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Summary

The hematopoietic cell kinase Hck is a cytosolic protein-tyrosine kinase, which is invol-
ved in numerous signal transduction pathways and plays a significant role in immunogenic
diseases like AIDS or leukemia. Hck interacts via its SH3 domain with other cellular or
viral proteins resulting in regulation of kinase activity. Thus, the identification of the pa-
rameters responsible for the binding to other proteins is essential for understanding of
protein-protein interactions as well as for the development of new drugs that would speci-
fically inhibit these interactions.

Aim of this work was the determination of the solution structure of Hck SH3 domain
(HckSH3) in complex with an artificial high affinity peptide ligand (PD1). Although some
HckSH3 interaction studies were accomplished, this work presents the first complex struc-
ture of HckSH3.

The binding properties of HckSH3 were of particular interest, especially because the PD1
peptide shows an unusual amino acid sequence for a ligand to Src type SH3 domains, not in
accordance with their consensus sequence. Instead the basic anchor residue usually found
at position P_3 the PD1 peptide exhibits a hydrophobic tyrosine residue (Tyr4), while a
basic leucine residue is positioned at P_,. Nevertheless, the PD1 peptid binds to HckSH3
with a surprisingly high affinity as can be seen by the measured Kp value of 0.23 uM,
which ranges among the most affine binders known for SH3 peptide ligands.

The solution structure of the complex reveals the typical poly-proline helix conformation
for the peptide residues Leu6 to Prol0. A comparison to other HckSH3 structures shows
that the peptide adopts a class I’ binding conformation, and no significant conformational
changes in the overall structure of HckSH3 can be recognized.

The most prominent feature is the formation of a short antiparallel #-sheet in the RT loop
of HckSH3 upon PD1 binding, which is not present in any other structure of HckSHS3.
This (-sheet is characterized by the formation of hydrogen bond interactions between the
carbonyl and amide groups of the HckSH3 residues Y88 and F98 within the RT loop.
H50 /D50 amide proton exchange experiments revealed an increase in exchange lifetimes
of the protons involved in hydrogen bonding throughout the whole HckSH3 upon ligand
binding, indicating that the PD1 interaction stabilises the overall structure of HckSH3.
Comparisons of the complex to other SH3:ligand complexes reveal the untypical binding
mode of the aminoterminal PD1 residues to the HckSH3 compass pocket region. Due to
a kink in the peptide backbone, the basic side chain of Lys3 at position P_4 points into
the HckSH3 compass pocket and seems to fulfill the function of the anchor residue. The
hydrophobic ring of peptide residue Tyr4 provides extensive contacts to the imidazole ring
of H92 in the HckSH3 RT loop.

In case of the PD1 peptide the described new ligand recognition mode of HckSH3 results in
a high affinity binding. Algorithms for the prediction of ligand binding to SH3 domains like
SH3-SPOT fail to identify PD1 as high affinity ligand. Therefore, it seems to be necessary
to reconsider the consensus sequence of Src type SH3 domains. This shows the important
contribution of the HckSH3:PD1 complex structure in understanding the molecular basics
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of SH3-ligand interactions. Additionally this knowledge is prerequisite for development of
more reliable algorithms for the prediction of SH3-binding proteins as well as for drug
design.



Zusammenfassung

Die hamatopoetische Zell-Kinase Hck ist eine zytosolische Protein-Tyrosin-Kinase und
involviert in eine Vielzahl zelluldrer Signaltransduktionswege. Sie spielt eine wichtige
Rolle bei Immunkrankheiten wie AIDS und Leukédmie. Essentiell fiir die Funktionalitéit
von Hck ist die Wechselwirkung von korpereigenen und viralen Proteinen mit ihrer
SH3-Doméne, die unter anderem fiir die Regulation der Kinaseaktivitdt verantwortlich
ist. Die Identifizierung der Bindungsparameter von SH3-Doménen dient daher nicht
nur dem Verstidndnis von zellularen Prozessen durch Einblicke in die Grundlagen von
Protein-Protein-Wechselwirkungen, sondern auch zur Basis fiir die Entwicklung von
Medikamenten, die diese Protein-Protein-Wechselwirkungen spezifisch inhibieren kénnen.
Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Losungsstruktur der Hck SH3-Doméne
(HckSH3) im Komplex mit einem artifiziellen, hochaffinen Peptidliganden (PD1). Obwohl
bereits einige Bindungsstudien mit HckSH3 durchgefithrt wurden, existiert bisher keine
Komplexstruktur.

Die Untersuchung der Bindungseigenschaften von HckSH3 im Zusammenhang mit dem
PD1-Peptid ist besonders interessant, da dieses Peptid nicht die fiir Src-Typ SH3-Doménen
typische Konsensussequenz aufweist. Anstatt des basischen Ankerrests befindet sich ein
hydrophober Tyrosinrest (Tyr4) an Position P_3, wihrend sich ein basischer Lysin-Rest an
Position P_, befindet. Uberraschenderweise besitzt das PD1-Peptid mit einem Kp-Wert
von 0,23 uM fiir HckSH3 mit die hochste bekannte Affinitédt eines Peptidliganden zu
SH3-Doménen.

Die Raumstruktur des HckSH3:PD1-Komplexes zeigt eine fiir SH3-bindende Liganden
typische Poly-Prolin-Helix-Konformation der PD1-Peptidresiduen Leu6 bis Prol0. Der
Vergleich mit anderen HckSH3-Strukturen lésst erkennen, dass das Peptid in Klasse-I'-
Orientierung an HckSH3 bindet, eine signifikante Konformationséinderung innerhalb der
HckSH3-Struktur ist nicht vorhanden.

Ein besonderes Merkmal ist die Ausbildung eines kurzen antiparallelen [-Faltblatts
im flexiblen RT-Loop von HckSH3 bei der Bindung an PD1, der bisher in keiner
HckSH3-Struktur vorhanden ist. Verursacht wird dies durch Bildung von Wasserstoft-
briicken zwischen den Carbonyl- und Amidgruppen der Aminosduren Y88 und F98 im
RT-Loop. HyO/Dy0-Amidprotonen-Austauschexperimente zeigen, dass bei der Bildung
des HckSH3:PD1-Komplexes eine Verstarkung der Wasserstoftbriickenbindungen in der
gesamten HckSH3-Struktur stattfindet, die PD1-Bindung also die HckSH3-Struktur
stabilisiert.

Im Vergleich des Komplexes mit anderen SH3:Peptidligand-Komplexen zeigt sich, dass
die aminoterminalen Residuen des PD1-Peptids eine uniibliche Struktur aufweisen. Durch
einen Knick im Peptidriickgrat weist die basische Seitenkette des Lysin-Restes (Lys3)
an Position P_, in die HckSH3-Kompasstasche und iibernimmt damit die Funktion des
Ankerrestes. Der hydrophobe Ring des Tyr4 bildet extensive Kontakte zum Imidazolring
des H92 im RT-Loop von HckSH3.

Dies deutet ein vollig neues Liganden-Erkennungsprinzip von HckSH3 an, welches im Fall
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der HckSH3-PD1-Bindung eine hochaffine Bindung verursacht und von Algorithmen zur
Vorhersage von SH3-bindenden Liganden nicht als solche erkannt wird. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die Konsensussequenz von Src-Typ SH3-Doménen neu iiberdacht
werden muss und zeigt den wichtigen Beitrag dieser Komplexstruktur zum Verstdnd-
nis der SH3-Liganden-Wechselwirkung auf molekularer Ebene sowie zur Entwicklung
besserer Vorhersage-Algorithmen fiir SH3-Liganden und neuer SH3-basierender Wirkstoffe.
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Kapitel 1

Einleitung

Alle zelluldren Blutbestandteile stammen von hdmatopoetischen Stammzellen (pluripoten-
te Zellen) im Knochenmark ab, die sich zu myeloiden und lymphatischen Vorlauferzellen
entwickeln.

Die lymphatischen hamatopoetischen Zellen regulieren die adaptive Immunabwehr. Aus
den lymphatischen Vorlduferzellen entstehen zwei Hauptgruppen von Lymphozyten,
die B-Lymphozyten und die T-Lymphozyten. B-Lymphozyten entwickeln sich nach
Aktivierung zu Plasmazellen und sind fiir die Antikorperproduktion verantwortlich. Die
T-Lymphozyten bilden wiederum zwei Klassen. Zum einen die zytotoxischen T-Zellen, die
Zellen abtoten konnen, zum anderen T-Zellen, die B-Zellen sowie Makrophagen aktivieren.

Die myeloiden h&matopoetischen Zellen gehdéren zur angeborenen Immunantwort und
bilden die erste Verteidigung gegen Pathogene. Auflerdem sind sie in der Lage, die lym-
phatischen hdmatopoetischen Zellen zum Entziindungsherd zu locken und zu aktivieren,
und somit die adaptive Immunabwehr auszulésen. Aus den myeloiden Vorlduferzellen
entwickeln sich Granulozyten, Makrophagen, dentritische Zellen und Mastzellen.
Granulozyten wandern zu Entziindungsherden und dienen dort als Effektorzellen, die
andere Zellen des Immunsystems aktivieren. Auflerdem sind sie in der Lage, Fremdkorper
mittels Phagozytose oder Exozytose aufzunehmen und zu verdauen (Phagozyten). Zu den
Granulozyten zahlen die neutrophilen, eosinophilen und basophilen Zellen.

Makrophagen gehoren ebenfalls zu den Phagozyten und induzieren bei ihrer Aktivierung
die Sekretion von Mediatoren wie Zytokine (beeinflussen das Verhalten von Zellen mit
Zytokinrezeptoren) und Chemokine ("locken” Zellen mit Chemokinrezeptoren an), die
u.a. auch Entziindungsreaktionen auslosen.

Dendritische Zellen nehmen Antigene auf und présentieren sie den Lymphozyten, die bei
Erkennung dieses Antigens aktiviert werden.

Mastzellen setzen bei Aktivierung Substanzen zur Permeabilitdtserhohung von Gefiassen
frei, zerstoren Parasiten durch Exozytose, aktivieren eosinophile und basophile Zellen und
16sen allergische Entziindungen aus.



1.1 Src-Typ Protein-Tyrosin-Kinasen

Die Zahl der humanen Gene, die Protein-Tyrosin-Kinasen kodieren, werden auf mehr als
1000 geschétzt, was mehr als 1% des menschlichen Genoms entspricht (Hanks & Hunter,
1995). Diese grofle Zahl an Protein-Tyrosin-Kinasen zeigt, dass sie wichtige Faktoren in
zelluldren Funktionen darstellen. Rezeptoren, die durch extrazellulare Stimulation akti-
viert werden, leiten Signale ins Zellinnere. Die Aufgabe der Protein-Tyrosin-Kinasen liegt
in der Weiterleitung dieser Signale. Dies geschieht durch Ubertragung von Phosphatgrup-
pen auf Tyrosin-Hydroxylgruppen von Proteinen, welche durch diese Phosphorylierung
fiir die Signalweiterleitung aktiviert werden (Krauss, 1997). Die Protein-Tyrosin-Kinasen
sind mitverantwortlich fiir die Regulation von Zellmorphologie, -beweglichkeit, -wachstum,
-reifung und -iiberleben.

Protein-Tyrosin-Kinasen teilen sich in zwei Gruppen auf. Rezeptor-Protein-Tyrosin-
Kinasen sind Transmembran-Proteine, die iiber ihre extrazelluldre Doméne extrazelluldren
Liganden direkt binden kénnen. Nicht-Rezeptor-Protein-Tyrosin-Kinasen dagegen besitzen
keine Transmembrandoméne und sind zytoplasmisch oder an Plasma- bzw. intrazelluldren
Membranen mit Transmembranrezeptoren assoziiert. Die Familie der Src-Typ Protein-
Tyrosin-Kinasen gehort zu den Nicht-Rezeptor-Protein-Tyrosin-Kinasen und besteht zur
Zeit aus 11 Mitgliedern (Tabelle 1.1; Manning et al., 2002).

Tabelle 1.1: Familie der Src-Typ Protein-Tyrosin-Kinasen

Abkiirzung Name Swiss-Prot
Eintrag
Blk B-lymphoide Kinase P51451
Brk Brust-Tumor Kinase Q13882
Fgr Gardner-Rasheed Katzen-Sarcoma virales Onkogen-Homolog P09769
Frk Fyn-ahnliche Kinase P42685
Fyn Fgr-/Yes-dhnliche Kinase P06241
Hck Hématopoetische Zell-Kinase P08631
Lck Lymphozytenspezifische Kinase P06239
Lyn Lck/Yes-&hnliche Kinase P07948
Src Sarcoma virales Onkogen-Homolog P12931
Srm Src-ahnliche Kinase QI9H3Y6
Yes Yamaguchi Sarcoma virales Onkogen-Homolog P07947

Sie zeichnen sich durch einen einheitlichen Aufbau aus (Abbildung 1.1), der im Folgenden
beschrieben wird.

Aminoterminal befindet sich eine kurze Src-Homologie-4-Doméne (SH4-Doméne), die
myristoyliert und z.T. auch palmitoyliert werden kann. Sie ist somit wichtig fiir die
Membranassoziierung der Kinasen an spezielle Mikrodoménen (Lipid Rafts), welche mit
verschiedenen Lipiden, Cholesterol und Signaltransduktionsmolekiilen angereichert sind
(Dykstra et al., 2003; Rajendran & Simons, 2005).
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Abbildung 1.1: A Kristallstruktur der
Protein-Tyrosin-Kinase Src im inak-
tiven Zustand (Xu et al., 1997). Die
SH3-Doméne ist hellblau, die SH2-
Doméne dunkelblau dargestellt. Der
SH2-Kinase-Linker (rot) bildet eine PPII-
Helix-Konformation und bindet an die
SH3-Doméne. Der Tyrosinrest Y527 am
Carboxyterminus (gelb) ist phosphoryliert
und bindet an die SH2-Doméne, der
Tyrosinrest Y416 im Aktivierungsloop
(grau) ist dephosphoryliert (nach Hubbard
& Till, 2000). B Schema der Src-Typ
Protein-Tyrosin-Kinasedoménen.

SH4 Unique SH3 SH2 Kinase : :

Die Aminoséuresequenz der Unique-Doméne ist spezifisch fiir jede Kinase. Die Funktion
der Unique-Doméne ist weitestgehend unbekannt, sie bindet an Rezeptormolekiile und
besitzt einige Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstellen (Brown & Cooper, 1996).

Im Falle der lymphozytenspezifischen Kinase Lck geht sie eine fiir die Immunantwort
wichtige Interaktion mit den Korezeptoren CD4 und CD8 ein, bei deren Zink-abhingiger
Bindung sie eine a-helikale Struktur ausbildet (Kim et al., 2003). Johnson et al. (2000)
entdeckten eine Tyrosin-Phosphorylierungsstelle in der Hck Unique-Doméne, die die
Aktivitat der Kinase moduliert.

Der Unique-Domaéne folgen die hochkonservierten SH3- und SH2-Doménen, welche
regulatorische Aufgaben besitzen. Sie sind verantwortlich fiir die Kontrolle der Kinaseak-
tivitdt und ebenfalls wichtig fiir die Lokalisierung der Kinase im Zellinneren sowie fiir die
Orientierung des Substrats relativ zur katalytischen Doméne (Roskowski, 2004).

Die SH3-Doméne bindet Liganden mit Polyprolin-Helix-Motiven des Typs II (PPII-Helix)
(Yu et al., 1994; Feng et al., 1995; und D. Cowburn, 1997).

Die SH2-Doméne interagiert mit phosphorylierten Tyrosinresten (Eck et al., 1994),
die Bindungsspezifitit wird durch die das Phosphotyrosin umgebenden Aminosiduren
bestimmt (z.B. pYEEI fiir Src, Fyn, Lck, Fgr; Songyang et al., 1993).

Die katalytische Doméne (SH1-Doméine) besteht aus zwei gegeneinander beweglichen
Teilbereichen, die ”Lappen” genannt werden. Zwischen ihnen befindet sich das katalytisch
aktive Zentrum der Kinase mit einem fiir die Aktivitiat wichtigen Tyrosinrest (Src: Tyr416,
Hck: Tyr410), der durch intermolekulare Autophosphorylierung die aktive Konformation
der katalytischen Doméne stabilisiert.

Am carboxyterminalen Ende befindet sich ein kurzes regulatorisches Segment mit einem fiir



die Inaktivierung der Kinaseaktivitat wichtigem Tyrosinrest (Src: Tyr527, Hek: Tyr521).
Die Kinaseaktivitédt wird durch die beiden oben genannten Tyrosinreste reguliert. Im inak-
tiven Zustand ist der Tyrosinrest am carboxyterminalen Ende phosphoryliert und bindet
an die SH2-Doméne. Dadurch reorientiert sich der Linker zwischen SH2- und katalytischer
Doméne (SH2-SH1-Linker), bildet eine PPII-Helix aus und bindet an die SH3-Doméne.
Dieser SH3-gebundene Zustand ermoglicht die Interaktion einiger Linkerresiduen mit einer
hydrophoben Tasche im aminoterminalen Lappen der katalytischen Doméne. Dies wieder-
um bewirkt durch komplexe interresiduelle Wechselwirkungen eine Repositionierung der
aC-Helix im aminoterminalen Lappen, welche den Tyrosinrest im aktiven Zentrum nach
auflen abschirmt. Aufgrund dieser Konformationsdnderungen, ausgelost durch intramoleku-
lare Bindungen der SH2- und SH3-Doménen, findet eine Blockierung des aktiven Zentrums
statt, wodurch sowohl die Substratbindung als auch die Phosphorylierung des Tyrosinre-
stes im aktiven Zentrum verhindert wird (Sicheri et al., 1997; Roskowski, 2004; Abbildung
1.1 A).

Abbildung 1.2: Kristallstruktur der Pro-
tein Tyrosin-Kinase Src im aktiven,
vollstdndig unphosphorylierten Zustand
(Cowan-Jacob et al., 2005). Die SH3-
Doméne ist dunkelblau, die SH2-Doméne
hellblau, der SH2-Kinase-Linker und der
N-terminale Lappen der Kinasedoméne
dunkelgriin, der C-terminale Lappen hell-
griin bis rot, der Aktivierungloop gelb
und der Carboxyterminus rot dargestellt.
Der SH2-SH1-Linker bindet an die SH3-
Doméne, der dephosphorylierte Carboxy-
terminus in eine hydrophobe Tasche im C-
terminalen Lappen.

Durch intermolekulare Wechselwirkungen mit SH2- oder SH3-bindenden Liganden, die die
intramolekularen Bindungen aufbrechen kénnen, kann diese inaktive Konformation desta-
bilisiert und somit die Kinase aktiviert werden (Brown & Cooper, 1996; Moarefi et al.,
1997; Abbildung 1.2). Dabei 16st sich die intermolekular wechselwirkende regulatorische
Doméne von ihrer intramolekularen Bindungsstelle (SH3-Doméne: SH2-SH1-Linker oder
SH2-Doméne: Carboxyterminales Phosphotyrosin). Der SH3-SH2-Linker destabiliert und
die ”Klammer” aus SH2- und SH3-Domaéne, welche die katalytische Doméne in inaktiver
Konformation hélt, 6ffnet sich. Die jeweils andere, nicht intermolekular interagierende, re-
gulatorische Doméne kann dabei intramolekular gebunden bleiben. Fiir eine vollstandige
Kinaseaktivierung miissen jedoch sowohl SH2- als auch SH3-Doméne von ihrer intramole-
kularen Bindung geltst und der Tyrosinrest im aktiven Zentrum der Kinase phosphoryliert
werden (Young et al., 2001; Ulmer et al., 2002; Lerner & Smithgall, 2002; Lerner et al.,
2005).



Die Moglichkeit, die Kinaseaktivitéit tiber unterschiedliche Aktivierungsmodi zu regulie-
ren, konnte auch dazu dienen, entsprechend unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden
zu aktivieren (Lerner et al., 2005).

Ein weiterer moglicher Kinaseregulationsmechanismus konnte eine hydrophobe Tasche im
C-terminalen Lappen der katalytischen Doméne sein, die Myristat binden kann (Cowan-
Jacob et al., 2005). Wahrend in der aktiven Konformation der Src der C-Terminus in
diese Tasche bindet, konnte im inaktiven Zustand, in der die Kinase meist nicht mem-
brangebunden vorliegt, der Myristoylanker des N-Terminus der Kinase mit dieser Ta-
sche interagieren. Tatséchlich fanden Resh (1994) Hinweise auf eine Korrelation zwischen
Membranbindung und Kinaseaktivitdt. Weiterhin hat, wie oben erwédhnt, eine Tyrosin-
Phosphorylierungsstelle in der Unique-Doméne von Hck einen Einfluss auf deren Kinase-
aktivitdt (Johnson et al., 2000).

Die Protein-Tyrosin-Kinasen vom Src-Typ sind somit weitverbreitete, vielseitige Proteine,
deren komplexer Regulationsmechanismus kaum verstanden ist.

1.2 Die himatopoetische Zell-Kinase Hck

Das Gen, welches die himatopoetische Zell-Kinase (Hck) kodiert, wurde 1987 von Quintell
et al. und Ziegler et al. im menschlichen Genom, und von Holtzmann et al. im Genom der
Maus entdeckt. Die Hck ist eine zytoplasmatische Protein-Tyrosin-Kinase vom Src-Typ,
die, dhnlich wie die lymphozytenspezifische Kinase (Lck), nur in bestimmten Zelllinien
vorkommt. Sie wird in hdmatopoetischen Zellen von B-lymphoidem und myeloidem
Ursprung exprimiert und ist dort in eine Reihe von Zell-Signaltransduktionswegen
involviert. Bei der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (Hdmatopoese) wird
das Hck-Protein verstiarkt exprimiert, und ihre Kinaseaktivitit ist erhoht (Quintell et al.,
1987; Taguchi et al., 2000; Lowell, 2004).

Hck tritt in zwei Isoformen auf, verursacht durch verschiedene Translationsstart-Codons
im hck-Gen. Die eine Isoform (p60"®*, 60 kDa) besteht aus 526 Aminosiuren und
besitzt gegeniiber der p59"*-Isoform (505 Aminosduren, 59 kDa) zusitzlich 21 Reste
am Aminoterminus. Wahrend beide Isoformen myristoyliert werden konnen, liegt die
p59"“*_Isoform auch teilweise palmitoyliert vor, wodurch diese in der Zelle fast ausschlief-
lich membrangebunden vorliegt (Lock et al., 1991; Robbins et al., 1995; Mohn et al., 1995).

Hck spielt eine wichtige Rolle in verschiedensten Zell-Signaltransduktionswegen, die fiir
Wachstum, Reifung, Differenzierung und Funktionen wie Bewegung, Adhésion, Apoptose
und Phagozytose verantwortlich sind.

Experimente mit ”knock-out” Méausen, in denen das hck-Gen deletiert wurde, zeigen nur
leichte Defizite in den phagozytischen Eigenschaften von Makrophagen (Lowell et al.,
1994). Grund fiir dieses Ergebnis ist die Redundanz der Src-Typ Protein-Tyrosin-Kinasen.
So zeigen "knock-out” Experimente, in denen neben Hck auch die Kinasen Fgr bzw. Fgr
und Lyn deletiert wurden, deutlichere Defekte in verschiedensten Zellfunktionen, als bei
Deletion der Kinasen Fgr und Lyn alleine.



Die himatopoetischen Hck™/~/Fgr=/—-
bzw. Hek™/~ /Fgr=/~ /Lyn~/~-Zellen zei-
gen Defekte in Phagozytose und De-
granulation, Zellbeweglichkeit, Adhaési-
on, in der Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts und in der respiratori-
schen Entladung, ein Prozess, bei dem
NADPH-Oxidasen toxische Produkte zur
Zerstorung von Mikroorganismen erzeu-
gen (Lowell et al., 1994; Lowell et al.,
1996a; Lowell & Berton, 1998; Suen
et al., 1999; Mocsai et al., 1999; Fitzer-
C-Lappen  Attas et al., 2000). In Osteoklasten-

) ) ) . ) Zellen, die fiir die Resorption von Kno-
Abbildung 1.3: Kristallstruktur der inaktiven Kinase . . . ”
. . . chen verantwortlich sind, fithren ”knock-
Hck. Zu sehen sind (von Amino- zum Carboxytermi- ’

nus) die SH3-, SH2- und Kinasedominen. Die SH3- out” Versuche mit Src zur OSteOpetrose'
Doméne bindet intramolekular an den SH2-Kinase- Erkrankung der Méuse; das Krankheits-
Linker, das phosphorylierte Tyrosin des Carboxyter- bild verschlimmert sich dramatisch bei
minus an die SH2-Doméne (Str.uktl{r aus der Protein- susitzlich deletierter Hek (Lowell et al.,
Datenbank (1AD5.pdb); nach Sicheri et al., 1997). 1996D). ”Knock-in"~Miuse, die eine ste-
tig aktive Hck-Mutante besitzen, erkran-
ken an spontaner Lungenentziindung und zeigen eine erhéhte Immunreaktion von Makro-
phagen und neutrophilen Zellen (Ernst et al., 2002).
Dies zeigt, dass Hck in einer Vielzahl von zelluldren Funktionen wichtige regulatorische
Aufgaben besitzt. Die Wichtigsten dieser Signaltransduktionswege sollen nun im Folgen-
den betrachtet werden.

1.2.1 Die Rolle von Hck in der Fcy-Rezeptor-Signaltransduktion

Der Fcvy-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunantwort. Er wird
vor allem von Makrophagen und Granulozyten exprimiert und bindet an den konservierten
Fc-Teil von G-Immunglobulinen (IgG). Diese wiederum erkennen spezifisch Oberflachen-
molekiile von Fremdkorpern. Trifft ein IgG-dekorierter Fremdkorper auf eine akzessorische
Effektorzelle mit Fcy-Rezeptoren (vor allem Makrophagen und neutrophile Zellen), so bin-
den diese Rezeptoren an die Fc-Doménen der IgGs. Die dadurch erzeugte Aggregation
von Fcvy-Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung der Zelle, wodurch in Phagozyten die Phago-
zytose ausgelost wird. Sie nehmen die Fremdkorper auf, wodurch ein den Fremdkorper
umschlieendes Phagosom entsteht. Dieses fusioniert mit Lysosomen, welche verschiedene
lysosomale Enzyme enthalten, zu Phagolysosomen. Die lysosomalen Enzyme werden da-
durch im Phagolysosom freigesetzt und verdauen den Fremdkorper. Einige akzessorische
Effektorzellen setzen auflerdem Mediatoren frei, die z.B. Entziindungen verursachen, ande-
re Effektorzellen zum Entziindungsherd locken oder die adaptive Immunantwort auslésen.



Durch diese Fcvy-Rezeptor-vermittelte Immunantwort kénnen die Effektorzellen der adap-
tiven Immunantwort Fremdkorper ohne eigene Antigen-Spezifitéit erkennen und neutrali-
sieren und dienen somit als erste Verteidigungslinie vor allem gegen bakterielle Infektionen.

Abbildung 1.4: Modell fiir die Rolle von
Hck in der Fcy-Rezeptor-vermittelten Pha-
gozytose. Hck phosphoryliert die ITAM-
Motive der y-Ketten des Rezeptors (griiner
Kreis) und aktiviert die an diese Phos-
phorylierungsstellen bindende Syk. Die-
se aktiviert weitere involvierte Signalpro-
teine, woraus die Phagozytose des an
den Rezeptor gebundenen, IgG-gecoateten
Fremdkorpers folgt. Aulerdem beschleu-
nigt Hck die Aktin-Polymerisierung, die
zur Bildung von phagozytischen Schalen

i fithrt. Der gestrichelte Pfeil zeigt einen
@ {f  Membranfusion moglichen direkten Einflufl der Syk auf die
Aktin-Polymerisierung (nach Fitzer-Attas
Aktin-Polymerisierung et al., 2000).
Phagozytose

Die Aggregation der Fcy-Rezeptoren induziert die Expression von Hck und steigert deren
Kinaseaktivitét. Sie assoziiert mit dem Rezeptor und phosphoryliert die ITAM-Motive (im-
munoreceptor tyrosine-based activation motif) der zytoplasmatischen Ligandenbindungs-
Untereinheit bzw. der mit dem Rezeptor assoziierten y-Kette und vielleicht noch weitere
Zellproteine. Die phosphorylierten ITAM-Motive bilden wiederum eine Bindungsstelle fiir
die Protein-Tyrosin-Kinase Syk (Spleen Tyrosin Kinase), die aktiviert wird und weitere
Zellproteine phosphoryliert, zum Beispiel Zytoskelettsubstrate, welche schliellich eine Re-
organisation des Zytoskeletts verursachen (Ghazizadeh et al., 1994; Durden et al., 1995;
Kedzierska et al., 2001; Abbildung 1.4).

Neben der Weiterleitung von Fcy-Rezeptor Signalen scheint Hck auch eine wichtige Funk-
tion in der Mobilisierung und Fusion von Lysosomen mit Phagosomen einzunehmen. Hck
ist mit azurophilen Granula assoziiert, welche saure Phosphatase, Myeloperoxydase und
andere lysosomale Enzyme enthalten (Mohn et al., 1995). Bei der Fusion dieser Granula
mit Phagosomen assoziiert Hck mit der phagosomalen Membran und wird aktiviert (Mohn
et al., 1995; Welch & Maridonneau-Parini, 1997; N'Diaye et al., 1998). Eine direkte Inter-
aktion der Hck SH3-Doméne mit ELMO1, einem fiir die Phagozytoseregulation wichtigen
Protein, konnte von Porter-Scott et al. (2002) nachgewiesen werden. Der Degranulati-
onsprozess kann auflerdem durch Tyrosin-Kinasen-Inhibitoren unterdriickt werden (Welch
et al., 1996).

Die plasmamembranassoziierte Form von Hck (p59"¢*) scheint fiir die Rezeptorsignaltrans-
duktion verantwortlich zu sein, wihrend lysosomassoziierte Hck (p59"* und p60"*) die
Fusion der Lysosomen mit Phagosomen (bei der Phagozytose) oder mit der Plasmamem-

7



bran (im Falle der Exozytose) reguliert (Carréno et al., 2000; Carréno et al., 2002; Cougoule
et al., 2005).

1.2.2 Die Rolle von Hck in der Zytokin-Signaltransduktion

Zytokine werden als Mediatoren von aktivierten Effektorzellen ausgeschiittet. Sie die-
nen der autokrinen, parakrinen und endokrinen Beeinflussung von Zellen und bewir-
ken bei Wechselwirkung mit ihrem spezifischen Rezeptor Zellwachstum, -reifung und
-differenzierung.

Zytokinrezeptoren bilden bei Interaktion mit ihrem spezifischen Zytokin einen Komplex
aus mehreren Komponenten, der spezifischen a-Kette und ein bis zwei weiteren Ketten,
die als Signalmediatoren dienen. Hck ist in die Signaltransduktion der Cytokine IL-2 (Bosco
et al.,2000), IL-3 (Anderson & Jorgensen, 1995; Burton et al., 1997), IL-6 (Ernst et al., 1999;
Schaeffer et al., 2001; Podar et al., 2004), des Leukdmie-Inhibitor-Faktors (LIF) (Ernst
et al., 1994; Ernst et al., 1999) und des Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden
Faktors (GM-CSF) (Linnekin et al., 1994) involviert.

Die Aktivierung des IL-2 Signaltransduktionswegs induziert die Sekretion weiterer Zyto-
kine und Wachstumsfaktoren, regt die Expression von Wachstumsfaktor- und Adhésions-
rezeptoren sowie die Produktion von Sauerstoffradikalen an. IL-3 induziert die Reifung
und Differenzierung von hamatopoetischen Vorlduferzellen (Hamatopoiese). IL-6 induziert
Zellwachstum und Reifung von hdmatopoetischen Vorlduferzellen. LIF verursacht ebenfalls
die Reifung von hamatopoetischen Vorlauferzellen, die Expression einiger Zelloberflachen-
rezeptoren und sichert das Uberleben von embryonalen Stammzellen. GM-CSF ist auch
fiir die Hamatopoese wichtig und aktiviert Makrophagen.

Abbildung 1.5: Modell fiir die Rolle von

Hck in der IL-6-Rezeptor Signaltransduk-

tion. Die Bindung von IL-6 an ihren spezi-

fischen Rezeptor fithrt zur Aktivierung von

Hck, die an das Glykoprotein gp130 bindet.

Hck konnte durch Phosphorylierung des

gp130-Proteins Bindungsstellen fiir Shp2

oder Grb2 bilden, die dann aktiviert wer-

Apoptose den und/oder durch die Bindung und Ak-

tivierung des Adaptermolekiils She die Si-

gnalkaskade fortsetzen. Dies fithrt u.a. zur

‘ Reifung Aktivierung des Ras/MAPK-Signalwegs

/ und zur Blockierung von Apoptosesigna-

len. Die griinen Kreise zeigen mogliche

Phosphorylierungsstellen fiir Hck an (nach
Schaeffer et al., 2001).

Im Fall der Rezeptoren von IL-6 und LIF dient das Glycoprotein gp130 (CD130) als Si-
gnalmediator, an das Hck bindet und dieses phosphoryliert, wodurch Bindungsstellen fiir



weitere Signaltransduktionsproteine entstehen (Abbildung 1.5). Es kommt u.a. zur Akti-
vierung von zwei wichtigen Signaltransduktionswegen, dem Ras/MAP-Kinase-Signalweg,
der zur Zellreifung und Apoptosehemmung dient und dem Jak/STAT-Signalweg, der fiir
die Transkription weiterer Zellproteine verantwortlich ist (Ernst et al., 1999; Schaeffer
et al., 2001). Hck scheint auch spater in den Kaskaden in diese Signaltransduktionswege
regulatorisch einzugreifen (Briggs et al., 1995; Carréno et al., 2002; Schreiner et al., 2002;
Klejman et al., 2002; Shivakrupa et al., 2003; Radha et al., 2002).

1.2.3 Die Rolle von Hck in der Integrin-Signaltransduktion

Die Integrin-Signaltransduktion ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der Immunabwehr.
Sie ist verantwortlich fiir die Mobilisierung von aktivierten Phagozyten zu Infektionsher-
den mittels Bindung der Integrinrezeptoren an Zelladhésionsmolekiile (z.B. ICAMs), deren
Expression durch Entziindungsmediatoren wie z.B. den Tumor-Nekrose-Faktor TNF-a auf
der Oberfliche von Endothelzellen induziert wird. Die Interaktion mit den Zelladhésions-
molekiilen und mit Entziindungsmediatoren wie TNF-« fiithrt zu einer Reihe von Signal-
transduktionen, die durch Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts neben Zellbewegung und
-adhésion auch immunologische Reaktionen wie Degranulation, Zytokinexpression und Pro-
duktion von Sauerstoffradikalen hervorrufen.

Integrine sind Heterodimere, bestehend aus einer a- und einer (3-Kette. Hck interagiert
mit der 3-Kette, phosphoryliert diese und erzeugt damit eine Bindungsstelle fiir die Syk
Protein-Tyrosin-Kinase (Lowell, 2004), die nach Aktivierung weitere Signalproteine akti-
vieren kann (Abbildung 1.6).

”Knock-out”-Experimente zeigen, dass Hck wichtige Aufgaben in Integrin-induzierter De-
granulation, Superoxidproduktion, Zellbewegung und -adhésion einnimmt (Lowell et al.,
1996a; Lowell & Berton, 1998, Mdécsai et al.,1999; Suen et al., 1999; Chiaradonna et al.,
1999; Modcsai et al., 2000). Hck assoziiert nach Integrin-Stimulation auBerdem auch direkt

Abbildung 1.6: Modell fiir die Rolle von
Hck in der Integrin-Rezeptor Signaltrans-
duktion. Die Bindung von Zelladhésions-
Integrin- molekiilen (z.B. ICAMs) an den Integrin-
Rezeptor Rezeptor fithrt zur Aktivierung von Hck,
,@\ die die S-Untereinheit des Rezeptors phos-

® ) phoryliert und so Bindungsstellen fiir Syk

@ bildet, welche dann aktiviert wird. Dies

/ \\ fithrt zur Aktivierung einer Reihe weite-

rer Signalwege. Auflerdem interagiert sie

\\ direkt mit Aktin-Zytoskelett-regulierenden
’ Zytoskelett-Reorganisation Proteinen.

Gen-Transkription Apoptose

an das Zytoskelett (Nair & Zingde, 2001) und bindet an Proteine, die fiir die Regulation
des Aktin-Zytoskelett-Organisation verantwortlich sind (Porter-Scott et al., 2002).
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1.2.4 Die Rolle von Hck bei der HIV-I Infektion

Das erworbene Immunschwéche-Syndrom (AIDS) wird durch das humane Immundefizienz-
Virus (HIV) verursacht. Das HI-Virus gehort zur Gruppe der Retroviren und exprimiert
die fiir diese Virusgruppe typischen Strukturproteine Env, Gag und Pol, welche fiir die
Virusreplikation von entscheidender Bedeutung sind. Desweiteren besitzt das HI-Virus
sechs weitere Leseraster, die die akzessorischen Proteine Nef, Rev, Tat, Vif und Vpu (im
HI-Virus Typ 1) bzw. Vpx (im HI-Virus Typ 2) kodieren (Frankel & Young, 1998). Das
Krankheitsbild der HIV-Infektion &uflert sich in schweren opportunistischen Infektionen,
neurologischen Ausfillen, dem Auftreten von malignen Tumoren und der Reduzierung von
CD47-Zellen (Raulin, 2002).

Hck wechselwirkt mit den akzessorischen Proteinen Nef (Saksela et al., 1995; Arold et al.,
1998) und Vif (Hassaine et al., 2001).

Das Nef-Protein (negative factor) ist ein
hochkonserviertes Protein mit einem Mole-
kulargewicht von etwa 27 kDa, das durch
einen Myristoylanker am Aminoterminus mit
der Plasmamembran assoziiert sein kann.
Die grofle Bedeutung des Proteins fiir die
Entwicklung der AIDS-Erkrankung zeigt
sich an der Beobachtung von infizierten
Rhesus-Affen (Kestler et al, 1991) und
langzeitiiberlebenden Menschen, die eine
natiirliche Mutation im nef-Gen besitzen
(Deacon et al., 1995; Kirchhoff et al., 1995).
Auflerdem gehort es zu den ersten Proteinen,
die in infizierten Zellen exprimiert werden
(Piguet & Trono, 1999), und allein die Ex-
pression von Nef in CD4"-Zellen von Méusen
ruft schon AIDS-dhnliche Symptome hervor
(Hanna et al., 1998).
Abbildung 1.7: HIV-1 Nef im Komplex mit der Nef induziert die Internalisierung und den
SH3-Doméne von Fyn. Das Nef-Protein bindet mit Abbau der Zelloberflichenrezeptoren CD4,
einem Poly-Prolin-Motiv am Carboxyterminus an CCR5 und MHC-I (Garcia & Miller, 1992;
die PPII-Bindungsstelle der SH3 (nach Arold et al., (Goldsmith et al., 1995; Salghetti et al., 1995;
1997). Michel et al., 2005). Der Abbau der CD4-
und CCR5-Molekiile verhindert wahrschein-
lich eine Superinfektion der Zelle, da CD4 und CCR5 die Hauptrezeptoren fiir das
HIV-Hiillprotein gp120 bei Eintritt des Virus in die Zelle sind (Benson et al., 1993; Tuttle
et al., 1998), und verhindert zudem die Wechselwirkung von gp120 auf der Oberflache
neu synthetisierter Viruspartikel mit CD4 beim Verlassen der Zelle. Der MHC-I-Rezeptor
prisentiert Proteinfragmente aus dem Zellinneren. Sind diese Fragmente nicht korpereigen,

HIV-1 Nef
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werden sie von Immunzellen als Antigene erkannt, und eine Immunreaktion wird ausgelGst.
Der Abbau dieses Rezeptors dient also dem Schutz des Virus vor Entdeckung.

Das Nef-Protein steigert auflerdem die Virusreplikation und -infektiositdt und moduliert
die zelleigene Signaltransduktion. (Miller et al., 1994; Marsh, 1999). So greift es iiber
SH3-vermittelte Wege in die zelluldre Transkription (Biggs et al., 1999), in Zellentwicklung
und -differenzierung (Suzu et al., 2005) sowie in den Kalziumhaushalt ein (Foti et al.,
1999) und hat EinfluB auf das Uberleben der Zelle (Briggs et al., 2001).

Nef steigert die Aktivitét von Hck in vitro (Moarefi et al., 1997) und in vivo (Briggs et al.,
1997). In Zellen mit kinasedefekter Hck wird der Abbau der MHC-I-Rezeptoren inhibiert
und die Virusreplikation und -infektiositit gesenkt (Saksela et al., 1995; Tokunaga et al.,
1998; Chang et al., 2001).

Hck und HIV-1 Nef (Erregerstamm NL4-3) bilden einen sehr stabilen Komplex mit einem
Kp von 0,25 uM (Lee et al., 1995) bzw. 0,6 uM (Arold et al., 1998). Die Wechselwir-
kung ist SH3-abhéngig, die Bindung erfolgt iiber ein Poly-Prolin-Motiv im Nef-Protein
(Aminosduren 71 bis 75). Neben der typischen Wechselwirkung mit diesen Resten bilden
noch weitere Aminosiuren im Nef-Protein Kontakte zur SH3-Doméne, wobei vor allem
die Reste Ala83, His116 und Tyr120 wichtig sind, die mit 1le96 im RT-Loop der Hck
SH3-Domiine interagieren (Lee et al., 1995; Choi & Smithgall, 2004). Die SH3-Aminoséure-
reste, welche in diese zusétzlichen Kontakte involviert sind, zeigen jedoch eine starke
Konservierung in den Aminosduresequenzen der Src-Familie. Daher scheint neben der
Aminosaure 11e96 von HckSH3 vor allem die hohe Flexibilitdt des RT-Loops, die durch
das Fehlen eines Wasserstoffbriickennetzwerks zustande kommt, verantwortlich fiir die
hohe Affinitét von Nef an die Hck SH3-Doméne zu sein (Lee et al., 1995; Arold et al., 1998).

Das Vif-Protein (viral infectivity factor) ist ein zytoplasmatisches Protein mit einem
Molekulargewicht von etwa 23 kDa, dessen Aminoséduresequenz stark konserviert ist. Es
wird im spéateren Stadium des Virus-Lebenszyklus wihrend der Virussynthese exprimiert
(Yang & Gabuzda, 1999; Zhang et al., 2000; Simon et al., 1999a) und ist wichtig fiir
die Infektiositét des Virus (Cullen, 1998) sowie fiir die Virusreplikation (Gabuzda et al.,
1992; von Schwedler et al., 1993; Courcoul et al., 1995). Mutationsstudien zeigen einen
Einfluss des Proteins auf Replikation, Proteinfaltung und zelluldre Lokalisation (Simon
et al., 1999b). Es interagiert mit dem Strukturprotein Gag und der viralen RNA, daher
scheint die Hauptaufgabe des Vif-Proteins die Kontrolle der reversen Transkription und
der Virussynthese zu bestehen (Zhang et al., 2000; Henzler et al., 2001). Das Vif-Protein
bindet ebenfalls iiber ein Poly-Prolin-Motiv an die Hck SH3-Doméne und senkt ihre
Kinaseaktivitat. In HIV-infizierten Zellen mit deletiertem vif-Gen scheint die Hck in einen
Signalweg involviert zu sein, der die Produktion und Infektiositdt der Viren (Hassaine
et al., 2001) inhibiert. Sheehy et al. (2002) fanden ein Protein (CEM15 oder APOBEC3G)
mit antiviralen Eigenschaften, das durch Vif am Andocken an Virionen gehindert wird
(Mariani et al., 2003). CEM15 wird durch die Protein-Tyrosin-Kinasen Fyn und Hck
phosphoryliert, was eine CEM15-Regulation durch die Kinasen vermuten ldsst und die
Senkung der Infektion in Abwesenheit von Vif erklaren konnte (Douaisi et al., 2005). Das
Vif-Protein scheint also auch in die Inhibierung der natiirlichen intrazelluldrer Immunab-
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wehr involviert zu sein, indem es die Hck-Kinaseaktivitat und damit die Phosphorylierung
von CEM15 und deren antivirale Eigenschaft hemmt.

1.3 Die Src-Homologie 3 (SH3)-Domine

1.3.1 Die Struktur der SH3-Domaéne

Die SH3-Doméne ist eine 50-80 Aminosédure umfassende, nicht-katalytische Doméne, die
Protein-Protein-Wechselwirkungen vermittelt (Koch et al., 1991) und in vielen Proteinen
zu finden ist, die dynamische Prozesse wie Organisation des Zytoskeletts, Internalisierung
von Membranrezeptoren und Signaltransduktion von extrazelluldren Proteinen regulieren
(Musacchio et al., 1992; Mayer & Baltimore, 1993; Pawson & Gish, 1992; Pawson &
Schlessinger, 1993; Cohen et al., 1995).

In Protein-Tyrosin-Kinasen sind sie mit verantwortlich fiir die Lokalisation des Proteins
und die Substraterkennung. Aulerdem beeinflussen sie die Aktivitit der Kinase negativ
(Franz et al., 1989; Jackson & Baltimore, 1989). Strukturanalysen der Src (Xu et al., 1997)
und Hck (Sicheri et al., 1997) zeigen, dass diese negative Regulation durch intramolekulare
Wechselwirkungen zustande kommt (Kapitel 1.1).

Vergleiche von SH3-Doménen zeigen hohe
Sequenz- und Strukturhomologien, hoch-
konservierte aromatische Aminosiurereste
und variable Loop-Bereiche (Koyama
et al., 1993; Musacchio et al., 1994; Dal-
garno et al., 1997; Musacchio, 2003).

Sie besitzt eine globuldre Form mit einer <
hydrophoben Bindungsstelle. Die SH3- RT loop |
Doméne besteht aus einem (-barrel zweier
[-Faltbétter mit je drei antiparallelen (-
Strangen. Der zweite (-Strang (Sb) wird
durch einen [-bulge in zwei Einzelstréinge
geteilt (Gbl und $b2), so dass die beiden
Faltbldtter aus den Stréngen (a/ fbl/fe n-Sre loop
sowie $b2/Bc/Bd bestehen (Nomenklatur

C e .. Abbildung 1.8: Losungsstruktur der freien Hck
nach Kohda et al., 1994). Die fiinf Stringe SH3-Doméne (Struktur aus der Protein-Datenbank

werden durch den RT-Loop (8a/fb), den (550K pdb); nach Horita et al., 1998).
n-Src-Loop (8b/fc¢) und den distalen Loop

(Bc/pd) getrennt, Gd und [e sind durch eine kurze 31o-Helix oder einen helikalen Turn
miteinander verbunden. Der RT (Arg/Thr)-Loop zeigt eine unstrukturierte Konformation
und besitzt in den meisten SH3-Doménen saure Reste, die wichtig fiir die Bindung von
Liganden sind. Die zwei hydrophoben Tyrosin-Reste im ALYDY-Motiv des RT-Loops sind

(-—\distal loop

#73,, Helix

12



Teil der SH3-Bindungsstelle. Der n-Src (neuronaler Src)-Loop flankiert zusammen mit
dem RT-Loop die Bindungsstelle der SH3-Doménen und enthélt einen hochkonservierten
Tryptophanrest, der essentiell fiir die Ligandenbindung ist. Die 3;o-Helix bildet mit ihren
hydrophoben Aminosduren im PxxY-Motiv einen weiteren Teil der SH3-Bindungsstelle
(Musacchio, 2003).

1.3.2 Bindungseigenschaften der SH3-Doméine

Die Bindungsstelle der SH3-Doméne wurde erstmals durch chemische Verschiebungsana-
lysen identifiziert (Yu et al., 1992; Booker et al., 1993). Sie besteht aus konservierten, aro-
matischen Aminosédureresten im RT-Loop, n-Src-Loop und in der Helix der SH3, welche
eine ausgedehnte, hydrophobe Oberflidche bilden. Die Bindungsaffinitét fiir Peptidliganden
liegt im milli- bis mikromolaren Bereich und ist relativ unspezifisch (Viguera et al., 1994).
Die beobachtbaren Bindungsunterschiede der verschiedenen SH3-Doménen an Peptidli-
ganden lassen sich meist auf die weniger konservierten Reste im RT- und im n-Src-Loop
zuriickfithren (Feng et al., 1995; Musacchio, 2003).

Die SH3-Doménen erkennen linksdrehende Poly-Prolin-Helix-Konformationen des Typs 11
(PPII-Helix). Entdeckt wurde diese Konformation der SH3-Liganden bei Abl-SH3-
Komplexen (Cicchetti et al., 1992; Ren et al., 1993). Weitere Untersuchungen zeigten eine
Konsensussequenz fiir SH3-Liganden, die das Motiv xPxxP aufwiesen (P = Prolin; x =
beliebige Aminosaure). Dieses "Kernmotiv” besitzt eine PPII-Helix-Konformation (Feng
et al., 1994; Lim & Richards, 1994; Musacchio et al., 1994; Yu et al., 1994).

Die PPII-Helix besitzt eine dreifache Rotationssymmetrie, so dass sich die Aminoséduren

A i i+3 B

i, i+3

Abbildung 1.9: A Darstellung einer Poly-Prolin-Helix Typ II. Die dreifache Rotationssymmetrie der Helix
bewirkt eine vollstindige Windung nach drei Aminoséureresten. Die Aminosédurereste ¢ und i+8 befinden
sich immer auf der selben Seite der Helix. Dies zeigt sich bei 90°-Drehung der Helix (B), wo die Reste ¢
und i+8 zur Deckung kommen. Kohlenstoffatome sind grau, Sauerstoffatome rot und Stickstoffatome blau
dargestellt (nach Tran, 2005).

an den Positionen i und i+3 jeweils auf der gleichen Seite der Helix befinden (Abbildung
1.9). Die ¢- und 1-Winkel der Reste betragen im Durchschnitt -78° und +146°, Ganghthe
betrigt etwa 9 A (Musacchio, 2003).
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Abbildung 1.10: A Darstellung der PPII-Helix relativ zur Bindungsoberfliche zwischen RT-Loop und
n-Src-Loop/31p-Helix der SH3. Der basische Rest an Position P_3 bindet in die Kompasstasche, die Ami-
nosauren an den Positionen P_; und Py in die erste, die Reste an Positionen Py und P35 in die zweite
hydrophobe Bindungstasche der SH3-Doméne. Die Aminoséuren an den Positionen P_5 und P; dienen
zur Stabilisierung der Helix und zur Bildung des optimalen Abstands der Aminosédurereste, die in die
beiden hydrophoben Taschen binden. B Konsensussequenz der Klasse-I- und Klasse-II-Liganden mit ihrer
jeweiligen Position (nach Lim & Richards, 1994). Der basische Rest ist rot markiert, die eingerahmten Re-
ste bilden die xP-Dipeptide. Die konservierten Prolinreste sind bei den Klasse-I-Liganden blau (Positionen
Py und P3), bei den Klasse-II-Liganden griin (Positionen P_; und P3) dargestellt (nach Tran, 2005).

Die wichtigsten Kontakte zur SH3-Doméne bilden die beiden xP-Motive (xP-Dipeptide;
Positionen P_;/Py und P,5/P,3, Abbildung 1.10) des xPxxP-Motivs des Liganden,
welche iiber hydrophobe Wechselwirkung mit konservierten aromatischen Seitenketten von
SH3-Resten zur Bindung beitragen. Die erste xP-Dipeptid-Bindungstasche P_; /Py wird
vom konservierten Tryptophanrest des n-Src-Loops (W113 in Hck-SH3), dem C-terminalen
Tyrosinrest im ALYDY-Motiv des RT-Loops (Y88 in Hck-SH3) und dem Prolinrest und
Tyrosinrest im PxxY-Motiv der 3jo-Helix (P128 und Y131 in Hck-SH3) gebildet. Die
Iminogruppe der Tryptophan-Seitenkette sowie die Hydroxylgruppe des Tyrosinrestes
im PxxY-Motiv bilden jeweils eine Wasserstoftbriickenbindung zu Carbonylgruppen im
Liganden aus. Die zweite hydrophobe xP-Dipeptid-Bindungstasche P,5/P 3 besteht aus
dem N-terminalen Tyrosinrest des ALYDY-Motivs des RT-Loops und des Tyrosinrestes
des 319-Helix-Motivs PxxY, welches die beiden Bindungstaschen voneinander trennt.

Die beiden xP-Dipeptide des Liganden werden durch eine sogenannte ”scaffolding”-

14



Aminosdure (”Gertistrest”, meist Prolin) voneinander getrennt, welches von der SH3-
Oberflache wegzeigt. Durch die dreifache Symmetrie der PPII-Helix befinden sich daher
beide Dipeptide in gleicher Position relativ zur SH3-Doméne und ihr Abstand zueinander
stimmt ideal mit der Separation der beiden hydrophoben SH3-Bindungstaschen iiberein
(Musacchio, 2003).

Aufgrund der Pseudosymmetrie von PPII-Helices konnen Liganden in zwei entgegenge-
setzten Orientierungen an die SH3-Domé&nen binden und werden daher in zwei Klassen
unterteilt.

Klasse-I-Liganden besitzen die Konsensus-Sequenz +pxPpxP (P = konserviertes Prolin; p
= meist Prolin; x = aliphatische Aminoséure; + = basische Aminoséure, meist Arginin).
Klasse-II-Liganden zeigen die Konsensus-Sequenz xPpxPp+ (Feng et al., 1994; Lim &
Richards, 1994; Musacchio et al., 1994; Yu et al., 1994; Agrawal & Kisha, 2002). Die Bin-
dungsorientierung wird durch den basischen Rest (Ankerrest) in der Konsensus-Sequenz
bestimmt, der eine Salzbriicke mit der sauren Seitenkette einer konservierten Aminosiure
im RT-Loop der SH3-Doméne bildet (Kompassrest, D95 in Hck-SH3), was die Préferenz
der SH3-Domaénen fiir basische Aminosauren an der Position P_3 erklart.

SH3-Liganden der Klasse I binden demnach mit ihrem Aminoterminus, Liganden der
Klasse II mit ihrem Carboxyterminus an den RT-Loop.

Eine Ausnahme bildet die Abl-SH3, die statt eines sauren Restes eine ungeladene
Aminosédure an dieser Position besitzt und daher Liganden mit aromatischen Seitenketten
an Position P_3 bevorzugt.

Die fiir die Bindungsorientierung verantwortliche, negativ geladene Aminosédure in den
SH3-Doménen befindet sich in einer weiteren Bindungstasche fiir SH3-Liganden, die
sogenannte Kompasstasche zwischen RT- und n-Src-Loop, deren weniger stark kon-
servierte Reste fiir die SH3-Bindungsspezifitdt und Affinitdtserh6hung an bestimmte
Liganden verantwortlich zu sein scheint (Musacchio, 2003). Die Kompasstasche wird
durch den konservierten Tryptophanrest (W113 in Hck-SH3) von der ersten xP-Dipeptid-
Bindungstasche getrennt, zugleich endet die PPII-Helixkonformation des Peptids an dieser
Position (Williams et al., 1998).

Fernandez-Ballester et al. (2004) untersuchten die selektive Bindungsspezifitit von
SH3-Doménen an Klasse-I- und Klasse-1I-Liganden. So sind einige SH3-Doménen in
der Lage, Liganden beider Klassen zu binden, andere binden ausschliesslich Liganden
der Klasse II. Ausschlaggebend dafiir ist die Art der Aminosédureseitenkette an der
SH3-Sequenzposition 126 (fir die Hck). Aliphatische Seitenketten an dieser Position
blockieren die Seitenkette von W113, welche sich zur Bindung an Klasse-I-Liganden um
15° neigen muss (SH3-I-Orientierung). Die W113-Seitenkette ist daher bei der Bindung von
Klasse-II-Liganden gegeniiber der Klasse-I-Bindung um 15° zur konservierten Aminosaure
P128 hin geneigt (SH3-II Orientierung). Aromatische Seitenketten an dieser Position
haben keine Auswirkung auf die Beweglichkeit der W113-Seitenkette. SH3-Doménen
mit aliphatischen Seitenketten an Position 126 koénnen somit nur Liganden der Klasse

15



IT binden. Da die Hck SH3-Doméne an dieser Stelle eine Aminosdure mit aromatischer
Seitenkette besitzt (Y126), kann sie Liganden beider Klassen binden.

Ausnahmen bilden Liganden mit der Konsensus-Sequenz LPxXP (X: Leucin bevorzugt).
Sie binden in Typ-I-Orientierung, die Konformation der PPII-Helix dieser Liganden zeigt
jedoch hohere Ahnlichkeit zu der von Klasse-II-Liganden, wobei die Leucin-Reste in die
gleiche SH3-Tasche binden wie die Proline der Klasse-II-Liganden. Obwohl die Bindung
in Typ-I-Orientierung erfolgt, zeigt die W113-Seitenkette hier eine SH3-II-Konformation.
Fernandez-Ballester et al. (2004) fithrten fiir diese Liganden eine Klasse I’ ein.

1.4 NMR-Spektroskopie

Die Bestimmung von atomar aufgelosten Strukturen biologischer Makromolekiile ist ein
wichtiger Prozess im Versténdnis ihrer Funktionsmechanismen. Aufgrund der 3D-Struktur
von Molekiilen lassen sich hdufig bekannte Funktionen erkldren und neu identifizierten
Molekiilen potentielle Funktionen zuordnen.

Zur Aufklarung von Raumstrukturen existieren vor allen zwei Methoden:

Die Rontgenkristallographie nutzt die Beugung von Rontgenstrahlen, um die Struktur von
kristallisierten Molekiilen zu bestimmen. Das Verfahren wurde 1912 erstmalig von Max
Laue an Kupfersulfatkristallen durchgefiihrt.

Das Phénomen der kernmagnetischen Resonanz wurde 1946 von Bloch et al. und Purcell
et al. entdeckt. Seither findet man die NMR-Spektroskopie in vielen Anwendungsbereichen
der Physik, Chemie, Biologie, Materialforschung, Pharmazie und Medizin (Kernresonanz-
tomographie).

Ihre Anwendung reicht von Qualitdatssicherung iiber chemische Strukturaufkldarung und
Bestimmung von Festkorpereigenschaften bis hin zur atomaren Raumstrukturaufklarung
von Biopolymeren.

In dieser Arbeit wird die NMR-Spektroskopie zur Raumstrukturaufklarung eines Kom-
plexes biologischer Molekiile unter semiphysiologischen Losungsbedingungen verwendet
(Williamson et al., 1985; Wiithrich, 1986).

Wihrend die Rontgenkristallographie keine Groéflenbegrenzung der zu untersuchenden
Molekiile besitzt, ist die NMR-Spektroskopie fiir groflere Makromolekiile und supra-
molekulare Komplexe ungeeignet. Der Vorteil liegt jedoch neben der Verwendung von
semiphysiologischen Losungsbedingungen und dem Umgehen der Kristallisation in der
Moglichkeit, neben der Raumstrukturaufoésung auch dynamische Eigenschaften der
Molekiile auf verschiedenen Zeitskalen zu charakterisieren (PalmerIIl, 1997; Kay, 1998;
Gardner & Kay, 1998), die Raumstruktur von nur partiell strukturierten Molekiilen zu
bestimmen (Wagner, 1997), Proteinfaltungsprozesse zu untersuchen (Dyson & Wright,
1998) und Ligandeninteraktionen zu identifizieren (Shuker et al., 1996).

Am Anfang jeder Raumstrukturbestimmung steht die moglichst vollstdndige, eindeutige
sequenzspezifische Zuordnung jeder Resonanz zu den einzelnen Atompositionen im
Molekiil. Der né#chste Schritt ist die Bestimmung von struktureinschrinkenden Para-
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metern z.B. aus Kern-Overhauser-Effekt-Experimenten (NOE-Spektroskopie), skalaren
Dreibindungs-Kopplungskonstanten (Torsionswinkel-Einschriankungen) oder dipolaren
Kopplungskonstanten. Die Berechnung von Strukturmodellen wird dann mittels Distanz-
geometrie und/oder Molekiildynamik-Simulationen durchgefiihrt.

Die erste vollstandige sequenzspezifische Zuordnung (Wagner & Wiithrich, 1982; Trypsin-
Inhibitor) wurde erst mit der Entwicklung von 2D-NMR-Techniken méglich (Aue et al.,
1976), mit deren Hilfe die Signaliiberlagerungen in 1D-Spektren mittels verschiedener
Korrelationen zwischen einzelnen Kernspins aufgelost werden konnte. Die Entwickung
von uniformer Isotopenanreicherung mit *C und »N durch bakterielle Uberexpression
der zu untersuchenden Biomolekiile (Macintosh & Dahlquist, 1990; Lemaster, 1994)
sowie hoheren Magnetfeldern der NMR-Spektrometer, gerdtetechnischen Verbesserungen
(z.B. gepulste Magnetfeldgradienten (Kay, 1995) oder geformte Radiofrequenzpulse zur
selektiven Anregung von verschiedenen Spektralbereichen (Freeman, 1998)) ermoglichte
die Entwicklung von 3D/4D-(*H/'3C/'*N)-Tripelresonanz-Experimenten (Montelione &
Wagner, 1990; Kay et al., 1990; Kay, 1995; Bax, 1994). Durch eine weitere Erhohung
der spektralen Dispersion (Fesik & Zuiderweg, 1988; Marion et al., 1989a) und durch
konformationsunabhéngige Spinkorrelationen von sequentiell benachbarten Aminosiuren
wurde eine einfachere und eindeutigere Resonanzzuordnung auch von grofleren Molekiilen
moglich. Die Ausarbeitung eines Formalismus (Produktoperatoren) zur Beschreibung von
NMR-Experimenten und deren Auswirkung auf die verschiedenen Spinsysteme erméoglichte
eine einfachere und zielgerichtete Entwicklungsmoglichkeit fiir neue NMR-Experimente
(Serensen et al., 1983).

Durch die Entwicklung weiterer Techniken zur Bestimmung von struktureinschriankenden
Parametern (z.B. dipolare Kopplungskonstanten (Tjandra & Bax, 1997) und kreuzkorre-
lierte Relaxation (Dotsch & Wagner, 1998; Case, 1998)), partielle oder Per-Deuterierung
der Molekiile (Lemaster, 1994; Gardner & Kay, 1998), selektive Isotopenmarkierung
(Hajduk et al., 2000) und TROSY-basierte NMR-Techniken (Pervushin et al., 1997;
Pervushin et al., 1998; Wiithrich, 1998) sind nun auch Strukturbestimmungen von
Molekiilen und Molekiilkomplexen jenseits von 30 kDa méglich. Kelly et al. (2001) 16sten
die Struktur eines 50 kDa Molekiils, Salzmann et al. (2000) fithrten Resonanzzuordnungen
und Sekundérstrukturanalyse eines 110 kDa Proteins durch, Fiaux et al. (2002) erreichten
aufgeloste NMR-Spektren eines 870 kDa-Proteins. Neben der Verschiebung der Mo-
lekiilgroBengrenze zu hoheren Molekulargewichten hin, liefern diese Weiterentwicklungen
auch neue und bessere Anwendungsmoglichkeiten in der Untersuchung von Dynamik-
(Ishima & Torchia, 2000; Briischweiler, 2003), Bindungs- (Meyer & Peters, 2003; Dehner
& Kessler, 2005) und Faltungsprozessen (Zeeb & Balbach, 2004).
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1.5 Vorarbeiten

Die Vorarbeiten zur dieser Arbeit wurden von Frau Dr. Thi Tuyen Tran durchgefiihrt
(Tran, 2005). Das Peptid PD1 wurde als Peptid-Bindungspartner fiir die SH3-Doméne
der Lck durch Screening einer Ph.D.-12-Phagenbibliothek isoliert.

Um die Dissoziationskonstante (Kp) zu bestimmen und die Selektivitidt des Peptids fiir
die Lck SH3-Doméne zu untersuchen, wurde eine Fluoreszenz-Titration des PD1-Peptids
mit verschiedenen SH3-Doménen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass dieses Peptid die
hochste Affinitét zur Heck SH3-Doméne besitzt (Kp = 0,23 +0,03uM; Abbildung 1.11 A).
CD-spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass bei HckSH3:PD1-Komplexbildung nur
geringe Konformationséinderungen stattfinden und dass das Peptid auch im freien Zustand
eine PPII-Helix Konformation besitzt (Abbildung 1.11 B).
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Abbildung 1.11: A Fluoreszenztitration von PD1 zur Hck SH3-Domiine. Dargestellt sind die Fluoreszenzin-
tensititswerte nach Hintergrundfluoreszenz-Korrektur (schwarze Punkte) und der Fit der nichtlinearen Re-
gressionsrechnung an die Datenpunkte (Linie), unter Annahme einer einfachen biomolekularen Reaktion.
B Fern-UV-CD-Analyse des HckSH3:PD1-Komplexes. Die durchgezogene Linie zeigt das Spektrum des
Komplexes, die gestrichelte Linie die Summe der CD-Spektren von freier HckSH3 und des freien Peptids,
die dicke Linie die Differenz der Absorptionswerte aus den CD-Spektren des Komplexes und der freien
Zustinde. Da die spektralen Anderungen nur minimal sind, finden bei Komplexbildung nur minimale
Konformationsédnderungen statt und das Peptid besitzt daher vermutlich auch im freien Zustand schon
eine PPII-Helix-Konformation (aus Tran, 2005).

Um die Bindungsstelle des Peptids an die Hck SH3-Domé&ne zu kartieren, wurde eine
NMR-Titration des Peptids zur Hck SH3-Doméne durchgefiihrt. Die Titration zeigt einen
langsamen Austausch der beiden Molekiile in freiem und in gebundenem Zustand (relativ
zur NMR-Zeitskala), d.h. die Intensitéten der von der Bindung betroffenen Amidresonan-
zen werden geringer und tauchen bei anderen chemischen Verschiebungen wieder auf, was

den niedrigen, aus der Fluoreszenztitration bestimmten, Kp-Wert bestétigt (Abbildung
1.12).
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Da die Bindungsaffinitdt des PD1-Peptids zur Hck SH3-Doméne sehr hoch ist, wurde
ein Kompetitionsexperiment durchgefiihrt, in dem untersucht wurde, ob das Peptid das
HIV-1 Nef-Protein aus einem HckSH3:Nef-Komplex verdrangen kann. Dies wurde mittels

NMR-Titration des Peptids zum HckSH3:Nef-Komplex untersucht.
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Die Amidresonanzen im ("’N-'H)-HSQC-Spektrum, die vom HckSH3:Nef-Komplex
herriihren, verschwinden, und die zum HckSH3:PD1-Komplex gehérigen Resonanzen
tauchen auf (Abbildung 1.13 A). Dies deutet darauf hin, dass das Peptid in der Lage
ist, das Nef-Protein von der Hck SH3-Doméne zu verdringen. Es bindet in Anwesenheit
wie auch in Abwesenheit von HIV-1 Nef in gleicher Konformation an die SH3-Doméne
(Abbildung 1.13 B).
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Abbildung 1.13: Verdringung von HIV-1 Nef vom HIV-1 Nef:HckSH3-Komplex durch PD1. A Uber-
einandergelegte (1°N-'H)-HSQC-Spektren von HckSH3 (350 pM) im Komplex mit HIV-1 Nef (416 uM)
vor (schwarz) und nach (griin) Titration des Peptids PD1 (1091 puM). Resonanzen, die nur zum HIV-1
Nef:HckSH3-Komplex gehéren, sind rot eingerahmt. B Ubereinandergelegte (*>N-'H)-HSQC-Spektren von
HckSH3 nach Verdréngung von HIV-1 Nef durch PD1 (schwarz, entspricht griiner Darstellung in A) und
des HckSH3:PD1-Komplexes (rot, entspricht blauer Darstellung in Abbildung 1.12). Die Ubereinstimmung
der beiden Spektren weist darauf hin, dass PD1 HIV-1 Nef vom Nef:HckSH3-Komplex verdringen kann
und danach in gleicher Weise an HckSH3 bindet wie im Falle der PD1-Titration zu HckSH3 (nach Tran,
2005).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die héamatopoetische Zell-Kinase Hck ist eine zytoplasmatische Protein-Tyrosin-
Kinase vom Src-Typ, die in hdmatopoetischen B-lymphoiden und myeloiden Zel-
len exprimiert wird. Sie besitzt regulatorische Aufgaben in verschiedensten Zell-
Signaltransduktionswegen, die Wachstum, Reifung und Differenzierung der Zellen sowie
deren Funktionen wie Bewegung, Adhésion, Apoptose und Phagozytose beeinflussen.

Sie ist zudem in verschiedene Immunkrankheiten wie Leukédmie involviert (Hu et al., 2004;
Klejman et al., 2002). Das HI-Virus besitzt Effektormolekiile (Nef und Vif) die mit Hck
interagieren und so Pathologie und Persistenz steigern (Briggs et al., 1997; Tokunaga
et al., 1998; Chang et al., 2001; Hassaine et al., 2001).

Die SH3-Doméne von Hck ist eine nicht-katalytische Doméne, die Protein-Protein-
Wechselwirkungen vermittelt. Sie reguliert die Kinaseaktivitdt von Hck und ist mitver-
antwortlich fiir dessen Lokalisation und Substraterkennung. Die SH3-Doméne hat eine
globuldre Form mit einer hydrophoben Bindungsstelle. Sie besteht aus einem [-barrel
zweier B-Faltbatter mit je drei antiparallelen 5-Stringen, die durch drei Loopregionen und
eine kurze 3;p-Helix voneinander getrennt werden. Sie bindet prolinreiche Liganden, die
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eine PPII-Helix-Konformation ausbilden und erkennt die Konsensussequenzen +pxPpxP
(Klasse I) und xPpxPp+ (Klasse II; Kapitel 1.3.2).

Ziel dieser Arbeit ist die NMR-spektroskopische Raumstrukturbestimmung der Hck
SH3-Doméne im Komplex mit einem artifiziellen, hochaffinen Peptidliganden (PD1) unter
Losungsbedingungen. Da bisher nur Strukturbestimmungen von freier und intramolekular
gebundener HckSH3 durchgefiihrt wurden, ist dies die erste Komplexstruktur der Hck
SH3-Doméne.

Mit Hilfe der Raumstruktur sollen die Bindungseigenschaften von HckSH3 untersucht
werden. Da die Funktion von Proteinen durch deren Interaktion mit anderen Proteinen
bestimmt wird, ist ein grundlegendes Verstéindnis dieser Wechselwirkungen von groffem
Interesse. Die Raumstrukturaufklarung ist bei der Charakterisierung eben dieser Interak-
tionen auf molekularer Ebene sehr hilfreich.

Die Wechselwirkung der Hck SH3-Doméne mit dem HIV-1 Nef-Protein, die zum Abbbau
von MHC-I-Rezeptoren und erhohter Virusreplikation und -infektiositit fithrt, zeigt, wie
essentiell das Verstdndnis solcher Protein-Protein-Interaktionen ist. Durch die Aufkldrung
der bindungsbestimmenden Parameter konnten z.B. therapeutisch relevante Molekiile
entwickelt werden, die solche Wechselwirkungen spezifisch verhindern kénnen.

Von besonderem Interesse im hier untersuchten Komplex ist, dass der Peptidligand PD1
eine fiir SH3-Doménen des Src-Typs uniibliche Aminoséduresequenz besitzt. Statt des basi-
schen Ankerrestes an Position P_3 befindet sich hier ein hydrophober Tyrosinrest (Tyr4).
Interessanterweise besitzt das PD1-Peptid mit einem Kp-Wert von 0,23uM fiir die HckSH3-
Bindung mit die hochste bisher bekannte Affinitédt eines Peptidliganden an eine SH3-
Domaéne. Die Wechselwirkung von HckSH3 mit dem PD1-Peptid ist zudem noch inter-
essant, da das Peptid in der Lage zu sein scheint, an die SH3-Doméne gebundenes HIV-1
Nef zu verdréngen.

Um weitere Informationen iiber die Bindungseigenschaften der SH3-Domé&ne zu erhalten,
soll die Raumstruktur von HckSH3 im Komplex mit dem PD1-Peptid mit den Struktu-
ren der freien und der intramolekular gebundenen Hck SH3-Doménen verglichen und auf
Unterschiede, die eine biologische Relevanz besitzen kénnten, untersucht werden.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Bakterienstimme und Plasmide

Bakterienstamm: BL21
Genotyp: F~, ompT, hsdSg, (rg-, mp-), dem, gal
Referenz: (Grodberg & Dunn, 1988)

Plasmid: pGEX-6P2-HckSH3

Resistenz: Ampicillin
Eigenschaft: Expressionsvektor mit intergriertem hckgo_140-Gen
Quelle: Tuyen Tran (Tran, 2005)

In dieser Arbeit wurde die Aminosiuresequenz-Nummerierung der humanen p60"* ver-
wendet (Swiss-Prot Eintragsnummer P08631).

2.1.2 Peptide

Das Peptide PD1 und PD1-Y(-4)R wurden von der Firma Jerini BioTools GmbH (Berlin),
die Peptide PD1-Y(-3)A und PD1-K(-4)A von der Firma PANATecs GmbH (Tiibingen)
mit einem Reinheitsgrad > 95% synthetisiert und sind aminoterminal acetyliert und car-
boxyterminal amidiert.

Tabelle 2.1: Verwendete synthetische Peptide

Name Aminosduresequenz (N—C)
PD1 Ac-HSKYPLPPLPSL-NH,
PD1-Y(-4)R Ac-HSKRPLPPLPSL-NIH,
PD1-Y(-3)A Ac-HSKAPLPPLPSL-NH,
PD1-K(-4)A Ac-HSAYPLPPLPSL-NH,
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2.1.3 Enzyme und Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Chemikalien sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

Tabelle 2.2: Verwendete Enzyme und Chemikalien

Name Firma

Acrylamid 4K Losung (30%; Mix 29:1) Applichem, Darmstadt

Ammoniumchlorid [*N] Euriso-top, Saint-Aubin Cedex, Frank-
reich

Complete-Protease-Inhibitor-Tabletten Roth, Karlsruhe

DNAse A Applichem, Darmstadt

Glukose [*C] Euriso-top, Saint-Aubin Cedex, Frank-
reich

Glutathion, reduziert Sigma, Miinchen

Glutathion-Sepharose 4B Amersham Biosciences, Freiburg

Isopropyl-3-D-Thiogalactosid (IPTG) Boehringer, Mannheim

Lysozym AppliChem, Darmstadt

(-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe

PreScission-Protease Amersham Biosciences, Freiburg

N,N,N’ N’-Tetramethylendiamin (TEMED) Merck, Darmstadt

Triton X-100 Merck, Darmstadt

Ampicillin Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck, Darmstadt

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt

Hier nicht aufgefithrte Standardchemikalien wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),
Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma (Miinchen) bezogen.

2.1.4 Sonstige Materialien

Tabelle 2.3: Sonstige verwendete Materialien

Name Firma
Spectra/Por-Dialyseschlauch (MWCO: 3500 Da)  Roth, Karlsruhe
Minisart Sterilfilter (0,22 pm) Sartorius, Gottingen

Ultrafiltrationskonzentratoren (MWCO: 3000 Da) Amicon, Beverly, USA

Die restlichen verwendeten Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen VWR
International (Darmstadt), Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) und Sartorius (Gottingen).
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2.1.5 Datenbanken

Fiir die Protein-/DNA-Sequenz-Datenbankrecherchen wurde die SwissProt/TrEMBL-
Datenbank verwendet (http://www.ezpasy.org/sprot/sprot-top.html). Die DNA- und
Proteinsequenz der humanen Hck besitzt die Eintragsnummer P0O8631.

Zur Analyse der Proteinsequenz (Extinktionskoeffizient, Molekularmasse, theoretischer
isoelektrischer Punkt) wurde das ProtParam-Tool des ExPASy Proteomics Server genutzt
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html).

Fiir die Strukturvergleiche zwischen der Hck SH3-Doméne mit bereits be-
kannten Raumstrukturen wurde die RCSB Protein Datenbank (PDB) benutzt
(hitp://www.rcsb.org/pdb/index.html). Die verwendeten Strukturen sind in Tabelle
2.4 aufgelistet.

Die Untersuchung von Interaktionsvorhersagen fiir SH3-Liganden wurde mit dem
SH3-SPOT Algorithmus (http://cbm.bio.uniromaZ.it/ispot/) durchgefiihrt.

Tabelle 2.4: Verwendete Vergleichsstrukturen

PDB-Eintrag Name Referenz

4HCK Losungsstruktur der freien Hck SH3-Doméne Horita et al., 1998
1AD5 Kristallstruktur der inaktiven Hck Sicheri et al., 1997
1QCF Kristallstruktur der inaktiven Hck Schindler et al., 1999
1BU1 Kristallstruktur der freien Hck SH3-Doméne Arold et al., 1998
1FYN Kristallstruktur des FynSH3:3BP2-Komplexes Musacchio et al., 1994
1QWF Losungsstruktur des c-SrcSH3:VSL12-Komplexes Feng et al.;, 1995
1RLP Losungsstruktur des c-SrcSH3:RLP2-Komplexes  Feng et al., 1994
1ABO Kristallstruktur des AblISH3:3BP1-Komplexes Musacchio et al., 1994
1BBZ Kristallstruktur des AblSH3:p41-Komplexes Pisabarro et al., 1998
1PRM Losungsstruktur des c-SrcSH3:PLR1-Komplexes  Feng et al., 1994
1FMK Kristallstruktur der inaktiven c-Src Xu et al., 1997

Die Raumstruktur des Hck-SH3:PD1-Komplexes ist in der Proteindatenbank (PDB)
unter dem PDB-ID-Kode 2A4Y (http://www.rcsb.org/pdb/index.html), die Zuordnung
des Komplexes in der BioMagResBank (BMRB) unter der Eintragsnummer 6581
(hitp://www.bmrb.wisc.edu/index.html) hinterlegt.

2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(nach Laemmli)

Die Analyse von Proteinen wurde durch Auftrennung mittels einer diskontinuierli-
chen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt
(Laemmli, 1970). Das Detergenz Natriumdodecylsulfat lagert sich an die Proteine an,
so dass anionische Mizellen entstehen, die die Proteinladungen abschirmen. Durch das
Anlegen einer Spannung erfolgt somit im Gel eine Proteinauftrennung nach Ladung pro
Masse.

25



Zur Massenabschétzung der in den aufgetrennten Banden befindlichen Proteine wurde der
”Protein Molecular Weight Marker” (MBI Fermentas) verwendet.

Fiir die SDS-PAGE wurden folgende Losungen und Puffer verwendet:

5% Sammelgel 15% Trenngel

16,8% (v/v) Acrylamid (30%) 50% (v/v) Acrylamid (30%)
125 mM Tris-HCI, pH 6,8 375 mM Tris-HCI, pH 8.8
0,1% (w/v) SDS 0,1% (w/v) SDS

0,1% (v/v) APS (10%) 0,1% (v/v) APS (10%)
0.1% (v/v) TEMED 0.04% (v/v) TEMED
SDS-Laufpuffer 4x-Probenpuffer

385 mM Glycin 200 mM Tris, pH 6.8

50 mM Tris-HC1 40%(v/v) Glycerin

0.1% (w/v) SDS 8% (w/v) SDS

pH 8,3 8% (v/v) [-Mercaptoethanol

3 g/l Bromphenolblau

Die hier verwendeten Gele hatten eine Gréfie von 10 cm x 10,5 cm x 0.75 cm. Bis zu 20
g Protein wurden im Verhéltnis 4:1 mit dem Probenpuffer versetzt, fiir 5 min bei 95°C
denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Fiir Proteinuntersuchungen in Bakterienzellen
wurde das Pellet von 0,5 ml Bakteriensuspension mit ODggp=1,0 in 50 ul 1x Probenpuffer
aufgenommen. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA /Gel fiir 45 min in einer vertikalen
Plattenelektrophoresekammer (Mighty Small 11, Hoefer / Amersham Biosciences, Freiburg).
Die Farbung der SDS-Gele erfolgte mit Coomassie-Féarbelosung, in der das Gel kurz
aufgekocht wurde. Zur Entfarbung wurde das Gel anschliefend in H5O erhitzt. Danach
wurden die Gele mit dem Gerit ”Gel Doc 2000” (Bio-Rad, Miinchen) dokumentiert.

Verwendete Losung:

Coomassie-Farbelosung

25% (v/v) Isopropanol

10% (v/v) Essigsdure

0,5 g/1 Coomassie Brilliant Blue R-250
in HyO

2.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmt (Glei-

chung 2.1,
E

e-d
wobei ¢ die Konzentration des absorbierenden Materials ist, € der Extinktionskoeffizient
und d die Weglénge des Lichts durch das absorbierende Material.

(2.1)

CcC =
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Die Extinktion E wird durch die Extinktion der Seitenketten von aromatischen Ami-
nosduren bei 280 nm mittels UV /VIS-Spektrometer bestimmt (Lambda 25, PerkinElmer,
Skelton, MA, USA), der Extinktionskoeffizient ¢ wird aus der Zusammensetzung der
aromatischen Aminosduren ermittelt (Gill & von Hippel, 1989) die Weglinge d entspricht
der Schichtdicke der Kiivette.

Das Protein wurde zur Messung in einen denaturierenden Puffer aufgenommen.

Verwendete Puffer:

Extinktionsbestimmungspuffer
6 M Guanidin-Hydrochlorid
20 mM NaPOy4

pH 6,8

2.4 Reinigung des rekombinanten Proteins HckSH3

2.4.1 Expression von rekombinantem HckSH3

Die Zellanzucht erfolgte in mit Schikanen versehenen Erlenmeyerkolben bei 37°C in einem
Schiittler bei 200 rpm (Unitron, Infors-HT, Einsbach).

Eine Vorkultur von 50 ml LB-Fliissigmedium (Luria & Burrous) oder zur Isotopen-
markierung von 50 ml M9-Fliissigmedium (Sambrook et al., 1989) wurde mit 100 pM
des Antibiotikums Ampicillin versetzt, mit einer Kolonie von einer LB-Platte oder mit
einer Glycerinkultur inokuliert und iiber Nacht inkubiert. Danach wurde die Vorkultur
zentrifugiert (2 min, 4000 g, RT; 5804R, Eppendorf, Hamburg), das Pellet in frischem
Medium resuspendiert und damit die Expressionskultur auf eine ODgyy von etwa 0,1
angeimpft und wiederum unter schiitteln inkubiert. Bei Erreichen einer Bakteriendichte
von ODggg 0,6 - 0,8 wurde die Proteinexpression durch Induktion mit 1 mM IPTG (End-
konzentration) gestartet und 5 h unter Schiitteln bei 37°C weiter inkubiert. AnschlieBend
wurden die Bakterien durch Zentrifugation (15 min, 10000 g, 4°C; Avanti J-20 XP,
Beckmann Coulter, Fullerton, USA) pelletiert und bis zur Weiterverwendung bei -20°C
gelagert.

Die Kontrolle der Uberexpression des Proteins erfolgte durch Probennahme vor Induktion
und zu verschiedenen Zeiten wihrend der Expression und Analyse dieser mittels SDS-
PAGE (Kapitel 2.2).
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Verwendete Medien:

LB-Medium

M9-Minimalmedium

10 g/1 Trypton
5 g/1 Hefeextrakt
10 g/1 NaCl

9,1 g/l NaHQPO4- 2H20

4 g/1 Glukose (2 g/1 ['3C]-Glukose)
3 g/l KH2P04 2H20

0,5 g/1 NH,Cl

0,5 g/1 NaCl

2 mM MgSO,4

100 uM CaCly

10 uM Fe(III)citrat

0,2% (v/v) TS2

5 mg/l Thiaminhydrochlorid
Vitamincocktail

TS2

Vitamin-Cocktail

900 mg/l NaQMoO4- 2H20

300 mg/1 H3BOj3

200 mg/l COCIQ' 6H20
58,8 mg/l ZnSO4- HoO
30 mg/1 MnCly- 4Hy0
20 mg/1 NiCly- 6H,0

20 mg/1 NaySeOs

10 mg/l CUCIQ‘ 2H20

1 mg/1 d-Biotin

1 mg/1 Cholinchlorid

1 mg/1 Folséure

1 mg/1 Natrium-D-panthothenat
1 mg/1 Nicotinamid

1 mg/1 Pyridoxalhydrochlorid

1 mg/1 Riboflavin

2.4.2 Zellaufschluss

Die Zellpellets wurden zum Aufschluss in 40 ml GST-Lysispuffer pro Gramm Nasszell-
gewicht aufgenommen und auf Eis resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension 3x
30 s mittels einer Ultraschallspitze auf Eis sonifiziert (Branson Sonifier 250, Branson Ul-
trasonics Corp., Danbury, USA), danach 2 h unter rithren auf Eis inkubiert und wiederum
3x 30 s sonmifiziert. Durch Zentrifugation (45 min, 50000 g, 4°C; Beckmann-Zentrifuge)
wurden nicht aufgeschlossene Zellen und Zellwandbestandteile vom zellfreien Rohextrakt

abgetrennt und dieser fiir die weitere Reinigung verwendet.

Die Kontrolle des Zellaufschlusses erfolgte durch Probennahme vor und nach Zellaufschluss

und Analyse dieser mittels SDS-PAGE (Kapitel 2.2).

Verwendete Puffer:

10x PBS GST-Lysispuffer

1,4 M NaCl 1x PBS

100 mM NaoHPO4 5 mM DTT

27 mM KCl 0.5% (w/v) Triton X-100
18 mM KHPOy 20 pg/ml DNAse A

pH 7,3 20 pg/ml Lysozym

1 Complete-Protease-Inhibitor-Tablette
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2.4.3 Affinitdtschromatographie an GSH-Sepharose

HckSH3 wurde als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert.
Daher konnte das Protein mittels Glutathion-Sepharose 4B (GSH-Sepharose; Amersham
Biosciences, Freiburg) von Verunreinigungen im zellfreien Rohextrakt abgetrennt werden.
Mit HckSH3 fusionierte GST bindet an den Liganden Glutathion, der kovalent an die
Sepharose gekoppelt ist. Die anschliefende Elution des GST-Fusionsproteins erfolgt durch
reduziertes Glutathion.

Der zellfreie Rohextrakt wurde auf eine Chromatographiesidule (Amersham Biosciences,
Freiburg) mit 1 ml GSH-Sepharose pro Gramm Nasszellgewicht aufgetragen, welche zuvor
mit 5 Sadulenvolumen GST-Bindungspuffer dquilibriert wurde. Nach dem Auftrag wurde
die Sédule mit 20 Sdulenvolumen eines 4°C kalten Bindungspuffers gewaschen und das Fu-
sionsprotein anschlieBend in 5 Schritten von je einem Sadulenvolumen GST-Elutionspuffer
eluiert.

Die Kontrolle der Reinigung erfolgte durch Probennahmen von Uberstand, Durchfluss,
Waschdurchfluss, den Elutionen und des Sdulenmaterials nach Elution mit Analyse dieser
durch eine SDS-PAGE (Kapitel 2.2).

Verwendete Puffer:

GST-Bindungspuffer GST-Elutionspuffer
1x PBS 50 mM Tris-HCI, pH 8.0
5mM DTT 10 mM reduziertes Glutathion

0.1% (w/v) Triton X-100

2.4.4 Abspaltung des GST-Affinitits-tags mittels PreScission-
Protease

Das GST-HckSH3-Fusionsprotein enthélt zwischen dem GST-tag und der Hck SH3-
Doméne eine Erkennungssequenz fiir die PreScission-Protease (LEVLFQ/GP; Amersham
Biosciences, Freiburg), so dass der aminoterminale GST-Affinitéts-tag von HckSH3
abgespalten werden kann.

Hierzu wurden die Elutionsfraktionen, die das Fusionprotein enthielten, vereinigt, in
einen Dialyseschlauch mit einer Molekulargewichtausschlussgrenze (MWCO) von 3500 Da
tiberfithrt (Spectra/Por-Dialyseschlauch, Roth, Karlsruhe) und dreimal gegen jeweils 1 1
PreScission-Spaltpuffer fiir je mindestens 3 h dialysiert.

Anschliefend wurde das Volumen mittels Ultrafiltrations-Konzentratoren mit einer
MWCO von 3000 Da bis auf etwa 5 ml aufkonzentriert (Amicon, Beverly, USA).

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV /VIS-Spektrometer (Kapitel 2.3)
wurden 5 U PreScission-Protease pro mg Protein zugegeben und fiir 2 h bei 4°C inkubiert.
Die Kontrolle der Proteolyse erfolgte durch Probennahmen vor der Zugabe und zu
verschiedenen Zeiten wihrend der Spaltung mit Analyse dieser durch eine SDS-PAGE
(Kapitel 2.2).
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Zur Trennung des HckSH3-Proteins von der Protease und vom abgespaltenen GST-tag
diente eine Groflenausschlusschromatographie.

Verwendete Puffer:

PreScission-Spaltpuffer
50 mM Tris-HCI, pH 7.0
150 mM NaCl

1 mM DTT

1 mM EDTA

2.4.5 Groflenausschluf3-Chromatographie

Die GroBenausschlusschromatographie trennt geloste Molekiile durch ihre unterschiedliche
Permeabilitdt durch eine portse Gelmatrix mit definierter Porengrofle, die sie aufgrund
ihres Molekulargewichtes und ihrer Form haben. Somit kénnen Molekiile abhéngig
von ihrer Grofle unterschiedlich tief in die Gelmatrix eindringen, legen dadurch einen
entsprechend unterschiedlich langen Weg durch die Sdule zuriick und werden somit zu
unterschiedlichen Zeiten eluiert, wobei sie umso friither eluiert werden, je grofer sie sind.
Um das HckSH3-Protein vom abgespaltenen GST-Affinitéts-tag sowie von der PreScission-
Protease zu trennen, wurde eine Groflenausschlusschromatographie mittels einer ”Hil.oad
26/60 Superdex 75 pg”-Saule durchgefiihrt (Amersham Biosciences, Freiburg).

Dazu wurde die Sédule zundchst mit 1,5 Sdulenvolumen NMR-Puffer dquilibiert und die
Probe direkt nach der Proteolyse auf die Sdule injiziert. Die Grofenausschlusschromato-
graphie erfolgte mit einem Fluss von 1,5 ml/min bei einem Gesamtvolumen von 500 ml
NMR-Puffer. Die Elution wurde in Fraktionen von 4,5 ml Volumen gesammelt. Mittels
eines UV-Messgeriites wurde die Extinktion bei 280 nm gemessen und iiber einen Schreiber
aufgezeichnet.

Die Fraktionen, die eine Extinktion bei 280 nm aufwiesen, wurden mittels SDS-PAGE
analysiert. Fraktionen, die das HckSH3-Protein in ausreichender Reinheit enthielten
(> 95%) wurden vereinigt, mittels Ultrafiltrations-Konzentratoren (MWCO=3000 Da)
bis zu 3 mM aufkonzentriert und bis zum weiteren Gebrauch lyophylisiert.

Verwendete Puffer:

NMR-Puffer
20 mM KPOy
20 mM NaCl
pH 6.7
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2.5 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine Methode zur Untersuchung zahlreicher struktureller
und dynamischer Eigenschaften von Biomolekiilen. Bei der Fluoreszenzspektroskopie wird
ein System mit fluoreszenten Eigenschaften durch Anregung mit Licht einer geeigneten
Wellenlénge in einen elektronisch angeregten Zustand versetzt. Durch spontane Emission
von Licht, welches detektiert wird, fallt das System in seinen Grundzustand zuriick.

Die hier verwendete Methodik der Fluoreszenz-Titration dient zur Bestimmung der Disso-
ziationskonstante (Kp-Wert) einer Substrat-Liganden-Wechselwirkung. Dabei wird ein mit
einem fluoreszierenden Dye (Fluorophor) markiertes Substrat vorgelegt und der Ligand
in mehreren Schritten hinzugeben. Durch die Bindung des Liganden an das Substrat und
die damit verbundenen Konformationséinderungen (Anderung der chemischen Umgebung)
verdndern sich auch die fluoreszenten Eigenschaften des Fluorophors. Die Messung dieser
Fluoreszenzénderung dient zur Berechnung des Kp-Wertes der Bindung (Kapitel 2.5.1).
Die Aminosduren Tyrosin, Phenylalanin und vor allem Tryptophan besitzen intrinsi-
sche fluoreszierende Eigenschaften, so dass diese Reste bei Proteinen ebenfalls fiir die
Fluoreszenz-Titration verwendet werden konnen. Da im Fall von HckSH3 zwei Trypto-
phanreste im Bereich der bekannten Peptid-Bindungsstelle liegen (W113 und W114),
wurden diese zur Messung der Fluoreszenzénderung bei Zugabe der Peptidliganden
verwendet. Die Anregungswellenldnge des Tryptophan-Indolrings liegt bei etwa 280 nm,
die Fluoreszenzemission bei 300 bis 350 nm (Lottspeich & Zorbas, 1998).

Die Messungen wurden an einem PerkinElmer LS55 Luminescence Photometer (PerkinEl-
mer, Boston, USA) durchgefiihrt, die Anregungswellenlénge wurde auf 290 nm eingestellt
und der Detektor auf die Emissionswellenldnge von 345 nm justiert, die Spaltbreite betrug
je 6 nm fiir beide Wellenldngen. Es wurden 0,5 M HckSH3 in 1,6 ml PBS-Puffer mit 1
mM DTT in einer 2 ml Quarzkiivette (Hella, Miillheim) bei 21,5°C (Thermo Haake 10)
vorgelegt. Die in HyO gelosten Peptide wurden in verschiedenen Konzentrationen unter
rithren hinzu titriert und die Fluoreszenzintensitdt nach einer Minute Wartezeit fiir 30
Sekunden aufgenommen (300 Datenpunkte). Sobald keine signifikanten Anderungen der
Tryptophan-Fluoreszenz mehr erkennbar waren, wurde die Titration beendet. Die Titra-
tionsreihen wurden durch Mehrfachbestimmungen verifiziert, die Hintergrundfluoreszenz
durch eine Kontrollmessung bestimmt, bei der statt der Peptide HyO zu HckSH3 gegeben
wurde. Bei Peptiden, die ein Tyrosinrest in ihrer Aminosiduresequenz besitzen, musste
bei der Kontrollmessung Tyrosinamid in gleicher molarer Konzentration zu HckSH3
titriert werden, da sich die Fluoreszenzanregungs- und -emissionswellenléngen von Tyrosin
(Anregungswellenlinge 274 nm, Emissionswellenldnge etwa 300 nm) und Tryptophan
iiberschneiden.
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2.5.1 Dissoziationskonstanten-Bestimmung mittels Fluoreszenz-
spektroskopie

Die Bindungsaffinitdt zweier Proteine lédsst sich durch die Dissoziationskonstante (Kp-
Wert) charakterisieren. Sie ist definiert als der Quotient aus Assoziationsrate und Disso-
ziationsrate des Komplexes oder der Konzentrationen der dissoziierten Molekiile und der
Konzentration der assoziierten Molekiile in einer Losung (Gleichung 2.2).

kon o [S] i [L]

K = =
P Fogy [SL]

(2.2)

Kp = Dissoziationskonstante [M]

kon = Assoziationsrate des Komplexes [s71]
kot = Dissoziationsrate des Komplexes [s7!]
[S] = Konzentration des freien Substrats [M]
[L] = Konzentration des freien Liganden [M]

[SL] = Konzentration des Komplexes aus Substrat und Ligand [M]

Zur Bestimmung des Kp-Wertes der HckSH3:PD1-Bindung aus den Fluoreszenz-
Titrationsexperimenten wurden die 300 Datenpunkte pro Titrationsschritt gemittelt und
die Werte der Kontrollmessung abgezogen. Anschliessend wurde der Kp-Wert durch nichtli-
neare Regression unter Annahme einer einfachen biomolekularen Reaktion (nach Gleichung
2.3) mit Hilfe des Programms SigmaPlot (Version 8.0) aus den Daten abgeschétzt.

[Sges] + [LQGS] + K ([Sges] + [Lges] + K )2 (Fmax - szn)
2 L \/ 4 bl [SgeS] ' [Lgeso ' T

(2.3)

Kp = Dissoziationskonstante [M]

F' = Fluoreszenzintensitit des Substrats bei der entsprechenden Ligandenkonzentration
F,.:n = Fluoreszenzintensitit des Substrats bei Titrationsstart

Fiax = Fluoreszenzintensitét des Substrats bei geséttigter Ligandenkonzentration
[Sges| = Gesamtkonzentration des Substrats [M]

[Sges) = Gesamtkonzentration des Liganden [M]
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2.6 Kernresonanzspektroskopie

Die NMR-Experimente wurden an Varian YVTY INOVA-Spektrometern durchgefiihrt mit
Protonenresonanzen von 600 MHz bzw. 800 MHz. Es wurden Varian 5 mm Z-PFG-
TH{13C,'"®N}- und XYZ-PFG-'H{!3C,'*N}-Probenkopfe verwendet. Die Experimente wur-
den bei 25°C durchgefiihrt. Zur Prozessierung der NMR-Spektren wurden die Programme
VNMRJ (Version 1.1d; Varian, Inc.) oder NMRPipe (Version 2.3; Delaglio et al., 1995) ver-
wendet, das Programm CARA (Version 1.3.1; Keller, 2004) wurde fiir die Visualisierung
und Analyse der NMR-Spektren genutzt.

2.6.1 Probenvorbereitung

Die NMR-Probenréhrchen (BMS-005V; Shigemi, Tokio) wurden mit sterilem Wasser aus-
gespiilt und in Vakuum getrocknet. Das [U-'3C, U-'°N]-HckSH3-Protein befand sich nach
der Groflenausschlusschromatographie bereits in NMR-Puffer, wurde auf 1,3 mM konzen-
triert und mit 7% (v/v) D2O und 0,02% Natriumazid versetzt. Das lyophylisierte, nicht-
isotopenangereicherte Peptid PD1 wurde ebenfalls in NMR-Puffer aufgenommen und im
dquimolaren Verhaltnis zur HckSH3-Probe hinzugegeben, welche fiir die Strukturbestim-
mung des HckSH3:PD1-Komplexes verwendet wurde.

2.6.2 NMR-Experimente

Die Quadraturdetektion in den indirekten Spektraldimensionen wurde mittels der States-
TPPI-Methode erreicht (Marion et al., 1989b). Fiir die Breitband-'*C/*N-Entkopplung
wurden in der Regel GARP-Sequenzen verwendet (Shaka & Keeler, 1987). Als Misch-
sequenz wahrend der TOCSY-Spinlockperioden wurde das DIPSI-3-Schema verwendet
(Shaka et al., 1988), die 'H-Breitbandentkopplung wurde durch die WALTZ-16-Sequenz
erreicht (Shaka et al., 1983).

Die !'H-chemische Verschiebungen wurden auf externes DSS referenziert (dpgs=0,0
ppm). Die 3C- und !N-chemische Verschiebungen wurden mittels der Frequenz-
verhiltnisse v(*H)/v(*3C)=0,251449530 und v(*H)/v(®N)=0,101329118 indirekt auf die
'"H-Methylfrequenz von DSS referenziert (Wishart et al., 1995).

Die Parameter aller verwendeten NMR-Experimente sind in Tabelle 2.5 dargestellt.
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Tabelle 2.5: Akqusitions- und Prozessierungsparameter der verwendeten NMR-Experimente. swl bis sw3: aufgenommene spektrale Weite in der
jeweiligen Dimension, t1 bis t3: aufgenommene komplexe Punkte in der jeweiligen Dimension, nt: Anzahl der Wiederholung der Experimente,
d1: Delayzeit zwischen zwei Experimenten, mix: Mischzeit in TOCSY- oder NOESY-Experimenten, 1N /13C: Trigerfrequenz fiir den jeweiligen
Kern, wy bis w3: Anzahl der realen Punkte nach Prozessierung (Fourier-Transformation, Zero-Filling und Einschrinkung der spektralen Weite)
in der jeweiligen Dimension.

Experiment SW1 t1 SWo to SW3 t3 nt dl mix BN 3¢ w1 w2 w3
[ppm] [Pkt] [ppm] [Pkt] [ppm] [Pkt] [s] [ms] [ppm] [ppm] [Pkt] [Pkt] [Pkt]
2D (T°N-TH)-HSQC (HckSH3) 20,0 2040 26,4 200 - - 4 1,25 - 119,2 - 799 4096 -

D (Y*N-'H)-HSQC 20,0 2048 27,6 400 - - 2 1,25 - 1195 - 799 4096 -
2D (1°N-1H)-HSQC (HckSH3; D20) 14,0 1434 288 160 - - 4 1,20 - 119,2 - 2344 4096 -

D (15N-1H)-HSQC (D20) 14,0 1434 28,8 160 - - 4 1,20 - 119,2 - 2344 4096 -

D (}3C-TH)-HSQC (aliphatisch) 16,3 1534 67,1 700 - - 16 1,40 - - 41,9 757 2048 -
2D (13C-1H)-HSQC (aromatisch) 16,3 1534 27,3 146 - - 32 1,40 - - 126,5 1008 4096 -
2D (HB)CB(CGCD)HD (aromatisch) 16,3 1534 19,9 66 - - 128 1,50 - - 36,6 2268 4096 -
2D (HB)CB(CGCDCE)HE (aromatisch) 16,3 1534 19,9 66 - - 256 1,50 - - 36,6 2268 4096 -
3D HNHA 20,0 1536 11,3 220 27,5 76 8 1,00 - 1195 - 359 512 256
3D HNCO 20,0 2048 11,5 80 27,5 76 4 1,25 - 119,5 176,1 359 512 256
3D HNCACB (HckSH3) 20,0 1536 57,7 200 26,4 52 16 1,40 - 119,2 46,8 359 512 128
3D HNCACB 20,0 1536 58,0 240 27,5 82 8 1,00 - 119,5 44,8 359 512 256
3D HN(CO)CA (HckSH3) 20,0 2040 27,2 110 26,4 60 8 1,20 - 119,2 54,6 359 512 128
3D H(CCO)NH 20,0 1536 9,7 200 27,5 80 8 1,50 12,1 119,5 - 359 512 512
3D (H)C(CO)NH 20,0 1536 66,3 256 27,5 76 8 1,50 12,1 119,5 40,2 359 512 256
3D HCCH-COSY 20,0 1536 9,5 180 63,0 230 8 1,35 - - 41,7 615 322 512
3D HCCH-TOCSY 20,0 2040 9,5 190 63,0 220 4 1,30 15,6 - 41,7 615 322 512
3D ('H-'H-'°N)-NOESY-HSQC 16,3 2048 10,8 340 27,6 84 8 1,52 120 119,7 - 442 1024 128
3D (1H-'3C-1H)-HSQC-NOESY (aliphat.) 16,3 1534 6,1 140 37,2 140 16 1,13 100 - 29,2 1260 1024 256
3D (1H-'3C-'H)-HSQC-NOESY (aromat.) 16,3 1534 23 80 22,3 180 16 1,50 150 - 124,9 1260 512 256
2D (13C/15N)-gefiltertes COSY 16,7 1400 10,8 400 - - 128 1,50 - - - 8192 2048 -
2D (13C/15N)-gefiltertes TOCSY 16,7 2002 10,8 400 - - 128 1,50 100 - - 5401 2048 -
2D (13C/15N)-gefiltertes NOESY 16,7 3072 10,8 400 - - 96 2,00 120 - - 8192 2048 -
3D (13C/15N)-gefilt. /edit. NOESY-HSQC 15,0 1536 10,6 200 39,4/ 100 16 1,30 150 119,7 67,3 2048 512 128
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2.6.2.1 Experimente zur Resonanzzuordnung

Fiir die Proben des HckSH3:PD1-Komplexes und die von freier HckSH3 wurden zunéchst
eindimensionale Protonenspektren aufgenommen, die Unterdriickung des Wassersignals
erfolgte durch die WATERGATE-Technik (Piotto et al., 1992).

Als Ausgangsspektren fiir die Zuordnung von freier [U-'3C, U-N]-HckSH3 wurde ein
heteronukleares 2D Einbindungs-Korrelationsexperiment (HSQC) fiir die ('H, 'SN)-
Korrelationen (Bodenhausen & Ruben, 1980; Grzesiek & Bax, 1993) aufgenommen. Fiir
den Komplex von [U-'3C, U-'"N]-HckSH3 und PD1 zusitzlich ein 2D-HSQC fiir (*H,
13C)-Korrelationen (Kay et al., 1992). Die (*H, !3C)-Korrelationen wurden in getrennten
Spektren fiir die aliphatischen und aromatischen Kohlenstoff-Verschiebungsbereiche
aufgenommen.

Die sequenzspezifische Resonanzzuordnung wurde mit Hilfe folgender 3D Tripelresonanz-
spektren vorgenommen:

Fiir die Probe von freier HckSH3 wurden ein 3D HNCACB- (Wittekind & Mueller,
1993) und ein 3D HNCOCA-Spektrum (Yamazaki et al., 1994) aufgenommen, da hier
nur die Amidprotonen zugeordnet werden sollten. Die Bindung des Peptids PD1 an
die Hck SH3-Doméne zeigt einen langsamen Austausch relativ zur NMR-Zeitskala. Die
hohe Bindungsaffinitdt von PD1 zu HckSH3 resultiert in einer langsamen Austauschrate
zwischen freiem und gebundenem Zustand von HckSH3 relativ zu den Anderungen der
chemischen Verschiebungen zwischen den beobachteten Resonanzfrequenzen der N- und
HY-Kerne des HckSH3-Proteins im freien und gebundenen Zustand. Dadurch verschwin-
den die ('H, 'SN)-Korrelationssignale von freier HckSH3 im (**N-'H)-HSQC-Spektrum
bei Zugabe des Peptids und die (*H, '°N)-Korrelationssignale von PD1-gebundener
HckSH3 tauchen bei anderen chemischen Verschiebungen auf. Somit mufl die Zuordnung
der Amidgruppen-Resonanzen von HckSH3 im freien und gebundenen Zustand getrennt
erfolgen, um die Bindungsstelle anhand des (**N-'H)-HSQC zu kartieren.

Im Fall des HckSH3:PD1-Komplexes wurden fiir die Zuordnung der Proteinriickgrat-Atome
ein HNCO- (Ikura et al., 1990), ein HNCACB- und ein HNHA-Spektrum (Vuister & Bax,
1993) verwendet. Die Aminosdure-Seitenketten wurden mittels HCCH-COSY- (Bax et al.,
1990), HCCH-TOCSY- (Mischzeit 15,6 ms; Bax et al., 1990), (H)C(CO)NH-TOCSY-
(Mischzeit 12,1 ms; Grzesiek et al., 1993) und H(CCO)NH-TOCSY-Experimenten (Misch-
zeit 12,1 ms; Grzesiek et al., 1993) zugeordnet. Fiir die Zuordnung der aromatischen
Seitenketten diente zusétzlich ein 2D-(HB)CB(CGCD)HD- (Yamazaki et al., 1993) und
ein 2D-(HB)CB(CGCDCE)HE-Spektrum (Yamazaki et al., 1993). Auflerdem wurde ein
aromatenselektives ('H-'3C-'H)-HSQC-NOESY-Spektrum zuhilfe genommen. Fiir die Zu-
ordnung der Seitenketten-Amidgruppen diente ein (*H-'H-'N)-NOESY-HSQC-Spektrum
(Kapitel 2.6.2.2).

Fiir die Zuordnung der Protonenresonanzen von PD1 wurden 2D isotopengefilterte Expe-

rimente aufgenommen:
Ein (*C/N)-gefiltertes COSY-, ein (**C/'N)-gefiltertes TOCSY- (Mischzeit 100 ms)
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und ein (13C/'°N)-gefiltertes NOESY-Spektrum (Mischzeit 120 ms; Tkura & Bax, 1992).
In diesen Filterexperimenten werden die Signale der an 3C und N gebundenen Proto-
nen von isotopenmarkierter HckSH3 unterdriickt, so dass nur die Protonenresonanzen des
nicht-isotopenmarkierten Peptids gemessen werden.

2.6.2.2 NOE-Spektroskopie

Zur Bestimmung der NOE-Interaktionen zwischen 'H-Spins, aus denen die Distanzein-
schrankungen fiir die spétere Strukturberechnung gewonnen werden, wurden folgende 3D
NOE-Spektren des HckSH3:PD1-Komplexes aufgenommen:

Ein (*H-'H-*N)-NOESY-HSQC- (Mischzeit 120 ms; Zuiderweg & Fesik, 1989), ein alipha-
tenselektives ('H-'*C-'H)-HSQC-NOESY- (Mischzeit 100 ms) und ein aromatenselektives
(*H-13C-'H)-HSQC-NOESY-Spektrum (Mischzeit 150 ms; Norwood et al., 1990).

Fiir die NOE-Interaktionen zwischen den *H-Spins des ungelabelten Peptids wurde zusétz-
lich ein (*¥C/'N)-gefiltertes NOE-Spektrum aufgenommen (Kapitel 2.6.2.1).

Zur Bestimmung der intermolekularen "H-NOE-Interaktionen wurde ein 3D (!3C/!®N)-
gefiltertes, (1*C/'®N)-editiertes NOESY-HSQC-Spektrum verwendet (Mischzeit 150 ms;
Zwahlen et al., 1997). Dieses Experiment besitzt eine Pulssequenz-Periode, in der die
Magnetisierung der Protonen, die kovalent an ein *C- oder N-Atom gebunden sind,
unterdriickt werden und eine Periode, in der nur diese Protonenmagnetisierungen selek-
tiert werden. Zwischen diesen beiden Perioden findet der Magnetisierungstransfer zwischen
rdumlich nahestehenden Protonen durch den Kern-Overhauser-Effekt statt.

2.6.3 NOE-Zuordnung und Strukturberechnung

Um eine NOE-basierte Strukturbestimmung durchfiihren zu koénnen, miissen die NOE-
Korrelationen in den NOE-Spektren identifiziert und zugeordnet werden. Dieser Prozess
ist sehr langwierig, kann aber mit automatisierten, iterativen Zuordnungsstrategien be-
schleunigt werden.

2.6.3.1 Interproton-Distanzeinschriankungen

Die iterative Identifizierung von NOE-Resonanzen, deren Zuordnung und Kalibrierung
erfolgte mittels des Programms RADAR, ein Software-Paket zur automatischen NOE-
Spektren Analyse. RADAR verkniipft die Programme ATNOS (Herrmann et al., 2002a)
und CANDID (Herrmann et al., 2002b), die auf Raumstrukturberechnungen mittels
Torsionswinkeldynamik durch das Programm DYANA (Giintert et al., 1997) basieren.

In diesem iterativen Prozess, bestehend aus sieben Zyklen, werden mit dem Programm
ATNOS die Basislinien und das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der NOE-Spektren analy-
siert und die potentiellen NOE-Kreuzsignale basierend auf Ubereinstimmung mit den
chemischen Verschiebungen der zugeordneten Protonen identifiziert. Fiir die Zuordnung
der NOE-Kreuzkorrelationen verwendet das Programm CANDID ebenfalls die chemi-
schen Verschiebungen in den vorgegebenen Zuordnungstabellen, zusétzlich die Présenz
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von symmetischen Kreuzkorrelationen, Konsistenz von Zuordnungs-Netzwerken und
Kompatibilitdt mit der kovalenten Polypeptid-Struktur. Nach der Zuordnung erfolgt die
Kalibrierung der 'H-'H-NOE-Korrelationen mittels einer Peak-Integrationsroutine zu
distanzeinschrinkenden Strukturparametern, die einen maximalen rédumlichen Abstand
zwischen den NOE-korrelierten Protonen beschreiben (obere Distanzeinschréinkung;
Giintert et al., 1991). Artefakte und unklare NOE-Korrelationen werden entfernt und
die verbleibenden struktureinschrankenden Parameter zur Strukturberechnung durch
den Torsionswinkeldynamik-Algorithmus DYANA verwendet. Die daraus resultierenden
Strukturscharen dienen ab dem zweiten Zyklus den Programmen ATNOS und CANDID
als zusitzliche Einschrinkung zur Identifizierung und Zuordnung weiterer 'H-'H-NOE-
Korrelationen.

Mit diesem Verfahren wurden die Distanzeinschrinkungen aus dem 3D (*H-'°N)-NOESY-
HSQC-Spektrum, den aliphaten- und aromatenselektiven 3D (*H-!'3C)-HSQC-NOESY-
Spektren sowie dem 2D (13C/15N)-gefiltertes NOE-Spektrum erhalten. Fiir die chemische
Verschiebung in den Protonendimensionen wurde eine Toleranz von 0,025 ppm, fiir chemi-
sche Verschiebungen in der Heterokerndimension eine Toleranz von 0,4 ppm zugesprochen.
Die intermolekularen Interproton-Distanzeinschrinkungen aus dem 3D (**C/!®N)-
gefilterten, (¥C/N)-editierten NOESY-HSQC-Spektrum wurden manuell zugeordnet.
Dazu wurden die NOEs nach ihrer Intensitédt in drei Klassen unterteilt und die oberen
Distanzeinschrankungen dementsprechend fiir die Strukturberechnung zugeordnet (Ohlen-
schlager et al., 1998):

NOE-Stiarke Obere Distanzeinschrankung Obere Distanzeinschrankung
Methin- & Methylengruppen-Protonen Methylgruppen-Protonen

stark 2,7A 2,9A

mittel 3,8A 4,0A

schwach 5,5A 5,7A

Dies war erforderlich, da in diesem NOESY-HSQC-Spektrum die fiir die Intensitétsre-
ferenzierung benotigten NOE-Korrelationen (NOEs, deren korrespondierende Abstédnde
aufgrund der intraresidualen Topologie von Aminosdureresten (z.B. HP2-H%-Abstiinde,
H*-HA-Abstinde, H-H»-Abstinde) festgelegt sind) nicht vorhanden waren. Die
Intensitétsreferenzierung der intermolekularen NOE-Korrelationen erfolgte iiber die
intermolekularen NOE-Kreuzsignale, die auch in den nicht-gefilterten heteronuklearen 3D
(*H-'H)-NOE-Spektren identifiziert werden konnten. In diesen Spektren sind auch die fiir
die Intensititsreferenzierung bendtigten NOE-Korrelationen vorhanden.

Bei NOE-Korrelationen, die von Methylgruppen ausgehen, wurden um jeweils 0,2 A
groflere Werte fiir die oberen Distanzeinschrinkungen verwendet (Clore et al., 1987).
Diese intermolekularen oberen Distanzeinschrankungen wurden von dem Programm
DYANA ebenfalls zur Strukturberechnung benutzt.
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2.6.3.2 Strukturberechnung

Bei der Berechnung der dreidimensionalen Struktur des HckSH3:PD1-Komplexes mittels
DYANA wurde eine Schar von 100 Strukturen in Zufalls-Anfangskonformationen in
einer Molekulardynamik im Torsionswinkelraum mit 20000 Schritten berechnet. Die
Aminosauretypen Arginin und Lysin wurden dabei in einer positiv geladenen, Asparagin-
und Glutaminséure in negativ geladener und Histidin in einer elektroneutralen Topo-
logie berechnet. Fiir Methyl- und Methylengruppen sowie fiir rotationssymmetrische
Protonenpositionen (z.B. H’- und He-Positionen in Tyrosin- und Phenylalaninresten)
wurden Pseudoatome definiert und eine entsprechende Korrektur der betreffenden
Abstandseinschrankungen durchgefithrt (Wiithrich et al., 1983). Als experimentelle
Struktureinschrankungen dienten die oberen Abstandseinschriankungen aus CANDID und
die manuell zugeordneten, intermolekularen oberen Abstandseinschriankungen (Kapitel
2.6.3). Da im Programm DYANA nur sequentiell verbundene Topologien berechnet werden
kénnen, wurde das carboxyterminale Ende der HckSH3-Aminoséuresequenz iiber eine aus
32 Pseudoatomen bestehende Kette mit dem aminoterminalen Ende der PD1-Sequenz
verbunden. Diese Pseudoatome besitzen frei rotierbare dihedrale Winkel, keine sterische
Repulsion und eine Bindungslénge von je 5 A. Durch die Linge und die fehlende Repulsion
der Kette wird gewéhrleistet, dass durch diese Verkniipfung keine Einschrénkung in der
relativen Orientierung des Peptids zum Protein erfolgt.

Die aus den Strukturberechnungen resultierenden Strukturen wurden mit dem Programm
MOLMOL (Koradi et al., 1996) visualisiert und analysiert. Die Bewertung der Strukturen
erfolgte mittels PROCHECK-NMR (Laskowski et al., 1996). Die Strukturabbildungen
wurden mit den Programmen MOLMOL erzeugt und mittels POV-Ray (Vision Raytracer
Pty. Ltd., Australia) bearbeitet.

Um die Unterscheidung von Peptid- und HckSH3-Aminosduren zu vereinfachen, werden
die Peptidreste im Dreibuchstaben-Aminosidure-Kode, die von HckSH3 im Einbuchstaben-
Aminosaure-Kode abgekiirzt.

2.6.4 Kartierung der Bindungsstelle aus Analyse der Differenz
der chemischen Verschiebungen bei Peptidbindung

Die Bindung eines Liganden an ein Protein verursacht insbesondere fiir die Aminoséure-
reste in der Bindungsregion eine Verdnderung in der chemischen Umgebung ihrer Atome.
Dies fithrt wiederum zu einer Anderung der chemischen Verschiebung der Resonanzen
dieser Atome in den NMR-Spektren. Somit kann durch Analyse dieser Anderungen das
Bindungsepitop des Liganden an das Protein bestimmt werden.

Um die Bindungsstelle von PD1 an HckSH3 zu kartieren, wurden die Anderungen
der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen- und Amidstickstoffresonanzen des
Proteinriickgrats in den (P*N-'H)-HSQC-Spektren von HckSH3 vom freien zum PDI-
gebundenem Zustand (PD1 im dquimolaren Verhéltnis zu HckSH3) analysiert.

Die Differenzen wurden aus den chemischen Verschiebungen der Amidprotonen- und
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Amidstickstoffresonanzen im freien und gebundenen Zustand getrennt ermittelt, intern auf
die maximal auftretende chemische Verschiebungsédnderung normiert (Gleichungen 2.4 und
2.5) und anschliessend mit Gleichung 2.6 (nach Schweimer et al., 2002) zusammengefasst.

AG(HY) = % (2.4) AG,(N) = % (2.5)
Abpn = /BT + (0,1 Bon(N))? (2.6)

A6, (HN) = normierte Differenz der chemischen Verschiebungen fiir HY
A, (N) = normierte Differenz der chemischen Verschiebungen fiir N
AS(HYN) = Differenz der chemischen Verschiebungen fiir HV [ppm]

AJ(N) = Differenz der chemischen Verschiebungen fiir N [ppm]

Abmar(HN) = Beobachtete maximale chemische Verschiebung fiir HY [ppm]
Admaz(N) = Beobachtete maximale chemische Verschiebung fiir N [ppm]
Adpn_n = Differenz der chemischen Verschiebungen fiir Y und N [ppm]

39



40



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Expression und Reinigung des rekombinanten
Proteins HckSH3 aus E. col:

Der fiir das Fusionsprotein GST-HckSH3 kodierende Expressionsvektor war zu Beginn der
Arbeit bereits vorhanden (Tran, 2005). Er enthélt ein Gen fiir Glutathion-S-Transferase
(GST) gefolgt von einem Sequenzabschnitt, der fiir die PreScission-Protease-Schnittstelle
kodiert. In 3’-Richtung nach diesem Sequenzabschnitt wurde das fiir die Hck SH3-Doméne
kodierende DNA-Fragment in den Vektor kloniert. Der Vektor erlaubt die Uberexpression
von loslichem und nativ gefaltetem HckSH3 als Fusionsprotein mit GST in E. coli Zellen.
Der GST-tag erméglicht generell eine Aufreinigung des Fusionspartners nach Zelllyse mit-
tels Affinitdtschromatographie an Glutathion-Sepharose. Nach Aufreinigung des Proteins
ermoglicht die Protease-Schnittstelle die GST-Abspaltung von HckSH3 mittels PreScission
Protease.

60 70 80 920
gplgs PGPNSHNSNTPGIREAG‘SED IIVVALYDYEAIHHEDLSFQ
I
Ba RT
100 110 120 130 140

KGDOQMVVLEESGEWWKARSLATRKEGYIPSNYVARVDSLET
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Bb n-Src Bc distal Bd 3,, Be

Abbildung 3.1: Aminosduresequenz der Hck SH3-Doméne im Einbuchstaben-Aminosiure-Kode. Kleine
Buchstaben kennzeichnen die Aminoséuren, die nach der Proteolyse des Fusionsproteins mittels PreScission
Protease am Aminoterminus von HckSH3 verbleiben und nicht zur Wildtyp-Sequenz des Proteins gehoren.
Die Sekundirstrukturelemente sind schematisch dargestellt (nach Horita et al., 1998).

Das verwendete HckSH3-Protein beinhaltet die Aminosduren P60 bis T140 der Hck-
Sequenz. Die Reste P60 bis G76 gehoren strukturell zur Hck Unique-Doméne. Diese 17
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Aminoséduren dienten als Linker zwischen GST und der Hck SH3-Doméne zur Gewéhrlei-
stung einer ausreichend hohen Spalteffizienz der PreScission Protease.

Aminoterminal verbleiben nach Proteolyse des Fusionsproteins auflerdem fiinf weitere Re-
ste (GPLGS), die nicht zur Wildtyp-Sequenz von HckSH3 gehoren (Abbildung 3.1).

350 w — ) g GST-HckSH3-
. “ Fusionsprotein

14,4

Abbildung 3.2: 15% SDS-PAGE der Expression (A) und Reinigung des GST-HckSH3-Fusionsproteins
(B). A Spur 1: Protein Marker, Spur 2: Zellsuspension nach 5 h Expression, Spur 3: Zellsuspension vor
Induktion. B Spur 1: Protein Marker, Spur 2: Rohextrakt nach Zellaufschluss und Zentrifugation, Spur
3: Zellpellet, Spur 4: Durchfluss des Saulenauftrags, Spur 5: Waschen, Spuren 6-9: Elutionen, Spur 10:
Sdulenmaterial.

Fiir die Raumstrukturaufklirung wurde *C- und N-isotopenmarkiertes HckSH3-Protein
bendtigt, daher wurde die Expression in mit ¥*C-Glukose und *N-Ammoniumchlorid ver-
setztem M9-Minimalmedium durchgefiihrt. Fiir die Fluoreszenztitrationsexperimente wur-
de das rekombinante HckSH3-Protein in LB-Medium exprimiert. Mit der Vektor-DNA
wurde der Expressionsstamm FE. coli BL21 transformiert. Diese Transformanden wurden
in Medium angeimpft, nach Erreichen einer optische Dichte (ODgp) von 0,6 bis 0,8 mit
1 mM IPTG induziert und nach 5 h Expressionszeit abzentrifugiert (Kapitel 2.4.1). Pro
Liter Medium wurden Bakterienpellets mit 2 bis 3 g Nasszellgewicht gewonnen und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zur Reinigung des Proteins wurden die Zellpellets in GST-Lysepuffer resuspendiert, mittels
Ultraschall aufgeschossen und der zellfreie Rohextrakt anschlieBend durch Zentrifugation
von Zellresten und unloslichen Bestandteilen getrennt (Kapitel 2.4.2).

Das GST-HckSH3-Fusionsprotein wurde mittels Affinitétschromatographie an GSH-
Sepharose gereinigt (Kapitel 2.4.3). Die Ausbeute nach Elution des Fusionsproteins von
der Saule betrug etwa 50 mg/l. Expression und Affinitdtschromatographie wurden mittels
SDS-PAGE kontrolliert (Abbildung 3.2).

Im Anschlufl wurde GST mittels PreScission-Protease vom HckSH3-Protein abgespalten
(Kapitel 2.4.4) und die Spaltprodukte durch Groflenausschlusschromatographie getrennt
(Kapitel 2.4.5).

Die Groflenausschlusschromatographie diente auflerdem dem Umpuffern des Proteins. Spal-
tung und GroéBenausschlusschromatographie wurden mittels SDS-PAGE kontrolliert (Ab-
bildung 3.3).
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Nach der GroBlenausschlusschromatographie lag die HckSH3-Probe im Puffer fiir die NMR-
Experimente vor, die Ausbeute betrug etwa 12 mg/l in einer Reinheit > 95%. Es wurden

zwei Proben mit einer Endkonzentration von etwa 1,

3 mM HckSH3 hergestellt, wobei eine

der Proben in einem &quimolaren Verhéltnis mit dem Peptid PD1 versetzt wurde.
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Abbildung 3.3: A Chromatogramm der Groflenausschlusschromatographie des Proteolyseansatzes des

GST-HckSH3-Fusionsproteins. B 15% SDS-PAGE von Frakt
Spur 1: Protein Marker, Spuren 2-6: Elutionsfraktionen der

ionen der Groéflenausschlusschromatographie.
GrofBenausschlusschromatographie-Reinigung

des Proteolyseansatzes aus (A). C 15% SDS-PAGE der Spaltung des Fusionsproteins. Spur 1: GST-

HckSH3-Fusionsprotein vor Zugabe der PreScission Protease
Spur 3: Protein Marker.
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3.2 Fluoreszenztitrations-Experimente mit PD1-
Mutanten

Da die PD1-Aminosédurereste Lys3 und Tyr4 an den Positionen P_4 und P_3 ungewthnlich
fiir Liganden von Src-Typ SH3-Doménen sind, sollte ihr Einfluss auf die Bindungsaffinitét
des Peptids zu HckSH3 untersucht werden.

Dazu wurde die Bindungsaffinitét zweier Peptide (PD1-K(-4)A und PDI1-Y(-3)A) zu
HckSH3 mittels Fluoreszenz-Titration ermittelt. Beim Peptid PD1-K(-4)A wurde die Ami-
noséure Lys3 durch einen Alaninrest (HSAYPLPPLPSL), beim Peptid PD1-Y(-3)A der
Rest Tyr4 durch einen Alaninrest (HSKAPLPPLPSL) substituiert.

Gemessen wurde die Anderung der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz bei Zugabe des
jeweiligen Peptids (Kapitel 2.5). Aus der resultierenden Titrationskurve wurde die Disso-
ziationskonstante des Komplexes bestimmt (Kapitel 2.5.1). Zusétzlich zu den beiden Pep-
tiden wurden auch die Kp-Werte der Peptide PD1 und PD1-Y(-3)R (HSKRPLPPLPSL)
zu HckSH3, die bereits von Tran (2005) bestimmt wurden, erneut ermittelt, um die Affi-
nitdten der vier Peptide innerhalb einer Messreihe miteinander vergleichen zu koénnen.
Die Anderungen der Fluoreszenzintensitéten in Abhéngigkeit von den Peptidkonzentra-
tionen ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Die ermittelten Kp-Werte der HckSH3:Peptid-
Komplexe aus der nichtlinearen Regressionrechnung nach Gleichung 2.3 sind in Tabelle 3.1
aufgelistet.

; Tabelle 3.1: Dissoziationskonstanten der Inter-
Peptid Kp-Wert [;:M] aktionen von HckSH3 mit den Peptiden PDI,
PDI1 0,33 = 0,02 PD1-Y(-4)R, PDI-K(-4)A und PDI-Y(-3)A
PDl—Y(—3)R 0,66 £+ 0,02 aus den Fluoreszenz-Titrationsexperimenten.
PDI1-K(-4)A 3,11 £+ 0,18 Die Berechnung erfolgte mittels nichtlinearer
PD1-Y(-3)A 15,89 £ 0,27 Re%ression der Fluoreszenzdaten (Gleichung

2.3).

Die ermittelten Kp-Werte fiir den HckSH3:PD1- und den HckSH3:PD1-Y(-4)R-Komplex
sind etwas hoher als die Werte von Tran (2005; Kp(PD1) = 0,23 £+ 0,03uM,
Kp(PD1-Y(-3)R) = 0,47 £ 0,02uM). Die Dissoziationskonstante fiir das PD1-Peptid
liegt aber auch hier um etwa einen Faktor zwei unter der fiir das PD1-Y(-3)R-Peptid,
was die hohere Affinitdt von PD1 zu HckSH3 bestétigt. Die Affinitdten der mutierten
PD1-Peptide zu HckSH3 sind deutlich geringer als fiir PD1 (9fach fiir PD1-K(-4)A und
48fach fir PD1-Y(-3)A).
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Abbildung 3.4: Fluoreszenz-Titration der Peptide PD1 (A), PD1-Y(-3)R (B), PD1-K(-4)A (C) und
PD1-Y(-3)A (D) zu HckSH3. Dargestellt sind die prozentualen Fluoreszenzintensitétswerte nach Abzug
des Hintergrundes (schwarze Punkte) sowie der Fit der nichtlinearen Regressionsrechnung unter Annahme
einer einfachen, biomolekularen Reaktion an die Datenpunkte (durchgezogene Linie).

3.3 Sequenzspezifische Resonanzzuordnung

Die (N-'H)-Einbindungskorrelations-(HSQC)-Spektren von HckSH3 im freien und gebun-
denen Zustand (Abbildungen 3.5 A und B) zeigen sowohl fiir Protonen als auch fiir den He-
terokern '°N eine ausreichende Dispersion zur Zuordnung der Resonanzen mittels zwei- und
dreidimensionaler NMR-Spektroskopie. Das (}3C-'H)-HSQC-Spektrum des HckSH3:PD1-
Komplexes (Abbildung 3.5 C) zeigt ebenfalls eine ausreichende Dispersion in beiden Di-
mensionen. Die grofle Dispersion ist aulerdem ein Indiz dafiir, dass das HckSH3-Protein im
gefalteten Zustand vorliegt, also eine Tertidrstruktur aufweist. Die Spektren zeigen im frei-
en und gebundenen Zustand von HckSH3 einheitliche Signalhalbwertsbreiten, was darauf
hindeutet, dass keine Austauschprozesse zwischen verschiedenen Konformationszustdnden
des Proteins erfolgt, das Protein also sowohl frei als auch gebunden eine homogene, wohl-
definierte Struktur besitzt.

Die Proben waren iiber Monate stabil und zeigten keine Verinderungen (Signalverschiebun-
gen aufgrund Proteolyse) in regelméBig aufgenommenen HSQC-Kontrollspektren. Kleinere
Proteinmengen prézipitierten zwar im Laufe der Zeit, was jedoch keinen negativen Einfluss
auf die NMR-Experimente hatte.
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Abbildung 3.5: Heteronukleare Einbindungskorrelationen von freier HckSH3 und des HckSH3:PD1-
Komplexes. A (¥N-1H)-HSQC-Spektrum von freier HckSH3, B des HckSH3:PD1-Komplexes. Zusam-
mengehorige Resonanzpaare der Asparaginyl- und Glutaminyl-Seitenketten-Amidgruppen sind durch Li-
nien verbunden. C (¥C-'H)-ct-HSQC-Spektrum der aliphatischen, D der aromatischen Region des

HckSH3:PD1-Komplexes.

Ausgehend von der Aminosiuresequenz von HckSH3 (Abbildung 3.1) sind 80 (**N-'H)-
Korrelationssignale im (*N-'H)-HSQC-Spektrum zu erwarten (ohne Prolinreste, die kein
Amidproton besitzen und ohne die aminoterminale Aminosdure, von der aufgrund des
schnellen Austauschs mit dem Losungsmittel kein Signal detektiert wurde). Weiterhin
sind sechsmal je zwei Resonanzen fiir die Seitenketten-Amidgruppen der vier Asparagin-
und der zwei Glutaminreste und vier Resonanzen der Seitenketten-Amidgruppen der
Argininreste zu erwarten.
Aus einer Anzahl von 95 Korrelationen im (**N-'H)-HSQC-Spektrum von HckSH3 im
Komplex mit dem Peptid PD1 und 91 Korrelationen im Spektrum von freier HckSH3
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ergibt sich daraus das Fehlen eines Riickgrat-Amidgruppensignals fiir den HckSH3:PD1-
Komplex und fiinf fehlende Signale fiir freie HckSH3.

Im (BC-'H)-HSQC-Spektrum zeigen die Resonanzsignale einiger Methylgruppen Hoch-
feldverschiebungen auf, was auf eine hydrophobe Wechselwirkungen oder aromatische
Ringstromeffekte hinweist, denen diese Kerne ausgesetzt sind.

3.3.1 Zuordnung der Proteinriickgrat-Resonanzen der freien Hck
SH3-Domine

Zur Auswertung der HsO/D5O-Austauschraten-Experimente (Kapitel 3.8) und der
Kartierung der HckSH3:PD1-Bindungsstelle (Kapitel 3.6) wurde die sequenzspezifische
Zuordnung der Proteinriickgrat-Amidgruppen (HY und N) von freier HckSH3 benétigt, da
die Interaktion des PD1-Peptids und HckSH3 im langsamen Austausch relativ zur NMR-
Zeitskala stattfindet, wodurch aus der Resonanzzuordnung der ®N-'H-Korrelationen des
HckSH3:PD1-Komplexes nicht auf die **N-'H-Korrelationen von freier HckSH3 geschlossen
werden kann (Kapitel 2.6.2.1).

Die Zuordnung der Proteinriickgrat-Amidgruppen sowie der meisten C%- und Seitenketten-
CB-Resonanzen erfolgte fiir freie HckSH3 durch das 3D Tripelresonanz-Spekrum HNCACB
(Wittekind & Mueller, 1993). In diesem Experiment werden die Amidresonanzen HY
und N mit den C®- und CP-Resonanzen derselben Aminosiure (HN/N; « C/CP)
und gleichzeitig mit den C® und CP-Resonanzen der vorhergehenden Aminosiure
(HN/N; < C*,/CP ) korreliert, wobei letztere Korrelation zu schwiicheren Signal-
intensititen fithrt. Die Unterscheidung der C% und CP-Resonanzen war aufgrund des
180°-Phasenunterschieds der Signale moglich. Die inter- und gleichzeitig intraresiduelle
Korrelation der Amidresonanzen erlaubt somit eine einfache sequenzielle Zuordnung.

Zur Identifizierung der Aminosdurearten dienen einige Eigenheiten bestimmter Ami-
nosauretypen. Glycinresten fehlt die Korrelation zum CP-Atom, Alaninreste zeigen eine
extreme Hochfeldverschiebung der CP-Resonanzen, da es sich hierbei um Methylgruppen
handelt. Die C?-Resonanzen von Serin- und Threoninresten liegen aufgrund der Bindung
zu einem Sauerstoffatom extrem tieffeldverschoben vor. Auf diese Weise konnten nahezu
alle Resonanzen sequenzspezifisch zugeordnet werden. Die sequenzielle Zuordnung wird
allerdings bei Prolinresten aufgrund ihres fehlenden Amidprotons unterbrochen, ebenso
bei den Aminosiuren, deren Amidgruppen-Resonanzen im (*N-'H)-HSQC-Spektrum
nicht detektiert wurden (Kapitel 3.3).

Die Zuordnung der Amidgruppen wurde mittels eines 3D HN(CO)CA-Spektrums (Ya-
mazaki et al., 1994) kontrolliert und weiter vervollstiandigt. Dieses Experiment korreliert

die Amidresonanzen HY und N mit der C*-Resonanz der vorhergehenden Aminosiure
(HY/N; —C2,).
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3.3.2 Zuordnung der Proteinriickgrat-Resonanzen des
HckSH3:PD1-Komplexes

Fiir den HckSH3:PD1-Komplex erfolgte die sequenzspezifische Zuordnung der Prote-
inriickgrat-Amidgruppen (HY und N) sowie der meisten C®- und Seitenketten-CP-
Resonanzen der Hck SH3-Doméne ebenfalls mittels eines 3D HNCACB-Experimentes.
In Abbildung 3.6 ist exemplarisch ein Ausschnitt aus dem 3D HNCACB-Spektrum ge-
zeigt, der die sequenzielle Verkniipfung der chemischen Verschiebungen der Amidgruppen-
Resonanzen verdeutlicht. Zusétzlich zu den in Kapitel 3.3.1 genannten Eigenhei-
ten bestimmter Aminosduretypen diente zudem das 3D Tripelresonanz-Experiment
(H)CC(CO)NH-TOCSY (Grzesiek et al., 1993) zur Identifizierung der Aminosaurearten.
In diesem Experiment werden die Amidgruppen (HY und N) mit allen aliphatischen
Seitenketten-Kohlenstoffatomen der vorhergehenden Aminoséure korreliert, wodurch der
Aminosiuretyp aus Anzahl und chemischer Verschiebung der *C-Seitenkettenresonanzen
bestimmt werden kann.
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Abbildung 3.6: Sequenzspezifische Resonanzzuordnung des Proteinriickgrats des HckSH3:PD1-Komplexes
mittels 3D HNCACB-Spektrum fiir das HckSH3-Sequenzsegment S67 bis D79. ¥C(F1)-'H(F3)-Streifen
sind bei entsprechenden H"V- und N-chemischen Verschiebungen in den Dimensionen F2 und F3 entnommen
und sequentiell angeordnet. Die Konnektivitdten durch die C®- und CP-chemischen Verschiebungen sind
durch Linien gekennzeichnet (C®: rot, C?: blau). Zu erkennen ist der Sequenzabbruch durch P70, die
typische Tieffeldverschiebung der C®-Resonanzen von S67, T69 und S77, die hochfeldverschobene CP-
Resonanz von AT75 sowie die Unterbrechung der C®-Konnektivititen bei G71 und G76.

Die sequenzspezifische Zuordnung der Carbonylkohlenstoffresonanzen erfolgte in dhnlicher
Weise mit Hilfe des 3D HNCO-Experimentes (Ikura et al., 1990), das die Amidgruppen
(HY und N) mit den *3C-Carbonylkohlenstoffen der vorangehenden Aminoséure korreliert.
Die chemischen Verschiebungen der H*-Resonanzen konnten mittels eines 3D HNHA-
(Vuister & Bax, 1993) und eines 3D H(CCO)NH-TOCSY-Spektrums (Grzesiek et al.,
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1993) zugeordnet werden. Ersteres Experiment korreliert die Amidgruppenresonanzen
mit der H®-Resonanz, das zweite Experiment mit allen aliphatischen Seitenketten-
Protonenresonanzen der Vorgénger-Aminosdaure. Fehlende H®-Resonanzen konnten bei
Kenntnis der chemischen Verschiebung des C*-Atoms der entsprechenden Aminoséure aus
dem 3D HNCACB- oder dem 3D (H)CC(CO)NH-TOCSY-Experiment im 2D (**C-'H)-
HSQC-Spektrum verifiziert werden.

3.3.3 Zuordnung der Seitenketten-Resonanzen des
HckSH3:PD1-Komplexes

Die sequenzsperzifische Zuordnung der aliphatischen Seitenkettenresonanzen der Hck
SH3-Doméne erfolgte mittels eines 3D HCCH-COSY- (Bax et al., 1990) und des 3D
(H)CC(CO)NH-TOCSY-Experimentes. Der Vorteil des 3D HCCH-COSY-Experimentes
liegt darin, dass die Zuordnung der Resonanzen nicht iiber die labilen Amidprotonen
erfolgt, sondern iiber die !'3C-gebundenen Protonen. In diesem Experiment werden
diese aliphatischen Seitenketten-Protonen miteinander korreliert, wenn sie {iber zwei
bis drei Bindungen voneinander getrennt sind. So konnten in diesen Spektren auch die
Seitenkettenresonanzen von Aminosiureresten zugeordnet werden, die in den (HY/N)-
editierten Tripelresonanzexperimenten nicht detektierbar waren. Da die sequenziellen
Positionsinformation in diesen Spektren fehlen, wurden 3D NOE-Spektren zur se-
quenzspezifischen Zuordnung dieser Resonanzen zu Hilfe genommen. Ausgehend von
den bekannten chemischen Verschiebungen der H®- und C®-Atome der Aminosiuren
konnen die HP-Resonanzen aus dem 3D HCCH-COSY-Spektrum, die C*-Resonanzen aus
dem 3D (H)CC(CO)NH-TOCSY-Spektrum entnommen und im aliphatischen (*3C-'H)-
HSQC-Spektrum zugeordnet werden. Auf diese Weise erhélt man Schritt fiir Schritt alle
chemischen Verschiebungen von CH-Gruppen-Resonanzen der aliphatischen Seitenkette
jeder Aminosiure. Die Zuordnung wurde mittels eines 3D HCCH-TOCSY- (Bax et al.,
1990) und des 3D H(CCO)NH-TOCSY-Experimentes verifiziert und vervollstédndigt. Die
e-Methylgruppe von M104 wurde im HCCH-TOCSY-Spektrum aufgrund ihrer fehlenden
Kreuzsignale identifiziert und mit Hilfe eines aliphatischen 3D (*H-'3C-'H)-HSQC-
NOESY-Spektrums (Norwood et al., 1990) iiber ihre intraresiduellen NOE-Korrelationen
zugeordnet.

Die sequenzielle Zuordnung der aromatischen Seitenketten erfolgte mittels eines aroma-
tischen (**C-'H)-HSQC-Spektrums (Abbildung 3.5 D) und den 2D (HB)CB(CGCD)HD-
sowie 2D (HB)CB(CGCDCE)HE-Experimenten (Yamazaki et al., 1993). In letzteren
beiden Spektren werden die CP-Resonanzen der Aminosdurereste mit ihren HO- bzw.
H¢-Resonanzen korreliert. Da die C”-Resonanzen bereits bekannt sind und das aromatische
(13C-"H)-HSQC-Spektrum mit maximal 37 zu erwartenden Resonanzen (10 aromatische
Reste) sehr iibersichtlich ist, lassen sich in den meisten Féllen mit Kenntnis der H°-
und Hé-Resonanzen die C°- und C¢-Resonanzen im (Y*C-'H)-HSQC-Spektrum zuordnen.
Zur Kontrolle und Vervollsténdigung dieser Zuordnung wurden z.B. die intraresiduellen
(HA-H®)-, (H°-H¢)- sowie (H-H¢)-NOE-Korrelationen im aromatischen und aliphatischen
3D (*H-'*C-'H)-HSQC-NOESY-Spektrum verwendet.
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Die Zuordnung der NHy- und NH-Seitenketten-Resonanzen erfolgte schlieflich NOE-
basiert iiber ein 3D (*H-'H-'"N)-NOESY-HSQC-Spektrum (Zuiderweg & Fesik, 1989)
sowie die aromatischen und aliphatischen 3D (*H-'3C-'H)-HSQC-NOESY-Spektren.

3.3.4 Zuordnung der Protonen-Resonanzen des PD1-Peptids

Die sequenzspezifische Zuordnung des Peptids wurde mittels 2D isotopengefilterten Ex-
perimenten durchgefiihrt. Verwendet wurden ein 2D (*3C/"N)-gefiltertes COSY-, ein 2D
(13C/'°N)-gefiltertes TOCSY- und ein 2D (3C/N)-gefiltertes NOE-Spektrum (Tkura &
Bax, 1992). In diesen werden nur solche Protonenresonanzen miteinander korreliert, die
nicht an ein ¥C- oder N-Atom kovalent gebunden sind, wodurch alle Protonenresonan-
zen des ¥C- und *N-markierten HckSH3-Proteins ”ausgeblendet” und nur die Protonen-
resonanzen des nicht-isotopenmarkierten PD1-Peptids detektiert werden. Aufgrund der
fehlenden Isotopenmarkierung von PD1 konnten die Heterokerne nicht detektiert werden
und nur die chemischen Verschiebungen der Peptid-Protonen zugeordnet werden.

Die intraresiduelle Zuordnung der Protonenresonanzen erfolgte iiber das (**C/!°N)-
gefilterte COSY-Spektrum und wurde mittels des (**C/°N)-gefilterten TOCSY-Spektrums
verifiziert und vervollstéindigt. Die Aminosdureart konnte iiber die Anzahl und typi-
schen chemischen Verschiebungen der 'H-Seitenkettenresonanzen der verschiedenen Ami-
noséurereste im (*C/1N)-gefilterten TOCSY-Spektrum bestimmt werden. Die sequenzi-
elle Zuordnung erfolgte durch das (**C/'°N)-gefilterte NOE-Spektrum mit Hilfe der NOE-
Korrelationen zwischen der Peptidriickgrat-Amidproton-Resonanz einer Aminosiure und
der H*-Atom-Resonanz der vorangehenden Aminoséure (Abbildung 3.7).
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3.3.5 Vollstindigkeit der Resonanzzuordnung

Fir die freie Hck SH3-Doméne dienten das 3D HNCACB- und 3D HN(CO)CA-
Spektrum lediglich der sequenzspezifischen Zuordnung der Proteinriickgrat-Amidgruppen-
Resonanzen (HY und N), da diese Zuordnung fiir die Auswertung der H,O/D,O-
Austauschraten-Experimente (Kapitel 3.8) und die Kartierung der HckSH3:PD1-
Bindungsstelle (Kapitel 3.6) benétigt wurde. Im (*N-'H)-HSQC-Spektrum von freier
HckSH3 konnten so 91 von 96 (HY-N)-Resonanzen zugeordnet werden (95%, abziiglich
der fiinf Prolinreste und der aminoterminalen Aminosdure). Nicht detektierbar waren
die Resonanzen der Aminosduren H65 und N66 im Aminoterminus des Proteins sowie
E89, H92 und H93 im RT-Loop von HckSH3. Das Fehlen dieser Resonanzen deutet auf
einen schnellen Austausch mit dem umgebenden Losungsmittel hin, zudem besitzt der
Aminoterminus keine Sekundér- und Tertidrstruktur (Kapitel 3.5), und auch der RT-Loop
besitzt eine hohe Flexibilitat (Horita et al., 1998).

Im Fall des HckSH3:PD1-Komplexes wurden 95 von 96 mdoglichen (HV-N)-Resonanzen
zugeordnet (99%). Fehlend war hier die (HY-N)-Korrelation der Aminosiure H93. Die
Zuordnung der H*- und C*-Resonanzen war vollsténdig (100%). Ferner wurden 79 von 86
Proteinriickgrat-Carbonylkohlenstoffkernen zugeordnet (92%). Fiinf der sieben fehlenden
Resonanzen sind auf das fehlende Proteinriickgrat-Amidproton des sequentiell folgenden
Prolinrestes zuriickzufiihren. Da das 3D HNCO-Experiment die Carbonylkohlenstoff-
Resonanzen an Position i mit der der Proteinriickgrat-Amidgruppe der folgenden
Aminosédure (Position i+1) korreliert, konnen diese Carbonylkohlenstoffkerne nicht detek-
tiert werden. Gleiches gilt fiir den carboxyterminalen Threoninrest (T140). Weiterhin fehlt
die Zuordnung der Carbonylkohlenstoff-Resonanz von H93, da die (HY-N)-Korrelation
dieser Aminoséure im (*°N-'H)-HSQC-Spektrum nicht identifiziert werden konnte.

Die Zuordnung der HckSH3-Seitenketten-Resonanzen wurde zu 94% fiir die Protonen
und 93% fiir die Heterokerne (*C und 'SN) vervollstéindigt. Die C?-Resonanzen der
Asparaginsiure-Seitenketten, der aromatischen Seitenketten der Phenylalanin-, Tyrosin-
und Tryptophanreste, die C’-Resonanzen der Glutaminsdure-Seitenketten, die C°2- und
C2-Resonanzen der Tryptophan-Seitenketten sowie die C¢-Resonanzen von Tyrosin-
und Arginin-Seitenketten konnen in den verwendeten Experimenten nicht zugeordnet
werden, da sie nicht direkt an ein Proton gebunden sind. Die 16sungsmittelzugénglichen
Seitenketten-Carboxylgruppen von Glutaminsdure- und Asparaginsidureresten sind bei
dem verwendeten pH-Wert deprotoniert und konnten somit ebenfalls nicht detektiert
werden, die Hydroxylprotonen von Serin- (H”), Threonin- (H”') und Tyrosinresten (H")
konnten nicht zugeordnet werden, sind aber in den Standard-NMR-Experimenten auch
nicht unbedingt detektierbar. Die Stickstoffkerne der drei Histidinreste H65, H92 und
H93 und eventuell damit verbundene Protonen konnten ebenfalls nicht detektiert werden.
Ebenso fehlen die Resonanzzuordnungen der Guanidinogruppen der vier Argininreste
R73, R117, R122 und R134, die der Seitenketten-Aminogruppen der drei Lysinreste K100,
K115 und K123 sowie die des C°2-Atoms von H65.
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Die Protonenresonanzen des Peptids konnten nahezu vollstindig zugeordnet werden
(95%). Fehlend sind hier die H’*- und H'-Resonanzen der Aminosiure Hisl sowie die der
Seitenketten-Aminogruppen-Protonen von Lys3. Die Hydroxylprotonen der Aminoséduren
Ser2 (H”) und Tyr4 (H") konnten auch hier nicht detektiert werden.

3.4 Bestimmung der struktureinschrinkenden Para-
meter aus NOE-Korrelationen

Die Zuordnung der intermolekularen 'H-'H-NOE-Korrelationen zwischen dem HckSH3-
Protein und dem Peptid PD1 wurde manuell unter Zuhilfenahme eines 3D (**C/!°N)-
gefilterten, ('3C/'N)-editierten NOESY-HSQC-Spektrums, welches nur die NOE-
Korrelationen der an '3C- oder '°N-Heterokernen kovalent gebundenen Protonen von
HckSH3 zu denen des nicht-isotopenmarkierten PD1-Peptids enthélt, durchgefiihrt.
Abbildung 3.8 zeigt einige Beispiele von intermolekularen NOE-Korrelationen. Die zuge-
ordneten NOE-Korrelationen wurden entsprechend ihrer Intensitét in drei Distanz-Klassen
eingeteilt (Kapitel 2.6.3).

Mit der ”distance modify”-Routine von DYANA (Giintert et al., 1997) wurden redundante
und bedeutungslose Distanzeinschrankungen entfernt und eine Pseudoatomkorrektur fiir
Methyl-, Methylen- und aromatische Gruppen durchgefiihrt. Resultierend ergaben sich
354 intermolekulare Distanzeinschrankungen.

Die Zuordnung der intramolekularen 'H-'H-NOE-Korrelationen von HckSH3 und des
Peptids PD1 zu den spezifischen 'H-Positionspaaren wurde automatisiert mit dem
Programm RADAR durchgefiihrt. RADAR verkniipft die Programme ATNOS (Herrmann
et al., 2002a) und CANDID (Herrmann et al., 2002b), die auf Raumstrukturberechnungen
mittels Torsionswinkeldynamik durch das Programm DYANA (Giintert et al., 1997)
basieren.

ATNOS ist ein Algorithmus, der das automatisierte "peak picking” und die Identi-
fizierung von NOE-Signalen aus den erstellten Peaklisten in homonuklearen 2D und
heteronuklearen 3D ('H-'H)-NOE-Spektren erlaubt. Mittels der Aminosiuresequenz
von HckSH3, der Liste mit den chemischen Verschiebungen der einzelnen, zugeordneten
Kerne und den NOE-Spektren werden nach lokaler Basislinienkorrektur und Analyse des
lokalen Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses der verschiedenen Spektren unter Beriicksichtigung
der zugeordneten chemischen Verschiebungen mogliche NOE-Korrelationen identifi-
ziert. In mehreren Zyklen werden diese mit dem Programm CANDID den spezifischen
'H-Positionspaaren zugeordnet, mittels einer Peak-Integrationsroutine zu strukturein-
schriankenden Distanzparametern kalibriert und die Raumstruktur mit DYANA berechnet.
Bei den vom Programm verwendeten Spektren handelt es sich um das aromatische und
aliphatische 3D (*H-'3C-'H)-HSQC-NOESY-Spektrum, das 3D (*H-'H-'°N)-NOESY-
HSQC-Spektrum und das 2D (**C/'5N)-gefilterte NOE-Spektrum. Die manuell erstellte
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Abbildung 3.8: Beispiele fiir intermolekulare NOE-Korrelationen. Dargestellt sind die 'H(F1)-1H(F3)-
Streifen aus dem 3D (**C/1N)-Fl-gefilterten, (13C/N)-F3-editierten NOESY-HSQC-Spektrum fiir die
H%'/2_Position von Y86, die H'-Position von H92, die H’'- und die H"'-Position von W113 sowie die
H%'/2- und die HeY/2-Position von Y126. Hervorgehoben sind die Korrelationen zu Leul2 (griine Kreise;
geringere chemische Verschiebung: H%2, hohere chemische Verschiebung: H*), zu Tyr4 (blaue Kreise; von
geringen zu hohen chemischen Verschiebungen: H?3, HA2 Hel/2, H51/2) und zu Hisl (rote Kreise; HY).
Die Lage der Diagonalen des Spektrums ist in grau angedeutet.

Liste der 354 intermolekularen Abstandseinschrankungen wurde ebenfalls fiir die Struk-
turberechnung verwendet.

Nach der Berechnung der Raumstruktur des Komplexes wurden die von RADAR be-
stimmten Distanzeinschrankungen manuell untersucht und fehlerhafte NOE-Korrelationen
deletiert. Die modifizierten Listen der zur Strukturberechnung verwendeten Distanzein-
schrankungen wurden anschliefend in eine erneute Strukturberechnung mittels DYANA
eingegeben.

Neben den 354 manuell bestimmten intermolekularen Distanzeinschrinkungen wurden von
dem Programm RADAR 2146 intramolekulare, NOE-abgeleitete struktureinschréankende
Parameter fiir die Strukturberechnung identifiziert und verwendet, wovon 115 intramole-
kulare Distanzeinschrinkungen vom Peptid PD1 herriihren.
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3.4.1 Analyse der NOE-abgeleiteten Distanzeinschrinkungen

In Abbildung 3.9 A ist die Anzahl der zur Strukturberechnung verwendeten intramoleku-
laren Distanzeinschréinkungen in Abhéngigkeit ihrer sequentiellen Reichweite fiir HckSH3
dargestellt. Abbildung 3.9 C zeigt diese Distanzeinschrénkungen pro Aminosédurerest gegen
die zugehorige Sequenzposition fiir HckSH3.
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Abbildung 3.9: Anzahl der zur Strukturberechnung verwendeten Distanzeinschrankungen pro Aminoséure-
rest gegen die zugehorige Sequenzposition. A Anzahl der verwendeten intramolekularen Distanzein-
schriankungen in Abhé#ngigkeit ihrer sequenziellen Reichweite (|i — j|) fiir HckSH3. Intramolekulare Di-
stanzeinschrinkungen fiir die Aminoséuren des PD1-Peptids (B) und von HckSH3 (C). Wei8: intraresiduel-
le (Ji — j| = 0), grau: sequenzielle (|i — j| = 1) Distanzeinschrinkungen, gestreift: Distanzeinschrinkungen
mittlerer (2 < |i — j| < 5) und schwarz: grofier (|i — j| > 5) sequenzieller Reichweite. D Intermolekulare
Distanzeinschrinkungen fiir die Aminoséurereste aus HckSH3 (links) und PD1 (rechts). Die Sekundérstruk-
turelemente sind unten eingezeichnet, g-Faltblattstrange sind durch schwarze Pfeile, die 319-Helix durch
Zylinderform, die kurzen §-Faltblattstringe im RT-Loop (siehe Kapitel 3.5) durch weifle Pfeile dargestellt.

o4



Der Amino- und Carboxyterminus (Aminoséduren G55 bis D79 und S137 bis T140) sowie
der zentrale Bereich des RT-Loops (Aminosduren H92 bis E40), die Bereiche des n-Src-
(Aminosduren E109 bis E112) und des distalen Loops (Aminosduren A120 bis R122)
zeichnen sich durch eine geringe Anzahl von Distanzeinschrankungen aus. Der n-Src-Loop-
Bereich sowie Amino- und Carboxyterminus weisen zudem keine Distanzeinschrankungen
mit hoher sequenzieller Reichweite (]i — j| > 5), der Aminoterminus zudem auch nur eine
geringe Zahl von Distanzeinschrankungen mittlerer Reichweite (2 < |i — j| < 5) auf. Dies
weist auf eine hohe Flexibilitdt der entspechenden Sequenzregionen hin. Die Bereiche,
in denen (-Faltblatt-Strukturen zu erwarten sind, zeigen hingegen eine besonders hohe
Anzahl langreichweitiger Distanzeinschrinkungen (Aminosduren I80 bis A84, D102 bis
E108, W114 bis S118, K123 bis 1127 und V132 bis R134), wie auch einige Reste im amino-
und carboxyterminalen Teil des RT-Loops (Aminosduren L85 bis Y88, L96 bis K100).
Das Peptid zeigt nur sehr wenige intramolekulare Distanzeinschrinkungen von mittlerer
und keine Einschrédnkungen von langer Reichweite auf (Abbildung 3.9 B), was fiir ein
kurzes Peptid mit elongierter Konformation zu erwarten ist. Die Berechnung der dreidi-
mensionalen Struktur des Peptids wird daher im Wesentlichen durch die intermolekularen
Distanzeinschriankungen bestimmt.

Abbildung 3.9 D zeigt die Anzahl der zur Strukturberechnung verwendeten intermoleku-
laren Distanzeinschrankungen pro Aminosaurerest gegen die zugehorige Sequenzposition
fiir die Aminosaurereste von HckSH3 und des Peptids PD1.

Hier zeigt sich eine geringe Distanz einiger Aminosiurereste im RT-Loop (Aminosduren
I81 bis V83, Y86 und E35), im n-Src-Loop (Aminosduren E108 bis K115) und im Bereich
der 31p-Helix (Aminosduren Y126, P128 bis V132) von HckSH3 zu Peptidresten.

Im PD1-Peptid zeigen vor allem die Aminosdurereste des xP-Dipeptid-Motivs (Leu6/Pro7
und Leu9/Prol0) intermolekulare Distanzeinschrénkungen zu HckSH3, aber auch die
Ser2-, Tyr4- und Hisl-Riickgratatome im aminoterminalen Teil des Peptids.

95



3.5 Raumstrukturberechnung und -analyse

Die 2500 Abstandseinschrinkungen wurden fiir die Berechnung der Raumstruk-
tur des HckSH3:PD1-Komplexes mittels des Programms DYANA verwendet. Durch
Torsionswinkeldynamik-Simulation wurden, ausgehend von Zufallskonformationen des
Molekiils, eine Schar von 100 Strukturen berechnet, wobei die Erfiillung der NOE-
abgeleiteten FEinschrinkungen dazu als Zielfunktion dient. Die Strukturberechnung im
Torsionswinkelraum besitzt den Vorteil, dass Topologie und Bindungslangen wéahrend
der Simulation konstant gehalten werden konnen. Die Berechnung der Torsionswinkel
erfolgt ausgehend vom Aminoterminus durch die gesamte Polypeptidkette. Dadurch ist
die Berechnung eines Komplexes aus zwei Molekiilen nur moglich, wenn diese durch einen
“imagindren” Linker miteinander zu einer einzigen Aminosiurekette verkniipft werden.
Im Falle des HckSH3:PD1-Komplexes wurde daher zwischen HckSH3-Carboxyterminus
und PD1-Aminoterminus eine Kette aus 32 Pseudoatomen mit je 5 A Bindungslinge,
freien dihedralen Winkeln und ohne repulsive Eigenschaften eingefiigt.

Die Strukturberechnung resultierte in einer konvergierenden Schar der 100 Konforme-

Abbildung 3.10: Stereodarstellung der Proteinriickgrate einer Schar von 20 aus 100 DYANA-berechneten
Raumstrukturen des HckSH3:PD1-Komplexes. Die Peptid-Riickgrate sind rot, die von HckSH3 blau dar-
gestellt. Zur besseren Visualisierung des dreidimensionalen Charakters der Strukturschar sind die Prote-
inriickgrate von HckSH3 in verschiedenen Blau-Abstufungen eingefirbt.

re. Die Giite der Berechnung lésst sich aus den DYANA-Zielfunktionen schliefen, in
der die Erfiilllung der experimentellen Einschrdnkungen sowie die von van-der-Waals-
Abstéanden eingeht. Die Konformerenschar, die zur Charakterisierung der Raumstruktur
des HckSH3:PD1-Komplexes verwendet wurde, ist in Abbildung 3.10 dargestellt, die
Strukturstatistiken sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.
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Tabelle 3.2: Verwendete experimentelle Distanzeinstrankungen und Statistik der Strukturberechnung fiir
eine Schar von 20 Konformeren des HckSH3:PD1-Komplexes.

experimentelle Einschrinkungen
Gesamtzahl der zugeordneten NOEs 2500
intermolekular 354

HckSH3 PD1
Intraresiduell (|i — j| = 0) 352 22
Sequenziell (|i — j| =1) 564 85
mittlere Reichweite (2 < |i — j| < 5) 282 8
grofie Reichweite (|7 — j| > 5) 833 0
DYANA-Strukturstatistiken
DYANA-Zielfunktion (A?) 0,48 £ 0,04
Verletzung der oberen Abstands-
einschriinkungen (Anzahl > 0.1A) 0,6
Maximale Verletzung der oberen
Abstandseinschriinkungen (A) 0,13
r.m.s.d.-Werte
relativ zur mittleren Struktur

HckSH3-Reste HckSH3- PD1-Reste
79-136 Sekundéirstrukturen 2-10

Riickgratschweratome (A) 0,3240,08 0,24 +0,07 0,47 4+0,20
Alle Schweratome (A) 0,93+ 0,16 0,58 + 0,09 0,93 + 0,26
¢~ /-Torsionswinkel
im Ramachandran-Plot
Bevorzugte Regionen (%) 62,0
Erlaubte Regionen (%) 33,7
Weitgehend erlaubte Regionen (%) 1,5

Die Analyse des HckSH3:PD1-Komplexes wurde mit den Programmen PROCHECK-NMR
(Laskowski et al., 1996) und MOLMOL (Koradi et al., 1996) durchgefiihrt.

Die Konvergenz der Konformerenschar ldsst sich durch r.m.s.d (root mean square
deviation)-Werte untersuchen, die auf der Berechnung von Koordinatendifferenzen der
Atompositionen zwischen den verschiedenen Konformeren beruhen (Abbildung 3.11). Er-
kennbar ist eine deutlich verminderte Koordinatenprézision im amino- und carboxyter-
minalen Bereich (Aminoséduren G55 bis E78 und S137 bis T140), fiir die auch nur weni-
ge obere Distanzeinschrankungen vorlagen (siehe Abbildung 3.9 C). Inbesondere fiir die
aminoterminalen Reste P60 bis G76 war dies zu erwarten, da diese Aminosduren struku-
rell zur flexiblen Hck Unique-Doméne gehoren (Kapitel 3.1). Auch die Loopregionen von
HckSH3 zeigen hohere r.m.s.-Abweichungen, wéahrend die Bereiche der -Faltblattstréange
sehr gut definiert sind. Da die Zuordnung der Aminosidureatome in den Bereichen erhohter
r.m.s.-Abweichungen nahezu vollsténdig ist, lasst sich die verminderte Koordinatenprézisi-
on durch das Fehlen von stabilisierender Sekundér- und Tertidrstruktur in diesen Regionen
erkléren.

Fiir das Peptid sind die Aminosédurereste im Bereich des Kernmotivs xPxxP gut definiert
(Tyr4 bis Prol0) sowie die Koordinaten der Atome des Aminosiureriickgrats der aminoter-
minalen Reste. Vor allem die carboxyterminalen Aminoséuren Ser11l und Leul2 zeigen hohe
r.m.s.-Abweichungen. Der Grund fiir die wohldefinierten Koordinaten der Reste des Kern-
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r.m.s.-Abweichung [A]
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Abbildung 3.11: Koordinatenprizision der berechneten Raumstrukturschar des HckSH3:PD1-Komplexes.
Dargestellt sind die iiber die Strukturschar gemittelten, paarweisen r.m.s.-Abweichungen der Atomkoor-
dinaten relativ zur mittleren Struktur pro Sequenzposition; links fiir die Reste von HckSH3, rechts fiir
die Peptidreste. Schwarz: Globale Abweichungen aller Schweratompositionen des Proteinriickgrats; Griin:
Globale Abweichung aller Schweratompositionen; Rot: lokale Abweichung der Riickgratschweratompositio-
nen in Aminosédure-Dreiergruppen; Magenta, gestrichelt: lokale Abweichung der Riickgratschweratompo-
sitionen des mittleren Restes in Aminosdure-Dreiergruppen; Violett, gestrichelt: lokale Abweichung aller
Schweratompositionen des mittleren Restes in Aminosédure-Dreiergruppen. Die globalen Abweichungen im
aminoterminalen Bereich des HckSH3-Proteins wachsen bis auf etwa 50 A am Aminoterminus an. Die
Sekundérstrukturbereiche sind unten eingezeichnet.

motivs und der hohen Abweichungswerte der beiden carboxyterminalen Reste ist vor allem
das Vorhandensein bzw. Fehlen von intermolekularen Distanzeinschriankungen. Diese sind
durch die geringe Zahl von mittleren und das Fehlen von grofien Distanzeinschriankungen
fiir die Peptidreste mafigeblich fiir die Raumstrukturberechnung des Peptids.

Eine weitere Analyse der berechneten Strukturen ldsst sich mit Hilfe des Ramachandran-
Plot durchfiihren (Ramachandran et al., 1963). In diesem werden die ¢- und -
Torsionswinkel der einzelnen Aminosduren gegeneinander aufgetragen. Bereiche, die
typischerweise in Proteinstrukturen auftreten, werden als ”erlaubt” angesehen, Reste in
definierten Sekundérstrukturelementen befinden sich in bevorzugten Regionen des Plots.
Der prozentuale Anteil von Aminosduren, deren ¢- / ¢-Torsionswinkelkoordinaten in
diesen erlaubten Regionen auftreten, gibt somit ein Maf fiir die Giite der berechneten
Strukturparameter.

Der Anteil der sich in erlaubten Regionen des Ramachandranplots befindlichen Aminoséur-
epositionen der hier berechneten Raumstrukturschar liegt tiber 97% (Abbildung 3.12).
Aminosaurepositionen mit abweichenden ¢- / ¥-Torsionswinkelkoordinaten befinden sich
in den Strukturbereichen geringerer Koordinatenprézision, vor allem im aminoterminalen
Bereich des Proteins (Reste P60 bis G76, sequenziell zur Unique-Doméne gehorend
(Kapitel 3.1).
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Abbildung  3.12: Ramachandran-
Plot des HckSH3:PD1-Komplexes.
o Dargestellt sind die ¢- und -
Torsionswinkelkoordinaten  fiir  alle
Aminosduren der 20 berechneten
o Konformere des Komplexes. Dun-
kelblau: Bevorzugte Regionen (Oben
links: (-Faltblatt-Konformation; Mitte
links: rechtsgéngige o-Helix; Mitte
rechts: linksgédngige a-Helix und 31¢-
Helix); Hellblau: Erlaubte Regionen;
Magenta: Weitgehend erlaubte Regio-
o nen. Glycine konnen aufgrund ihrer
fehlenden Seitenkette jede beliebige
¢- / y-Torsionswinkelkorrelation — im
Ramachandran-Plot einnehmen.
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Die Ribbon-Darstellung des HckSH3:PD1-Komplexes (Abbildung 3.13) zeigt die typische
Faltung einer SH3-Doméne fiir das HckSH3-Protein. Ein (-barrel bestehend aus zwei
(-Faltbdttern mit je drei antiparallelen 3-Strangen. Der zweite 3-Strang (8b) wird durch
einen (-bulge bei L107 in zwei Einzelstrange geteilt (6bl und $b2), welcher durch die
starken NOE-Korrelationen der Amidprotonen der Aminosduren L107 und E108 im 3D
(*H-'H-'°N)-NOESY-HSQC-Spektrum verifiziert werden kann. Die Striinge [a (I80 bis
A84) und (b (Q103 bis E108) werden durch den RT-Loop (L85 bis D102), Sb und fc
(W114 bis S119) durch den n-Src-Loop (E109 bis W113), ¢ und gd (E124 bis 1127)
durch den distalen Loop (L119 bis K123), #d und fe (V132 bis R134) durch eine kurze
310-Helix (S129 bis Y131) voneinander getrennt. Die beiden Faltblétter bestehen aus den
Strangen (fa/fbl/fe und fb2/Fc/Bd.
Zusétzlich existiert ein kurzes antiparalleles (-Faltblatt im RT-Loop (Y88/E89 und
S97/F98), welches in 16 der 20 Konformeren die typischen Geometrieeigenschaften
fiir [-Faltblattstrukturen zeigt und in den bisher existierenden Strukturen der freien
und intramolekular gebundenen Hck SH3-Doménen nicht vorhanden ist (Kapitel 3.9).
Definiert wird es unter anderem durch die Wasserstoftbriickenbindungen der Amid- und
Carbonylgruppen der Aminoséduren Y88 und F98.
Die insgesamt globulire Form von HckSH3 ist im Bereich der hydrophoben Peptidbin-
dungsstelle etwas abgeflacht (Dimensionen von etwa 22 x 21 x 14 A), der Kern des Proteins
besteht ausschliefilich aus Aminoséduren mit hydrophoben Seitenketten.
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Das Peptid bildet zwischen den Resten des xPxxP-Motives Leu6 bis Prol0 eine Typ II
Poly-Prolin-Helix mit typischen ¢- und t-Torsionswinkeln (-78° und +146°; Cowan &
McGavin, 1955) aus. Aminoterminal dieser Helix knickt das Peptidriickgrat zur HckSH3-
Oberflache hin ab und lagert sich in einer ”S”-férmigen Schleife in eine hydrophobe Mulde
zwischen RT- und n-Src-Loop an.

n-Src Loop

N N
distaler
’ Loop
(o8

Abbildung 3.13: Ribbondarstellung einer repréasentativen Konformere der Raumstrukturberechnung des
HckSH3:PD1-Komplexes (HckSH3-Reste 79-135, PD1-Reste 1-12). (-Faltbldtter werden durch Bénder
mit Pfeilen dargestellt, a-Helices durch gewundene Bénder. Amino- und Carboxyterminus sowie Se-
kundérstrukturen und Loops sind eingezeichnet, das Peptid ist rot dargestellt. Die neue [-Faltblatt-
Struktur im RT-Loop ist violett dargestellt. Die rechte Abbildung entspricht der linken nach einer 45°-
Drehung um die vertikale Achse; die 5-barrel-Struktur der SH3-Doméne ist hier erkennbar.

3.6 Kartierung der HckSH3:PD1-Bindungsstelle

Mittels der NMR-Titrationsexperimente des HckSH3:PD1-Komplexes und der Zuordnung
der Proteinriickgratatome von freier und PD1-gebundener HckSH3 (Kapitel 3.3.1 und
3.3.2) konnte die PD1-Bindungsstelle von HckSH3 kartiert werden. Die durch die Bindung
hervorgerufene Anderung der chemischen Umgebung der Aminosduren im Bereich der
Bindungsstelle verursacht eine Anderung der chemischen Verschiebungen dieser Atome
in den NMR-Spektren. Die (!*N-'H)-HSQC-Spektren von freier und PD1-gebundener
HckSH3 sind in Abbildung 3.14, die Anderungen der chemischen Verschiebungen der
HY- und N-Resonanzen des HckSH3-Proteinriickgrats in Abbildung 3.15 A-C dargestellt.
Die Berechnung erfolgte wie in Kapitel 2.6.4 beschrieben. Die Aminoséuren mit Ande-
rungen grofer als 0,2 ppm (Abbildung 3.15 C) sind in der Oberflichendarstellung des
HckSH3:PD1-Komplexes in Abbildung 3.15 D eingeférbt.
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Abbildung 3.14: Uberlagerung der (°N-'H)-HSQC-Spektren von freier (schwarz) und PDI-gebundener
HckSH3 (rot, PD1 und HckSH3 in dquimolarem Verhéltnis). Die hochsten Anderungen in den chemischen
Verschiebungen der Amidresonanzen sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet. Die Zuordnung der
Resonanzen von freier HckSH3 ist in schwarz angegeben (Einbuchstaben-Aminosidure-Kode). Resonanzen,
die nur im PD1-gebundenen Zustand von HckSH3 detektierbar sind in rot, Seitenkettenresonanzen, deren
chemische Verschiebung sich bei PD1-Bindung veréndern, in griin zugeordnet. Asparagin- und Glutamin-
Amidseitenketten-Resonanzen sind mit durchgezogenen Linien verbunden.

Die Anderungen treten vor allem in den Bereichen des RT-Loops (E94 und HckSH3-
Kompassrest D95) und des n-Src-Loops (Reste E109 bis W114) auf, also im Bereich der
HckSH3-Spezifitdtstasche sowie im Bereich der 3;o-Helix (Reste 1127, S129 und N130),
wo sich die beiden hydrophoben Bindungsstaschen befinden. Die Amidresonanzen der RT-
Loop-Reste H92 und H93 waren im freien Zustand von HckSH3 nicht detektierbar, wodurch
die Anderungen dieser Resonanzen nicht bestimmt werden konnten.

Neben den Anderungen der chemischen Verschiebungen der Proteinriickgrat-Amidgruppen
zeigen sich im Vergleich der beiden (**N-'H)-HSQC-Spektren auch Anderungen in den che-
mischen Verschiebungen der Iminogruppen von W113 und W114 sowie der Seitenketten-
Amidgruppen von N130 (Abbildung 3.14), was aufgrund von Interaktionen dieser Seiten-
ketten mit PD1 verursacht werden konnte.
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Abbildung 3.15: Anderung der che-
mischen Verschiebungen der HckSH3-
Proteinriickgrat-Amidresonanzen

bei PDI1-Bindung. A  Anderung
der chemischen Verschiebungen der
Amidprotonen-, B der Amidstickstoff-
Resonanzen. C Normalisierte Ande-
rung der chemischen Verschiebungen
(nach Gleichung 2.6). Aminoséduren,
deren  Anderung der chemischen
Verschiebungen ihrer Amidresonzen
nicht bestimmbar waren, sind durch
7*7 - Proline durch ”P” markiert.
Die Sekundérstrukturelemente sind
eingezeichnet. D Oberflichendarstel-
lung des HckSH3:PD1-Komplexes.
Aminoséduren, deren Amidresonanzen
Anderungen in der chemischen Ver-
schiebung grofler als die eingezeichnete
Linie in (C) aufweisen (0,2 ppm), sind
in rot hervorgehoben, Aminosiuren,
deren Anderung der chemischen Ver-
schiebungen ihrer Amidresonzen nicht
bestimmbar waren und Proline orange
eingefiarbt. Das PD1-Peptid ist in griin
dargestellt.



3.7 Untersuchung der HckSH3:PD1-Bindungsstelle

Bei der Komplexbildung von HckSH3 und PD1 werden etwa 689 A? dem Losungsmittel
zugéngliche Oberfliche eingeschlossen (berechnet mit MOLMOL; Koradi et al., 1996),
die miteinander interagierenden Regionen von HckSH3 und PD1 besitzen {iberwiegend
hydrophoben Charakter (Abbildung 3.16). Die PD1-Position deckt sich mit der in Kapitel
3.6 kartierten Bindungsstelle, sie liegt zwischen n-Src-Loop, 31p-Helix und dem RT-Loop.

Abbildung 3.16: Oberflichendarstellung
von HckSH3 im Komplex mit dem PD1-
Peptid. Hydrophobe Aminoséduren im Be-
reich der SH3-Bindungsstelle sind griin, die
negativ geladenen Aminosiuren im n-Src-
(E112, oben) und RT-Loop (E94 und D95,
unten) rot eingefirbt. Das Peptid ist in
orange dargestellt.

Abbildung 3.17 zeigt die Bindungsstelle des HckSH3:PD1-Komplexes. Das Peptid nimmt
eine Typ-I Bindungsorientierung ein, der Aminoterminus des Peptids bindet in die
Kompasstasche von HckSH3. Die Aminosduren Leu6 bis Prol0 zeigen die typischen ¢—
und -Torsionswinkel einer PPII-Helix-Konformation. Aminoterminal von Leu6 wdélbt sich
das Peptidriickgrat etwas von der HckSH3-Oberflache ab und lagert sich dann im Bereich
der Kompasstasche von HckSH3 in einer ”S”-férmigen Schleife wieder an deren Oberfléache
zwischen RT- und n-Src-Loop an. Die konservierten Prolinreste der xP-Dipeptide Pro7
und Prol0 binden in die Positionen Py und P3, wiahrend die Aminoséduren Leu6 und Leu9
die Positionen P_5 und Py von HckSH3 besetzen (Kapitel 1.3.2). Die Seitenketten des
Dipeptids Leu9/Prol0 binden in die zweite hydrophobe xP-Dipeptid-Bindungstasche von
HckSH3, die durch die Seitenketten des Y131-Restes der 3;9-Helix und des Y86-Restes im
RT-Loop gebildet wird (vgl. mit Abbildung 1.10).

Die Seitenketten des Leu6/Pro7-Dipeptids bilden starke hydrophobe Kontakte mit den
Aminoséuren der ersten xP-Dipeptid-Bindungstasche von HckSH3 (vgl. mit Abbildung
1.10). Diese Bindungstasche besteht aus den Seitenketten der Reste W113 des n-Src-Loops,
P128 und Y131 der 3;p-Helix sowie Y88, 191 und H95 des RT-Loops. Die Seitenkette
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Sequenz W His| Ser Lv§| Tyr| ProjLeul ProlProjLeul Pro) Ser|Leu
Nummer @ 1] 2| 3| 4] 5] 6] 7] 819 1]10])11])12
Psg

Position Psl Pol Pl Pl Pyl Pl Pyl PPl PulPys

Abbildung 3.17: Stereodarstellung der Bindungsregion des HckSH3:PD1-Komplexes mit den relevanten
Aminosiureseitenketten. Proteinriickgrat und hydrophobe Seitenketten von HckSH3 sind blau, die des
Peptids griin dargestellt. Geladene Aminosdureseitenketten von HckSH3 sind rot, die des Peptids vio-
lett eingefiirbt, polare Seitenketten sind grau dargestellt. Die Aminosiurereste von HckSH3 sind im
Einbuchstaben-, die des Peptids im Dreibuchstaben-Aminosdure-Kode beschriftet. Aminosiuresequenz,
Sequenznummerierung und Position (nach Lim & Richards, 1994; Kapitel 1.3.2) des PD1-Peptids sind
unten angegeben.

von Leub6 lagert sich dabei zwischen die Seitenketten der HckSH3-Reste E112, S129 und
N130, wobei letztere zwischen den Seitenketten der Leucine 6 und 9 positioniert ist.
Die Seitenketten-Amidgruppe von N130 bildet in allen 20 betrachteten Strukturen eine
Wasserstoffbriickenbindung mit der Carbonylgruppe des Pro7 aus, was die Anderung der
chemischen Verschiebung dieser Seitenketten-Amidgruppe bei Zugabe von PD1 zu HckSH3
erkliaren konnte (Kapitel 3.6). Die Atompositionen der beiden Dipeptide von PD1 zeigen in
den 20 Konformeren die geringsten relativen Abweichungen zueinander (Abbildung 3.11),
was durch die grofie Zahl an intermolekularen NOE-Distanzeinschrinkungen zustande
kommt (Abbildung 3.9 D).

Die Seitenkette des zwischen den beiden Dipeptiden liegenden Pro8 weist von der
Bindungsoberfliche von HckSH3 weg, bildet jedoch, wie auch Pro7, Kontakte mit der
hydrophoben Seitenkette von 191 im RT-Loop, zu der auch intermolekulare NOEs
erkennbar sind. Eine fiir SH3:PPII-Liganden mit Typ-I-Orientierung typische Wasserstoft-
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briickenbindung zwischen der Carbonylgruppe des Pro8-Restes und der Hydroxylgruppe
des HckSH3-Restes Y131 (Musacchio, 2003) ist nicht auszuschliefen, aber in nur finf der
20 betrachteten Strukturen definiert.

Die carboxyterminalen Aminosduren Serll und Leul2 scheinen keinen Beitrag zur
Bindungsaffinitéit zu leisten. Die Seitenkette von Serll weist in entgegengesetzte Richtung
zur HckSH3-Oberfliche und zeigt keine Distanzeinschrinkungen mittlerer oder grofler
Reichweite sowie keine intermolekularen Distanzeinschrénkungen. Der Leul2-Rest zeigt
schwache intermolekulare NOE-Korrelationen zur hydrophoben Seitenkette von Y86
(Abbildung 3.8). Die geringe Zahl von Distanzeinschrinkungen fiir die beiden carboxy-
terminalen Aminosduren des Peptids (Abbildung 3.9 D) schldgt sich in einem hohen
r.am.s.d.-Wert in der Strukturrechnung nieder (Abbildung 3.11).

Die Seitenkette des Restes Pro5 weist ebenfalls in entgegengesetzte Richtung der HckSH3-
Oberflache und scheint keinen Beitrag zur Bindungsenergie zu liefern. Der Pro5-Rest liegt
iiber der Seitenkette des W113-Restes, an dieser Position endet die PPII-Helix Konforma-
tion fiir SH3-gebundene Liganden typischerweise (Williams et al., 1998), was auch fiir den
HckSH3:PD1-Komplex zutrifft. An dieser Position "knickt” das Peptidriickgrat ab und
lagert sich aminoterminal an die HckSH3-Oberfliche zwischen n-Src- und RT-Loop an.
Der aromatische Ring von Tyr4 liegt auf einer hydrophoben Oberflache, die aus den
Seitenketten der HckSH3-Reste W113, H93, H92 und 191 gebildet wird und trégt durch
extensive van-der-Waals-Wechselwirkung mit dem Imidazolring von H92, der in die
SH3-Kompasstasche hinein geklappt ist, zur Bindungsaffinitit bei. Die beiden Ringe
bilden in elf der 20 betrachteten Strukturen eine parallel verschobene, m-geschachtelte
Konformation aus, fiir fiinf der Konformeren steht die planare Tyrosin-Seitenkette
senkrecht auf dem Histidin-Ring und in vier Strukturen bilden sie einen 45°-Winkel
zueinander. Die unterschiedlichen Konformationen der Tyr4-Seitenketten relativ zur
Seitenkette von H92 in den Konformeren weist vermutlich darauf hin, das der aromatische
Ring von Tyr4 trotz der intermolekularen Wechselwirkung mit H92 frei rotierbar bleibt.
Der Tyr4-Rest bildet {iiber seine Carbonylgruppe zwei Wasserstoffbriickenbindungen
aus. Die Wasserstoftbriickenbindung zur Iminogruppe des Indolrings von W113 ist in
allen 20 Strukturen vorhanden und typisch fiir SH3-Bindungen an Liganden mit PPII-
Konformation (Musacchio, 2003). Die Wasserstoffbriickenbindung zur Amidgruppe von
Leu6 ist in 19 der 20 Strukturen definiert und konnte wichtig fiir die Stabilisierung der
Wolbung des Peptidriickgrats im Bereich des Pro5-Restes sein und damit fiir die optimale
Positionierung der aminoterminal folgenden Reste des PD1-Peptids (siche Kapitel 4.3.5).
Beispiele fiir intermolekulare NOE-Korrelationen zwischen Tyr4 und den Aminoséduren
H92 sowie W113 sind in Abbildung 3.8 dargestellt, die Wasserstoffbriickenbindung zur
Iminogruppe des Indolrings von W113 wird zudem durch die Anderung der chemischen
Verschiebung dieser Iminogruppe bei PD1-Titration zu HckSH3 bestétigt (Kapitel 3.6).
Die basische Seitenkette von Lys3 weist in Richtung der Kompasstasche von HckSH3
(vgl. mit Abbildung 1.10). Fiir diese Aminoséure wurden keine intermolekularen NOE-
Distanzeinschrankungen gefunden, wodurch die Seitenkette keine definierte Konformation
besitzt. Eine fiir SH3:PPII-Liganden-Wechselwirkungen typische Salzbriicke mit der
sauren D95-Seitenkette konnte nicht verifiziert werden.

65



In einigen der 20 Konformeren weist die Seitenkette des Lys3-Restes allerdings in die Kom-
passtasche von HckSH3 hinein, was zeigt, dass eine Salzbriickenbildung mit D95 sterisch
erlaubt ist. Moglich ist auch eine Salzbriickenbildung mit der sauren Seitenkette von E94 im
RT-Loop von HckSH3 (Abbildung 3.18) oder beiden Resten. Obwohl sich die Aminoséure
Lys3 an der Position P_, anstatt der typischen P_s-Position (Src-Typ SH3-Konsensus-
Sequenz fiir Klasse-I-Liganden, Kapitel 1.3.2) befindet, ist deren Seitenkette in der Lage,
eine Salzbriicke mit der des D95-Restes zu bilden. Eine DYANA-Strukturberechnung mit
zusétzlichen Distanzeinschriankungen fiir eine Salzbriicke zwischen den Seitenketten von
Lys3 und D95 (obere Abstandseinschrinkung (H¢'/H?/HS);,3-(0 ) pgs = 3A) ergab
keine zusatzlichen Verletzungen von Abstandseinschrénkungen oder van-der-Waals-Radien
(Abbildung 3.18).

Abbildung 3.18: Lys3-Positionen des Peptids in

der Kompasstasche von HckSH3 bei zwei ver-

schiedenen Konformeren der berechneten Struk-

turschar. Riickgrat und Aminosdureseitenketten

von HckSH3 sind blau, die des Peptids rot bzw.
Tyrd violett dargestellt. Die orange gefirbte Lys3-
Seitenkette zeigt deren Position nach Struktur-
rechnung mit zusétzlichen Distanzeinschrinkun-
gen fiir eine Salzbriicke zwischen den Seitenketten
von Lys3 und D95.

Die kurze Seitenkette von Ser2 fiigt sich perfekt in die Liicke zwischen den Seitenketten
der Aminosduren S110 und E112 im n-Src-Loop.

Die Seitenkette des Restes Hisl liegt zwischen n-Src- und RT-Loop. Der Seitenketten-
Indolring ist aufgrund unvollstéindiger Resonanzzuordnung und fehlender intermolekularer
Distanzeinschrankungen (Kapitel 3.3.5 und 3.5) nicht exakt definiert und liegt auf einer
hydrophoben Oberfliche, die von den Resten Y126, W113 und den zwei Histidinresten im
RT-Loop (H92 und H93) gebildet wird. Die Position des aminoterminalen Peptidriickgrats
ist sehr gut definiert und 16st sich nicht wie am Carboxyterminus von der SH3-Oberfléache,
was auf Wechselwirkungen dieser Aminosduren mit der SH3-Doméne schliefen lasst.
Der Imidazolring von Hisl kénnte durch schwache van-der-Waals-Wechselwirkungen mit
der Seitenkette des Y126 zur Bindungsenergie beitragen. Es existieren direkte NOE-
Korrelationen zwischen dem Hisl-Amidproton und den Protonen der Y126-Seitenkette.
Weitere NOE-Korrelationen sind zwischen den Protonen der SH3-Aminosduren des
n-Src-Loops G111, E112, W114 und vor allem W113 mit der Hisl-Amidgruppe erkennbar
(siche auch Abbildung 3.8). In 13 der 20 Konformeren bildet die Amidgruppe von Hisl
eine Wasserstoffbriicke mit der Carbonylgruppe von W113 aus.
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Da das PD1-Peptid in Typ-I-Orientierung an HckSH3 bindet und die Konsensus-Sequenz
fiir Liganden der Klasse I' (LPxXP; Kapitel 1.3.2) erfiillt, wurde die Konformation der
W113-Seitenkette von HckSH3 genauer inspiziert. Da HckSH3 an der Aminoséduresequenz-
position 126 einen hydrophoben Rest besitzt (Y126), ist die W113-Seitenkette in der Lage,
sowohl eine SH3-I- als auch eine SH3-II-Orientierung einzunehmen (Kapitel 1.3.2). Somit
kénnen sowohl Liganden in Typ-I- als auch in Typ-II-Orientierung an HckSH3 binden.

Die Kristallstruktur des FynSH3:3BP2-
Komplexes (PDB-Eintrag 1FYN;
Musacchio et al.,, 1994) zeigt eine
SH3-I-Orientierung der Seitenkette des
konservierten Tryptophanrestes W119
in der Fyn SH3-Doméne (Fernandez-
Ballester et al., 2004). Diese Struktur
wurde daher dazu verwendet, die Konfor-
mation der W119-Seitenkette mit der des
entsprechenden Tryptophanrestes W113
von HckSH3 im HckSH3:PD1-Komplex
zu vergleichen.

Eine Uberlagerung der [-Faltblatt-Co-
Atompositionen der Fyn SH3-Doméne )
und von HckSH3 zeigt, dass sich die Abbildung 3.19: Uberlagerung der Fyn (1FYN) und der

. . Hck SH3-Doméne. Die Seitenketten der Aminosduren
W113-Seitenkette von HckSH3 in SH3-I1- ) 575150714 v131 von HekSH3 sind grimn, die der

Orientierung befindet (Abbildung 3.19). entsprechenden Aminosiuren W119, P134 und Y137 der
Die Seitenkette neigt sich gegeniiber der Fyn SH3-Domine rot dargestellt.

der Fyn SH3-Doméne um etwa 15° zum

konservierten P128-Rest hin, dessen Seitenkette wiederum in Richtung des Y131-Restes
in der 319-Helix weist.

Da das PD1-Peptid in Typ-I-Orientierung an HckSH3 bindet und sich die W113-
Seitenkette von HckSH3 in SH3-II-Orientierung befindet, kann die Peptidbindung zur
Klasse I' zugeordnet werden.

3.8 Untersuchung von H,O-/D,0-Austauschraten der
HckSH3-Amidprotonen

Zur Identifizierung von Wasserstoftbriickenbindungen in Proteinen mittels NMR-
Spektroskopie existieren zwei Moglichkeiten: Durch direkte Messung von skalaren Kopp-
lungen, die durch die Wasserstoffbriickenbindung vermittelt werden, oder durch Nach-
weis einer stark reduzierten Austauschrate der in die Bindungen involvierten Amidpro-
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tonen. Die direkte Messung der skalaren Kopplungen war nicht méglich, da die (HY-C)-
Korrelationssignale aufgrund der schnellen Relaxation der Stickstoffatome kaum detek-
tierbar waren und der HckSH3:PD1-Komplex bei Messungen mit héheren Temperaturen
(zur Erhohung der *N-Relaxationszeiten) destabilisierte. Um den Einfluss der Bindung
des PD1-Liganden an HckSH3 weiter zu untersuchen und vor allem die entstehenden Se-
kundérstrukturen im RT-Loop zu verifizieren, wurden daher NMR-Experimente zur Be-
stimmung von HyO-/Dy0-Austauschraten der HckSH3-Amidprotonen durchgefiihrt.

Die Proteinproben von freier HckSH3 und des dquimolaren Verhéltnisses aus HckSH3 und
PD1 wurden dazu lyophilisiert und in D,O aufgenommen. Die in Wasserstoftbriickenbin-
dungen involvierten Amidprotonen sind weniger zugénglich fiir das umgebende Losungs-
mittel und kénnen so aufgrund ihrer langlebigen Korrelationssignale im (YN-'H)-HSQC-
Spektrum identifiziert werden. Das allméhliche Verschwinden der Kreuzsignale wurde
durch eine Zeitreihe von (*°*N-'H)-HSQC-Spektren-Aufnahmen verfolgt und die Halbwerts-
zeiten der Amidprotonen-Lebensdauer berechnet. Dies ist die Zeit, nach der die Signale der
(HY /N)-Resonanzen auf halbe Intensitit gesunken sind. Das Ergebnis der Experimente ist
in Abbildung 3.20 dargestellt.

Im Fall von freier HckSH3 konnten die Amidresonanzen der Aminosduren H92, H93, S129
und N130 in den (N-'H)-HSQC-Spektren nicht detektiert werden, die Amidgruppen-
Resonanzen der Aminoduren V82 und V83, 191 und D95, V105 und Y126 zeigen
Uberlappungen. Bei der Analyse des HckSH3:PD1-Komplexes wurde die Amidresonanz
von H93 nicht detektiert, iiberlagert waren hier die Amidresonanzen der Reste D102 und
W114, Q103 und V106, E108 und S110. Die Uberlappung der Resonanzen erhoht den
Fehler in der Resonanzintensitétsintegration und damit der Halbwertszeitberechnung.
Da die Peakmaximas der Resonanzen jedoch voneinander getrennt werden konnten,
beeinflusst dies die Ergebnisse der Auswertung nur marginal.

Die HckSH3-Amidprotonen mit verlangerten Lebenszeiten koinzidieren mit den fiir an-
tiparallele 3-Faltblatt-Strukturen zu erwartenden Wasserstoffbriickenbindungen (H)-O;,
HY-0;; HY,-0;_5, HY 5-0,42). Neben diesen zeigen sich auch im amino- und carboxyter-
minalen Bereich des RT-Loops Amidresonanzen mit langer Lebensdauer (Abbildung 3.20
A).

Abbildung 3.20 B, in der die Halbwertszeiten der Amidprotonen des HckSH3:PD1-
Komplexes dargestellt ist, zeigt ein dhnliches Bild wie Abbildung 3.20 A. Die Halbwerts-
zeiten der HckSH3-Amidprotonen des HckSH3:PD1-Komplexes sind im Mittel um etwa
einen Faktor 20 hoher als die von freier HckSH3.

Die Resonanzen der Amidprotonen des unstrukturierten amino- und carboxyterminalen
Bereichs (Aminosduren G55 bis 180 und D136 bis T140) verschwinden bei freier und
gebundener HckSH3 erwartungsgeméf sofort nach Aufnahme der Proben in D;O. Die
Seitenketten-Amidresonanzen verschwinden ebenfalls sofort bis auf die der Indolringe
von W113 und W114, die beide im Bereich der Bindungsoberfliche liegen. Die Indol-
Amidgruppe von W113 verschwindet sofort im Falle von freier HckSH3, besitzt im
gebundenen Zustand jedoch eine Halbwertszeit von 30 min, die des W114 besitzt eine
Halbwertszeit von 10 min im Falle der freien Hck und 30 min im gebundenen Zustand.
Wihrend die Indol-Amidgruppe des W113 eine Wasserstoftbriickenbindung mit der

68



A
800
TN &
o o
ol ol
= = o
T 12 S
N N
[71] [7}]
v £ 400
o8 o
3 3
o] o]
w 4 T 200
I I
0 * [** P 0 R [ - A R - = ) L. -
80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Sequenzposmon Sequenzposmon
Ba RT Loop Bb n-Src Bc distaler Bd 3,, Pe Ba RT Loop Bb  n-Src Bc distaler Bd 3,, Be
Loop Loop Helix Loop Loop Helix

60

C

o
o

'
o

N
o

Halbwertszeitverhiltnis

*k P
90 95 100 105 110 .1.15 120 125 130 135
Sequenzposition

o

Ba RT Loop Bb n-Src Bc distaler pd 3, Be
Loop Loop Helix

Abbildung 3.20: A Halbwertszeiten der Amidprotonen-Lebensdauer von freier HckSH3. B Halbwerts-
zeiten der Lebensdauer der HckSH3-Amidprotonen des HckSH3:PD1-Komplexes. Die Lebensdauer der
HckSH3-Amidprotonen sind relativ zu freier HckSH3 im Mittel um einen Faktor 20 ldnger. C Verhiltnis
der HckSH3-Amidprotonen-Lebensdauer des Komplexes zu denen von freier HckSH3. Die Sekundérstruk-
turelemente sind unten eingezeichnet. Fehlende Resonanzen sind mit ”*”, Proline mit "P”, die fiir die
[-Faltblattstruktur im RT-Loop verantwortlichen Reste mit einem Pfeil markiert.

Carbonylgruppe der PD1-Aminosdure Tyr4 ausbildet, konnte die Indol-Amidgruppe des
W114 bei PD1-Bindung eine Wasserstoftbriicke mit der Carbonylgruppe von G111 im n-
Src-Loop ausbilden, die diesen stabilisiert. Diese Wasserstoftbiickenbindungen kénnten die
verlangerten Halbwertszeiten der Indol-Amidgruppen erkliren und zudem die Anderung
ihrer chemischen Verschiebung bei PD1-Titration zu HckSH3 (Kapitel 3.6).

Abbildung 3.20 C beschreibt das Verhéltnis der HckSH3-Amidprotonen-Halbwertszeiten
des HckSH3:PD1-Komplexes zu freier HckSH3. Hier zeigt sich eine relative Lebenszeit-
verldngerung der Amidprotonen nicht nur in der Bindungsregion von HckSH3, sondern
in der gesamten Struktur, vor allem in den [-Faltbldttern und den amino- und car-
boxyterminalen Réndern des RT-Loops, inklusive die der Aminosduren Y88 und F98,
die fiir die Bildung des antiparallelen g-Faltblattes im RT-Loop verantworlich sind. Die
Aminoséduren, deren Amidprotonen die hoéchste Halbwertszeitverlangerung bei Bindung
des Liganden an HckSH3 besitzen sind V82 (49fach), V83 (30fach), V105 (35fach),
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W114 (46fach) und 1127 (32fach). Keine dieser Aminosduren ist direkt in die Bindung
involviert, die drei Valinreste befinden sich sogar auf der gegeniiberliegenden Seite der
HckSH3-Bindungsstelle. Die stérksten Halbwertszeitverlangerungen von an der Bindung
beteiligten Aminosduren zeigen sich bei Y86 und Y88 im RT-Loop, was die berechnete
(B-Faltblatt-Struktur in diesem Loop unterstiitzt. Die starke Halbwertszeitverlangerung
von Amidgruppen im RT-Loop deutet zudem darauf hin, dass dieser bei Bindung des
PD1-Peptids an Flexibilitat verliert.

3.9 Vergleich mit anderen HckSH3-Strukturen

Die Raumstruktur des HckSH3:PD1-Komplexes wurde mit HckSH3-Strukturen aus
der RCSB Protein Datenbank (PDB) verglichen. Die hier bestimmte Struktur des
HckSH3:PD1-Komplexes ist die erste Komplexstruktur der Hck SH3-Doméne mit einem
Liganden. Der Vergleich wird daher mit den Raumstrukturen der freien und intramole-
kular gebundenen SH3-Doméne der Hck (Bindung der SH3-Doméne an den SH2-Kinase-
Linker) durchgefiihrt, um strukturelle Anderungen in der SH3-Doméne bei Ligandenbin-
dung aufzuzeigen. Da der SH2-Kinase-Linker, an den die SH3-Doméne im inaktiven Kinase-
zustand bindet, keine ideale Bindung mit der SH3-Doméne eingeht (MSSKPQKP; Sicheri
et al., 1997), konnen auch die Strukturen von intermolekular gebundener HckSH3 nicht als
”Standard”-Komplexstruktur (Bindung eines Liganden mit PxxP-Motiv) angesehen wer-
den und bindungsbedingte Unterschiede zu HckSH3 im Komplex mit PD1 aufzeigen.
Verwendet wurden die NMR-Losungsstruktur (Horita et al., 1998; PDB-Eintrag 4HCK)
und Kristallstruktur (Arold et al., 1998; PDB-Eintrag 1BU1) von freier HckSH3 sowie die
Kristallstrukturen von inaktiver Hck, welche die SH2-, SH3- und katalytischen Doménen
umfassen (Sicheri et al., 1997; PDB-Eintrag 1AD5 und Schindler et al., 1999; PDB-Eintrag
1QCF).

Tabelle 3.3: Globale r.m.s.-Abweichungen der Riickgratschweratompositionen der mittleren HckSH3-
Struktur des HckSH3:PD1-Komplexes zu Vergleichsstrukturen der Hck SH3-Doméne. Die Strukturen wur-
den iiberlagert indem die r.m.s.-Abweichungen ihrer C*-Atompositionen der Aminosiurereste in den (-
Faltblattstringen (Aminosduren 80 bis 84, 103 bis 108, 114 bis 119, 125 bis 127 und 132 bis 134) minimiert
wurden. Die r.m.s.d.-Werte wurden iiber die angegebenden Reste berechnet.

Struktur r.m.s.d. r.m.s.d. ohne RT-Loop r.m.s.d. ohne Loops und Helix
(Reste 80-134)  (Reste 80-84, 103-134) (Reste 80-84, 103-108, 114-119, 125-127, 132-134)
4HCK 1,32 0,82 0,75
1AD5 0,92 0,73 0,55
1QCF 0,91 0,71 0,63
1BU1 0,95 0,80 0,68

Der Vergleich der Struktur des HckSH3:PD1-Komplexes mit den Strukturen aus der
Datenbank zeigt einen hohen Grad an Ahnlichkeit und eine nahezu identische Anord-
nung der Sekundéarstrukturelemente, was darauf hindeutet, dass keine signifikanten Kon-
formationsénderungen bei Bindung des PD1-Peptids in HckSH3 stattfinden. Die r.m.s.-
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Abweichungen der Aminosaurepositionen der Hck SH3-Doméne aus dem HckSH3:PD1-
Komplex relativ zu den Vergleichsstrukturen ist in Tabelle 3.3 dargestellt.

Der Hauptanteil der r.m.s.-Abweichungen zwischen der gemittelten HckSH3-Struktur
des Komplexes und den Vergleichsstrukturen rithrt von den Aminosduren der flexible-
ren Loopregionen - insbesondere des RT-Loops - und der 3jp-Helix (v.a. im Fall der
Losungsstruktur von freier HckSH3, 4HCK) her (Abbildung 3.21, Tabelle 3.3). Die
drei Kristallstrukturen zeigen dabei eine hohere strukturelle Ahnlichkeit und geringere
r.m.s.-Abweichungen der Riickgratschweratompositionen zur Struktur des HckSH3:PD1-
Komplexes.
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Abbildung 3.21: R.m.s.-Abweichungen der Proteinriickgratschweratompositionen zwischen der gemittelten
Struktur des HckSH3:PD1-Komplexes und der gemittelten Losungsstruktur von freier HckSH3 (4HCK;
A), den Kristallstrukturen von intermolekular gebundener HckSH3 (1AD5; B und 1QCF; C) sowie der
Kristallstruktur von freier HckSH3 (1BU1; D). Die Strukturen wurden durch Minimierung der r.m.s.d.-
Werte der C*-Atompositionen der Aminoséiurereste in den [-Faltblattstringen (Aminosiduren 80 bis 84,
103 bis 108, 114 bis 119, 125 bis 127 und 132 bis 134) iibereinandergelegt. Die Sekundérstrukturelemente
sind unten eingezeichnet.

Relativ zum HckSH3:PD1-Komplex zeigt sich in allen vier Vergleichsstrukturen ei-
ne Verschiebung der Aminosdurepositionen im mittleren Bereich des RT-Loops zur
Ligandenbindungsstelle von HckSH3 hin, die Seitenkette von H92 klappt in die Kom-
passtasche hinein und die Seitenkette von Y131 weist eine Drehung um im Mittel etwa
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30° auf (Abbildung 3.22). Keine der Strukturen zeigt auBilerdem die hier vorhandenen
B-Faltblattstrukturen im RT-Loop von HckSH3. Daher scheinen diese Unterschiede durch
die Bindung des PD1-Peptids verursacht zu werden.

Im Vergleich mit der gemittelten Losungsstruktur der freien Hck SH3-Doméne von Ho-
rita et al. (1998; 4HCK) zeigt sich eine Verschiebung des Proteinriickgrats der HckSH3-
Komplexstruktur im Sb-Strang und der 3;o-Helix um bis zu 1,3 A zum Kern der SH3-
Doméne hin (Abbildung 3.22 A). Diese Abweichungen zwischen den beiden Strukturen
kann nicht auf die Bindung des Peptids zuriickgefiithrt werden, da sie in diesem Fall auch
in der Kristallstruktur der freien Hck SH3-Doméne (1BU1) erkennbar sein miissten.

Die Unterschiede der einzelnen Kristallstrukturen von intramolekular gebundener (1AD5
und 1QCF) und freier HckSH3 (1BU1) zu der des HckSH3:PD1-Komplexes sind sehr
ghnlich. Der n-Src-Loop ist in der Komplexstruktur um bis zu 2 A, der distale Loop um
bis zu 1,2 A zum HckSH3-Kern verschoben. Letztere Verschiebung wurde von Horita
et al. (1998) als Artefakt des Kristallisationsprozesses gedeutet. Desweiteren neigt sich die
Seitenkette des W113 relativ zum HckSH3:PD1-Komplexes um etwa 16° von der 319-Helix
weg (Abbildung 3.22 B). Damit besitzt die W113-Seitenkette in den Kristallstrukturen
eine SH3-I-Konformation, wahrend es in der Losungsstruktur von freier HckSH3 wie auch
im HckSH3:PD1-Komplex eine SH3-II-Konformation besitzt (siche Kapitel 1.3.2 und 3.7).

distaler Loop distaler Loop

Abbildung 3.22: Uberlagerungen der Proteinriickgrate der HckSH3-Vergleichsstrukturen 4HCK (A) und
1AD5 (B) mit der des HckSH3:PD1-Komplexes. Die Vergleichsstrukturen sind rot, die Hck SH3-Doméne
des Komplexes blau dargestellt. Die Aminosaure-Seitenketten, die einen signifikanten Unterschied zu denen
des HckSH3:PD1-Komplexes aufweisen sind ebenfalls angezeigt. Die Strukturen wurden durch Minimierung
der r.m.s.d.-Werte der C*-Atompositionen der Aminoséiurereste in den g-Faltblattstringen iibereinander-
gelegt.
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Kapitel 4

Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Raumstruktur der Hck SH3-Doméne im Komplex mit einem ar-
tifiziellen, hochaffinen Peptid-Liganden mittels mehrdimensionaler, heteronuklearer NMR-
spektroskopischer Methoden in Lésung bestimmt. Die struktureinschréinkenden Parameter
wurden NOE-basiert ermittelt und die Bindungseigenschaften des Komplexes aus der mit-
tels Torsionswinkeldynamik-Simulation berechneten Struktur sowie aus dem Vergleich mit
bereits vorhandenen HckSH3-Strukturen analysiert.

4.1 Standardverfahren fiir Proteinreinigungen lie-
ferte ausreichende Mengen an rekombinantem

HckSH3

Zur Herstellung einer NMR-Probe wurde [U-'3C, U-'°N]-HckSH3 als rekombinantes
GST-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und gereinigt. Das Protein wurde l6slich expri-
miert, was eine native Reinigung mittels Affinitdtschromatographie an GSH-Sepharose
ermoglichte.

Da die Abspaltung des GST-Affinitédtstags vom HckSH3-Protein durch die PreScission-
Protease auf der Sdule eine sehr niedrige Effizienz aufwies, wurde das Fusionsprotein
zunéchst von der GSH-Sepharose-Séaule eluiert und anschlieBend gespalten. Ursache fiir
diese schlechte Effizienz kénnte zum Einen eine schlechtere Zugénglichkeit der Protease-
schnittstelle auf der Sdule, zum Anderen eine geringere Beweglichkeit der Protease sein,
da die PreScission-Protease selbst mit GST fusioniert ist.

Nach der Abspaltung von GST vom HckSH3-Protein mittels PreScission-Protease konn-
ten diese drei Komponenten durch eine GroflenausschluBichromatographie voneinander
getrennt werden.

Um eine ausreichende Spalteffizienz der Protease zu gewéhrleisten, dienten 17 aminoter-
minale Aminoséuren (P60 bis G76) als Linker zwischen GST und der SH3-Doméne. Diese
Reste gehoren strukturell zur Hck Unique-Doméne.
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4.2 NMR-spektroskopische Experimente ermoglich-
ten nahezu vollstindige Resonanzzuordnung

Mittels mehrdimensionaler, heteronuklearer NMR-spektroskopischer Experimente konnte
eine nahezu vollstandige Zuordnung des HckSH3:PD1-Komplexes erreicht werden.

Im (N-'H)-HSQC-Spektrum von freier HckSH3 konnten 95% der (HV-N)-Resonanzen zu-
geordnet werden. Nicht detektierbar waren Resonanzen in flexiblen Bereichen des Proteins
(H65 und N66 im Aminoterminus des Proteins, E89, H92 und H93 im RT-Loop).

Im Fall des HckSH3:PD1-Komplexes wurden 99% der (HY-N)-Resonanzen zugeordnet.
Nicht detektiert wurde hier lediglich die (HY-N)-Korrelation des H93-Restes von HckSH3.
Die hohere Vollstiandigkeit lasst sich, zumindest fiir die Aminosduren des RT-Loops, ver-
mutlich auf die Bindung des PD1-Peptids zuriickfithren, die die Flexibilitat des HckSH3-
Proteinriickgrats senkt und die Losungsmittel-Zuginglichkeit dieser Reste einschrankt.
Dies wird auch durch die Analyse der HyO/DyO-Amidprotonenaustausch-Experimente
gestiitzt (Kapitel 3.8).

Die Zuordnung der H®- und C®-Resonanzen war zu 100%, die der Proteinriickgrat-
Carbonylkohlenstoffkernen zu 92% vollstindig. Die Zuordnung der HckSH3-Seitenketten-
Resonanzen wurde zu 94% fiir die Protonen und 93% fiir die Heterokerne (**C und '*N)
vervollstandigt.

Zum Vergleich erreichten Horita et al. (1998) fiir die Losungsstruktur der freien Hck SH3-
Doméne eine Vollstiindigkeit der Zuordnung von 92% fiir die (HY-N)-Resonanzen, 87%
fiir die Proteinriickgrat-Carbonylkohlenstoffkerne, 100% fiir die H*- und C*-Resonanzen
sowie 94% fiir die Zuordnung der Protonen und der Heterokerne der HckSH3-Seitenketten-
Resonanzen.

Die Protonenresonanzen des Peptids konnten ebenfalls nahezu vollstindig zugeordnet
werden (95%). Die Zuordnung mittels 2D NMR-Experimente war aufgrund des nur
12 Aminoséure langen PD1-Peptids ausreichend. Fehlend sind hier die H?'- und H¢-
Resonanzen der Aminosaure Hisl sowie die der Seitenketten-Aminogruppen-Protonen des
Lys3-Restes.

4.3 Losungsstruktur des HckSH3:PD1-Komplexes

Die Losungsstruktur des HckSH3:PD1-Komplexes zeigt eine globuldre Form von HckSH3
mit der SH3-typischen [-barrel-Struktur bestehend aus zwei [(-Faltbattern mit je drei
antiparallelen (-Strdangen, die durch RT-, n-Src- und distalen Loop sowie eine kurze 3;¢-
Helix getrennt werden. Der Kern von HckSH3 setzt sich ausschliellich aus Aminoséduren
mit hydrophoben Seitenketten zusammen, die hydrophobe Liganden-Bindungsoberfléiche
ist leicht abgeflacht (Abbildung 3.13).

Zuséatzlich existiert ein kurzes antiparalleles (-Faltblatt im RT-Loop, welches in den
bisherigen Strukturen der freien und intramolekular gebundenen Hck SH3-Doméne nicht
erkennbar ist und daher durch die PD1-Bindung induziert werden muss. In anderen SH3-
Doménen wurden solche f-Faltblattstrukturen im RT-Loop schon beobachtet (SrcSH3,
PLCr, PI3K, C-terminale Grb2SH3; Kohda et al., 1994).
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Die p-Faltblatt-Struktur im RT Loop von HckSH3 wird durch die starke Verminderung
der Amidprotonen-Austauschraten der an den Faltblatt-induzieren Wasserstoftbriicken-
bindungen beteiligten Aminosduren (Y88 und F98) bestétigt.

Der Amino- und Carboxyterminus (Aminosduren G55 bis D79 und S137 bis T140)
sowie der zentrale Bereich des RT-Loops (Aminosduren H92 bis E40), die Bereiche des
n-Src- und des distalen Loops zeichnen sich durch eine geringe Anzahl von bestimmbaren
Distanzeinschrankungen aus. Der n-Src-Loop Bereich sowie Amino- und Carboxyterminus
weisen zudem keine Distanzeinschrankungen mit hoher sequenzieller Reichweite auf
(| = j| > 5; Abbildung 3.9 C).

Analog dazu zeigen die Aminoséuren dieser Bereiche, insbesondere des Aminoterminus von
HckSH3, eine deutlich verminderte Koordinatenpréazision der Schweratompositionen in der
errechneten Strukturschar (Abbildung 3.11). Da die Resonanzzuordnung in den Bereichen
erhohter r.m.s.-Abweichung ebenfalls nahezu vollstdndig ist, ldsst sich die geringe Zahl an
Distanzeinschrinkungen und die daraus resultierende verminderte Koordinatenprézision
durch das Fehlen von stabilisierender Sekundér- und Tertidrstruktur in diesen Regionen
erkldren. Dies wiederum weist auf eine erhohte Flexibilitdt der entspechenden Regionen
hin. Fiir die aminoterminalen Reste P60 bis G76 war dies zu erwarten, da diese strukturell
der flexiblen, unstrukturierten Hck Unique-Doméne angehoren.

Die (-Faltblatt-Strukturbereiche zeigen hingegen eine besonders hohe Anzahl langreich-
weitiger Distanzeinschrankungen, wie auch einige Reste im amino- und carboxyterminalen
Teil des RT-Loops. Die Atompositionen der Aminosduren dieser Bereiche besitzen
dementsprechend geringe r.m.s.-Abweichungen und sind in der Strukturschar sehr gut
definiert.

4.3.1 Die Bindung von PD1 stabilisiert die HckSH3-Struktur

Die Analyse der HyO/D5O-Austauschraten der HckSH3-Amidprotonen zeigt verliangerte
Lebenszeiten fiir die Amidprotonen, die an fiir antiparallele S-Faltblatt-Strukturen zu er-
wartende Wasserstoftbriickenbindungen beteiligt sind. Neben diesen zeigen sich auch im
amino- und carboxyterminalen Bereich des RT-Loops Amidresonanzen mit langen Lebens-
dauern, zu denen auch die Reste gehoren, die fiir die Bildung des -Faltblatts verantwort-
lich sind (Abbildung 3.20). Dies bestitigt die 5-Faltblatt-Struktur im RT-Loop und deutet
darauf hin, dass die PD1-Bindung die Flexibilitdt des RT-Loops herabsetzt.

Die Lebensdauer der an Wasserstoffbriickenbindungen beteiligten Amidprotonen-
Resonanzen verldngern sich in gesamter HckSH3 sehr stark bei Bindung an PD1. Die-
ser Effekt wurde auch von Horita et al. (1998) und Engen et al. (1997) bei Bindung von
HckSH3 an Liganden beschrieben. Dies deutet auf eine Verstdrkung der internen Wasser-
stoffbriickenbindungen und damit eine Strukturstabilisierung der SH3-Doméne bei Bindung
mit dem Liganden hin. Da auch Aminosiuren, die nicht direkt in die Bindung involviert
sind, eine hohe Halbwertszeitverlingerung bei Bindung des Liganden an HckSH3 zeigen,
scheint sich dieser stabilisierende Effekt durch das gesamte HckSH3-Protein fortzupflanzen,
wie von Palencia et al. (2004) vermutet.
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Im Gegensatz zu Horita et al. (1998), die HckSH3 im Komplex mit einem Peptid aus
einem physiologischen Liganden (GTPase-aktivierenden-Proteins, GAP) untersucht ha-
ben, findet man hier eine deutlich stiarker gesenkte Amidprotonen-Austauschrate bei
HckSH3-Aminoséauren in den (-Faltblattern und im RT-Loop. Wihrend die Amidprotonen-
Lebenszeiten der HckSH3 bei Bindung an GAP im Mittel um einen Faktor sechs steigen,
betrégt die mittlere Erhohung bei PD1-Bindung einen Faktor 13. Grund hierfiir kénnte der
50- bis 250-fach hohere Kp-Wert des PD1-Peptids sein (Kp(GAP) = 10 — 50uM), der zu
einer hoheren Stabilisierung der SH3-Doménenstruktur und einem Verlust an Flexibilitat
im Bereich des RT-Loop fiihren koénnte. Letzteres wiederum wiirde die Ausbildung des
(B-Faltblatts im RT-Loop erklaren.

4.3.2 HckSH3:PD1-Komplexstruktur zeigt einige deutliche Ab-
weichungen zu bekannten HckSH3-Strukturen

Der Vergleich der Struktur des HckSH3:PD1-Komplexes mit den HckSH3-Strukturen aus
der PDB-Datenbank (4HCK, 1BU1, 1AD5 und 1QCF) zeigt eine hohe Homologie sowohl zu
den Strukturen von freier wie auch zu denen von intramolekular gebundener HckSH3s, was
darauf schlielen ldsst, dass keine signifikanten Konformationsénderungen in der Hck SH3-
Domaéne bei Bindung des PD1-Peptids stattfinden. Hohere r.m.s.-Abweichungen zwischen
den Strukturen zeigen sich vor allem in den Riickgratschweratompositionen der Aminoséur-
en in den Bereichen der flexibleren Loop-Regionen (Abbildung 3.21).

Abbildung 4.1: Uberlagerung verschiedener
Strukturen der c-Src SH3-Doméne. Zu erken-
nen sind die Seitenkettenkonformationen des
Tyrosinrestes in der 3;p-Helix (Y138) im un-
gebundenen Zustand (rot; Xu et al., 1997;
PDB-Eintrag 1FMK) sowie im Komplex mit
den Peptidliganden PLR1 (griin; Feng et al.,
1994; PDB-Eintrag 1PRM) und VSL12 (oran-
ge; Feng et al., 1995; PDB-Eintrag 1QWF).

Relativ zu allen Vergleichsstrukturen zeigt sich in der HckSH3:PD1-Komplexstruktur ei-
ne Verlagerung des Proteinriickgrats im mittleren RT-Loop-Bereich zum PD1-Peptid hin,
die Seitenkette von H92 im RT-Loop klappt in die Kompasstasche hinein und interagiert
mit der Seitenkette der PD1-Aminosdure Tyr4. Die Bindung des PD1-Peptids verursacht
zudem eine Verstarkung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Amid- und Car-
bonylgruppen der Aminoséduren Y88 und F98 im RT-Loop, wodurch ein kurzes, antipar-
alleles (-Faltblatt entsteht, welches in den Vergleichsstrukturen nicht erkennbar ist. Die
Rotation der Y131-Seitenkette im RT-Loop von HckSH3 bei Ligandenbindung ist auch in

76



Komplexstrukturen anderer SH3-Doménen erkennbar, unabhéngig von der Bindungsorien-
tierung des Liganden und hat vermutlich sterische Griinde (Abbildung 4.1).

4.3.3 Bindungsstellenkartierung bestitigt die Ergebnisse der
Strukturanalysen

Die Kartierung der Bindungsstelle von PD1 zu HckSH3 mittels Analyse der Anderungen
der chemischen Verschiebungen der HckSH3-Amidresonanzen bei Peptidbindung (Kapitel
3.6) zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit den iibrigen Ergebnissen. Die Regionen der
hochsten Anderungen befinden sich im RT- und im n-Sre-Loop (Spezifitdtstasche, inklusive
des sauren Kompassrestes D95) sowie in der 3;o-Helix (xP-Dipeptid-Taschen). Dies steht
im FEinklang mit der Raumstruktur des HckSH3:PD1-Komplexes, in dem PD1 vor allem
an diese Bereiche bindet (Kapitel 3.7). In den Vergleichen des HckSH3:PD1-Komplexes
mit anderen HckSH3-Strukturen im freien Zustand zeigt das Proteinriickgrat in diesen drei
Bereichen ebenfalls die hochsten r.m.s.-Abweichungen (Kapitel 3.9). Die in der Komplex-
struktur entdecken Wasserstoffbriickenbindungen der Seitenketten-Amidgruppe von N130
und den Iminogruppen von W113 sowie W114 zu Peptidresten konnten auch aufgrund der
Anderungen ihrer chemischen Verschiebungen bei PD1-Titration zu HckSH3 beobachtet
werden. Die Wasserstoffbriickenbindungen der beiden Tryptophan-Reste werden zudem
von den HyO/Dy0O-Amidprotonenaustausch-Experimenten bestatigt (Kapitel 3.8).

Damit zeigt sich, dass insbesondere in Fillen in denen eine Raumstrukturanalyse
nicht moglich ist, die Analyse von chemischen-Verschiebungsénderungen mittels NMR-
Titrationsexperimenten ein grofies Potential zur Kartierung und Charakterisierung von
Bindungsepitopen in Protein-Ligand-Wechselwirkungen bietet, zumal sich dieses Verfahren
auch auf andere Atome (C’, C*/H*, CP/HP) erweitern liisst.

4.3.4 PD1 ist ein Klasse-I’-Ligand von HckSH3

Das Peptid bildet im Bereich der Aminoséuren Leu6 bis Prol0 eine Poly-Prolin-Helix des
Typs II aus, die aminoterminalen Reste bilden Kontakte zu HckSH3-Aminosduren in der
Kompasstasche zwischen RT- und n-Src-Loop.

Das Peptid zeigt nur sehr wenige intramolekulare Distanzeinschrdankungen von mittler-
er Reichweite und keine Langreichweiten-Einschrankungen auf, was fiir ein kurzes Peptid
mit PPII-Helix-Konformation zu erwarten ist, da die Ganghohe einer solchen Helix etwa
9 A betrigt. Die Berechnung der dreidimensionalen Struktur des Peptids wird daher im
Wesentlichen durch die intermolekularen Distanzeinschrankungen mit Aminosduren von
HckSH3 bestimmt.

Intermolekulare Distanzeinschrankungen zeigen sich bei einigen Aminosaureresten im RT-
Loop, im n-Src-Loop und im Bereich der 319-Helix von HckSH3 vor allem zu den Peptidre-
sten des xP-Dipeptid-Motivs (Leu6/Pro7 und Leu9/Prol0), aber auch zu den Ser2-, Tyr4-
und die Hisl-Riickgratatomen im aminoterminalen Teil des Peptids.
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Dementsprechend zeigen die Schweratompositionen der Aminoséuren im Bereich des Kern-
motivs xPxxP (Tyr4 bis Prol0) nur geringe r.m.s.-Abweichungen, wie auch die Koor-
dinaten der Schweratome des Aminosdureriickgrats der aminoterminalen Reste. Vor al-
lem die carboxyterminalen Aminosduren Serll und Leul2 sind aufgrund fehlender in-
termolekularen Distanzeinschriankungen nicht gut definiert und scheinen keinen Beitrag
zur Bindungsaffinitdt zu leisten. Lediglich schwache intermolekulare NOE-Korrelationen
zwischen Leul2 und der hydrophoben Seitenkette von Y86 konnte auf eine geringe hy-
drophobe Wechselwirkung der beiden Seitenketten hinweisen. Das Peptid nimmt eine
Klasse-I-Bindungsorientierung ein, der Aminoterminus des Peptids bindet in die HckSH3-
Kompasstasche, die Prolin-Reste der xP-Dipeptide Pro7 und Prol0 binden in die Positionen
Py und P3, die Aminoséurereste Leu6 und Leu9 in die Positionen P_; und P, von HckSH3.
Da sich die Seitenkette des konservierten Tryptophanrestes W113 von HckSH3 in SH3-11-
Orientierung befindet, kann das PD1-Peptid der Klasse I' zugeordnet werden. Das Pepti-
driickgrat bildet dabei zwischen den Aminosduren Leu6 und Prol0 eine Poly-Prolin-Helix
des Typs II aus. Aminoterminal von Leu6 beschreibt das Peptidriickgrat einen Knick von
HckSH3-Oberfliche weg und lagert sich dann im Bereich der Kompasstasche von HckSH3
in einer ”S”-férmigen Schleife wieder an deren Oberfliche zwischen RT- und n-Src-Loop
an (Abbildungen 4.2 und 3.13).

Abbildung 4.2: Darstellung der Bindungsregionen von HckSH3 im Komplex mit PD1. A Aminoterminale
PDI1-Reste (Hisl bis Tyr4) binden in die HckSH3-Kompasstasche. B PD1-Reste des xPxxP-Motivs binden
in die hydrophoben HckSH3-xP-Dipeptid-Bindungstaschen. Die Reste der HckSH3 sind in blau, die des
Peptids in griin dargestellt, saure Seitenketten sind rot bzw. violett, polare Seitenketten grau eingefirbt.
Die beiden xP-Dipeptide (Leu6/Pro7 und Leu9/Prol0) von PD1 sind durch gestrichelte Linien umrahmt.

Die miteinander interagierenden Regionen von HckSH3 und PD1 besitzen {iberwiegend
hydrophoben Charakter (Abbildung 3.16). Allerdings zeigten thermodynamische Analysen
der Bindungsenergien eines AbISH3:Peptid-Komplexes mittels isothermaler Titrationska-
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lorimetrie (ITC) einen stark exothermen Bindungscharakter, der inkonsistent mit den auch
hier scheinbar {iberwiegenden hydrophoben Interaktionen ist (Palencia et al., 2004). Die
Ursache dafiir scheint die Bildung eines komplexen Wasserstoftbriickennetzwerks zwischen
SH3-Doméne und Peptid zu sein, welches durch in die Bindungsoberfliche eingegrabene
Wassermolekiile vermittelt wird. Ob dies bei Bildung des HckSH3:PD1-Komplexes
ebenfalls der Fall ist, miisste mittels ITC-Experimenten und/oder NMR~spektroskopischer
Methoden (Otting, 1997; Dalvit et al., 1999) untersucht werden.

4.3.5 Die aminoterminalen PD1-Aminosiurereste zeigen eine

untypische Ligandensequenz mit neuen Bindungseigen-
schaften zu HckSH3

Der aminoterminale Bereich des PD1-Peptids zeigt eine fiir Src-Typ SH3-Doménen uniibli-
che Ligandensequenz, da der typische Ankerrest an Position P_3 durch einen hydrophoben
Rest (Tyr4) ersetzt ist, wéhrend sich ein basischer Rest (Lys3) an Position P_, befindet.
Obwohl an untypischer Position, weist die Seitenkette des Lys3-Restes in die HckSH3-
Kompasstasche hinein. Eine Salzbriicke mit den sauren Seitenketten von D95 und/oder
E94 im RT-Loop von HckSH3 kann nicht nachgewiesen werden, Strukturrechnungen er-
geben jedoch keinen sterischen Hinderungsgrund fiir die Ausbildung einer solchen Ionen-
wechselwirkung (Kapitel 3.7), die Anderung der chemischen Verschiebungen in den Ami-
dresonanzen von E94 und D95 bei PD1-Titration zu HckSH3 weisen auf eine direkte oder
indirekte Wechselwirkung dieser Reste mit dem Peptid hin (Abbildung 3.15).

Eine Uberlagerung von anderen prolinreichen Liganden aus Komplexen mit der SH3-
Doméne der Protein-Tyrosin-Kinase Src (VSL12, Feng et al., 1995; PDB-Eintrag 1QWF
und RLP2, Feng et al., 1994; PDB-Eintrag 1RLP) mit PD1 zeigt zudem, dass sich der
Lys3-Rest (P_4) von PD1 in &hnlicher Position befindet wie die Argininreste (P_3) der
Vergleichsliganden (Abbildung 4.3). In den Src-Komplexstrukturen weisen diese Liganden
eine Salzbriicke zwischen dem Argininrest der Peptide und des Asparaginsdurerestes der
Src SH3-Doméne auf.

Grund fiir die Verschiebung des Lys3-Restes an Position P_3 zu den P_,-Positionen
der Argininreste der Vergleichspeptide ist die Woélbung des PD1-Peptidriickgrats bei
Aminosédurerest Pro5 und eine aminoterminal anschlieBende, ausgedehnte Schleife in
Richtung des RT-Loops. Diese beiden Eigenheiten konnten damit sehr wichtig fiir die
ideale Positionierung des Restes Lys3 zur HckSH3-Kompasstasche sein.

Der Abstand der C“-Atompositionen der Argininreste bzw. des Lysinrestes der drei
Liganden von der des D95 der HckSH3-Struktur betrigt fir VSL12 10,3 A, fir RLP2
10,8 A und fiir PD1 10,1 A. Der Abstand der C*-Atompositionen zwischen den Argi-
ninresten und des SrcSH3-Asparaginsdurerestes in den Komplexstrukturen der Liganden
mit Src, in denen eine Salzbriicke zwischen den Seitenketten vorhanden ist, betrigt
10,8 A fiir VSL12 und 12 A fiir RLP2. Daher ist die Bildung einer Salzbriicke zwi-
schen der Seitenketten-Aminogruppe der Aminosdure Lys3 des PD1-Peptids und der
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Lys3
(P.)

Abbildung 4.3: Uberlagerung der SH3-Peptidliganden VSL12 (rot), RLP2 (orange) und PD1 (blau) durch
Minimierung der C*-Atompositionsdifferenzen der Aminoséurereste des xPxxP-Motivs.

D95-Seitenkettencarboxygruppe von HckSH3 wahrscheinlich, konnte jedoch hier nicht
nachgewiesen werden.

Der fehlende Nachweis einer existierenden Salzbriicke ist nicht ungewohnlich, in
der Losungsstruktur der Fyn SH3-Doméne mit einem Peptidliganden aus der p85-
Untereinheit der Phosphoinositid 3-Kinase fanden Renzoni et al. (1996) ebenfalls keine
Anzeichen einer Salzbriicke zwischen der Arginin-Ankerrest-Seitenkette des Peptids und
des Asparaginsiurerestes in der SH3-Doméne, obwohl sich der Ankerrest hier an der
typischen Position (P_3) befindet und die Strukturrechnung ebenfalls keinen Hinweis auf
eine sterische Behinderung der Ionenbindung lieferte.

Eine Lysin- statt Arginin-Aminosdure als Ankerrest ist nicht ungewdhnlich fiir SH3-
bindende Proteine. Einige natiirliche Liganden der Hck SH3-Doméne weisen einen solchen
Lysin-Ankerrest auf (Vif, KKIKPPLP; Hassaine et al., 2001 und Btk, KKPLPPLP;
Cheng et al., 1994). Allerdings zeigen die SH3-Interaktionen zu diesen Liganden meist
schlechtere Kp-Werte (Alexandropoulos et al., 1995).

Arold et al. (1998) wiesen durch isothermale Titrationskalorimetrie nach, dass die Ausbil-
dung einer Salzbriicke zwischen Peptid und SH3-Doméne keinen wesentlichen Beitrag zur
Bindungsenergie liefert und vermuten daher, das die Praferenz der Src-Typ SH3-Doménen
zu Peptiden mit basischem Rest an Position P_3 in Phage Display Selektionen dadurch
zustande kommt, dass sich SH3-Doméne und Ligand vor der Bindung durch die elektro-
statische Wechselwirkung zwischen Ankerrest und Kompasstasche in optimale Position
zueinander orientieren konnen (Erhohung der Assoziationsrate (k,,)). Demnach wire
die Ausbildung einer Salzbriicke nicht so relevant wie eine Positionierung des basischen
Restes zur Kompasstasche hin, die in der Struktur des HckSH3:PD1-Komplexes gegeben
ist. Die Aminosdure Lys3 an Position P_, scheint demnach die ”Aufgabe” des basischen
Ankerrests in Src-Typ SH3-Liganden zu iibernehmen.
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In Fluoreszenz-Tritrationsexperimenten konnte eine Bindung von PD1 an die Abl
SH3-Doméne nicht nachgewiesen werden (Tran, 2005), obwohl eine hydrophobe Ami-
nosdure an Position P_3 der Konsensussequenz von ADbISH3 geniigt (PPxhxPPPaP,
h: hydrophober, a: aliphatischer Rest; Sparks et al., 1996). Dies konnte nun durch die
Positionsverschiebung der aminoterminalen PD1-Peptidreste erkldrt werden. Tatséchlich
zeigt eine Uberlagerung des PD1-Peptids mit AbISH3-Liganden (3BP-1 und 3BP-2,
Musacchio et al., 1994, PDB-Eintdge 1ABO und 1FYN; p4l, Pisabarro et al., 1998,
PDB-Eintrag 1BBZ), dass sich die Position der hydrophoben Aminosiuren der Ver-
gleichsliganden (P_3) mit der des PD1-Restes Lys3 (P_4) deckt (Abbildung 4.4). Daher
befindet sich die Aminosdure Tyrd des PD1-Peptids nicht in der richtigen Position, um
mit dem hydrophoben Threoninrest im RT-Loop der AbISH3 zu interagieren. Da sich im
Aminoterminus von PD1 keine weiteren, fiir AbISH3-Ligandenbindungen essentiellen, hy-
drophobe Reste befinden, erklért sich so die geringe Affinitéat des PD1-Peptids zur AbISH3.

Abbildung 4.4: Uberlagerung der
AbISH3-Peptidliganden 3BP-1
(griin), 3BP-2 (rot, aus einem Kom-
plex mit FynSH3), p41 (orange) und
PD1 (blau) durch Minimierung der
C?-Atompositionsdifferenzen  der
Aminosiuren des xPxxP-Motivs.

(P.) \ (P-S)ITyrlTyr

Die Seitenkette von Hisl liegt auf einer hydrophoben Oberfliche zwischen RT- und
n-Src-Loop, zeigt jedoch keine feste Position in der berechneten Strukturschar. Trotzdem
konnte sie durch van-der-Waals-Wechselwirkung mit der Seitenkette von Y126 zur
Bindungsaffinitdt beitragen, zumal sich das Peptidriickgrat in diesem Bereich nicht
von der SH3-Oberfliche 16st und NOE-Korrelationen zwischen Hisl-Iminogruppe und
Y126-Seitenkette darauf hinweisen. NOE-Korrelationen existieren auch zwischen der
His1l-Iminogruppe und des W113-Restes, eine Wasserstoftbriickenbindung zwischen der
Iminogruppe des Hisl-Restes und der Carbonylgruppe des W113-Restes ist in einigen
Strukturen definiert. Phage-Display Screening-Experimente mit HckSH3 lieferten zudem
in mehr als 60 % der nach der Selektion charakterisierten Peptide mindestens einen
Histidin-Rest an den Positionen P_7, P_g oder P_5 (J. Gliick, noch nicht veroffentlicht),
was eine Praferenz von HckSHS3 fiir Histidin-Reste in diesem aminoterminalen Bereich der
Liganden zeigt.

81



Fluoreszenz-Titrationsexperimente mit der PD1-Mutante PD1-Y(-3)R, bei der die Ami-
nosédure Tyrd durch einen fiir Src-Typ SH3-Liganden typischen Argininrest substituiert
wurde, ergeben einen Kp-Wert von etwa 0,7 uM (Tabelle 3.1), also eine um den Faktor
zwei hohere Dissoziationskonstante als fiir PD1 (Kapitel 3.2). Dies zeigt, dass das ein
Tyrosinrest anstelle eines Argininrestes an Position P_3 fiir die Bindung an HckSH3
gleichwertig ist oder sogar bevorzugt wird. Der Grund fiir eine affinere HckSH3-Interaktion
von PD1 gegeniiber dem PD1-Y(-3)R-Peptid konnte die zusitzlich entstehende Wech-
selwirkung zwischen den Resten Tyr4 und H92 sein. Moglich ist auch eine ungiinstigere
Positionierung der aminoterminalen Reste Ser2 und Hisl zur HckSH3-Bindungsoberfliache
durch die Y(-3)R-Substitution. Durch den fehlenden Tyrosinrest konnte der Standard-
Konsensus fiir Src-Typ SH3-Liganden wiederhergestellt werden und der Argininrest die
Ankerrestposition {ibernehmen. Dies miisste jedoch durch eine Strukturaufkliarung des
HckSH3:PD1-K(-4)A-Komplexes verifiziert werden.

Die Affinitdt des PDI1-K(-4)A-Peptids, die deutlich unter der des PDI- und des
PD1-Y(-3)R-Peptids liegt (Tabelle 3.1), zeigt, dass der Lysinrest tatséchlich eine wich-
tige Rolle in der HckSH3-Bindung spielt. Grund fiir den 9fach hoéheren Kp-Wert des
PD1-K(-4)A-Peptids (relativ zu PD1) wird der fiir Src-Typ SH3-Liganden wichtige
basische Ankerrest sein, der bei dieser Mutante fehlt. Dies ist ein weiterer Hinweis dafiir,
dass der Lys3-Rest im PD1-Peptid die Rolle des Ankerrestes bei der HckSH3-Bindung
iitbernimmt. Nicht auszuschliessen ist jedoch, dass der hohere Kp-Wert auf eine ungiinsti-
gere Positionierung der aminoterminalen Reste (Ser2 und Hisl) zu HckSH3 durch die
K(-4)A-Substitution zustande kommt.

Das PD1-Y(-3)A-Peptid zeigt mit einem 48fach hoheren Kp-Wert als PD1 die geringste
Affinitét von den vier Peptiden zu HckSH3 (Tabelle 3.1). Grund hierfir konnte die
fehlende Interaktion des Tyr4-Restes zu HckSH3 sein. Da im Fall des PD1-Y (-3)R-Peptids
die Substitution dieses Tyrosinrestes aber nur kleinere Auswirkungen auf die Affinitit
zu HckSH3 zeigt, scheint der Argininrest den Beitrag von Tyr4d zur Bindungsaffinitét
zum Teil ausgleichen zu konnen. Es lédsst sich vermuten, dass eine weitere wichtige
Ursache fiir den hohen Kp-Wert des PD1-Y(-3)A-Peptids zu HckSH3 eine ungiinstigere
Positionierung der dem Tyrosinrest aminoterminal folgenden Aminosiuren des Peptids
zur HckSH3-Bindungsoberfliche durch die Y(-3)A-Substitution ist. Moglicherweise ist
der Lys3-Rest dieses Peptids nicht mehr in der Lage, in die HckSH3-Kompasstasche zu
binden, so dass auch im HckSH3:PD1-Y(-3)A-Komplex kein Ankerrest vorhanden ist.
Diese Vermutung muss aber durch eine Strukturaufklarung verifiziert werden.

Die Losungsstruktur des HckSH3:PD1-Komplexes zeigt einen anderen Bindungsmodus der
aminoterminalen Peptidreste zu HckSH3 als bisherige Src-Typ SH3:Ligandenkomplexe.
Durch die strukturelle Konformation des Peptidriickgrats, die moglicherweise durch den
Tyr4-Rest verursacht wird, nimmt die Aminosédure Lys3 an Position P_, die Aufgabe des
basischen Ankerrests ein, der sich nach der Konsensus-Sequenz fiir Src-Typ SH3-Doménen
an Position P_3 befindet. An Position P_3 bildet die Seitenkette des PD1-Restes Tyr4
zusitzliche Kontakte zum Imidazolring von H92 in HckSH3, welcher dazu in die Kompas-
stasche hineinklappt.
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Die Seitenketten der Aminosduren Hisl und Lys3 sind kaum definiert. Die His1-Seitenkette
konnte tatsichlich flexibel sein, wahrend fiir die Lys3-Seitenkette eine Salzbriickenbildung
mit den sauren Resten im RT-Loop zu erwarten ist, jedoch nicht eindeutig nachgewiesen
werden konnte.

Eine Isotopenmarkierung des Peptids kénnte weitere strukturelle Einschréinkungen liefern,
die vor allem den Einfluss dieser beiden Peptidreste auf die Bindungsaffinitit kléaren
konnte (z.B. durch NMR-Spinrelaxationsexperimente, Kay, 1998) sowie den Einfluss von
Wassermolekiilen auf die Bindung (Kapitel 4.3.4).

4.4 PD1 ist der erste hochaffine Nicht-Standard-
Ligand fiir Src-Typ SH3-Doménen

In der Literatur existieren bereits einige Berichte {iber SH3-Liganden, deren Aminoséure-
sequenzen nicht dem xPxxP-Motiv geniigen (Tabelle 4.1). Die SH3-Doménen, welche die-
se Liganden binden, sind Bestandteil von Proteinen, die nicht zur Familie der Src-Typ
Protein-Tyrosin-Kinasen gehoren.

Protein SH3-Doméne Konsensussequenz  Referenz

FYN T-bindendes Protein FYB-SH3 RKxxYxxY Kang et al., 2000
Aktin-bindendes Protein Abpl-SH3 +xxxPxxPx+PxxL. Fazi et al., 2002
p53-bindendes Protein 2 p53BP2-SH3 VPMRLR* Espanel & Sudol, 2001
Epidermaler-Wachstumsfaktor- Eps8-SH3 PxxDY Mongiovi et al., 1999
Rezeptor-Kinase Substrat 8

SH3-Doménen-Kinase- CIN85-SH3s  PxxxPR Kowanetz et al., 2003
bindendes Protein 1

Wachstumsfaktor-Rezeptor- Grb2-C-SH3  PxxxRxxKP Lewitzky et al., 2001
gebundenes Protein 2

Endophilin Endo-SH3s xP(+/x)RPPxp(r)  Cestra et al., 1999
Amphiphysin 1 Amphl-SH3  #xRPxR Cestra et al., 1999
p53-bindendes Protein 2 p53BP2-SH3 SCMGGMNRT Gorina & Pavletich, 1996

Tabelle 4.1: Auflistung von SH3-Doménen mit ungewohnlichen Liganden-Konsensussequenzen. Die Kon-
sensussequenzen wurden durch Phage-Display-Screenings und/oder Yeast-Two-Hybrid-Methoden ermit-
telt. ”+” bezeichnen basische, ”#” hydrophobe, kleine Buchstaben bevorzugte Aminosaurereste. *p53BP2-
SH3-Bindungssequenz des Yes-assoziierten Proteins (YAP); T*p53BP2-SH3-Bindungssequenz des Tumor
Suppressors p53, bindet durch zwei voneinander getrennte Bereiche (SCM und NR).

Die Ursache der ungewohnlichen Konsensussequenzen fiir die Liganden dieser SH3-
Doménen liegt meist in Unterschieden in der SH3-Aminosduresequenz relativ zu den
SH3-Domaénen, die das typische xPxxP-Motiv erkennen. Im Fall der Wildtyp-Abpl SH3-
Doméne fiihrt eine E6L-Substitution (typischerweise hydrophober Rest, L85 in HckSH3),
fiir die Wildtyp-FYB SH3-Doméne eine W976R-Substitution (K115 in HckSH3) zu einer
Anderung der Erkennungssequenz. Durch die Substitutionen binden diese modifizierten
SH3-Doménen Liganden mit typischem xPxxP-Motiv.

Die SH3-Doménen von Eps8 und CIN85 binden keine Liganden mit xPxxP-Motiv,
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was ebenfalls darauf schliessen lédsst, das die Ursache in der SH3-Sequenz oder in
konformellen Eigenheiten zu suchen ist. Fiir die SH3-Doméne von Eps8 kommen dafiir
einige Aminosdurereste im RT-Loop in Frage (Mongiovi et al., 1999), die ungewthnliche
Erkennungssequenz der FYB SH3-Doméne konnte neben zusétzlichen Aminosduren im
RT-Loop durch einen fehlenden Tryptophanrest (W114 in HckSH3) zustande kommen.
Kang et al. (2000) fanden mittels NMR-Titrationsexperimenten einen FYB SH3-Liganden
mit YxxY-Motiv, der mit schwacher Affinitéit auch an die SH3-Doménen der Src-Kinasen
Lck und Fyn bindet. Mit geringer Affinitéit interagieren die SH3-Doménen der Src-Kinasen
zudem intramolekular mit dem SH2-Kinase-Linker, welcher bei einigen Kinasen nur ein
Prolinrest aufweist.

Im Gegensatz dazu zeigt PD1 trotz seiner ungewohnlichen Konsensussequenz eine
hochaffine Wechselwirkung mit der SH3-Domé&ne von Hck. Die Ergebnisse aus den
Fluoreszenztitrationsexperimenten zeigen einen dhnlichen oder sogar niedrigeren Kp-Wert
fiir die Wechselwirkung von HckSH3 mit PD1 als mit PD1-Y(-3)R, welches der Standard-
Konsensussequenz geniigt.

4.5 Vorhersage-Algorithmen fiir SH3-Bindungs-
partner erkennen PD1 nicht als hochaffinen
HckSH3-Liganden

Trotz der immer noch nicht detailiert verstandenen Bindungseigenschaften von SH3-
Doménen wird versucht, durch Algorithmen, die auf bereits existierende strukturelle
Komplex- und Bindungsdaten basieren, die sequentielle Bindungspréferenz von Liganden
an verschiedene SH3-Doménen vorherzusagen. Einer dieser Algorithmen ist ”SH3-SPOT”
(Brannetti et al., 2000).

Aus bestehenden Komplexstrukturdaten wurden zunéchst alle moglichen positionsspezifi-
schen Kontakte zwischen SH3- und Liganden-Aminoséureresten ermittelt. SH3-Liganden
aus Phage-Display-Experimenten wurden dann dazu verwendet, eine SH3-spezifische Inter-
aktionsdatenbank zu erzeugen. Diese besteht aus einem multidimensionalem Gitter, welches
die Haufigkeiten von Kontakten bestimmter Liganden- Aminoséurereste an bestimmten Po-
sitionen enthélt (SH3-spezifische Matrix).

Durch Auswahl der SH3-Doméne (der SH3-spezifischen Matrix) und Eingabe eines zu un-
tersuchenden potentiellen Liganden berechnet der Algorithmus die Wahrscheinlichkeit, mit
der der Ligand an die ausgewihlte SH3-Doméne bindet (iSPOT-Score).

Zum Test dieses Algorithmus (http://cbm.bio.uniroma2.it/ispot/; Brannetti & Citterich,
2003) wurden die HckSH3-Bindungswahrscheinlichkeiten von Peptidsequenzen aus physio-
logischen SH3-Liganden sowie des PD1-Peptids und der PD1-Mutanten berechnet und mit
den in dieser Arbeit bestimmten bzw. bereits bekannten Kp-Werten verglichen (Tabelle
4.2).
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Die Peptide aus physiologischen SH3-Liganden (Sosj147_1161 und Sam6834 45) wurden von
Tran et al. (2006) auf Interaktion mit der Lck SH3-Doméne untersucht und stammen aus
einer systematischen Suche nach PxxP-Motiven in den Aminosiuresequenzen von bekann-
ten Interaktionspartnern der Lck SH3-Doméne. Die zugehorigen Kp-Werte der Peptide
zur Wechselwirkung mit HckSH3 wurden von mittels Fluoreszenztitrationsexperimenten
bestimmt (A. Aladag, noch nicht veroffentlicht).

Name Sequenz iSPOT-Sequenz K p-Wert iSPOT-Score
[ M]

PD1 HSKYPLPPLPSL HSKYPLPPLP 0,33£0,02 0,7119

PD1-Y(-3)R HSKRPLPPLPSL HSKRPLPPLP 0,66+0,02 0,9110

PDI1-Y(-3)A HSKAPLPPLPSL HSKAPLPPLP 15,894+0,27 0,7084

PD1-K(-4)A HSAYPLPPLPSL HSAYPLPPLP  3,11£0,18 0,7182

Sosiia7—1161 VPVPPPVPPRRRES PPPVPPRRRE 5,55£0,30  0,8926
Sam6834_45 PSRQPPLPHRSRGG QPPLPHRSRG 21,72+0,89 0,8378

Tabelle 4.2: Vergleich der mittels Fluoreszenz-Titration bestimmten Kp-Werte von HckSH3-bindenden
Peptiden mit den vom SH3-SPOT-Algorithmus verhergesagten Bindungswahrscheinlichkeiten. Die iSPOT-
Sequenz ist dabei der vom Algorithmus verwendete Sequenzbereich, der den besten Score ergibt.

Der Vergleich zeigt, dass das relative Verhéltnis des iSPOT-Scores der Peptide aus
physiologischen SH3-Liganden (Sosjja7_1161 und Sam6834 45) die gemessenen Kp-Werte
widerspiegelt.

Sehr deutlich zeigt sich dagegen, dass der Algorithmus nicht in der Lage ist, das PD1-Peptid
als hochaffinen HckSH3-Liganden zu erkennen. Obwohl der Kp-Wert des PD1-Peptids um
einen Faktor zwei tiber dem der PD1-Y(-3)R-Mutante liegt, berechnet der Algorithmus
zweiteres Peptid als viel wahrscheinlicheren Bindungspartner und ordnet dem PD1-Peptid
nur einen méssigen Score zu. Die verwendete SH3-spezifische Matrix ordnet also einem
Peptid, welches ein Arginin-Rest an Position P_3 besitzt (entsprechend der Konsensus-
Sequenz fiir Src-Typ SH3-Doménen), eine viel hohere Interaktionswahrscheinlichkeit mit
der SH3-Doméne zu. Dies ist wiederum darauf zuriick zu fithren, dass die Matrix durch
Komplexstrukturen erstellt wurde, in denen die Sequenzen der SH3-gebundenen Peptide
alle der Konsensus-Sequenz fiir Src-Typ SH3-Liganden entsprechen. Daher entsteht ein
systematischer Fehler in der Wahrscheinlichkeitsberechnung fiir Peptidliganden, der eine
Bevorzugung fiir Liganden mit Konsensus-Sequenz bewirkt. Da auch andere Methodiken
zur Vorhersage von SH3-Liganden (z.B. Scansite; Obenauer et al., 2003 oder SPMFEP;
Hou et al., 2006) auf diesen Komplexstrukturen beruhen, werden auch diese bei der
Vorhersage der HckSH3:PD1-Bindung fehlschlagen.

Dies zeigt die Wichtigkeit der Untersuchung dieser Komplexstruktur zum Verstédndnis
der molekularen Grundlage von SH3-Liganden-Interaktion und fiir die Entwicklung von
verlésslicheren Algorithmen zur Erkennung von potentiellen SH3-Liganden.
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4.6 Es existieren PD1-dhnliche Sequenzen im huma-
nen Proteom

Um die physiologische Relevanz der Bindung von HckSH3-Liganden mit PD1-&hnlichen
Bindungsmotiven zu untersuchen, wurde eine BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool)-Suche (Altschul et al., 1997) mit der PD1-Sequenz (HSKYPLPPLP) in der SWISS-
PROT-Datenbank durchgefiihrt. Verwendet wurde das Tool zur Suche nach kurzen, nahezu
exakten Sequenziibereinstimmungen des ”National Center for Biotechnology Information”
(NCBI,; http://www.ncbi.nih.gov/). Die Suche wurde, eingeschrankt auf das humane Pro-
teom, mittels der PAM-30-Matrix durchgefiihrt, die vor allem fiir kurze Sequenzalignments
geeignet ist (Altschul, 1991). Weitere BLAST-Parameter waren der ”Expect value” (Strin-
genz der Suche; 20000), die "Word size” (Mindestlinge von Ubereinstimmungen; 2) sowie
die "Gap costs” ("Strafen” fiir die Erzeugung einer Liicke (open; 9) bzw. Verlingerung
einer existierenden Liicke (extension; 1) beim Alignment).

Ein vielversprechender Treffer war ADAM-22 (Swiss-Prot-Eintrag QI9P0K1), ein Protein
aus der ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-Familie sowie zwei Isoformen des Pro-
teins (Swiss-Prot-Eintrag QIP0K1-2 und Q9P0K1-5). Die PD1-dhnliche Region befindet
sich im cytoplasmatischen Teil des Proteins (Aminosdurepositionen 877 bis 890, Tabelle
4.3).

PD1 HS K Y PL PP L P (SL)
ADAM-221 (SR) K Y P Y P M P P L P (DE)
ADAM-22.2 S R K'Y PY P M P P (LPDE)

Tabelle 4.3: Vergleich der Aminoséuresequenz des PD1-Peptids mit der Poly-Prolin-reichen Sequenz der
zytoplasmatischen Doméne von ADAM-22. Die Sequenz ADAM-22_1 wurde durch eine BLAST-Suche des
humanen Genoms entdeckt, die Sequenz ADAM-22_2 ist um zwei Aminosduren relativ zu ADAM-22_1
verschoben. Beide Sequenzen zeigen ein PxxP-Motiv und einen Tyrosinrest an Position P_g3, die ADAM-
22_2-Sequenz zusétzlich ein Lysinrest an Position P_y.

Die ADAM-22-Aminoséduresequenz beinhaltet zwei mogliche PxxP-Motive, die um zwei
Aminoséduren gegeneinander verschoben sind. Das erste Motiv (ADAM-22_1, Reste 879-
888) besitzt eine grofere Ahnlichkeit mit der PD1-Sequenz (60% gleiche Aminoséuren, 70%
gleiche Aminoséurearten fiir die PD1-Sequenz 1-10), beim zweiten Motiv (ADAM-22_2
Reste 877-886; 50% gleiche Aminosduren, 80% gleiche Aminosdurearten) ist neben dem
Tyrosinrest an Position P_3 (Tyr4 in PD1) auch der Lysinrest an Position P_, (Lys3 in
PD1) vorhanden.

Die ADAM-Proteine gehoren zu der Superfamilie der Metalloproteasen. Sie bestehen
aus einem extrazelluldren Teil, einer Transmembrandoméne und einer zytoplasmatischen
Doméne. Der extrazelluldre Teil enthélt eine EGF (epidermal growth factor)-dhnliche,
cysteinreiche Doméne sowie eine fiir die ADAM-Familie typische Disintegrin- und
Metalloproteinase-Doméne (Black & White, 1998).
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Sie besitzen proteolytische Eigenschaften und sind in Zelladhésion, Membranfusion und
intrazellulare Signaltransduktion involviert (Schlondorff & Blobel, 1999).

Poghosyan et al. (2002) konnten eine Interaktion zwischen dem Protein ADAM-15 und
den SH3-Doménen der Kinasen Lck, Fyn, Abl, Src und Hck in wvitro nachweisen. Die
Kinasen Lck und Hck phosphorylieren ADAM-15 in vivo.

ADAM-22 wird allerdings, entgegen ADAM-15, nicht in allen Zelltypen exprimiert,
sondern kommt iiberwiegend in Zellen des Gehirngewebes vor (Sagane et al., 1998).
Zwar wird auch Hck in Mikroglia-Zellen (Immunzellen des zentralen Nervensystems mit
phagozytischen Eigenschaften) des Gehirns exprimiert (Krady et al., 2002), ob jedoch
auch ADAM-22 in diesen Zellen vorkommt, sodass eine physiologische Interaktion der
beiden Proteine moglich ist, bleibt zu untersuchen.

Jedoch ist eine Interaktion der zytoplasmatischen Doméne von ADAM-22 mit den
Src-Kinasen Src, Fyn, Yes und/oder Lyn moglich, da diese auch in Zellen des Ge-
hirngewebes exprimiert werden. Vor allem interessant ist dabei die Untersuchung der
Wechselwirkung von ADAM-22 mit Lyn, da diese Kinase einen Histidinrest an der selben
Position im RT-Loop wie bei Hck besitzt (H92 in HckSH3) und dieser Histidinrest durch
die Interaktion mit Tyr4 in PD1 eine wichtige Rolle fiir den PD1-Bindungsmodus zu
besitzen scheint. Ob die Poly-Prolin-reiche Sequenz in der zytoplasmatischen Doméne
von ADAM-22 tatséchlich an die SH3-Doménen dieser Kinasen bindet, miisste z.B. durch
Ko-Immunoprézipitation und Interaktionsversuche (wie Oberflichenplasmonenresonanz
oder Fluoreszenztitration) untersucht werden. Ob diese potentielle Interaktion einen
PD1-dhnlichen Charakter besitzt, miisste schliellich durch eine Strukturaufklarung
der zytoplasmatischen Doméne von ADAM-22 im Komplex mit diesen SH3-Doménen
bestimmt werden.
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4.7 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Bindungseigenschaften der SH3-Doménen
deutlich komplexer sind als angenommen. Die Konsensussequenz fiir SH3-Doménen
des Src-Typs kann nicht uneingeschrénkt fiir die Suche nach SH3-bindenen Proteinen
angewendet werden, da die PDI1-Aminosduresequenz von ihr abweicht und zudem eine
scheinbar hohere Affinitét an HckSH3 aufweist als z.B. das PD1-Y(-3)R-Peptid, das der
Konsensussequenz geniigt.

Weitere Analysen sind notwendig, um die Ursachen der hohen Affinitit des PD1-Peptids
zu HckSH3 zu kléaren. Isothermale titrationskalorimetrische Experimente mit dem PD1-
Peptid und HckSH3 sowie Aminoséduresubstitutionen in beiden Proteinen sowie deren
Strukturaufklarungen konnten Aufschluss iiber den Einfluss der einzelnen Reste auf die
Bindungsaffinitdt und die Art deren Wechselwirkung (hydrophob, elektrostatisch oder
polar) liefern. NMR-Experimente zur Untersuchung der Interaktionsdynamiken (Kay,
1998; Mittag et al., 2003) und Bestimmung der Assoziations- und Dissoziationsraten
mittels Fluoreszenzspektroskopie oder Oberflichenplasmonenresonanz kénnten weitere
Aufschliisse iiber das SH3-Bindungsverhalten geben.

Eine wichtige Frage, die sich stellt, ist, warum Src-Typ SH3-bindende Peptide mit
ungewohnlichen Aminosduresequenzen wie das PD1 bisher nicht durch Phage-Display-
Screenings entdeckt wurden, obwohl sie zumindest im Fall der HckSH3-PD1-Interaktion
eine hohe Affinitat zu SH3-Doménen aufweisen.

Eine mogliche Erklarung koénnte der von Arold et al. (1998) vorgeschlagene Einfluss
des Peptid-Ankerrests vor der Komplexbildung auf die Assoziationsrate sein (Kapitel
4.3.5). Der hohere k,,-Wert von Peptidliganden mit Ankerrest an Position P_3 kénnte
verhindern, dass Peptide ohne diesen Ankerrest oder mit Ankerrest an anderer Position
beim Phage-Display-Screening selektiert werden und wodurch ein systematischer Fehler
entsteht. Dies konnte durch Bestimmung von Assoziations- und Dissoziationsraten der
Peptide verifiziert werden. Sollte dies der Fall sein, konnte man z.B. Phage-Display-
oder NMR-basierte Screeningmethoden (Wang et al., 2004), in denen man andere
SH3-Doménen als Kompetitoren einsetzt, zur Suche nach weiteren Peptiden mit un-
gewoOhnlichen Peptidsequenzen verwenden. Solche Liganden konnten das Verstdndnis
der komplexen SH3-Bindungseigenschaften erhohen und dabei helfen, die Parameter zu
finden, welche die Bindungsspezifitdten der SH3-Doménen ausmachen.

Eine Untersuchung der Interaktion der zytoplasmatischen Doméne von ADAM-22, welche
eine PD1-dhnliche Aminosiduresequenz enthélt, mit SH3-Doménen von Src-Kinasen, die
(wie ADAM-22) auch in Zellen des Gehirngewebes exprimiert werden, kénnte kléren,
inwiefern der fiir den HckSH3:PD1-Komplex entdeckten Bindungsmodus auch eine
physiologische Relevanz besitzt.

Das PD1-Peptid ist in der Lage, die Bindung des HIV-1 Nef-Proteins an HckSH3 zu
inhibieren (Tran, 2005). Daher ist die Untersuchung der Kinaseaktivitédtsmodulation von
Hck in Anwesenheit von HIV-1 Nef und/oder PD1 in vitro und in vivo sehr interessant.

Zwar eignen sich Peptide aufgrund ihrer moéglichen Proteolysesensititit und immunogenen
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Eigenschaften nicht zu therapeutischen Zwecken, jedoch koénnte das PDI1-Peptid als
Kompetitor in Screenings von chemischen Bibliotheken mit HckSH3 verwendet werden,
um moglicherweise niedermolekulare, spezifische und affine HckSH3-Liganden zu finden.
Ein solches Verfahren wurde beispielsweise von Bjorglund et al. (2006) auf leukozytenspe-
zifische Integrinrezeptoren angewandt. Auf lange Sicht wéren solche niedermolekularen
Wirkstoffe als Medikament gegen die Folgen der HIV-Infektion oder fiir eine gezielte
immunosupprimierende Wirkung denkbar.

Da die Kinaseaktivitdt von Protein-Tyrosin-Kinasen durch ihre komplexen intramo-
lekularen Mechanismen scheinbar nicht ein- und ausgeschaltet werden kann, sondern
dynamisch reguliert zu werden scheint (Lowell, 2004), eignen sich diese Proteine als Ziele
fiir therapeutische Zwecke, da keine ”knock-out”-Effekte eintreten konnen.

Problematisch ist jedoch, das Protein-Tyrosin-Kinasen des gleichen Typs in verschie-
denste Signaltransduktionswegen gleichzeitig involviert sind und eine hohe gegenseitige
Redundanz aufweisen. Auch scheinen die Funktionen einer Kinase zudem noch von deren
Lokalisation in der Zelle abzuhdngen (Modafferi & Black, 1999; Robbins et al., 1995).
Die hohe Sequenzhomologie der Src-Typ SH3-Doménen hat zudem zur Folge, dass sich
die Identifizierung von spezifischen Liganden, welche selektiv fiir eine bestimmte Src-Typ
Kinase sind, als problematisch erweist. Erste Erfolge konnten z.B. durch eine kombinato-
rische Peptidbibliothek (Peptid/Nicht-Peptid-Chimere) fiir die Fyn SH3-Doméne erzielt
werden (Li & Lawrence, 2005).
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Kapitel 5

Anhang

5.1 Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

1D, 2D, 3D Ein-, Zwei-, Dreidimensional

A Angstrém (0,1 nm)

AIDS aquired immunodeficiency syndrome
(Erworbenes Immunschwéche-Syndrom)

ATNOS automated NOESY peak picking (Programm zur automatischen
Selektion von NOE-Resonanzen in NMR-Spektren)

BMRB Biological Magnetic Resonance Bank

°C Grad Celsius

CANDID Combined automated NOE assignment and structure

determination module (Programm zur automatischen Zuordnung
von NOE-Resonanzen in NMR-Spektren)

CARA Computer Aided Resonance Assignment (Programm zur
Visualisierung und Auswertung von NMR-Spektren)

cm Zentimeter

COSY correlated spectroscopy (Korrelationsspektroskopie)

ct constant time (konstante Zeit)

) chemische Verschiebung

D,0O Deuteriumoxid (2D50)

Da Dalton (Molekulargewichtsangabe fiir Biopolymere)

DIPSI-3 decoupling in the presence of scalar interactions
(TOCSY-Mischsequenz)

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)

DSS 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat

DYANA dynamics algorithm for NMR applications (Programm zur
Berechnung von Protein- und Nukleinsdurestrukturen aus
NMR-Daten)

E. coli Escherichia coli
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et al.
F1, F2, F3
g

g
GARP

GSH-Sepharose
GST

h

Hck

HckSH3

HIV-1

HSQC

IPTG
iSPOT

Kp

kDa

kon

1
LB-Medium
M

Mg

1

uM

pm
M9-Medium
mA

mg

MHC-I

min

ml

mM
MOLMOL

MWCO
v
Nef

nm

NMR

et allis (und andere)

Dimensionen von NMR-Spektren nach Fourier-Transformation

Gramm

Erdbeschleunigung (bei Zentrifugengeschwindigkeitsangaben)

globally optimized, alternating-phase rectangular pulses
(Entkopplungsschema)

Glutathion Sepharose

Glutathion-S-Transferase

Stunde

hematopoietic cell kinase (Hamatopoetische Zell-Kinase)
Hck SH3-Domaéne

human immunodeficiencyvirus type 1

(Humanes Immundefizienzvirus Typ 1)

heteronuclear single quantum coherence
(Heteronukleare Einquanten-Kohérenz)
Isopropyl-#-D-thiogalactopyranosid

Internet-Werkzeug zur Bestimmung der Wechselwirkungs-
spezifititen von Proteinmodul-Familien
Dissoziationskonstante

Kilodalton

Assoziationsrate

Liter

Luria-Bertani Medium

Molar (Mol /Liter)

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Mikrometer

kiinstliches Minimalmedium zur Isotopenmarkierung
Milliampere

Milligramm

major histocompatibility complex class |
(Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse I)

Minuten

Milliliter

Millimolar

molecule analysis and molecule display (Programm zur
Visualisierung und Analyse von 3D Molekiilkoordinaten)

molecular weight cut-off (Molekulargewichtsausschlussgrenze)

Frequenz

negative factor (Hl-virales Protein)

Nanometer

nuclear magnetic resonance (Kernmagnetische Resonanz)
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NMRPipe
NOE
NOESY
n-Src-Loop
ODgoo
PAGE
PDB

PFG

PPII
ppm
PROCHECK-NMR

r.m.s.d.
RADAR

rpm
RT

RT-Loop

S

SDS

SH1, SH2, SH3, SH4
Src

(©)mrw

TOCSY

Tris

TROSY

U
[U-1C). [U-1 ]

Uv
v/v
VNMRJ
w/v

WALTZ-16

WATERGATE

Programm zur Prozessierung von NMR-Spektren

nuclear overhauser effect / enhancement (Kern-Overhauser-Effekt)
NOE spectroscopy (NOE-Spektroskopie)

neuronaler Src-Loop

Optische Dichte bei einer Wellenléinge von 600 nm
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Protein Data Bank

pulsed field gradient (Moglichkeit des NMR-Spektrometers fiir
das Probenvolumen einen kurzzeitigen magnetischen
Feldgradienten in einer oder in mehreren Raumachsen zu erzeugen )
Poly-Prolin Helix Typ II

parts per million (Masseinheit fiir chemische Verschiebungen)
Programm zur Analyse von NMR-Daten

root mean square deviation (Quadratwurzel aus den mittleren
Abweichungsquadraten)

automated NOESY peak picking and NOE assignment
(Programmpaket aus ATNOS und CANDID)

rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Arginin-Threonin-Loop

Sekunde

sodium dodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)

Src Homologie 1, 2, 3, 4

Sarcoma virales Onkogen-Homolog

mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosdurerest

total correlated spectroscopy (Totale Korrelationsspektroskopie)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

transverse relaxation optimized spectroscopy

(Optimierte transverse Relaxationsspektroskopie)

unit (Einheit)

Uniforme Isotopenanreicherungen mit dem Nuklid ¥C bzw. N
(Grad des Einbaus ungekannt; Nomenklatur nach

Markley et al., 1998)

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Varian NMR-Software

weight per volume (Gewicht pro Volumen)

wonderful alternating phase technique for zero residual splittings
(Entkopplungsschema)

water supression by gradient-tailored exitation

(Technik zur Unterdriickung des HoO-NMR-Signals)
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5.2 Ein- und Dreibuchstaben-Aminosiure-Kode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure (Aspartat) Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure (Glutamat) Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile 1
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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