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Abkurzungsverzeichnis Il

Abkulrzungsverzeichnis

Zur Abkurzung der Aminosaduren werden die Einbuchstabenkodie-
rungen nach Vorschlagen der IUPAC-IUB-Kommission far
Biochemische Nomenklatur verwendet (Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9 -
37).

Dem Englischen entnommene Fachausdricke sind kursiv gedruckt.

2D zweidimensional

3D dreidimensional

AAA ATPases associated with a variety of cellular activities
ABC ATP binding casette

ATP adenosine 5 -triphosphate

ATR-FTIR attenuated total reflecion Fourier transformation infra red

Bo magnetische Feldstarke

BmrR Bacillus subtilis multidrug resistance R
C Konzentration

G Dihedralwinkel

COosy correlation spectroscopy

CP cross polarisation

CSA chemical shift anisotropy

d Abstand

o) Gradientendauer
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™ transmembrane Domane

TOCSY total correlation spectroscopy
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TROSY transverse relaxation-optimized spectroscopy

[U-13C/15N] einheitlich 13C- und 15N-markiert

VAT valosine-containing protein like ATPase

VAT-N N-terminale Substraterkennungsdomane des VAT-Proteins
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1 Einleitung

Durch Bakterien verursachte Krankheiten wurden bisher nicht ausge-
rottet, aber ihr Ruckgang wurde seit dem letzten Jahrhundert aufgrund
einer verbesserten Gesundheitspolitik und bedeutender Leistungen der
biomedizinischen Forschung und ihrer Anwendung voran getrieben. So
ermodglichte in den letzten Jahrzehnten die Entwicklung und der Ein-
satz einer Vielzahl von Antibiotika wachsende Erfolge bei der Be-
kampfung bakteriell bedingter Erkrankungen. Jedoch wurde gleichzeitig
durch unvorsichtige, Ubermal3ige oder falsche Verwendung von Anti-
biotika die Entstehung von Stammen pathogener Bakterien, die gegen

Antibiotika resistent sind, geférdert (1).

Verschiedene Formen der Antibiotikaresistenz wurden im Verlauf der
Evolution herausgebildet. Einer dieser Mechanismen ist die Ausschei-
dung toxischer Substanzen durch die Zellmembran. Um die Resistenz
pathogener Bakterien gegen bekannte Antibiotika zu stoppen, ist es
sehr wichtig, den Signal- und Stofftransport durch die Membran zu er-
forschen. Dieser Transport wird durch spezifische Membranproteine
ermoglicht, deren Struktur und Wirkungsweise gegenwartig noch nicht

genau verstanden wird.

Eines der Ziele der Membranforschung ist es, hochaufgeloste Struk-
turen von Membransystemen zu erhalten, die zu dem Verstandnis bei-
tragen, wie diese ihre biologische Rolle austiiben. NMR-spektroskopische

Untersuchungen an verschiedenen Proteinen lieferten Informationen
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daruiber, wie sich Proteine falten, andere Molekule binden und Reak-
tionen katalysieren (2).

Die Technik der kernmagnetischen Resonanzspektroskopie ist einzig-
artig in ihrer Fahigkeit, strukturelle und dynamische Eigenschaften von
komplexen biologischen Molekulen unter physiologischen Bedingungen
zu messen. Die Hochauflosungs-NMR-Spektroskopie wurde eine Stan-

dardmethode zur Strukturbestimmung von wasserléslichen Proteinen

(3).

Membranproteine sind aufgrund ihrer speziellen Funktion und Wir-
kungsweise in Lipiddoppelschichten nicht wasserléslich und zuséatzlich
relativ grof3. Daher kénnen die Methoden der hochauflésenden NMR-
Spektroskopie nur angewandt werden, wenn geeignete Untersuchungs-

medien zur Verfligung stehen.

Organische Losungsmittel und kleine Detergenzmizellen sind, bedingt
durch ihre kurzen Korrelationszeiten, sehr gut dafur geeignet. Grof3ere
Proteine erhalten unter derartigen Bedingungen jedoch nur sehr selten
ihre Tertiarstruktur und damit ihre Funktionalitat. Unilamellare
Phospholipidvesikel sind fur die Hochauflosungs-NMR-Spektroskopie zu
grol3 und erfordern daher Methoden der Festkorper-NMR-Spektroskopie
4-7).

Das im Rahmen der vorgelegten Arbeit untersuchte Protein EmrE ist fur
eine Resistenz der Bakterien gegenUber einer grol3en Vielfalt zyto-
toxischer Verbindungen mit verantwortlich. Es ist in der Lage, Anti-
biotika mit Hilfe des aktiven Transportes durch die Zellmembran aus
der Zelle zu schleusen. Dazu arbeitet es als Antiporter, der als Antriebs-

kraft einen Protonengradienten nutzt. Das 12 kDa schwere Membran-
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protein gehért zu der Familie der MiniTEXANe und wird aus Escherichia
coli gewonnen (8).

Aufgrund der guten Loslichkeit des Membranproteins EmrE in orga-
nischen Lésungsmitteln wurde zu Beginn dieser Arbeit die Sekundar-
struktur, basierend auf den Informationen des Index der chemischen
Verschiebungen, der 3JnHHe-Kopplungskonstanten und der NOE-
Muster, in Losung recht genau bestimmt (9).

Far weitere Studien war es jedoch erforderlich, EmrE in biologisch rele-
vanteren Medien zu untersuchen. Um weiterhin die Methoden der
Hochauflosungs-NMR-Spektroskopie anwenden zu kdnnen, wurde das
Protein in eine Detergenzmizelle rekonstituiert. Viele, fur NMR-spektro-
skopische Experimente geeignete Detergenzmizellen, beeinflussen
jedoch die biologische Aktivitat von EmrE negativ. Daher wurde far
diese Arbeit eine Mizelle gewahlt, in die es funktionell rekonstituiert
werden konnte. Die ermittelten Korrelationszeiten des gebildeten
Protein-Detergenz-Komplexes sind jedoch fur eine NOE-basierende
Strukturbestimmung zu lang.

Deshalb wurde kinftig zugunsten eines naturidentischen Mediums auf
die Vorteile der NMR-Spektroskopie in isotropen Ldsungen verzichtet.
EmrE wurde in eine kunstliche Lipidmembran rekonstituiert und mit
Hilfe der Festkorper-NMR-Spektroskopie untersucht. Dabei gelang es
mit Hilfe von Kreuzpolarisationsexperimenten, neue Aussagen Uber die
Funktionsweise von EmrE zu treffen. In Bindungsstudien mit einem
hochaffinen Liganden konnten erstmalig zwei Bindungsstellen mit
unterschiedlichen Ligandeigenschaften nachgewiesen und analysiert

werden (10).

Zuséatzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit an der Strukturaufklarung

eines weiteren Proteins gearbeitet. Das VAT-Protein des Archaebak-
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teriums Thermoplasma acidophilum gehért wie andere Mitglieder der
Cdc48/p97-Familie zu den AAA-ATPasen und besitzt zwei ATPase-Do-
manen und eine 185 Aminoséduren lange N-terminale Substraterken-
nungsdoméne VAT-N. VAT ist aktiv bei der Proteinfaltung und -entfal-
tung und tragt damit zu den allgemeinen Funktionen der ATPasen in
der Zerlegung und / oder dem Abbau von Proteinkomplexen bei (11).

Mit der kernmagnetischen Resonanzspektroskopie wurde die Losungs-
struktur von VAT-N bestimmt. VAT-N ist in zwei gleich grol3e Subdoma-
nen unterteilt. Die N-terminale Subdoméne VAT-Nn bildet ein Doppel-y-
B-Barrel, die C-terminale Subdoméane VAT-Nc faltet hingegen zu einem
neuartigen sechsstrangigen pB-Clam. Die Gesamtstruktur von VAT-N ist
kompakt und nierenférmig und stimmt sehr gut mit den Vorhersagen

aus elektronenmikroskopischen Studien Uberein (12).
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2 NMR-spektroskopische Grundlagen

2.1 Allgemeine Grundlagen

Die Nuclear Magnetic Resonance-Spektroskopie ist neben der Rontgen-
kristallographie das wichtigste spektroskopische Verfahren zur Struk-
turaufklarung (13 - 23). Sie wurde 1946 von Bloch (24) und Purcell (25)
entwickelt und spater durch die Einfihrung der Fourier-Transform-
Technik durch Ernst (26) grundlegend verbessert.

Das Verfahren beruht auf der Resonanz-Wechselwirkung zwischen
einem hochfrequenten magnetischem Wechselfeld und bestimmten
Atomkernen der zu untersuchenden Substanz, die sich in einem star-
ken &ufReren, homogenen Magnetfeld befindet. Grundlage der
Messungen ist die Préazesionsbewegung, die Atomkerne mit einem Spin
und einem magnetischem Moment p in einem &ul3eren Magnetfeld um
die Richtung des Magnetfeldes mit einer charakteristischen Frequenz
(Larmor-Frequenz ) ausfuhren. Die Einstellung von Spin und magne-
tischem Moment wird durch die Kernspin-Quantenzahl | bestimmt.
Ubergange zwischen den Energieniveaus (Zeeman-Aufspaltung) sind
nur moglich, wenn sich die Quantenzahl um eine Einheit andert. Bei
Einstrahlung eines elektromagnetischen Wechselfelds kommt es daher

genau bei der Larmor-Frequenz zur Resonanzabsorption.

Far die Asnwendung der NMR-Spektroskopie zur Strukturaufklarung ist
es wesentlich, dal3 das angelegte aul3ere Magnetfeld durch die Induk-
tionswirkung der Elektronen und durch die Felder benachbarter Kerne

abgeschwacht oder verstarkt wird. Dieser Effekt wird als magnetische
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Abschirmung bezeichnet. Sie ist von der Art der Kerne und der zuge-
hdorigen Elektronenverteilung abhangig. Diese auf der Abschirmung be-
ruhende Verschiebung der Resonanzlinie gegentber der des isolierten
Atomkerns in Abhangigkeit von seiner Umgebung wird als chemische
Verschiebung bezeichnet.

Zusatzlich werden die Resonanzsignale von strukturabhangigen Para-
metern wie der dipolaren Kopplung, der skalaren Kopplung und der
Qudrupolkopplung beeinflul3t.

Die dipolare Kopplung beruht auf einer Wechselwirkung der magne-
tischen Dipole untereinander. Sie ist vom Kern-Kern-Abstand und der
Orientierung des Kern-Kern-Verbindungsvektors relativ zum Magnetfeld
abhangig, jedoch unabhéangig von der Starke des auferen Magnetfelds.
Wie alle orientierungsabhangigen Gréfen im Spin-Hamilton-Operator
kann sie als Tensor dargestellt werden (17). Dieser Tensor ist spurlos
und daher in isotropen Medien ohne Einflul3 auf die Resonanzsignale.
Die skalare Kopplung beruht auf einer magnetischen Wechselwirkung
zwischen den Kernen und wird indirekt Gber die Elektronen der chemi-
schen Bindung vermittelt. Sie ist ebenfalls von der Starke des auf3eren
Magnetfelds unabhéangig.

Ein weiteres bedeutendes Phdnomen fur die Strukturbestimmung ist
der Nuclear Overhauser Effect (NOE) (27 - 28). Formal kann dieser defi-
niert werden als Anderung der Signalintensitat eines gegebenen Kerns,
wenn die Resonanz des anderen Kerns, welcher zu seiner Relaxation
durch einen Dipol-Dipol-Mechanismus beitragt, gesattigt ist. Der NOE,
der zwischen zwei Kernen beobachtet wird, ist von deren Abstand zu-
einander abhéngig, und somit auch von der Konformation des Mole-

kils.
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Neben Aussagen zur Struktur kann die NMR-Spektroskopie auch Aus-
sagen Uber das dynamische Verhalten von Substanzen durch Messung
der Relaxationszeiten treffen.

Die longitudinale Relaxationszeit T, ist ein Mal3 fur die Effizienz, mit der
ein angeregter Kernspin durch Energieaustausch mit seiner Umgebung
in seinen Grundzustand zurickkehrt. Die transversale Relaxationszeit
To ist ein Mal3 fur die Effizienz, mit der die Spins ihre Energie unterein-
ander austauschen. Je wirksamer die Formen des Energieaustauschs
sind, um so kurzer werden die Relaxationszeiten (14).

Die transversale Relaxation wird hauptsachlich von der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen den Kernen bestimmt. Zusatzlich spielen die
Anisotropie der chemischen Verschiebung, das Quadrupolmoment und
paramagnetische Effekte eine Rolle. Da diese Wechselwirkungen auf-
grund der eingeschrankten Beweglichkeit in Festkorpern dominieren,
sind in starren Systemen die T2-Zeiten sehr kurz. Die Ti1-Zeiten sind in
diesen Systemen hingegen sehr lang (mehrere Sekunden) und fuhren
somit zu extrem langen Mef3zeiten.

Die langen T»-Zeiten in isotropen Medien ermdglichen den Aufbau von
Multiquantenkoharenzen (18) und somit die langen Pulssequenzen, wie
sie fur Proteinuntersuchungen verwendet werden. Die Linienbreiten der
NMR-Resonanzen von Losungen sind indirekt proportional zur T2-Re-
laxationszeit. Mit zunehmender Molekulgrél3e nehmen die T2-Zeiten ab,
die Linien werden breiter und Uberlappen. Zuséatzlich steigt der Verlust

an Phasenkohéarenz.
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2.2 Strukturbestimmung von Proteinen in Losung

2.2.1 Einleitung

Die meisten NMR-Experimente an Proteinen werden in Wasser (mit
einem geringen Zusatz von D20 fur den Lock) durchgefuhrt. In Wasser
kénnen die Amidprotonensignale des Proteinrickgrats beobachtet wer-
den, wahrend sie in reinem D>O aufgrund des schnellen Austauschs
verschwinden. Um die hohe Intensitat des Wassersignals (die zu Pro-
blemen mit dem dynamischen Bereich des Empfangers und des Analog-
Digital-Converters fuhrt) zu unterdrucken, werden zahlreiche Methoden
von einfacher Vorsattigung bis hin zu Multipulssequenzen eingesetzt (3,
29 - 31).

Da die NMR-Spektroskopie eine relativ unempfindliche analytische Me-
thode darstellt, sind hohe Konzentrationen wunschenswert. Bei Pro-
teinuntersuchungen werden diese jedoch von der geringen Ldslichkeit
und Aggregation beeinflu3t. Ebenfalls nachteilig wirkt sich die niedrige
Temperaturstabilitat der Proteine aus, so dafl3 eine Erhéhung der Mel3-
temperatur zur Verringerung der Linienbreiten und somit zur Erhéhung

der Auflésung nicht moéglich ist (30).

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Tripelresonanz-Puls-
sequenzen eingefuhrt und optimiert, die zur Strukturbestimmung von
Proteinen mit heteronuklearer multidimensionaler NMR-Spektroskopie
genutzt werden (3, 29 - 30, 32). Die Einfuhrung der drei- und vier-
dimensionalen NMR-Experimente und die Verfugbarkeit 13C,15N-mar-
kierter Proteine ermoglichten die Zuordnung der Resonanzen und die

Strukturbestimmung in Lésung (33 - 36) bis zu Molekulargewichten von
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25 kDa (37 - 38). Der Einsatz partiell deuterierter Proteine verlangert
wesentlich die Relaxationszeiten und ermoéglicht dadurch Untersu-
chungen von Proteinen mit Molmassen bis 30 kDa (39 - 40).

Far Proteine mit Molekulargewichten tber 30 kDa nimmt die Empfind-
lichkeit aller Experimente als ein Ergebnis steigender T2-Relaxations-
geschwindigkeiten ab. Infolge der starken dipolaren Kopplungen in den
C-H-Fragmenten treten diese Probleme besonders in den aliphatischen
Seitenketten auf. Eine Erhdhung in der Auflésung und Empfindlichkeit
in der 13C-Dimension kann mit Hilfe deuterierter Proteine erreicht wer-
den. Aufgrund des niedrigeren gyromagnetischen Verhaltnisses von
Deuterium im Vergleich zum Proton (y(2H) © 1/6,5 y(1H)) sinkt die dipo-
lare Kopplung in dem C-D-Fragment gegentber dem C-H-Fragment.
Dies fuhrt zu langeren Relaxationszeiten fur die 13C-Spins, da eine
Spindiffusion (41) weitgehend unterbunden ist.

Far Studien von Protein-Ligand-Wechselwirkungen wurde eine effiziente
Technik entwickelt, die zur Identifizierung und Entwicklung hochaffiner
Liganden in der pharmazeutischen Industrie genutzt wird. Diese Me-
thode basiert auf Anderungen in der chemischen Verschiebung der
Amidprotonen und der Stickstoffatome, welche mit der Titration von
Bibliotheken potentieller Liganden zu einer Losung von 15N-markiertem
Protein einher geht (42 - 43).

Neuere Entwicklungen verweisen auf residuale dipolare Kopplungen, die
bei einer Ausrichtung des Proteins in Lésung beobachtet werden kon-
nen (44 - 46). Die Winkel- und Abstandsabhéangigkeit dieser residualen
dipolaren Kopplungen liefern echte Strukturparameter fur Bereiche
grolBerer Entfernung. Eine andere Methode verwendet die Winkelab-
hangigkeit der kreuzkorrelierten Relaxation (47). In Verbindung mit

NOE-basierenden Abstandsparametern bzw. mit abgeleiteten Winkelbe-
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ziehungen aus den skalaren Kopplungen koénnen sie die erhaltenen
Strukturen wesentlich verbessern.

Um immer grol3ere Moleklle mit Molekulargewichten von 50 kDa unter-
suchen zu koénnen, wurden zusatzliche Techniken eingefuhrt, die als
TROSY-Experimente bezeichnet werden (48 - 54). Sie vermindern die T»-
Relaxation bei hohen Magnetfeldern durch gegenseitiges Aufheben der
Dipol/Dipol-Relaxationsmechanismen und denen der Anisotropie der

chemischen Verschiebung.

2.2.2 Zuordnung einheitlich 13C-, 15N-markierter Proteine

Die Korrelation der atomaren Resonanzfrequenzen mit der Konstitution
des zu untersuchenden Molekduls ist die Voraussetzung fur eine Struk-
turbestimmung durch die NMR-Spektroskopie und wird allgemein als
Zuordnung bezeichnet.

Konventionelle Zuordnungsstrategien fur nichtmarkierte Molekule er-
fordern eine Kombination von Experimenten mit koharentem (COSY,
TOCSY) und inkoharentem (NOESY, ROESY) Magnetisierungstransfer
(55). Dabei nutzt der nichtkoharente Magnetisierungstransfer die sto-
chastisch modulierten, dipolaren Wechselwirkungen und ist von der
Struktur abhangig, was besonders bei stark Uberlagerten Spektren zu
fehlerhaften Zuordnungen fihren kann.

Heteronukleare Tripelresonanzexperimente in vollstandig markierten
Systemen, welche ausschlie3lich die 1J/2J-Kopplungen als Transfer-
wege nutzen, sind in erster Ordnung unabhangig von der Konformation
(56 - 57), und daher fur die Signalzuordnung komplizierter Spektren ge-
eignet. Da die 13/2J-Kopplungen relativ grof3 sind (Abbildung 2.1), er-
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maoglichen sie einen schnellen Koharenztransfer, der mit dem Verlust an
Magnetisierung als einem Ergebnis der Relaxation wahrend der Puls-
sequenz konkurrieren kann. Der Transfer Uber diese Kopplungen bleibt
dann selbst fur relativ grol3e Molekule mit kurzen T>*-Relaxationszeiten

effizient.

13C
Y

|35Hz
13 13 g~ 130 Hz
Cs H,—C,~H,
‘35111 |35Hz
13C 55Hz 13C, 15Hz 15N 11 Hz 13C 55Hz 130,
Ha H H(X

Abbildung 2.1: Spinsystem eines Peptidrickgrats mit 1J/2J-Kopplungskonstanten

Die Nomenklatur fur diese Tripelresonanzspektren reflektiert den
Magnetisierungstransferweg der Experimente. Kerne, die in den
Magnetisierungstransfer einbezogen sind, bilden den Namen des EXx-
periments. Hingegen werden die Spins, Uber die nur Magnetisierung
ohne Entwicklung von chemischer Verschiebung Ubertragen wird, in
Klammern geschrieben.

Ausgehend vom HNCO-Experiment (58) mit der héchsten relativen
Empfindlichkeit liefern eine Reihe weiterer Spektren wie z. B. HNCA (57
- 60), HN(CO)CA (61), HN(COCA)HA (58, 62), HN(CA)CO (63), H(N)CACO
(64), CBCA(CO)NH (65), HBHA(CO)NH (66), HBHA(CBCA)NH (67),
HBHA(CBCACO)NH (66), CBCANH (68), HNCACB (69), H(CAINNH (70),
HN(CANNH (71), HINCANNH (71), HN(CA)H (72), HN(CA)HA (73) und
HA(CAN)HN (74) die Grundlage fur eine erfolgreiche Zuordnung der Re-

sonanzen (75 - 76). Beispielsweise kénnen aus einer Kombination vom
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CBCA(CO)NH- und CBCANH-Experiment die Resonanzen des Protein-
Ruckgrates, inklusive den Informationen der [(-standigen Atome der
Seitenketten, zugeordnet und sequentielle Konnektivitaten festgestellt
werden. Diese Experimente sind relativ empfindlich und liefern die Ca-
und Cp-chemischen Verschiebungen zur Sequenzierung. Zuséatzlich
kénnen daraus weitere wichtige Informationen Uber den Aminoséauretyp
und die Sekundarstruktur abgeleitet werden (32).

Die Zuordnung der Seitenkettenresonanzen ist eine Voraussetzung fur
die Analyse der NOE-Wechselwirkungen, welche die fur Strukturrech-
nungen notigen Abstandsparameter liefern. Die aliphatischen Seiten-
kettenspinsysteme kénnen mit HCCH-COSY (77), HCCH-TOCSY (78 -
79), HNCCH-TOCSY (80), C(CO)NH (81) und H(CCO)NH (81) identifiziert
werden. Daraus werden die Ha/pB- und Ca/p-chemischen Verschie-
bungen verwendet, um die Seitenkettenspinsysteme mit den zugeord-
neten Ruckgratresonanzen zu verbinden.

Far die Zuordnung der aromatischen 1H- und 13C-chemischen Ver-
schiebungen wurden spezielle Experimente entwickelt (82). Die Zuord-
nung dieser Resonanzen ist besonders wichtig, wenn die aromatischen
Seitenketten an NOE-Kontakten beteiligt sind, die eine Tertiarstruktur

definieren (32).

Die chemischen Verschiebungen der Ruckgratatome sind sehr empfind-
liche GrolRen bezogen auf die Konformation der Proteine (83 - 87). Daher
wurden Methoden entwickelt, um Informationen uUber die Sekundar-
struktur der Proteine aus den 1Ha- und 13Ca-chemischen Verschie-
bungen (88) bzw. anhand der Ha-, 13Ca-, 13CB- und 13C"-chemischen
Verschiebungen (89 - 90) zu erhalten.

Ebenfalls wurden Analogien in den chemischen Verschiebungen der

Ruckgratatome von sequenzhomologen Proteinen gefunden, die bei der



NMR-spektroskopische Grundlagen 13

Zuordnung von neuen Proteinen (91) oder zur Vorhersage der ¢ und -
Ruckgratwinkel (92) genutzt werden kdnnen.

Als zusatzliche Parameter zur Bestimmung der Sekundarstruktur wer-
den die 3J(HNH®)-Kopplungskonstanten genutzt (93). Diese sind von
dem Torsionswinkel ¢ abhéangig und liegen fur a-Helices zwischen 3 und
5 Hz bzw. fur B-Faltblattstrukturen zwischen 8 und 12 Hz (30).
Weiterhin weisen typische NOE-Muster Sekundéarstrukturelemente
nach. Eine a-Helix wird durch fortlaufende Serien von starken bis mitt-
leren NOEs (dnn(i, i+1), dan(i, 1), dpn(i, 1+1)), von mittleren bis schwachen
NOEs (don(i, i+1), don(i, 1+2), dan(i, 1+3), dgg(i, i+3)) und von schwachen
NOEs (dnn(i, i+2), dan(i, i+4) gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu weisen
B-Strange einige charakteristische NOEs auf. Der dgn(i, i+1) ist meist
starker als der dgn(i, 1), und der dnn(i, i+1) ist schwach bzw. fehlt. In Ab-
hangigkeit, ob parallele oder antiparallele 3-Strange vorliegen, kdnnen

zusatzliche NOEs (duu(i, j), dnn(i, J) und dan(i, j)) beobachtet werden (30).

2.2.3 Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Da die NMR-Parameter eines Proteins von dessen dreidimensionaler
Struktur und seinen dynamischen Eigenschaften abhangen, stellt die
NMR-Spektroskopie eine gute Methode dar, Protein-Ligand- und Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen zu studieren (94 - 98).

Diese Protein-Ligand-Wechselwirkungen koénnen mit Konformations-
anderungen sowohl im Protein als auch im Liganden verbunden sein.
Die NMR-Signale verandern dadurch meist ihre Linienbreite und ihre
Position im Spektrum. Wird das Protein beobachtet, kbnnen nach er-

folgter Zuordnung der Signale die Abschnitte im Protein identifiziert
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werden, welche die Bindungstasche bilden. Bei Beobachtung des Ligan-
den konnen Ruckschlusse fur den Entwurf von verbesserten Liganden
gezogen werden (96).

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen wird der Ligand zu einer defi-
nierten Proteinmenge titriert und verschiedene NMR-Parameter kdnnen
als Funktion des Protein-Ligand-Verhaltnisses beobachtet werden.
Hauptsachlich handelt es sich dabei um die chemischen Verschie-
bungen und um die Signalintensitaten. Die chemischen Verschie-
bungen sind sehr empfindliche Indikatoren fur den Ladungszustand
des Liganden und die Umgebung in der Bindungstasche (96).

Aufgrund des hohen Molekulargewichts vieler Protein-Ligand-Komplexe
koénnen Kopplungskonstanten nur sehr selten beobachtet werden (96).
Anderungen in den Ti- und T2-Relaxationszeiten geben Einblicke in die
dynamischen Aspekte der Protein-Ligand-Wechselwirkungen. Mit Hilfe
von NMR-Diffusionsmessungen kdnnen aus den Koeffizienten die Bin-
dungskonstanten bestimmt werden (99). Zusatzliche Informationen
Uber die Bindungskonformation des Liganden kdnnen aus Transfer-
NOE-Experimenten abgeleitet werden (96).

Voraussetzungen fur derartige Untersuchungen sind grof3e Mengen an
Protein, die fur NMR-spektroskopische Untersuchungen stabil sind. Zu-
satzlich sollte der Ligand im gleichen Losungsmittel in hohen Konzen-
trationen I6slich sein, um grof3e Verdinnungen der Proteinprobe im
Laufe der Titration zu vermeiden. Der nachzuweisende Protein-Ligand-

Komplex mufd auf der NMR-Zeitskala stabil sein.
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2.3 Festkorper-NMR-Spektroskopie an Membranproteinen

2.3.1 Einleitung

Die Hochauflésungs-NMR-Spektroskopie erfordert schnelle isotrope
Molekulbewegungen, um die starken orientierungsabhangigen
Wechselwirkungen auszumitteln. Aus diesem Grund ist ihr Einsatz far
Untersuchungen von naturlichen Membranen problematisch. Beson-
ders gut ist jedoch die Festkoérper-NMR-Spektroskopie geeignet, deren
Methoden fur die Untersuchung immobiler und anisotroper Systeme
optimiert wurden (16, 21, 100).

In Festkorpern dominieren die orientierungsabhangigen Spinwechsel-
wirkungen und das Relaxationsverhalten der Spinsysteme die NMR-
Spektren. Die unvollstandige Ausmittelung dieser Wechselwirkungen
aufgrund anisotroper Molekulbewegungen fuhrt zu Spektren, die auf
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Anisotropien der chemischen Verschie-
bungen (entstehen von der Asymmetrie in der Elektronendichte um den
Atomkern) und Quadrupolwechselwirkungen basieren. Da in kristal-
linen Festkorpern und amorphen Systemen alle Molekulorientierungen
vorhanden sind, werden Spektren mit Linienbreiten von mehreren kHz
erhalten.

Die kurzen T2-Zeiten verhindern Pulssequenzen zur Entwicklung von
Multiquantenkoharenzen, wie sie in der Hochauflosungs-NMR-Spek-
troskopie eingesetzt werden. Die langen Ti-Zeiten bedingen lange Warte-
zeiten zwischen den Scans, damit das Spinsystem in sein thermisches
Gleichgewicht zurickkehren kann.

Aufgrund der anisotropen Wechselwirkungen werden detaillierte,

strukturelle und dynamische Studien erschwert. Gleichzeitig liegt darin
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der Vorteil der Festkorper-NMR-Spektroskopie, diese Besonderheiten
beobachten zu kénnen (101 - 102).

Far Strukturaussagen stehen zwei komplementare Methoden zur Verfu-
gung. Zum einen kénnen die tensoriellen Wechselwirkungen, die auf
anisotrope Molekulbewegungen zurickzufuhren sind, gemessen werden
(101). Zum anderen werden MAS-Techniken (103) oder Techniken der
Spin-Entkopplung (104) zur Ausmittelung der Tensorwechselwirkungen
verwendet, so dal3 nur die isotropen Anteile der chemischen Verschie-
bung und die J-Kopplungen erhalten bleiben. Durch Kombination
dieser Methoden ist es im Prinzip mdglich, alle notwendigen Struktur-

parameter zu erhalten.

Far die meisten NMR-spektroskopischen Studien von Proteinen werden
die 1H-, 15N- und 13C-Kerne benutzt. Aufgrund ihres grof3ten magne-
tischen Moments, sind die Protonen die empfindlichsten von diesen drei
Kernen und prinzipiell am besten geeignet. Ihre hohe nattrliche Haufig-
keit und ihr grof3es Dipolmoment sind allerdings auch die Hauptpro-
bleme in starren Systemen (101). Die starke homonukleare dipolare
Kopplung zwischen vielen Protonen ermdglicht eine sehr schnelle Spin-
diffusion in alle Teile des Spinsystems. Diese fuhrt zu homogenen
Verbreiterungen der 1H-Spektren (103, 105 - 106), deren die Linien-
breiten nicht einfach durch MAS und homonukleare Entkopplungs-
sequenzen reduziert werden (103 - 104, 106 - 107) kénnen.

Die 13C- und 15N-Spektren von starren Systemen werden hingegen von
der Anisotropie der chemischen Verschiebung und der heteronuklearen
Dipol-Dipol-Wechselwirkung dominiert. Die relativ niedrige nattrliche
Haufigkeit der 13C-Isotope von etwa einem Prozent ist noch ausreichend

far die Detektion und gleichzeitig niedrig genug, um Probleme mit ho-
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monuklearen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zu vermeiden. Hingegen
erfordern die geringe naturliche Haufigkeit und das kleine gyromagne-
tische Moment der 15N-Kerne eine Isotopenanreicherung (101).
Allgemein wird eine starke Protonenentkopplung genutzt, um klare Pul-
verspektren fur spezifisch angereicherte Proben zu erhalten. Aus diesen
Spektren kdonnen dann die Tensorhauptachsenwerte der chemischen
Verschiebung bestimmt werden (108). Die 1H-15N-dipolare Aufspaltung
wird far die Bestimmung der Orientierung von Peptidbindungsebenen
in orientierten Proben herangezogen (5, 6, 109).

MAS-NMR-Studien werden allgemein mit Kreuzpolarisation und Hoch-
leistungs-Protonenentkopplung kombiniert, um hochaufgeloste Spek-
tren zu erhalten, die nur die isotropen chemischen Verschiebungen
enthalten. Aufgrund der grof3en Anzahl nichtaquivalenter Kohlenstoff-
atome in Proteinen sind die 13C-Kerne am besten fur strukturelle Stu-
dien von Membranproteinen geeignet. Eine 10 %ige unspezifische An-
reicherung verbessert das Signal-Rausch-Verhaltnis signifikant ohne
zunehmenden Einfluf3 der homonuklearen dipolaren Kopplungen (101).
Der Nachteil einer allgemeinen Beobachtung von 13C-Kernen in der
Festkdrper-NMR-Spektroskopie ist die lange Spin-Gitter-Relaxationszeit
T1 (101).

Vielen Methoden zur Untersuchung von Membranproteinen mit Hilfe
der Festkorper-NMR-Spektroskopie basieren auf einer makroskopischen
Probenorientierung. Dafur ist es erforderlich, die Ausrichtung der
Phospholipide in Doppelschichten zu prufen. Die Anisotropie der 31P-
chemischen Verschiebung ist ein guter Indikator und wird aus sta-
tischen Festkorper-NMR-Spektren bestimmt (110). Fur Phospholipide,
die sich einer schnellen Rotation um eine Achse senkrecht zur Ebene

der Doppelschichten unterziehen, ist der CSA-Tensor axialsymmetrisch
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mit den Hauptachsenwerten og und o). Fur durchschnittliche, unorien-
tierte Lipiddispersionen werden breite strukturlose Pulverspektren er-
halten, deren spektrale Breite durch Ac = o) - on beschrieben wird. Fur
ein spezielles Phospholipid in einer orientierten Doppelschicht in der
Lo-Phase besteht das 3'P-NMR-Spektrum aus einer Resonanzlinie,
deren Frequenz vcsa mit dem Winkel 6 zwischen der Membrannormalen
und dem magnetischen Feld gemald vcsa(8) = (2/3 Ao) (3cos26-1) zu-
nimmt (111).

2.3.2 Statische NMR-Spektroskopie

Die orientierungsabhéngigen GrolRen sowie die Abstandsabhangigkeit
der dipolaren Kopplung liefern Informationen Uber das zu unter-
suchende System, die in Lésungen aufgrund der schnellen unorien-

tierten Molekulbewegungen verloren gehen (101).

Die haufig verwendete Methode zur Untersuchung von Proteinen mit
Hilfe der Festkorper-NMR-Spektroskopie ist die von Opella und Mit-
arbeitern (6, 112 - 117) entwickelte Technik zur Nutzung der Aniso-
tropie der chemischen Verschiebung und der heteronuklearen dipolaren
Kopplungen. Dazu wird das in die Membran rekonstituierte Protein auf
dunne Glasplattchen gleichméafRig aufgetragen und hydratisiert. An-
schlieRend werden diese Glasplatten gestapelt und in einem speziell
konstruierten Probenkopf mit flacher Spule untersucht. Bei vollstan-
diger Orientierung des Proteins in der Membran reduziert sich die
Linienbreite im Spektrum deutlich gegentiber dem unorientierten Pul-

verspektrum. Aus den erhaltenen Parametern kdnnen die Orientierung
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der Peptidbindungsebenen im Proteinrtickgrat und somit die Orien-
tierung von a-helikalen Domanen in Membranen abgeleitet werden.
Weiterhin wurde von Opella und Mitarbeitern (118) ein Experiment
entwickelt, um die 1H,>N-dipolare Kopplung mit der 1>N-chemischen
Verschiebung in einem 2D-Spektrum zu korrelieren. Diese PISEMA-
Spektren liefern eine verbesserte Auflésung in der Dimension der dipo-
laren Kopplungen. Eine Ausdehnung zu einer dritten Dimension durch
Einbeziehung der H-chemischen Verschiebung verbesserte zuséatzlich
die Auflésung der 15N-Resonanzen (119 - 120).

Neueste Arbeiten beschreiben charakteristische Muster in PISEMA-
Spektren von orientierten 15N-markierten Peptiden in Membranen.
Diese sogenannten PISA-wheels reflektieren die helikalen wheel-
Projektionen der Aminosaurereste von transmembranen und planaren
Helices und liefern daher direkte Hinweise auf die Sekundarstruktur
und die Topologie der Membranproteine in Phospholipiddoppelschichten
(121).

2.3.3 MAS-NMR-Spektroskopie und Kreuzpolarisation

Das Magic Angle Spinning ist eine Technik, die von Andrew und Lowe
(122 - 124) zur Unterdrickung der Dipol-Dipol-Kopplungen in Fest-
koérper-NMR-Spektren entwickelt wurde. Sie ist sehr effektiv, wenn die
Grol3e der Kopplungen und Anisotropien kleiner ist, als die erreichbaren
Rotationsgeschwindigkeiten.

Sowohl die dipolare Kopplung als auch die Anisotropie der chemischen
Verschiebung kann in richtungsabhangige und richtungsunabhangige

EinflUsse zerlegt werden. Um in polykristallinen Proben eine rdumliche
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Ausmittelung dieser Wechselwirkungen zu erreichen, mussen die orien-
tierungsabhangigen Einflisse durch mechanische Probenrotation um
den magischen Winkel eliminiert werden. Bezogen auf das auf3ere
Magnetfeld gilt far den richtungsabhéngigen Anteil, ausgedruckt in
Termen des Rotationswinkels der Probe (3cos?f — 1) = 0. Diese Glei-
chung ist erfullt, wenn 3 = 54,7° ist.

Die resultierenden MAS-Spektren bestehen im Idealfall aus schmalen
Resonanzlinien bei ihren isotropen chemischen Verschiebungen mit den
isotropen J-Kopplungen. Flankiert werden sie von Rotationsseitenban-
den im Abstand der Rotationsfrequenz, die durch Modulation der
Richtungsabhéangigkeit bei der Probenrotation entstehen (101).
Aufgrund der starken homonuklearen, dipolaren Kopplungen zwischen
den Protonen werden nur unter Umstanden hochaufgeléste 1H-MAS-
NMR-Spektren erhalten. Im Gegensatz zu den inhomogenen Hamilton-
Operatoren, welche die Anisotropie der chemischen Verschiebung und
die heteronukleare dipolare Kopplung beschreiben, ist der Hamilton-
Operator fur die homonukleare dipolare Kopplung homogen (103). Da-
durch kann er nicht durch MAS ausgemittelt werden, wenn die Rota-
tionsgeschwindigkeit kleiner ist als die dipolare Kopplung (i. a. Gber 30
kHz).

Die erforderliche Isotopenanreicherung ist fur die 15N-Kerne aufgrund
ihrer hohen Verdinnung im Protein leicht moglich. Fur die 13C-Kerne
ist es wesentlich schwieriger, da die Membranlipide und die vielen Koh-
lenstoffatome im Protein zu einem sehr komplexen Hintergrundspek-

trum fahren (101).

Zur Verbesserung der Signalintensitaten von unempfindlichen Kernen
in Festkorper-NMR-Spektren wurde das Kreuzpolarisationsexperiment

eingefuhrt. Dazu werden die starken dipolaren Kopplungen zwischen
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den Kernen mit niedriger naturlicher Haufigkeit und den Protonen aus-

genutzt. Die Kreuzpolarisation wird haufig mit der MAS-Technik kombi-

niert (125).

Das Kreuzpolarisationsexperiment in Festkorpern verlauft in drei Stufen

(100):

1. Die Spintemperatur (126) des haufigen 1H-Spinreservoirs wird durch
einen 90°x-Puls gesenkt.

2. Der Polarisationstransfer erfolgt von dem hé&ufigen 1H-Spinreservoir
auf das seltene X-Spinreservoir durch Energieanpassung. Dies wird
durch gleichzeitige Einstrahlung eines Spin-Lock-Felds auf beide
Spintypen erreicht. Die Transfergeschwindigkeit ist maximal, wenn
die Hartmann-Hahn-Bedingung yuBn = yxBx erfullt ist.

3. Nach Abschalten des Spin-Lock-Felds auf dem X-Spin wird dieser be-
obachtet. Der Spin-Lock auf dem 1H-Spin wird wahrend der Detek-
tion der X-Spins aufrecht erhalten. Dadurch wird der FID nicht von
der heteronuklearen dipolaren Kopplung beeinfluf3t, die FT liefert ein
dipolar entkoppeltes Spektrum von X.

Am Ende der Spin-Lock-Periode auf 'H wird mit einem 90°.«-Puls die

verbliebene koharente Magnetisierung zurick in die z-Richtung ge-

klappt.

Die Verbesserung des X-Spin-Signals ist propotrinal zu yu/yx. Ein wei-

terer Vorteil ist, dal3 mehrere Spektren mit kiirzeren Wartezeiten akku-

muliert werden kdnnen, da Ti(H) < T1(X) ist. Dabei ist es nicht notwen-
dig, eine vollstdndige Repolarisation des 1H-Spinreservoirs abzuwarten,

da nicht die gesamte Magnetisierung transferiert wird.

Der Kreuzpolarisationstransfer ist in starren Systemen besonders effi-
zient, da die dipolare Kopplung in Systemen mit grof3erer Beweglichkeit

teilweise ausgemittelt und somit die Magnetisierung nur noch unvoll-
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standig Ubertragen wird. Daher kann die Kreuzpolarisation auch indi-
rekt fir dynamische Untersuchungen als ,Filter® genutzt werden (127 -
129). Diese Experimente beruhen auf der Tatsache, dal3 relativ unbe-
wegliche Protonen viel schneller relaxieren als frei bewegliche und somit
einen Effizienzunterschied im Polarisationstransfer aufweisen. Dabei

andert sich die Signalintensitat als Funktion der Kontaktzeit (130).

2.3.4 MAOSS-Experimente

Werden die Rotationsgeschwindigkeiten kleiner als die dominierenden
inhomogenen anisotropen Wechselwirkungen gewéhlt, weist das MAS-
Spektrum schmale, gut aufgeldste Rotationsseitenbanden neben der
isotropen Linie auf. Eine Intensitatsanalyse dieser MAS-Seitenbanden
(103, 131 - 132) liefert die Hauptachsenwerte des chemischen Verschie-
bungstensors sowie die isotrope chemische Verschiebung. Diese Werte
sind stark von der Konformation des Molekuls abhangig. Mit Hilfe mo-
derner MAS-Methoden koénnen auch Abstands- und Torsionswinkel-
Zwange aus nicht orientierten Systemen abgeleitet werden (5). In MAS-
Spektren von orientierten Schichten zeigen die Seitenbandenintensita-
ten eine zusatzliche Abhangigkeit von der Orientierung des Proteins in
der Membran (133).

Zur Messung dieser Abhangigkeit entwickelte Glaubitz (134) eine Me-
thode zur Anwendung der MAS-NMR-Spektroskopie auf orientierte
Membranen (MAOSS). Dazu wird das Lipid-Protein-Gemisch gleichma-
Rig auf dunnen Glasplattchen verteilt (135 - 136). Anschlie3end werden
diese in einem MAS-Rotor gestapelt, welcher im Spektrometer langsam

um den magischen Winkel rotiert (Abbildung 2.2). Dadurch sind die
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Richtungen aller anisotropen Wechselwirkungen in bezug auf die Pro-
teinstruktur festgelegt. Die Orientierung des Proteins in der Membran
kann bestimmt werden, wenn die Lage des Hauptachsensystems der
gewadhlten NMR-Wechselwirkung (Dipol-, Quadrupolkopplung oder Ani-
sotropie der chemischen Verschiebung) in der Molekulstruktur bekannt

ist (137).

NMR-Wechselwirkung

Protein ™%

MAS-Rotor mit
orientierter Probe

Abbildung 2.2: Experimenteller Aufbau fur MAOSS-Experimente (137)

Die Probenorientierung verursacht bereits unter statischen Bedin-
gungen eine deutliche Reduktion der Linienbreite. Durch langsame Pro-

benrotation konnen zusatzlich Linienverbreiterungen im Spektrum
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unterdruckt werden, die auf verbliebene Unordnungen im System zu-
rickzufuhren sind. Diese niedrigen Rotationsgeschwindigkeiten bewir-
ken noch keine Zerstérung der Probe, da die wirkenden Zentrifugal-
krafte zu gering sind (134). Dennoch sind die niedrigen Rotationsge-
schwindigkeiten ausreichend, um hochaufgeloste MAS-NMR-Spektren
zu erhalten.

Fur MAOSS-Experimente werden kommerzielle Probenképfe eingesetzt.
Diese sind wesentlich empfindlicher als eigens konstruierte und liefern

somit deutlich héher aufgeltste Spektren.
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3 Untersuchungen an dem Membranprotein EmrE

3.1 Membranen und Membranproteine

Zellmembranen sind asymmetrische, flussig-kristalline Strukturen, die
hauptsachlich aus Lipiden und Proteinen in einem Gewichtsverhéaltnis
von 1:4 bis 4:1 bestehen (2). Ebenfalls enthalten sie Kohlenhydrate, die
mit Lipiden und Proteinen verknupft sind (Abbildung 3.1). Die Dicke der
meisten Membranen liegt zwischen 6 und 10 nm. Der hydrophobe Kern
von Membranen ist etwa 3 nm breit und kann von einer a-Helix aus 20
Aminoséaureresten Uberbruckt werden (138).

Membranlipide sind relativ kleine Phosphoglyceride mit einem hy-
drophilen und einem hydrophoben Anteil. Sie bilden in wé&lrigen
Medien spontan geschlossene, meist bimolekulare Schichten aus. Diese
Lipiddoppelschichten stellen Barrieren fur die Passage polarer Molekule
dar. Um einen selektiven Signal- und Stofftransport durch diese
Schichten zu gewahrleisten, sind in ihnen spezifische Membranproteine
eingebettet, die als Pumpen, Kanéle, Rezeptoren, Energieubertrager und
Enzyme fungieren (2).

Die Fettsaureketten der Lipidmolekile kénnen in einem geordneten,
starren Zustand (Gelphase L(3) oder in einem relativ ungeordneten, flus-
sigen Zustand (flussig-kristalline Phase La) vorliegen (139). Im geord-
neten Zustand haben alle C-C-Bindungen eine trans-Konformation,
wahrend im ungeordneten Zustand einige in der gauche-Konformation
vorliegen (trans-gauche-lsomerisierung ~ 10-11 s (140 - 141)). Der Pha-
sentibergang erfolgt bei Uberschreitung der Schmelztemperatur Tm, die

von der Kettenlange und ihrem Sattigungsgrad abhangt.
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Die Protein- und Lipidmolekule in der Membran werden durch nichtko-
valente Wechselwirkungen zusammengehalten. Sie diffundieren rasch
in der Membranebene (~ 10-10 bis 109 s (140 - 141)), wenn sie nicht
durch spezifische Wechselwirkungen festgehalten werden. Dagegen be-
wegen sie sich sehr selten und langsam senkrecht zur Membranebene
(~ 106 bis 10-3 s (140 - 141)). Membranen kdonnen daher als zweidimen-

sionale Losungen gerichteter Proteine und Lipide betrachtet werden.
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Abbildung 3.1: Struktur der Plasmamembran einer Tierzelle (Querschnitt) (1)

Membranproteine werden in periphere und integrale Proteine unterteilt.

Fast alle bekannten integralen Membranproteine durchspannen die
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Lipiddoppelschicht (Transmembranproteine). Dagegen sind periphere
Proteine Uber elektrostatische Wechselwirkungen und Wasserstoff-
briicken an die Membran gebunden, die durch Salzzugabe oder pH-An-
derungen zerstort werden kdnnen. Die meisten peripheren Membran-
proteine sind an die Oberflache integraler Membranproteine gekoppelt.
Andere sind uUber eine kovalent gebundene, hydrophobe Kette in der
Lipiddoppelschicht verankert.

Einige gereinigte Membranproteine sind in detergenzhaltiger Losung
funktionell aktiv. Wichtige Eigenschaften, wie z. B. die Aktivitat von
Membrankanélen oder die Wirkung eines Spannungs- bzw. pH-Gra-
dienten, werden aber nur in der intakten Membran nachgewiesen.

Aus gereinigten Komponenten koénnen funktionsfahige Membran-
systeme rekonstituiert werden. Bei Zugabe eines Proteins zu synthe-
tischen Phospholipiden bilden sich in Losung spontan proteinhaltige
Phospholipidvesikel aus. Ein wichtiger Unterschied zwischen rekonsti-
tuierten und nativen Membranen besteht darin, dal3 Proteine in Vesi-
keln meist zuféallig orientiert sind. Dennoch kann ihre Funktion in eine
Richtung untersucht werden. Die Rekonstitution funktionell aktiver
Membransysteme aus gereinigten Komponenten ist eine wichtige ex-
perimentelle Methode zur Aufklarung von Membranprozessen.

Kanale (passive Transportsysteme) ermdglichen einen schnellen lonen-
fluld durch Membranen in eine thermodynamisch begunstigte Richtung.
Pumpen (aktive Transportsysteme) hingegen nutzen Quellen freier
Energie, um den Transport anzutreiben. Dieser aktive Transport kann
entweder ATP-, licht- oder aufgrund von Konzentrationsunterschieden
eines bestimmten lons gradientengetrieben erfolgen. Somit bestimmt die
Anderung der freien Energie des transportierten Stoffs die Einteilung in
aktive oder passive Transportprozesse. Die Transportgeschwindigkeiten

durch Kandale unterscheiden sich um Groél3enordnungen von denen
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durch Pumpen. Generell ist der aktive Transport viel langsamer als der
passive. Werden mindestens zwei Stoffe gleichzeitig transportiert, so
wird zwischen Symportern und Antiportern unterschieden. Ein Sym-
portsystem transportiert zwei Stoffe in die gleiche Richtung durch eine
Membran, ein Antiportsystem in entgegengesetzte Richtungen.

Von Bakterien wird oft ein Protonengradient fir den aktiven Transport
von lebenswichtigen Stoffen benutzt. Dabei folgen die Protonen ihrem
thermodynamischen Gradienten. In verschiedenen Versuchen an re-
konstituierten Vesikeln, die nur aus dem gereinigten Membranprotein
und einer Phospholipiddoppelschicht bestehen, la3t sich bei angelegtem
pH-Gradienten die Transportaktivitat messen.

In Bezug auf die durchgelassenen lonen arbeiten solche Membran-
kanale sehr selektiv. Sie sind im Ruhezustand geschlossen und nur
wahrend des Transports fur sehr kurze Zeit (typisch: 1 ms) geotffnet.
Dies geschieht durch zyklische Konformationsanderungen des Proteins,
die sowohl die Orientierung als auch die Affinitat der Bindungsstellen

far die zu transportierenden Spezies beeinflussen.

3.2 Antibiotikaresistenz

Die Pharmakaresistenz ist eines der Hauptprobleme in der Medizin und
in der Landwirtschaft. In der Medizin ist ihr Auftreten ein ernsthaftes
Hindernis bei der Behandlung verschiedener Tumore und infektioser
Erkrankungen. In der Landwirtschaft ist die Kontrolle von Resistenzen
gegenuber Pflanzengiften vor allem ein 6konomisches Interesse (142).

Resistenzen existierten jedoch schon lange bevor Pharmaka entdeckt

wurden. Mdglicherweise wurden sie entwickelt, um einer Vielzahl zyto-
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toxischer Verbindungen, welche Teil der naturlichen Umgebung leben-
der Zellen sind, gewachsen zu sein. Nur die Organismen, die sich wah-
rend der Evolution mit einer breiten Vielfalt von Verbindungen erfolg-
reich auseinandersetzten, konnten Uberleben (142). Einer der heraus-
gebildeten Mechanismen (143) ist die Ausscheidung toxischer Substan-

zen durch multidrug-Transporter (Abbildung 3.2).

Antibiotikum bakterielle
Zellwand

inaktiviertes
Antibiotikum
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Abbildung 3.2: Verschiedene Formen der Antibiotikaresistenz: a) verminderte Per-
meabilitdt der Bakterienmembran, b) Ausschleusen des Antibiotikums, c) Inhibierung
oder enzymatische Zerstérung des Antibiotikums, d) Ver&nderung des Zielmolekuls durch
Mutation (145)

Es stellt sich die allgemeine Frage nach der wirklichen Funktion dieser
Transporter. Wirken diese Proteine ausschlie3lich zum Schutz des
Organismus gegen toxische Verbindungen oder haben sie eine andere

sehr spezifische Funktion? Stellt die Funktion als multidrug-Transporter
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nur eine unselektive Nebenwirkung dar? Die Fragestellung ist sehr

komplex und gegenwartig noch nicht vollstandig zu beantworten (142).

1928 entdeckte der britische Bakteriologe Sir Alexander Fleming, daf3
Penicillium notatum eine Substanz absondert, die Bakterien abtotet.
Bereits 1945 warnte er vor mdglichen unerwiinschten Folgen eines
breiten Einsatzes von Antibiotika. Er hatte beobachtet, dal} Bakterien-
kulturen, die anfangs gegen Penicillin empfindlich waren, plétzlich trotz

gesteigerter Wirkstoffkonzentration wieder wuchsen (144).

Schon in den funfziger Jahren bemerkten japanische Arzte, daR einige
Krankenhauspatienten an einer bakteriellen Erkrankung litten, die
nicht durch die bisher bei dieser Art von Infektion wirksamen Anti-
biotika geheilt werden konnten. Wahrscheinlich hatten bestimmte
Stamme von Shigella eine Resistenz gegen diese Antibiotika entwickelt.
Viele Jahre spater begannen Forscher die spezifischen Gene zu unter-
suchen, die bei vielen pathogenen Bakterien zur Antibiotikaresistenz
fuhren. Einige dieser Gene codieren Enzyme, die bestimmte Antibiotika
selektiv zerstéren. Diese Resistenzgene liegen nicht auf dem Chromo-
som, sondern auf einer speziellen Klasse von Plasmiden, die durch
Konjugation von einer Zelle auf eine andere Ubertragen werden kénnen
(2).

Gemal3 der Evolutionstheorie nimmt die Zahl der Bakterien, die Gene
far Antibiotikaresistenz besitzen, zu, da nur sensitive Bakterien mit den
bekannten Antibiotika abgetttet werden. Dadurch verbreiten sich
resistente pathogene Stdmme immer starker, die Behandlung be-

stimmter bakterieller Infektionen wird immer schwieriger (1).
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3.3 Das Membranprotein EmrE

Multidrug-Transporter kénnen viele verschiedene Substrate in einem
energieabhangigen Prozel3 aktiv ausscheiden und somit deren Konzen-
tration in der Zelle senken. Aufgrund ihrer Strukturen und Eigenschaf-
ten werden solche Transporter in drei Familien unterteilt:

1. den ABC-(ATP Binding Casette)-Typ, der fur die Resistenz von Tumor-
zellen verantwortlich ist und ATP fur den aktiven Transport nutzt,

2. die TEXANe (Toxin EXtruding ANtiporter), die Resistenzen von Pilzen
und Bakterien gegenuber Antibiotika bzw. Fungiziden erzeugen,
zwischen 400 bis 500 Aminoséauren lang sind und als Antiporter mit
Hilfe eines elektrochemischen Protonengradients arbeiten (146),

3. die MIniTEXANe, die Resistenzen gegenuber verschiedenen Antibio-
tika verursachen, nur zwischen 107 und 115 Aminoséauren lang sind
und in Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes
und gram-negativen Bakterien identifiziert wurden. (Diese Familie
wird auch als Smr-(Small Multidrug Resistance)-Familie bezeichnet
und ist aufgrund ihrer Grof3e sehr gut zur Aufklarung von Struktur-

Wirkungs-Mechanismen geeignet (147 - 148).)

Die Identifizierung und Klonierung des emrE-(Escherichia coli multidrug
resistance E)-Gens (auch als mvrC-(methylviologen resistance C)-Gen be-
zeichnet), welches als Voraussetzung fur Resistenzen gegentber den
Zellgiften Ethidiumbromid (149) und Methylviologen (150) gilt, ermég-
lichte Yerushalmi et al. (8) 1995 die Expression und Reinigung des
EmrE-Proteins (Abbildung 3.3).

EmrE, bestehend aus 110 Aminosauren, ist ein stark hydrophobes 12-

kDa-Protein mit einer geringen Anzahl geladener Reste, dessen Se-
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guenzanalyse zur ldentifizierung von vier transmembranen Segmenten
fahrt. In ihren Studien stellten Yerushalmi et al. (8) fest, dal3 EmrE ein
Antiporter ist, der Ethidium, Methylviologen und eine Serie anderer
quarternarer Verbindungen gegen ein oder mehrere Protonen aus-
tauscht. Weiterhin fanden sie eine sehr gute Loslichkeit des Proteins in
einem Gemisch aus Chloroform und Methanol (1:1), was sich vorteilhaft
far dessen Extraktion (mehr als 85 %, keine weiteren Komponenten auf
SDS-PAGE) und Reinigung erwies. Eine Rekonstitution des gereinigten
Proteins in Proteoliposomen zeigte eine ApH-getriebene Aufnahme von
Ethidium und [14C]-Methylviologen in die Vesikel (Abbildung 3.3).
AufRerdem konnten sie durch eine konkurrierende Inhibierung der [14C]-
Methylviologen-Aufnahme den Transport anderer Kationen wie TPP,

Acriflavin, Reserpin, Tetracyclin und MPP indirekt verfolgen.

EmrE wird in E. coli-Zellen tiberexprimiert

v

Chloroform- Membranen
Methanol \
"klassische"
Proteine
EmrE
Trocknen* E. coli-
/ Phospholipide [“C]-Methylviologen

oder Ethidiumbromid

Verdiinnen
NH,CI-Puffer,
Ultraschall

Abbildung 3.3: Reinigung und Rekonstitution von EmrE (142)
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Arkin und Mitarbeiter (151) bestimmten mit Hilfe von Transmissions-
FTIR- und orientierter ATR-FTIR-Spektren die Sekundéarstrukturanteile
und deren Orientierung in EmrE in Lésung und in Phospholipiddoppel-
schichten. Ihre Messungen ergaben einen a-helikalen Anteil von 78 % +
5 % fur EmrE getrocknet aus Chloroform und Methanol bzw. von 80 %
+ 5 % in DMPC. Diese Daten stimmen sehr gut mit denen aus einer Hy-
drophobizitatsanalyse (152) an der EmrE-Sequenz Uberein, die vier
transmembrane Doméanen ahnlicher GrofRe (TM1: Y4 - M21, TM2: L30 -
154, TM3: 158 - G80, TM4: L85 - S105) lieferte. Das entspricht einem
transmembranen Anteil von 78 % (86 Aminosauren). Auf3erdem wurden
in dieser Analyse kurze, verbindende, extramembrane Schleifen vorher-
gesagt. Dal’ die Sekundarstruktur von EmrE in Lésung erhalten bleibt,
stimmt mit den gefundenen Daten anderer Membranproteine im selben
Losungsmittelgemisch sehr gut Uberein. Begrundet in der Lange der
Sequenz (110 Aminosauren) kann die Zahl der transmembranen a-
Helices nicht grolRer als vier sein.

Weiterhin stellten sie (151) fest, dal3 der Amidprotonen-H/D-Austausch
im rekonstituierten Protein sehr langsam, hingegen bei geléstem EmrE
guantitativ verlauft. Daraus schlul3folgerten sie einen erfolgreichen Ein-
bau des Proteins in die Lipiddoppelschicht, der Voraussetzung fur die
Bestimmung der Orientierung der Helices ist. So ergaben ihre Mes-
sungen einen durchschnittlichen Neigungswinkel aller Helices gegen-
Uber der Membrannormalen von (3 = 27°. Dieser Wert stimmt sehr gut

mit denen anderer vergleichbarer Membranproteine tberein.

Weitere biochemische Arbeiten in der Gruppe von Prof. Shimon Schul-
diner zur Aufklarung struktureller und funktioneller Eigenschaften von

EmrE fuhrten zu wichtigen Ergebnissen. Lebendiker et al. (153) unter-
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suchten den Einfluf3 der drei nativen Cystein-Reste auf die Transport-
eigenschaften des Proteins. Ihre Studien zeigten die Unzuganglichkeit
der Cysteine fur geladene sowie kleine hydrophile und hydrophobe Rea-
genzien. Jedoch hemmt 4-Chlormercuro-Benzoesaure (PCMB) den
Transport des EmrE-Wildtyps, da es als Substrat fungiert und somit die
aktiven Doménen erreichen kann. Daraufhin wurde simultan jeder
Cystein-Rest durch einen Serin-Rest ausgetauscht. Diese Mutante
zeigte eine signifikante Substrataufnahme (mit geringerer Rate), was auf
keine essentielle Notwendigkeit der Cysteine fur die Transportaktivitat
schliel3en lafdt. Weiterhin stellten sie Mutanten mit nur einem Cystein-
Rest an jeder nativen Position her und fanden, dal3 nur zwei der drei
Cysteine (C41 und C95, nicht aber C39) mit PCMB reagierten. 4-Chlor-
mercuro-Benzolsulfonsdure (PCMBS), ein sehr schwacher Inhibitor,
reagierte auf &hnliche Weise (mit C41 und C95, nicht aber mit C39) wie
PCMB, mit C95 aber nur von der Membranauf3enseite und mit C41 nur
von der Innenseite. Daraus leiteten sie eine kovalente Bindung von
PCMB an die zwei exponierten Cystein-Reste ab, wenn das Substrat
durch das Protein geschleust wird. Hingegen konnte es nicht mit C39
reagieren, da dieses in der Helix auf der entgegengesetzten Seite relativ
zu CA41 liegt. Die verschiedene Reaktivitdit zu PCMBS deutet auf eine
unterschiedliche Lage der zwei reagierenden Cystein-Reste in der Mem-

bran hin.

In weiteren Studien argumentierten Yerushalmi et al. (154) fur den oli-
gomeren Zustand des kleinsten bekannten ionengekoppelten Trans-
portproteins mit nur vier transmembranen Helices. EmrE kann aro-
matische Kationen, wie Methylviologen, Ethidium, Acriflavin und
Tetraphenylphosphonium (TPP), gegen Protonen austauschen (Abbil-

dung 3.4). Bekannte Transportproteine mit &hnlichen Eigenschaften
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verfugen jedoch sehr oft Uber 12 transmembrane Helices. Fur die
Untersuchungen hinsichtlich eines oligomeren Zustands des intakten
Proteins sollten spezielle Mutanten dienen. Entscheidend fur die Wahl
der Substitutionsstellen waren die in allen MiniTEXANen konservierten
Reste und zusatzlich die bedeutenden Reste im homologen Smr-Protein
aus Straphylococcus aureus. Deshalb setzten sie drei verschiedene in-
aktive Mutanten (an den Stellen E14, Y60 und W63) ein und testeten
ihre Funktion durch Rekonstitution der gereinigten Proteinmutanten in
Proteoliposome und Messung der pH-getriebenen [14C]-Methylviologen-

Aufnahme.
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Abbildung 3.4: Ausgewahlte Substrate von EmrE

Im Gegensatz zum Wildtyp zeigten die Mutanten in diesem Test keine
Aktivitat. Des weiteren fuhrten sie in vitro-Versuche durch, in denen sie

das gereinigte Protein und die verschiedenen Mutanten mischten und
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rekonstituierten. Dazu wahlten sie zwei verschiedene Vorgehensweisen,
um mogliche Fehlerquellen weitgehend zu minimieren. In einem Ver-
such gaben sie unterschiedliche Mengen an inaktiven Mutanten zu
einer festen Menge des Wildtyps. Im zweiten Experiment blieb die ab-
solute Proteinmenge konstant, nur das Verhéltnis zwischen Wildtyp
und inaktiven Mutanten variierte. Wie erwartet, zeigten diese Tests
keine Inhibierung bei niedrigen Mutantenkonzentrationen und maxi-
male Inhibierung bei den hochsten Konzentrationen.

Daraus schluf3folgerten sie, daf3 Oligomere aus dem Wildtyp und den
Mutanten gebildet werden mussen. Jedoch gelang ihnen keine quanti-
tative Analyse der Daten in bezug auf die genaue Gréf3e des Oligomers.
Ursachen dafir waren zum einen die theoretische Annahme, dal3
bereits ein Oligomer, welches nur ein inaktives Molekul enthalt, voll-
standig inaktiv ist. Zum anderen konnten die Rekonstitutionsexperi-

mente nicht hinreichend reproduziert werden.

Neuere Arbeiten von Yelin et al. (155) zeigten EmrE als gutes Modell-
system fur Studien an Vakuolen. Ein Protein, das als Transporter Gift-
stoffe aus der Zelle von Prokaryonten schleust, verleiht auch Resistenz

durch Toxinabsonderung in Vakuolen eukaryontischer Zellen.

Die Studien von Steiner Mordoch et al. (156) weisen auf eine struktu-
relle Veranderung des Proteins wéhrend der Substrataufnahme hin.
Dazu wurden, auf der Grundlage der N-Ethylmaleinimid (NEM)-Unzu-
ganglichkeit der drei nativen Cysteinreste, in einer Serie 49 Aminosau-
rereste einzeln gegen Cystein ersetzt (Abbildung 3.5). Diese Methode
zum Test der Cysteinzuganglichkeit wird haufig zum ldentifizieren ex-
ponierter Reste zu hydrophilen Transportwegen ligandaktivierter Kanéle

genutzt. Im Fall ionengekoppelter Transporter liefert diese Methode
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transmembrane Domanen, da diese fur NEM unzuganglich sind. Bei
den Arbeiten an EmrE wurde weiterhin an jeder Mutante in vivo die
Resistenz gegenuber Ethidium, Acriflavin oder Methylviologen bei der
Expression und nach Reinigung und Rekonstitution in vitro die Trans-
portaktivitdt untersucht. Insgesamt zeigten 43 dieser Mutanten &hn-
liche Transporteigenschaften wie der Wildtyp, 6 lieferten inaktive
Mutanten bzw. konnten unter den speziellen Bedingungen nicht expri-
miert werden. Mdglicherweise haben diese Aminosaurereste, gemafld Ab-
bildung 3.5, einen entscheidenden Einflul3 auf die Faltung und Stabili-

tat des Proteins.

Abbildung 3.5: Sekundarstruktur von EmrE. @: gegen Cystein substituierte Reste liefern
inaktive Mutanten, ®: Reste sind nach Substitution fiir NEM unzuganglich, @: Reste sind
NEM-zugénglich (156).

Die Ergebnisse von Steiner Mordoch et al. (156) weisen auf ein dicht ge-

packtes vier-helikales antiparalleles Bundel hin, dessen Hauptteil in die
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Membran eingebettet ist. Das Substrat wird wéhrend des Transports
wahrscheinlich durch einen hydrophoben Kanal geschleust. Diese Be-
wegung erfordert einen Bruch sowie anschlielende Reorganisation der
existierenden Struktur. In der Literatur wird ein dhnliches Phanomen
mit TPP als Substrat an BmrR, ein multidrug-Transporter von Bacillus
subtilis beschrieben (157 - 158).

Neuste Untersuchungen Uber den Einflu3 der geladenen Reste in EmrE
auf seine Transporteigenschaften von Yerushalmi et al. (159) bestatigen
die Notwendigkeit des hoch konservierten Aminosaurerests E14 fur die
Proteinaktivitat von EmrE. Das Protein enthalt 5 kationische (K22, R29,
R82, R106 und H110) und 3 anionische Reste (E14, E25 und D84), die
alle aul3er E14 l16sungsmittelzuganglich sind. Jeder dieser Reste wurde
systematisch durch Cystein bzw. einen anderen Aminoséurerest mit der
selben Ladung ersetzt. Die erzeugten Mutanten wurden sowohl in vivo
als auch in vitro auf ihre Aktivitaten getestet. Dabei wurde festgestellt,
dal3 die kationischen Reste fur den Transportprozel3 nicht essentiell
sind und ohne Verlust an Aktivitat ersetzt werden kénnen. Bei Mutation
der zwei anionischen Aminosaurereste E25 und D84 sank die Aktivitat.
Jedoch erzeugte eine Veranderung von E14 eine inaktive Mutante.

Um diese Mutationsversuche zu bestatigen, pruften sie den Einfluf3 der
Carboxylreste mit Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD), welches
Carboxylgruppen in hydrophober Umgebung kovalent modifiziert, bzw.
mit Hilfe von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDAC) als
hydrophiles Carbodiimid. Dabei stellten sie fest, daf3 die Aktivitat der
E25C- und D84C-Mutanten durch DCCD ahnlich wie beim Wildtyp in-
hibiert wurde. EDAC hatte darauf keinen Einflu3. Demnach ist der
Aminosaurerest E14 fur die Transportaktivitat entscheidend.

Wéahrend die Mutante E14C keine Transporteigenschaften zeigt, er-

niedrigt E14D lediglich diese Prozesse. Daraus wird besonders die Not-
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wendigkeit der negativen Ladung an der Position 14 fur die Substrater-
kennung und den aktiven Transport deutlich, die gleichzeitig fur die
pH-Abhangigkeit aller Transportreaktionen verantwortlich ist. Dies
zeigen die gemessenen pH-Profile, die fur den Wildtyp und die
Mutationen an den Positionen 25 und 84 identisch sind, jedoch fur
E14D erheblich abweichen.

In weiteren Studien untersuchten Muth et al. (160) die Notwendigkeit
von E14 sowohl fur die Substrat- und Protonenbindung als auch fur die
Freigabe vom Transporter. Dazu nutzen sie die hohe Bindungsaffinitat
von TPP. Die Untersuchungen erfolgten an EmrE mit einem zusatz-
lichen Myc- und His-Tag, um das detergenzgeldste Protein an einem
Metallchelat-Absorbenz zu immobilisieren. Daran wurde die Fahigkeit
der spezifischen Bindung von [3H]-TPP gepruft und mit Ethidiumbromid
bzw. Acriflavin inhibiert. Gleichfalls bestimmten sie daran die Bin-
dungsaffinitdt von TPP zu Myc-His-EmrE mit einem Kp-Wert von 10
nmol und ermittelten ein Verhéaltnis von Myc-His-EmrE zu TPP von 1 zu
0,25 bis 0,30. Dieses Ergebnis unterstutzt die Annahme, dal3 EmrE
einen trimeren Komplex mit einem Molekul TPP in der Bindungstasche
bildet.

Um die Hypothese zu testen, dal3 E14 einen Teil der Bindungstasche
formt und direkt mit dem Substratmolektl und / oder dem Proton bei
dem aktiven Transport in Wechselwirkung tritt, bestimmten Muth et al.
(160) die Aktivitat der Myc-His-EmrE-E14D- und -E14C-Mutanten. Da-
bei zeigten Myc-His-EmrE-E14D eine sehr geringe und Myc-His-EmrE-
E14C keine Aktivitat. Daraus schlossen sie, dal3 die negative Ladung in
der Bindungstasche essentiell fur das zu bindende Substrat sein mul3.
Des weiteren Uberpruften sie die pH-Abhangigkeit der Substratauf-
nahme und -freigabe an Myc-His-EmrE und Myc-His-EmrE-E14D. Da-

bei stellten sie fest, dal3 zur Substratbindung die Freigabe von Protonen
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erforderlich ist und dal3 die Freigabe von gebundenem TPP erst nach

Protonenbindung an den Transporter erfolgen kann.

3.4 NMR-Untersuchungen in organischen Losungsmitteln

3.4.1 Einleitung

Die Losungsstruktur von integralen Membranproteinen kann mit den
gleichen NMR-spektroskopischen Methoden bestimmt werden, wie sie
far wasserlosliche Proteine gebréauchlich sind. Dafur mussen die Pro-
teine in ein geeignetes Medium rekonstituiert werden kénnen. Orga-
nische Ldsungsmittel und kleine Detergenzmizellen sind potentielle
Medien fuar eine NOE-basierende Strukturaufklarung. Zusatzlich kann
die NMR-Spektroskopie zur Untersuchung dynamischer Eigenschaften
im Zusammenhang mit allgemeinen Strukturmerkmalen und Wechsel-
wirkungen mit anderen Molekulen genutzt werden (4).

Die hohe Hydrophobizitat von Membranproteinen erfordert den Einsatz
organischer apolarer Loésungsmittel. Das erste Membranprotein,
welches in einem Gemisch aus Chloroform und Methanol NMR-
spektroskopisch untersucht wurde, war die Untereinheit ¢ des Fo-Teils
der FiFo-ATPase. Moleklle, die hoch amphiphile Helices bilden,
aggregieren sehr oft bei hohen Konzentrationen, die fur NMR-
Untersuchungen erforderlich sind. Die erhaltenen Spektren sind
aufgrund sehr breiter Signale nicht mehr zu interpretieren. Die
Aggregation ist oft ein irreversibler Prozel3, bei dem aufgrund des hohen
B-Bildungspotentials vieler apolarer Aminosduren ausgedehnte f3-
Faltblatt-Strukturen gebildet werden. Im Laufe dieses Prozesses

nehmen die Intensitaten der Signale des Monomers im NMR-Spektrum
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ab. Neue Resonanzen des sich bildenden Aggregats werden jedoch nicht
sichtbar, da die Linienbreite zu grol3 ist (4).

Methanol erwies sich in diesen Fallen oft als ideales Losungsmittel.
Seine sehr niedrige Viskositat fuhrt zu kurzen Rotationskorrelations-
zeiten und schmalen Signalen. Auf3erdem kdnnen Protonenaustausch-
experimente durchgefuhrt werden, welche wichtige strukturelle und dy-
namische Aussagen liefern (4). Ein langsamer Amidprotonenaustausch
deutet auf feste Wasserstoffbruckenbindungen hin.

Jedoch sind bei quantitativen Schluf3folgerungen einige Fehlerquellen
zu beachten. Der pH-Wert kann nicht exakt gemessen werden, da sich
die lonisation des Wassers in Gegenwart von organischen Lésungs-
mitteln reduziert und Variationen des Wassergehalts grundlegende
Effekte bedingen. In einem Gemisch aus Chloroform und Methanol ist
die Konzentration katalytischer lonen sehr gering und daher reduziert

sich der Amidprotonenaustausch (4).

Aufgrund der guten Loslichkeit von EmrE in einer Mischung aus
Chloroform und Methanol zogen Yerushalmi et al. (8) den Schluf3, daf3
es fur Strukturuntersuchungen mit Hochauflésungs-NMR-Spektro-
skopie sehr gut geeignet sei, wenn seine Konformation im organischen
Losungsmittel erhalten bleibt.

Wenig spéater berichteten Schuldiner et al. (142), das Protein EmrE er-
halte seine Sekundarstruktur in einer Losung aus Chloroform und
Methanol, was mit den Studien an der Untereinheit ¢ der H*-FiFo-

ATPase und am Bakteriorhodopsin tbereinstimmt.

Diese zwei entscheidenden Aussagen wurden zur Grundlage einer Zu-
sammenarbeit mit der Gruppe von Shimon Schuldiner der Hebréischen

Universitat von Jerusalem. Darin sollte die Struktur des Membranpro-
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teins EmMrE in organischen Losungsmitteln durch die hochauflésende
NMR-Spektroskopie untersucht werden. Jedoch erfordert die Unter-
suchung von Membranproteinen die bereits beschriebenen Besonder-
heiten gegenuber wasserloslichen Proteinen. Die Nutzung eines biolo-
gisch weniger relevanten Mediums kann die Vorteile fur die NMR-spek-

troskopischen Experimente drastisch beeinflussen.

3.4.2 Probenvorbereitung

Die fur NMR-spektroskopische Untersuchungen der Proteinstruktur
notwendigen EmrE-Proben wurden in der Gruppe von Shimon Schul-
diner exprimiert und gereinigt. AnschlielRend wurden sie im getrockne-
ten, tiefgefrorenen Zustand geliefert und erst bei Bedarf aufgeltst.
Aufgrund der spezifischen Eigenschaften von EmrE erwies es sich als
sehr schwierig, fur die hochauflésende NMR-Spektroskopie geeignete
und reproduzierbare Probenbedingungen zu finden. Besonders die Kon-
zentration und die Temperatur muf3ten hinsichtlich der Probenstabili-
tat, Auflésung und Signalintensitat im 1SN-HSQC-Spektrum optimiert
werden. Verschiedene Lésungsmittelgemische, pH-Werte und Salzkon-
zentrationen wurden getestet. Als geeignetes Solvatationssystem erwies
sich ein Gemisch aus di-Chloroform, ds-Methanol und Wasser im
Volumenverhaltnis von 6 : 6 : 1 mit einer Salzkonzentration von 100
mM Ammoniumazetat bei einem abgeschatzten pH-Wert von 6. Die
Messungen wurden bei 300 K durchgefuhrt, da das geloste Protein nur
in einem sehr kleinen Temperaturbereich stabil ist (9).

Trotz weitgehender Optimierung der Probenbedingungen konnte keine

langfristige Stabilitdt der Probe erreicht werden. Im 15N-HSQC-Spek-
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trum kann nach wenigen Tagen eine stetige Abnahme der Signalinten-
sitdt ohne Veranderung der Linienform oder Position gemessen werden.
Da keine neuen Signale im Spektrum auftreten, wird angenommen, daf3
sich das Protein langsam in (B-Faltblattaggregate umlagert. Dieses Phéa-
nomen wird in der Literatur mehrfach beschrieben und kdnnte mit Hilfe
von Lichtstreuungsexperimenten oder GrofRenausschluf3-Chromato-

graphie zeitlich verfolgt werden (9).

3.4.3 NMR-Experimente

Far die NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden einheitlich
15N-, einheitlich 13C,15N- und 75% deuterierte, einheitlich 13C,15N-mar-
kierte EmrE-Proben verwendet und wie oben beschrieben gel6st. Die
Experimente wurden bei 300 K an einem DMX-Spektrometer von Bru-
ker bei einer Protonenfrequenz von 750 MHz durchgefuhrt. Die Referen-
zierung der 1H-chemischen Verschiebung erfolgte mit einem internen
Tetramethylsilan-Standard. Die 15N- und 13C-chemischen Verschie-
bungen wurden Uber die Frequenzverhaltnisse = (161) geeicht. Weitere

Parameter sind im Anhang aufgezeichnet.

3.4.4 Zuordnung und Sekundarstrukturbestimmung

Die Zuordnung der Resonanzen erfolgte nach bekannten Strategien mit

Hilfe verschiedener, einheitlich 13C-, 15N- und 2H-markierter Proben (9).
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Lucken sind auf nachfolgend erklarte proteinspezifische Probleme zu-
ruckzufuhren.

Die geringe Signaldispersion (im Bereich der Amidprotonen 1,7 ppm)
und damit verbundene Uberlagerungen werden durch die Uberwiegend
a-helikale Struktur mit ihrem hohen Anteil gleichartiger hydrophober
Aminoséaurereste bedingt. Zusatzliche Schwierigkeiten ergeben sich aus
den unterschiedlichen Signalintensitaten der einzelnen Reste. Viele Re-
sonanzen der ersten und letzten Helix liefern scharfe, intensive Signale,
hingegen weisen die Signale der mittleren zwei Helices sehr hohe
Linienbreiten mit sehr geringen relativen Intensitaten auf (Abbildung
3.6).

Da das 15N-TOCSY-HSQC-Spektrum (162 - 163) einer [U-15N]-markier-
ten EmrE-Probe nur etwa 60 % der erwarteten Kreuzsignale aufweist,
konnte die Zuordnung nicht direkt Uber TOCSY- und NOESY-
Experimente (164 - 165) erfolgen. Daher wurden mit Hilfe eines HNHA-
Spektrums (93) alle Ha-Protonen bzw. mit Hilfe eines HNHB-Spektrums
(166) mehr als 90 % der HB-Protonen zugeordnet. Basierend auf diesen
Ergebnissen erfolgte die Sequenzierung und die 1H-
Seitenkettenzuordnung mit Hilfe des 15SN-NOESY-HSQC-Spektrums.

Far die Zuordnung der 13-C-Resonanzen und die Sequenzierung wurden
an [U-13C/15N]-markierten Proben HNCA- und HNCO-Experimente (60)
durchgefuhrt. Aufgrund der schlechten Signalintensitaten, besonders
der mittleren zwei Helices, konnten nur etwa 80 % der Signale aufge-
klart werden. Zur Zuordnung der Seitenketten wurde ein HCCH-
TOCSY-Spektrum (167) aufgenommen.

Die Signalzuordnung wurde durch H(CCO)NH- und C(CCO)NH-Expe-
rimente (168 - 169) an einer [75%2H, U-13C/15N]-Probe vervollstandigt.
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Abbildung 3.6: 15N-HSQC-Spektrum (170) von EmrE bei 750 MHz

Eine qualitative Analyse der NOE-Wechselwirkungen und der 3J(HNH%)-
Kopplungskonstanten (93) sowie die charakteristischen Abweichungen
der Ruckgratresonanzen von ihren random coil-Verschiebungswerten
geben Auskunft Uber die Sekundarstruktur des Proteins. Die hohe An-

zahl starker dnn(i, i+1)-NOEs sowie dgn(i, i+1)- und dgn(i, i+3)-NOEs wei-
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sen deutlich auf eine a-helikale Sekundéarstruktur hin. Unterstutzt wird
diese Aussage durch die typischen kleinen 3J(HNH®%)-Kopplungskon-
stanten (< 4,5 Hz). Zusatzlich zeigen die ermittelten Indizes der che-
mischen Verschiebungen (89) fur Ha (= -1), Ca (= +1) und CO (= +1) ein-
deutig eine helikale Struktur. Die berechneten Werte fur CpB (= 0) kdn-

nen nicht miteinbezogen werden (Abbildung 3.7).

o
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Abbildung 3.7: Index der chemischen Verschiebungen von EmrE

Zusammenfassend konnte das Sekundéarstrukturmodell bestehend aus
vier, annahernd gleich langen a-Helices mit kurzen Schleifen (TM1: Y4 -
G26, TM2: P32 - Y53, TM3: 158 - F79, TM4: L85 - R106) durch NMR-
spektroskopische Methoden in Chloroform, Methanol und Wasser be-

statigt werden.
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3.4.5 Bindungsstudien und Relaxationsverhalten

Die Grundlage fur alle Protein-Ligand-Wechselwirkungen ist die Erken-
nung einer definierten Bindungsstelle durch den Liganden, damit dieser
seine Funktion ausfuhren kann. Ein Verstandnis der spezifischen
Wechselwirkungen kdnnte ermdglichen, Liganden mit veranderten Bin-
dungseigenschaften zu entwerfen oder aufzudecken und somit in bio-

chemische Prozesse gezielt einzugreifen (96).

Aktivitatstests suggerierten, dal3 die Extraktion mit Chloroform und
Methanol keine wesentlichen, irreversiblen Anderungen in der Struktur
induziert (8). Daher wurden nachweislich bindende Liganden wie TPP,
Ethidiumbromid und Acriflavin zu gelosten Proteinproben gegeben. Der
entsprechende Ligand wurde schrittweise zur Proteinlésung (in folgen-
den Verhaltnissen: Protein : Ligand = 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:1,5,
1:2) zutitriert.

Vor und nach jedem Titrationsschritt wurde unter exakt gleichen Mel3-
bedingungen ein 15SN-HSQC-Spektrum aufgenommen. Wenn EmrE in
einem aktiven Zustand im Chloroform-Methanol-Gemisch vorliegt, soll-
ten Verschiebungen der Signale im 15N-HSQC-Spektrum auftreten, da
die Amidprotonen am empfindlichsten auf Veranderungen reagieren.
Aus der Zuordnung dieser Signale konnte die mdgliche Bindungstasche
aufgeklart werden. Zuséatzlich sollte ein Endpunkt erreicht werden, an
dem sich die Spektren bei weiterer Konzentrationserhohung des Ligan-
den nicht mehr verandern. Daraus waren Abschétzungen uUber die
Grof3e des Oligomers mdoglich. Jedoch konnten bei allen drei getesteten
Liganden keine Anderungen detektiert werden. Um Vermutungen aus-

zuschlie3en, dal3 der Puffer bereits die mdglichen Bindungsstellen
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blockiert, wurden diese Studien noch einmal ohne Puffer wiederholt.

Die Ergebnisse waren jedoch reproduzierbar.

Aus den von Tammo Diercks durchgefuhrten Relaxationsmessungen
kénnen aufgrund der schlechten und standig abnehmenden Signal-
intensitaten keine eindeutigen Aussagen getroffen werden. Stark unter-
schiedliche Beweglichkeiten der vier Helices deuten darauf hin, dald es
keine ausgepragte Tertiarstruktur des Proteins in Chloroform und
Methanol gibt.

Der heteronukleare 15N{1H}-NOE, gemessen bei 600 und 750 MHz, ist
im Bereich der Termini (M1 - L7 und S107 - H110) sowie im Schleifen-
bereich zwischen TM3 und TM4 negativ bzw. deutlich niedriger als sein
Maximalwert. Dies deutet fur die betreffenden Bereiche auf Beweglich-
keiten mit Korrelationszeiten unter 1 ns und hohen Amplituden hin. Im
ubrigen Bereich erreicht der 1>N{1H}-NOE weitgehend seinen Maximal-
wert und bestatigt die aufgefundenen helikalen Sekundarstrukturen.
Messungen der T1- und T2-Zeiten der Amidstickstoffresonanzen bei 600
und 750 MHz liefern nur fur TM4 und unter Einschrankung fur TM1

verwertbare Ergebnisse. FUr beide Helices ergeben sich aus dem Ver-

T . . :
haltnis _I_—l unter Annahme der Gultigkeit des isotrop-overall-tumbling-

2

Modells, unterschiedliche Korrelationszeiten 1c in Abhangigkeit von der

Feldstarke:

T™M1 T™M4
600 MHz Tc = 13,0 ns Tc = 11,0 ns
750 MHz Tc=11,8ns Tc = 9,8 ns.

Far TM2 und TM3 koénnen die T1- und T2-Zeiten nur tendenziell ausge-

wertet werden. Ein Anstieg der Ti-Zeiten bei gleichzeitigem Abfall der
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To-Zeiten liefert ein grofReres Verhaltnis T—l und somit deutlich langere

2

Korrelationszeiten.

Aus der inversen Feldabhangigkeit von tc werden entweder eine grof3e
Anisotropie der molekularen Bewegung und / oder deutliche Eigen-
bewegungen von TM1 und TM4 gegentber TM2 und TM3 gefolgert. Auf
jeden Fall kann ausgeschlossen werden, dal3 langsame konformative
Bewegungen von TM2 und TM3 fur die beobachteten niedrigen Signal-
intensitdten malfgeblich verantwortlich sind, da hier keine feldab-
hangigen Effekte auftreten.

Des weiteren kann aus der Grof3e der Korrelationszeiten eine Zusam-
menlagerung einzelner Helices abgeleitet werden. Es wird angenommen,
dal3 sich in Chloroform und Methanol TM2 und TM3 relativ dicht an-
einander lagern und TM1 sowie TM4 sich relativ frei bewegen. Eine
Oligomerisierung ist nicht auszuschlieRen. Diese Schlul3folgerungen
werden von den niedrigen relativen Signalintensitaten besonders von

TM2 und TM3 gestutzt.

3.4.6 Diskussion der Ergebnisse

Aufgrund der fur NMR-Untersuchungen gunstigen langen T2-Zeiten, die
strukturelle Studien basierend auf NOE-Experimenten erlauben, wird
die Wahl des Untersuchungsmediums stark zu Gunsten des biologisch
fragwirdigen organischen Losungsmittels verschoben. Aktivitatstests
von Transportproteinen in isotropen Umgebungen sind allgemein un-
moglich. Daher ist es auch sehr schwierig zu bestimmen, wie gut die

ermittelte Konformation in Losung die native Form des Proteins wider-
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spiegelt. Da das Membranprotein EmrE nach Extraktion und Reinigung
mit Chloroform und Methanol jedoch in seiner aktiven Form in Proteo-
liposome rekonstituiert werden kann, bedingt das gewahlte Losungs-
mittelgemisch keine vollstdndige und irreversible Denaturierung und
ermoglicht weitere Untersuchungen. Die Ergebnisse der NMR-Expe-
rimente im organischen Loésungsmittelgemisch zur Ermittlung der
Sekundarstruktur stimmen eindeutig mit den Daten aus Hydro-
phobizitatstests und aus Infrarot-Studien im organischen L&sungs-
mittelsystem und in Vesikeln Uberein. Daraus kann geschlul3folgert
werden, dal3 die a-helikale Struktur der nativen Konformation ent-
spricht. Aussagen Uber eine Tertiarstruktur des Proteins kénnen jedoch
im Chloroform-Methanol-Gemisch nicht getroffen werden, da keine
Weitbereichskontakte zwischen den einzelnen Sekundarstruktur-
elementen gefunden wurden.

Schwierigkeiten, Weitbereichskontakte zu erkennen, liegen einerseits in
der sehr geringen Dispersion und hohen Uberlagerung der Signale, die
jedoch fur ein fast vollstandig helikales Protein mit sehr ahnlichen
Aminosaureresten zu erwarten sind. Andererseits konnen fur das
Fehlen interhelikaler NOEs sehr kurze T»-Zeiten die Ursache sein, die
evtl. durch Oligomerisierung und Zusammenlagerung von TM2 und
TM3 bedingt werden. Unterstutzt wird diese Annahme durch die repro-
duzierbar hohen Linienbreiten besonders im Bereich dieser zwei
Helices. Konformative Austauschprozesse zeigen hingegen
feldabhangige Effekte, die hier nicht beobachtet werden.
Wahrscheinlicher ist ein Zerfall tertiarer Kontakte im Ldsungsmittel-
gemisch. Besonders bei Proteinen mit mehreren transmembranen
Helices wird das Fehlen tertidrer Wechselwirkungen beobachtet, was
einen entscheidenden Nachteil bei der Verwendung organischer

Losungsmittel darstellt. Ein Nachweis fur interhelikale Kontakte kann
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darin nicht erbracht werden (4). Negative Bindungsstudien unterstitzen
diese Vermutung. Experimente zur Fluoreszenzléschung kéonnten er-
ganzend hinzugezogen werden. Aul3erdem deuten Aussagen von Arkin
und Mitarbeitern (151) auf &hnliche Schluf3folgerungen. In ihren Arbei-
ten stellten sie fest, dal3 der Amidprotonen-H/D-Austausch im rekon-
stituierten Protein sehr langsam, hingegen bei in Chloroform und
Methanol geléstem EmrE quantitativ verlauft.

In diesem Teil der Arbeit mufte festgestellt werden, dald3 organische
Losungsmittelsysteme nicht allgemein fur alle integralen Membran-
proteine geeignet sind. Daher wurden fur weitere Untersuchungen bio-
logisch relevantere Medien, wie z. B. Mizellen herangezogen, in denen
die Methoden der Hochauflésungs-NMR-Spektroskopie unter Einhal-

tung verschiedener Kriterien anwendbar sind.

3.5 NMR-Untersuchungen in Mizellen

3.5.1 Einleitung

Aufgrund der Ergebnisse in organischen Losungsmitteln wurde in die-
sem Teil der Arbeit versucht, die Methoden der Hochauflosungs-NMR-
Spektroskopie auf ein System anzuwenden, welches die naturliche Um-
gebung eines Membranproteins besser widerspiegelt. Dazu wurde EmrE
in einem, entsprechend den Aktivitatstests geeigneten Detergenz geldst.
Derartige Bedingungen erfordern einige Besonderheiten in der Durch-
fuhrung von NMR-Experimenten, die im Folgenden genauer untersucht

werden.
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Abbildung 3.8: Korrelationszeiten fur Proteine in verschiedenen deuterierten Medien (4)

Zur Losung von Membranproteinen sind drei Medien madglich: orga-
nische Losungsmittel, Detergenzmizellen und kleine unilamellare
Phospholipidvesikel. Bei der Wahl des Mediums sind Faktoren wie
Partikelgré3e, biologische Relevanz, biologische Aktivitat und nativer
Zustand entscheidend. Die biologisch akzeptableren Medien fuhren zu
langen Korrelationszeiten tc (Abbildung 3.8), welche wiederum sehr
kurze T2-Zeiten und eine hohe Spindiffusion bewirken. Kurze T»-Zeiten
sind jedoch besonders bei mehrdimensionalen Experimenten sehr un-
gunstig. Demnach sind strukturelle Studien basierend auf intramole-
kularen NOE-Experimenten auf Molekule beschrankt, die in orga-
nischen Losungsmitteln oder kleinen Detergenzmizellen gut 16slich sind
(4). Die ideale Mizelle sollte die native Struktur des Proteins weitgehend
erhalten und eine ungeordnete, schnelle Bewegung des Lipid-Protein-
Aggregats in Losung fur die Hochauflésungs-NMR-Spektroskopie er-
moglichen (171).

Ein entscheidender Nachteil fur die NMR-Spektroskopie ist das zuséatz-
liche Molekulargewicht der gebundenen Detergenzmolekutle. Bei der
Wahl einer geeigneten Detergenzmizelle sind solche Eigenschaften wie

die kritische mizellare Konzentration, die Aggregationszahl, die Mizel-
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lengréBe und -ladung, der pH-Wert, die Temperaturabhangigkeit, der
Einflul3 von Gegenionen, die Verfugbarkeit deuterierter Formen und
mitunter die chemische Verschiebung von Bedeutung. Geladene Deter-
genzien mit linearen Alkylketten, wie z. B. Natriumdodecylsulfat (SDS),
denaturieren viele Proteine. FUr die meisten 1H-Experimente sind per-
deuterierte Detergenzien essentiell, da diese nicht nur wichtige Reso-
nanzsignale Uberlagern konnen, sondern auch die Spindiffusionseffekte
in der Mizelle wesentlich reduzieren. Die fur NMR-Untersuchungen am
besten geeigneten Detergenzien bilden kleine spharische Mizellen mit
einem aggregierten Molekulargewicht von weniger als 25 kDa. In einigen
Fallen erwies sich auch Dodecylmaltosid (DDM) als geeignet, welches
durchschnittlich Mizellen von 60 kDa bildet (4).

Soll die Bildung von Oligomeren verhindert werden, sind hohe Deter-
genzkonzentrationen erforderlich. Diese konzentrierten Losungen kon-
nen jedoch sehr viskos und daher ungeeignet sein. Zur Messung der
GrofRe des Protein-Detergenz-Komplexes sind GroéflRenausschlul3-
chromatographie, Ultrazentrifugation und Lichtstreuung geeignet. Die
Korrelationszeit des Komplexes kann z. B. direkt aus den T1-Werten des
a-Kohlenstoffatoms bestimmt werden. Nicht immer sind diese Komplexe
homogen. Werden einheitliche, kleine Komplexe gebildet, kdnnen die
Signalzuordnung und die Strukturbestimmung nach konventionellen
Methoden erfolgen. Der hohe a-helikale Anteil der meisten Membran-
proteine bedingt jedoch kleine NH-C*H-Kopplungskonstanten und eine
geringe Dispersion der chemischen Verschiebung, was zu einer
schlechten Auflésung in den Spektren fuhrt. Zusatzlich ist bei der Aus-
wertung von NOESY-Spektren darauf zu achten, dafl3 sich mit steigen-
den t.-Werten die Spindiffusion erhoht und zu Fehlern bei den abgelei-

teten Abstanden fuhrt (4).



Untersuchungen an dem Membranprotein EmrE 54

organisches Losungsmittel unilamellares Vesikel
a b c
) (! I 1 "-:'}h
A {_'E“FJ ) h.: uly
B £ o S
.-""L ' L Elgy
Peptide Membranprotein mit rekonstituiertes
Sekundarstruktur natives Protein
Detergenzmizellen
d e f g
e s LT r Al T 3:4;“— .
15 e - o L e
F t:: ‘_.-. - T - ..I""_|"".' : 1.'
o o - L
i amphiphiles nativer o L
Peptid Zustand . denaturierter
transmembranes ~3
; L Zustand
Peptid qu '

Abbildung 3.9: Untersuchungsmedien fiur die NMR-Spektroskopie an Membranproteinen
und Peptiden (4)

Die haufigsten Schwierigkeiten bei der Verwendung von Detergenzien
zur Untersuchung von Membranproteinen sind die Induktion nicht na-
tiver Sekundarstrukturen und der Zerfall von tertidren Wechselwir-
kungen (Abbildung 3.9). Besonders bei Proteinen mit mehreren trans-
membranen Helices wird das Fehlen tertidarer Wechselwirkungen beo-
bachtet. Dies ist wahrscheinlich ein entscheidender Nachteil bei der
Verwendung organischer Losungsmittel, in denen kein Nachweis inter-
helikaler Kontakte detektiert werden kann. Gleiche Probleme kénnen
auch in Detergenzien auftreten, wenn die Wechselwirkungen zum

Detergenz denen zum Protein bevorzugt werden (4).

Fur Untersuchungen von aktiven Membranproteinen in Mizellen ist es
wichtig, uber genaue Kenntnisse des oligomeren Zustands des Proteins
zu verfugen. Diese Aussagen konnen beispielsweise mit cross-linking-

Experimenten getroffen werden. Liegt das Protein auch in Mizellen als
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Oligomer vor, kann der Protein-Mizellen-Komplex die Grenzen fur die
Molmasse leicht Uberschreiten. In den NMR-Spektren werden, abge-
sehen evtl. vom His-Tag, zu wenige Signale erhalten. Dies kann durch
einen zu schnellen Austausch der Amidprotonen mit Wasser erfolgen,
was jedoch bei Einbau des aktiven integralen Membranproteins in die
Mizelle vernachlassigbar klein sein sollte. Wesentlich wahrscheinlicher
ist die Uberschreitung der GroRe des Lipid-Protein-Aggregats, welche
die Linienbreite der Signale von unbeweglicheren Teilen des Proteins
sehr stark erhoht. Daher ist es sehr wichtig, das Gewicht des
Komplexes im Vorfeld mdglichst genau zu bestimmen. Dabei ist darauf
zu achten, dall die Anzahl der Detergenzmoleklle, die eine
proteinhaltige Mizelle bilden, nicht detergenzspezifisch ist. Somit
kénnen keine allgemeinen Aussagen getroffen werden, sondern die
GrofRe mufd fur jeden Komplex neu bestimmt werden. Ist der Komplex
zu grol3, konnen einige Parameter (Detergenz-Protein-Verhaltnis,
Salzkonzentration, pH-Wert, Kettenldange der Detergenzmolekdile,
Temperatur) variiert werden, jedoch werden meist nur Verbesserungen
in den Spektren bei gunstigerer Wahl des Detergenz erreicht (172).

Anhand ihrer negativen Ergebnisse bei Untersuchungen der Escherichia
coli-Diacylglycerol-Kinase in Mizellen stellten Vinogradova et al. (172)
allgemein gultige Hinweise auf. Im Vorfeld von NMR-spektroskopischen
Untersuchungen mulfd die Aktivitat des Proteins in der Mizelle und die
effektive Molmasse des Detergenz-Protein-Komplexes gepruft werden,
damit diese nicht die Grenzen fur die NMR-Analyse Uberschreitet. Fur
erste Abschéatzungen ist es hilfreich, die einfache Summe aus der Masse
des Proteins im oligomeren Zustand und aus der Masse der protein-
freien Mizelle zu bilden. Jedoch ist die effektive Aggregationszahl in der
proteinhaltigen Mizelle deutlich héher und von der Groéf3e der hydro-

phoben Oberflache des Proteins abhangig, die durch Wechselwirkungen
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mit unpolaren Ketten des Detergenz stabilisiert werden muf3. Daher
kann die Masse des Komplexes nur sehr schwer vorhergesagt werden.
Meist ist eine experimentelle Bestimmung unbedingt notwendig, bevor
NMR-spektroskopische Methoden fur weitere Untersuchungen heran-

gezogen werden kdénnen.

In weiterfUhrenden Studien nutzten Vinogradova et al. (171) feld-
gradientenbasierende = NMR-Diffusionsmessungen zur  GréRenab-
schatzung von Protein-Detergenz-Komplexen. Die Messungen wurden
bei hoher Detergenz- und niedriger Proteinkonzentration durchgefuhrt,
um Proteinaggregation zu vermeiden. Die Konzentration der protein-
haltigen Mizellen

_ totale Detergenzkonzentration - kritische mizellare Konzentration
Aggregationszahl

(3.1)

mufd in NMR-spektroskopisch erfal3baren Grof3en liegen. Aus einer
Serie von feldgradientenbasierenden Diffusionsmessungen konnten sie
nach Signalintegration gemaf Gleichung 3.2 den Diffusionskoeffizienten

der Translation D¢ fUr das Protein in der Mizelle bestimmen:

= 1o xp[-(y)2(A ~) D] 3.2)
mit
gyromagnetisches Verhéaltnis
d Gradientendauer
g Gradientenstarke
A  Dauer zwischen den Gradientenpulsen = Diffusionszeit
D: Diffusionskoeffizient

lo Signalintensitat ohne angelegten Gradienten.
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Bei den untersuchten Detergenzien konnten sie keine allgemeine
Korrelation zwischen dem Diffusionskoeffizienten und der Groéf3e der

proteinfreien korrespondierenden Mizelle ableiten.

3.5.2 GrélRenabschéatzung von EmrE in Mizellen

In der Gruppe von Shimon Schuldiner wurden mehrere verschiedene
Detergenzien getestet, um EmrE in Mizellen NMR-spektroskopisch zu
untersuchen. Dabei stellte sich heraus, dal3 EmrE durch eine fur NMR
sehr gut geeignete SDS-Mizelle denaturiert (156). Auch viele andere
Detergenzien lieferten ahnliche Ergebnisse bei Aktivitatstests. Nach
langeren Studien wurde Dodecylmaltosid (DDM) als Detergenz gefun-

den, in dem das Protein aktiv ist.

Far die NMR-Untersuchungen wurde eine vollstandig 15N-markierte
Proteinprobe mit einer Konzentration von etwa 5 - 6 mg EmrE-Myc-
His/mL (etwa 0,8 % nichtdeuteriertes DDM, 0,15 M NacCl, 0,02 % Na-
Azid, 0,015 M Tris-Cl, 45 pul D20, pH = 7,5) verwendet. Sie wies keine
Anzeichen fur Denaturierung des Proteins auf. Die Messungen erfolgten
bei 300 K an einem 600- bzw. 750-MHz-Spektrometer. Bereits im 1H-
Spektrum und im 15N-HSQC-Spektrum sind nur sehr wenige Signale
enthalten, die vermutlich vom Myc-His-Tag stammen. Als Ursache fur
das Fehlen fast aller Signale wurde die Grol3e des Protein-Detergenz-
Komplexes vermutet. Daher wurden wie von Vinogradova et al. (171) be-
schrieben, Diffusionsmessungen zur Bestimmung der Mizellengrof3e
durchgefuhrt. Fur die Diffusionskoeffizienten D: wurden nach Glei-

chung 3.2 folgende Werte erhalten:
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Dwizelle = 6,425 1011 m2/s bei 0,92 ppm
Dwtizelle = 6,448 1011 m2/s bei 1,33 ppm
Drris = 8,041 1010 m2/s bei 3,78 ppm
Dwasser =2,312 109 m2/s bei 4,80 ppm.

Die Werte fur den Tris-Puffer und Wasser wurden als Referenz zur Ab-
sicherung der Ergebnisse mit ausgewertet. Sie stimmen sehr gut mit
den aus der Literatur bekannten Werten tUberein (173).

Aus dem erhaltenen Diffusionskoeffizienten flr die Mizelle Dwmizelle Wurde

nach Gleichung 3.3 der hydrodynamische Radius r der Mizelle berech-

net:
kg T
' Mizelle = (3.3)
izelle 6D wmizelle N ssung
mit

ks Boltzmann-Konstante

T  Temperatur

n mikroskopische Viskositat.

Unter Annahme von Nissung = Nwasser WUrde ein Mizellenradius von 37,9
A erhalten. Daraus konnte die molekulare Korrelationszeit unter An-
nahme eines kompakten, starren, isotropen Rotators mit 49,5 ns be-
stimmt werden:

_4 4
Trot,star —Eﬂr kg T

(3.4)

mit

r hydrodynamischer Radius

ks Boltzmann-Konstante

T  Temperatur

n mikroskopische Viskositat.

Die Diffusionskoeffizienten des Proteins wurden aus dessen Amid-

Signalen bestimmt. Bei einem erfolgreichen Einbau von EmrE-Myc-His
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in die Mizelle und einem hohen Konzentrationsverhaltnis von protein-
haltiger zu proteinfreier Mizelle sollte Dwmizene mit Demre gut Ubereinstim-
men. Nach Gleichung 3.2 wurden folgende Ergebnisse fur aufgeltste,

relativ intensive Signale berechnet:

Demre = 6,487 1011 m2/s bei 8,11 ppm
Demre = 6,624 1011 m2/s bei 7,26 ppm
Demre = 6,400 1011 m2/s bei 7,14 ppm.

Die starken Schwankungen fur Demre sind auf die zu geringen Signal-
intensitaten zurickzufuhren. Dennoch kann daraus der Einbau des
Proteins in die Mizelle bestatigt werden.

Weiterhin wurde versucht, die Masse des Protein-Detergenz-Komplexes
zu ermitteln. Gemal den Angaben von Schuldiner wurde die aktuelle
Mizellen- und Proteinkonzentration nach Gleichung 3.1 berechnet.

Daraus ergeben sich folgende Werte:

CMizelle = 0,183 mM

CEmrE = 0,366 mM far Monomer
CEmrE =0,183 mM far Dimer
CEmrE =0,122 mM far Trimer.

Anhand der wesentlich héheren Proteinkonzentration gegenuber der
Mizellenkonzentration muf3 das Protein als Oligomer eingebaut sein.

Da die einfache Summe aus der Masse des Proteins im oligomeren Zu-
stand und der Masse der proteinfreien Mizelle keine sicheren Aussagen
Uber das Gesamtgewicht des Komplexes (etwa 100 kDa) liefert, wurde
eine Gewichtsabschatzung basierend auf dem ermittelten hydrodyna-
mischen Radius durchgefuhrt. Der Abschatzung liegen eine Kugelsym-
metrie des Komplexes sowie eine dem Wasser vergleichbare Dichte
zugrunde, die nicht unbedingt den wahren Verhaltnissen entsprechen.
Mit diesen Annahmen leitet sich eine Masse von 137 kDa fur den Pro-

tein-Detergenz-Komplex ab.
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Aussagen von Schuldiner Uber die Gesamtmasse des Komplexes, be-
stimmt aus Gel-Permeations-Chromatographie-Experimenten, weisen
auf etwa 130 kDa hin.

Aufgrund der abgeschéatzten Mizellengrof3e wurde ein 15N-TROSY-
HSQC-Spektrum bei 750 MHz aufgenommen, um eine deutliche Zu-
nahme an Intensitat und Auflésung im Spektrum zu erreichen. Jedoch
war die Anzahl der erhaltenen Signale immer noch viel zu gering, so daf3
keine weiteren Experimente basierend auf der TROSY-Methode durch-

gefuhrt wurden.

3.5.3 Diskussion der Ergebnisse

Ursachen der zu niedrigen Signalintensitaten in den aufgenommenen
Spektren sind die Gré3e des Protein-Detergenz-Komplexes mit seiner
zugehorigen relativ langsamen Korrelationszeit sowie die fehlende Deu-
terierung der Mizellen. Weiterhin wirken sich neben der sehr schnellen
Relaxation auch die geringe Konzentration und erhthte Viskositat der
mizellaren Losung negativ auf die Linienbreiten aus.

Mdglichkeiten zur Verbesserung der Mel3ergebnisse wurden die Ab-
spaltung des unndétigen Myc-His-Tags, die Verwendung von volldeute-
rierten Mizellen und evtl. das Auffinden anderer Detergenzien zur Redu-
zierung der Molmasse des Protein-Detergenz-Komplexes darstellen.
Aufgrund der schweren Zuganglichkeit von weiteren biologisch aktiven,
detergenzgeldsten Proteinproben war es im Rahmen dieser Arbeit nicht
moglich, die Bedingungen fur Methoden der Hochauflésungs-NMR-
Spektroskopie zu optimieren. Daher wurde es im weiteren Verlauf der

Arbeit notwendig, das Membranprotein EmrE in einem naturiden-
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tischen Medium zu untersuchen und die Methoden der Festkorper-

NMR-Spektroskopie anzuwenden.

3.6 NMR-Untersuchungen in Membranen

3.6.1 Einleitung

Die in diesem Kapitel beschriebenen Experimente wurden in Zusam-
menarbeit mit Dr. Clemens Glaubitz an der Universitat von Oxford

durchgefuhrt (10).

Neben biochemischen Methoden ist besonders die Festkérper-NMR-
Spektroskopie zur Untersuchung von Membranproteinen in ihrer na-
tarlichen Umgebung geeignet, um spezifische Informationen Uuber
Substraterkennung, -bindung und -transport zu erhalten (6, 174 - 175).
Dafur ist es oft effizienter, das Substrat selbst unter dem Einflul3 des
Transporters zu beobachten (176). Spezielle Kreuzpolarisationsexperi-
mente werden zur Unterscheidung zwischen gebundenem und freiem
Substrat eingesetzt. Oberhalb von 273 K verbleibt die Membran in
einem flussigen Zustand, in dem es mit Hilfe der Kreuzpolarisation un-

maoglich wird, ungebundene Substrate zu beobachten (176 - 178).

In diesem Teil der Arbeit wurde das Membranprotein EmrE in einer
Umgebung untersucht, die den natirlichen Bedingungen am néchsten
kommt. Dazu wurde es notwendig, das gereinigte Transportprotein in
eine kunstliche Membran zu rekonstituieren und anschlieend mit

Methoden der Festkorper-NMR-Spektroskopie zu untersuchen. Beson-
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ders interessante Ergebnisse wurden in den Bindungsstudien mit
Tetraphenylphosphoniumbromid (TPP) erzielt. Dabei wurde das gebun-
dene TPP mit der 31P-CP-MAS-NMR-Spektroskopie beobachtet. Die
Kreuzpolarisation ermdglichte eine exakte Unterscheidung zwischen ge-
bundenen TPP-Spezies und der flissigen Membran. TPP wurde auf-
grund seiner hohe Substrataffinitat gegenuber EmrE (Kp = 10 nM (160))
und den gunstigen magnetischen Eigenschaften des 31P-Kerns (100%
naturliche Haufigkeit, Spin-Y2Kern mit hoher Empfindlichkeit) als
Ligand fur diese Experimente ausgewahlt. Die Beobachtung des Ligan-
den war ferner von Vorteil, da das Protein keine Signale im 31P-NMR-
Spektrum liefert. Einzig die verwendete Lipidmembran (DMPC) zeigt ein
scharfes Signal mit bekannter chemischer Verschiebung.

Far weitreichendere MAOSS-Experimente wurden vorbereitende Arbei-

ten zur Orientierung des Proteins in der Membran durchgefuhrt.

3.6.2 Probenpraparation

Zur Rekonstitution des gereinigten Proteins (8, 151) wurde seine L6s-
lichkeit in organischen Ldosungsmitteln ausgenutzt. Dazu wurden 2,5
mg EmrE und 9,3 mg Dimyristoylphosphatidylcholin (L-a-DMPC) jeweils
in einem 1:1-Gemisch aus Chloroform und Methanol gelést und an-
schlieRend vereinigt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde
die Probe fur mehrere Stunden im Hochvakuum getrocknet. Die Re-
hydratisierung erfolgte mit einer waldrigen Pufferlésung (0,015 M TRIS,
0,15 M NacCl) bei einem pH-Wert von 7,5. Abschlie3end wurde die tber-
stehende Salzlésung abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mehr-

fach in flussigem Stickstoff gefroren, um relativ gleichgrof3e, einschich-
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tige Proteoliposome zu formen (8). Zusatzlich wurde es in einem
schwachen Ultraschallbad fir kurze Zeit behandelt, bevor es in den
MAS-Rotor Uberfuhrt wurde. Das Molverhaltnis von Protein:Lipid betrug
1:60, um mogliche Konzentrationsausfallungen zu verhindern. (Das von
Arkin und Mitarbeitern (151) genutzte Protein:Lipid-Verhaltnis ent-
sprach etwa 1:10 bis 1:20 Gewichtsanteilen.)

Abbildung 3.10: Ergebnis der Ultrazentrifugation. D: DMPC, E: EmrE in DMPC

Mit Hilfe der Ultrazentrifugation konnte der erfolgreiche Einbau des Pro-
teins in die Membran sowie die Homogenitat der Probe Uberpruft wer-
den. Dazu wurde ein Teil des Pellets erneut in Pufferlésung resuspen-
diert und auf einen linearen Zuckergradienten von O bis 50 % gelegt.
12-stindiges Zentrifugieren bei 278 K mit 90000 g ergab eine einheit-
liche Schicht zwischen 25 und 28 % Zucker (Abbildung 3.10), was auf
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eine homogen rekonstituierte Proteinprobe schliel3en 1aRt. Zur Kontrolle
wurde reines DMPC aufgegeben, welches bei 17 % eine Schicht aus-
bildete.

Far die TPP-Bindungsstudien wurde eine walrige 0,07 M Tetra-
phenylphosphoniumbromidlosung hergestellt und schrittweise jeweils 3
UL zu der Probe im MAS-Rotor titriert. Um die Stabilitat der Proben-
rotation Uber alle Experimente zu gewd&hrleisten, muf3te auf eine
gleichméaRige Probenverteilung im Rotor geachtet werden. Das erforderte
die Zugabe geringer Mengen einer hochkonzentrierten LOsung, da
bereits die kleinste zugegebene Menge an TPP im NMR-Experiment
beobachtbar sein sollte. Gleichzeitig mul3te eine grél3tmdgliche Ober-
flache ohne Probenverlust benetzt werden. Daher wurde die Probe wéah-
rend einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 305 K rotiert.

Zur Gewahrleistung der Reproduzierbarkeit der Bindungsstudien wur-
den die Titrationen mit TPP an mehreren rekonstituierten Proteinproben
durchgefuhrt. Um eine Bindung des Liganden an die Membran auszu-
schlieRen, wurden proteinfreie DMPC-Vesikel in gleicher Weise mit der

TPP-LOsung versetzt.

3.6.3 NMR-Untersuchungen

Alle NMR-Experimente wurden an einem DMX400-Spektrometer von
Bruker bei 161,3 MHz fur 31P bzw. bei 400,13 MHz fur 1H in einem
7mm-Doppelresonanz-MAS-Probenkopf durchgefuhrt. Fur die Kreuz-
polarisation und zur Protonenentkopplung wurde eine Protonenfeld-

starke von 55 kHz angelegt. Die Feldstarke fur die 31P-Kerne wurde ent-
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sprechend der Hartmann-Hahn-Bedingung flur die Kreuzpolarisation
gewéhlt. Die CP-Kontaktzeit wurde zwischen 0,1 und 5,0 ms variiert. Da
es fur die durchgefuhrten Experimente nicht erforderlich war, die
Anisotropie der chemischen Verschiebung zu Null auszumitteln, wurde
bei einer Rotationsfrequenz von 2500 Hz gearbeitet. Sie konnte so ge-
wahlt werden, daR keine Uberlagerungen der DMPC-Seitenbanden mit
dem TPP-Signal auftraten. Beobachtet wurde die Probe sowohl in der
flussigkristallinen La-Phase bei 30 °C sowie in der Gelphase LB bei
7 °C.

3.6.4 Ergebnisse

Das protonenentkoppelte 31P-MAS-NMR-Spektrum einer DMPC-Probe
mit TPP (Abbildung 3.11) zeigt neben der isotropen Linie des DMPCs
sowie deren Seitenbanden ein scharfes Signal des zugegebenen TPPs bei
23,2 ppm. Dieser Wert der chemischen Verschiebung stimmt mit den
bekannten Daten aus der Literatur Uberein (179). Nach Kreuzpolarisa-
tion fehlt in dem entsprechenden 31P-CP-MAS-NMR-Spektrum die
Resonanzlinie des TPPs, was auf sich isotrop verhaltendes TPP hin-
deutet. Ware das Substrat an die Membran gebunden, wirde auch
unter CP-Bedingungen das Signal im Spektrum erhalten bleiben. Dem-
nach kann eine Bindung des TPPs an das DMPC sicher ausgeschlossen

werden.



Untersuchungen an dem Membranprotein EmrE 66

DMPC DMPC

-1
dlrekt beobachtet
+1
2TPP
+
2 DMPC EmrE/DMPC Ll
TPP-1
| TPP-2
Kreuzpolansanon
DMPC EmrE/DMPC
(d)

0,0 25,0 0,0 -25,0 -50,0

*P-chemische Verschiebung [ppm] *P-chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 3.11: 1H-entkoppelte 31P-MAS-NMR-Spektren und 31P-CP-MAS-NMR-Spektren
von DMPC mit TPP bzw. von EmrE in DMPC mit TPP

Das protonenentkoppelte 31P-MAS-NMR-Spektrum von rekonstituiertem
EmrE in DMPC und TPP (Abbildung 3.11) zeigt neben den Signalen des
DMPCs eine scharfe Resonanz des TPPs. Unter CP-Bedingungen treten
jedoch im Gegensatz zur proteinfreien Probe zwei intensive Signale bei
22,9 ppm (TPP-1) und 19,0 ppm (TPP-2) hervor. Die daraus
abzuleitende Immobilitat des Substrats im Millisekundenbereich kann
nur durch eine Bindung des Liganden an das Protein erklart werden.
Des weiteren kann aus den Differenzen der chemischen Verschiebungen
zum freien TPP (TPP-1: -0,3 ppm, TPP-2: -4,2 ppm) auf unterschiedlich
starke Wechselwirkungen zwischen Protein und Liganden geschlossen
werden.

Ubereinstimmend zu den SchluRfolgerungen anhand der Differenzen
der chemischen Verschiebungen weisen die zwei an das Protein gebun-
denen TPP-Spezies auch Unterschiede in ihrem dynamischen Verhalten
auf (Abbildung 3.12). Dies belegen die CP-MAS-NMR-Spektren mit

unterschiedlichen Kontaktzeiten.
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Abbildung 3.12: 31P-CP-MAS-NMR-Spektren von EmrE in DMPC mit TPP bei verschie-
denen Kontaktzeiten

Die Dynamik der Membran kann qualitativ Gber die CP-Aufbauraten
von verschiedenen Membrankomponenten untersucht werden. Lipide in
flussig-kristallinen Membranen sich hoch beweglich. Daher werden die
1H-31p-dipolaren Kopplungen reduziert und die Kreuzpolarisation wird
ineffizient. Lange Kontaktzeiten von 5 ms werden benétigt, um optimale
Signalintensitaten fur das DMPC zu erreichen (Abbildung 3.13), bevor
die Intensitaten wieder langsam abnehmen. Die Signale der zwei inter-

essierenden TPP-Spezies erreichen jedoch schon bei Kontaktzeiten von
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1,6 ms (TPP-1) bzw. 0,5 ms (TPP-2) ihre maximale Intensitat. Dies be-
deutet, dal3 an EmrE gebundene TPP ist deutlich unbeweglicher als die
Lipidmembran. TPP-2 zeigt dabei eine starkere Immobilitat verglichen
mit TPP-1. Die beobachteten Fluktuationen in den ersten 0,5 bis 1 ms

sind typisch fur CP-Aufbaukurven von dynamischen Molekulen.
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Abbildung 3.13: CP-Aufbauraten

Unterstutzend zu diesen Messungen wurde eine Titrationskurve von
TPP aufgenommen. Dazu wurde schrittweise die Menge an TPP erhéht
und die Intensitaten der beiden TPP-Signale im CP-MAS-NMR-
Spektrum relativ zueinander bestimmt. Das Maximum wurde bei einem
Molverhéaltnis von EmrE:TPP von 1:2,5 erhalten. Das Verhaltnis der
beiden Spezies entspricht etwa 5:1 far TPP-1:TPP-2. Bei weiterer Zugabe
von TPP zur Probe nahm die Signalintensitat von TPP-1 weiter zu, die

Intensitat von TPP-2 blieb hingegen konstant.
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3.6.5 Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Kreuzpolarisationsexperimente zeigen deutlich einen
im Millisekundenbereich stabilen Komplex zwischen dem Substrat TPP
und dem Transportprotein EmrE, rekonstituiert in eine DMPC-Lipid-
membran. Diese Aussage stimmt sehr gut mit der aus der Literatur be-
kannten hohen Bindungsaffinitat von TPP an EmrE (Kp = 10 nM) Uber-
ein (160).

Besonders interessant ist das Auftreten des 31P-TPP-2-Signals bei -4,2
ppm im Gegensatz zu TPP in Losung. Fur diese starke Abweichung in
der chemischen Verschiebung des 31P-Kerns kénnen nur konformative
Anderungen des Molekiils oder Anderungen in seiner Umgebung ver-
antwortlich sein. Obwohl Anderungen der elektrischen Ladung nicht
notwendigerweise zu derart grof3en Differenzen in der chemischen Ver-
schiebung fuhren sollten (180), kdnnten sie mit anderen Parametern
wie Bindungsgeometrie, Elektronegativitat des Substituenten und rela-
tive Anzahl der m=Bindungen verbunden sein. Ebenfalls kbnnen Ring-
strome der aromatischen Reste zu Anderungen in der chemischen Ver-
schiebung des Phosphors fuhren. Diese Bedingungen sind erfullt, wenn
der Ligand spezifisch mit dem Protein in Wechselwirkung tritt und da-
bei, aufgrund der stark abweichenden Umgebung, seine Konformation
wesentlich &ndern muf3.

Aus der Literatur bekannt ist die dichte Packung des Proteins mit einer
hydrophoben Pore (156). Ein geladenes Substrat wie das TPP*-lon kann
demnach nur durch eine direkte Wechselwirkung mit dem Protein diese
Pore passieren. Das erfordert Anderungen sowohl in der Protein- als

auch in der Substratstruktur. Zusatzlich wurde in der Literatur be-
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schrieben, dal3 der geladene Rest E14 fur die Bindung des Liganden
unbedingt erforderlich ist (159 - 160).

Analog dazu wird in der Literatur (157 - 158) Uber Studien am BmrR,
ein Transcriptionsaktivierungsprotein des Multidrug-Resistenz-Trans-
porters Bmr des Bacillus subtilis berichtet, welches ebenfalls in der Lage
ist, lipophile Kationen wie TPP zu binden. Die Struktur von BmrR wurde
mit Hilfe der Rontgenkristallographie in Gegenwart und Abwesenheit
von TPP bestimmt. Sie zeigt ein TPP-induziertes Auffalten und Um-
orientieren einer a-Helix, welche die interne Bindungstasche bildet. In
dieser Bindungstasche treten Van-der-Waals-Kontakte mit verschie-
denen hydrophoben Resten auf. Die fur die Substratselektivitat ent-
scheidende elektrostatische Wechselwirkung existiert jedoch zwischen
dem negativ geladenen Rest E134 und dem positiv geladenen Substrat
TPP, welches selbst in seiner Struktur gestort ist (Abbildung 3.14). Die
strukturellen Anderungen im Protein sollen von Ligandmolektlen
rihren, die mit den geladenen Resten in Wechselwirkung treten.
Demnach kann angenommen werden, dald auch bei der starken Bin-
dung von TPP an das dicht gepackte Protein EmrE eine &hnliche
strukturelle Veranderung am Liganden eintritt. Dies wirde sehr gut die
grol3e Differenz von -4,2 ppm in der chemischen Verschiebung von TPP-
2 erklaren (181 - 185).

>
O ©©

Abbildung 3.14: Struktur von TPP in der Bindungstasche von BmrR (158)
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Die zweite beobachtete Spezie TPP-1 bindet ebenfalls an das Protein, je-
doch wesentlich schwacher und unspezifisch. Die Anderung der che-
mischen Verschiebung betréagt fur TPP-1 nur -0,3 ppm, was auf gering-
fagige Veranderungen in der Struktur und / oder in der Umgebung
schlieBen laflt. Im Vergleich zu dem fest bindenden TPP-2 ist TPP-1
weniger in seiner Beweglichkeit eingeschrankt. Eine mogliche Erklarung
dafur ist, dal3 eine niedrig affine, unspezifische Bindung des Liganden
an geladene Reste in der hydrophilen Schleifenregion stattfindet. Von
allen in EmrE vorkommenden geladenen Resten ist nur E14 in die
Membran eingebettet, wahrend alle anderen fur das Losungsmittel zu-
ganglich sind. Demnach ware eine Bindung des TPP+*-lons Uber elektro-
statische Wechselwirkungen zu den negativ geladenen Resten E25 und
D84 wahrscheinlich, die sich auf der selben Seite der Membran befin-
den. Solch eine Bindung wuirde die geringe Differenz in der chemischen
Verschiebung und die nicht so stark eingeschrankte Beweglichkeit des
TPP-1 erklaren.

Fraglich ist, ob diese zuséatzliche Substratbindung fir den Transport
erforderlich ist, oder ob es sich nur um einen weniger bedeutenden
Nebeneffekt handelt. Gemé&l den Untersuchungen von Yerushalmi et al.
(159) ist keiner der funf kationischen Reste fur den Transport essentiell.
Eine Mutation der beiden anionischen Reste E25 und D84 in den
Schleifen bewirkt hingegen einen Verlust an Aktivitat, was auf eine in-
direkte Rolle in der Substraterkennung und im Transportprozel3 weist.
In diesem Zusammenhang ist es interessant, dal3 bei der Titration des
Liganden zur Probe die Signalintensitat von TPP-1 stetig ansteigt. Die
Intensitat von TPP-2 erreicht jedoch bei einem Verhaltnis von TPP:EmrE

grofder 2 ihr Maximum und bleibt danach konstant.
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Zheleznova et al. (158) diskutierten, dafl3 der Ligand TPP die strukturel-
len Anderungen im Protein BmrR durch Wechselwirkungen mit gela-
denen Resten induziert. Ahnliche kooperative Prozesse wie beim BmrR
kénnten auch beim EmrE stattfinden und das Signal fur das schwach
gebundene TPP-1 erklaren. Demnach wirden der N- und der C-Termi-
nus von EmrE (orientiert in der Membran) in den extrazellularen Raum
zeigen, wahrend die Reste E25 und D84 auf der gegenuberliegenden
Seite notwendig sind, um mit dem Substrat in der Zelle in Wechsel-
wirkung zu treten und aus der Zelle zu schleusen. Diese Annahme wird

durch EmrE-Modellrechnungen von Kay Gottschalk unterstutzt.

Genaue stochiometrische Aussagen sind sehr schwierig, da eine exakte
Korrelation zwischen den beobachteten CP-Intensitaten fur DMPC, TPP-
1 und TPP-2 und ihren Konzentrationen sowohl von deren dynamischen
Verhalten als auch von den Kontaktzeiten abhangt. Wird angenommen,
dal3 die Effizienz der Kreuzpolarisation fur TPP-1 und TPP-2 gleich ist,
liegt das Intensitatsverhaltnis von TPP-1:TPP-2 zwischen 4:1 und 6:1.
Die an der Oberflache exponierten negativ geladenen Reste E25 und
D84 erlauben schwache Bindungen zu mehreren Molekulen als der Rest
E14 in einer hydrophoben Pore im Inneren des Proteins.

Weiterhin muf3ten fur die Aufnahme exakter Titrationskurven unter
MAS-Bedingungen mehrere Proben mit unterschiedlichen Substrat-
mengen hergestellt werden. Dies war aufgrund der geringen Protein-
mengen nicht moglich, weshalb auf eine stufenweise Zugabe des Sub-
strats zu einer Probe in den MAS-Rotor ausgewichen wurde. Diese
Methode liefert aufgrund von Mischungsproblemen wéahrend der
Probenrotation nur qualitative Ergebnisse fur grof3ere Titrationsschritte.
Aufgrund der Rekonstitution von EmrE in eine kunstliche Lipid-

membran sind beide Orientierungen des Proteinmolekuls



Untersuchungen an dem Membranprotein EmrE 73

gleichermal3en wahrscheinlich. Mussen fur einen aktiven Transport alle
drei Proteinmolekule im Trimer die gleiche Orientierung in der Membran
aufweisen, hat dies einen nicht unbedeutenden Einflu3 auf das
Ergebnis. Sicher kann ein TPP-Molekul eine spezifische Bindung (wie im
Fall von TPP-2) nur zu einem nativen Trimer eingehen, jedoch ist eine
unspezifische Bindung (wie bei TPP-1) evtl. zu einem nicht

symmetrischen Trimer moéglich.

Es konnte erstmalig nachgewiesen werden, dal3 zwei verschiedene Bin-
dungsstellen fur den zu transportierenden Liganden TPP im nativen
Protein vorhanden sind. Wahrscheinlich bedingt eine schwache
Wechselwirkung des Liganden mit der Oberflache des Proteins die fur
einen aktiven Transport notige konformative Anderung im Protein (156).
Erst nach Aufweitung der Pore kann der sterisch gehinderte und positiv
geladene Ligand in der hydrophoben Tasche des Proteins binden.

Diese Aussagen Uber zwei verschiedene Spezies von Liganden (TPP-1
und TPP-2) stehen nicht im Widerspruch zu denen aus der Literatur,
die mit biochemischen Methoden getroffen wurden (8, 154, 156). Bei
diesen Versuchen wurde die Menge an Substrat detektiert, die in die
Proteoliposome transportiert wurde. Schwache Wechselwirkungen
zwischen dem Liganden und der Oberflache des Proteins mussen auf
diese Weise nicht erkennbar sein. In Bindungsstudien mit [3H]-TPP an
EmrE in Detergenzien konnte ebenfalls nur eine Bindungsstelle detek-
tiert werden (160), wofur jedoch Detergenzeffekte eine mogliche Ursache
sein kdnnen, die eine schwache Substratbindung an die Oberflache des

Proteins verhindern.

FUr genauere Aussagen Uber das Protein sind jedoch weitere Unter-

suchungen erforderlich. Eine Mdglichkeit ware, die durchgefthrten Bin-
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dungsstudien mit TPP an zwei verschiedenen Mutanten zu wiederholen.
Zum einen weisen Yerushalmi et al. (159) in ihren Arbeiten nach, daf3
TPP nicht an die Proteinmutante E14C bindet. Sind die aufgestellten
Hypothesen richtig, sollte das TPP-2-Signal in den Kreuzpolarisations-
experimenten verschwinden, das TPP-1-Signal jedoch erhalten bleiben.
Steht die TPP-1-Spezie wirklich in Wechselwirkung mit den zwei negativ
geladenen Resten in der Schleifenregion, sollte in den 31P-MAS-NMR-
Untersuchungen mit der E25C-D84C-Mutante nur das Signal von TPP-
2 auftreten, nicht aber das Signal von TPP-1.

Eine weitere, jedoch weniger aussagekraftige Maoglichkeit ware die
Durchfuhrung von Inhibierungsexperimenten mit Ethidiumbromid bzw.
Acriflavin. Diese sollten die TPP-Bindung reduzieren und die zwei TPP-
Signale im CP-Experiment beeinflussen. Das Signal der spezifisch bin-
denden TPP-2-Spezie sollte an Intensitat verlieren, da diese Bindung
bereits durch das Ethidiumbromid bzw. das Acriflavin inhibiert wird.
Anhand der Signalintensitat des unspezifisch gebundenen TPP-1s
kénnte abgeleitet werden, ob diese Bindungsstelle auch von anderen
Substraten besetzt wird oder nicht. Aufgrund der wesentlich niedrigeren
Bindungsaffinitat von Ethidiumbromid und Acriflavin gegentiber TPP ist

die Durchfiihrung jedoch sehr umstritten.

3.6.6 MAOSS-Experimente

Da sowohl bei einem Ausschleusen des Substrats durch die Membran
als auch bei dem korrespondierenden Einschleusen des Protons von

Konformationsdnderungen innerhalb des Proteins ausgegangen wird
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(156, 159), sollte in aufbauenden Experimenten das Protein direkt

beobachtet werden.

Mit Hilfe des MAOSS-Experiments ist es mdglich, die 15N-markierten
Kerne des orientierten Proteins mit und ohne Liganden zu beobachten.
Die bessere spektrale Auflésung bei MAOSS-Experimenten gegenuber
Messungen an unorientierten Systemen laf3t eine Konformationsande-
rung im Protein deutlich erkennbar werden. Voraussetzung ist eine sehr
gute makroskopische Orientierung der Probe, welche fur grol3e Mem-

branproteine nicht einfach zu realisieren ist.

Daher wurde eine weitere Probe wie oben beschrieben fur das geplante
MAOSS-Experiment hergestellt. Nach der Rehydratisierung mit Puffer-
I6sung mul3te mehrfach mit Wasser gewaschen werden, um spéater evtl.
sich bildende Salzkristalle zwischen den Glasplattchen zu vermeiden.
AnschlieBend wurde die wal3rige Lipidlésung vorsichtig auf kleine Glas-
scheiben aufgetragen und getrocknet. Unter einem Polarisationsmikro-
skop wurde die gleichmaldige Beschichtung uUberprift, um spéatere
Stérungen im Spektrum zu vermeiden. Danach wurden die Glasplatt-
chen vorsichtig im MAS-Rotor gestapelt und sehr langsam rehydra-
tisiert. FUr eine gute Orientierung ist eine vollstandige Hydratisierung
Voraussetzung. Da am Ubergang zwischen flussigkristalliner und
Gelphase Lipidmembranen am meisten Wasser aufnehmen kdnnen,

wurde der Rotor abwechselnd bei 4 °C und Raumtemperatur gelagert.

Da die Anisotropie der 31P-chemischen Verschiebung der Phospholipide
von deren Ausrichtung in Doppelschichten abhangt (110), wurden zur
Kontrolle der Probenorientierung fur das MAOSS-Experiment statische

31P-NMR-Spektren unter dem Magischen Winkel aufgenommen. Nach
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mehreren Tagen trat langsam die isotrope Linie des DMPC aus dem
Pulverspektrum hervor. Jedoch konnte bei der beschriebenen Proben-
praparation keine vollstdndige Orientierung erreicht werden. Teile des
Pulverspektrums blieben auch nach mehreren Wochen erhalten. Daher
ist es fur weitere Orientierungsexperimente erforderlich, nach einer all-
gemeinen Methode zur makroskopischen Orientierung von biologischen
Membranen fur strukturelle, funktionelle und dynamische Studien an
grofien Membranproteinen (Uber 30 kDa) mit Hilfe der Festkdrper-NMR-
Spektroskopie vorzugehen (135, 186). Dieses Verfahren basiert auf einer
speziellen Ultrazentrifugationstechnik (Isopotential Spin-Dry Ultracentri-
fugation technique) (187 - 188), bei der eine Membran-Protein-Suspen-
sion in Wasser auf Glasplatten zentrifugiert wird unter gleichzeitiger

Trocknung der Probe.

Aufgrund unzureichender Mengen an 15N-gelabelten Protein wurden
keine weiteren Studien zur Orientierung sowie MAOSS-Experimente
durchgefuhrt. Die Versuche zeigen, dal3 die angenommenen
Konformationsdnderungen des Proteins bei Aufnahme des Liganden

beobachtet werden kénnen.



Untersuchungen an der N-terminalen Domé&ne des VAT-Proteins 77

4 Untersuchungen an der N-terminalen Domane

des VAT-Proteins

4.1 Biochemischer Hintergrund

Die AAA-(ATPases Associated with a variety of cellular Activities)-Familie
der ATPasen erlangte grof3es biochemisches Interesse, da ihre Mitglieder
in vielen zellularen Prozessen, wie Membranfusion, Proteinabbau, Spin-
delformation wahrend der Meiose und Mikrotubulizerlegung, eine
zentrale Rolle einnehmen (189). Das Erkennungsmerkmal der AAA-
Proteine ist die sogenannte AAA-Doméane oder auch konservierte
ATPase-Domane, eine hochkonservierte Region von etwa 230 Amino-
sauren, welche die Walker-Motive A und B enthélt, die fur P-Schleifen
enthaltende Nukleosidtriphosphatasen typisch sind. Aufgrund ihrer
Struktur zeigen sie eine enge Verwandtschaft zu der Clp/Hsp100-Fami-
lie der molekularen Chaperone. AAA-Proteine tendieren zur Bildung von
oligomeren (meist hexameren) Ringen, wie fur eine Reihe von verschie-
denen Proteinen, u. a. auch fur VAT (Valosine-containing protein like
ATPase) von Thermoplasma acidophilum (190 - 191), beobachtet wurde.
Eine gemeinsame Funktion dieser Proteine ist die Zerlegung und 7/ oder
der Abbau von Makromolekulen. Die Mitglieder der AAA-Familie be-
sitzen entweder eine (Typ 1) oder zwei (Typ 2) AAA-Domanen. Des weite-
ren verfugen die Proteine Uber eine zusatzliche Substraterkennungs-
doméne an ihrem N-Terminus. Bei den Typ-2-Proteinen sind diese
Domanen entfernt verwandt und weisen ahnliche strukturelle Eigen-
schaften auf (11), weshalb auf eine allgemeine Funktion geschlossen

werden kann.
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Das VAT-Protein von dem Archaebakterium Thermoplasma acidophilum
verfugt, wie alle anderen Mitglieder der Cdc48/p97-Familie der AAA-
ATPasen, uber zwei ATPase-Domé&nen und eine N-terminale Substrat-
erkennungsdoméane (VAT-N) von 185 Aminosauren. VAT zeigt Aktivitat
in der Proteinfaltung und -entfaltung und tragt somit zu der allge-
meinen Funktion von ATPasen bei, Proteinkomplexe zu zerlegen und /

oder abzubauen.

Dieses Protein wurde als ein Modell von besonderer phylogenetischer
Position und hoher thermischer Stabilitat gewéahlt, welche sich fur bio-
physikalische Untersuchungen und zur Strukturbestimmung als geeig-
net erwies. Die erhaltene Struktur liefert eine physikalische Grundlage
dafur, dal3 VAT-N, Polypeptide zu binden vermag, Proteinaggregation
verhindert und die Ruckfaltung von erlaubten Substraten katalysiert
(11). Die strukturellen und funktionellen Eigenschaften von VAT-N sug-
gerieren, dal3 es einen Vorreiter in der Evolution von Proteinasen mit

einem Bofp-Strukturelement darstellt.

4.2 NMR-spektroskopische Untersuchungen

4.2.1 Einleitung

In diesem Teil der Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Murray
Coles, Tammo Diercks und Jens Liermann mit Hilfe der NMR-Spek-
troskopie die Struktur der N-terminalen Doméane des VAT-Proteins
(VAT-N) in Losung bestimmt (12). Die untersuchte N-terminale Doméne

des VAT-Proteins wurde von Dr. Jurgen Peters aus dem Arbeitskreis
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von Prof. Wolfgang Baumeister am Max-Planck-Institut fir Biochemie in

Martinsried in Escherichia coli exprimiert und gereinigt (11).

4.2.2 NMR-Experimente

Fur die NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden einheitlich
15N-markierte und einheitlich 13C,15N-markierte wafrige VAT-N-Proben
mit 10 % D->O bei einem pH-Wert von 5,9 verwendet. Die Experimente
wurden bei 320 K an DMX-Spektrometern von Bruker bei Protonen-
frequenzen von 600 und 750 MHz durchgefuhrt. Weitere Parameter sind
im Anhang aufgezeichnet.

Die MefRtemperatur von 320 K wurde aus einer Reihe von 15N-HSQC-
Spektren mit Temperaturvariation als Optimum ausgewahlt. Aufgrund
der verbesserten Relaxationseigenschaften wurde die Temperatur még-
lichst hoch gewéhlt. Jedoch nimmt bei Temperaturen oberhalb von 325
K der Amidprotonenaustausch stark zu. Zuséatzlich treten bei derart
hohen Temperaturen Probleme mit der physikalischen Probenstabilitat
(Ruckflul3 des Losungsmittels im NMR-R6hrchen) auf, die besonders bei
langeren Experimenten unterdruckt werden mufiten.

VAT-N zeigte trotz seiner GrolRe von 185 Aminosauren ungewdhnlich
hohe Intensitaten und geringe Linienbreiten im 15N-HSQC-Spektrum
(Abbildung 4.1). Dennoch treten aufgrund vieler identischer Amino-
sauren und struktureller Homologien einige Uberlagerungen auf. Dies
erforderte eine ungewohnliche Vielfalt an Experimenten mit unter-
schiedlichen Kombinationen der chemischen Verschiebungsdimen-

sionen, um die Vielzahl an Signalen aufzuldsen.
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4.2.3 Zuordnung der NMR-Resonanzsignale

Far die sequentielle Zuordnung der Proteinruckgratresonanzen von
VAT-N wurde das automatische Zuordnungsprogramm PASTA (192) ge-
nutzt, basierend auf den Ca-, CB-, Ha- und HPB-chemischen Verschie-
bungsinformationen. Aufgrund der ungewdhnlich vielen Doppeldeutig-
keiten in den Ha- bzw. Ca-chemischen Verschiebungswerten muldten in
diesem Fall zusatzlich die HPB- bzw. Cp-Informationen zur Sequen-
zierung mit herangezogen werden. Diese wurden aus einer Reihe von
Tripelresonanzexperimenten (HNCA, HNCACB, CBCA(CO)NH,
HN(CA)HA, HN(COCA)HA, HNHAHB und HBHA(CO)NH) abgeleitet. Ins-
gesamt konnten, auf3er den Prolinen, 173 von 177 Aminosaureresten
vollstandig zugeordnet werden. Fur die vier verbleibenden Reste M1, E2,
S16 und T17 konnten keine Signale identifiziert werden, weder in den
Tripelresonanz- noch in den verschiedenen NOESY-Spektren. Die Ca-,
CB-, Ha- und HB-chemischen Verschiebungsdaten fur alle Proline
konnten aus den sequentiellen (i-1)-Signalen in den Tripelresonanz-
experimenten extrahiert werden. Zuséatzlich konnten die 13C-Carbonyl-
kohlenstoffatome mit Hilfe eines HNCO-Experiments zugeordnet wer-
den.

Die Zuordnung der 1H- und 13C-Seitenkettenresonanzen erfolgte basie-
rend auf den Hp- bzw. CB-Informationen aus der sequentiellen Zuord-
nung Uber die dreidimensionalen H(C)CH-TOCSY- und (H)CCH-COSY-
Experimente. Die Seitenkettenamidprotonen der Asparagin- und Glu-
tamin-Reste wurden stereospezifisch unter Nutzung einer Kombination
von CBCA(CO)NH2- und 2D-H>NCO-E.COSY-Experimenten (193) zuge-

ordnet.
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Abbildung 4.1: 13N-HSQC-Spektrum von VAT-N

Auf diese Weise verblieben sehr wenige aliphatische Seitenketten-
signale, die nicht zugeordnet werden konnten. Diese befinden sich

hauptsachlich in langeren Seitenketten und in den Seitenketten der
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Aminosaurereste, deren Ruckgratresonanzen nicht auffindbar waren.
Es war nicht moglich, die Aminogruppen in den Seitenketten der Argi-
nine und Lysine aufgrund ihrer schwachen Signale und der ausge-
dehnten Mehrdeutigkeiten zuzuordnen. Eine stereospezifische Zuord-
nung der prochiralen HB-Kerne erfolgte fir 50 Aminosaurereste aus den
NOE-Mustern und den 3Jyng-Kopplungskonstanten, die aus dem
HNHB-Spektrum erhalten wurden. Ebenfalls wurden 18 von 20 prochi-
ralen Methylgruppen der Valin-Reste stereospezifisch zugeordnet, aul3er
den Signalen von V87 und V180, die nur unzureichend aufgeltst wer-
den konnten. Somit wurden 99 % der Proteinrtckgrat- und 95 % der

Seitenkettenresonanzen vollstandig zugeordnet.

4.2.4 Strukturbestimmung

Anhand des Indexes der chemischen Verschiebungen fur Ha, Ca, CB
und CO (89) konnte die Sekundarstruktur ermittelt werden (Abbildung
4.2).

Mit den NOE-Konnektivitaten, den 3JunHe-Kopplungskonstanten und
den Austauschraten der Amidprotonen war es anschlielRend madglich,
die exakte Faltungstopologie des Proteins (Abbildung 4.3) zu bestim-
men. Demzufolge kann VAT-N in zwei Subdomanen gleicher Grof3e und
annahernd gleichen Anteilen an a-Helices und B-Faltblattern unterteilt
werden. Die N-terminale Subdoméne VAT-Nn erstreckt sich von M1 bis
T92 und bildet ein (B-Barrel, bestehend aus 6 (-Strangen und zwei
kurzen a-Helices. Die C-terminale Subdoméane VAT-Nc besteht hingegen

aus 6 B-Strangen und einer langen a-Helix. Sie erstreckt sich Uber die
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Aminosaurereste E93 bis G185.

+1

Index der chemischen Verschiebung
o

1 1n 21 31 41 51 61 71 81 91 101 11 121 131 141 151 161 171 181
Aminoséure

Abbildung 4.2: Index der chemischen Verschiebung (Konsens) von VAT-N

Abbildung 4.3: Faltungstopologie von VAT-N
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Die fur eine Strukturrechnung notwendigen NOE-Daten wurden aus
einer Reihe komplementérer dreidimensionaler NOESY-Experimente be-
stimmt, welche pseudo-vierdimensionale Informationen der chemischen
Verschiebung lieferten. Unterstitzend zum 15N-HSQC-NOESY-Spek-
trum wurden die CNH-NOESY- und NNH-NOESY-Spektren aufgenom-
men. Das 13C-HSQC-NOESY-Experiment wurde durch das CCH-
NOESY- und das NCH-NOESY-Experiment erweitert. Diese waren auf-
grund der hohen Uberlappungen besonders im Bereich der Methyl-
gruppen notwendig und lieferten insgesamt 1834 verwertbare Kreuz-
signale. Die NOE-Signale wurden gemal} der Intensitatsverteilung der
zugrundeliegenden HSQC-Spektren skaliert und in Molekulabstande
konvertiert. Basierend auf den 3JunHg-Kopplungskonstanten aus dem
HNHA-Experiment wurden die Torsionswinkel ¢ im Proteinrickgrat de-
finiert. FUr 101 identifizierte Rotamere von Aminosaureresten wurden
Dihedralwinkel x! in den Seitenketten benutzt. Aus den MEXICO-Expe-
rimenten wurden zuséatzlich die Austauschraten fur die Amidprotonen
mit Wasser bestimmt und in die Rechnungen einbezogen. Die Struktur-

rechnung erfolgte mit dem Programmpaket XPLOR.

4.2.5 Diskussion der Ergebnisse

Die aus NMR-spektroskopischen Daten erhaltene Losungsstruktur der
N-terminalen Domé&ne des VAT-Proteins kann als allgemeines Struk-
turmodell der N-terminalen Domanen der Typ-2-AAA-Proteine ange-
sehen werden und liefert einen Ausgangspunkt fur weitere Studien, den
Mechanismus der Proteinfaltung und -entfaltung in der Cdc48/p97-

Familie besser zu verstehen.
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Abbildung 4.4: Struktur von VAT-N

VAT-N besitzt eine kompakte nierenformige Struktur (Abbildung 4.4),
die aus zwei gleich groRen Subdomanen VAT-Nn und VAT-Nc gebildet
wird. Die N-terminale Subdoméane VAT-Nn unterteilt sich wiederum in
zwei strukturell identische und zu 38 % sequenzanaloge Unterein-
heiten, die jeweils ein BRap-Faltungsmotiv vorweisen. Gemeinsam bilden
die 6 p-Faltblatter ein Doppel-y-B-Barrel mit 4 antiparallelen und 2
parallelen Strangen. Die zwei kurzen a-Helices liegen symmetrisch tber
den Enden des Barrels, mit ihren Achsen senkrecht zu der Achse des
Barrels. Die C-terminale Subdomé&ne VAT-Nc bildet im Gegensatz zu
VAT-Nn kein geschlossenes Barrel sondern eine Art offene B-Clam-
Struktur, bestehend aus 6 [-Faltblattern und einer langen a-Helix quer
Uber der Mulde. Die Orientierung der zwei Subdomanen zueinander ist

mit 29 NOE-Kontakten relativ gut bestimmt. Sie sind im Gegensatz zu
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bekannten hantelférmigen Strukturen dicht zueinander geneigt und

bilden so eine nierenférmige Gesamtstruktur.

Abbildung 4.5: Differenzbild von VAT-N

Aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Pamnani et al. (190)
ist bekannt, dall VAT einen hexameren Ring von etwa 15,5 nm im
Durchmesser ausbildet. Aus einer weiteren elektronenmikroskopischen
Studie des Proteins ohne N-terminale Doméane VAT-AN von Rockel et al.
(191) resultiert eine konstruierte Differenzabbildung (Abbildung 4.5),
welche die Form von VAT-N und dessen Position im Hexamer definiert.
Die aus NMR-spektroskopischen Untersuchungen erhaltene Struktur
von VAT-N stimmt in ihrer Grof3e und Form sehr gut mit der vorgege-

benen Struktur in der Differenzabbildung Uberein. Somit kann die



Untersuchungen an der N-terminalen Domé&ne des VAT-Proteins 87

Orientierung der N-terminalen Doméne innerhalb des VAT-Proteins
sehr gut festgelegt werden.

In biophysikalischen Studien des VAT-Komplexes und der isolierten
VAT-N-Doméne wurde von Golbik et al. (11) gefunden, dald beide
Proteine denaturierte Substratproteine binden und deren Ruckfaltung
katalysieren konnen. Im Fall von Cyclophilin, dessen Ruckfaltung kein
ATP erfordert, war VAT-N genau so wirksam wie das vollstandige
Protein. Dieses Experiment zeigt, dal3 VAT-N als Substratbindungs-

doméne im VAT-Komplex fungiert.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden NMR-spektroskopische Experimente
zur Struktur und Wirkungsweise des Membranproteins EmrE und der

N-terminalen Doméane des VAT-Proteins durchgefuhrt.

Den Schwerpunkt der Arbeit bildeten die Studien an dem multidrug-
Transportprotein EmrE. Ausgehend von seiner guten Ld&slichkeit in
einem Gemisch aus Chloroform und Methanol war es madglich, far
Strukturuntersuchungen die Vorteile der hochauflosenden kernmag-
netischen Resonanzspektroskopie in isotropen Lésungen zu nutzen.
Unter diesen Bedingungen konnten aus einer Reihe 15N- und 13C-
editierter 3D-NMR-Spektren die Resonanzen des Proteinruckgrats und
der Seitenketten nahezu vollstdndig zugeordnet werden. Ausgehend von
diesen Informationen konnte die Sekundarstruktur in Lésung sehr gut
bestimmt werden (9).

Aufgrund nicht vollstandig ausgebildeter Tertiarstrukturen im orga-
nischen Losungsmittel wurden fur weitere NMR-spektroskopische Expe-
rimente biologisch relevantere Untersuchungsmedien ausgewahlt. In
biochemischen Aktivitatstests konnte nur eine geeignete Detergenz-
mizelle gefunden werden. Der gebildete Protein-Detergenz-Komplex
besitzt basierend auf seiner GroéfRRe jedoch fur erganzende Struktur-
bestimmungen zu lange Korrelationszeiten.

Daher wurden schliel3lich far fortfUhrende Arbeiten Modellsysteme ver-
wendet, die einer nattrlichen Membran sehr &hnlich sind. Sie bedingen
jedoch die Anwendung der Festkoérper-NMR-Spektroskopie. Das ge-

reinigte Protein wurde erfolgreich in einer Lipidmembran rekonstituiert
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und mit speziellen Methoden der MAS-NMR-Spektroskopie untersucht.
In durchgefuhrten Bindungsstudien mit einem hochaffinen Liganden
konnten zwei Bindungsstellen mit unterschiedlichen Ligandeigenschaf-

ten analysiert werden (10).

Zusatzlich zu den Studien am Membranprotein EmrE wurde die N-ter-
minale Domane des VAT-Proteins untersucht. Dabei gelang es die
Struktur von VAT-N in Losung sehr genau zu bestimmen (12). Aufgrund
seiner Sequenzhomologie wird die Struktur von VAT-N als allgemeines
Modell far die N-terminalen Doméanen der Typ2-AAA-Proteine
angesehen und liefert damit einen Ausgangspunkt fur mechanistische

Studien zur Proteinfaltung und -entfaltung in der Cdc48/p97-Familie.
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7 Anhang

7.1 EmrE

7.1.1 Chemische Verschiebungen und Kopplungskonstanten

Die 15N-, 1H- und 13C-chemischen Verschiebungen des Proteinruckgrats
und der Seitenketten sowie die 3J(HNH®)-Kopplungskonstanten sind in
der BioMagRes-Datenbank unter Account-Nr. 4136 abgelegt. Die
3J(HNH%)-Kopplungskonstanten wurden aus dem HNHA-Spektrum nach

Vuister et al. (93) bestimmt.

7.1.2 Experimentelle Parameter

Alle NMR-Experimente wurden bei 300 K an einem Vierkanal-Bruker-
DMX750-Spektrometer mit Gradienteneinheit und Tripelresonanzpro-
benkopf durchgefuhrt. Die 1H-chemische Verschiebung wurde auf in-
ternes Tetramethylsilan, die 15N- und 13C-chemischen Verschiebungen
in Termen von Frequenzverhaltnissen = referenziert (161). In allen
Experimenten mit Amidprotonendetektion wurden gepulste Feld-
gradienten (194) zur Kohéarenzselektion genutzt in Kombination mit
sensitivity enhancement (195 - 196) bzw. Echo-Antiecho-Technik (197 -
198). Die Anzahl der komplexen Punkte und der sweep-Weiten in den
Amiddimensionen betrug 512 Punkte bzw. 12,0 ppm fur 1H und 46
Punkte bzw. 25,0 ppm fur 5N. Die Quadraturdetektion in der
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indirekten Dimension wurde unter Nutzung der States-TPPI-Methode
(162) ausgefuhrt. Die 15N-Dimension in den HNCA-, HNCO-, H({CCO)NH-
und C(CCO)NH-Experimenten wurde gemald constant time (199)
aufgenommen.

Die NMR-Spektren wurden mit den Programmen UXNMR, AURELIA und
SYBYL bearbeitet. In den indirekten Dimensionen erfolgte die linear pre-
diction mittels zero filling auf die ndchste Potenz von 2 und die Apodisie-
rung mit einer 90° verschobenen quadratischen Sinus-Kurve. In der di-
rekten Dimension wurde mit zero filling auf 1024 Punkte erweitert, mit
einer 60° verschobenen quadratischen Sinus-Kurve apodisiert und eine

Basislinienkorrektur durchgefuhrt.

Kanalbelegung, Pulsleistungen, Pulsbezeichnungen, Entkopplungs-

programme:

1H (F1):

e pll: Pulsleistung fur Standardprotonenpulse p1 (90°) und p2 (180°).

 pl1l1l: Pulsleistung fur Protonenentkopplung pll11l (90°), cpdsl
(dipsi2-y).

* pl21: Pulsleistung fur selektive Pulse auf Wasserresonanz p21 (90°).

13C (F2):

* pl2: Pulsleistung fur halbselektive 90°-Kohlenstoffpulse p3.

e pl12: Pulsleistung fur halbselektive 180°-Kohlenstoffpulse p4.

* sp5, sp6: Pulsleistung fur selektive 180°-Kohlenstoffpulse p5, p6
(hermite08.256).

13C (F3z Carbonylfrequenz fur Messungen an nicht deuterierten Proben):

* pl3: Pulsleistung fur halbselektive 90°-Carbonylkohlenstoffpulse p5.
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 pl13: Pulsleistung fur halbselektivel80°-Carbonylkohlenstoffpulse
p6.

2H (Fs fur Messungen an deuterierten Proben):
 pl3: Pulsleistung fur Deuteriumentkopplung p23 oder p20 (90°),
cpds3 (waltz-16).

15N (F4 far Messungen an 13C/15N-markierten Proben, F> fur Messungen
an 15N-markierten Proben).

» pl4: Pulsleistung fur Standardstickstoffpulse p7 (90°) und p8 (180°).
* pl14: Pulsleistung fur Stickstoffentkopplung cpds4 (garp).

Standard-Intervallbelegungen:

Schaltintervalle:

¢ d11: Phasen- oder Intervallinkrementierungen (10-30ms)

 d12: langer Delay (z.B. Phasenverlauf fur selektive Pulse, Entkopp-
lungssequenzen ein/ausschalten; 20 ps)

e d13: kurzer Delay (z.B. Leistung schalten, Gradientenvorlauf; 5 us)

Kopplungsintervalle:

e d2: 1/(23(HN))

e d4: 1/(43(HN))

« d5, d15, d8, d18: 1/(4J(NC%) oder 1/(4J(NCO))
e d24: 1/(2J(HN)) Refokussierungsintervall

e d19: 1/(2J3(HN)) Defokussierungsintervall

Evolutionszeiten:

e d8/d18: 15N-constant time-Evolution
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« dO: erste indirekte Dimension bei nicht-constant time-Evolution

e d10: zweite indirekte Dimension

Weitere Intervalle:

e d1: Relaxationsintervall (1,0-1,2 s fur nichtdeuterierte, 2 s fur deute-
rierte Proteine)

e d16: eddy current-Intervall nach Gradienten (200-500 ps)

* d20: Phasenrefokussierungsintervall in indirekter Dimension

* d21: Phasenrefokussierungsintervall vor Akquisitionszeit

Quadraturdetektion:

» erste indirekte Dimension: Stickstoff (MC1: echo-antiecho NDO = 2;
Standardphaseninkrement fur sensitivity enhancement: ip5 Stan-
dardloop 14)

» zweite indirekte Dimension: Kohlenstoff oder Protonen (MC2: states-

tppi ND10=2; Standardloop 14)

Pulsprogramme:

Messungen an 1>N-markiertem Protein:

15N-HSQC mit water flipback: "d23=(p4-p2)/2" (p3 phll):f2
;hsqgenfb GRADIENT(cnst21) "d24=(d0+d0+p2)"GRADIENT(cnst23)
#include <Avance.incl> dié dié
#include <Grad.incl> (p3 ph9):f2 1 ze (p1 ph10)

GRADIENT(cnst22) di1 pli2:f2 da
"p2=p1*2" dilé 2 d1 do:f2 (d23 p2 ph11) (p4 ph11):f2
"p4=p3*2" (p3 ph3):f2 3dl11 GRADIENT(cnst24)
"d0=3u" dO dil  dié pli2:f2
"d11=30m" (p2 ph11) 4 (p1 ph10) d21 BLKGRAD
"d20=p16+d16+50u" do d4 pl2:f2 go=2 ph31 cpd2:f2
"d21=d4-p16-d16" (p4 ph11):f2 (d23 p2 ph11) (p4 ph11):f2 dl do:f2 wr

"d22=(p6-p2)/2" d24 #0 if #0 ip3 zd
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d4 lo to 3 times 2

(d23 p1 ph4) (p3 ph7):f2 d11 ip31

d20 d11ip31id0
(p4 phl1):f2 lo to 4 times I3
50u UNBLKGRAD exit

ph2=1111111133333333
ph3=00002222

ph4=1 3

ph7=1133

ph9=3

ph10=0

phl1=1

ph31=02202002

TOCSY-HSQC:
;dipsihsqc.3d p6+*2.944 ph1l

#include <Avance.incl> p6*4.111 ph12

#include <Grad.incl> lo to 9 times 2

p6*3.555 ph11l
"d5=(p3-p1)/2" p6*4.555 phl2
"d6=(p4-p2)/2" p6*3.222 phil
"d24=2*d0+p2" p6*3.166 phl2
"d25=2*d10+p4" p6+*0.333 phll
p6*2.722 ph12
1ze p6*4.166 ph11l
2 d11 do:f2 p6*2.944 ph12
dil  p6*4.111 phll
3dll loto 8timesI5
dil  d27 pli:fl
dil pl ph2
4d11  pi17 ph3
dil d2
5d11 (d6 p2 phO) (p4 phO0):f2
dil d2 UNBLKGRAD
dil (p1 ph21)

6 d12 pl19:f1 GRADIENT(cnst21)

dl cw:fl dié
d13 do:fl (p3 ph22):f2
dl2 pli:fi do
d12 pl2:f2 p2 phO
7 pl phi do

dio (p4 ph0):f2
(p4 ph0):f2 d24

dio (p3 ph23):f2

p2 ph0 GRADIENT(cnst22)
d25 (p1 ph23)

pl phO d2 BLKGRAD

d26 pl10:f1

8 p6*3.555 phil
p6+*4.555 ph12
p6*3.222 ph1l
p6+3.166 ph12
p6+0.333 ph1l
p6*2.722 ph12
p6*4.166 phl1l
p6*2.944 ph12
p6*4.111 phl1

9 p6*3.555 ph12
p6+*4.555 phll
p6*3.222 ph12
p6+3.166 phl1l
p6*0.333 ph12
p6*2.722 ph1l
p6*4.166 ph12

exit

ph0=0
ph1=0 2
ph2=0022
ph3=1133

(d6 p2 ph0) (p4 ph0):f2

d2 pli2:f2

go=2 ph6 cpd2:f2
d11 do:f2 wr #0 if #0

d11 ip22 zd

lo to 3 times 2
dl1 ip6

dl1 ip6

di1 ido

lo to 4 times 14
dl1l rdO
dilipl

lo to 5 times 2
dl1 ip6

dl1 ip6

di1 id10

lo to 6 times I3

ph6=02202002
;ph6=02022020

ph11=0
ph12=2
ph21=1

ph22=00002222

ph23=0000000022222222

NOESY-HSQC:
;noesyhsqcf3

(p1 ph2):f1 (p21 ph3):f3

#include <Avance.incl> do

#include <Grad.incl>

do

"d20=p16+d16+p2+d0*2"

"d21=d26-p16-d13-4u”  d16
"d22=2*d10+p22" (p22 ph4):f3
"d30=(p22-p2)/2" d20

(p2 ph5):fi1

GRADIENT(cnst21)



Anhang

108

(d30 p1 phl):f1 (p21 ph4):f3

1 ze d26
dl11 pli6:f3 (d30 p2 phl):fl (p22 ph1):f3
2 d1 do:f3 di3

3 d11*7 GRADIENT(cnst22)
4d1l1 d21 pl16:f3
dil 4u BLKGRAD
5d11 go=2 ph31 cpd3:f3
dil d1 do:f3 wr #0 if #0 zd

6 d12 pl3:f3 lo to 3 times 2
(p1 ph7):f1 d1i1ido
dio di1ip3
(p22 ph1):f3 d11 ip3
di0 di1ip6

(p2 phl):f1 dl1 ip6
d22  di11ip31
(p1 ph8):f1 dl1ip31

ds lo to 4 times 13

(p1 phl):f1 d11 rdO

d26  di1lip7

(d30 p2 phl):fl1 (p22 ph6):f3 lo to 5 times
2

d26 UNBLKGRAD d1l1ip31id10

p28 phl dl1lip31

di3 lo to 6 times 14

exit

ph1=0
ph2=1
ph3=02
ph4=0000000022222222
ph5=0022
ph6=0
ph7=00002222
ph8=0

ph31=0202202020200202

HNHA:
;hnha.3d dio
#include <Avance.incl> (p6 ph8):f2
#include <Grad.incl> dio
(p2 phO0):f1
"d5 =p16+d16+d13" d24

"d6 =(13m-d8-p6-p16-d16-d13)"  (pl ph4)

"d7 =13m-d2-p5-p16-d16-d13" di3
"d8 =(13m+13m-d2-p5+p2-p6)/2 -pl6-d16-d13"
GRADIENT(cnst23)

"d11=30m" die
"d12=20u" d28
"d13=3u" (p6 ph9):f2
"d24=(d10+d10+p6)" d26

"d26 =(13m-d28-p6-p16-d16-d13)" (p2 phb5)
"d27 =13m-d2-p5-p16-d16-d13"  d27
"d28 =(13m+13m-d2-p5+p2-p6)/2 -pl6-d16-
di3" di3
"I3=td2/2" GRADIENT(cnst24)
"4 =td1/2" die
(p5 ph9):f2

1 ze d2 pl13:f2 BLKGRAD
2 d11 do:f2 (p1 ph6)
3d11 go=2 ph31 cpd3:f2

dil d11 do:f2 wr #0 if #0 ip7 zd

dil lo to 3 times 2

dil  d11id6 ip31
4d11 dildd8ip31l

dil  di1 dd26

dil  di11id28
5d11 loto 4 times I3

dil d1l1 rd6 ipl

6 d12 pl9:fi

dl cw:fl d11 rd8 ip2
d13 do:fl d11 ip3 rd26
di2 pii:fl1 d1l1 rd28
(p1 phl):f1 lo to 5 times 2

d2 pl3:f2 UNBLKGRAD d11 id10 ip31
(p5 ph7):f2 dl1ip31
di3 lo to 6 times 14
GRADIENT(cnst21) exit
die6

d7

(p2 ph2)

dé

(p6 ph9):f2

ds

di3

GRADIENT(cnst22)

die6

(Pl ph3)
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1 ze (p3 ph0):f2

phO =0 2 d1l do:f2 GRADIENT(cnst24)

phl =0 3d1l dié

ph2=00002222 dil1  (p1 phO):f1

ph3 =0 2 4dl1l1 d2 BLKGRAD

ph4=0022 dil (d26 p2 ph0):f1 (p4 ph0):f2

ph5=00002222 5d11 d2pli6:f2

ph6 =13 di1l go=2 ph31 cpd2:f2

ph7 =0 6 d12 pl1:fi d1 do:f2 wr #0 if #0 ip2 zd

ph8=0000000011111111 (p1 ph0):f1 lo to 3 times 2

ph9 =0 d2 pl2:f2 UNBLKGRAD  d11 idO ip31

ph31=0000000022222222 (d26 p2 ph0):f1 (p4 phl):f2 di1 ip31

d2 lo to 4 times 13

HNHB: p28 phO dl1l rdO

;hnhb.3d dio (p1 phl):f1 dll ip4

#include <Avance.incl> (p4 ph0):f2 GRADIENT(cnst21) lo to 5 times 2

#include <Grad.incl> d30 die d11id10 ip31

d5 (p3 ph4):f2 dll ip31

"d11=30m" (p1 ph2):f1 dio lo to 6 times 14

"d12=20u" do (p2 ph0):f1 exit

"d13=3u" (p4 ph3):f2

"d2=2.5m" do ph0 =0

"d3=27m" (p2 ph0):f1 ph1=13

"d26=(p4-p2)/2" d31

"d30=2*d10+p2" (p1 phO):fl

"d31=2*d0+p4" ;d13

"d5=d3-d13-p16-d16"

"d6=d3-d13-p16-d16" :d16
d6

:GRADIENT(cnst23)

ph2=0000000022222222
ph3=00112233

ph4 =0

ph5 =1
ph31=0220022020022002

Messungen an 13C/15N-markiertem Protein:

CT-HNCA:
;hncase (d27 p6 phl):f3 (p4 phl):f2
f1-1H di7
;f2- 15N (d14 p3 phl):f2 (p5 ph4):f3
;f3- 13Ca d1io
;f4- 13C' (d31 p8 phl):f4 (p4 phl):f2
#include <Avance.incl> dio
#include <Grad.incl> (p6 phl):f3
#include <Delay.incl> d30

(p8 ph1):f4

"d0=2u" 3u

"d10=2u" (d14 p5 phl):f3 (p3 phl):f2
"d11=30m" d25

"d13=3u" (p8 phl):f4

"13=(td1/2)" do

"l4=(td2/2)" (d27 p6 phl):f3 (p4 phl):f2

"d28=(p4-p2)/2" d20
"d27=(p4-p6)/2" di3 do:fl
"d29=(p3-p1)/2" GRADIENT(cnst22)
"d31=(p4-p8)/2" d16
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"d14=(p3-p5)/2" d23 pl1:fl

"d21=5.5m" (p3 ph5):f2

"d22=6.9m" (p1 ph1):f1

"d17=12.4m" d26

"d20=d17-d21-d13" (d28 p2 phil):fi
ph1):f2

"d23=d21-p16-d16" d26

"d0=d17-d25-p8" (d29 pl1 ph2):f1 (p3 ph6):f2
"d30=2*d10-3u" d26

"d26=2.5m" (d28 p2 ph1):fl (p4 phl):f2
"d18=d26-p15-d16" d26
(p1 phl):f1
1ze 1.5m
di1l (p2 ph1):f1
2 d1 do:f2 GRADIENT(cnst23)

d11*2 d16 pl16:f2 BLKGRAD

3d11*2 go=2 ph31 cpd2:f2

4 d11*2 d1 do:f2 wr #0 if #0 zd

5d11*3 d11 ip6

6 d12 pl1:fl1 pl2:f2 dl1l ip6
(p1 phl):fa1 lo to 3 times 2
d26 pl3:f3 pl4:f4d11 ddO
(d28 p2 phl):f1 (p4 phl):f2 d11 id20
d26 UNBLKGRAD

p28 phl lo to 4 times I3
2u d11 rdO ip4
(p1 ph2):f1 d11 rd20
GRADIENT(cnst21) lo to 5 times 2
dié  di1id10

(p3 ph3):f2 dl1ip31

d21 pl19:f1 dl1ip31

d22 cpdsl:fi lo to 6 times 14

exit

ph1=0

ph2=1
ph3=00002222
ph4=0 2
ph5=0022
ph6=3311
ph31=02202002

CT-HNCO:

;hncose (d14 p3 phl):f2 (p5 ph4):f3
;****Channel assignments****
if1-1H  (d31 p8 ph1l):f4 (p4 phl):f2

;f2- 15N d10
;f3- 13Ca
;f4- 13C'd30

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

ph1):f2
"d0=2u" d25
"d10=2u"
"d11=30m'
"d13=3u"
"13=(td1/2)"
"14=(td2/2)"

J*pulse

(p6 phl):f3

(p8 phl):f4
do

(d27 p6 ph1):f3 (p4 phl):f2

d20
d13 do:fl

centering

GRADIENT(cnst22)

"d28=(p4-p2)/2"
"d27=(p4-p6)/2"
"d29=(p3-p1)/2"
"d31=(p4-p8)/2"
"d14=(p3-p5)/2"

die
d23 pl1:f1
(p3 ph5):f2
(p1 phl):fi
d26

;ee*xconstant-time delays****
phl):fl (p4 ph1):f2

"d21=5.5m"
"d22=6.9m"
"d17=12.4m"

"d20=d17-d21-d13"

phi):f2

"d23=d21-p16-d16"

"d0=d17-d25-p8"

;****phase correction****

"d30=2*d10-3u"
"d26=2.5m"

"d18=d26-p15-d16"

d26

(d29 p1 ph2):fl (p3 ph6):f2

d26

(p1 phl):fi

(p2 phl):fi

d26

1.5m

dio

(p8 phl):f4
3u
(d14 p5 phl):f3

(P3

delays****

(d28

GRADIENT(cnst23)

go=2 ph31 cpd2:f2

1 ze d1 do:f2 wr #0 if #0 zd

dil  di1lip6
2 d1 do:f2

d1lip6

d11*2 lo to 3 times 2

3d11*2 d11 ddo

p2

(d28 p2 phl):fl (p4

d16 pl16:f2 BLKGRAD
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4d11*2 di1 id20

5d11*3 lo to 4 times I3

6 d12 pl1:fl1 pl2:f2 d11 rdO ip4
(p1 phl):f1 d11 rd20
d26 pl3:f3 pl4:f4lo to 5 times 2
(d28 p2 phl):f1 (p4 phl):f2 dl1id1o
d26 UNBLKGRAD dl1lip31
p28 phl dl1 ip31
2u lo to 6 times 14
(p1 ph2):f1 exit
GRADIENT(cnst21)
die ph1=0
(p3 ph3):f2 ph2=1
d21 pl19:f1 ph3=00002222
d22 cpdsl:fi ph4=0 2

(d27 p6 phl):f3 (p4 phl):f2 ph5=00 2 2

d17 ph6=3311
ph31=02202002

HCCH-TOCSY:
; hcchtocsy (p9*3.778 ph22):f3
#include <Avance.incl> (p9*3.889 ph21):f3
#include <Grad.incl> (p9*2.889 ph22):f3
;****Channel assignments**** (p9*3.000
ph21):f3
f11H  (p9*0.333 ph22):f3
;f3 13Caliph. (p9*2.500 ph21):f3
f2 15N (p9*4.056 ph22):f3
:f4 13CO (p9*2.833 ph21):f3
"d31=(p4-p2)/2" (p9*4.389 ph22):f3
"d12=20u" (p9*2.722 ph22):f3
"d6=1.2ms-p16-d16" (p9*4.389 ph21):f3
"d30=(2*d0+p2+p8)/2" (p9*2.778 ph22):f3
"d26=2*d10+p4+1.7ms"  (p9*3.056 ph21):f3
"d24=1.5m-p16-d25" (p9*0.333 ph22):f3
(p9*2.556 ph21):f3

1ze (p9*4.000 ph22):f3
2 d1 do:f3 (p9*2.722 ph21):f3
3d11*2 (p9*4.111 ph22):f3
4d11  (p9*3.778 ph21):f3
5d11 (p9*3.889 ph22):f3

dil  (p9*2.889 ph21):f3
6 d12 pl1:fi (p9*3.000 ph22):f3

di2 pl2:f2 (p9*0.333 ph21):f3

d12 pi3:f3 (p9*2.500 ph22):f3

d12 pl4:f4 (p9*4.056 ph21):f3

50u UNBLKGRAD (p9*2.833 ph22):f3

(p1 phl):fa1 (p9*4.389 ph21):f3

1.7m (p9*2.722 ph22):f3

dio (p9*4.389 ph21):f3

(p4 ph0):f3 (p9*2.778 ph22):f3

di0  (p9*3.056 ph21):f3

(p2 ph0):f1 (p9*0.333 ph22):f3

d26  (p9*2.556 ph21):f3

(p1 ph4):f1 (p9*4.000 ph22):f3

GRADIENT(cnst21) (p9*2.722 ph21):f3

die (p9*4.111 ph22):f3

(p3 ph2):f3 (p9*3.778 ph21):f3

do (p9*3.889 ph22):f3

(p8 ph0):f2 (p9*2.889 ph21):f3

300u (p9*3.000 ph22):f3

di6é  (p9*0.333 ph21):f3

(p6:spl ph0):f4 (p9*2.500 ph22):f3

300u (p9*4.056 ph21):f3

;GRADIENT17(cnst25)  (p9*2.833 ph22):f3

d16 pl3:f3 (p9*4.389 ph21):f3

(p2 ph0):f1 (p9*2.722 ph21):f3

do (p9*4.389 ph22):f3

(p4 ph9):f3 (p9*2.778 ph21):f3

d30  (p9*3.056 ph22):f3

300u (p9*0.333 ph21):f3

di6é  (p9*2.556 ph22):f3

(p6:spl ph0):f4 (p9*4.000 ph21):f3

300u (p9*2.722 ph22):f3

;GRADIENT17(cnst25)  (p9*4.111 ph21):f3

di6é  (p9*3.778 ph22):f3

d30 plI5:f3 (p9*3.889 ph21):f3

(p15 ph6):f3 (p9*2.889 ph22):f3
9 (p9*2.722 ph21):f3 (p9*3.000 ph21):f3
p9*4.389 ph22):f3 (p9*0.333 ph22):f3
p9*2.778 ph21):f3 (p9*2.500 ph21):f3
p9*3.056 ph22):f3 (p9*4.056 ph22):f3
p9*0.333 ph21):f3 (p9*2.833 ph21):f3
p9*2.556 ph22):f3 (p9*4.389 ph22):f3
p9*4.000 ph21):f3 lo to 9 times 3
p9*2.722 ph22):f3 GRADIENT(cnst22)
p9*4.111 ph21):f3 d25 pl3:f3

— o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~
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(d31 p2 ph0):f1 (p4 ph0):f3 lo to 3 times
2

1.2m di11ip31idO

"d21=d13+p16+d16+4u" d16 pl12:f2

"d0=d5-p3" 4u BLKGRAD

"d15=d5-2*d20+p3-2*p2" go=2 ph31 cpd2:f2
d1 do:f2 wr #0 if #0 zd

1 ze 3m ip5

(d31 p1 ph0):fl1 (p3 ph0):f3 d1l1ip31
1.5m lo to 4 times I3

(d31 p2 ph0):f1 (p4 ph0):f3 d11 rdO ipl
d24 lo to 5 times 2

GRADIENT(cnst23) di1 ip31id10

d25 BLKGRAD pl20:f3  d11 ip31

go=2 ph31 cpd3:f3

lo to 6 times 14

d1 do:f3 wr #0 if #0 ip2 zd exit

ph0=0
ph1=0 2
ph2=0022
ph3=00002222
ph4=1
ph6=0
ph7=0
ph8=1
ph9=0
ph21=1
ph22=3
ph31=0220

13C —HSQC:
; schsqgccct
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
ph4):f2

"p2=pl*2" d24
"p4=p3*2"
define delay cenl13
define delay cen24
ph5):f2
"cen13=(p3-pl)/2"
"cen24=(p4-p2)/2"

ph1):f2

"d0=3u" d4

"d11=30m" (p1 phl)
"d13=3u" d21
"13=(td1/2)" (p2 ph1)

"d20=p16+d16+3u”
"d22=p2-p3"

GRADIENT(cnst21)

dié
(cen13 pl phl) (p3

(cen24 p2 phl) (p4 phl):f2

d24
(cen13 pl ph2) (p3

d4
(cen24 p2 phl) (p4

dis

GRADIENT(cnst22)

dl1l pli2:f2
2 d1 do:f2

6m d11 ddo
3d11

3m ip5

lo to 3 times 2

lo to 4 times I3

4 (pl phl) exit
d4 pl2:12
(cen24 p2 phl) (p4 phl):f2 ph1=0
d4a ph2=1
(cen13 pl ph2) (p3 ph3):f2 ph3=0 2
((d5 d15 d22) (dO p4 phl):f2 ph4=0022
(dO d15 p2 ph1):f1) ph5=1133

d20 ph31=0220

(p2 phl):f1

3u UNBLKGRAD

13C -NOESY-HSQC:

; scl3cnoesy

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

di8
50u UNBLKGRAD
GRADIENT(cnst21)

dié
f11H  plphl3
;f2 13Caliph. d4
;f313CO (cen42 p2 ph0) (p4 ph3):f2
f4 15N d4
"p2=pl*2" (p1 ph2) (p3 ph3):f2
"p4=p3*2" do
"p8=p7*2" (p6:sp3 ph0):f3 (cen62 p2
ph7):f1
"d0=3u" (cen68 p8 ph0):f4
"d10=3u" do
"d20=d0*2" GRADIENT(cnst22)
"d22=d10*2+p8" d16
"d11=10m" (p4 ph10):f2

"d21=d4-p16-d16-4u"

GRADIENT(cnst23)

"d18=d8-p16-50u-d16" di16
define delay cen42 d20

define delay cen62
define delay cen68
define delay cen84

(p6:sp3 ph0):f3
(p3 ph0):f2
GRADIENT(cnst24)
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"cen42=(p4-p2)/2" die

"cen62=(p6-p2)/2" (p1 ph4)

"cen68=(p6-p8)/2" da

"cen84=(p8-p4)/2" (cen42 p2 phO) (p4

ph0):f2

"13=(td1/2)" d21

"l4=(td2/2)" GRADIENT(cnst25)
d16 pli2:f2

1 ze 4u BLKGRAD

2 d1 do:f2 go=2 ph31 cpd2:f2

315m d1 do:f2 wr #0 if #0 zd

4 6m lo to 3 times 2

59m 3m id0

)
)
)
)

6 d11 pli:fi 3m ip3
d1l1 pl2:f2 3m ip3
d11 pI3:f3 3m ip31
d11 pl4:f4 3m ip31
pl phll lo to 4 times I3

dio 3m rdo
(cen84 p4 phl14):f2 (p8 ph0):f4 3mipll
dio lo to 5 times 2

(p2 ph8):f1 3m id10

d22 3m ip31

pl phl2 3m ip31
lo to 6 times 14

exit

phO =0

phl =1

ph2 =1

ph3 =02

ph4=0022

ph7=11113333
ph8=0000000011111111
ph10=0000000011111111
ph11=0 2

ph12=2

ph13=0
ph14=0000000000000000222222
2222222222

ph31=0022

Messungen an 75% deuteriertem und 13C /15N markiertem Protein

C(CCO)NH:

; ruccconh (p5:sp5 ph12):f2

#include <Avance.incl> d6 pl2:f2

#include <Grad.incl> (p3 ph11):f2
di3

;f11H  GRADIENT(cnst23)

;f2 13C; 13CO offresonance

;32D (p3 ph3):f2

d16 fql:f2

;415N 10u
(p6:sp6 ph12):f2
"p2=p1*2" d3 pl12:f2
"p8=p7*2" (d5 p4 phl11):f2 (p8 ph10):f4
"d11=10m" do
"d12=20u" (p6:sp6 ph10):f2
"d4=2.65m" di4 pl2:f2
"d25=3m" (p3 phl10):f2
"d14=4.55m" di3
"d2=5.6m" GRADIENT(cnst24)

"d7=217.3 * p9 * 17" d16 pl11:f1
"d5=(p8-p4)/2"  (p12 ph10):fl
"d22=d10*2+p10" 10u cpdsl:fl
"d6=d25-10u-p5" (p7 ph4):f4

"d3=13.5m-p6-10u" ds
"d9=13.5m-d14-p6" (p6:sp6 ph12):f2
"d8=13.5m-p6-10u" 10u
"d18=13.5m-d2-3u-p12-20u-p11-p6" (p8
ph11):f4

"d19=d2-d13-p16-d16"  10u
"d24=d13+p16+d16+4u” (pll:spll ph10):f2
"d17=(p7-pl)/2" 10u

"d21=(p8-p2)/2" (p6:sp6 phl0):f2

dis
1 ze 3u do:fl
2 d1 do:f4 (p12 ph12):f1
3dil1 di9pli:fl
4d11 di3
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5d11 GRADIENT(cnst25)

di1l die
6 d12 pl1:fl1 fq1:f2 (d17 p1 phO):fi (p7
ph5):f4

di12 pl2:f2 d4a

d12 pi3:f3 (d21 p2 ph0):f1 (p8 ph11):f4

d12 pl4:f4 d4a

d12 UNBLKGRAD (d17 p1 phil)fl (p7
ph11):f4

(p3 phl):f2 d4

dio (d21 p2 ph0):f1 (p8 ph0):f4

(p10:sp10 ph10):f2 (p2 ph10):f1 d4
(p8 ph10):f4 (p1 ph0):fi

d10 pli2:f2 d24

(p4 phl10):f2 (p2 phl11):f1

d22 pl2:f2 di3

(p3 phl1):f2 GRADIENT(cnst26)

di3 d16 pli4:f4

GRADIENT(cnst21) 4u BLKGRAD

d16 pl9:f2 go=2 ph31 cpd4:f4

d7 cpds2:f2 d1 do:f4 wr #0 if #0 zd
d13 do:f2 3m ip5
GRADIENT(cnst22) 3m ip5

d16 fql:f2 lo to 3 times 2

d13 pl2:f2 3m id18 ip31

(p3 ph2):f2 3m dd8 ip31

10u 3m ip4

(p5:sp5 ph10):f23m ip4

d6 pl12:f2 lo to 4 times I3

(p4 ph11):f2 3m rd18

3m rd8 ipl
10u 3m ip31

3m ip31 d10

lo to 5 times 2 lo to 6 times 14

exit

ph0=0

ph1=11113333
ph2=0000000022222222
ph3=0022

ph4=0 2

ph5=0

ph10=0

phl1=1

ph12=2
ph31=0220200220020220

H(CCO)NH:
; ruhccconh2h d25 pl12:f2
#include <Avance.incl> d27

#include <Grad.incl> (p4 ph10):f2

;f11H d27

;f2 13C; 13CO offresonance (p2 ph0):f1
;32D d23

f4 15N d26 pl2:f2

"I3=(td1/2)" (p1 ph11):f1

"l4=(td2/2)" (p23 ph11):f3

"p2=p1*2" 10u cpds3:f3

"p8=p7*2" (p3 ph1):f2

"d11=10m" di3

"d12=20u" GRADIENT(cnst21)
"d4=2.65m" di16 pll:fl

"d22=3m" d28 pl12:f2

"d14=4.55m" (p4 ph10):f2 (p2 ph10):f1
"d2=5.6m" di3

"d27=2u" GRADIENT(cnst22)
"d15=1.75m" die6

"d25=d15" d28 pl2:f2

"d26=d15" (p3 ph10):f2

"d7=217.3 * p9 * I7" d13 do:f3
"d5=(p8-p4)/2"  (p23 ph13):f3
"d6=d22-10u-p5" d13

"d3=13.5m-p6-10u” GRADIENT(cnst23)

"d9=13.5m-d14-p6" d16 pl9:f2
"d8=13.5m-p6-10u" d7 cpds2:f2
"d18=13.5m-d2-3u-p12-20u-pl1l-p6" dis

do:f2
"d19=d2-d13-p16-d16" GRADIENT(cnst24)
"d24=d13+p16+d16+4u" d16 fql:f2
"d17=(p7-p1)/2" d13 pl2:f2
"d21=(p8-p2)/2" (p23 ph11):f3
"d23=(d27*2+p4)" 10u cpds3:f3
"d28=d15-d13-p16-d16" (p3 ph2):f2
10u

1ze (p5:sp5 ph10):f2
2 d11 BLKGRAD dé6 pl12:f2

dl do:f4 (p4 phl1):f2

3m 10u
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3m (p5:sp5 ph12):f2

312m d6 pl2:f2

4 6m (p3 ph11):f2

59m d13 do:f3

6 d12 pl1:fl fg2:f1 (p23 ph13):f3
d12 pl2:f2 fq1:f220u H2_LOCK
d12 pI3:f3 GRADIENT(cnst25)
d12 pl4:f4 d16 fql:f2
d12 UNBLKGRAD (p3 ph3):f2
d12 H2_PULSE 10u

(p1 ph6):f1 (p6:sp6 ph12):f2

d3 pl12:f2 (d17 p1 phl11):fl (p7 phl1):f4

(d5 p4 ph11):f2 (p8 ph10):f4 d4

d9 fg2:f1 (d21 p2 phO):f1 (p8
phO0):f4

(p6:sp6 phl10):f2d4

d14 pl2:f2 (p1 ph0):f1

(p3 phl10):f2 d24

di3 (p2 ph11):f1
GRADIENT(cnst26) di3

d16 pl11:f1 GRADIENT(cnst28)
(p12 ph10):f1  d16 pl14:f4

10u cpdsl:ifl  4u

(p7 ph4):f4 go=2 ph31 cpd4:f4
ds d11 BLKGRAD

(p6:sp6 phl12):f2d1 do:f4 wr #0 if #0 zd
10u 3m ip5

(p8 phl11):f4 3m ip5

10u lo to 3 times 2
(p11l:spll ph10):f2

10u 3m dd8 ip31
(p6:sp6 phl10):f23m ip4
dis 3m ip4

3u do:fl lo to 4 times 13
(p12 ph12):f1  3m rd18

d19 pii:f1 3m rd8 ip6
di3 lo to 5 times 2
GRADIENT(cnst27)
die 3m ip31id25
(d17 p1 ph0):f1 (p7 ph5):f4 3m dd26
d4 lo to 6 times 14

(d21 p2 ph0):fl1 (p8 ph11):f4 exit

da

3m id18 ip31

3m ip31id27

ph0=0

ph1=11113333
ph2=0000000022222222
ph3=0022

ph4=0 2

ph5=0

ph6=0

ph10=0

phl1=1

ph12=2

ph13=3
ph31=0220200220020220

Bestimmung von Diffusionskonstanten:

Diffusionsexperiment:
;tddiff.2D
td 20/08/99
;pseudo-2D diffusion experiment with first order
compensation of convection flux
;optional WATERGATE suppression scheme
;Lit:
;A Jerchow, N.Mueller in JMR 125 (1997), 372-
375

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

R Important Notes ######

## Set cnstl:

## cnstl = 0: no WATERGATE

## cnstl = 1: WATERGATE

## Start the experiment always only using ‘dosy’
command!

## NEVER use 'multizg’ when changing the

gradient ramp!
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## ALWAYS run diffusion experiments on the
protein AND the water

;## i.e. once with cnstl = 0, once with cnstl = 1
J## in order to verify your results: D(H20) is
tabulated!

;grdprog = tddiff2Dwg (square gradients)

; or = tddiff2Dswg (sine gradients)

;only z-spoil gradients matter, e.g.:

;cnst22 = 15, cnst23 = 16 cnst24 = 13 proposed
;enst21, the diffusion editing gradient, is set by
dosy!

## Note:

; On changing from square to sine gradients,

; usings the SAME gradient ramp (written with
dosy)

; multiply d8 by 2/Pl to get equal I(gradient)

curve

;¥*** parameters to be set *****

;pO0 90degree proton pulse (pl18) for fine
tuning of WATERGATE

pl 90degree proton pulse (pll)

;p16 800us, gradient pulse length for z-spoils
P17 ca.2ms, gradient length for diffusion
gradients

;p28 ;90degree proton pulse (pl18)
for WATERGATE

;dl relaxation delay

;d8 =BD,ca.80-150ms (gradient ramp 2-80) for
protein

; ca. 20ms (gradient ramp 2-40) for water
;d17 ca.2*pl7, recovery delay for diffusion
gradients

;d16 100us, recovery delay for purge
gradients

;d19 > dw, WATERGATE suppression delay

;¥*** calculated parameters ****
define delay LD

define delay BD

"p2=p1*2"
"d3=d8-p17*10/3-d17*3"
"d13=d3*0.5-p16-d16"

"120=ds"

;## Evaluation in XWINNMR T1/T2 mode:

## Setup with 'edtl”:

"LD=p17*2"

"BD=d8"

;function type = vargrad: I(grad)=I10*exp[-le-
5*D*(BD-LD/3)*(2PI*g*LD*grad)"2]

;g = gamma(1H) = 4258*gscal*gshape (in G/cm)
;where

;gshape = 1 for square grads and 2/PI for sine
grads

;gscal = calibrated gradient strength factor (0.67
for TXI on PAT)

1ze
LD
BD
2 d1 BLKGRAD
3 50u UNBLKGRAD

pl phl ;start of first PFGE

GRADIENT17(cnst21)

di7

p2 ph2

GRADIENT17(-cnst21)

di7

pl ph3 ;end of first PFGE

di3 ;start of first diffusion mixing

GRADIENT(cnst22)

die6

pl ph4 ;start of rephasing PFGE

GRADIENT17(cnst21)

di7

GRADIENT17(cnst21)

di7

p2 ph5

GRADIENT17(cnst-21)

di7

GRADIENT17(cnst-21)

di7

pl ph6 ;end of rephasing PFGE

di3 ;start  of  second diffusion
mixing

GRADIENT(cnst23)
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die6
pl ph7 ;start of second PFGE
GRADIENT17(cnst21)
di7
p2 ph8
GRADIENT17(-cnst21)
di7

4u
GRADIENT(cnst24) ;end

second PFGE

die6
if "cnstl == 0" goto 20
3u pl18:f1
p28*0.231 ph13
d19*2
p28*0.692 ph13
d19*2
p28*1.462 phl13
d19*2
p28*1.462 phl4
d19*2
p28*0.692 ph14
d19*2
p0*0.231 ph14

SWATERGATE

7.2 VAT-N

of

3u pl1:f1
goto 21

20 (p2 ph15):f1

21 GRADIENT(cnst24)
die6
go=2 ph31
d1l BLKGRAD wr #0 if #0 zd
lo to 3 times td1

;no WATERGATE

exit

ph0=0

ph1=00112233

ph2=12233001

ph3=0

ph4=2233

ph5=3300330000110011

ph6=2

ph7=0

ph8={0}*16 {2}*16

ph13={0}*16 {1}*16 {2}*16 {3}*16

ph14= {2}*16 {3}*16 {0}*16 {1}*16

ph15={0}*16 {1}*16

ph31=0202202020200202
2020020202022020

7.2.1 Chemische Verschiebungen und Kopplungskonstanten

Die 15N-, 1H- und 13C-chemischen Verschiebungen des Proteinruckgrats

und der Seitenketten sowie einige Kopplungskonstanten sind in der

BioMagRes-Datenbank unter Account-Nr. 4276 abgelegt. Die 3J(HNH%)-

Kopplungskonstanten wurden aus dem HNHA-Spektrum nach Vuister

et al. (93) bestimmt.
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7.2.2 Pulsprogramme

Die Kanalbelegung lautet standardmafiig:

F1='HundF2="N

bei H/N-Korrelationsexperimenten und F1 = *H,

F2 = 13Caiiphaten, F3 = 13CO und F4 = *°N bei Tripelresonanz-Experi-

menten.

Diagonalfreies 3D N,(CH)-NOESY:
;tdNCHnoesy

21.04.99 td
;3D 15N-HSQC-NOESY-13C-HSQC with
detection on N,C and H(C)
;gradients designed to ensure water flip-back
#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

H##H#H IMPORTANT NOTES ######

;nd0 = 2 for 13C

;nd10 = 2 for 15N

iNS: 4 *n

;DS: 2 * NS * m!l!

;MC2: echo-antiecho (in F1), STATES (in F2)
;grdprog = tdCCHnoesy

;gradient ratios:

;€21 :¢c22:¢c23:¢c24 :¢c25:¢26 :c27 : c28 :¢c29
:c30:c31

;60 :-60: 80:-66: 45:-87: 24: 22: 55: -
22 :-55

;selection rules:

;a) coherence selection: (c25-c26) = +/- 4*(c28-
c29)

;b) water flip-back: c21l =-c22

; €27 = c25+c26-c24

; c23 = variable z-spoil

HHHHHBHBHBH PR

;## PULSES, DELAYS AND LOOPS:
HHHHHBHBHBH B

pl ;90 high power pulse on 1H (F1, pl1)

p3 ;90 high power pulse on 13C (F2, pl2)

;p6 ;selective 180hermite on CO (F3, sp3)
p7 ;90 high power pulse on 15N (F4, pl4)
;pl6 = ca. 800us ;gradient pulse length

;pcpd2 ca. 80us ;90 low power pulse on F2
(13C, pl12) for cpd2

;d1 = 1-5*T1(HN) ;the longer, the better

;d5 ;CT delay

;d8 ;NOE mixing time ca. 50-80m

;d3 ;<= 1/4J3CH (ca. 1.2 ms)

:d4 ;<= 1/4J3NH (ca. 2.0 ms)

;d16>100u ;recovery delay for gradients

H##H#H Fixed Parameters, do not change
HEH R
"p2=pl*2"
"p4=p3*2"
"p8=p7+2"
"do=5u"
"d10=5u"
"d11=10m"
"d18=d8-p16-d16"
"d20=d0*2"
"d21=d10"
"d23=d3-p16"

define delay cen42
define delay cen62
define delay cen64
define delay cen68
define delay cen82
"cen42=p4+3u-pl"
"cen62=(p6-p2)/2"
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"cen64=(p6-p4)/2" GRADIENT(cnst23)
"cen68=(p6-p8)/2" ;z-spoil
"cen82=(p8-p2)/2" die ; end of NOE
mixing
"13=(td1/2)" (p1 ph0):f1
"l4=(td2/2)" ;start of C,H-HSQC
d3
1 ze (cen42 p2 phl):f1 (p3 ph3 3u p4 phl3 3u p3
2 d1 do:f2 ph3):f2
3d11*4 d3
4d11*3 (p1 ph17):f1
5d11*2 GRADIENT(cnst24)
6 d11 UNBLKGRAD ;z-spoil and radiation damping
(p1 ph0):f1 die
;start of H,N-HSQC (p3 ph3):f2
d4 pla:f4 do pl3:f3
(cen82 p2 phl):f1 (p8 ph5):f4 (cen62 p2 phl16):f1 (p6:sp3 ph0):f3 (cen68 p8
d4 pl2:12 phO0):f4
(p1 ph7):f1 do

GRADIENT(cnst21)
;z-spoil and radiation damping

die

(p7 ph5):f4

dio0

(cen62 p2 ph6):fl (cen64 p4 ph0):f2 (p6:sp3
ph0):f3

dio

(p8 ph8):f4

d21

(cen62 p2 phl):fl (cen64 p4 ph0):f2 (p6:sp3
ph0):f3

d21

(p7 ph0):f4

GRADIENT(cnst22)

;z-spoil and water rephasing

die
(p1 phl):f1
da
(cen82 p2 phl):f1 (p8 ph0):f4
da
(p1 ph2):f1
;start of NOE mixing
dis

GRADIENT(cnst25)
;coherence selection
d16 pl2:f2
(p4 ph0):f2
GRADIENT(cnst26)
;coherence selection
d16 pI3:f3
(cen62 p2 phl):fl (p6:sp3 ph0):f3 (cen68 p8
ph0):f4 ;Bloch-Siegert-compensation
d20 pl2:f2
(p3 ph0):f2
GRADIENT(cnst27)
;z-spoil and water rephasing
die6
(p1 phO)
GRADIENT(cnst28)
;coherence selection
d23
(cen42 p2 phO) (p3 phO 3u p4 phl 3u p3
ph0):f2
GRADIENT(cnst29)
;coherence selection
d23 pli2:f2
4u BLKGRAD
go=2 ph31 cpd2:f2
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d1 do:f2 wr #0 if #0 zd
lo to 3 times 2
di1 ido

di1 ip3*2

di1 ip13*2
di1 ip31*2

lo to 4 times 13
d11l rdO

di1l ip5

lo to 5 times 2
di1id10

di1 ip31*2

lo to 6 times 14

exit

ph0O =0
phl1=1
ph2 =2
ph3=0022 ;axial - peak
suppression in F1
ph13=1133
ph5=02
;incrementable STATES/phase for t2
ph6 = {1}*16 {3}*16
;suppresses MQC in F2
ph7 = {1}*16 {3}*16
;water suppression
ph8 = {0}*4 {1}*4 {2}*4 {3}*4
;phase purge in F2

ph16={1}*8 {3}*8 ;suppresses
MQC in F1
ph17={1}*8 {3}*8 ;water

suppression
ph31=0220200220020220
2002022002202002

Diagonalfreies 3D C,(NH)-NOESY
;tdCNHnoesy

;3D C,N,H-NOESY-HSQC
;C,H-HSQC with 15N and 13CO decoupling
;N,H-HSQC with 13CA and 13CO decoupling

;td 10703799

;coherence  selection via gradients (echo-
antiecho), sensitivity enhanced
;optionally constant time (CT) for 13C(F2)

;water flip-back using selective pulse

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

JHHHEE Important notes ####

### This program optionally runs as constant-
time

### or as non-constant time version for 13C (F2)
;### Choose options:

### 1) Constant Time version:

#H## setcnstl = 1 and d5 ca. 3.6ms (see below)
### 2) Non-CT version:

H## set cnstl = 2 and d5=p6+5u (see below)
### invert cnst22, i.e. cnst22 = -40

HHH Ignore the warning of d10 becoming
negative!

HH

;DS=2*NS*x

;water must be on-resonant!

;Reverse = TRUE in F1(15N)

;grdprog = 7sineeama

;use gradient ratio:
;enst21:cnst22:cnst23:cnst24:cnst25:cnst26:cnst
27:cnst28

; -20 +/-40 80 40 60 -40 -10.1 10.1

HHH#H Parameters to set up #####

pl ;90 degree hard pulse
on 1H (f1) at pl1

p3 ;90 degree hard pulse
on C (f2) at pl2

p7 ;90 degree hard pulse
on N (f4) at pl4

;p6:sp3 ;180deg selective CO
pulse on F3 (>220us SEDUCE-1 at sp3)

p8 ;180deg 15N pulse on
F4 (pl4)

;pllispll ca. 3ms

;selective  90deg flip-back pulse on
water (G4)
;p16=1ms ;gradient
pulse length
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;pcpd2 ;90 degree soft pulse "d21=CT-d10-p6"

on X (f2) at pl12 "do=5u"

;d1>1s ;relaxation delay "d11=10m"

;d4 ;ca. 0.7/4JHN, ca. 1.9 "d17=d16+p6+d0*2"

-2.3ms "d18=d8-p16-d16"

;d14 ;ca. 0.7/4JHN  to "d20=d10"

0.7/6JHN, ca. 1.9 - 2.1 ms "d26=p16+d16"

;Set d5 according to CT or non-CT version (see "13=(td1/2)"

NOTES): "l4=(td2/2)"

; d5 = p6+5u for cnstl = 2 i.e. non-

constant time version 1 ze

; d5 ca. 1/(8JCC)= ca. 3.6ms for cnstl = d20

1 i.e. constant time version 2 d1 do:f4 BLKGRAD

;for CT version: FIDRES=1/(2*d5-2*p6) di1l

; intensity scaling = 3d11*3

cos(PI1*JCC*2*d5)*exp(-2*d5/T2) 4 d11*2

; i,e. for d5=1/(8JCC): FIDRES = 5d11*2

76Hz/pnt, scaling ca. 50% 6 50u UNBLKGRAD

;d3 ;ca. 0.7/4JHC, ca. 1.3 dil1l pii:f1

-1.5ms (p1 ph0):f1

;d8 ;NOE mixing time ;start of 1.HSQC

;d16=200u ;gradient d3 pl2:f2

recovery delay (cen42 p2 phO):f1 (p3 phO 3u p4 phl 3u p3
ph0):f2

H#### Calculated Parameters, do not change d3 pl4:f4

HHHHH#

"p2=p1*2"
"p4=p3*2"
"p8=p7*2"

define delay cen42
define delay cen62
define delay cen64
define delay cen68
define delay cen71
define delay cen82
"cen42=p4+3u-pl"
"cen62=(p6-p2)/2"
"cen64=(p6-p4)/2"
"cen68=(p6-p8)/2"
"cen71=(p7-pl)/2"
"cen82=(p8-p2)/2"
define delay CT
"CT=d5*2-p6+p4"
"d10=d5-p6"

(p1 phl11):f1
GRADIENT(cnst21)
;z-spoil and phase purge in F1
die6
if "cnstl == 2" goto 7
;jump conditionally to non-CT version
(p3 ph5):f2
3u pl2:f2
(p6:sp3 ph0):f3
;Bloch-Siegert compensation
(CT) (d10 p4 ph6):f2 (d10 d21 p6:sp3):f3 (d10
d21 cen62 p2 phl2):fl1 (d10 d21 cen68 p8
ph0):f4
3u pl2:f2
(p3 ph0):f2
goto 8
H#H#H#FOr non-CT:
7 (p3 phb5):f2
d10 pI3:f3
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(cen62 p2 phl12):f1 (p6:sp3 ph0):f3 (cen68 p8

ph0):f4
d10 pl2:f2
(p4 ph6):f2
d20 plI3:f3

(cen62 p2 phO):fl (p6:sp3 ph0):f3 (cen68 p8

ph0):f4
d20 pl2:f2
(p3 ph0):f2
HHHE
8 GRADIENT(cnst22)
;z-spoil
die6
(p1 ph0):f1
d3

(cen42 p2 phO):f1 (p3 phO 3u p4 phl 3u p3

ph0):f2
d3
(p1 phl):f1
;start of NOE mixing
dis
GRADIENT(cnst23)
die
(p1 ph0):f1
;start of 2.HSQC
da
(cen82 p2 ph0):f1 (p8 ph0):f4
da
(p1 ph7):f1
;H20 in +y
3u
(p11l:spll ph0):f1
;water flip-back
GRADIENT(cnst24)
;z-spoil
di6 pli:fl1
(p7 ph3):f4
;start of t2
do

(cen62 p2 phO):fl (cen64 p4 ph0):f2 (p6:sp3

ph0):f3 ;H20 in -z
do
GRADIENT(cnst25)
die

(p8 ph4):f4
GRADIENT(cnst26)

di7

(cen71 pl1 ph0):f1 (p7 ph10):f4
di4

(cen82 p2 ph0):f1 (p8 ph0):f4
di4

(cen71 pl phl):f1 (p7 ph9):f4
da

(cen82 p2 ph0):f1 (p8 ph0):f4
da

(cen71 pl ph2):f1

d26

(p2 ph0):f1
GRADIENT(cnst27)

d16 pli4:f4

go=2 ph31 cpds4:f4

d1 BLKGRAD do:f4 wr #0 if #0 zd

d11 ip9*2

lo to 3 times 2

detection in F1

di1 ido

di1 ip3*2

di1 ip31*2

lo to 4 times 13
dl1l rdO

e/a

d11 ip5 ;States detection in F2

lo to 5 times 2
5u
if "cnstl == 2" goto 10

;jump conditionally to non-CT version

dll dd10
goto 11

10 di1 id10
11 di1 ip31*2

lo to 6 times 14

exit

ph0=0

phl=1

ph2=2

ph3=02
suppression in F1
ph4=0

;axial

peak
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ph5=0022 ;States phase in F2 ph11={1}*8 {3}*8 ;water suppression
ph6= {0}*4 {1}*4 ;phase and  quad ph12={0}*8 {2}*8 ;MQC suppression in
image purge in F2 F2

ph7={1}*16 {3}*16 ;water ph31=0220200220020220

suppression 2002022002202002

ph9= {1}*32 {3}*32 ;sens.enh. 2002022002202002

ph10={0}*32 {2}*32 :sens.enh. 0220200220020220



