hohe B-Faktoren auszeichnet. Dies suggeriet eine sehr hohe Hexibilité dieses loops, was
diesen in die Lage versetzt, zu den aktiven Zentren der al-Tryptase vorzudringen. Keiner der

anderen funf vorhandenen N-...-XaaPro-Lys-Xaa...-C-Sequenzorte wird von al-Tryptasen
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hydrolysert, was deren zu geinge raumliche Adaptiondahigkeit reflektiert. Waterhin
erscheint bemerkenswvert, dal3 keinerle Hydrolyse der Peptidbindung nach dem lediglich vier
Regte entfernten, im sdben ,loop* befindlichen, Lys 528 erfolgt. Angele enes Prolins in P2-
Pogtion befindet d9ch hier en Agoatat. Kirzlich verdffentlichte Ergebnisse (Harris e d.,
2001) legen nahe, dal3 b-Tryptasen in ihrer Sdektivitét nicht zwischen ungdadenen P3-
Resen unterscheiden. Deshdb wurden fir die nun folgende kinetische Charakteriserung die
kommerzidl erhdtlichen Subdrate tosyl-GlyProLys-pNA und sein Arginin (P1) Homolog as
Moddlsubstrate eingesetzt.

4.3.11 Kinetische Untersuchungen an der al-Tryptase

al-Tryptase wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen der chromogenen Substrate
Gly-Pro-LysspNA und Gly-Pro-Arg-pNA inkubiert und dabe der Fortschritt der
proteolytischen Resktion Uber enen Zetraum von 900 Minuten quantitativ aufgezeichnet.
Exemplarisch snd hier die Ergebnise fir die Resktion mit Gly-Pro-Lys-pNA in den
Abbildungen 56 und 57 dargestellt.
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Abb. 58: Proteolytische Aktivitét der al-Tryptase

Uber einen Zeitraum von 900 Minuten wurden verschiedene K onzentrationen Gly-Pro-Lys-
pNA mit al-Tryptase inkubiert. Gezeigt ist die Quantifizierung der zunehmenden
Gelbférbung des Reaktionsgemisches.
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Abb. 59: Michaelis-M enten-Plot

Mit Hilfe von linearer Regression sind in diesem Graphen die oben erlangten kinetischen
Daten analysiert und nach der Michealis-M enten-M ethode ausgewertet worden.

Fur das Substrat-Andog Gly-Pro-Lys-pNA ergab sich eéin Ky-Wert von 180 niM und
fur Gly-Pro-Arg-pNA en Ky-Wert von 80 nmM. Die kca-Werte waren in beiden Fdlen extrem
niedrig und lagen im Bereich von 1 h'. Im Vergleich dazu haben b-Tryptasen bei gleichen
Substraten kca-Werte von etwa 21 st. Insgesamt besitzt 1 mM al-Tryptase gegen die Substrat-
Andoge Gly-Pro-Lys-pNA und Gly-Pro-Arg-pNA die gleiche Aktivitdt wie 10 pM
b-Tryptase. Trotzdem it eine proteolytische Aktivitét der al-Tryptase klar erkennbar und
quantifizierbar.

4.3.12 Aktivierungsmechanismus der a-Tryptase

Diee experimentdlen Ergebnisse zeigen unzweifdhaft, dad al-Tryptase ene
schwache, aber distinkte proteolytische Aktivitdt sowohl gegen peptidische ds auch gegen
gewise Protein-Subdrate bestzt. Diese Aussage steht scheinbar im diametrden Gegensaiz zu
der gdogten Kriddldruktur, die in diessr Konformation nicht kompatibe mit irgendeiner
proteolytischen Aktivitét i<.
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Es is deshdb unzweifdhaft, dald} jede kataytische Aktivitd der al-Tryptase ene

Umordnung des inaktivierten aktiven Zentrums in ene hochswahrscheinlich b-Tryptase-
artige Konformation voraussetzt.

Abb. 60: Strukturelle Basisder al-Tryptase-Aktivierung

Teilbild A zeigt eine Uberlagerung der Struktur der blll-Tryptase (cyan) mit der aktivierten
Form der al-Tryptase als Stereoabbildung. Im Teilbild B ist gelb das identifizierte Substrat
N-Gly-Pro-Lys-C in das aktive Zentrum der modellierten aktivierten al-Tryptase (cyan)
gebunden. Die Uberlagerte inaktive Form der al-Tryptase (hellblau) zeigt die
Unmoglichkeit der Substratbindung in diesem Zustand. Die Abbildung wurde mit
MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997) erstellt

Abbildung 60 zeigt eine Uberlagerung der nativen al-Tryptase-Struktur mit einer
hypothetischen  aktivierten  al-Tryptase-Struktur.  Moddlierungs-Experimente  zeigen, dal3
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aufgrund der b-Tryptase-dnlichen Umgebung um die Sl-Tasche, der abgeknickte Ser214-
Gly219-,loop* dch rdativ einfach in ene der b-Tryptasen-dhnliche Konformation umlagern
konnte. Dies wirde hauptsachlich durch Rotationen um die N-C?-Bindungen des Tryptophans
215, des Aspartats 216, des Glutamats 217 und des Glycins 219 zu bewerkstdligen sein. Die
Konformation des Glycins und damit die Richtung, in die die fir die Koordingion des
Subgtrates wichtige Carbonyl-Gruppe zeigt, schent in enem Moddl mit unbesetzter
S1-Tasche varidbd zu sein. Diese Ruckfatung konnte fast vollsdndig ohne Bewegung der
umgebenden Aminosduren und deren Seitenketten erfolgen. Das Resultat wéare die Erstelung
ener Substratbindungsstelle durch das ausgestreckte Segment Ser 214- Glu 217. Die &2-, S3-
und $4-Taschen wéren vollsténdig zugdngig. Nur das Ausmald der Sl- Spezifitdistasche it in
dieser aktivieten Form der al-Tryptase etwas eingeschrankt. Dies liegt hauptsichlich darin
begrindet, dal3 die Seitenkette des Aspartats 216 in diesr Konformation sich von der
Ricksdte in die S1-Tasche erstrecken wirde. Auf diese Weise blockiert se tellweise, dhnlich
wie die Satenkette des Vains 216 in leukozytischer und pankreatischer Elastase (Bode et al.,
1989), eine Anndherung des Subgtrates an Die Asparaginsaure 189 am Boden der S1-Tasche.
Die Carboxylat-Gruppe des Aspartats 216 wirde hierbel etwa zwischen der Carboxylat-
Gruppe des Aspartats 189 und Glycin 219 sehen. Dabel zeigt die Carbonyl-Gruppe des
Glycns unter Vemedung des Zusammentreffens mit Aspaaginsdure 216 in  die
S1-Spezifitétsdasche, nimmt adso ene Konformation dhnlich der al-Tryptase-Struktur ein und
sdlt so gleichzaitig einen Bindungspartner fir etwaitige Wasserstoffbriickenbindungen dar.

Dieses dektrodatisch dcherlich  unvortellhafte  Arrangement der  Seitenketten  der
Aspatate 216 und 189 sowie der Carbonyl-Gruppe des Glycins 219 verursacht ene
Ingabiliserung dieser ,aktiven* Konformation. Dies konnte en mdglicher Grund san,
waum native al-Tryptase in vivo in der beobachteten inaktiven Form vorliegt.
Molekulardynamische Rechnungen zeigen, dad ene aktiviete al-Tryptase - trotz der
ra3umlich etwas beengten Ausmalle der Sl-Tasche - in der Lage i, grofere bassche
Sdatenketten wie die des Lydns oder des Arginins aufzunehmen. Abbildung 61 zeigt das
Ergebnis der entsprechenden Moddlierungs-Experimente.  Die  Substratbindung — erfordert
hierbe lediglich lechte Umordnungen im Bereich dar Spezifitdstasche und eine geringe
Verschiebung des Serins 190. Die Einlagerung eines basischen Pl-Restes in die S1-Tasche
gabilisert die aktive Konformation zusétzlich durch den auftretenden Ladungsausgleich.
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Abb. 61: N-Gly-Pro-Lys-C und N-Gly-Pro-Arg-C im Vergleich

Die beiden untersuchten Substrate N-Gly-Pro-Lys-C (gelb) und N-Gly-Pro-Arg-C (griin)
wurden jeweils in das aktivierte aktive Zentrum der al-Tryptase energetisch
hineinmodelliert. Die hellgrine Struktur ergibt sich hierbei fir NGly-Pro-Arg-C und die
hellblaue Struktur ergibt sich fior N-Gly-Pro-Lys-C. Die Abbildung wurde mit
MOLSCRIPT/Raster3D (Kraulis, 1991) (Merritt and Bacon, 1997) erstellt

Die kinetischen Experimente haben ergeben, da? Arginin verglichen mit Lysn der
optimalere P1-Rest id, obwohl der réaumlich grofiere Arginin-Rest schwerer in der Sl1-Tasche
unterzubringen is.  Strukturdl  drickt gch  dies im  Ausweichen der Satenkette der
Asparaginséure 216 - induziert durch die Subgtratbindung - aus.

Auf der anderen Seite wére Lysn geradezu ided geeignet, in die Spezifitétstasche zu
binden, ohne dal} dies Ausweichbewegungen anderer Setenketten zur Folge hétte. Dal3
Arginin trotzdem das préferiete Substrat dargtellt, mag an der erhdhten Basizitét sowie der
derischen Anordnung der Guanidyl-Gruppe der Seitenkette liegen, die sch so bessr zum
Ladungsausgleich eignet. Der Nachtell der rdumlichen Enge scheint durch diesen Einflu
mehr ds aufgewogen zu werden.

Fur die durch Isoleucin 79 und Hidtidin 57 geformte S2-Tasche ergibt sich aus den
Moddlierungs-Experimenten, dal? de ausgezeichnet zur Aufnahme enes Prolins gedgnet ig.
Diesss Ergebnis ig  in  guter Ubereindimmung mit  der  biochemisch  bestimmten
Subgtratspezifitét.
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4.3.13 Inhibition durch Zn®*-Bindung

Geringe Mengen an Zr** sind in der Lage, die kadytische Aktivitét von al-Tryptase
dragtisch zu reduzieren. Unter Verwendung dessdben experimentelen Aufbaus wie berets
fur die kinetische Charakteriserung der a-Tryptasen verwendet, wurde die inhibitorische
Wirkung von 1ImM ZnClL auf die al-Tryptase-Aktivitét quantifiziet. Abbildung 62 zeigt den
entsprechenden Reaktionsverlauf mit 500 mvl Gly-Pro-Lys-pNA mit und ohne Zr?™.
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Abb. 62: al-TryptaseAktivitat wird durch Zn®* gehemmt

Dargestellt ist der Verlauf der Proteolyse von 500 nM Gly-Pro-Lys-pNA durch Inkubation
mit al-Tryptase bei Raumtemperatur (schwarz) alleine und in Gegenwart von 1 mM  Zn?*

(grau)

Um den Modus der a-Tryptase-Inhibition durch Zn?*-Kationen zu ergriinden, ist die
Struktur  des al-Tryptase-Zr?*-Komplexes gelést worden. Wahrend die Struktur des al-
Tryptase- Tetramers durch das Einwirken des Zn?* nicht beeinflu wird, kann en einzelnes
Zr?*-Kation direkt am inaktivierten aktiven Zentrum lokalisiert werden (Abbildung 61).
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Abb. 63: StrukturelleBasisfiir dielnhibition von al-Tryptasedurch Zn?*

Abgebildet ist das ,aktive® Zentrum der al-Tryptase. Die native Struktur (weil3) ist
tiberlagert mit der Zn?*-Komplexstruktur gelb. Die katalytische Triade ist violett und die
sich zwischen a- und b-Tryptase unterscheidenden Aminoséauren sind rot dargestellt. Grin
zeigt die Fops-Fcaic-Elektronendichte, konturiert bei 5 s, die Position des Zn**-Kations an,
wéhrend die blaue, bei 1 s konturierte, Fps-Fcac-Elektronendichte die Positionen der
Aminosauren eindeutig vorgibt. Die Abbildung wurde erstellt mit MAIN (Turk, 1992).

Die al-Tryptase-Struktur in - well3 ig Uberlaget mit der fabig dargestelten
Komplexstruktur abgebildet. In violett i die kataytische Triade und in rot die sch von b-
Tryptasen unterscheidenden Reste Lysin 192 und Asparaginsiure 216 gezeigt. Das Zn*'-
Kation ig eindeutig in der Elektronendichte definiet und wird durch den Imidazol-Ring des
Higtidins 57, die Hydroxylgruppe des Serins 195, die Carboxylgruppe des Aspartats 216 und
wahrscheinlich durch ein Wasser vierfach koordiniert. Allerdings ist diese Koordination nicht
vollstandig tetraedisch, wie es sonst haufig bei Komplexierungen von Zn?*, beispidsweise
durch EDTA oder durch BABIM in Trypsin-atigen Serinproteinasen gefunden wird. Um die
Aufname des Kaions zu bewerkstdligen, weicht die Asparaginsiure etwas aus, ohne dabel
sebg in eine energetisch unglingtige Umgebung zu gelangen.

Das Zn?*-Kation scheint durch seine Postion und seine  Koordination die
ungewohnliche Konformation des 214-220.loops' zu manifestieren und so die Inhibition zu
verursachen.
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4.4 Diskussion

Gleicheemallen mit b-Tryptasen und im Gegensatz zu den kirzlich identifizierten
g Tryptasen (Caughey et al., 2000), die monomerisch vorliegen und enen zusitzlichen
Membrananker beditzen, bilden auch a-Tryptasen in vivo en tetrametrisches Arrangement

aus. Dieses Tetramer it in seiner Topologie den b-Tryptase- Tetrameren eng verwandt.

Der Fdtungstyp der al-Tryptase-Monomere dhnelt dem der b-Tryptasen und insgesamt
den Trypsn-atigen Serinproteinasen. Das N-terminde lle 16-Va 17-Segment ig in
a-Tryptasen in die lle 16-Spdte inseriert, wo es eine interne Sdzbriicke zur Seitenkette der
Asparaginsdure 194 hildet. Die hierdurch ausgelGste interne Bewegung der Asparaginsaure
194-Satenkette geht einher mit der Maturation des Agp189-Aspl94-Bodens der S1-Tasche
und des ,oxyanion hole* (Bode, 1979a). Diesr Vorgang beschreibt den Mechanismus der
Aktivierung der al-Tryptase nach Abspdtung des pro-Peptides und it ebenfdls den
Aktivierungsmechanismen anderer Serinproteinasen eng verwandt. In starkem Kontrast zu
anderen Proteinasen is eine 0 aktivierte al-Tryptase aber immer noch nicht proteolytisch
aktiv.

In Uberdéngimmung mit Homologie-Modellierungs Experimenten (Bergner, A., 1998,
unpubliziert) wurde flr a-Tryptasen eine grundsdtzlich den b-Tryptasen dhneinde Umgebung
des aktiven Zentrums angenommen. Hierbel wirde die Seitenkette des Aspartats in die Si-
Tasche vordringen und diese in ihren Ausmalien, dhnlich wie durch Va 216 in pankreetischer
und leukozytischer Elastase (Bode et al., 1989), rd&umlich begrenzen. Fur die Akkomodation
von Lysn- oder Arginin-Satenketten milde sch die S1-Tasche unter Aufwendung von freier
Energie weten, was bisher ds Grund fir die anschenende Inaktivitd diesss Enzyms
angenommen wurde.

Die Rontgengrukturanayse der a-1-Tryptase erdffnet nun ene enfache und dennoch
Uberraschende  Erkldrung fur die Inaktivitd dieses |soenzyms. Die gesamte ,,nonprimed”
Substrat-Bindungs-Region der al-Tryptase wird durch enen Knick in der Konformation des
an der Oberflache liegenden Ser 214-Cys 220-Segments zerstort. In b-Tryptasen ermdglicht
diese Sequenz das optimae Binden sch anndhernder Substrate und ist waiterhin en wichtiges
Kongdruktionsdement der Sl1-Spezifitdstasche. In  a-Tryptasen hingegen blockiert die

Protenhauptkette in diesem Tel der Struktur den Eingang zur vorgeformten Sl-Tasche,
verhindert die Bindung und Anndherung von Subdraten - inshesondere durch die Seitenketten
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der Reste Trp 215, Asp 216, und Glu 217 - und involviert en Mitglied der kataytischen
Triade, Ser 195, in WasserdtoffbrickenInteraktionen. Eine Serinproteinase mit  enem

derartig deformierten aktiven Zentrum ist zweifdfrei inaktiv.

Diese Umordnung des Ser 214-Cys 220-Segmentes in a-Tryptasen resultiert tellweise
aus der Vemedung der energetisch ungingigen Zusammenlagerung der Setenketten der
Asparaginsauren 216 und 189 sowie der Carbonyl-Gruppe des Glycins 219, die de in ener
b - Tryptase-ahnlichen Konformation einzunehmen héiten.

Eine weltere Triebkraft fir diese unibliche Konformation ergibt sch ebenfdls aus der
Présenz dar Asparaginsdure andele eines Glycins an Podtion 216. Die Sdtenkette dieser
Agpaaginsdure  scheint  hiertba im “oxyanion hole® durch die Bildung ener
Wasserdoffbriickenbindung zum  Serin 195 festgehdten zu sein, was das beobachtete
Abknicken des Ser 214-Cys 220- Segmentes zur Folge hat.

Die telwese Wiedergewinnung an enzymdischer Aktivitdt der a-Tryptase, wie se
durch Rickmutation des Apartats 216 in en Glycin erecht werden kann (Huang et al.,
1999), unterdtiitzt diese Einschdtizung. Die Wichtigkeit der genauen Beschaffenhelt der
Aminosiure 216 in Bezug auf Ladung und Lange der Sdtenkette fUr ihre Funktion ds
Schdter, der zwischen inaktiviertem und aktivem kataytischen Zentrum der a-Tryptasen
umschatet, soll in der Zukunft durch wetere Mutationsstudien verbunden mit  der
Krigdlisation der einzelnen Mutanten ergriindet werden.

Die immer noch auf 1/25 reduzierte Aktivitét der D216G-Mutante der a-Tryptase -
verglichen mit b-Tryptasen gegen Subdtrate wie etwa tosyl-Gly-Pro-Arg-pNA - zeigt jedoch,
dal} andere, der zwischen a- und b-Tryptasen unterschiedlichen Aminosiuren, die Aktivitét
der mutierten a - Tryptase ebenfals erheblich beeinflussen.

AulBer Asparaginsure 216 und  Lysn 192  befinden dch  kenele
Sequenzverdnderungen in der Umgebung des “ektiven” Zentrums. Auffdligewese snd aber
die Hafte dler im Vergleich zu b-Tryptasen verdnderten Aminosauren in den oder nahe der
charakteristischen Oberflachen“loops’ zu finden, die fur die Teramerbildung verantwortlich
snd. Gemensam betrachtet bewirken diese im Ergebnigteil genauer  beschriebenen
Audausche ene  Sabiliserung  indbesondere der réumlich spektakuler  kleinen
Interaktionsflache von ~500 A? zwischen den Monomeren A und B sowie C und D.
Zusizlich dnd die ladungsbedingten Abstofungseffekte entlang der A-B- und C-D-
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Obeflache im a-Tryptase-Tetramer verringert. Die beobachtete Kompresson des Tetramers
entlang s@ner A-B-Achse i daher mdglicherweise en Ausdruck dieser  synergistischen
Effekte und ihrer dabiliserenden Wirkung in dem von hydrophobischen Wechsewirkungen
dominierten A-B-Interface. Die Tetramer-Stabilitét konnte zusitzlich durch ene inh&rente
Tendenz der enzdnen Monomere, ene fir die Tetramer-Bildung idedere Konformation

anzunehmen, erhoht werden.

Die aus den beschriebenen Einflissen resultierende Tetramer-Stabilitét des al-
Tryptase-Tetramers i s0 hoch, dal3 se zur Erhdtung des Komplexes der Bindung von
Proteoglykanen nicht bedarf. Sogar die Behandlung mit SDS schent das al-Tryptase
Tetramer zu Uberstehen. Die Tatsache, dal die proteolytisch aktiven Tryptasen aus Maus und
Ratte, mMMCP-7, rMCP-6 und rMCP-7 (Lutzdschwab et al., 1997) ebenfdls der Stabilisation
durch Heparin nicht bedlrfen, zeigt, da® proteolytische Inaktivitdt und Tetramer-Stabilitét

nicht zusammenhangen, sondern getrennt voneinander zu betrachten sind.

Die A-B und C-D Peipherie efillt dle Vorraussetzungen, um eine aus bis zu 20
Gliedern bestehende Heparinkette zu binden. Die verglichen mit b-Tryptasen etwas reduzierte

positive Ladung der Oberfléche zusammen mit der moglicherweise stérenden Zuckerkette an
der Molekiloberfliche konnte eine ewas geringere Hepainaffinitét zur Folge haben.

Physologisch ig die Hepain-Unabhangigkeit des a-Tryptase eventudl von grof3er
Wichtigket, da ge die Exigenz des al-Tryptase-Tetramers welt entfernt von den Granula der
Mastzellen und den Basophilen ermdglicht. Diese Erkenntnis befindet sch in guter
Ubereingimmung mit der Présenz von al-Tryptase-Tetrameren im Blut, wo sSie ene bisher
unbekannte Rolle im Immunsysem spiden kénnten. Ob die Bindung von Proteoglykanen fir
die intitide Bildung des al-Tryptase-Tetramers vonndten ist oder nicht, konnte im Rahmen
der beschriebenen Studien nicht ermittelt werden.

Eine proteolytische Aktivitdt der nativen al-Tryptase seit im  grundsézlichen
Widerspruch zu ihrer Struktur und ist nur bel einer den b-Tryptasen dhnlichen Konformation
des aktiven Zentrums vorgdlbar. Dies wirde ene Reorganisation des inaktivierten “aktiven”
Zentrums voraussetzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch gezeigt, dal3 al-Tryptase sehr wohl eine, wenn
auch geringe, S0 doch klar definierte und quantifizierbare proteolytische Aktivitét nicht nur
gegen kleine peptidische Subdtrate sondern auch gegen grof3e, tellweise denaturierte Proteine
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wie Casain und gegen grole, globuldre Proteine wie BSA zeigt. Im BSA wurde eine klar
definierte Spdtdele in enem exponierten und sehr mobilen  “loop” gefunden. Dieser ,,100p*
eflllt ale Vorraussetzungen, um sich in die innere Pore des Tryptase Tetramers zu erstrecken

und bis zu den “ aktiven” Zentren vorzudringen.

Das N-Pro™-Lys-C-Segment an dieser Spdtstelle legt nahe, dal al-Tryptase ene
Préferenz fir diese Aminosduren an den Postionen P1 und P2 in einem peptidischen Substrat
zeigt. Zumindest in der Besstzung der Posdtion P1 mit einer basschen Aminosdure, die
letztendlich durch die Asparaginsdure 189 in der Sl-Spezifitdtstasche koordiniert wird, zeigt
gch die Vewandtschalt zu anderen Trypsn-atigen Serinproteinasen. Die gefundene
Aminosiuresequenz, die fir die Exigenz ene Spdtddle fir a-Tryptasen offenbar
Vorraussetzung i, befindet sch in guter  Ubereingimmung mit  den  Moddlierungs-
Experimenten.

Diese haben ene dem aktiven Zentrum der b-Tryptasen angepal3e Konformation der
al-Tryptase-S1-Spezifitdistasche und deren unmittelbarer Umgebung zur Grundlage. Hieraus
resultieren zugangliche S1-S4-Taschen sowie ein ausgestrecktes Ser 214-Glu  217- Segment,
das die initide Substratbindung ermdglicht. Wie gezeigt, efordert die Bildung ener solchen
wahrhaft aktiven Konformation der al-Tryptase lediglich eine enfache Rickfdtung des
»abgeknickten“ Ser 214-Cys 220-“loops‘’. Molekulardynamische Berechnungen zeigen, dal3
eéne 0 ausgebildete Strukiur ebenfals stabil ware und dal? en Lysn™-Rest in der
Spezifitéistasche trotz der durch die Présenz des Agpatats 216 verursachten zusétzlichen
Enge aufgenommen werden kann. Eine mdgliche Uberfillung der S1-Tasche kann durch die
Auswvartsorientierung  der  Carbonyl-Gruppe des Glycins 219 hierbei  vermieden werden.
Obwohl diese réaumliche Begrenztheit mit einem Arginin an Pl-Postion noch ausgeprégter
wdre, 0 scheint Arginin trotizdem der bevorzugte P1l-Rest zu san. Dies reflektiert
maoglicherweise die bessere Fahigkeit des Arginins, einen Ladungsausgleich in der ansongen
sehr mit einem dektrostatisch negativen Potentia behafteten S1- Tasche zu bewirken.

Diese Interpretation wird durch die kinetischen Daten gestitzt, in denen a-Tryptase
ebenfdls ene lechte Prédferenz fur Arginin an der P1-Podtion zu haben scheint. Wahrend
bll-Tryptase bel diesen Substraten einen kea/Ky-Wert von 043 nMs? bestzt und die
D216G-Mutante der al-Tryptase noch auf enen kea/Kyw —Wert von 0.016 nM*s* kommt,
ereicht die al-Tryptase lediglich enen kea/Km —Wert von 2.1 x 10° nM™*s. Dieser sehr
niedrige Wert kann darin begriindet liegen, dal3 die reine Interaktion des Substrates mit dem
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insktivierten aktiven Zentrum be der al-Tryptase fur die Generierung ener erheblichen

proteolytischen Aktivitdt nicht ausreicht und nativ. mdglicherweise durch ene zusizliche
Wechsdlwirkung mit einer Exosite erganzt wird.

al-Tryptase kann durch die Komplexierung von Zr?*, wie viele andere Enzyme auch,
inhibiert werden. Die drukturelen Grundlagen fur diesen Effekt and hierbel dhnlich wie bel
der Inhibitton wvon Trypsn-atigen Serinproteinasen durch BABIM. In  a-Tryptasen
Ubernimmt hierbe die Satenkette des Aspartats 216 die Funktion des BABIMs und
koordiniert das Zn®*-Kation zweifach. Hierbe entsteht alerdings keine perfekte tetraedrische
Umgebung des Zinks, was zur Folge hat, dal3 Zn** a-Tryptasen be weitem nicht so effizient
hemmt wie BABIM/Zr?* Trypsin.

Prinzipil snd zwel Modelle denkbar, die die proteolytische Aktivitét der al-Tryptase
beschreiben.

Einersats konnte die aktive Konformation, die fir die proteolytische Aktivitét
verantwortlich i, in ener geringen, krigdlographisch nicht detektierbaren  Population
vorliegen, die im Glechgewicht mit der Uberwiegenden inaktiven Konformation - wie in der
Krigalgruktur gefunden - geht. In e@nem  solchen |, Glechgewichtsmodd!® wirde die
Bindung von Subdraten aktive al-Tryptase-Tetramere aus dem Gleichgewicht entfernen, was

dann wieder zu einer Neueingtellung des urspriinglichen Gleichgewichtes fihren wiirde.

Alternativ  hierzu  konnte diese aktive al-Tryptase-Konformation durch en dch
anndherndes Subdirat induziert werden (,induced fit mode“). Dies wirde unter gleichzeitiger
Reorganisation des Ser 214-Cys 220-Segmentes, Aushbildung des ausgestreckten Ser 214-Glu
217-Segmentes zur Subdtratbindung und darauffolgender Insertion der P1-Seitenkette in die
nun gedffnete S1- Spezifitétstasche erfolgen.

Die bisher bekannten Proteinase-Regulationssysteme snd in einer Arbeit von W. Bode
und R. Huber kurz zusammengefdd (Bode and Huber, 2000). Zusdzlich zur Regulation,
bedingt durch ihre grundsitzliche Aktivierung, die ds eine Art dloderischer Interaktion
aufgefdd werden kann, werden die reifen Protenassformen megens in vivo durch
koexprimierte Inhibitoren kontrolliert. Diese interagieren héufig subdratartig mit dem aktiven
Zentrum der Proteinasen. Ein Beispid fir diesen Regulationstyp it die kanonische Inhibition
der Trypsn-atigen Serinprotenasen. Die Inhibition von Pegpain-artigen Proteinasen durch
Cyddine i en Beigoid fur die Inhibition durch die Bindung an Exostes, die in der néheren
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Umgebung des aktiven Zentrums liegen. Fir groRere Substrate wird hierdurch die
Anmndherung an das &tive Zentrum unmoglich gemacht. Einen Extremfdl in  dieser
Inhibitionsklasse gdlt scherlich die Inhibition von Thrombin durch Triabin dar. Hier liegt die
Bindungsstdle des Inhibitors sehr weit vom aktiven Zentrum entfernt, so dad nur die
Interaktion mit extrem grolen Substraten - wie Fbrinogen - die Uber eine ausgedehnte FHéche
auf der MolekUloberflache mit der Proteinase wechsdwirken, behindert wird. b-Tryptasen,
gemensam mit dlen anderen kompatimentdiseten Proteinasen zeigen ene  watere
Regulationsart auf. Hier wird der Zugang zum aktiven Zentrum der Proteinase durch die ganz
oezifische Architektur der zumeist sehr grofen Proteine, unter denen Tryptase das mit
Abstand kleingte Beispidl darstellt, reguliert.

Neben der fUr Tryptasen typischen Regulation durch Kompatmentaiserung bestzen
a-Tryptasen e@nen zusdzlichen, bisher fir Protenasen noch  nicht  bekannten
Regulationsmechanismus. Ein sdbs nach vollsandiger Maturierung und Tetrameriserung im
inektiven Zugtand befindliches aktives Zentrum kann est durch die Erkennung enes
Subdtrates aktiviert werden. An die Spezifitdt enes solchen Substrates werden hohe
Anforderungen  gedtdlt. Der  Vesuch, typische  Serinproteinase-Inhibitoren,  wie
beispidsveise  APPA  oder BABIM, in al-Tryptase-Krigdle enzudiffundieren, blieb
efolglos, was die hohe Stabilitdt der Konformation des umgeordneten 214-220-,1o00ps’
belegt. Ein solcher ,induced-fit* Mechanismus is daher ene zusitzliche Strategie, ene hohe
Sdektivitét von a - Tryptasen zu fordern.

Es ig ds0 gdungen, die vid geddlte Frage nach ener moglichen Aktivitd der a-
Tryptasen dahingehend zu beantworten, dald3 dieses Enzym ene hochregulierte und sehr
sezifische aber grundsitzliche aktive Protenase idt, die moglicherweise durch enen
»induced-fit*-Mechanismus aktiviert wird. Diese Beobachtung it sehr konsgent mit der
Beobachtung, dal3 a-Tryptasen frei im Blutdrom nachweisbar snd. Die Unabhdngigkeit von
Heparin ermoglicht dort die Exisenz der a-Tryptase-Tetramere und verlangt glechzaitig
nach ener drengen Regulation, da aktive Proteinasen unkontrolliert durch Inhibitoren fre im
Blustrom songt  erheblichen Schaden anrichten  konnten. Gegenstand der  zukinftigen

Forschung ist die Identifikation der Substrate der a - Tryptasen in vivo.

Zwe  weitere mogliche Funktionen der a-Tryptasen sollen hier ebenfdls genannt
werden, die keine eigene proteolytische Aktivitét voraussetzen. So konnte a-Tryptase mit den

b-Tryptasen im Wettbewerb um die Heparinbindung stehen. Auch wenn a-Tryptasen kein
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Heparin fir die eigene Stahilitét brauchen, so kénnen se doch den b-Tryptasen dieses
entziehen, damit die Lebensdauer der b-Tryptase Tetramere verkirzen und deren Aktivitdt so
regulieren. Desweiteren konnten a-Tryptasen die Funktion von BotenrMolekilen ausiiben,

die bespidsveise Basophile aus der Blutbahn nach ener dlergischen Resktion anlocken
konnen.
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5 Weitergehende Experimente und Ausblick

Die zentrde Rolle des Agpartats 216 be der Sdbdtinhibition der humanen al-Tryptase
ig im vorherigen Kapitd ausfihrlich diskutiert worden. Die gelogte Krigalgsruktur 183
vermuten, dal3 diese Asparaginsdure hauptverantwortlich fir die spektakulére Umordnung des
aktiven Zentrums der a-Tryptasen in ihrem subdratlosen Zugand ist. So entsteht die
Triebkraft fur diese gpektakulére Konformation enersats aus der Formation ener
zusitzlichen Wasserdoffbriickenbindung zwischen dem Carboxylat des Aspartais und der
Hydroxyl-Gruppe des Serins 195. Gleichzeitig wird durch Die Asparaginsdure 189 angelle
des normaerweise vorhandenen Glycins 216 im subdratlosen, aktivierten Zusand am Boden
der Sl1-Spezifitdtstasche mit der ebenfadls sauren Seitenkette des Agpartats 216 und der
Carbonyl-Gruppe des Glycins 219 ein stark negativer Ladungsschwerpunkt erzeugt. Dieser
benachteligt die normde Serinproteinase-Konformation energetisch gegenitber der  inaktiven
Form. Dem Aspaaginsdure 216 kommt hierbe im Glechgewicht zwischen aktiver und
insktiver Konformation die Funktion eines Schdters zu, der ohne Substrateinwirkung auf
Linaktiv'  geht. Hierbei snd die auleren Dimensonen diessr Setenkette ided fur diese
Aufgaben bemessen. Mutationen der Asparaginsdure 216 zu einem Glutamat, einem Serin
und enem Lysn verbunden mit der Strukturaufklarung und kinetischen Charakteriserung
dieser Mutanten, sollen die zentrale Rolle des Agpartats genauer bestimmen.

Mutiet man dieses Asparaginséure 216 zu einem Glycin - wie in voll aktiven b-
Tryptasen vorhanden - so wird trotzdem lediglich /20 der gesamten b-Tryptase-Aktivité
zurtckerlangt (Huang et al., 1999). Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, dald auch die anderen,
sch zwischen den Tryptase-Isoformen unterschedenden Aminoséuren, zum Tell erheblichen
Einflu3 ad de enzymaische Aktivitid der a-Tryptase haben. Um diesen Bnfluld im
enzednen genauer zu eforschen habe snd die in Abbildung 64 gezeigten a-Tryptase
Mutanten bereits kloniert worden. Zusézlich zu der ,active Ste-Mutante Asp 216 > Gly ig
schrittweise jewells eine weitere Aminosdure neu mutiert worden, so dald der Vergleich der
kinetischen Daten der enzenen Mutanten genauen Aufschlul? Uber den Betrag der
ausgetauschten Reste zur Proteinase- Aktivitét geben wird.
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Abb. 64: Bereitsklonierteal-TryptaseMutanten

Dieser Sequenzvergleich ist gleich strukturiert wie Abbildung 29. Die an der katalytischen
Triade beteiligten Aminosauren sind grin unterlegt. Gelb hervorgehoben sind die

Aminoséuren, die sich in der entsprechenden Mutante von der Sequenz der nativen al-

Tryptase unterscheiden.
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Ausgesprochen problematisch bel der Rontgenstrukturanalyse von b-Tryptasen it die
schlechte Quditét der erhdtlichen Krigdle Se besgtzen héaufig nur eine aulers geringe
Streuleistung  und Uberstehen das Einfrieren trotz extrem schonender Behandiung  nie
vollgandig schadlos. Im Ergebnis i€ mit @nem seéhr hohen Aufwand lediglich eine nur
geringe Datenquditét erzidbar, was Probleme be der Vefeinerung des Moddls bereitet und
letztendlich auch bel ener fetiggestdlten Sruktur in reaiv hohen R-Faktoren und Ryee
Werten Ausdruck  findet.  Interessanterweise  treten  diese Probleme bel  der  fadt
sequenzidentischen al-Tryptase nicht auf. Diese Kriddle dnd rdativ einfach zu behanddn,
und die resultierenden Datenséize sind problemlos auswertbar. Fir die weitere Entwicklung
von auf Db-Tryptase-hemmender Wirkung baserenden Antidlergika werden  die
Krigdlgrukturandysen vider waeiterer b-Tryptase-Inhibitor-Komplexe vonnéten sein. al-
Tryptase-Krigdle gehtren zur rdativ. symmetrischen  krigdlographischen  Raumgruppe
P2:2:2;, wérend die b-Tryptase-Krigdle der unglndigen niedrig symmetrischen
Raumgruppe P1 zuzuordnen sind. Die Krigdlkontakte in beiden Falen entstehen durch
Interaktionen zwischen den Peripherien der beteligten Monomere. Die aktiven Zentren
befinden sch im Gegensatz dazu im Inneren der Tetramere. Es mifte dso mdglich sein, unter
Belbehdtung des Krigdlaufbaus der a-Tryptase-Krigdle durch Angleichung des Tetramer-
Inneren an die b-Tryptasen per Mutation der sch unterscheidenden Aminosduren, eine
Moddlproteinase zu erschaffen, die die Peripherie und damit das Krigtdlisationsverhaten der
a-Tryptasen und das aktive Zentrum und damit die Aktivitét der b-Tryptasen bestzt. Dieses
Modell wirde sich ided fir die problemlose Co-Krigdlisation mit verschiedenen b-Tryptase
Inhibitoren eignen. Ein entsprechendes genetisches Kongtrukt, wie in Abbildung 64 gezeigt,
wurde von mir berets ergdlt und erse Expressongests waren erfolgreich. Es sollte bemerkt
werden, dal3 aufgrund der hohen Ahnlichkeit der Trypsin-artigen Serinproteinasen diese im
Rahmen dieser Arbet entwickete Methode, das aktive Zentrum und dessen Umgebung ener
schwer  zu  krigdligerenden Proteinase in die Peipherie dner  lacht  krigdliderbaren
Proteinase  enzufigen, und <0 die Krigdlgsrukturandyse zu ermoglichen, generdle
Anwendbarkeit besitzt.

Jedoch nicht nur fir die Co-Kriddlisation von Inhibitoren, sondern auch zu einem
weteren Zweck kann diese Kombination von al-Tryptase-Peripherie mit dem Inneren der
b-Tryptasen dienen. Vide potentidle Substrate fir die Isoformen der b-Tryptasen sind, wie
vorgehend berets aufgefihrt, bis zum gegenwartigen Zetpunkt identifiziert worden. Was
aber genau die nativ rdevanten b-Tryptase-Subdrate snd, ist bis heute unbekannt. Ein
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generdl  hafig angewandter Weg, nach Interaktionspartnern enes zu  untersuchenden
Proteins zu forschen, ist es, dieses Protein an beispidsveise CNBr-aktivierte Sepharose as
Sallenmateriad zu binden und en de natlrlichen Umgebung des Proteins entsprechendes
Medium Uber diese Sule zu geben. Mit dem zu untersuchenden Protein interagierende
Subganzen bleben an der SAule haften und snd im  Elutionsprofil  identifizierbar.  Fir
Tryptasen ig dieser beschriebene Weg bisher nicht gangbar gewesen, da die reativ ingabilen
b-Tryptase-Tetramere innerhdb kurzer Zeit zu Monomeren zerfdlen und diese enzymaisch
inaktiv snd. Auch durch den Einsatiz hoher Heparinkonzentrationen lief3 sch dieser Prozel3
nur geringfigig verzogern. Im Gegensatz zu b-Tryptasen sind a-Tryptase-Tetramere auch
ohne Heparin Uber enen langeren Zetraum dabil. Diese erhthte Sabilitéd it durch
Mutationen in den sechs charakteristischen Oberfléchen, loops’ bedingt. Diese ,loop”-
Regionen snd in der beschrieben Mutante identisch zu reinen a-Tryptasen, was auch hier
ene erhthte Stahilitét erwarten 183%. Ein solches Kongrukt wére daher sehr wohl erfolgreich
an en Sdulenmedium koppelbar und zur Suche nach nattirlichen Substraten der verschiedenen
b-Tryptase-1soformen verwendbar. Da diese potentiellen Substrate aber durch ihre Bindung
an b-Tryptasen und nicht durch deren Tryptase-katayserte Hydrolyse identifiziert werden
sollen, i es notwendig, unter Belbehdtung der Konformation des aktiven Zentrums der
Mutante, dessen proteolytische Aktivitdt zu eiminieren. Dieses kann leicht durch ene Serin
195 - AlaMutétion erreicht werden.

b-Tryptase-Aktivitdéd i in Ermangdung enes proteinogenen Inhibitors sreng
reguliert durch das Hepain—abhdngige Monomer-Tetramer Gleichgewicht, in dem das
Monomer, obwohl es vollgéndig maturiert is, die inaktive Spezies dagddlt. Das
entsprechende  Gleichgewicht igt in verschiedenen Arbeten charakteriset worden und in
Abbildung 8 hildlich dargestelt (Schechter et al., 1993) (Schechter et al., 1995) (Addington
and Johnson, 1996). Die drukturdlen Veranderungen in den betelligten Komponenten, die
mit der Terameformation, beziehungsvese dem Zefdl zu insktiven Monomeren
einhergehen, snd jedoch bis heute unversanden. Der Zerfdl des Tetramers zu Monomeren
mul3 jedoch mit konformationdlen Umfdtungen in ene Zymogenartige Struktur verbunden
sein, die die beobachtete proteolytische Inaktivitét erkléren kann. FHoureszenz-Studien haben
tasichlich beegt, dad im Laufe des Teramer-Zeafdls Umfdtungen in den Monomeren
daitfinden (Selwood et al., 1998). Da es sch bei den Monomeren um vollstdndig prozesserte
Proteinasen handdt, i es sehr wahrschanlich, da3 der Zymogendatus der b-Tryptase

Monomere auf ener bisher unbekannten drukturelen Verdnderung beruht. Um dieses b-
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Tryptase-Monomer- Tetramer-Gleichgewicht im Detal zu versehen und insbesondere die
Rolle des Hepains dain zu ergrinden, ist die RoOntgenstrukturandyse an b-Tryptase
Monomer-Krigdlen unumgénglich. blaTryptase Monomere wurden deshadb in  pichia
pastoris exprimiert, in Anaogie zu den Tetrameren aufgereinigt und krigtdlisert.

Abbildung 65 zeigt den bisherigen Fortschritt bei den Krigtdlisationsversuchen.

B)

(‘ 0.1 mm 4

Abb. 65: Fortschritte bei der Kristallisation von blll-Tryptase-M onomeren

Die in den Photos ersichtlichen Kristalle entstanden durch Optimierung der
Kristallisationsbedingungen. Teilbild A) zeigt die anfénglich erschienenen, stark

verwachsenen Kristalle. Teilbild B) représentiet den momentanen Status der
Kristallisationsexperimente.



Literaturverzeichnis 157

Literaturverzeichnis

Abbe, E. (1873) Beitrage zur Theorie des Mikroskops und der mikroskopischen
Wahrnehmung. Archiv fir Mikroskopische Anatomie, 9, 413-468.

Adams, P.D., Pannu, N.S, Read, R.J. and Bringer, A.T. (1997) Cross-vdidated maximum
liklihood enhances cryddlographic smulated anneding refinement. Proceedings of
the National Academy of Sciences USA, 94, 5018-5023.

Adcock, JJ. and Garland, L.G. (1982) Modification of humen arway smooth muscle
reectivity by drugs, that interfere with arachidonic acid metabolism. British Journal of
Pharmacology, 77, 570.

Addington, A.K. and Johnson, D.A. (1996) Inactivation of human lung tryptase: evidence for

a re-activatable tetrameric intermediate and active monomers. Biochemistry, 35,
13511-8.

Alter, S.C., Kramps, JA., Janoff, A. and Schwartz, L.B. (1990) Interactions of human mast
cel tryptase with biologicd protease inhibitors. Archives of Biochemistry &
Biophysics, 276, 26-31.

Alter, SC., Metcdfe, D.D., Bradford, T.R. and Schwartz, L.B. (1987) Regulation of human
mest cdl tryptase. Effects of enzyme concentration, ionic srength and the structure
and negative charge density of polysaccharides. Biochemical Journal, 248, 821-7.

Baker, D., Bysroff, C., Fletterick, RJ. and Agad, D.A. (1993) PRISM:Topologicaly
condraned phase refinement  for  macromolecular crystdlography.  Acto
Crystallography, D49, 429-4309.

Baumgartner, K.H. (1830) Beobachtungen Uber die Nerven und das Blut, Groos: Freiburg.

Benatar, SR. (1986) Medicd Progress. Fatd Asthma New England Journal of Medicine,
314, 423.

Berna, JD. and Crowford, D. (1934) X-ray photograph of cryddlized pepsn. Nature
(London), 133, 794-795.

Blair, RJ, Meng, H., Marchese, M.J,, Ren, S, Schwartz, L.B., Tonnesen, M.G. and Gruber,
B.L. (1997) Human mast cdls dsimulate vascular tube formation. Tryptase is a novd,
potent angiogenic factor. Journal of Clinical Investigation, 99, 2691-700.

Blessng, RH. (1987) Data reduction and error andyss for accurate single crystd diffraction
andyss. Crystallographic Reviews 1, 3-58.

Bode, W. (1979a) [Activation, activity and inhibition of bovine trypan]. Naturwissenschaften,
66, 251-8.



Literaturverzeichnis 158

Bode, W. (1979b) The trangtion of bovine trypsinogen to a trypsin-like state upon strong
ligand binding. Il. The binding of the pancredtic trypsin inhibitor and of isoleucine-
vdine and of sequentidly related peptides to trypsinogen and to p-guanidinobenzoate-
trypsinogen. Journal of Molecular Biology, 127, 357-74.

Bode, W. and Huber, R. (2000) Structura bass of the endoproteinase-protein inhibitor
interaction. Biochimica et Biophysica Acta, 1477, 241-52.

Bode, W., Meyer, E., J. and Powers, JC. (1989) Human leukocyte and porcine pancregtic
elastase X-ray crysd dructures, mechanism, substrate specificity, and mechanism
based inhibitors. Biochemistry, 28, 1951-63.

Bode, W. and Schwager, P. (19758) The refined crystd structure of bovine beta-trypsin a 1.8
A resolution. 1. Crydalographic refinement, cacum binding dte,  benzamidine
binding Ste and active site a pH 7.0. Journal of Molecular Biology, 98, 693-717.

Bode, W. and Schwager, P. (1975b) The single cacium-binding ste of cryddlin bovin beta-
trypsin. FEBS Letters, 56, 139-43.

Bode, W., Schwager, P. and Huber, R. (1978) The trangtion of bovine trypsnogen to a
trypan-like dsate upon strong ligand binding. The refined crysd dructures of the
bovine trypsnogen-pancredtic trypsn inhibitor complex and of its ternary complex
withlle-Va at 1.9 A resolution. Journal of Molecular Biology, 118, 99-112.

Bourenkov, G. (2001) Personal Communicetion.

Bradford, M.M. (1976) A rapid and sengtive method for the quantification of microgram
quantities of protein usng the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72, 248-254.

Bragg, W.L. (1913) The dructure of some crystas as indicated by their diffraction of Xrays.
Proceedings of the Royal Society, A89, 248-277.

Bravais, A. (1849) Note on polyhedra with symmetric forms. Journal de Mathematique
(Liowville), 14, 137-180.

Bricogne, G. (1974) Geometric sources of redundancy in intesty data and their use for phase
determination. Acta Crystallography, A30, 395-405.

Broide, D.H., Eisman, S., Ramsdell, JW., Ferguson, P., Schwartz, L.B. and Wasserman, S.l.
(1990) Airway leves of mest cdl-derived mediators in exercise-induced asthma.
American Review of Respiratory Disease, 141, 563-8.

Broide, D.H., Gleich, G.J,, Cuomo, A.J, Coburn, D.A., Federman, E.C., Schwartz, L.B. and
Wasserman, SlI. (1991) Evidence of ongoing mast cdl and eosinophil degranulation in
symptomatic ashmaarway. Journal of Allergy & Clinical Immunology, 88, 637-48.

Brown, JK., Jones, C.A., Tyler, C.L., Ruoss, SJ, Hatmann, T. and Caughey, G.H. (1995)
Tryptase-induced mitogenesis in arway smooth muscle cdls Potency, mechaniams,
and interactions with other mast cell mediators. Chest, 107, 95S-96S.



Literaturverzeichnis 159

Bringer, A.T. (1992) The Free R Vdue a Nove Satidicd Quantity for Assessng the
Accuracy of Crysta Structures. Nature, 355, 462-474.

Bringer, A.T., Adams, P.D., Clore, G.M., Delano, W.L., Gros, P., Grossekunstleve, RW.,
Jang, J.S., Kuszewski, J, Nilges, M., Pannu, N.S., Read, R.J,, Rice, L.M., Simonson,
T. and Warren, G.L. (1998) Crysdlography and NMR sysem a new software suite
for macromolecular Sructure determination. Acta Crystallographica, 906-921.

Brunger, A.T., Krukowski, A. and Erickson, J (1990) Sow-Cooling Protocols for
Crygdlographic Refinement by Smulated Anneding. Acta Crystallographica, A46,
585-593.

Buckley, M.G., Wadlters, C., Wong, W.M., Cawley, M.l., Ren, S, Schwartz, L.B. and Wadlls,
AF. (1997) Magt cdl activation in arthritis detection of dpha- and beta-tryptase,
higamine and eosnophil cationic protein in synovid fluid. Clinical Science, 93, 363-
70.

Buisseret, P.D. (1982) Allergy. Scientific American, 247, 86-95.

Burgess, L.E., Newhouse, B.J, lbrahim, P., Rizzi, J, Kashem, M.A., Hatman, A,
Brandhuber, B.J,, Wright, C.D., Thomson, D.S, Vigers, G.P. and Koch, K. (1999)
Potent sdective nonpeptidic inhibitors of human lung tryptase. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 96, 8348-52.

Carns, JA. and Wadls, AF. (1996) Mast cdl tryptase is a mitogen for epithdid cdls.
Simulation of [L-8 production and intercdlular adheson molecule-1 expression.

Journal of Immunology, 156, 275-83.

Cagels, M.C,, Irani, A.M. and Schwartz, L.B. (1987) Evduation of human peripheral blood
leukocytes for mast cdll tryptase. Journal of Immunology, 138, 2184-9.

Caughey, G.H., Raymond, W.W., Bacci, E., Lombardy, RJ. and Tidwell, R.R. (1993) Big(5-
amidino-2-benzimidazolyl)methane and relaed amidines ae potent, revershle
inhibitors of mast cdl tryptases Journal of Pharmacology & Experimental
Therapeutics, 264, 676-82.

Caughey, G.H., Raymond, W.W., Blount, JL., Hau, L.W., Pdlaoro, M., Wolters, P.J. and
Verghese, G.M. (2000) Characterizetion of human gamma-tryptases, novel members
of the chromosome 16p maest cdl tryptase and prostasin gene families Journal of
Immunol ogy, 164, 6566- 75.

Chung, K.F., Aizawa, H. and Lekauf, G.D. (1986) Airway hyperresponsveness induced by
platdet-activating-factor:  role of  thromboxane  generation.  Journal  of
Pharmacological Experimental Therapy, 236, 580.

Clark, JM., Abraham, W.M., Fishman, C.E., Forteza, R, Ahmed, A., Cortes, A., Warne,
R.L., Moore, W.R. and Tanaka, R.D. (1995) Tryptase inhibitors block alergen
induced arway and inflammatory responses in dlergic sheep. American Journal of
Respiratory & Critical Care Medicine, 152, 2076-83.



Literaturverzeichnis 160

Clark, J.M., Moore, W.R. and Tanaka, RD. (1996) Tryptase inhibitors. a new class of
inflammatory drugs. Drugs Future, 21, 811-816.

Collaborative Computational Project, N. (1994) The CCP4 suite programs for
crystdlography. Acta Crystallography, D 50, 157-163.

Combrink, K.D., Gulgeze, H.B., Meanwell, N.A., Pearce, B.C., Zulan, P., Bisacchi, G.S,
Roberts, D.G., Stanley, P. and Seller, SM. (1998) 1,2-Benzisothiazol-3-one 1,1-
dioxide inhibitors of human mast cdl tryptase. Journal of Medicinal Chemistry, 41,
4854-60.

Cregar, L., Elrod, K.C., Putham, D. and Moore, W.R. (1999) Neutrophil myeloperoxidase is a
potent and sdective inhibitor of mast cdl tryptase. Archives of Biochemistry &
Biophysics, 366, 125-30.

Cromlish, JA., Seidah, N.G., Marcinkiewicz, M., Hamelin, J,, Johnson, D.A. and Chretien,
M. (1987) Human pituitary tryptase molecular forms, NH2-termind sequence,
immunocytochemica locdization, and specificity with prohormone and  fluorogenic
substrates. Journal of Biological Chemistry, 262, 1363-73.

Crothersy, D.M. and Metzger, H. (1972) The influence of polyvadency on the hbinding
properties of antibodies. Immunochemistry, 9, 341-357.

Crowford, D. (1935) X-ray single photographs of insulin. Nature (London), 135, 591-592.

Dery, O. and Bunnett, N.W. (1999) Proteinase-activated receptors. a growing family of
heptahelica  receptors for thrombin, trypsn and tryptase. Biochemical Society
Transactions, 27, 246-54.

Doublie, S. (1997) Preperdtion of Sdenomethionyl proteins for phase determination. Methods
Enzymology, 276, 523-530.

Drenth, J. (1999) Principles of Protein X-ray Crysalography. 2. Auflage, Springer-Verlag,
New York.

Dvorak, A.M., Dvorak, H.F. and Gdlli, SJ. (1983) Ultrastructurd criteria for identification of

mest cdls and basophils in humans, guinea pigs ard mice. American Reviews of
Respiratory Disorders, 128, 49.

Dvorak, A.M., Monahan, RA., Osage, JE. and Dickersn, G.R. (1980a) Crohn's disease:
tranamisson dectron microscope sudies. 1. Immunologic inflammatory  response.
Alteration of mast cdls, basophils, eosnophils and the microvasculature. Human
Pathology, 11, 606.

Dvorak, A.M., Newball, H.H., Dvorak, H.F. and Lichtengtein, L.M. (1980b) Antigen-induced
IgE-mediated degranulation of human basophils. Laboratory Investigations, 43, 126.

Edman, P. and Begg, G. (1967) A protein sequenator. European Journal of Biochemistry, 1,
80-91.



Literaturverzeichnis 161

Ehrlich, P. (1878) Beitrége zur Theorie und Praxis der histologischen Férbung. Doktorarbeit,
Universitat Leipzig.

Ehrlich, P. (1879) Uber die spezifischen Granulationen des Blutes. Archives Anatomie
Physiologie, Abt., 571.

Elrod, K.C., Moore, W.R., Abraham, W.M. and Tanaka, R.D. (1997) Lactoferrin, a potent
tryptase inhibitor, abolishes late-phase airway responses in dlergic sheep. American
Journal of Respiratory & Critical Care Medicine, 156, 375-81.

Engh, R. and Huber, R. (1991) Accurate bond and angle parameters for X-ray protein
dructure refinement. Acta Crystallography A, 47.

Erba, F., Forucci, L., Pascardla, S., Menegatti, E., Ascenzi, P. and Ascoli, F. (2001)
Sdective inhibition of human mast cdl tryptase by gabexate mesylate, an
antiproteinase drug. Biochemical Pharmacology, 61, 271-6.

Esnouf, R. (2000) Robet Eswouf's extenson to MolSript  verson 14
http://Imb.biop.ox.ac.uk/bobscript/index.html.

Ewdd, P.P. (1913) Zur Theorie der Interferenzen der RoOntgendtrahlen in Krigalen.
Physikalische Zeitung, 14, 465-472.

Finzel, B.C. (1993) Software for macromolecular crystdlography: a user's overview. Current
Opinion in Sructural Biology, 3.

Fiorucci, L., Erba, F. and Ascoli, F. (1992) Bovine tryptase: purification and characterization.
Biological Chemistry Hoppe-Seyler, 373, 483-90.

Forucci, L., Erba, F., Faasca, L., Dini, L. and Ascoli, F. (1995) Locdization and interaction
of bovine pancredtic trypsin inhibitor and tryptase in the granules of bovine mast cdls.
Biochimica et Biophysica Acta, 1243, 407-13.

Friedrich, W., Knipping, P. and Laue, M. (1912) Inteferenz-Erscheinungen be
Rontgendrahlungen.  Stzungsberichte der mathematisch-physikalischen Klasse der
koniglich bayerischen Akademien der Wissenschaften zu Minchen, 302-322.

Gdli, JG. and Lichtengtein, L.M. (1988) Biology of mast cells and basophils. in Allergy,
Priciples and Practice, The C.V. Mosby Company, Middleton, E. Jr., editor, 1, 106-
134.

Gdli, SJ.,, Dvorak, A.M. and Dvorak, H.F. (1983) Morphology, biochemistry and function of
basophils. In Williams, W.J., Beutle, E., Erdev, AJ. and Lichtmann, M.A., editors :
Haematology 3, ed. 3, New York, McGraw-Hill Book Co., 820.

Gdli, SJ, Dvorak, AM. and Dvorak, H.F. (1984) Basophils and mast cdls morphologic
indghts into their biology, secretory patterns and function. Progressin Allergy, 34, 1.

Goldgtein, SM., Leong, J, Schwartz, L.B. and Cooke, D. (1992) Protease compostion of
exocytosed human skin mast cdl protease-proteoglycan complexes. Tryptase resides



Literaturverzeichnis 162

in a complex diginct from chymase and carboxypeptidase. Journal of Immunology,
148, 2475-82.

Green, D.W., Ingram, V.M. and Perutz, M.F. (1954) The structure of hemoglobin, 1V. Sign
detection by the isomorphous replacement method. Proceedings of the Royal Society
London, A225, 287-307.

Groll, M., Ditzd, L., Léwe, J., Stock, D., Bochtler, M., Bartunik, H.D. and Huber, R. (1997)
Structure of 20S proteasome from yeast a 2.4 A resolution. Nature (London), 386,
463-471.

Gruber, B.L., Marchese, M.J, Suzuki, K., Schwartz, L.B., Okada, Y., Nagase, H. and
Ramamurthy, N.S. (1989) Synovid procollagenase activetion by human mest cel
tryptase dependence upon matrix metaloproteinase 3 activation. Journal of Clinical
Investigation, 84, 1657-62.

Gruber, B.L., Schwartz, L.B., Ramamurthy, N.S,, Irani, A.M. and Marchese, M.J. (1988)
Activation of laent rheumatoid synovid collagenase by human mast cdl tryptase.
Journal of Immunology, 140, 3936-42.

Harvima, 1.T., Schechter, N.M., Harvima, RJ. and Fraki, JE. (1988) Human skin tryptase:
purification, partiad chaacterization and compaison with human lung tryptase
Biochimica et Biophysica Acta, 957, 71-80.

He, S, Gaca, M.D. and Walls, A.F. (1998) A role for tryptase in the activation of human mast
cdls modulation of higamine rdease by tryptase and inhibitors of tryptase. Journal of
Pharmacology & Experimental Therapeutics, 286, 289-97.

He S, Peng, Q. and Wdls, A.F. (1997) Potent induction of a neutrophil and eosinophil-rich
infiltrate in vivo by human mest cdl tryptase sdective enhancement of eosinophil
recruitment by hisamine. Journal of Immunology, 159, 6216-25.

He S. and Wdls, A.F. (1997) Human mast cel tryptase: a simulus of microvascular leskage
and mast cdll activation. European Journal of Pharmacology, 328, 89-97.

Hensch, P.S, Kenddl, E.C., Socumb, C.H. and Palley, H.F. (1949) The effect of a hormone
of the adrenal cortex (17-hydroxy-11-dehydrocortisone; compound E) and of pituitary
adenocorticotrophic  hormone on rheumatoid arthritis. Proceedings of the Saff
Meetings of the Mayo Clinic, 28, 181.

Hessd, JF.C. (1830) Krysdlometrie oder Krystdlonomie und Krystdlographie. Gehler's
Physikalisches Wortebuch, 5, 1023-1360.

Hoppe, W. (1957) Die Fdtmolekilmethode: Eine neue Methode zur Bestimmeung der
Krigdldruktur  bei ganz oder telweise bekannten Molekilgrukturen.  Acta
Crystallographica, 10, 750-751.

Hoppe-Seyler. (1877) Physiologische Chemie. Zeitschrift fur physiologische Chemie, Berlin.

Hopsy, V.K. and Glenner, G.G. (1963) Journal of Cellular Biology, 17, 503.



Literaturverzeichnis 163

Huang, C., Li, L., Krilis; SA., Chanasyk, K., Tang, Y., Li, Z., Hunt, JE. and Stevens, R.L.
(1999) Human tryptases dpha and beta/ll are functiondly distinct due, in pat, to a
gngle amino acid difference in one of the surface loops that forms the subdrate-
binding cleft. Journal of Biological Chemistry, 274, 19670-6.

Huang, C., Mordes, G., Vagi, A., Chanasyk, K., Ferrazzi, M., Burklow, C., Qiu, W.T.,
Feyfant, E., Sdi, A. and Stevens, RL. (2000) Formation of enzymaticaly active,
homotypic, and heterotypic tetramers of mouse mast cell tryptases. Dependence on a
conserved Trp-rich domain on the surface. Journal of Biological Chemistry, 275, 351-
8.

Huang, R., Abrink, M., Gobl, A.E., Nilsson, G., Aveskogh, M., Larsson, L.G., Nilsson, K.
and Hellman, L. (1993) Expresson of a mast cdl tryptase in the human monocytic cdl
lines U-937 and Mono Mac 6. Scandinavian Journal of Immunology, 38, 359-67.

Huber, R. (1965) Die automatiserte Fatmolekllmethode. Acta Crystallographica, 19, 353-
356.

Huber, R., Epp, O. and Formanek, H. (1969) The 2.8 A resolution fourier synthess of the
insect hemoglobin erythrocruorin. Acta Crystallographica, A25, 15-28.

Huber, R., Formanek, H. and Epp, O. (1968) Die Krigtdlsrukturanadyse von erythrocruorin
(Chironomus Thummi). Naturwissenschaften, 55, 75-77.

Humphries, D.E., Wong, G.W., Friend, D.S,, Gurish, M.F., Qiu, W.T., Huang, C., Sharpe,
A.H. and Stevens, R.L. (1999) Heparin is essentid for the Sorage of specific granule
proteases in mast cells. Nature, 400, 769-72.

Jencks, W.P. (1980) The utilization of binding energy in coupled vectorid processes.
Advancesin Enzymology & Related Areas of Molecular Biology, 51, 75-106.

Jencks, W.P. (1981) On the attribution and additivity of binding energies. Proceeding of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 78, 4046-4050.

Jensen, O.N., Podtdgnikov, A.V. and Mann, M. (1997) Deayed extraction improves
specificity in database searches by MALDI peptide maps. Rapid Communications
Mass Spectrometry, 68, 850-858.

Johnson, P.R.,, Ammit, A.J, Calin, SM., Armour, C.L., Caughey, G.H. and Black, JL.
(1997) Mast cdl tryptase potentistes histamine-induced contraction in human
senstized bronchus. European Respiratory Journal, 10, 38-43.

Jones, T.A., Zou, JY. and Cowan, SW. (1991) Improved Method for Building Protein
Models in Electron Dendty Maps and the Location of Errors in these Modds. Acta
Crystallograohy, A47, 110-119.

Juhlin, L. (1963) Basophil leukocyte differentid in blood and bone marow. Acta
Haematol ogy, 29, 89.



Literaturverzeichnis 164

dung, K.-S,, Carns, JA., Church, M.K., Shute, JK. and Walls A.F. (1994) Clin. Exp. Allergy
24, A. (1994) Human mast cdl tryptase can induce eonosophil chemotaxis and
secretion. Clin. Exp. Allergy, 24, 988A.

Kawanami, O., Ferans, V.J, Fumer, JD. and Crystd, R.G. (1979) Ultrastructure of
pulmonary mast cdls in patients with fibrotic lung diseese. Laboratory Investigations,
49,

Kendrew, J.C., Dickerson, R.E., Strandberg, B.E., Hat, R.C. and Davies, D.R. (1960)
Structure of myoglobin; a three-dimensond fourier synthess a 2 A resolution.
Nature, 185, 422-427.

Kepler, J. (1611) Strena seu de Nive Sexangula, English trandation in Silverman, JSA. : A
New Y ear's present in hexagonal snow (1977). Crystal Form and Structure, 16-17.

Kido, H., Fukusen, N., Katunuma, N., Morita, T. and Iwanaga, S. (1985) Tryptase from rat
mest cdls converts bovine prothrombin to thrombin. Biochemical & Biophysical
Research Communications, 132, 613-9.

Kido, H., Yokogoshi, Y. and Katunuma, N. (1988) Kunitztype protease inhibitor found in rat
mast cells. Purification, properties, and amino acid sequence. Journal of Biological
Chemistry, 263, 18104-7.

Kircher, A. (1646) Ars magnalucis et umbrae.

Klener, D.E. and Stetler Stevenson, W.G. (1994) Quantitative Zymography: Detection of
Ficogram Quantities of Gelatinases. Analytical Biochemistry, 218.

Kleywegt, G.J. and Read, R.J. (1997) Not your average dendty. Structure, 5, 1557-1569.
Koch, R. (1891) Fortsetzung der nitthellungen Uber en helmitted gegen Tuberculose
Deutsche Medizinische Wochenzeitschrift, 9, 101-102.

Kozik, A., Moore, R.B., Potempa, J.,, Imamura, T., Rapaa-Kozik, M. and Travis, J. (1998) A
novel mechanism for bradykinin production a inflanmatory dtes. Diverse effects of a
mixture of neutrophil dastase and mast cdl tryptase versus tissue and plasma
kdlikreins on native and oxidized kininogens. Journal of Biological Chemistry, 273,
33224-9.

Kraulis, P.J. (1991) MOLSCRIPT: A Program to Produce Both Detalled and Schematic Plots
of Protein Structures. Journal of Applied Crystallography, 24, 946-950.

Laemmli, UK. (1970) Cleavage of dtructurad proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227, 680-685.

Lamzin, V.S, and Wilson, K.S. (1997) Automated Refinement for Protein Crystalography.
Methods enzymology, 277, 269-305.

Laskowski, RA., MacArthur, M.\W. and Thornton, JM. (1998) Vdidation of protein modes
derived from experiment. Current Opinion in Structural Biology, 8, 631-639.

Ledie, A.G.W. (1991) MOSFLM (SERC Laboratory, Darebury, Warrington, U.K.). .



Literaturverzeichnis 165

Li, L., Li, Y., Redddl, SW., Cherrian, M., Friend, D.S., Stevens, R.L. and Kirilis, SA. (1998)
Identification of basophilic cels that express mest cdl granule proteases in the
peripherd  blood of asthma, adlergy, and drug-resctive patiets. Journal of
Immunology, 161, 5079-86.

Lichtensein, L.M. (1988) Allegie und Immunsystem. Spektrum der Wissenschaft,
[ mmunabwehr, 110-119.

Lilja, H. (1997) Progtate-specific antigen: molecular forms and the human kdlikren gene
family. British Journal of Urology, 79, 44-8.

Lindstedt, K.A., Kokkonen, JO. and Kovanen, P.T. (1998) Regulation of the activity of
secreted human lung mast cel tryptase by maest cdl proteoglycans. Biochimica et
Biophysica Acta, 1425, 617-27.

Loeffler, F. (1884) Untersuchungen Uber die Bedeutung von Mikroorganismen fir dir
Entstehung der Diphterie bem Menschen, be der Taube und bem Kabe
Mittheilungen an das Kaiserliche Gesundheitsamte, 2, 421-499.

Lutzelschwab, C., Pgler, G., Aveskogh, M. and Helman, L. (1997) Secretory granule
proteases in rat mast cdls. Cloning of 10 different serine proteases and a
carboxypeptidase A from various rat mast cell populations. Journal of Experimental
Medicine, 185, 13-29.

Mammen, M., Choi, S-K. and Whitesdes, G.M. (1998) Polyvalent interactions in biologicd
sydems Implications for desgn and use of multivdent ligands and inhibitors
Angewandte Chemie International Edition English, 37, 2755-2794.

Matschiner, G. (1998) Dissertation, Ludwig-Maximilians Univergtét Munchen. .

Matsumoto, R., Sdi, A., Ghildyal, N., Karplus, M. and Stevens, R.L. (1995) Packaging of
proteases and proteoglycans in the granules of mast cells and other hematopoietic
cels A cduder of histidines on mouse mast cell protease 7 regulates its binding to
heparin serglycin proteoglycans. Journal of Biological Chemistry, 270, 19524-31.

Matthews, B.W. (1968) Solvent content of protein crystas. Journal of Molecular Biology, 33,
491-497.

McEuen, AR, He, S, Brander, M.L. and Wadls A.F. (1996) Guinea pig lung tryptase.
Locdistion to mast cdls and characterisation of the partidly purified enzyme.
Biochemical Pharmacology, 52, 331-40.

McNel, H.P., Augen, K.F., Somerville, L.L., Gurish, M.F. and Stevens, R.L. (1991)
Molecular cloning of the mouse maest cell protease-5 gene. A novel secretory granule
protease expressed early in the differentiation of serosd mast cdls. Journal of
Biological Chemistry, 266, 20316-22.

McNeil, H.P., Reynolds, D.S, Schiller, V., Ghildya, N., Gurley, D.S, Augen, K.F. and
Stevens, R.L. (1992) Isolation, characterization, and transcription of the gene encoding
mouse mast cell protease 7. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 89, 11174-8.



Literaturverzeichnis 166

McPherson. (1991) Preparation and Analysis of Crystd Growth. John Wiley Co., New York.
McRee, D.E. (1993) Practicd Protein Crystallography. Academic press, San Diego.

Merritt, E.A. and Bacon, D.J. (1997) Raster3D Photoredistic Molecular Graphics. Methods in
Enzymology, 277, 505-527.

Metcafe, D.D., Kdiner, M. and Donlon, M.A. (1981) The mast cdl. CRC Critical Reviews
Immunology, 2, 23.

Michd, H. (1990) Crysadlization of Membrane Proteins. CRC Press, Orlando.

Mirza, H., Schmidt, V.A., Derian, CK., Jesty, J and Bahou, W.F. (1997) Mitogenic
regponses mediated through the proteinase-activated receptor-2 are induced by
expressed forms of mast ¢l dpha- or beta-tryptases. Blood, 90, 3914-22.

Molinari, JF., Scuri, M., Moore, W.R., Clark, J, Tanaka, R. and Abraham, W.M. (1996)
Inhaled tryptase causes bronchocondriction in sheep via hisamine redease. American
Journal of Respiratory & Critical Care Medicine, 154, 649-53.

Murakumo, Y., lde, H., Itoh, H., Tomita, M., Kobayashi, T., Maruyama, H., Horii, Y. and
Nawa, Y. (1995) Cloning of the cDNA encoding mast cel tryptase of Mongolian
gerbil, Meriones unguiculatus, and its preferentia expresson in the intestind mucosa
Biochemical Journal, 309, 921-6.

Navaza, J., Panepucci, EH. and Martin, C. (1998) On the use of strong Patterson function
dgnds in many-body molecular replacement. Acta Crystallography, Biological
Crystallography, D 54, 817-821.

Nicholls, A., Bharadwg, R. and Honig, B. (1993) Grasp: graphica representation and
anadysis of surface properties. Biophysical Journal, 64.

Ono, S., Kuwahara, S., Takeuchi, M., Sakashita, H., Naito, Y. and Kondo, T. (1999)
Syntheses and evauation of amidinobenzofuran derivaives as tryptase inhibitors.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 9, 3285-90.

Page, M.l. and Jencks, W.P. (1971) Entropic contributions to rate accderations in enzymic
and intramolecular reactions and the chelate effect. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 68, 1678-83.

Pdlaoro, M., Fgzo, M.S, Shayesteh, L., Blount, JL. and Caughey, G.H. (1999)
Characterization of genes encoding known and nove humaen mast cdl tryptases on
chromosome 16p13.3. Journal of Biological Chemistry, 274, 3355-62.

Patterson, A.L. (1934) A Fourier Series Method for the determination of the Components of
Interatomic Digtancesin Crystas. Physical Reviews 46, 372-376.

Pemberton, A.D., McAleese, SM., Huntley, JF., Callie, D.D., Scudamore, C.L., McEuen,
AR, Wadls, A.F. and Miller, H.R. (2000) cDNA sequence of two sheep mast cedll



Literaturverzeichnis 167

tryptases and the differentia expresson of tryptase and shegp mast cdl proteinase-1in
lung, dermis and gastrointesting tract. Clinical & Experimental Allergy, 30, 818-32.

Pereira, P.J, Bergner, A., Macedo-Ribeiro, S, Huber, R., Maschiner, G., Fritz, H.,
Sommerhoff, C.P. and Bode, W. (1998) Human beta-tryptase is a ring-like tetramer
with active Stesfacing a centra pore. Nature, 392, 306-11.

Perutz, M.F., Rossmann, M.G., Cullis, A.F., Muirhead, H., Will, G. and North, A. (1960)
Structure of hemoglobin; a three dimensond fourier synthess a 55 A resolution,
obtained by X-ray andyss. Nature, 185, 416-422.

Piechottka, G. (2001) Dissertation, Ludwig-Maximilians-Univergté Minchen.

Plugrath, JW. (1992) Development in X-ray detectors. Current Opinion in Structural
Biology, 2, 811-815.

Porter, A.B. (1906) On the diffraction theory of microscopic vison. Phil. Mag., 11, 154-166.

Portier, P. and Richet, C. (1902) De l'action angphylactique de certains venins. Comptes
Rendus la Societe de Biologie, 54, 170-172.

Proud, D., Sekierski, ES. and Baley, G.S. (1988) Identification of human lung mast cdl
kininogenase as tryptase and relevance of tryptase kininogenase activity. Biochemical
Pharmacology, 37, 1473-80.

Ramachandran, G.N. and Sasisekharan, V. (1968) Conformation of polypeptides and proteins.
Advances in Protein Chemistry, 23, 283-437.

Reichert, ET. and Brown, A.P. (1909) The Differentiation and Specificity of Corresponding
Proteins and other vitd substances in Reation to Biologicd Classfication and
Organic Evolution: The Cryddlography of Hemoglobin. Publication No. 116.
Carnegie Ingtitute of Washington, Washington D.C.

Ren, S, Saka, K. and Schwartz, L.B. (1998) Regulaion of human mast cel beta-tryptase:
converson of inactive monomer to active tetramer at acid pH. Journal of Immunology,
160, 4561-9.

Renatus, M., Engh, RA., Stubbs, M.T., Huber, R., Fischer, S., Kohnert, U. and Bode, W.
(1997) Lysne 156 promotes the anomaous proenzyme activity of tPA: X-ray crysd
dructure of sngle-chain human tPA. EMBO Journal, 16, 4797-805.

Renoux, M., Hilliquin, P., Gaoppin, L., Forentin, I. and Menkes, C.J. (1996) Release of mast
cdl mediaiors and nitrites into knee joint fluid in ogteocarthritis--comparison with
aticular chondrocacinoss and rheumatoid arthritis. Osteoarthritis & Cartilage, 4,
175-9.

Rhodes, G. (1993) Crysadlography made crysta clear: A guide for users of macromolecular
models. Academic Press, San Diego.

Rice, K.D., Gangloff, A.R., Kuo, E.Y., Dener, JM., Wang, V.R., Lum, R., Newcomb, W.S,,
Havel, C., Putham, D., Cregar, L., Wong, M. and Warne, R.L. (2000a) Dibasic



Literaturverzeichnis 168

inhibitors of human mest cdl tryptase. Pat 1. synthess and optimization of a nove
class of inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 10, 2357-60.

Rice, K.D., Tanaka, R.D., Katz, B.A., Numerof, R.P. and Moore, W.R. (1998) Inhibitors of
tryptase for the trestment of mast cdl-mediated diseases. Current Pharmaceutical
Design, 4, 381-96.

Rice, K.D., Wang, V.R., Gangloff, A.R., Kuo, E.Y., Dener, JM., Newcomb, W.S,, Young,
W.B., Putnam, D., Cregar, L., Wong, M. and Simpson, P.J. (2000b) Dibasic inhibitors
of human mast cdl tryptase. Pat 2 Sructure-activity relationships and requirements
for potent activity. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 10, 2361-6.

Rontgen, W.C. (1895) Uber eine neue Art von Strahlen. Sitzungsberichte der Physikalisch-
Medizinischen Gesellschaft zu Wirzburg, 132-141.

Ross, G.L. and Olivieri, D. (1997) Does the mast cdl Hill have a key role in asthma? Chest,
112, 523-9.

Rossmann, M.G. and Blow, D.M. (1962) The detection od subunits within the
crygalographic asymmetric unit. Acta Crystallographica, 15, 24-31.

Ruoss, SJ, Hatmann, T. and Caughey, G.H. (1991) Mast cdl tryptase is a mitogen for
cultured fibroblasts. Journal of Clinical Investigation, 88, 493-9.

Sakaguchi, M., Taka, S, Jn, D., Yamada, M. and Miyazaki, M. (2000) Characterigtics of
monkey tryptase purified from cheek pouch vascular tissues. Japanese Journal of
Pharmacology, 84, 375-80.

Sakal, K., Ren, S and Schwartz, L.B. (1996) A nove heparin-dependent processing pathway
for human tryptase. Autocatalyss followed by activation with dipeptidyl peptidase |I.
Journal of Clinical Investigation, 97, 988-95.

Sayre, D. (1974) Least-sguares refinement. Acta Crystallography, A30, 180-184.

Schaschke, N., Assfag-Machleidt, 1., Machleidt, W., Lasdeben, T., Sommerhoff, C.P. and
Moroder, L. (2000) Beta-cyclodextrin/epoxysuccinyl peptide conjugates. a new drug
targeting system for tumor cdls. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 10, 677-
80.

Schaschke, N., Matschiner, G., Zettl, F., Marquardt, U., Bergner, A., Bode, W., Sommerhoff,
C.P. and Moroder, L. (2001) Bivaent inhibition of human beta-tryptase. Chemistry &
Biology, 8, 313-327.

Schechter, N.M., Eng, GY. and McCadin, D.R. (1993) Human skin tryptase: kinetic
characterization of its gpontaneous inactivation. Biochemistry, 32, 2617-25.

Schechter, N.M., Eng, G.Y., Sewood, T. and McCadin, D.R. (1995) Structura changes
associated with the spontaneous inactivation of the serine proteinase human tryptase.
Biochemistry, 34, 10628-38.



Literaturverzeichnis 169

Schechter, N.M., Savin, D., Fetter, R.D., Lazarus, G.S. and Fraki, JE. (1988) Purification
and identification of two serine class proteinases from dog mest biochemicdly and
immunologicaly dmilar to human proteinases tryptase and chymase. Archives of
Biochemistry & Biophysics, 262, 232-44.

Schleimer, R.P., Schulman, E.S. and MacGlashan, D.W. (1983) Effects of dexamethasone on
mediator release from human lung fragments and purified human lung mast cdls.
Journal of Clinical Investigation, 71, 1830.

Schwartz, L.B. (1990) Tryptase from human mest cells. biochemigry, biology and clinicd
utility. Monographsin Allergy, 27, 90-113.

Schwartz, L.B. (1995) Mast cell tryptase: properties and roles in human allergic responses.
In: Caughey G.M. editor. Mast cell proteases in immunology and biology, New York:
Marcel Dekker, 9-23.

Schwartz, L.B. and Augen, K.F. (1980) Enzymes of the mast cdl granule. Journal of
Investigative Dermatol ogy, 74, 349-53.

Schwartz, L.B. and Bradford, T.R. (1986) Regulation of tryptase from human lung mast cells
by heparin. Stabilization of the active tetramer. Journal of Biological Chemistry, 261,
7372-9.

Schwartz, L.B., Lewis, RA. and Austen, K.F. (1981) Tryptase from human pulmonary mast
cdls. Purification and characterization. Journal of Biological Chemistry, 256, 11939-
43.

Schwartz, L.B., Sakai, K., Bradford, T.R., Ren, S, Zweiman, B., Worobec, A.S. and
Metcdfe, D.D. (1995) The dpha form of human tryptase is the predominant type
present in blood at basdine in norma subjects and is devated in those with systemic
magtocytosis. Journal of Clinical Investigation, 96, 2702-10.

Selwood, T., McCadlin, D.R. and Schechter, N.M. (1998) Spontaneous nectivation of human
tryptase involves conformational changes consgtent with converson of the active dte
to azymogent-like structure. Biochemistry, 37, 13174-83.

Sdlye, H. (1965) The mast cdlls. Buttersworth, Washington.

Sherwood, D. (1976) Crystas, X-rays and Proteins. Longman Group Limited.

Smith, K.A. (1980) T-Céell Growth Factor. Immunological Reviews 51, 337.

Smith, T.J, Hougland, M.W. and Johnson, D.A. (1984) Human lung tryptase. Purification
and characterization. Journal of Biological Chemistry, 259, 11046-51.

Sommerhoff, C.P., Bode, W., Matschiner, G., Bergner, A. and Fritz, H. (2000) The human
mest cdl tryptase tetramer: a fascinating riddle solved by dructure. Biochimica et
Biophysica Acta, 1477, 75-89.

Sommerhoff, C.P.,, Sollner, C., Mentdle, R., Piechottka, G.P., Auerswald, E.A. and Fritz, H.
(1994) A Kazal-type inhibitor of human mast cdl tryptase isolaion from the medicd



Literaturverzeichnis 170

leech Hirudo medicindis, characterization, and sequence andyss.  Biological
Chemistry Hoppe-Seyler, 375, 685-94.

Spike, C.G. and Parry, RW. (1953) Thermodynamics of chelaion: 1. The datigica factor in
chdaering formation. Journal of the American Chemical Society, 75, 2726-2729.

Stout, G.H. and Jensen, L.H. (1989) X-ray Structure Determination. John Wiley & Sons, New
York.

Stubbs, M.T., Morenweiser, R., Sturzebecher, J., Bauer, M., Bode, W., Huber, R., Piechottka,
G.P., Maschiner, G., Sommerhoff, C.P., Fritz, H. and Auerswad, E.A. (1997) The
three-dimendond dructure of recombinant leech-derived tryptase inhibitor in complex
with trypsn. Implications for the dructure of human mast cdl tryptase and its
inhibition. Journal of Biological Chemistry, 272, 19931-7.

Sturzebecher, J, Prasa, D. and Sommerhoff, C.P. (1992) Inhibition of human mast cdll
tryptase by benzamidine derivatives. Biological Chemistry Hoppe-Seyler, 373, 1025-
30.

Sugio, S, Kashima, A., Mochizuki, S., Noda, M. and Kobayashi, K. (1999) Crystal structure
of human serum dbumin a 2.5 A resolution. Protein Engineering, 12, 439-446.

Sumner, JB. (1926) The isolation and crysalization of the enzyme urease. Journal of
Biological Chemistry, 69, 435-441.

Survey, N.H.I. (1996) National Center for Health Statistics.

Swanson, SM. (1994) Core tracing: Depicting connections between features in eectron
dengty. Acta Crystallographica, D50, 695-708.

Tam, EK. and Caughey, G.H. (1990) Degradation of airway neuropeptides by human lung
tryptase. American Journal of Respiratory Cell & Molecular Biology, 3, 27-32.

Thomas, V.A., Whedess, CJ, Stack, M.S. and Johnson, D.A. (1998) Human mast cell
tryptase fibrinogenolyss  kinetics, anticoagulation mechanism, and cdl adheson
disruption. Biochemistry, 37, 2291-8.

Travis, J (1986) Target enzymes for plasma proteinase inhibitors. Folia Histochemica et
Cytobiologica, 24, 117-24.

Travis, J. and Savesen, G.S. (1983) Human plasma proteinase inhibitors. Annual Review of
Biochemistry, 52, 655-709.

Turk, D. (1992) Waeterentwicklung enes Programmes fir Molekdigrafik und
Elektronendichte-Manipulation und seine Anwendung auf verschiedene Protein-
Strukturaufkl&rungen. Ph.D. Thesis, Technische Universitat Miinchen, Germany.

Wiadls, A.F. (2000) Structure and function of human mast cdl tryptase. Marone, G., Editor,
Mast Cells and Basophils, Academic Press, New York, 291-309.



Literaturverzeichnis 171

Wals, A.F., Brain, SD., Desa, A., Jose, P.J., Hawkings, E., Church, M.K. and Williams, T.J.
(1992) Human mast cdl tryptase atenuates the vasodilator activity of cacitonin gene-
related peptide. Biochemical Pharmacology, 43, 1243-8.

Wadls, A.F, He, S, Teran, L.M., Buckley, M.G., Jung, K.S,, Holgate, ST., Shute, JK. and
Carns, JA. (1995) Granulocyte recruitment by human mast cdl tryptase
International Archives of Allergy & Immunology, 107, 372-3.

Wang, B.C. (1985) Resolution of Phase Ambiguity in Macromolecular Crysdlography.
Methods enzymology, 115, 492-500.

Wsdle, M.M., Audige, L. and Bdz, JP. (1997) The equine endometriad mast cell during the
puerpera period: evaluaion of mast cdl numbers and types in comparison to other
inflammeatory changes. Veterinary Pathology, 34, 23-30.

Wenzd, SE., Fowler, AA.,, 3rd and Schwartz, L.B. (1988) Activation of pulmonary mast
cdls by bronchodveolar dlergen chdlenge. In vivo reease of higamine and tryptase
in aopic subjects with and without asthma. American Review of Respiratory Disease,
137, 1002-8.

Wong, GW.,, Tang, Y., Feyfant, E., Sdi, A., Li, L., Li, Y., Huang, C., Friend, D.S,, Krilis,
SA. and Stevens, RL. (1999) Identification of a new member of the tryptase family of
mouse and human mast cel proteases which possesses a novel COOH-terming
hydrophobic extension. Journal of Biological Chemistry, 274, 30784-93.

Wright, C.D., Havill, A.M., Middleton, S.C., Kashem, M.A., Dripps, D.J., Abraham, W.M.,
Thomson, D.S. and Burgess L.E. (1999) Inhibition of dlergeninduced pulmonary
regponses by the sdective tryptase inhibitor  1,5-bis-[4-[(3-carbamimidoyl-
benzenesulfonylamino)-methyl]-phenoxy]-pen tane (AMG-126737).  Biochemical
Pharmacology, 58, 1989-96.

Xia, H.Z.,, Kepley, CL., S&ka, K., Chdliah, J, Irani, AM. and Schwartz, L.B. (1995)
Quantitation of tryptase, chymase, Fc epsilon Rl dpha and Fc epsion Rl gamma
MRNAs in human mast cels and basophils by competitive reverse transcription
polymerase chain reaction. Journal of Immunology, 154, 5472-80.

Xu, L.R., Car, M.M., Bland, A.P. and Hall, G.A. (1993) Histochemistry and morphology of
porcine mast cells. Histochemical Journal, 25, 516-22.

Yarush, A.Y. and Dzantiev, B. (1990) Molecular Immunology, 27, 965-971.
Yong, L.C. (1997) The mast cdl: origin, morphology, digribution, and function.
Experimental & Toxicologic Pathology, 49, 409-24.

Zhang, K.Y.J. and Main, P. (1990) The use of Sayres equation with solvent flattening and
higogram matching for phase extenson and refinement of protein dructures. Acta
Crystallography, A46, 377-381.

Zhang, M.Q. and Timmerman, H., p. 311. (1997) Mast cdl tryptase and asthma. Mediators of
Inflammation 6, 311.



