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i. Zusammenfassung

Das Cyclase-assoziierte-Protein (CAP) und seine Homologen sind G-Actin-
sequestrierende Proteine. Sie sind durch eine Prolin-reiche zentrale Domane charak-
terisiert. Im CAP-Protein des Dictyostelium discoideum weist diese Region 20%
Proline auf und ist wie bei allen anderen Homologen durch ein SH3-
Proteinbindungsmotiv gekennzeichnet. Wahrend die C-terminale Domane malgeb-
lich an der Bindung von Actin beteiligt ist, zeigt die N-terminale Domane eine Bin-
dungsaffinitat zur Adenylyl-Cyclase.

Die strukturelle Charakterisierung des D. discoideum CAP-Proteins erfolgte im
Rahmen dieser Arbeit mittels magnetischer Kernresonanzspektroskopie. Dabei lag
der Schwerpunkt in der Bestimmung der dreidimensionalen Struktur der stabilen N-
terminalen Teildomane des CAP-Proteins. Erforderlich hierfur war die Zuordnung von
Resonanzssignalen in den NMR-Spektren von Isotopen-angereicherten CAP-Proben
in H,O und D,0O. Diese NMR-Spektren lieferten Intensitaten von Kern-Overhauser-
Effekten und Werte von skalarer Spin-Spin-Kopplung, welche den Zugang zu kon-
formationellen Einschrankungen gewahrten. Das Sammeln diesen konformationellen
Einschrankungen erlaubte es, fur den N-terminalen Sequenzabschnit S51-T176
(CAP-N), die Sekundarstruktur zu bestimmen und schlie3lich mit Hilfe von Distanz-
geometrie- und molekulardynamischen Algorithmen die Tertiarstruktur zu definieren.
Die ermittelte Struktur stellt ein Blndel von sechs a-Helices dar, die antiparallel
zueinander gerichtet sind. Daruber hinaus wurde ein Modell des gesamten CAP-
Proteins vorgeschlagen. Dieses Modell diente als erste Annahrung zur Aufklarung
der strukturellen Bindungseigenschaften zwischen dem CAP-Protein und die Adeny-

lyl-Cyclase.

Des Weiteren wurde das D. discoideum Actin-bindende Protein 1 (DAip1) auch hier
untersucht. Das DAip1 gehort zur Familie der ,WD-repeat-Proteine®. Es ist ein F-
Actin-bindendes Protein, das gemeinsam mit Cofilin den Turnover von Actin reguliert.
Das DAip1 wurde in den Zellen von D. discoideum uUberexprimiert und aus dem Zell-
Lysat gereinigt. Die native Reinigung aus dem Zell-Lysat erfolgte mittels lone-
naustauschchromatographie und Gelfiltration, wonach das reine Protein fur die
Kristallzichtung erhaltlich war. Die Charakterisierung des DAip1 erfolgte weitgehend
mittels MALDI-MS-spektrometrische Analyse durch Anwendung der Protease-

katalytische Spaltung. Schlie3lich wurden geeignete Kristallisationsbedingungen bei
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4°C definiert mit 20% w/v Polyethylene Glykol Monomethyl Ether 2000 als Fallungs-
reagenz. Weitere Kristalle konnten bei 20°C mit 30% v/v iso-Propanol erzeugt wer-
den. Die Erzeugung von DAip1-Einkristallen liefert den Ausgangspunkt zur Charakte-
risierung von DAip1 mittels Rontgenstrukturanalyse. Damit ergibt sich die Mdglichkeit
strukturelle Informationen sowohl Uber die Bindungsaffinitat zu Cofilin als auch Uber

die Interaktionen mit Actin zu gewinnen.
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ii. Summary

The Dictyostelium discoideum cyclase associated protein (CAP) and its homologues
of the higher and lower eukaryotic organisms are G-actin sequestering proteins. All
CAP proteins have a proline rich central domain. In the D. discoideum CAP protein,
this linker domain carries 20% of prolines and has been discussed as a potential SH3
binding region. The actin binding activity of CAPs has been localized to the C-
terminal domain, while the N-terminal domain seems to interact with adenylyl cy-
clase.

Our structural characterization of D. discoideum CAP was carried out using NMR
spectroscopical methods, with the final aim to determine the three-dimensional
structure of the amino-terminal core domain of CAP. This required NMR resonance
assignments using NMR spectra of isotope labelled CAP samples in H,O and D,O.
The assignment of the NMR spectra provided NOE intensities and scalar coupling
constants that allowed the extraction of conformational restraints. These restraints
were used to determine the secondary structure of the amino-terminal segment
encompassing the residues from positions 51-176 (CAP-N), and subsequently to
define the three-dimensional structure of CAP-N with the distance geometry and
molecular dynamic calculations. The CAP-N structure consists of a bundle of six anti-
parallels a-helices. A model of the full length of CAP was also proposed as a first

approach to describe the binding properties between CAP and adenylyl cyclase.

A second actin binding protein studied here was the D. discoideum actin binding
protein 1 (DAip1), which belongs to the family of the ,WD-repeat proteins®. It is an F-
actin binding protein that interacts with cofilin in the cell cortex and regulates the actin
turnover. DAip1 has been overexpressed in the cells of D. discoideum and was
purified using ion exchange chromatography methods. An analytical gel filtration was
used to obtain pure DAip1 samples that could be used for crystallization. Further
investigation of DAIip1, including mass spectroscopy, involved the catalytical cleav-
age of the protein with proteases. Conditions for crystallization of DAip1 at 4°C were
determined (20% w/v polyethylene glycol monoethyl ether 2000 as a precipitant).
Other DAIip1 crystals were produced at 20°C using 30% v/v isopropanol as a precipi-
tant. The crystallization of DAip1 is the starting point of characterization of DAip1
using the X-ray crystallography method and should provide structural information

about the binding activity of DAip1 to cofilin and actin.
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lii. Abkurzungen und Symbole

1D, 2D, 3D, 4D

A

Asos
Abb.
ACN
ADF
AgNO3
Ala (A)
cAMP
Amp
APS
Arg (R)
Asp (D)
ATP

Asn (N)
AXz

B, B,

Bo

BSA
B-CoHsSH
13¢

o

ch

o

°C

C. elegans

ein-, zwei-, drei-, vierdimensional
Angstrgm

Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm
Abbildung (en)

Acetonitril

Actin depolymerisierender Faktor
Silbernitrat

Alanin

zyklisches Adenosin-3",5 -monophosphat
Ampicillinresistenz
Ammonium-peroxo-disulfat

Arginin

Aspartat

Adenosin-5"-triphosphat

Asparagin

Axenisch und auf Bakterien wachsender Abkémmling von NC4

Magnetisches Feld

Statisches magnetisches Feld

Bovine Serum Albumine (Rinderserumalbumin)
B-Mercaptoethanol

Isotop 13 des Kohlenstoffatoms
Alpha-Kohlenstoffatom

Beta-Kohlenstoffatom

Gama-Kohlenstoffatom

Grad Celcius

Caenorhabditis elegans
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C-terminal
CaC|2
CAP

CoCly
CO
COSY
CSlI
CuCly

Da
DAip1

Dd
DEAE
DG
DHP
DNA
DTT
d

E, AE
E. coli
EDTA
EGTA
Fi, F2
F-Actin
FID

G-Actin

Carboxyterminal
Calciumchlorid

Cyclase Associated Protein (Adenylyl-Cyclase assoziiertes

Protein)

Cobaltchlorid

Kohlenmonoxid

Correlation Spectroscopy (Korrelationspektroskopie)
Chemical Shift Index (Chemischer Verschiebungsindex)
Kupferchlorid

Komplex (complex)

Dalton

Dictyostelium Actin interacting protein 1 (Dictyostelium wech-

selwirkendes Protein 1)

Dictyostelium discoideum

Diethylaminoethyl

Distance Geometry (Distanz-Geometrie)

2,5 Dihydroxy-benzoesaure
Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

Chemische Verschiebung

Energie, Energiedifferenz

Escherichia coli
Ethylendiamin-tetraessigsaure
Ethylenglykol-bis-(2 aminoethyl)- N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure
Frequenzachse (en)

Filamentoses Actin

Free Induction Decay (Freier Induktionszerfall)

Globulares Actin
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GIn (Q)
Glu (E)
Gly (G)
Xd

gll

gal

Y

'H

NH

*H, PH, "H, °H, °H

HCI
H3BO3
HEPES
His (H)
His-tag
HSQC
H. sapiens
Inc.

lle (1)
INEPT
IPTG

J

J,2, %
K

K*

K3PO,4-7H,0

KH2PO4

Glutamin

Glutamat

Glycin

Relative Zentrifugalkraft

Gramm pro Liter

Galaktose

Gamma

Proton

Amidproton

Alpha-, Beta-, Gama-, Delta-, Epsilon-Proton
Salzsaure

Borsaure
N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure
Histidin

Aus 6 Histidinen bestehendes Fusionspeptid
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Homo sapiens

Incorporation

Isoleucin

insensitive nuclei enhanced by polarisation transfer
Isopropyl-p-thiogalactopyranosid
Kopplungskonstante

einfach-, vicinale-, geminale Kopplung
Kelvin

Kalium-lon

Kaliumphosphat-hexahydrat

Kaliumdihydrogenphosphat
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KZ
Kan
Kb
kDa
kV
kcal/mol
L

Lys (K)
lac’

A

M

My, M,y
MALDI
MHz
MW
Met (M)
Min
Mg®*
MgCl,
MgSOq4
MnClz
mbar

ul

m/z

mM

ms

ml

ml/min

Koordinationszahl
Kanamycinresistenz

Kilobasenpaar

Kilodalton

kilo Volt

Kilokalorie pro Mol

Liter

Lysin

Lactose repressor

Wellenlange

Magnetisierung

Magnetisierung in der y — und xy — Achse.
Matrix assisted laser desorption ionisation
Megahertz (10° Hz)

Molecular Weight (Molekulargewicht)
Methionin

Minuten

Magnesium-lon

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

Millibar

Mikroliter (10 I)

Masse pro Ladung

Millimolar

Millisekunden (107 s)

Milliliter (10 1)

Milliliter pro Minuten



iti Abkdrzungen und Symbole

15

mg/mi

uM

Hg

N

15N
N-terminal
NaCl
Na;HPO4-H,0
NazMoO4
Nd-YAG
NH,4CI
NH4OAc
Ni**-NTA
NMR
NOE
NOESY
nm

ODsoo

Phe (F)
PIP;

PKA

Pro (P)
pDEXRH"
ppm

ps

Milligramm pro milliliter (107 g/ml)
Mikromolar (10°° M)

Mikrogramm (107 g)

Stickstoffatom

Isotop 15 des Stickstoffs

Aminoterminal

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat-dihydrat
Natriummolybdat
Neodym-Yttrium-Aluminium-Galium
Ammoniumchlorid

Ammoniumacetat

Nickel-nitrilo-tri-acetic acid

Nuclear Magnetic Resonance

Nuclear Overhauser Enhancement

Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
Nanometer

Optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm
Abschirmungskonstante

Phenylalanin
Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat
Proteinkinase A, cAMP-abhangige Proteinkinase
Prolin

Plasmid-Vektor ...

Teile pro Million (parts per million)

picosekunde

Phi-Winkel
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RNAse

r

rMD

rmsd

rpm

RNA
RNase A
RT

S/N

SDS
SDS-PAGE
SH3

S. cerevisiae
Ser (S)

S. pombe
Src
TEMED
Thr (T)
TOCSY

TOF
TPPI
Tris

Trp (W)
Tyr (Y)

Tm

Psi-Winkel

Abstandsvektor

Ribonuklease

real

restrained Molecular Dynamic

root mean square deviation
Rotations per minutes
Ribonukleinsaure

Ribonuklease A

Raumtemperatur

Signal to Noise

Sodium dodecyl sulfate
SDS-Polyacrylamid-gelelectrophoresis
Src gene homology region 3
Saccharomyces cerevisiae

Serin

Schizosaccharomyces pombe
Sarcoma virus
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

Threonin

Totale Korrelationsspektroskopie (total correlation spectros-

copy)
Time of Flight

time proportional phase incrementation
Tris-(hydroxymethyl-)-aminoethan
Tryptophan

Thyrosin

Mischzeit
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Val (V)
viv

w/v

Q)

YAG
Zn-EDTA
Zn (Ac)

Zellen/ml

Zeit

Umdrehungen pro Minuten
Ultraviolett

Potentielle Energiefunktion
Anfangsvolumen beit =0

Valin

Volumenprozent (volume per volume)
Gewichtsprozent (weight per volume)
Rotationsfrequenz
Ytrium-Argent-Gallium
Zink-Ethylendiamin-tetraessigsaure
Zinkdiacetat

Zelle pro Milliliter
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1. Einleitung

Die Proteine haben an grundlegenden Vorgangen des Lebens teil und erfullen eine
Vielzahl von Funktionen. Diese Funktionen werden meist durch Ausbildung von hoch
spezifischen und funktionellen Komplexen unterstitzt. Die rdumliche Lokalisierung
diesen gebildeten Proteinkomplexen und Zellorganellen ist im Cytoskelett gesteuert,
welches eine Art ,Kommunikationszentrum® fur die Zellen darstellt. Da die raumliche
Organisation der Zellen durch Polymerisationsprozesse bewerkstelligt wird, finden
sich im Cytoskelett polymere Einheiten aus cytoskeletalen Proteinen. Diese polyme-
ren Einheiten sind filamentésen Proteinmolekilen, die fur die Form und Beweglich-
keit der Zellen verantwortlich sind. Es werden im Cytoskelett drei Arten filamentosen
Proteinen unterschieden: F-Actin, die Mikrotubuli und die Intermediarfilamente.
Zweck der Bildung dieser Filamente ist es, ,Schienen® fur den Proteintransport von
einem Ort zu einem anderen zu schaffen. Dadurch wird ermdglicht, Proteinkomplexe
in verschiedenen Regionen der Zellen mit den Organellen zu verbinden. Eine weitere
Uberragende Bedeutung dieser filamentdsen Proteine kommt aul3erdem noch darin
zum Ausdruck, dass sie eine zentrale Rolle in der Signaltransduktionsmaschinerie
innerhalb der Zellen spielen. In einem multizellularen Organismus wird beispielswei-
se damit sichergestellt, dass eine Zelle sich erst dann teilt, wenn ihre vorgeschalteten
Nachbarn sie dazu anregen.

Der Wissenschaft ist es seit einigen Zeiten gelungen, einen besseren Einblick in
diese wichtigen Ablaufe des Cytoskeletts zu gewinnen. Dies geschah u. a. durch die
genauere Untersuchung und Charakterisierung von Proteinen, welche daran als
hochspezifische und hochwirksame Molekule beteiligt sind. Diese Charakterisierung
erfolgt heutzutage durch physikalische Methoden, die es erlauben, eine verlassliche
Aussage uber Faltung und sogar Funktion der jeweiligen Proteine zu machen. Zu
den physikalischen Methoden zur Proteinstrukturaufklarung zahlt neben der Beugung
von Rontgenstrahlen an Proteineinkristallen (Glusker & Trueblood, 1985) die magne-
tische Kernresonanzspektroskopie (Abragam, 1961; Ernst et al., 1987), die immer

mehr an Bedeutung gewonnen hat.

Die magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spectroscopy) lasst sich in drei
Spektroskopiearten unterteilen: die hochauflésende Kernresonanzspektroskopie in
Flissigkeiten, die Kernresonanzspektroskopie fur Festkorper und die Kernspintomo-

graphie (MRI: ,Magnetic Resonance Imaging“). In allen diesen Spektroskopiearten
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spielen das Kernspinresonanzsignal und die chemische Verschiebung' fiir die Aus-
wertung der Kernresonanzdaten eine entscheidende Rolle. Bei der Anwendung der
kernresonanzspektroskopischen Methoden in Flussigkeiten und in Festkorper wer-
den das Kernspinresonanzsignal (Bloch, 1945; Purcell, 1945) und die chemische
Verschiebung genutzt, um Daten Uber die Struktur von Molekulen zu liefern. In der
Kernspintomographie wird dahingegen das Kernspinresonanzsignal in Bilder Uber-
setzt. Sie ist in der Medizin eine spektroskopische Methode der Bilderanalyse (z.B.
Gewebebilder). Wichtig fur die moderne Kernresonanzspektroskopie waren die
EinfUhrung der Fourrier-Transformations-Spektroskopie (Ernst & Anderson, 1966)
und die Entwicklung von supraleitenden und leistungsstarken Hochfeldmagneten
(heute bis zu 900 MHz). Die kernresonanzspektroskopischen Methoden sind in der
Biochemie zu einem sehr wichtigen Werkzeug geworden, da sie ein sehr wirksames
Mittel zur Untersuchung von komplexen biologischen Molekulen darstellen. Die
Ursache dafur liegt in der raschen Weiterentwicklung dieser Methoden von der
eindimensionalen zur mehrdimensionalen Spektroskopie (2D-, 3D-, 4D-NMR).
Daruber hinaus besteht die Moglichkeit, dynamische Vorgange in Proteinen im
Bereich von 107'2-10* Sekunden mit Hilfe von Relaxationsstudien zu untersuchen.
Gewahrleistet wird auch die Identifizierung von schwach bindenden Liganden. Diese
Bindungsstudien sind in den meisten Fallen der Ausgangspunkt fur das Design von
Medikamenten. Die Untersuchung von Proteinen mittels der Kernresonanzspektro-
skopie unterscheidet sich also von der schon langer etablierten Réntgenstrukturana-
lyse dadurch, dass nicht nur ein statisches Bild der dreidimensionalen Struktur
geliefert wird, sondern auch ein zusatzlicher Einblick in die dynamischen Vorgange

im Protein gewonnen wird.

Die Untersuchungs- und die Charakterisierungsmethoden von Proteinen mittels der
Kernresonanzspektroskopie werden in dieser Abhandlung auf die Bestimmung der
dreidimensionalen Strukturdomane eines Actin-bindenden Proteins angewandt: das
Adenylyl-Cyclase-assoziierte Protein (CAP) des D. discoideum Cytoskeletts. Homo-
loge von CAP wurden in Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces pombe
gefunden sowie in anderen Eukaryonten, wie beispielsweise Ratte und dem Mensch.
Zweck der Strukturbestimmung von CAP war es, einen Einblick in die chemischen

und die physikalischen Eigenschaften sowie in die Funktion dieses Proteins zu

' Die chemische Verschiebung wird in Metallen (Knight, 1949) und Flussigkeiten (Arnold et al., 1951)
durch die Anderung der Kernspinresonanzfrequenz definiert.
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gewinnen. In diesem Zusammenhang wurden sowohl zweidimensionale homonukle-
are Experimente in H,O und D,0, zweidimensionale heteronukleare Experimente in
H,O sowie dreidimensionale heteronukleare Doppel- und Tripel-Resonanz-
Experimente in H,O durchgeflihrt und schlieBlich ein hetero-NOE aufgenommen. Die
Auswertung dieser Kernresonanzspektren diente der sequenziellen Resonanzzuord-
nung und lieferte dabei die Intensitaten von Kern-Overhauser-Effekten und die Werte
skalarer Spin-Spin-Kopplung. All das konnte dazu genutzt werden, um eine qualitativ
hochwertige Proteinstruktur und Informationen Uber die Dynamik zu erhalten. Ein

Modell des gesamten CAP-Proteins wurde schliel3lich erstellt.

Des Weiteren wurde in dieser Abhandlung ein Protein-Homolog der ,WD-repeat"-
Familie untersucht, welches sowohl mit F-Actin als auch mit Cofilin interagiert: Das D.
discoideum Actin interacting Protein 1 (DAip1). Die Charaktersierung dieses Actin
bindenden Proteins erfolgte durch native Reinigung aus den Zellen eines DAip1-
Uberexprimierers (Miiller-Taubenberger et al., 1999), Massenspektrometrie und

durch anschlielRende Kristallisationsversuche.

Der Hauptgrund des Interesses fur diese Actin-bindenden Proteine liegt darin, dass
ihre wichtigsten Funktionen im Laufe der Evolution von Eukaryonten, von D. discoi-
deum zu den hoheren Organismen konserviert wurden. Dazu gehort die Regulation
der motilen Prozesse der Zelle wie das Zellwachstum, die Lokomotion, die Zelldiffe-
renzierung und die Zellmorphologie. Die Identifizierung bzw. Charakterisierung
solcher Proteine des D. discoideum kénnte daher ein wichtiger wissenschaftlicher
Beitrag zum tieferen Verstandnis der dynamischen Prozesse des Cytoskeletts von
Eukaryonten liefern.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Dissertation, in den Kapiteln 2 bis 4, werden die
theoretischen Hintergrinde behandelt. Dieser Abschnitt umfasst die biologischen
Aspekte und eine kurze Einfuhrung in die Theorie der NMR-Strukturberechnung
unter Verwendung von Kernresonanz-Daten. Bei der Erdrterung der biologischen
Aspekte werden die Lokalisationen und die wichtigsten Eigenschaften sowohl der
CAP-Proteine als auch des DAip1-Proteins dargelegt. Vorgestellt werden im zweiten
Abschnitt, in den Kapiteln 5 bis 6, die verschiedenen angewandten physikalischen
und proteinanalytischen Methoden. Der dritte Abschnitt stellt den experimentellen
Teil der Dissertation dar. Hier werden die durchgeflihrten Experimente und deren

Auswertungen aufgeflihrt, die schlie3lich diskutiert werden.
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2. Biologischer Hintergrund

2.1. Einleitung

Viele eukaryontische Zellen besitzen die Fahigkeit, ihre Gestalt beliebig zu verandern
und vor allem koordinierte und zielgerichtete Bewegungen auszufihren. Diese
besonderen Fahigkeiten sind auf ein komplexes Netzwerk aus filamentosen Protei-
nen zuruckzufuhren, welche sich durch das gesamte Cytoplasma erstrecken: das
Cytoskelett. Dem Cytoskelett wird eine entscheidende Rolle in der Evolution von
Eukaryonten zugeschrieben (Amos & Amos, 1991; Bershadsky et al., 1988; Bray,
1992; Kreis & Vale, 1993). Zusammen mit anderen filamentdsen Proteinen, zu denen
die Mikrotubuli und die Intermediarfilamente zahlen, stellen die Actinflamente den

zentralen Bestandteilen des Cytoskeletts dar.

2.2. Das Actin-Cytoskelett

Actin ist ein entscheidender Bestandteil des kontraktilen Apparats in den Muskelzel-
len. Es ist das am haufigsten vorkommende Protein in fast allen eukaryontischen
Zellen mit einem Gehalt von bis zu 20%” und existiert als reines Monomer (G-Actin)
in Losungen mit geringer lonenstarke. Das globulare G-Actin polymerisiert zu fila-
mentésem Actin (F-Actin), das wiederum durch assoziierte Proteine stabilisiert wird.
Die Polymerisation des G-Actins zu F-Actin geschieht spontan in Gegenwart von
ATP-Molekulen durch Erhohung der Salzkonzentrationen (M92+, K®) in der Lésung
(Straub, 1942). In Abbildung 2.1 wird die Struktur von F-Actin veranschaulicht,
dargestellt im Elektronenmikroskop. Im Elektronenmikroskop sichtbar, besteht F-
Actin aus zwei Protofilamenten, die sich eng umeinander winden und somit eine
rechtsdrehende Doppelhelix mit einem Durchmesser von 7-9 nm bilden. In dieser
Anordnung ist jede einzelne, gleich orientierte, G-Actin-Untereinheit von vier weiteren
Untereinheiten umgeben (Holmes et al., 1990). Die Actinfilamente sind vor allem im
Zellkortex unterhalb der Zellmembran lokalisiert, wo sie in ,Actin-Bundeln“ querver-

netzt sind.

2 In den Muskelzellen von Wirbeltieren stellt Actin 20% der Zellmasse dar.
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung von Actinfilamenten (Bray, 1992).

F-Actin besteht aus zwei gewundenen Helices, die nach der Polymerisation von G-Actin entstehen.
Die Actinfilamente sind sehr flexible Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 5-9 nm, welche sich in
linearen Blindeln, zweidimensionalen Netzwerken sowie dreidimensionalen Gelen organisieren.
Actinfilamente werden (berall in der Zelle lokalisiert. Besonders angereicht sind sie dennoch im

Zellkortex unter der Plasmamembran.

2.3. Regulation der Zelldynamik

Das Actin-Cytoskelett ist also ein sehr dynamisches Netzwerk, in dem Actin-Blindel
rasch wachsen oder verkurzt werden. So findet eine stetige Umstrukturierung in der
Zelle statt. Actin-assoziierte Protein katalysieren die Bildung von hochorganisierten
Strukturen wie Stressfasern’, Filopodien®, Lamellipodien® oder Crowns® etc. (Abbil-
dung 2.2). Diese permanente Umstrukturierung des Actin-Netzwerkes fuhrt zur
Aufrechterhaltung und Entwicklung der Zellform, steuert die Signaltransduktion, die
Zellbewegung, die Chemotaxis, den gerichteten intrazellularen Transport von Protei-
nen und Organellen und ist maldgeblich fur die Cytokinese, die Exo- und Endocytose

sowie diverse Zellfunktionen verantwortlich.

? Stressfasern werden durch l&ngs angeordnete Biindel aus Actinfilamente gekennzeichnet.

* Fingerformige Zellfortsatze.

> Lamellipodien sind diinne, blattihnliche Fortsatze.

% Kronenférmige Ausstiilpungen an der Zelloberfléche, die z.B. der Phagocytose vorangehen.
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Abbildung 2.2 Ordnungsprinzipien von Actinfilamenten (Bray, 1992).

Schematisch dargestellt ist hier eine sich fortbewegende Zelle (kriechende Zelle), in der drei verschie-
denen Typen von Actin-Biindeln lokalisiert und in Quadraten hervorgehoben sind. Im Zellkortex finden
sich die Actinfilamente in Parallel- und kontraktilen Biindeln sowie gelartige Geflechte. Die Parallel-
biindel sind in Abstand zwischen 10-20 nm angeordnet und sind mit der gleichen Polaritét orientiert.
Die kontraktilen Blindel sind in einem Abstand von 30-60 nm angeordnet und sind mit entegegenge-
setzter Polaritét orientiert. Die gelartigen Geflechte sind eine lockere und offene Anordnung der
Filamente mit rechtwinkligen Verbindungen.

Die Actinfilamente sind durch assoziierte Proteine stabilisiert: Das Fimbrin, das alpha-actinin und das
Filamin. Das Fimbrin weist eine parallele Biindelung auf und ist am Leitsaum der Zellen lokalisiert,
besonders in den Filopodien und Mikrospikes. Das a-Actinin ist in kontraktilen Blindeln angeordnet
und findet sich in den Stre3fasern. Es wirkt an der lockeren Verkniipfung der Actinfilamente mit und
trdgt dazu bei, die Enden der Stre3fasern in den Fokalkontakten zu verankern. Das Filamin ist ein
Homodimer und verbindet zwei Actinfilamente, die sich lberkreuze und ist in vielen Tierzellen vorhan-
den. Es ist in gelartigem Geflecht angeordnet. Das bedeutet, dass hier ein sehr lockeres, viskoses
Geflecht gebildet wird.
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Abbildung 2.3 Beweglichkeit der Zel-
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n;aeni‘: die gesamte Frontregion der Zelle auf. Sie
Actinfilamente sind fir die Bewegung der Zelle verant-

wortlich (Bray, 1992).

Als Modellorganismus fur die Aufklarung von biochemischen und dynamischen
Prozessen im Cytoskelett dient der einzellige Schleimpilz (Amobe), der D. discoi-
deum. Im D. discoideum unterliegen die Actinfilamente dem , TretmiUhimechanismus*:
Am Plus-Ende werden Monomere angefluigt, wahrend sich am Minus-Ende Monome-
re ablésen, wobei sich die Gesamtlange des Filamentes nicht andert. Die Actinfila-
mente zeigen also keine dynamische Instabilitat. Das gesamte Zellprotein des D.
discoideum enthalt ca. 8 % Actin. Das entspricht einer Konzentration von 100 uM
(Podolski & Steck, 1990). Angesichts der ionischen Bedingungen im Cytosol und der
kritischen Konzentration von Actin, die 0,1 uM fir das Plus - bzw. 0,8 uM fir das
Minus-Ende betragt, sollte Actin zu Uber 99 % in jeder Zelle polymerisiert sein.
Entgegen diesem Ergebnis, ergab sich aus Untersuchungen an D. discoideum-
Zellen, dass in unstimulierten Zellen etwa die Halfte des Actins in seiner monomeren
Form vorliegt (Eichinger et al., 1999). Dass die Konzentration des monomeren Actins
in der Zelle relativ hoch liegt (Uber cy+), liegt an speziellen Proteinen, die an G-Actin

binden und dessen Anlagerung an das Filament verhindern. Diese Proteine beein-
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flussen die Polymerisation und Depolymerisation des G-Actins zu F-Actin und regu-
lieren damit das dynamische Gleichgewicht zwischen monomeres und polymeres
Actin. Die bendtigte Energie fur diesen Mechanismus wird aus der ATP-Hydrolyse
gewonnen. Die Hydrolyse dient dazu, die Bindungen im Polymer abzuschwachen
und die Depolymerisation zu fordern (ATP/ADP Austausch ist sehr langsam). Das
bekannteste G-Actin-bindende Protein ist Thymosin (5 kDa), das wahrscheinlich den
Polymerisationsvorgang sterisch verhindert oder den ATP/ADP-Austausch verhin-
dert. Weitere Proteine dieser Art sind Profilin und die CAP-Proteine (Adenylyl Cycla-
se Associated Proteins), die eine Funktion bei der Steuerung der Polymerisation als
Reaktion auf aullere Reize haben. Diese auleren Reize sind meistens mit der
Plasmamembran assoziiert. Die Actin-bindende Funktion der CAP-Proteine wurde im
Laufe der Evolution von den niederen zu den hoheren Eukaryonten konserviert (Yu
et al., 1994).

2.3.1. Das Adenylyl-Cyclase-assoziierte Protein (CAP)

Alle CAP-Protein-Homologen sind G-Actin-bindende Proteine. Sie sequestrieren G-
Actin und stabilisieren dabei seinen Pool. So wird eine kritische Konzentration des
Actins von 0,2 pymol (ca. 8 ug/ml) in der Plasmamembran beibehalten. Das bedeutet,
die Konzentration an freien Monomoren, bei der der Anteil an freien G-Actin im
Polymer nicht weiter zunimmt wird bei 0,2 pymol (ca. 8 pg/ml) beibehalten. CAP-
Proteine werden in fast alle eukaryontischen Organismen gefunden: in S. cerevisiae
(Field et al., 1990) und S. pombe als CAP/Srv2p (Kawamukai et al., 1992), in H.
sapiens als CAPI und dessen Isoform CAPII (Matwiw et al., 1992) sowie in C. albi-
cans (Bahn & Sundstrom, 2001). Zu den bekanntesten Homologen gehort das
Protein ASP56 der Wirbeltiere (Gieselmann & Mann, 1992). CAP-Proteine sind durch
zwei verschiedene Domanen gekennzeichnet, die maligeblich an der Bindung von
Actin und Adenylyl-Cyclase beteiligt sind. Sie werden zusatzlich in Oligomerisie-
rungsreaktionen einbezogen. Beide Domanen sind durch eine prolinreiche Region
verbunden, die ein SH3-Proteinbindungsmotiv aufweist (Freemann et al., 1995;
Matviw et al., 1992; Vojtek & Cooper, 1993; Zelicof et al., 1993; Gottwald et al., 1996;
Benlali et al., 2000).

Das CAP-Protein wurde das erste Mal aus S. cerevisiae als Bestandteil eines Kom-

plexes mit der Adenylyl-Cyclase (Field et al., 1990) isoliert, dessen Rolle darin
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besteht, Signaltransduktionskaskaden mit Anderungen im Cytoskelett zu verbinden
(Hubberstey et al., 2002). Die Frage uUber die entscheidende Rolle der Effektoren, die
sowohl in die extra- als auch intrazellulare Signaltransduktion miteinbezogen sind, ist
nur ungenugend aufgeklart. Die bisherige Charakterisierung dieser Proteinklasse
ergab dennoch ihre Beteiligung in die Zellteilung, das Zellwachstum und die Zelllo-
komotion. Wahrend die CAP-Homologen aus anderen Organismen als trifunktionelle
Proteine bekannt sind, entsprechend dem Aufbau der zwei Domane (Gottwald et al.,
1996) werden fur das D. discoideum CAP-Protein nur zwei verschiedene Funktionen
nachgewiesen: Die Fahigkeit der Bindung an G-Actin, die auf der carboxyterminalen
Proteindomane (L255-1464) beschrankt ist und die Signallbertragung in Gegenwart
von Adenylyl-Cyclase nach einer Aktivierung durch Ras, als Reaktion auf aullere
Reize (Gerst et al., 1991). Letztere Funktion ist auf die aminoterminale Domane (M1-
W215) zurlckzufuhren. Die Region, N216-G254, zwischen der carboxy - und amino-
terminale Domanen im D. discoideum CAP-Protein enthalt im Gegensatz zu den
anderen CAP-Homologen deutlich weniger Proline (Gerst et al., 1992; Gottwald et
al., 1996). Inre Sequenzabfolge zwischen A228 und V238 ahnelt dennoch dem SH3-
Motiv — XPXXPPPYXPX —, das in alle andere Homologen vorhanden ist’. Das CAP-
Homolog aus D. discoideum ist ein Actin-bindendes Protein und als solches an der
Reorganisation der Actinfilamente in den vorderen und hinteren Bereiche der Plas-
mamembran beteiligt (Gottwald et al., 1996). Es ist 50 kDa grofl} und wird von einem
einzelnen Gen kodiert (Noegel et al., 1999). Bezuglich seiner Aminosauresequenz
weist es 39% Ubereinstimmungen und 61% Ahnlichkeiten mit den Homologen aus
Mensch und Hefe auf, die durch eine polyprolinreiche Region zwischen der carboxy -
und aminoterminale Domanen gekennzeichhnet sind. Im D. discoideum CAP-Protein
ist in dieser Region dahingegen nur 20% der Proline konserviert. Daruber hinaus
wurde bei einem Sequenzvergleich der aminoterminalen Domanen der CAP-Proteine
aus 14 verschiedenen Spezies (Hubberstey et al., 2002) ein hoch konservierter
Abschnitt genannt das RLE-Motiv (Abbildung 2.5). Im RLEXAXXRLE®-Motiv ist nach
den Ergebnissen von Fenger et al. (1994) eine mdgliche Bindungstelle flr die Adeny-
lyl-Cyclase vorhanden. Dieses Motiv in der Lage ist eine amphipathische Helix® zu

bilden, die fur Protein-Protein-Interaktionen entscheidend ist (Cohen & Parry, 1986).

"Im D. discoideum CAP-Protein ist innerhalb der Sequenz APASSAPAAPV die Position der Prolinen
2, 7 und 10 konserviert. Sie sind essentiell fiir die Bindung an SH3.

8 Der Buchstabe X steht fir eine x-beliebige Aminosaure, die im Laufe der Evolution nicht konserviert
wurde.

o Helix-Anfang und -Ende besitzen entgegensetzte Eigenschaften.



2 Biologischer Hintergrund 27

Im D. discoideum CAP-Protein wird dieses Motiv jedoch durch ein RLDXAXXRLE-
Motiv ersetzt, wodurch die Bildung einer amphipatische Helix eher unwahrscheinlich
wird. Trotz der sich durchaus resultierenden gro3en Menge an Daten bezuglich der
Charakterisierung der CAP-Proteine, herrschen bei den Fragen nach Bindung und
Aktivierung der Adenylyl-Cyclase immer noch Unklarheiten. Eine direkte Wechselwir-
kung konnte bis heute erst flr die CAP-Homologen aus S. cerevisiae und S. pombe
nachgewiesen werden (Gerst et al., 1991; Kawamukai et al., 1992). In C. albicans
konnte dazu noch ein regulatorischer Einfluss gezeigt. Sowohl ,/n vitro als auch ,In
vivo“ Untersuchungen zur Adenylyl-Cyclase Aktivierung in der S. cerevisiae hatten
gezeigt, dass fur die Aktivierung von Cyr1p durch aktiviertes Ras2p die ersten 168
Aminosaurereste von CAP bendtigt werden (Gerst et al., 1991; Shima et al., 1997).
Neueren Untersuchungen von Swiston et al., (1995) beschrankten diesen notwendi-

gen Bindungstellen jedoch auf die ersten 36 Aminosauren.

Higher
Eukaryotes

MNutritionallenvironmental
Stress 7?

ATP  cAMP Jg'\-%\ 1‘:
@l e B\ 7
G-actin o I, gomplex

7 A

/ - }F-acti\ni‘-:-.'\l

Development
- cell elongation
(plants, vertebrates)

- oocyte polarity
(Drosophila)

- cell polarity

(5. cerevisiae)

Abbildung 2.4 Modell zu den méglichen Funktionen der CAP-Proteine (Hubberstey & Mottilio,
2001). Dieses Modell basiert auf durchgefiihrte Studien an den CAP-Proteinen aus der Hefe.

Vorgeschaltete Signale wie dulBere Reize kénnen den Signallibertragungsweg durch Ras induzieren

und dabei die Adenylyl-Cyclase stimulieren. Bei der Signallibertragung durch die Adenylyl-Cyclase,
die durch die Aktivierung von Ras2"?" hervorgerufen wird, sollen die CAP-Proteine essentiell sein.
Das CAP-Protein soll auRerdem die Bildung von filamentésen Actin (F-Actin) hemmen durch Sequest-
rierung des globuldren Actin (G-Actin) und damit zugleich das G-Actin zur Verfiigung stellen, um die

Bildung von F-Actin zu férdern. Man spricht von der Erh6hung des Actin-turnovers.
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CandidaCAP 21-RLEAATSRLE-30 169-DSNRKEP-F -180 211-FWSDRVEKE-219 335-LEKVDKSEMTHKNPEL-350
LentinulaCAP 15-RLEAATSRIE-24 ISS-EANEKDRDWETﬁL 167 19%- ?YGNRVIKE 207 313-LREKVDKSEMTHKNENL=-328
DictyosteliumCAP 12-RLDQATTRLE-21 128-DSNRSE- KFEENL-139 171~FH”§RIBKE 179 272-LKKNVTNDMKS-KNFTD-286
ChlorohydraChP '.r—RLEhUTNBg@-is 114-EKNRSS-KOFNHL-125 157 PY"‘NKLL’KE 165 273~LKENTDDMKTHKNPEL-288
ArabidopsisCAP 3-RLEEAV§E§E—1? 126-EGKR-S-DFFNHL-136 174-FYNNKVLVE-182 278-LRENTDDMKT-KNRAD-292
CottonChAP 8-RLEARVARLE-17 118-EGRR=-5-DFFNHL-128 166-FYNHKVLVE-174 274-LEENTADMKT-ENRTD- 288
REGION E G

Consensus (>80%) [CxsIKGRMRxIx«d

) - - - - -

HumanCAP 3568~ 5I--C-375 406-BTISINKTDECHAYLSKNSLDCETIVSAKSSEMN-438 450-EFFVPEQ-456
MouseCAP 355-€ IST--€-374 405~ PTI$INKT CHAYLSKNSLDCEIVSAKSSEMN-437 449-EFPVPEQ-455
RatCAP 355-C ﬁsi——c 374 405-PTISINKT] cquLsKNSLDCEIVSARSSEMm 437 449-EFPVPEQ-455
XenopusCAP 356-C S1--£-375 406-pTIs§NKT“ 451-EFPVEE@Q-457
DrosophilaChP 402-C 452-PTVSID 496-ELALPEQ-502
C.elegansCAP 337-€ 387-BTVSIQ 398-EMALPEQ-404

S.cerevisiaeCAP  406-C 456-PQISIDKS NI'“~KE$ENTEIYTSC3TAIN 488 501-EFPIPEQ-507
5.pombeChP 432-C 482-PMIVIDQCDGGST YLSKSSLSSEVVTSKSTSLN-514 525-ERAVPEQ=-531
CandidaCAP 424-C 474-PMLSIDKSDEGTIYLSQES IDNDSQVFTSSTTA-506 520-ELAVEEQ-526
LentinulaCAF 306-C 446-PMIQIDSCOTGMI] ) ITTAKCSSIN-478 493-EQALPEM-499
DictyosteliumCAP 344-C 394-PSTAIDKTSBCOIYLSKDSLETELVSSKSSEMN-426 440-ELAIPEQ-446
ChlerohydraChp 3sn—c-—1uékvn L 410-PTISIEKTDGAQVFINPKCLESQIVTRAKSSEMN-442 454-EYPLPEQ-459
ArabidopsisCAP 354-C--TQ B-373 404-BTVSVDNTTGCOLYLNKDSLETAITTRAKSSEIN-436 450-EHALEOQ-456
CottonCAP 350-C--IQGKVNNI--C-369 400-BTISVDNTSGCOLYLSKDSLGTSITSAKSSEIN-432 445-EHSLPOQ-449

Abbildung 2.5 Das RLE/RLE-Motiv (Hubberstey et al., 2001).
Ersichtlich hier sind hoch konservierte Regionen in den verschiedenen CAP-Homologen, zu dem das
RLE/RLE-Motiv gehért (19-21 und 26-28 in der Hefe). Ein Primérstrukturvergleich wurde nach der

»Clustal W*-Methode durchgeftihrt. Die besonders hoch konservierten Regionen in der Primdrsequenz

werden wie folgt definiert: 50% in einem Sequenzabschnitt von mehr als 6 Aminoséuren sind in 80%
der CAP-Homologen zu finden. Diese konservierten Regionen der CAP-Homologen sind in dunklen
Farbe gekennzeichnet. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte zeigen eine Konservierung der
Regionen von 100 %. Mit X werden solche Aminoséuren dargestellt, die im Laufe der Evolution nicht

konserviert wurden.

2.3.2. Das DAip1, ein mit F-Actin wechselwirkendes Protein aus D.

discoideum

Wie in den meisten Eukaryonten finden sich im D. discoideum Cytoskelett Myosin I,
Actin und Actin-bindende Proteine wie beispielsweise a-Actinin, ABP120, Fimbrin,
Cortexillin und Coronin (Fechtheimer & Taylor, 1984; de Hostos et al., 1991; Faix et
al., 1996; Prasser et al., 1997). Das Actin-bindende Protein 1 (Aip1) wurde das erste

Mal als neues F-Actin-bindende Protein in der S. cerevisiae identifiziert (Amberg et
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al., 1995). Aip1 wird in zahlreichen eukaryontischen Organismen wie S. pombe, P.
polycephalum (Matsumoto et al., 1998), D. discoideum (Konzok et al., 1999; Aizawa
et al., 1999), C. elegans (Ono, 2001), X. laevis (Okada et al., 1999), A. thaliana und
H. sapiens lokalisiert (Adler et al., 1999). Es ist im Laufe der Evolution von niederen
zu héheren Eukaryonten konserviert. Das D. discoideum Aip1 (DAip1) wurde erst
unter dem Name von ,WD-repeat® Protein2 in der ,GenBank® unter der Nummer
U36936 registriert, entsprechend seiner Klassifizierung als ,WD-repeat® Protein
(Neer et al., 1994). Es ist 64 kDa groR und zeigt 33% Ubereinstimmung mit Aip1p
aus S. cerevisiae. DAip1 enthalt im Sequenzabschnitt 56-594 neun ,WD-repeat”
motive. Alle Protein-Homologen der ,WD-repeat“-Familie haben als solche eine sehr
hohe Tendenz B-Propeller-Strukturen zu bilden und werden meistens in makromole-
kularen Komplexe einbezogen. Der carboxyterminale Sequenzabschnitt 215-222 des
DAip1 weist ein Nucleotidbindungsmotiv auf. Die Ergebnisse von Konzok et al.
(1999) belegten, dass diese Domane Bindungsaffinitaten zu vorgeschalteten Regula-
toren bzw. Effektoren zeigt. Das bedeutet, die carboxyterminale Domane ist fir die
Protein-Protein-Interaktionen im DAip1 verantwortlich.

DAip1 ist in Actin-Myosin Komplexen angereichert (Konzok et al., 1999). Es wird vor
allem auch in Bereichen des Zellkortex’ mit den dynamischen Abschnitte zusammen
lokalisiert, die mit filamentdsen Actin versehen sind: die Phagocytotische ,cups®, die
,crowns®, das ,leading edge“ (Lamellipodien bzw. Filopodien) und die Polen von sich
teilenden Zellen. Aip1 sind im Allgemeinen Cofilin-abhangige F-Actin-bindende
Proteine. Sie wirken in multizellularen Organismen mit manchen Isoformen des
ADF/Cofilins zusammen, die nicht besonders ausgepragt spaltende bzw. depolyme-
risierende Eigenschaften aufweisen'®. Blanchoin et al. (2002) fanden durch ihren
Studien uber das Xenopus Aip1 (XAip1) heraus, dass Aip1 die Spaltung von Actinfi-
lamenten durch Cofilin unterstitzt und blockiert sowohl die Verlangerung als auch die
Depolymerisation des Minus-Ende des Filamentes, die so genannten ,barbed Ends®,
auch langsam wachsendes Ende genannt. Hierbei bindet Aip1 an den Cofilin-
Actinfilamenten, wodurch es die Erwarmung und die Verlangerung der Filamente
verhindert. So spielt Aip1 eine entscheidende Rolle bei der Steuerung von Prozes-
sen, die den ,Actin-turnover® verursachen (Carlier et al., 1997; Lappalainen & Drubin,

1997; Thierot, 1997). Wahrend es Uber spezifische Funktionen von Aip1-Homologen

'% Die Proteine der ADF/Cofilin Familie beschleunigen den Actinfilamenten-Umsatz (Actin ,turnover®)
durch Trennung und/oder Unterstiitzung der Dissoziation der Subeinheiten der Filamenteenden.
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bereits zahlreichen Erkenntnisse gewonnen werden konnten, besteht Uber ihrer

jeweiligen Strukturen noch keine eindeutigen Angaben.
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Abbildung 2.6 Primarsequenzhomologie zwischen dem D. discoideum Aip1 (GenBank-Nr. U36936)
und Aip1 aus anderen eukaryontischen Organismen (Anordnung nach der ,,Clustal W*-Methode).

Untereinander angeordnet und nach Identitat bzw. Ahnlichkeiten sortiert sind in diesem Zusammen-
hang das Aip1p der S. cerevisiae (GenBank-Nr. S54451 und U35666) sowie die Aip1-Proteinen aus
P. polycephalum (Matsumo et al., 1998) und C. elegans (GenBank-Nr. U42835). Identitdten zwischen
den Proteinenregionen werden hier durch die Markierung der Aminséurereste in Boxen dargestellt
(Konzok et al., 1999). Aus dieser Primérstrukturhomologie geht hervor, dass die Primérsequenz des

Aip1, von der N- bis zu der C- terminalen Doméne, in alle Eukaryonten stark konserviert wurde.
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Abbildung 2.7: Aip1p-Fingerprintregionen in Actin (Abb. aus Rodal et al., 1999).

Darstellung einer monomeren Einheit von Actin, wo einige Aminosédurereste mutiert sind. In rot werden
Reste dargestellt, deren Mutation die Spaltung der Actin-Cofilin- und der Actin-Aip1p-Bindung hervor-
ruft. In blau sind die Reste dargestellt, deren Mutation ausschliel3lich zur Spaltung der Actin-Bindung
fuhrt. Griin schlie8lich kennzeichnen Reste, deren Mutation keinen besonderen Einfluss auf Actin-

wechselwirkungen haben. Die Allelnummern der Mutationen sind in gelber Schrift markiert.
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3. Theorie des Rechenverfahrens zur Strukturberechnung

von Proteinen

3.1. Einleitung

Die Uberragende Bedeutung der Proteine in der modernen Wissenschaft und Medizin
kommt daher, dass die genetische Information, die im Erbgut bewahrt wird, in erster
Linie aus den Bauplanen der Proteine besteht. Die Proteine bestehen aus naturlich
vorkommenden Aminosauren’’, welche der Reihe, nach durch Peptidbindungen
miteinander verknupft werden, um eine lineare Kette zu bilden: die ,Primarstruktur®
der Proteine. Die Primarstruktur der Proteine bestimmt die Faltung der Kette im
dreidimensionalen Raum und damit deren Funktion. Letztere Iasst auf die Sekundar-
struktur, regelmaRige, sich wiederholende Faltungselemente und die Tertiarstruktur
(3D-Faltung der Kette) zuruckfuhren. Es existiert demnach in der Natur ein direkter
Weg von der genetischen Information zur Funktion der Proteine, von der Herstellung

einer linearen Polypeptidkette bis zur dreidimensionalen Struktur (Guntert, 1993).

" Aus nur 20 verschiedenen Aminosauren lassen sich alle Proteine mit Hilfe einer einzigen Verkniip-
fung, der Peptidbindung, aufbauen.
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Primérstruktur

1
51
101
151
201
251

MALAAARRVL
NPPVNSLSLE
YGRNPAHYAE
RIMADNSKYT
PAEALKVGLV
DNLIKQREAD

LOAGSRLGRR
FLTEFVISLE
YWKAVQELWL
IGLNESLLGI
DEVVPEDQVH
IQONFTSFISR

GAVDGARRFS NKRVLVEKEG
KLENDKSIRG VILTSERPGI
RLYLSNLTLI SAINGASPAG
VAPFWLKDNY VNTIGHRAAE
SKARSVMAKW FTIPDHSRQL
DSIQKSLHVY LEKLKQKKG

EAGIAVMKFK
FSAGLDLMEM
GCLMALTCDY
RALQLGTLFP
TKSMMRKATA

Sekundaérstruktur

a-Helix- Spiralform mit 3,6 Aminoséuren pro Windungen

O Rest ® Kohlenstoff

@ Stickstoft © Sauerstoff
O Wasserstoff

Paptidbindung

P-Faltblatt- Zickzackform, lang gestreckt.

Tertiarstruktur

Abbildung 3.1

Die Primérstruktur eines Proteins wird durch die

Abfolge der einzelnen Aminoséuren in der Peptidkette
definiert. Aminosduresequenzen werden von N- zum C-
terminalen Ende geschrieben. Die sekundérstruktur ist
durch die rédumliche Anordnung der Peptidkette
aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den
funktionellen Gruppen des Polypeptidriickgrats der
ionische

Peptidbindungen (Wasserstoffbriicken,

Wechselwirkungen), ohne  Beriicksichtigung  der

Seitenketten. Die Tertiarstruktur ist die dreidimensiona-

le Anordnung seiner Sekundérelemente. Sie erlaubt es,

a-Chymotrypsin (,Pdb
Protein Data Bank* identifi-
zierungskode: 1AFQ)

die Funktion von Proteinen zu verstehen (Abb. von
Alberts et al., 2002).
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Die Kenntnisse uUber den Zusammenhang zwischen Bauplan und Faltung eines
Proteins lassen sich heutzutage durch die Anwendung von physikalischen Methoden
zur Proteinstrukturaufklarung gewinnen.

Die Strukturaufklarung von grofden Proteinen in Losung mittels magnetischer Kernre-
sonanzspektroskopie, erlaubt es, Proteine annahrend in ihrer natlrlichen Umgebung
zu untersuchen. Die magnetische Kernresonanzspektroskopie setzt die Wechselwir-
kung von magnetischen Momenten in Atomkernen als empfindliche Sensoren fur ihre
lokale Umgebung voraus. Uber diese Sensoren erhalt man Informationen Uber
interatomare Abstande in den zu untersuchenden Proteinen. Ursache dafur ist die
Existenz einer groRen Anzahl von Kernen mit Spin % wie "H-Protonen in Proteinen.
Diese Kerne erlauben es, spezifische und interpretierbare Informationen Uber diese
Proteine zu gewinnen. Hauptquelle fur diese Informationen sind sowohl die magneti-
schen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen raumlich benachbarten Kernspins
(Solomon, 1955) als auch skalare J-Kopplungen zwischen den Kernspins, die durch
kovalente Bindungen miteinander verknUpft sind (Karplus, 1963).

Mit Hilfe der magnetischen Kernresonanzspektroskopie lassen sich also genugend
Parameter messen, um die dreidimensionale Struktur eines Proteins aufzuklaren. Die
Struktur eines Proteins lasst sich (dennoch erst nach Berechnung der Faltung) aus
den gemessenen Kernresonanzdaten ableiten. Der Ablauf der Strukturbestimmung
eines Proteins beinhaltet deshalb die Praparation des Proteins, die Durchfuhrung der
Kernresonanzexperimente, das Prozessieren der Rohdaten, die den Zugang zu
mehrdimensionalen Spektren erlauben, die Zuordnung der Resonanzsignale, das
Sammeln der konformationellen Einschrankungen und schlie3lich die Berechnung
und Verfeinerung der dreidimensionalen Struktur durch Energieminimierung unter

Berucksichtigung bekannter geometrischer Daten (Abbildung 3.2).
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500 pl Lésung, mM Proteinkonzentration

|

Mehrdimensionale Kernspinresonanzspektroskopie

|

Prozessieren der Kernresonanzdaten

|

Sequenzspezifische Zuordnung der NMR-Resonanzen
l Abbildung 3.2
Sammeln von Konformationseinschrankungen Ablauf der Bestimmung
der dreidimensionalen
c : Struktur eines Proteins in
Lésung mittels der

Dreidimensionale Struktur magnetischen Kernreso-

l nanzspektroskopie
(Wiithrich et al., 1993)

Strukturverfeinerung

In diesem Kapitel wird die Theorie der Rechenmethodik erlautert, die zur Ermittiung
der dreidimensionalen Struktur eines Proteins in Losung mittels der NMR-
Spektroskopie herangezogen wird. Auf ausfuhrliche Beschreibungen wird verzichtet

und hierfur auf die Literatur verwiesen (Roberts, 1995).

3.2. Berechnung der dreidimensionalen Proteinstruktur in der

Losung aus kernresonanzspektroskopischen Messdaten

Das Sammeln von konformationellen Einschrankungen und die Strukturberechnung
an sich stellen einen iterativen Prozess dar. Die Kenntnis Uber die vorlaufige dreidi-
mensionale Struktur die Bestimmung fuhrt zu weiteren Einschrankungen, Uber die
wiederum genauere dreidimensionale Strukturen ermittelt werden konnen. Struktur-

berechnungen werden deshalb in der Regel sehr oft wiederholt, um ein Bindel aus
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qualitativ_hochwertigen Konformeren zu erhalten. Auf dieser Weise werden die
Verletzungen von Einschrankungen, Wasserstoffbriicken und Abweichungen der
Atomposition relativ zur mittleren Molekulgeometrie minimiert. Wichtig ist dabei der
Umgang mit der hohen Anzahl an Freiheitsgraden dieser Makromolekule, gekenn-
zeichnet durch die Anzahl der drehbaren Diederwinkel (s. Struktur von Proteinen),
wenn Bindungslange und —winkel konstant gehalten werden. Diese Notwendigkeit
kommt daher, dass oft statische Strukturen von Proteinen geliefert werden konnen.
Aufgrund der Uberaus grof3en entstehenden Datenmengen jedoch, die durch die
Messung von NMR-Resonanzen entstehen, missen aufwendige Berechnungen
durchgefuihrt werden. Dies geschieht in der Regel mit leistungsfahigen Rechnern
durch Verwendung von Softwareanwendungen, welche auf mathematischen und
physikalischen Nahrungsverfahren beruhen'. Als Naherungsverfahren fiir Struktur-
berechnungen haben sich in der NMR-Spektroskopie zwei Verfahren als effizient
bewiesen: Die Berechnung durch Distanzgeometrie (DG) und die Methode der
eingeschrankten molekularen Dynamik (rMD: restrained Molecular Dynamics). Das
Prinzip beider Verfahren beruht auf der Optimierung einer Zielfunktion. Die Zielfunkti-
on stellt die potentielle Energie von Startkonformationen in einem kartesischen
Koordinatensystem dar. Sie wird mit zufalligen Diederwinkelwerten und Abstanden
minimiert, um ein globales Minimum an Energie fir alle Konformere zu erreichen
(Abbildung 3.3).

. Abbildung 3.3
Energie
(kcal/mol) Schematische Darstellung der potentiel-
200.00 len Energiefunktionen der Schwingung.
:zz Die dargestellten Kurven reflektieren die
50.00 Anderung der potentiellen Energie bei
0.00 1 der Kembewegung. Die  gefiillten
5000 Quadrate m  stellen die C-C-
-100.00
-150.00 AbstoBungsenergie dar, wéhrend die
-200.00 ¢ weiBen Quadrate o und die gefiilliten
250.00 - ;
0.00 1.00 2,00 3.00 4,00 500 Hexagonen ¢ jeweils die C-H- und C=C-
Bindungslinge (A) AbstoBungsenergien kennzeichnen.

' Quantenmechanische Berechnungen, molekulare mechanische Feldstarke etc.
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Dieses Energieminimum entspricht gemaR der Boltzmann-Verteilung® dem Energie-
niveau, das durch die meisten Konformere besetzt ist. Dies sollte am Ende einer
Strukturberechnung zu einem Bundel konvergierter ,guter® Konformeren fuhren. Die

potentielle Energie eines Molekls ist dabei gegeben durch:

V(I-:\)) = z ESchwingung + z EBindung + Z ETorsion + Z EVan der Waaals + Z Eelektrostatisch (1)

wobei R , die Molekiilkoordinaten im kartesischen Koordinatensystem darstellt.

Sehr oft werden beide Verfahren in einer Strukturberechnung verknupft, so dass die
Faltung der vorlaufigen Strukturkonformeren, welche mit Hilfe der DG-Methode
berechnet werden, durch eine Molekuldynamikrechnung weitgehend verfeinert wird.
Der Zweck dieser Verknlpfung ist es, lokale Konformationsverletzungen aus irrele-
vanten Datensatzen zu Uberprifen und zu beheben. Im Grunde dient hier eine
vorlaufige Optimierung der Molekulgeometrie durch erste Energieminimierungsver-
fahren der Vorbereitung einer molekulardynamischen Simulierung. Diese Optimie-
rung der Molekulargeometrie wird im Bezug auf eine Zielfunktion durchgefiihrt. Diese
Zielfunktion ist ein Mal fur den Unterschied zwischen den Abstanden bzw. Torsi-
onswinkeln aus der berechneten Struktur und den experimentellen Abstanden bzw.
Torsionswinkeln. Diese Art der Strukturberechnung ist unter dem Begriff von ,Simula-

ted Annealing“ bekannt.

3.2.1. Berechnung durch Distanzgeometrie

Die Anwendung des Distanzgeometrie-Algorithmus zur Berechnung von Strukturkon-
formationen erfordert experimentell gewonnene Werte von interatomaren Abstanden
und Standardwerten fur Bindungslangen und -winkeln, welche konstant gehalten
werden. Wie bereits erlautert werden, je nach Art der Distanzgeometrietechnik die
Diederwinkel (DISMAN) oder die Abstande als variablen unabhangigen GroRen
behandelt. In Betracht gezogen werden hierfur also Funktionen, welche sowohl
Informationen {iber obere und untere Distanzschranken, U und L™, als auch Terme
fur abstolRende Bindungspotentiale, R, beinhalten. Diese variablen Funktionen

ergeben zusammen eine Funktion T, die im Laufe der Strukturberechnung nach

3 vgl. Kapitel 4.
% upper bound“ und ,lower bound-.
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Durchfuhrung einer Reihe von Minimierungsschritten ein globales Minimum erreichen
sollte. Zweck dieser Minimierung ist es, gute Konformere zu erhalten, die mit den
experimentellen Datensatzen im Einklang stehen. Die Funktion T ist bei der Distanz-

geometrieberechnung wie folgt definiert:

Zpk(aﬂ aﬁ'xd )
+—Zak a,p)o aﬁ)(/ )2/I§ﬂ+ (2)

T Zr,(a,ﬂ)ﬁ(sa +S, —daﬂ){(sa +sﬂ)2 —djﬁ}z,

(@.f)

Dabei ist dqp der Abstand zwischen zwei Atomen a und B; Fur die Stufenfunktion 6
gilt:

6(x) =0 furx=20und 6(x) =1 furx < 0;

pk(e, p) =1, wenn (e, B) € Uy, sonst px(e, f) =0mitk=0,1, 2, ...

ok(a, p) =1, wenn (a, p) € Ly, sonst ok(e, f) =0mitk=0,1, 2, ...

(e, p) =1, wenn (¢, p) € Rg, sonst %(a, f) =0. mitk=0,1, 2, ...

w ist ein Parameter, der den relativen Einfluss des dritten Terms, R, auf den ersten
und L den zweiten Term U beschreibt. Der dritte Term ist im Sinne des Lennard-
Jones-Potentials ein Modell fur die Abstol3lung und wird eingefuhrt, um ungunstige
sterische Uberlappungen zwischen Atomradien aufzuheben.

Diese Abstandsinformationen kénnen in Form von oberen und unteren Distanz-
schranken-Matrizen zusammengefasst werden. Diese Distanzschranken-Matrizen
sind der Ausgangspunkt der Strukturberechnung durch Distanzgeometrie. Sie wer-
den innerhalb der oberen und unteren Distanzschranken nach dem Zufallsprinzip
ausgewahlt. Entsprechend der getroffenen Auswahl wird einen Satz von Strukturbe-
rechnungen durchgefihrt. Dieser Satz von Strukturberechnungen flhrt schliel3lich zu
einem Satz von Strukturen. Die Abweichung der Atompostionen (r.m.s.d) innerhalb
des berechneten Strukturensembels ist ein Mal} fur die Qualitat, in der die Distanz-
schranken-Matrizen die erstellten dreidimensionalen Strukturen definieren.

Eine Optimierung der Zielfunktion (2) durch Minimierungsschritte nach der Distanz-
geometrieberechnung findet wie folgt statt: Die Funktion Ty wird zuerst fir kleine
Werte von k und / minimiert, welche Schritt fur Schritt erhdoht werden. Hierbei dient
die erste Konformation entsprechend dem ersten Minimierungsschritt als Startkon-

formation bei der Berechnung, welche wiederum als erste korrekte lokale Konforma-
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tion bewertet wird. Diese Startkonformation wird dann benutzt, um zusatzliche
Abstandsinformationen zu generieren, da ein vollstandiger Datensatz an Distanz-
schranken durch experimentelle Verfahren in der Praxis nicht gewonnen werden
kann. Beim Generieren von neuen Abstanden erfolgt eine leichte Stérung der mo-
mentanen lokalen Konformation bis zum Erreichen einer endgultigen guten Konfor-
mation, passend zum niedrigsten Energieniveau, ohne jedoch die globale Faltung zu
verandern. Daraus folgt, dass Konformationen, welche dem untersten Energieniveau
o entsprechen, hier aber nicht erreicht werden kdnnen. Startkonformationen und
Endkonformationen besitzen folglich eine mittlere quadratische Abweichung, genannt
r.m.s.d., entsprechend der Grolie des Proteins, dessen Struktur ermittelt werden soll.

Der r.m.s.d. zweier Konformationen lasst sich durch

rmsd.= {%g(@ -7, )ZT (3)

definieren, wobei r, die Atomkoordinaten der ersten Konformation im kartesischen
Koordinatensystem beschreibt, wahrend 7, die rotierenden Koordinaten der anderen

Konformation kennzeichnet, die rotiert werden, damit beide Strukturen die beste
Ubereinstimmung im Raum aufweisen (Braun & G&, 1985).

GrofRter Nachteil dieser Strukturberechnung durch Annahrung der Molekulgeometrie
und ihrer anschlieBenden Optimierung ist die Ermittlung von Molekulen, welche
tausende von einzigartigen Konformationen sekundenweise annehmen kdnnen,
ohne jedoch an alle konformationsbedingten Energiebarrieren zu gelangen. Ursache
daflr ist, dass die Energiebarrieren zwischen den meist besetzten Konformationsni-
veaus zu grof} sind. Behoben, wird dieses Problem durch die Anwendung von mole-
kulardynamischen Algorithmen, bei denen Temperatureffekte auf Atombindungen
simuliert werden konnen. Nur dadurch ist es moglich, diese Energiebarrieren zu
passieren. Das Passieren mehrerer Energiebarrieren erlaubt es, die gunstigste
Konformationsenergie zu erreichen und damit die Ermittlung von besonders energie-

armen Konformeren.

3.2.2. Berechnung durch Molekulardynamik

Anders als im DG-Verfahren beruht die Annahrung mittels des molekulardynami-

schen Algorithmuses auf Kernladungen und Energieniveaus von Molekulorbitalen
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(semi-empirische Berechnungen). Hier werden die Atome wie Teilchen behandelt,
die sich in einem Kraftfeld bewegen, um dadurch ihr Verhalten zu beschreiben und
folglich die Struktur von Molekullen aufzuklaren. Dies geschieht durch Berucksichti-
gung der Energie des Kraftfeldes, die sich im Sinne des Newton’'schen Gesetzes wie
ein anharmonischer Oszillator verandern soll. Bei der Berechnung wird zur Gesamt-
energiefunktion (Zielfunktion) der Term der potentiellen Energie addiert, der die
interatomaren Distanzschranken kennzeichnet. Gemaly dem Newtonschen Gesetz

wird die kinetische Energie der Teilchen K wie folgt definiert:
1 N
K= EZm,vf (4)
i=1

m; ist hier die Masse eines Teilchens i und v; seine Geschwindigkeit.

In einer molekulardynamischen Simulation werden die Newtonsche Bewegungsglei-
chungen durch diskrete numerische Integration Uber eine grof3e Anzahl von infinite-
simal kleinen Zeitabstanden geldst'™ (Briinger, 1986). Die GroRe des ersten Ande-
rung der molekularen Geometrie aus einer Storung des Systems bestimmt hier dann
das Niveau der kinetischen Energie, welches einer bestimmten Temperatur T ent-

spricht und sich wie folgt beschreiben lasst:
3 1 5
ENkT: EZmivi (5)

N ist dabei die Avogadrosche Zahl und k die Boltzmann Konstante. Die Zeitentwick-
lung kann auch durch die Geschwindigkeit der Atome ausgedruckt werden, wahrend
die Temperatur durch Skalieren der Geschwindigkeiten konstant gehalten wird. Dies
entspricht der Verknupfung des Systems mit einem ,Warmebad®, wodurch grol3e
Temperaturfluktuationen vermieden werden. DarlUber hinaus fuhrt eine Simulation in
kleineren Zeitabstanden (Picosekunden) zur Integration von héheren Bewegungsfre-
qguenzen im System. Diese hohen Frequenzen werden in der Regel durch Vibratio-
nen von Atombindungen hervorgerufen. Diese Art der Simulation nach molekulardy-
namischer Berechnung erlaubt es auBerdem die Anderung der Energie und die

Abweichungen der Atompositionen relativ zu einer gemittelten Konformation zu

At
'* Dies entspricht eine Anderung der Zeit gemal J.
dt
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verfolgen. In der Praxis wird eine Strukturberechnung durch molekulardynamische
Simulation durch drei wichtige Zeit- und Temperaturperioden charakterisiert: das
Erhitzen, die Simulation und das Kuhlen des gesamten Systems. Die Simulationspe-
riode wird im Regelfall weiterhin in einen Aquilibrierungsschritt und in eine Daten-
sammlung unterteilt. Dieses Aquilibrieren des Systems erlaubt es im Allgemeinen

Artefakte aus hohen Temperaturen zu korrigieren (Glasel & Deurtscher, 1995).
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4. Grunlagen der magnetischen Kernresonanzspektro-

skopie

Die Anwendung der magnetischen Kernsresonanzspektroskopischen Methoden auf
biologische Makromoleklle wie Proteine basiert heutzutage auf den Arbeiten von
Woathrich et al. (1986). In diesem Kapitel werden die Grundlagen dieser modernen
Kernresonanzpektroskopie erlautert, die als Hauptinstrument zur Strukturaufklarung

der aminoterminalen Domane des D. discoideum CAP-Proteins (CAP-N) dienten.

4.1. Das 1D-NMR Spektrum

Das Phanomen der Zeeman-Aufspaltung liegt der magnetischen Kernresonanzspekit-
roskopie zu Grunde. Es liefert einen wichtigen experimentellen Beweis Uber die
Quantelung des Kernspins I eines Atoms und dessen Verhalten in einem aulieren

homogenen Magnetfeld By.

4.1.1. Die Zeeman-Aufspaltung

Durch die Wechselwirkung des kernmagnetischen Momentes gz = y p mit dem aule-
ren Feld spalten die Energieniveaus eines Atomkerns auf. Diese Energieniveaus
werden Kern-Zeeman-Niveaus genannt. Dabei ist das gyromagnetische Verhaltnis y
eine kernspezifische Konstante und p der Eigendrehimpuls des betroffenen Kernes.

FUr die magnetische Kernresonanzspektroskopie an Proteinen spielen Kerne mit
Spin-Quantenzahl I="2 eine wesentliche Rolle. Fur solche Kerne sind zwei verschie-
dene energetische Zustande erlaubt: ein energiearmerer Zustand, o, parallel zu By
(in Richtung des Feldes) und ein energiereicherer Zustand, 8, antiparallel zu By (dem
Feld entgegengerichtet). Hier findet jeweils eine Prazession des magnetischen

Momentes u mit der Larmor-Frequenz vo = | y | Bo/2t um Bg bzw. um -By statt.
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By
B
A=-l2hyg, {I)=m =-1/2 £ =+1/2-hyB,
AE = hyB,
o
I fi=+1/2 hy-& (IV=m, =+1/2 E=-1/2-hyB,

Abbildung 4.1 Orientierung eines Teilchens mit Spins | = ¥4 im Magnetfeld. « stellt den energetisch

armen Zustand und 3 den energetisch reichen Zustand. m, ist die magnetische Quantenzahl und I,

die Drehspinquantezahl der Teilchen.

In diesen zwei erlaubten Energieniveaus erfolgt eine Verteilung der Kerne gemalf}

dem Boltzmann-Gesetz:

NS = Na exp (-AE/ kT) (6)

AE ist der Energieunterschied zwischen den zwei verschiedenen Zustanden a und g,
KT die Boltzmann-Temperatur und NS bzw. N« die Anzahl der Kerne in den energeti-
schen Zustanden, o und g. Ein geringer Besetzungsunterschied AN = Ng - N«
entsteht dadurch, dass eine starkere Besetzung des energiearmeren Zustandes
stattfindet. Dies fihrt zu einer Netto Magnetisierung M, die fir das Entstehen des

NMR-Signals bei der Durchfuhrung von Pulsexperimenten verantwortlich ist.

4.1.2. Das Verhalten der Kernspins im statischem Magnetfeld

Beim Puls-Fourrier—Transformations-NMR-Experiment wird die zu messenden Probe
in ein statisches Magnetfeld By gebracht. Unter dem Einfluss von By werden die
Kernspins polarisiert, so dass eine makroskopische Magnetisierung My in Richtung

des statischen Magnetfeldes By resultiert.
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m=+1/2
y
m=-1/2

Abbildung 4.2 Verteilung von Kernspins auf einem Doppelprédzessionskegel mit der Larmorfrequenz

v.. My ist die resultierende makroskopische Magnetisierung.

Wie in Abbildung 4.1 dargestellt, prazedieren die Kerne mit Kernspin | = 1/2 auf
einem Doppelprazessionskegel um die Feldrichtung z. Die Anwendung eines Radio-
frequenzfeldes B4 entlang der x-Achse des Koordinatensystems stort das thermische
Gleichgewicht des Ensembles gleichartiger Spins, in dem eine Besetzungsinversion
zwischen den zwei Energieniveaus hervorgerufen wird. Ein Radiofrequenzfeld einer
geeigneten Lange, das einen 90°-Puls erzeugt, bewirkt, dass My in die x, y —Ebene
gedreht wird (M, My), die senkrecht zu By steht (s. Abbildung 4.3).

m=+1/2

m=-1/2

Abbildung 4.3: Richtung der resultierenden makroskopischen Magnetisierung nach einem 90°-Puls.

Dieser 90°-Puls ruft eine gleiche Besetzung der beiden Energieniveaus hervor. Dabei beruht die

makroskopische Magnetisierung auf eine Phasenkohérenz der prézedierenden Spins.
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Die Ursache hierfur liegt in der Tatsache, dass bei Einstrahlung eines hochfrequen-
ten Wechselfeldes B4 mit der Larmorfrequenz v senkrecht zu By eine Resonanzab-
sorption durch die Kerne erfolgt. Dadurch wird die Gleichgewichtsverteilung der
magnetischen Kernmomente auf dem Prazessionskegel gestort, mit der Folge, dass
eine transversale Magnetisierung in der x,y-Ebene erzeugt wird. Diese transversale
Magnetisierung in der x,y-Ebene prazediert unter dem Einfluss des statischen Mag-
netfeldes By mit der Larmorfrequenz. Die transversale

Magnetisierung induziert einen elektrischen Strom in der Detektionsspule des
Spektrometers, der die Observable in der NMR-Spektroskopie darstellt. Da das
untersuchte System dazu tendiert, in das thermodynamische Gleichgewicht zurick-
zukehren, bei der die Magnetisierung parallel zu By orientiert ist, nimmt die transver-
sale Magnetisierung mit der Zeit ab. Dabei wachst M, wieder auf My an und My und
My gehen gegen Null. Bloch (Bloch, 1946) hat diese Vorgange mit zwei verschiede-
nen Relaxationszeiten T4 und T, beschrieben. Die longitudinale Relaxationszeit T4,
auch als Spin-Gitter-Relaxationszeit bezeichnet, beschreibt dabei die Rate, mit der
die Magnetisierung M in das thermodynamische Gleichgewicht zurlickkehrt. T
korreliert mit der gesamten Rotationsbewegung des Molekuls in Losung und kann
weiterhin durch die intramolekulare Mobilitat flexibler Strukturen beeinflusst werden.
Im Gegensatz dazu beinhaltet die transversale Relaxationszeit oder Spin-Spin-
Relaxationszeit T, die Rate des Abfalls effektiver Magnetisierung, die in der x,y-
Ebene nach einem 90°-Puls beobachtet wird. Sie resultiert aus dem Verlust an
Phasenkoharenz der einzelnen Kernspins untereinander, die in der x,y-Ebene praze-
dieren und zu der makroskopischen Magnetisierung beitragen. Die so genannten

Relaxationsprozesse gehorchen einer Funktion 1. Ordnung:

aM. _ M.-M, 7)
dt T,

M, _M, . dM_ M, (®)
dt T, d T,

Die Gleichungen (7) und (8) sind die Bloch-Gleichungen, die im klassischen Bild das

Verhalten der makroskopischen Magnetisierung beschreiben.
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4.1.3. Das Spinensembel

Das NMR Experiment kann anhand der Theorie des isochronen Spins (gleiche
Spins) verstanden werden. Zu diesem Zweck wird anstelle des statischen Koordina-
tensystems ein rotierendes Koordinatensystem in Betracht gezogen (Hornak et al.,
1997).

Die Netto-Magnetisierung M von Kernen mit gleichen gyromagnetischen Konstanten
y setzt sich in einer Proben aus den magnetischen Momente x4 von magnetisch
aquivalenten Kerngruppen, genannt Spinensembel oder Spinpacket (z.B. frei rotie-
rende Methylgruppen). In jeder dieser Gruppen haben die Spins eine charakteristi-
sche Larmor-Frequenz. Nach einem 90° Puls prazedieren die Spins dieser Kern-
gruppen um die z-Achse mit ihrer jeweiligen Frequenzen. Diese Prazessionsbewe-
gung hangt von der Abschirmung o (s. Anhang), dem Mal} fur die magnetische
Umgebung jedes Spins (Nachbargruppeneffekt), ab. Da ein Spinpacket als den
gemittelten Spin-Vektor einer Gruppe von magnetisch aquivalenten Kernen definiert
wird, wird die gemittelte Larmor-Frequenz eine kernabschirmungsabhangige Funkti-
on: o (1-c). Fur einen Beobachter in dem rotierenden Koordinatensystem, wird das

Spinpacket mit der winkelabhangigen Frequenz

®=w0y(1-6)-o (9)

prazedieren.

4.1.4. Eindimensionale NMR-Spektroskopie

Das Eindimensionale Experiment besteht aus zwei Phasen: die Praparation und die
Detektion (Abbildung 4.4).

Bei der Praparation wird das Spinsystem in einen definierten Zustand gebracht,
dessen ,Antwort” wahrend der Detektionszeit registriert wird.

Die Praparation des Spinsystems besteht aus einem kurzen, starken Anregungspuls
aus der x-Richtung, auf die Gleichgewichtsmagnetisierung My (Magnetisierung in z-
Richtung). Bei geeigneter Wahl der Pulsdauer wird die Magnetisierung von ihrer
ursprunglichen Orientierung entlang der z-Achse vollstandig zur y-Achse hingeklappt.
Nach diesem 90° Puls prazedieren die verschiedenen Kernspins mit ihrer Larmorfre-

quenz um die z-Achse. Sie induzieren dabei eine Spannung in einer Empfangerspu-
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le, die registriert und abgespeichert wird. Durch die Relaxationszeit T, nimmt diese
Spannung stark ab. Aus diesem Grund werden die gesammelten Daten als FID (Free
Induction Decay) bezeichnet. Die erhaltenen Daten werden zunachst in einer Zeit-

domane registriert und in Frequenzdomane durch Fourrier-Transformation Ubersetzt.

Spektrale Parameter

Das NMR-Spektrum eines Proteins ist durch eine Signaldispersion von ca. 10 ppm
(s. unten) gekennzeichnet. Diese Signaldispersion wird dadurch erklart, dass das von
aullen angelegte statische Magnetfeld By einen Ringstrom der Elektronen am Ort
des Kerns erzeugt. Nach der Lenzschen Regel wird ein Magnetfeld Bi,q induziert, das
dem By-Feld entgegengesetzt orientiert ist. Das lokale Feld am Kernort ist dement-

sprechend gegenuber dem angelegten statischen Feld wie folgt abgeschwacht

Blok = BO _Bind (10)

Die Gleichung (10) beschreibt hiermit die Abschirmung eines Kernes durch seine
elektronische Umgebung. Die Abschirmung ist die Grundlage der chemischen Ver-
schiebung (Spektralparameter). Ausgehend von (11) lasst sich eine Abschirmungs-

konstante ¢ definieren, da das induzierte Feld Bj,q vom angelegten By abhangig ist.

B,y =0 B, (11)

Die Abschirmungskonstante o ist ein Mal} fur die Nachbargruppeneffekte, zu denen
1. die magnetische Anisotropie von Nachbargruppen (on),
2. der Ringstromeffekt bei Aromaten (cRr)
3. der elektrische Effekt (ce)
4. und die Intermolekulare Wechselwirkungen (ci) wie beispielsweise

Wasserstoffbriicken und Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel zahlen.

In der NMR-Spektroskopie spielen vor allem (on) und (or) eine wichtige Rolle.
Aus den Gleichungen (8) und (9) erhalt man folgende Gleichung, die das lokale Feld

am betrachteten Kernort beschreibt.
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B, =B,-(1-0) (12)

Die Abschirmung ¢ hangt in groem Malde von den elektronegativen, induktiven und
mesomeren Eigenschaften der Nachbaratome oder Atomgruppen eines Kerns ab,
die die Elektronendichte am Kernort beeinflussen. Da Resonanzfrequenz und mag-
netische Flussdichte entsprechend der Resonanzbedingung miteinander verknupft
sind, verwendet man in der NMR-Spektroskopie einen relativen Mal3stab Ay, der den
Frequenzdifferenzen zwischen den Resonanzsignalen der Substanz und einer
Referenzsubstanz entspricht. Daher Iasst sich die chemische Verschiebung wie folgt

definieren:

Av

0= x 10° (13)

J ist eine dimensionslose, von der Messfrequenz bzw. Magnetfeldstarke unabhangi-
ge, fur den betrachteten Kern in seiner Umgebung charakteristische Grof3e. Da Av im
Vergleich zu v sehr klein ist, wurde der Faktor 10° eingefiihrt. In der Regel § wird in

ppm (parts per million) angegeben (Hesse, Meier & Zeeh, 1995).

Wegen des oben genannten Nachbargruppeneffektes lasst sich fur die Dispersion
folgende Einteilung der Signale im eindimensionalen 'H-NMR-Spektrum vornehmen.
Im Bereich von etwa 0,0 bis 3,5 ppm befinden sich die Resonanzfrequenzen ge-
wohnlicher aliphatischer Protonen, im Bereich von ungefahr 3,5 bis 6,0 ppm die
Frequenzen der C,-Protonen von Aminosauren, aber auch die der &-Protonen der
Proline ebenso wie der B-Protonen von Serin und Threonin. Resonanzfrequenzen
von NH-Protonen bzw H,O finden sich im Frequenzbereich 6.0 bzw. 4.5 ppm
(Wthrich, 1986).

Wahrend einzelne Aminosauren in Losung oder denaturierte Proteine nur eine
geringe Dispersion aufweisen, gilt dies nicht fur native Proteine. Da diese im Raum
durch eine dreidimensionale Faltung charakterisiert sind, weisen die meisten NMR-
Signale eine unterschiedliche chemische Verschiebung auf.

Zu der chemischen Verschiebung zahlt noch als weiterer spektraler Parameter die

skalare Spin-Spin-Kopplung. Sie umfasst:
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1. Die indirekte Spin-Spin-Kopplung. Gemeint ist hier die Kopplung eines
Kernes mit zwei bis mehreren Nachbarkernen Uber mehrere Bindungen.
Sie enthalt ferner die geminalen Kopplungen (3J) und die vicinalen Kopp-
lungen (3J).

2. Die Kopplung mit einem direkten Nachbarkern ('J).

3. Die Kopplung mit nicht aquivalenten Nachbarkernen

Andere Spektralparameter wie Intensitaten und die Linienbreite der Resonanzsignale
liefern ebenfalls wertvolle Informationen bei der Strukturaufklarung (Abbildung 5.1).

Die Linienbreite AB1, ist mit der transversalen Relaxationszeit T, wie folgt verknupft.

. 1 yAB, 1
hoaT T 2 T,

2

Av

(14)

Diese Resonanzlinie 1asst sich durch eine Lorentz-Funktion beschreiben. Sowohl
paramagnetische Verunreinigungen als auch Austauschprozesse (dynamische
Prozesse) beeinflussen die Linienbreite. Zum einen fuhren paramagnetische Verun-
reinigungen zu stark verbreiterten Linien, indem die Relaxationszeiten verkurzt
werden, zum anderen bewirken langsamere bzw. schnellere Austauschprozesse
scharfe bzw. verbreiterte Signale. Die Linienbreite wird zur Bestimmung der Moleklil-
grolRe und des Aggregationszustandes eines Proteins herangezogen, da T, von der
Grolde des Molekulls abhangig ist. Hierin zeigt sich auch ein bedeutendes Problem in
der NMR-Spektroskopie von Proteinen, da unter den erforderlichen Konzentrationen
einige Proteine stark zur Aggregation neigen. Die daraus resultierende grofRe Linien-
breite der Signale aggregierter Proteine verschlechtert die bei Proteinen ohnehin
kritische spektrale Auflosung erheblich. Sowohl Signalintensitaten, Linienbreite,
skalare Kopplung als auch chemische Verschiebungen sind somit die wichtigsten
Hilfsmittel bei der Strukturaufklarung von Proteinen.

Die Interpretation eines 1D-Spektrums ist fir komplexe Molekile aufgrund der
Uberlagerung der verschiedenen Signale géanzlich unmdglich. Diese Uberlagerungen
konnen jedoch durch die Einflhrung weiterer spektraler Dimensionen aufgeldst

werden.
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Abbildung 4.4 Schematische Darstellung eines 1D-NMR-Experiments.

Das 1D-NMR-Experiment wird durch eine Spins-Prdparationsphase und eine Signaldetektionsphase
gekennzeichnet bei der das FID (free induction decay) aufgenommen wird. Das FID entspricht eine
zeit- und frequenzabhéngige Funktion: M(t) = cos(w t) exp(- t/T) und wird in der Zeitdomé&ne gemes-
sen. Nach einer Fourriertransformation dieser Funktion erhélt man das NMR-Signal in der Frequenz-
doméne.

4.2. 2D- und 3D-NMR-Spektren

Die Einfuhrung von mehrdimensionalen NMR Experimenten erlaubt es, eine genaue-
re Interpretation der Protonen-, Stickstoff- und Kohlenstoffresonanzen von fast jeder
Aminosaure eines Proteins im Spektrum durchzufihren. Aufgrund besser aufgeldster
Resonanzsignale wird die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen
in Losung und die Suche nach moglichen Proteinbindungspartnern in diesem Fall
ermdglicht. Fur die Charakterisierung von Proteinen der Massen 50 bis 200 kDa
werden ublicherweise 2D- und 3D-NMR-Experimente verwendet. Eine vierte Dimen-
sion ist nicht immer der Regelfall, dennoch vorteilhaft bei der Aufklarung von grofie-

ren Proteindoméanen.

4.2.1. Die Spektrenaufnahme

Die Spektrenaufnahme beginnt mit der Stabilisierung des Magnetfeldes durch Lo-
cken durch Verwendung vom Deuterium-Locksignal (s. Abschnitt 4.7.1). Danach

erfolgt eine Optimierung der Magnetspule durch Anpassung an eine geeignete
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Resonanzfrequenz und den ,richtigen® Widerstand (probe tuning). Der Magnetspu-
lenoptimierung folgt die Erhdhung der Magnetfeldhomogenitat in Bezug auf die
gemessene Probe (engl: shimming) und schlie3lich die Pulskalibrierung und die
Datenakquisition. Nachdem die Spektren aufgenommen worden sind, wird in der
Regel eine ,Datenprozessierung“ angewandt, die das gemessene Signal in den
Frequenzraum transformiert. Dabei werden verschiedene Optimierungsmethoden,
wie z.B. Basislinienkorrektur, angewandt. Fur eine genauere Beschreibung dieser

Prozesse wird auf die Literatur verwiesen (Roberts, 1995).

4.2.2. 2D-NMR-Experimente

Die Pulse werden im Allgemeinen bei den 2D-Experimenten so ausgewahlt, dass
detektierte Signale als t-abhangige Amplituden- oder Phasenfunktionen moduliert
werden, da fir jeden Wert von t; ein FID aufgenommen wird. Infolgedessen
konnen die Frequenzen der Signale in t4 durch ihre Beziehung zu den Signalen in t,
indirekt gemessen werden. Sobald ein vollstandiger Datensatz vorhanden ist, wird er
in Bezug auf t; und t, Fourrier transformiert. Das dabei entstandene zweidimensiona-
le Spektrum kann dann als Funktion von zwei Frequenzvariablen F4 und F, darge-

stellt werden.

Folgende Typen von 2D-Experimenten haben sich als wesentlich fur die Strukturauf-
klarung von Proteinen herauskristallisiert: das NOESY- das TOCSY- und das HSQC-
Experiment. Diese Experimente unterscheiden sich durch den Typ von Signal in t4
und die Informationsibertragung von t; zu t, und dienen im Falle von NOESY- und
TOCSY-Experimenten, zum einem der Zuordnung von sequenziellen Beziehungen
zwischen Aminosaureresten in einem Protein und zum anderen zur Identifizierung
von Signalen aus interresidualen Wechselwirkungen, ausgehend von der Primar-
struktur. Das HSQC-Experiment dagegen wird ausschlieBlich zur Identifizierung von

Protonen, die direkt an den Heterokernen "°N und "°C gekoppelt sind, genitzt.

4.2.3. Das 2D-NOESY-Experiment

Das NOESY-Experiment (,Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy®) basiert

auf die dipolare Wechselwirkung der Kernspins. Man spricht vom Kern-Overhauser-
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Effekt. Bei diesem Vorgang relaxieren zwei Spins wie folgt: einen Spin | relaxiert Gber
einen anderen Spin S und umgekehrt und verstarkt oder schwacht dadurch dessen
Magnetisierung (Kreuzrelaxation). Dieser Kern-Overhauser-Effekt wirkt durch den
Raum und ist in erster Nahrung proportional zu 1/r® (r entspricht dem Abstand zwi-
schen zwei Kernen). Die Kreuzrelaxation zweier Protonen ist daher von dem raumli-
chen Abstand dieser Protonen abhangig. Ein Magnetisierungsubertrag zwischen
zwei Kernen wird in der Regel nur dann beobachtet, wenn diese weniger als etwa 5
A voneinander entfernt sind. Das NOESY-Experiment erlaubt es, Informationen tiber
den Abstand zwischen zwei Protonen zu gewinnen, welcher zur Strukturberechnung
herangezogen werden kann. Die Korrelation von Protonen aufgrund ihrer raumlichen

Beziehung stellt die wichtigste Strukturinformation in der NMR-Spektroskopie dar.

4.2.4. Das 2D-TOCSY-Experiment

Im TOCSY-Experiment (Total Correlation Spectroscopy) wird die Magnetisierung
durch den Transfer Uber skalare J-Kopplung entlang des Spinsystems einer Amino-
saure verteilt. Dieser erfolgt durch Einstrahlen eines starken Spin-Lock-Pulses nach
Erzeugung von transversaler Magnetisierung wahrend der Evolutionsphase. Der
Spin-Lock-Puls unterdrickt die Larmor-Prazession, d.h. die Magnetisierung entwi-
ckelt sich nur unter dem Einfluss der J-Kopplung und eliminiert dabei den Effekt der
Abschirmung von benachbarten Kernen. Somit kann die Magnetisierung zwischen
den Protonen innerhalb einer Aminosaure bis zu vier Bindungen Ubertragen werden.
Dieser Effekt, der durch die TOCSY-Pulsabfolge hervorgerufen wird, wird ,isotrope
Mischung“ genannt. Da eine isotrope Mischung durch eine Abwesenheit von einem
Phasenverlust gekennzeichnet ist, so dass die Magnetisierungen des Spins im
Spinpacket sich nicht gegenseitig ausloschen kénnen, ist das TOCSY-Experiment
beziiglich der Signaliibertragung durch 'H-"H-Kopplungen hoch empfindlich (,data-
sensitiv“), im Gegensatz zum COSY-Experiment (Roberts, 1995). Einziger Nachteil
dabei ist der daraus resultierende Signalverlust, bedingt durch eine Relaxation im

Laufe der Mischsequenz.

Sowohl die 2D-NOESY- als auch die 2D-TOCSY-Experimente werden bei groReren
Proteinen in H,O aufgenommen und spater nach einem Ldsungsmittelaustausch

auch in D,O. Zweck dieses Austauschs ist es, Signallberlagerungen durch Proto-
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nenresonanzen aus einer Wechselwirkung mit H,O (Bildung von Wasserstoffbri-
ckenbindungen) zu unterdricken. Die austauschenden Gruppen, wie beispielsweise
die Amidprotonen, sind dadurch im 2D-NOESY in D,O nicht sichtbar. Einer der
wesentlichen Vorteile ist aul’erdem hier die Abnahme der Signalintensitaten von
verbreiteten Signalen, die als Folge der Proteindynamik zu einer massiven Uberlage-

rung beitragt.

4.2.5. Das HSQC-Experiment

Das HSQC-Experiment (,Heteronuclear Single Quantum Coherence®) entsteht aus
dem Ubertrag von Magnetisierung auf einen Heterokern und wieder zuriick. In der
NMR an Biomolekulen werden heteronukleare Korrelations-Experimente in der Regel
dazu benutzt, Protonen zu identifizieren, die an andere X-Kerne direkt gekoppelt
sind. X steht fur die Isotope, 3¢ und °N. Im Fall eines 15N-HSQC—Experimentes zum
Beispiel wird die Magnetisierung von einem 'HN —Proton auf den skalar gekoppelten
*NH_stickstoffkern ubertragen. Die Folge ist dabei eine Korrelation zwischen einem
Stickstoffkern und seinem Amid-Proton. Diesem Vorgang, der INEPT (Insensitive
Nuclei Enhanced by Polarization Transfer) genannt wird, folgt eine Evolutionszeit, in
der die Spins entsprechend der lokalen chemischen Umgebung prazedieren.
Schlieflich erfolgt ein Ruck-INEPT-Schritt. Die Magnetisierung kann dann uber das
'HN-Proton detektiert werden. Einer der grofldten Vorteile dieses Experimentes ist,
dass Signale der "HN= oder Kohlenstoffprotonen, die im 2D-NOESY-Experiment
Uberlagert sind, hier besser identifizierbar sind. Das HSQC-Experiment stellt die
Basis fur die Charakterisierung von grof3en Proteinen (> 100 Aminosauren) mittels
der NMR-Spektroskopie dar. Wahrend ein 1H-15N-HSQC-Spektrum sowohl der
Charakterisierung der Protonen des Ruckgrades als auch der Identifizierung der
Amid-Seitenketten von einigen Aminosauren dient, erlaubt das 'H-"c-HSQC als
Erganzung dazu, die Kohlenstoff-Protonen im Protein zu identifizieren und vor allem
das Spinsystem von Prolinresten leichter zu erfassen. Ein weiterer Vorteil des
HSQC-Experiments liegt in der Moglichkeit einer Erweiterung in weitere spektrale

Dimensionen.
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4.2.6. 3D-NMR-Experimente

Der Ubergang in einer dritten Dimension erlaubt es, die Signaliiberlagerungen weiter
zu reduzieren. Ein dreidimensionales Spektrum kann somit aus einem zweidimensio-

nalen Experiment folgendermalen konstruiert werden:

Nach der ersten Mischperiode wird eine weitere Evolutionszeit, gefolgt von einer
zweiten Mischperiode, anstelle einer anschlieRender Akquisition eingefligt. Am Ende
steht wiederum die direkte Datenakquisition. Die verschiedenen Zeiten t; und to
werden einzeln inkrementiert. Bei den 3D-NMR-Experimenten erfolgt eine Signalver-
teilung in einem Quader anstelle einer Ebenen wie es in den 2D-Experimenten der
Fall ist. Kombiniert werden in der Regel die Pulssequenz eines 2D-"H-NOESY-
Experimenten mit der Pulssequenz von einem ®*N-HSQC- oder einem "*C-HSQC-
Experiment, so dass 3D-"°N- NOESY-HSQC- oder 3D-">C-NOESY-HSQC-Spektren
entstehen. Die 2D-NOESY Mischzeiten werden hier von den HSQC-Pulssequenzen

gefolgt. Erst am Ende der HSQC-Pulssequenz beginnt die Datenakquisition.

4.2.7. Das HCCH-TOCSY-Experiment

Das 3D-HCCH-TOCSY-Experiment wird als Alternative zum BC-TOCSY-HSQC fiir
grolRere Proteine (> 50 kDa) bevorzugt. Hier findet ein schneller Magnetisierungs-
transfer tiber die direkte *C-">C zwischen den kovalent gebundenen Kernen im
gesamten aliphatischen Bereich des Proteins statt. Dadurch erfolgt der Transfer der
Magnetisierung von einem Proton der Kohlenstoffseitenkette (oder einem C“-Proton)
via dem direkt gebundenen Kohlenstoff zum nachst benachbarten Kohlenstoffkern,
um schlieRlich zu dem am nahesten gelegenen Proton zu gelangen usw. Im HCCH-

TOCSY sind deshalb alle Resonanzsignale der Kohlenstoffseitenketten sichtbar.

4.2.8. 3D Tripel-Resonanz NMR-Experimente

Zwar lasst sich das Problem der Signallberlagerung in kleinen Proteinen durch
Einbeziehen eines zweiten Kerns (Doppel-Resonanz) verringern, auf den die Magne-
tisierung Ubertragen werden kann, bei gro3eren Proteine (> 150 Aminosauren) sind
diese Schwierigkeiten nur eingeschrankt zu beheben. Durch Einflhrung eines dritten

aktiven Kerns werden Signaltiberlagerungen in den Spektren von groReren Proteinen
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deutlich geringer, da nur bestimmte Tripel von Kernen z.B. 'H - B¢ —>15N) Signale
liefern. Dies kommt daher, dass in diesen Spektren eine viel geringere Anzahl an
Signalen pro Ebene in dem 3D-Quader vorhanden ist. Die Anwendung von Tripel-
Resonanz-Experimenten bleibt aus diesem Grund die Methode der Wahl fur die
Strukturaufklarung solcher Proteine. Die Durchfuhrung von solchen Experimenten
erfordert jedoch die Verwendung von doppelmarkierten Proteinproben (13C, 15N).

Bei Tripel-Resonanz-Experimenten findet ein Magnetisierungstransfer zwischen den

Kernen Gber die 'J oder 2J-Kopplung statt, z.B. tber direkte kovalente C*-C?, NH-C?,

c*NH Bindungen. Infolgedessen erfolgt der Transfer zwischen den Kernen beson-
ders schnell und effizient. Signalverluste (s. oben) sind aul’erdem wesentlich gerin-
ger als bei den homonuklearen NMR-Experimenten.

Eine Klassifizierung und folglich die Anwendung solcher Experimente erfolgt nach
der Art der Korrelation zwischen den verschiedenen Kernen. Unter Berlcksichtigung
der Beziehungen zwischen Kernen untereinander, basiert die Charakterisierung des
Proteinrickgrades von besonders grolden Proteinen neben den 2D-"C- und "°N-

HSQC-Experimenten auf Tripelresonanz-Experimente:

4.2.8.1. Korrelation zwischen Amidprotonen und Alphakohlenstoffe: HNCA

Von einem Amidproton (NH) ausgehend erfolgt der Magnetisierungstransfer zu dem
direkt gekoppelten Stickstoffatom (NH), spater zu einem der benachbarten C*-Kerne,
i oder i-1, und zurlck. Die Resonanz der Stickstoffatome ist im Spektrum in der
ersten Dimension aufgetragen, die zweite zeigt die Resonanz der C”-Atome und die
dritte schliellich weist auf die der Amidprotonen hin. Jeder dieser Schritte erfordert
einen Transfer Uber starke 1J-Kopplungen zwischen den Kernen, wobei die 2JNCOL
Kopplung unwesentlich starker ist als die 1JNH(X Kopplung. Beide betragen jeweils 7

Hz und 11 Hz.

4.2.8.2. Korrelation zwischen Alpha- und Beta-Kohlenstoffen mit Amidproto-
nen: CBCA(CO)NH

Das CBCA(CO)NH-Experiment verbindet die Resonanzen von C* und CP-

Kohlenstoffatomen eines Aminosaurerestes i mit dem Amidproton des Nachfolgers
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i+1. Das daraus erhaltene Spektrum wird als Erganzung zusammen mit dem HNCA-
Spektrum verwendet, um eine effiziente ldentifizierung der Aminosaurereste des
Proteinrickgrads zu erzielen. Sowohl hier als auch bei einem HNCA Spektrum

konnen die Resonanzen von Kohlenstoffen identifiziert werden.

4.2.8.3. Korrelation zwischen Amidprotonen und Carbonylen (CO): HNCO

Hier werden Resonanzen von Amidprotonen mit denen der Stickstoffe (NH) eines
Aminosaurerestes i und denen des Carbonylrestes des vorheriges Restes i-1 ver-
bunden. Dadurch wird versucht, die Carbonylkohlenstoffe aller Aminosauren in der

Sequenz zu identifizieren.

4.2.9. Von der Sekundarstrukturidentifizierung zur dreidimensionalen
Struktur

Die Charakterisierung von Proteinen mittels der magnetischen Kernresonanzspektro-
skopie wird heutzutage immer mehr durch die Anpassung modernen Techniken an
grolRere Proteine (>100 Aminosauren) gepragt. Die Strukturaufklarung einer Protein-

domane lasst sich in vier verschiedene Prozesse einteilen:

4.2.9.1. Spektrenauswertung: Strategie der sequenzspezifischen Zuordnung

Die Strategie der sequenzspezifischen Zuordnung erfolgt hier gemal der Sequenz-
spezifischen Zuordnung bei groRen Proteine (> 100 Aminosauren) durch Verwen-
dung von Spektren der uniform ®N einfachmarkierten bzw. °N, "*C doppelmarkier-
ten sowie "°N selektiv markierten Proteinproben. Hiermit kdnnen sequenzielle Bezie-
hungen zwischen den Aminosauren leichter identifiziert werden als in Spektren von
nicht markierten Proben. Eine sequenzspezifische Zuordnung beginnt mit der Lokali-
sation einzelner Aminosauren innerhalb der Primarsequenz. Dies geschieht durch
Uberlagerung der ®N-HSQC Spektren der selektiv markierten Proben mit denen der
®N-HSQC uniform markierten Proben. Zweck dieser Uberlagerung ist es, jeder
Aminosauretyp anhand seiner chemischen Verschiebung bzw. seiner Frequenz im
Spektrum zu identifizieren. Die erhaltenen Werte konnen in die 3D ®N-NOESY-

HSQC und HNCA-Spektren Ubertragen werden, wo die eigentliche Suche nach
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direkten Nachbarschaftsbeziehungen i - (i + 1) bzw. i - (i - 1) stattfindet. Gewonnen
werden derartige Beziehungen durch die Untersuchung von Korrelationssignalen
(Kreuzsignalen) in den uberlagerten HNCA- und CBCA(CO)NH-Spektren. Die Korre-
lationssignale der NH-NH-Region des 3D-NOESY-HSQC-Spektrums sind dabei eine
sehr hilfsreiche Erganzung, um die genauere Positionierung der Aminosauren in der
Primarsequenz hervorzuheben. Der erfolgreichen Identifizierung von sequenziellen
Kreuzsignalen, bei der Peptidketten nach und nach erganzt werden, folgt die Identifi-
zierung von intraresidualen Signalen. Hinweise Uber intraresidualen Beziehungen
werden in der Regel durch Uberlagerung der 2D-NOESY, 2D-TOCSY in H,O und
2D-NOESY in D,O Spektren gegeben. Hier werden Signale der H* und H? Protonen
und manchmal auch Amidseitenkettenprotonen abgelesen und kénnen dann in das
2D-13C-HSQC—Spektrum ubertragen werden. Hier sind nur die Signale der Kohlen-
stoffprotonen des aliphatischen Bereichs detektierbar. Die Auswertung des 3¢
HSQC-Spektrums erfordert die vorherige Extrahierung von Frequenzen aus den
HNCA- und CBCA(CO)NH-Spektren, aus denen Signale von C* und CP-
Kohlenstoffen der einzelnen Aminosauren schon identifiziert wurden. Diese werden
in der Regel auch in den 3D-"*C-NOESY-HSQC ubertragen. Zwar sind solche
Spektren fur die ldentifizierung der Kohlenstoffseitenketten von Proteinen ausrei-
chend, weit bessere Ergebnisse werden bei gro3en Proteinen jedoch durch die
Verwendung des HCCH-TOCSY erzielt. Kreuzsignale der Amidseitenketten und
folglich ihre Identifizierung sind dagegen ausschlief3lich im 3D-">°N-NOESY-HSQC
erhaltlich. Eine wichtige Ausnahme stellt die Aminosaure Prolin dar. Diese unterbricht
die Kette der sequenziellen Konnektivitaten und ruft daher Schwierigkeiten bei der
Strukturaufklarung hervor. Der Grund hierfir liegt in der Absenz des Amidprotons, so
dass im 2D-15N-HSQC—Spektrum auch kein entsprechendes Signal erscheint. Anders
ist es, wenn der Prolinrest in der energetisch begunstigten trans-Konformation

vorliegt. In diesem Fall lassen sich die sequenziellen Signale des NHi_1—H5i-Kontaktes

auf die H*- Frequenz der Aminoséure i-7 im 3D ®N-NOESY-HSQC extrahieren.
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4.2.9.2. Ubersetzung der Kreuzsignale in Distanzschranken: Sammeln von

konformationellen Einschrankungen und Bestimmung der Sekundarstruktur

Wie bereits erlautert, finden sich in den NMR-Spektren Kreuzsignale fur Protonen,
die einen geringeren Abstand als 5 A voneinander aufweisen'®. Protonen benachbar-
ter Aminosauren weisen aufgrund der Molekulgeometrie nahezu immer sequenzspe-
zifische interresiduale Abstande auf, die weniger als 5 A betragen, genannt Distanz-
schranken. Diese konformationellen Distanzeinschranken sind in der Tabelle 4.11
zusammengefasst. Sie werden dazu benutzt, um eine Klassifizierung der Sekundar-
strukturelemente durchzufuhren. Andererseits kdnnen die Volumen der Resonanz-
signale in den NMR-Spektren in Distanzschranken (NOE-Abstande) Ubersetzt wer-

den durch die Beziehung,

= Tref (i lrer) ™ (15)

Dabei ist |; das Volumenintegral des beobachteten Signals bei einem Abstand r;, der
der Abstand der Aminosaure i zu einer bestimmten Aminosaure im Raum darstellt;
ref ist ein Referenzabstand, dessen Wert aus der Literatur erhaltlich ist und I
schlie3lich das dazu korrespondierende Peakvolumenintegral im Spektrum.

Eine Klassifizierung der Sekundarstrukturelemente erfolgt aufgrund dessen durch
eine genauere Untersuchung der Kreuzkorrelationen in den verschiedenen Regionen

der NOESY-Spektren. Hierfir werden Spektren ausgewahlt, die unterschiedliche
Mischzeiten aufweisen (tn, = 40 ms und tm > 100 ms). Dabei weisen besonders
starke NHi -NHi+1- und schwéachere “H; -NHi+1-WechseIwirkungen in den "H-NH- und
0‘H—NH-Regionen des Spektrums mit T, = 40 ms auf eine Helix hin. Die Anwesenheit
schwacher “H; -NHi.>- und “H ; -“Hi.3-Wechselwirkungen zusatzlich und manchmal
auch die der *H ; -"H..4-Kontakte in der OLH-NH-Region des Spektrums mit T, > 100
ms (hier: T, = 120 ms) dient als endgultiger Beweis zur Zuordnung der beteiligten
Aminosaurereste in einer Helix. Berucksichtigt werden unter anderem isolierte NHi -
NHi+z- und “H -NHi+1-Konnektivitéten fur die Identifizierung von R-Schleifen (Turns).

Die Anzahl der Aminosauren, die sich bei den NHi —NHi+1-WechseIwirkungen beteili-

'® Dies gilt nur fiir nicht deuterierten Proben.
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gen, wird zudem in Betracht gezogen. Bei einer Beteiligung von mindestens drei und
mehr Aminosauren handelt es sich um eine Helix, wahrend man bei zwei Resten
(héchstens drei) von einem R-Schleife spricht. Unterschieden wird aul3erdem noch,

ob eine a-Helix oder mdglicherweise eine 3'%Helix vorhanden ist. Entscheidend fiir

diese Unterscheidung ist die Anwesenheit von “H; -NHi+4—Konnektivitéten in der

gesamten Peptidkette.

Tabelle 4.1: Konformationelle Einschrankungen, wichtig fir die Bestimmung der Sekundar-
struktur eines Proteins: Kurze sequenzielle 'H-"H-Distanzschranken, 'H-"H-
Distanzschranken aus mittleren Reichweite, vicinale Kopplungen und Austauschrate von

Amidprotonen.

Parameter o-Helix 310-Helix B-Antiparallel B-Parallel
dan (i, 1) 2.6 2.6 2.8 2.8

den (i, i+1) 3.5 3.4 2.2 2.2

den (i, i+2) 4.4 3.8

den (i, i+3) 3.4 3.3

don (I, i+4) 4.2 (>4.5)

dnw (7, 1+1) 2.8 2.6 4.3 4.2

dnn (7, i+2) 4.2 4.1

da (i, i+1) 2.5-41 2.9-4.4 3.2-4.5 3.7-4.7
dgp (i, i+3) 2.5-4.4 3.1-5.1

dae (i, J) 2.3 4.8

dan (i, J) 3.2 3.0

dn (7, /) 3.3 4.0
3 (<4) (<4) (>9) (>9)
NH-Austausch langsam langsam langsam langsam
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4.2.9.3. Strukturberechnung: Bestimmung der Tertiarstruktur

Die flr die Strukturberechnung bendtigten Einschrankungen werden durch Integrati-
on der Kreuzsignalvolumina aus den 3D-'"°N-NOESY-HSQC- und '*C-NOESY-
HSQC-Spektren erzeugt (s. Kapitel 6). Nach einer internen Kalibrierung kénnen die
Abstande innerhalb Distanzschranken in sequenziellen, mittleren und Abstanden
grolRer Reichweite eingeteilt werden. Diese Kalibrierung erfolgt meistens unter
Berucksichtigung bekannter Werte der verschiedenen Strukturelemente (a-Helix, B-
Faltblatt und [-Schleifen). Dies gilt sowohl fur sequenzielle als auch fur intra-
residualen NOEs. Der Literatur zufolge befinden sich die Distanzschranken bei den
jeweiligen Proteinkonformationen in den oberen Grenzbereichen: 4,2; 5,2 und 6,0 A.
Die 2D-"'H NOESY-Spektren in H,O und D,O werden herangezogen, um ausschlief3-
lich Einschrankungen von Amidseitenketten, aber auch Amidprotonen, zu extrahie-
ren. Auch hier werden die Distanzschranken wie folgt in obere und untere Grenzbe-
reiche gruppiert: 1,8-2,8 A, 2,8-3,5 A und 3,5-5,5 A. Hinzugefligt werden aufRerdem
noch Korrekturen (Pseudo-atom-Korrekturen), wenn aromatischen Ringprotonen,
Methyl- und Methylenprotonen in den Distanzschranken beteiligt sind (Wathrich,
1986).

Da die Winkel ¢ und y des Proteinrickgrates zwischen den Aminosauren fur den
Aufbau von Tertiarstrukturen eine wichtige Rolle spielen, ist die Verwendung von
Winkeleinschrankungen bei der Strukturberechnung von Proteinen von groler
Bedeutung. Diese Winkel sind torsionsabhangig und lassen sich nur indirekt aus der
Charakterisierung von 3JHN—KoppIung-Konstanten in den Spektren ableiten. Eine
Extraktion aus einem 3D-HNHA-Experiment wird deshalb durchgefihrt, da hier 3JHNO(—
Kopplungen direkt abgelesen werden konnen. Zusatzlich dazu besteht die Maoglich-
keit der Winkelvorhersage (Cornilescu et al., 1999). So kann die Anzahl der erhalte-
nen Torsionswinkeleinschrankungen aus dem HNHA-Spektrum zu erganzt werden.
Bei dieser Torsionswinkelvorhersage werden die starke Abhangigkeit der chemi-
schen Verschiebungen der Atome des Proteinrtckgrates zu der lokalen Konformation
und die Ubereinstimmung mit sekundéren chemischen Verschiebungen von Protei-
nen vorausgesetzt. Dies fuhrt dazu, dass die sekundaren chemischen Verschiebun-
gen eines gegebenen Aminosaurerestes und die Informationen, die durch die Pri-
marsequenz gegeben werden, genutzt werden, um eine Aussage Uber den Winkel
der zentralen Aminosaure innerhalb einer Dreiergruppe zu treffen. Ahnlichkeiten

zwischen Werten von bekannten Proteinen in einer Datenbank zu dem zu untersu-
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chendem Protein werden gemessen und dazu eine neue Datenbank erstellt. Dies
erlaubt es die best moglichen Winkel fur eine gegebene Dreiergruppe in der Protein-
sequenz zu generieren. Diese Messungen basieren auf einem am haufigsten vor-
kommenden Wert bei Verschiebungen zwischen dem zu untersuchenden Protein und
Eintrdgen aus der Datenbank. Solche haufig vorkommenden Werte von ¢ and vy

werden dann fur die Vorhersage verwendet.

4.3. NMR-spektroskopische Methoden

4.3.1. Vorbereitung der Proteinprobenlésungen

Die Intensitat des NMR-Signals ist proportional zur Materialmenge innerhalb des
empfindlichen Volumens des Spektrometers. Empfohlen werden aus diesem Grund
Volumenmengen von ca. 400-500 pl in einem NMR-Probenrdhrchen von 5 mm
Durchmesser bei einer Probenkonzentration von 0.5-2 mM und im Idealfall bis zu 5
mM fir die Aufnahme von mehrdimensionalen NMR-Spektren fur strukturelle Studien
(Roberts, 1995). Die Isotopenanreicherung der Proteinproben, bei der durch Aus-

tausch der Kerne 2C und ™N mit "*C und 15N, Kerne mit Spins I = 4 zusatzlich zu

H eingefuhrt werden, spielt auRerdem eine Schlusselrolle bei der Strukturaufklarung

eines Proteins. Besonders grolke Proteine werden dadurch fir NMR-

spektroskopische Untersuchungen besser zuganglich. In der Regel wird die Protein-
I6sung mit 5% D20 versetzt, um sich auf das Deuterium Lock-Signal einzulocken und

zu shimmen. Das Shimmen und Locken erlaubt es, das Feld zu stabilisieren, da sich

Feldinhomogenitaten bei der Messung von Spektren in der Regel negativ auswirken.
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5. Andere Methoden zur Charakterisierung von Proteinen

5.1. Die Erzeugung von Proteineinkristallen

5.1.1. Prinzipien des Kristallwachstums

Die Kristallisation von biologischen Makromolekulen ist die Grundvoraussetzung fur ihre
Strukturaufklarung mittels der Rontgenstrukturanalyse. Trotz ihrer praktischen Bedeu-
tung ist sie noch immer unzureichend verstanden. Der Begriff der Proteinkristallisation
schliet einen Vorgang ein, in dem die Proteine langsam und gleichmafig aus ihrer
Mutterlauge ausfallen. Dabei spielen Verunreinigungen und Kristallkeimbildung sowie
von anderen noch unerforschten Faktoren eine wesentliche Rolle. Das Kristallwachstum
erfordert bei Proteinen aulRerdem noch eine gleichmafige Verteilung der Oberflachenei-
genschaften'’, welche fiir alle beteiligten Molekiile méglichst identisch sein sollte. Zum
Beispiel fuhrt eine identische Ladungsverteilung auf der Proteinoberflache fur alle Mole-
kule des sich bildenden Kristalls demnach zur Bildung einer besseren Packung der Pro-
teinmolekule in Kristallen, d.h. zu der Bildung einer dichtesten Kugelpackung im Laufe
des Kristallisationsvorgangs. Hierbei spielen sowohl die Temperatur als auch der pH-
Wert der Losung eine entscheidende Rolle.
Die Erzeugung von dicht gepackten Proteineinkristallen wird in der Regel in vier wichtige
Prozesse aufgeteilt, zu denen:

Die Erzeugung von besonders homogenen und reinen Proteinlésungen (> 95%),

die Auswahl eines geeigneten Kristallisationspuffers,

die Uberfiihrung der Mutterlauge in einen Zustand der Ubersattigung und die darauf
folgende Kristallkeimbildung,

und schlie3lich das Kristallwachstum zahlen.

In den Abbildungen 5.1 und 5.2 sind das Phasendiagramm eines Proteins und eine
Zusammenfassung des Kristallwachstumvorganges schematisch dargestellt. Auf detail-
lierte Erklarungen der Prozesse, die das Kristallwachstum umfassen, wird hier jedoch
verzichtet und deshalb auf die Lehrblicher der Kristallographie verwiesen (Drenth,
1999).

'7 7.B. eine gleichmaRige Verteilung der Ladung an der Proteinoberflache.
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labiler Bereich
Keimbildung

metastabiler
Bereich

Kristallwachstum

S

Ubeérsiittigungsbereich
»

[Proteinkonzentration]

Ungesittigter Bereich

[Fallungsmittel]

Abbildung 5.1 Phasendiagramm von Proteinen.

Dieses Phasendiagramm zeigt den Konzentration-Zeit-Verlauf des Kristallisationsvorganges bei Protei-
nen. Bei Uberséttgung erfolgt die Keimbildung. Erfolgt eine langsame Bildung von Kristallen, so orientie-

ren sich die Proteinmolekiilee in eine geordnete dichteste Kugelpackung.

Untersiittigte Ubersiittigte

Losung Losung

Komponente A Komponente & Komponente A
{melost) {melbst) {fesi)
Komponente A )
2% o R C
F Y 00 F Y
Stirung des Gleichgewichis Wiederherstellung des Gleichgewichis
durch die durch
Ubersdttigung der Lisung Keimbildung wnd -wachstum

Abbildung 5.2:Schematische Darstellung des Kristallisationsvorganges von Proteinen aus ihrer Mutter-

lauge.
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5.2. Kristallisationstechniken

Vier Techniken haben sich zur Zichtung von Proteineinkristallen in der Biokristallogra-

phie als besonders vorteilhaft erwiesen:

5.2.1. Die Batch-Kristallisation

Wahrend der Kristallisation von Proteinen mittels des Batch-Verfahrens werden Protein-
l6sungen in einen Zustand der hochsten Uberséttigung Uberfiihrt, indem zu der Lésung
ein Reagenz'® als Fallungsmittel rasch hinzugefiigt wird. Demzufolge kann das langsa-
me Wachstum von Proteineinkristallen aus der Mutterlauge induziert werden (Chayen et
al., 1990, 1992). Im Labor wird bevorzugt die ,Microbatch“-Methode verwendet. Dabei
werden 1-2 ul Tropfen der Proteinlésung und des Fallungsmittels zusammenpipettiert
und mit Ol Uberschichtet (Paraffin-, manchmal auch Silikondl), welches abdichtet und

folglich das Losungsgemisch vor der Evaporation schutzt (Chayen, 1997, 1998).

5.2.2. Kiristallziichtung durch Losungsdiffusion

Bei der Losungsdiffusion werden Protein- und Fallungsmittel-Losungen mit einer Spritze
in eine ,small-bore” Kapillare gefullt (s. Abbildung 6.3). Dabei entstehen zwei verschie-
dene Schichten. Die Lésung mit einer hoheren Dichte setzt im unteren Bereich der Ka-
pillare ab und bildet die unterste Schicht und diejenige mit der niedrigen Dichte dagegen
die oberste Schicht. Bei der Auswahl einer Aquimolaren Mischung von beiden Lésungen
sollte die Konzentration der Reagenzlésung am Anfang doppel so grof3 wie ihrer End-
konzentration sein. Beide Losungen diffundieren dann langsam ineinander als Folge der
Bildung einer starken Oberflachenspannung. Ein Ubersattigungsbereich entsteht in der
Proteinlésung in der Kapillare so, dass oberhalb die Uberséattigung am niedrigsten und
unterhalb an der Grenzoberflache zur Reagenzlésung am hochsten wird (Garcia-Ruiz &
Moreno, 1994).

¥ vgl. Tabelle 4.10
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i Abbildung 5.3: Kristallziichtung durch Lésungsdiffusion.

Dargestellt ist hier eine Kapillare, in der eine Proteinlésung und eine
Féallungsreagenzlésung zwei verschiedene Schichten bilden. Die Lage
der Lésungen in der Kapillare ist von der Dichte der Lésungen abhén-

gig: im unteren Bereich der Kapillare befindet sich die Lésung mit der

Protein-
16sung héchsten Dichte. Die zwei Lésungen sollen in der Kapillare ineinander
diffundieren (Abbildung aus Drenth, 1999).
Reagenz-
16sung

5.2.3. Kristallzichtung durch Dampfdiffusion: die ,,Hanging-Drop“- und die
,»Oltting-Drop“-Verfahren

1.) Das ,,Hanging-Drop “-Verfahren

Bei dem ,Hanging-Drop“-Verfahren werden 3-10 ul Proteinldsung zusammen mit einer
aquimolaren Menge Reagenzldsung mit Fallungsmittel in einem mit Silikon bedeckten
Deckglas prapariert. Der Tropfen aus Protein- und Reagenzl6sung wird dann oberhalb
der Ablage eines Reservoirs invertiert. Dieses Reservoir wird in der Regel teilweise mit
der Reagenzldsung aufgefullt (Abbildung 4.3). Die Beschichtung des Glases mit Silikon
vermeidet die Verteilung des hangenden Tropfens auf der Glasoberflache. Mit der Zeit
stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem Reservoirinhalt und dem Mutterlaugetropfen
ein. Dieses Gleichgewicht ist die Folge der Diffusion des Dampfes von dem Tropfen in

dem Reservoirinhalt und umgekehrt.

2.) Das ,,Sitting-Drop“-Verfahren

Im Unterschied zu dem ,Hanging-Drop“-Verfahren wird bei dem ,Sitting-Drop“-Verfahren
die Protein-Reagenz-Fallungsmittel Lésungsmischung auf einer Plattform gesetzt (Ab-
bildung 6.3).
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Abbildung 5.4 Dampfdiffusionstechnik
A. Sitting-Drop Verfahren.

Hier wird das Protein mit der Reagenzlbésung

zusammen auf einer Plattform pipettiert.
B. Hanging Drop Verfahren.
Der Tropfen aus Protein und Reagenzlésung wird

oberhalb der Ablage eines Reservoirs gefiillt.

In beiden Félle diffundiert Dampf von dem Tropfen

in den Reservoirinhalt und umgekehrt (Graphik aus
McPherson, 1999).

Lésung mit Féllungreagenz

5.2.4. Kristallisation durch Mikrodialyse

Es gibt mehrere Dialysentechniken, um Proteineinkristalle zu erzeugen. Bei allen diesen
Techniken wird die Proteinlésung in die Reagenzlésung dialysiert. Ein Beispiel fur die
Kristallisation durch Mikrodialyse stellt das Zepperzauer-Verfahren, dass in der Abbil-

dung 6.5 schematisch dargestellt ist.

membrane mounting
accessory Abbildung 5.5: Kristallziichtung durch Mikrodialyse.

rubber ring Die Kristallbildung findet hier unterhalb der Membran,
im unterstem Bereich statt (Abbildung aus Drenth,

membrane 1999).

(32— prowin
m solution

string

5.2.5. Proteineinkristalle

Ein Kristall ist ein homogenes anisotropes Gebilde, das eine regelmalige periodische
Anordnung seiner Bausteine aufweist. Man unterscheidet bei Proteinenkristallen auf-
grund starker Einschrankungen in der Zahligkeit der Symmetrieachse sieben Kristallsys-

teme: triklin, monoklin, orthorombisch, tetragonal, trigonal, hexagonal und kubisch. In
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der Tabelle 6.1 sind diese sieben Kristallsysteme mit den Dimensionen ihrer jeweiligen
Elementarzellen aufgelistet. Auf ausfuhrliche Erklarungen wird jedoch verzichtet auf die

Literatur verwiesen (Drenth, 1999).

Tabelle 5.1. Kristallsysteme bei Proteinen

Kristallsysteme Elementarzelle Punktgruppen™
Triklin azfzy 1

a=b=c
Monoklin a =y =90° (mit b als einzige Achse; Fir 2

Protein ist es die 2-Schraubenachse®)
oder: a = f# =90° (mit ¢ als einzige Ach-
se; Fur Protein st es die 2-

Schraubenachse)
Orthorhombisch a=f=y=90° 222
Tetragonal a=b;a=p=y=90° 4
Trigonal a=>b; a=p=90; y =120 (hexagonale 3
Achsen)

oder: a =b =c; a = 3 = y (rhombohedri-
sche Achsen)
Hexagonal a=b; a==90; y=120 6

Kubisch a=b=c;a=p=y=90 23

5.2.6. Molekulargewichtsbestimmung mit MALDI-MS (Matrix unterstutzte

Laserdesorption/lonisations-Massenspektrometrie)

Die MALDI-Massenspektrometrie (engl.: Matrix Assisted Laser Disorption lonisation) ist
eine Methode, bei der gro3e Molekule (wie Proteine) ausgehend von ihrem Molekular-
gewicht nachgewiesen werden. Das Prinzip der MALDI beruht auf der Ubertragung
eines zu analysierenden Molekdls in einer festen kristallinen Matrix. Diese Matrix besteht
aus kleinen organischen Molekulen (Tabelle 6.2), die nach Einstrahlen von Laserphoto-
nen (Nd-YAG-Laser) eine hohe Absorption zeigen. Au3erdem miussen die Analytmole-
kile in das Kristallgitter der Matrix eingebaut werden, wodurch die intermolekularen
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Analytmolekilen aufgehoben werden. Die

Einkopplung der fur die lonen notwendigen Energie erfolgt bei UV-Bestrahlung Uber

19 Vgl. Drenth, 1999.
% Schraubenachsen sind Kopplungen von Rotationen mit Translation entlang der Rotationsachse Cn, d.h.
nach einer Drehung um einen Winkel 360/n erfolgt eine Translation t entlang der Achse.
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elektronische Anregung der n-Elektronensysteme der aromatischen Matrixmolekule.
Danach bewirken die photoionisierten’ radikalischen Matrixmolekule eine hohe Ausbeute
an elektrischen geladenen Proteinmolekuilen (einfach bzw. zweifach, eventuell dreifache
Protonierung). Diese geladenen Moleklle fliegen vom Matrixtrager auf eine Kathode,
wobei die Flugzeit gemessen wird. Bei der MALDI-MS Methode werden Flugzeitmas-
senspektrometer verwendet (engl. TOF: ,time of flight), bei der die Massenbestimmung
im Hochvakuum Uber eine sehr genaue elektronische Messung der Zeit erfolgt (s. An-
hang). Aus einer Eichung des Gerates mit Proteinen bekannter Masse kann schliel3lich

das Molekulargewicht des unbekannten Proteins bestimmt werden.

Tabelle 5.2:

Beispiel von Matrixsubstanzen, die im Allgemeinen bei der MALDI-MS verwendet werden.

Matrix Wellenlange Geeignet fir

2,5 Dihydroxybenzoesaure (DHP) 266 nm Proteine, Peptide

Nicotinsaure 266 nm, 337 nm, Proteine, Peptide
355 nm

3,5 Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure 266 nm, 337 nm, Proteine

(Sinapinsaure) 355 nm
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6. Verwendete Materialien und angewandte Methoden

6.1. Chemikalien
6.1.1. Medien und Puffer

6.1.1.1. Medien und Pufferlésungen fiir die E. coli Kulturen

1.) LB Medium bei pH 7,4 (Sambrook et al., 1989)

Tryptone 10,0 g/l
Hefe-Extrakt 5,0 g/l
NaCl 5,0 g/l

2.) Minimal Medium (Muchmore et al., 1989)

Stammldsungen:

Thiamin 1,0 %
Ampicillin (steril filtriert) 50 mg
MgSO, 1,0 M
Zn-EDTA-LAsung:
EDTA 5,0 mg/mi
Zn(Ac), 8,4 mg/mi
Losung von Spurenelementen:
H3BO3 2,549/
CoCl,-H,0O 2,049/
CuCly-H,0 1,13 g/l
MnCl,-H,O 9,8 g/l
Na;MoO4-H,O 2,0 g/l
Sterile Endlésung bei 1 Liter Medium (pH 7,0):
NaCl 059
Lésung der Spurenelemente 1,3 ml
Zitronensaure-Monohydrat 1,09
Eisencitrat 36 mg (in 120 pl konz. HCI)
KH,PO, 409
KH,PO,-H,0 789
Zn-EDTA-Ldsung 1,0 ml

NH,CI und oder "°NH,CI 1049
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Glucose (steril) 5,0 g/l
Thiamin (steril filtriert) 560 pl
Antibiotika (100 mg/ ml) 1:1000
MgSO, (steril filtriert) 2,0 ml
3.) Definiertes Medium (Senn et al., 1987)
K;HPO, « 3 H20 10,0 g
Glucose (250 g/l) 20,0 ml/l
Zitronensaure 1,09
Natriumacetat 20g
NH,CI 1,09
MgSQO, « 7 H,O 500 mg
Guanosin, Cytosin, Uracil je 125 mg
Nikotinsdure, Thiamin, Thymin je 50,0 mg
CaCl, * 2 H,O 10,0 mg
FeSO, 7 H,O 5,0 mg
Biotin 0,1 mg
Aminosauren:
Serin 1649
Alanin, Glutaminsaure, Glutamin
Arginin, Glycin je 400 mg
Asparaginsaure, Methionin je 250 mg
Asparagin, Histidin, Isoleucin, Lysin, je 100 mg
Prolin, Threonin, Tyrosin, Valin, Leucin
Cystein, Cystin, Tryptophan, Phenylalanin je 50,0 mg
Ampicillin (steril filtriert) 50,0 mg/ mi
ad 1 | mit kaltem H,O (bid., autokl.),
pH mit 10 M KOH auf 7,4 einstellen,
steril filtrieren,
4.) Phosphat-Puffer-Losung (60mM bei pH 7,3)
KH,PO, 69,61 ml
K;HPO, 3H,0 30,39 ml
B-CoHsSH 30,39 ml
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5.) 10 xKinasierungspuffer (pH 7,4)

Tris 200 mM
MgCl, 100 mM
B-Glycerolphosphat 100 mM
DTT 10,0 mM

6.1.1.2. Medien und Pufferlésungen fiir die D. discoideum Kulturen

1.) AX2-Medium, pH 6,7 (Watts und Ashworth, 1970)

Peptone-Oxid 14,3 g/l
Hefe-Extrakt (oxidiert) 7,15 g/l
Na,HPO,-2H,0 0,61 g/l
KH,PO, 0,49 g/l
Maltose 18,0 g/l
2.) SM-Agarplatten ad 11 H,0 (pH 6,5)

Agar 9,049
Pepton 10,0 g
Glucose 50,0 mM
Hefe-Extrakt 109
MgSO, 4,0 mM
KH,PO, 16,0 mM
K;HPO, 5,7 mM

3.) Phosphat-Puffer nach Soerensen, pH 7 (Malchow et al., 1972)

KH2PO4
Na,HPO,

14,6 mM
2,0 mM

4.) Phosphat-Agarplatten ad 1 | mit Soerensen-Puffer (pH 7)

Bacto-Agar 10,0 g
5.) Homogenisations-Puffer (pH 7)

PIPES 1,50 gl
DTT 0,46 g/l
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EGTA
EDTA

Benzamidin

Complete Proteaseinhibitor Cocktail (Roche)

6.) Tris-Puffer (pH 8)
Tris-ammonium-hydrochlorid
DTT

NaCl

7.) HEPES-G-Puffer (pH 7,5)

HEPES
CaCl, H,O
MgCl,
DTT

ATP

Benzamidin

8.) End-Puffer (pH 8)
Tris-ammonium-hydrochlorid
DTT

MgCl,

KCI

9.) Kristallisationspuffer (pH 8)

Tris-ammonium-hydrochlorid
DTT

MgCl,

KCI

NaCl

1,9 g/l

0,6 g/l

0,78 g/l

1 Tabl. /20 mi

2,42 g/l
0,15 g/l
3,50 g/l

1,19 g/l
0,29 g/l
0,20 g/l
0,03 g/l
1,10 g/l
0,16 g/l

2,42 gl
0,015 g/l
0,40 g/l
4,47 gll

2,42 gl
0,015 g/l
0,40 g/l
4,47 g/l
24,0 g/l
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6.1.2. Andere Chemikalien

6.1.2.1. Antibiotika

Blasticidin (Calbiochem)

G 418 (AG Scientific Inc.)
Penicillin/ Streptomycin (1%)
Ampicillin (Sigma)

6.1.2.2. Isotopenangereicherte Chemikalien

99,99 %ige Deuteriumoxid (*H,0)-Lésung
99,9% "°N-Ammoniumchlorid (**NH,CI)-Lésung
99,99% deuteriertes Tris-Losung

6.1.2.3. Reagenzien

40 % Acrylamid

2,1 % Bisacrylamid)

L-Alanin

Apfelsaure

Ammoniumchlorid

L-Arginin

L-Asparagin

L-Asparaginsaure
Bernsteinsaure

Biotin

Borsaure
Calciumchlorid-Dihydrat Merck
Complete EDTA-free
Coomassie Brillant Blue R-250
L-Cystein

L-Cystin

Cytosin

Trypton

Hefe-Extrakt
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

7,5 pug/ml
10,0 pg/ml
9 ml

50 mg/l

Campro Scientific, Berlin.
Campro Scientific, Berlin.

Campro Scientific, Berlin.

National Diagnostics
National Diagnostics
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Darmstadt

Roche Diagnostics
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth,Karlsruhe
Roth,Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Dithiothreitol Merck, Darmstadt
DNA-Ladepuffer (6x) Peqlab, Erlangen
Eisen-(ll)-chlorid Merck, Darmstadt
Ethanol Riedel de Haen, Seelze

Tabelle 6.1 Reagenzien zur Ziichtung von DAip1-Einkristallen (Hampton Research)

SALZ PUFFER FALLUNGSREAGENZ
Crystal 0,2 M Ammonium | 0,1 M 30% v/v iso-Propanol
Screens | | Acetate Tris/HCI pH
8,5
Crystal 0,01 M Nickel (Il) Chlori- | 0,1 M Tris 20% w/v  Polyethylen-Glycol
Screen |l de hexahydrate pH 8,5 Monomethyl Ether 2000

6.2. Biologische Materialen

6.2.1. Organismen

Tabelle 6.2 Bakterienstimme (Israel, 2003)

Stamm Genotyp bzw. Phanotyp Referenz
E. coli BL21 F dem ompT hsdS(rs” mg) gal Studier & Moffat, 1986
E. coliM15 nal® str’ rif lac” ara” gal mtl F recA” uvr” | Qiagen, Hilden

Tabelle 6.3 D. discoideum Stimme (Konzok et al., 1999)

Stamm Genotyp bzw. Phianotyp | Referenz

AX2-214 Wildtyp Raper, 1935; Watts & Ashworth,1970

4-1 DAip1 Uberexprimierer Konzok et al., 1999
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6.2.2. DNAs, Enzyme und Proteine

Tabelle 6.4 E. coli Expressionsvektoren

DNAs Relevante Merkmale Referenz

pT7-7 Amp', Expressionsvektor mit T7-Promotor; 2743 kb | Tabor, 1990

pUC 19 Amp', Plasmid-DNA; 2686 kb Yanisch-Perron et al.,
1985

Tabelle 6.5 D. discoideum Expressionsvektoren (Konzok et al, 1999 )

DNA Relevante Merkmale

Referenz

pDEXRH G418", Expressionsvektor mit Actin15-Promotor

Faix et al., 1992

Tabelle 6.6 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzymen | Merkmale Referenz
Nde | R*, 37°C, 95% E.a.*" | Amersham, Gibco-BRL New
England Biolabs
BamH | BamHI+, 37°C, 95 %
E.a.
Hind 111 R*, 37°C, 95 % E.a. Amersham, Gibco-BRL New
England Biolabs
EcoRI EcoRi+, 37°C, 95 %
E.a.
Andere Enzyme
Lysozym Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
Alkalische Phosphatase aus Kéalberdarm (CIAP) Boehringer, Mannheim
RNAse Sigma-Aldrich Chemie, Minchen

Proteinkinase A

! Enzymaktivitat im Puffer R (s. unten).

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen
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Tabelle 6.7 Proteinmarker fiir die SDS-Gelelektrophorese (Fermentas)

Proteinstandard Ursprung Molekulargewicht (kDa)
beta-galactosidase E. coli 116,0

Bovine Serum albumin Rinderplasma 66,2

Ovalbumin Hihnereiweil’ 45,0

Lactate dehydrogenase Schweinemuskel 35,0

RE Bsp98l| E. coli 25,0

beta-lactoglobulin Rindermilch 18,4

Lysozym Huhnereiweil} 14,4

Tabelle 6.8 Proteinmarker fiir die Gelfiltrationsanalyse

Proteinstandard Molekulargewicht(kDa)
Ferritin 450,0

Katalase 240,0

Aldolase 158,0

BSA 68,0

Ovalbumin 45,0

Chymotrypsinogen A | 25,0

Cytochrom ¢ 12,5

ATP 0,65

Tabelle 6.9 CAP-Konstrukte

Doméane | Sequenzab- | Molekular- Pl Proteinklasse | Ursprung
schnitt gewicht (Da)

N-terminal | M1-T226 mit | 25,000 71 Pfam-Familie D. discoideum
His-tag

N-terminal | $51-T226 20,000

Tabelle 6.10 DAip1-Konstrukt
Domane Sequenz- | Molekular- Pl Proteinklasse Ursprung
abschnitt | gewicht (Da)
N- und C-| M1-N551 | 64,612 7,13 “WD-repeat’- D. discoideum
terminal Familie
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6.3. Verbrauchmaterialen

6.3.1. Saulenmaterial

Bio-Gel HAT, 500 ml (hydratisiert)
DEAE, DE52 (freie Base)

Mono S HR 75, 10/10

6.3.2. Sonstiges

Centriprep YM10, YM 30
Dialysemembranen Spectra/Por® MW 8000, 34000
Macrosep™, 10, 30

NMR-Rohrchen 5,0 mm

NMR-Rohrchen 5,0 mm

Parafilm

Pipettenspitzen 2,5 ul 10,0 ul, 200 ul, 500 ul, 1000 pl
Pipetten 1,0 ml, 1,5 ml, 5,0 ml, 10,0 ml, 25,0 ml
Reaktionsgefale 0,4 ml, 1,5 ml und 2 mi

Saulen

Sterile Filter, Millex 0.22 um, 0.45 um
Spritzen, 1 ml, 2 ml, 10 ml, 60 ml
Ultrafiltrationsmembranen YM10 YM30
Zentrifugationsrohrchen

Douncer

6.4. Gerate

Akta Explorer 20
Peristaltische Pumpe P1
Fraktionssammler
Aufnahmegerat
UV-Detektor

Bio-Rad Laboratories, California, USA.
Whatman Kent,
England.

International  Ltd.,

Amersham Pharmacia, Freiburg.

Amicon, Witten.

Roth, Kleinfeld bei Hannover.

Pall Filtron Coorporations, Massachus-
setts, USA.

Wilmad, Buena, N.J., USA.

Shigemi, Tokyo, Japan.

American National, Canada.

Gilson, Villiers-le-Bel, France.
Wheaton Science, New Jersey, USA.
Eppendorf, Leipzig.

Bio-Rad Laboratories, California, USA.
Amersham Pharmacia, Freiburg.
Millipore, Molsheim.

Braun, Melsungen.

Amicon, Witten.

Beckmann, Heidelberg.

Wheaton Science, New Jersey, USA.

Amersham Pharmacia, Freiburg.
Amersham Pharmacia, Freiburg.
Amersham Pharmacia, Freiburg.
Amersham Pharmacia, Freiburg.

Amersham Pharmacia, Freiburg.
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Elektrophorese- und Proteintransferkammern

Feinwaage

Magnetruhrer

NMR-Spektrometer: AMX 500 (500 MHz)
NMR-Spektrometer: DRX 600 (600 MHz)

NMR-Spektrometer: DRX 750 (750 MHz)

Spektralphotometer UV/ VIS Lambda 5
Ultrazentrifuge

Waage

Zentrifuge Avanti J-30 |

Zentrifuge 3K15

Zentrifuge Mikrofuge R

Zentrifuge 5414

Cell disrupter; French Press

Neubauer Zellkammer
Mikroskop
Schittler

Rotoren

MPI fir Biochemie, Martinsried.
Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz.
Bachhofer, Reutlingen.

Brucker, Rheinstetten.

Brucker, Rheinstetten.

Brucker, Rheinstetten.
Perkin-Elmer, Uberlingen.

Kontron Instruments,

Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz.
Beckmann, Heidelberg.

Sigma,

Beckmann, Heidelberg.

Eppendorf, Leipzig.

BioTechnology Resource Center,
University of Minnesota, USA.

Nunc, Wiesbaden.

Olympus, New York, USA.

Infors, Bottmingen, CH

Kontron, Ergolding

6.5. Softwareanwendungen fiir die Proteinstrukturberechnung und

makromolekulare Strukturanalyse

XWINNMR 2.5
Sparky 3
X-PLOR 3.851
CNS_solve 1.1
MOLMOL
Swiss-PdbViewer 3.7
Suppose
Molscript
Rasmol 2.7
3D-Dock 2.0
TALOS

Brucker, Rheinstetten.
Goddard et al., 2000.
Briinger, 1992.
Briinger, 1995.

Koradi et al., 1995.
Guex & Peitsch, 1997.
Smith , 2002.

Bacon, D. J., 1988.
Bernstein, 1998-2001.
Moont et al., 2001.
Cornilescu et al., 2002.
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6.6. Angewandte zellbiologische und biochemische Methoden

In diesem Kapitel werden die Methoden beschrieben, die fur die Durchfuhrung aller
Laborarbeiten bendtigt wurden. Sie erfolgten grof3teils sowohl nach etablierten und proto-
kollierten Arbeiten von M-Taubenberger & Mintert?? als auch durch Verwendung von

Anleitungen aus den Laborblchern von Sambrook et al. (1989).

6.6.1. Zellbiologische Methoden

6.6.1.1. Sporengewinnung und Konservierung von D. discoideum Zellen

Axenisch gewachsene, zweimal mit kaltem sterilem Soerensen-Phosphatpuffer gewasch-
sene D. discoideum-Zellen werden in einer Dichte von 2,4 x 10’ Zellen/ml in Phosphatpuf-
fer resuspendiert und je 5,0 ml dieser Suspension auf Phosphatagarplatten pipettiert.
Sobald die Zellsuspension in die Platten eingedrungen ist, wird der Uberstehende Phos-
phatpuffer vorsichtig abgegossen. Diese Platten werden ca. 30 Min unter sterilen Bedin-
gungen abgetrocknet und schliel3lich zwei bis drei Tage bei 23 °C inkubiert, wodurch die
Sporenbildung induziert wird. Diese Sporen enthalten Fruchtkorper, die mit Phosphatpuf-
fer abgespiilt werden (5,0 ml pro Platte). Die Sporensuspension wird auf 10’ Sporen/ml
eingestellt, in 1,0 ml Aliquots im flussigen Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbe-
wabhrt.

6.6.1.2. Anzucht von D. discoideum Zellen in Fliissigmedium

Die D. discoideum Zellen kdonnen aus Vorkulturen, Sporen oder SM-Platten in einem
flussigen Nahrmedium angeimpft werden. Sie werden in der Regel bei 150 UpM und 21°C
im AX2-Medium geschuttelt und je nach Mutationsart mit 7,5 ug/ml BlasticidinS und/oder
10 ng /ml G418 versetzt. Die Kulturen werden von Klebsiellia aerogenes durch Zusatz von
1% Penicillin und Streptomycin befreit. Unter diesen Bedingungen betragt die Generati-
onszeit in 300 ml Schittelkulturen zwischen 8 und 9 Stunden fur AX2-Zellen und bis zu 10
Stunden fur 4-1-Zellen. Anhaftenden Zellen auf Petrischalen bzw. Erlenmeyerkolben
konnen weitgehend behandelt werden, in dem das flussige Nahrmedium zweimal die
Woche geandert wird und bei 4°C und 110 UpM weiterhin geschuttelt werden. Dadurch

entwickeln sich die meisten Sporen zu vegetativen Zellen. Wahrend es fur alle zellbiologi-

2 Ergebnisse nicht publiziert.
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schen Untersuchungen die Zellen bis zu einer Dichte von maximal 5 x 10° Zellen/ml
angezogen werden, hat sich die Dichte von 8 x 10° fiir proteinchemische Untersuchungen

als sehr gut herauskristallisiert.

6.6.1.3. Entwicklung der vegetativen Zellen in Suspensionskultur

Die in Flissigmedium gewachsene D. discoideum-Zellen werden, im Falle einer protein-
chemischen Untersuchung, nach Erreichen von einer Zelldichte von 8 x 10° Zellen/ml bei
1500 UpM und 4°C 20 Min zentrifugiert, geerntet und zweimal mit kaltem sterilem Soeren-
sen Phosphatpuffer gewaschen. Daraufhin werden die so behandelten Zellen auf einer
Zelldichte von 107 Zellen/ml in Phosphatpuffer aufgenommen, bei 21°C und 150 UpM %,
5 Stunden geschdttelt.

6.6.1.4. Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wird in der Regel mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Gezahlt
wird unter einem Lichtmikroskop in einem genau definiertem Zahlfeld. Unter Bertcksichti-
gung der Anzahl der lebendigen Zellen® in den vier Eckquadraten des Zahlfeldes wird die

Zellkonzentration der Probe ermittelt. Sie ist durch das Verhaltnis
X x10* Zellen/ml (11)

gegeben, wobei X der Anzahl der Zellen in einem Eckquadrat aus 16 kleiner Quadrate

entspricht und 10* der Kammerfaktor ist.

23 Die Zelldichte in einer Kultur wird durch die Anzahl der Zellen pro Volumeneinheit gegeben. Da der Anteil
der lebendigen Zellen an der Gesamtzelldichte das Wachstumsverhalten der Zellen widerspiegelt, ist es
durch die Bestimmung der Zelldichte mdéglich, das zeitabhangige Wachstumsverhalten der Zelle in einer
Kultur zu verfolgen.
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6.6.2. Biochemische Methoden

6.6.2.1. Isotopenmarkierung

Die Isotopenmarkierung mit >C und "N erfolgt in der Regel nach den Ublichen Techniken
von Muchmore et al. (1989) und Riesenberg et al. (1990) fur die uniforme Markierung von
Proteinproben, bzw. nach Senn et al. (1987) fur ihre selektive Markierung. Die Probenlo-
sungen werden wie folgt vorbereitet: Ein Klon der E. coli Zellen wird zur uniformen Isoto-
penanreicherung uUber 36 Stunden an ein Minimalmedium adaptiert, in dem 100 mg/l bis
800 mg/l der isotopenmarkierten Aminosauren geldst sind. Dabei wird eine 50 ml Uber-
nachtkultur mit frischem Minimalmedium zu einem Endvolumen von 50 ml, 1:100 ver-
dunnt. Nach weiteren 12 Stunden Inkubation werden 100 ml frisches Minimalmedium mit
der Ubernachtkultur angeimpft. Nach Uberfiihren in 3-4 | frisches Medium wird bei 37°C
und 200 rpm bei einer OD600 von 0,7-0,9 mit 1 mM IPTG induziert. Inkubiert wird dann
bis zu einer OD600 von 1,5-2,0. Fur die selektive Markierung wird aminosaurespezifisch
verfahren. Das Minimalmedium wird hierfir mit einer der gewinschten Aminosauren
angereichert wird. Eine Halfte der zu markierenden Aminosauren wird au3erdem erst bei

der Induktion mit IPTG zu der Zellkultur hinzugefugt.

6.6.2.2. Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) erlaubt es, Proteine in
einem vernetzten Polyacrylamidgel in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) und -
Mercaptoethanol aufgrund ihrer GrofRe und ihres Molekulargewichts aufzutrennen. Dabei
wird das R-Mercaptoethanol als reduzierendes Reagenz verwendet. Zusammen mit dem
SDS und dem R-Mercaptoethanol werden die zu untersuchenden Proteine mindestens 10
Min bei 75°C bis 100°C erhitzt. Dieser Vorgang fuhrt sowohl zum Aufbrechen der Disul-
fidbricken als auch zur Bildung von negativ geladenen Mizellen zwischen Proteinen und
SDS, die beim Anlegen eines elektrischen Feldes zur positiven Elektrode wandern.

Die Gele bestehen aus einem Trenngel (15 x 11 x 0,1 cm) mit konstanter n-%iger Polyac-
rylamid-Konzentration (je nach GroRe der zu untersuchenden Proteinfragmente) und

einem 3-%igen Sammelgel.
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Trenngel (n %)

Acrylamid n % (w/v)
Methylenbisacrylamid (n/37) % (wiv)
APS 0,05 % (wiv)
TEMED 0,04 % (v/v)
EDTA 10,0 mM
Tris-HCI, pH 8,8; 0,1 % SDS 375 mM

Sammelgel (3%)

Acrylamid 3,0 % (w/v)
EDTA 10,0 mM
APS 0,03 % (w/v)
TEMED 0,05 % (v/v)
Tris/HCI, pH 6,8; 1,0 % SDS 0,5M

Die Proteinldsungen und die Proteinpellets werden mit 72 Volumen bzw. 200 ul 3 x SDS-
Probenpuffer verstetzt und 15 Min bei 100°C gekocht. Zur Elektrophorese werden jeweils
15 ul vorgefarbter ProteingroRenmarker als Referenz und die Proteinproben aufgetragen
und bei 150 V fir ca. 3 Stunden in 1 x Laufpuffer getrennt. Sie durchwandern das Gel

abhangig von ihrer Groe. Die Gele werden mit Coomassie-Balu gefarbt.

3 x SDS-Probenpuffer 10 x Elektrophoreselaufpuffer
Tris/HCI (pH 6,8) 200 mM Tris-Base 250 mM

Glycerin 12,0 % Glycin 1,9M

SDS 6,7 % (vIv) SDS 1,0 % (w/v)
B-Mercaptoethanol 6,0 % (v/v)

Bromphenolblau ca. 10,0 mg/l

6.6.2.3. Coomassie Blau-Farbung von Proteinen

Am Ende der Elektrophorese werden die SDS-Gele fur 15-30 Min mit Coomassie-Blau-
Losung angefarbt und anschlieBend in Entfarbeldsung geschuttelt. Sie erscheinen in
verschiedenen Zonen des Gels, wo ihre jeweiligen Molekulargewichte unter Berucksichti-

gung der Markerbanden ermittelt werden konnen.
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SDS-PAGE-Gelfarbelosung (filtriert) Entfarberlosung (filtriert)
Coomassie Brilliant Blau R 250 0,1 % Ethanol 50 %
Methanol 50,0 % Essigsaure 10 %
Essigsaure 7,0 %

Essigsaure 12,0 %

6.6.2.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinen kann biochemisch durch Anwendung des Bradford-Tests
(1976) ermittelt werden. Dabei werden die zu untersuchenden Proteine durch eine Farb-
stoff-Einlagerung kolorimetrisch nachgewiesen. Der Bradford-Test zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wird mit Hilfe eines Reagenz durchgefuhrt, welches den Farbstoff
Coomassie-Brillantblau G250 enthalt. Dieses Bradford-Reagenz wird in der Regel mit H,O
verdunnt verwendet und erfahrt in Gegenwart von Proteinen einen Farbwechsel von
rotbraun nach Blau. Die Proteinmenge wird mit Hilfe eines Spektrophotometers durch

Messung der Transmission bei einer Wellenlange A = 595 nm ermittelt. Demzufolge wird
fur die Messung das Spektrophotometer bei Asgs = 0 kalibriert. Eine Ermittlung der Kon-

zentration wird dann durch einen Vergleich der Absorption der unbekannten Proteinkon-
zentrationen mit einem Protein-Standard maglich. In der Regel wird eine Eichkurve er-
stellt, bei der die Absorption der bekannten Proteine (z.B. Albumin) gegen entsprechende

Konzentrationen aufgetragen ist.

6.6.2.5. Trennung aufgrund molekularer GroRe

1.) Dialyse

Bei einer Dialyse werden Proteine von kleineren Molekulen Uber eine semipermeable
Membran getrennt. Zu diesem Zweck werden Proteinlésungen in einen Cellophan-
schlauch mit einer bestimmten Porengrofe geflllt und diese in 100-faches Volumen von
geigneten Puffer-Losungen eingetaucht. Die Auswahl der Porengrofie des Schlauches
richtet sich nach dem Molekulargewicht Proteins. Der ,cut-off, d.h. die Abschnittgrofie
des verwendeten Schlauches betragt deshalb bei allen Dialysevorgangen die Halfte des
Molekulargewichts desjenigen Proteins, welches die Pore nicht durchlaufen soll. Dadurch
kénnen selektiv Wasser- und Salzmolekulle sowie kleinere Proteine durch die Poren des

Cellophanschlauches diffundieren.
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2.) Gelfiltration

Die Gelfiltration kann sowohl zur Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen als
auch zur Trennung von Proteinmischungen verwendet werden. HierfUr werden Saulen aus
unléslichen, aber stark hydratisierten Kohlenhydratpolymeren in Form pordser Perlen
verwendet. Wahrend kleinere Molekile in die Poren der Polymeren eindringen konnen,
bewegen sich die groReren Molekille dazwischen. Somit wird die FlieRgeschwindigkeit
grolRerer Molekule durch die Saule grofder und die der kleinen geringer. Die zu untersu-
chenden Proteine kdnnen nach Vergleich ihrer jeweiligen Molekulargewichte mit dem

eines Proteinstandards mit bekannter Gro3e identifiziert werden.

6.6.2.6. Trennung auf Basis der Molekiilladung: lonenaustauschchromatographie

lonenaustauschersaulen bestehen aus unl6slichen lonenaustauscherharzen, die entwe-
der polyanionische oder polykationische Gruppen tragen. Diese Gruppen werden durch
ionische Interaktionen an Proteine gebunden, konnen aber auch vom Austauscher durch
Verwendung bestimmter Salzen gelést werden. Bei der lonenaustauschchromatographie
wird die pH-abhangige Bindungsfestigkeit einzelner Proteine genutzt, um Proteinmischun-
gen voneinander zu trennen. Berucksichtigt wird hierfur unter anderem die Anzahl der
Gruppen, die zur Verfugung stehen, um dadurch die Qualitat der einzelnen Bindungen zu
optimieren. Das vollstandige Eluieren der Proteine von der Saule erfolgt in der Regel mit
Salz-Gradienten, bevorzugt linear von 10 mM bis 500 mM bei einem geiegneten pH-Wert.
Dabei konnen schwach gebundene von den anderen, fester gebundenen Proteinen,
getrennt werden. Proteinfraktionen werden dann entsprechend des Reinheitsgrades
gesammelt und gegen einen Endpuffer der entsprechenden Salzkonzentrationen dialysiert

und fir weitere Zwecke konzentriert und gelagert.
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7. Strukturaufklarung der amino-terminalen Domane des D.
discoideum CAP-Proteins (CAP-N)

7.1. Vorbereitung der Proteinprobenlosungen

Die Proteinprobenldésungen der amino-terminalen Konstrukte von CAP wurden im Rah-
men einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schleicher an der medizini-
schen Fakultat der LMU Mdnchen vorbereitet.

Die Plasmid-DNAs, CAP'Px und CAP151-678, wurden fir die Kodierung der amino-
terminalen CAP-Konstrukte, M1-T226 mit His-tag und S51-T226, verwendet. Beide
DNAs wurden in dem Expressionsvektor pT7-7 mit den Enzymschnittstellen Ndel und
BamHI kloniert und anschliel3end fur die Expression beider Proteinfragmente in dem E-
coli —Bakterienstamm BL21 transformiert. Eine Proteinexpressionen fand nach einer
Induktion mit 0.5 mM IPTG jeweils bei 30°C und 37°C bei einer ODggg (Optische Zell-
dichte bei A = 600 nm) von 0.6-0.8 statt. Gereinigt wurde erst nach Abzentrifugieren des
Zelllysats bei 100000 x g, durch Verwendung einer Anionenaustauschersaule vom Typ
DE52, einer Kationenaustauschersaule vom Typ P11 (Phosphocellulose) der Firma
Whatman, einer Hydroxyapaptitsaule von Bio-Rad und schlieRlich einer Ni-NTA von
Qiagen als Affinitatssaule fir den His-tag am M1-T226 Konstrukt. Alle Reinigungsschrit-
te erfolgten nach bereits etablierten Reinigungsprotokollen. Die daraus gewonnenen
Proteinproben konnten dann mit Hilfe einer Amicon Membran mit Porengrofe 10, ge-
mal des Molekulargewichtes beider Proteinkonstrukte einkonzentriert werden.

Folgende Proben dienten der Durchfuhrung der NMR-Experimente: '*N einfach markier-
te und "°N-"3C doppelmarkierte Proteinldsungen, 15N-Ala, 15N—Phe, 15N-Gly, 15N—Ile,
N-Lys, "°N-Leu, "N-Val, und "°N-Gly/">N-Ser spezifisch markiert sowie einfach proto-
nierte Losungen bei Konzentrationen von 0.8 bis 1.2 mM im Phosphatpuffer bei pH 6.8 -

7.3. Alle Proben wurden fur die Aufnahme der Experimente mit 10% D20 versetzt.
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7.2. Die NMR-Experimente

Die 'H-NMR Spektren der amino-terminalen Konstrukte von CAP, 1-226 mit His-tag und
51-22624, wurden bei einer Temperatur von 300 K sowohl am Bruker DRX 600 und am
DMX 750 Spektrometers gemessen. Das Konstrukt 1-226 mit His-tag war im Vergleich
zum 51-226-Konstrukt instabil und wies sehr stark verbreitete Signale sowie eine hohe
Signallberlagerung auf, selbst bei mehrdimensionalen Spektren. So eignete sich das
Konstrukt 51-226 besser fur die sequenzspezifische Zuordnung der Resonanzen im
CAP-Protein, wahrend das Konstrukt 1-226 der Untersuchung der Dynamik von CAP
diente.

Alle 2D-NOESY-Experimente, die der Zuordnung der Resonanzen im CAP Protein dien-
ten bei den Mischzeiten t,, = 120 ms, 40 ms und 20 ms aufgenommen und die TOCSY
Experimente dagegen bei den Mischzeit t, = 30 ms und t, = 50 ms. Da in den TOCSY-
Spektren Kopplungen uber langere Bindungen als auch Uber kiirzere Bindungen erfasst
werden kdnnen, bestand die Moglichkeit, jede Aminosaure eindeutig zu identifizieren
aufgrund sichtbaren typischen Signalmustern: Die Spinsysteme. Die Spektren mit kurze-
ren Mischzeiten dienten dazu, die Kreuzsignale aus den Kreuzrelaxationen zweier Pro-
tonen (engl: Spindiffusion) zu unterscheiden. Sowohl die 2D-NOESY- als auch die 2D-
TOCSY-Experimenten wurden in H,O aufgenommen und spater nach einem Lésungs-
mittelaustausch auch in D,O. Fur den Losungsmittelaustausch wurde eine D,O-L6ésung
mit 99.99% Reinheitsgrad verwendet. Zusatzlich zu den 2D—1H-NOESY-Experimente
wurden sowohl "’N-HSQC und '°C-HSQC- als auch 3D-'°N- NOESY-HSQC- und 3D-
3C-NOESY-HSQC-Experimente durchgefiihrt. Die Mischzeiten tm = 120 ms und 40 ms

fiir das 3D-'"°N- NOESY-HSQC und t,, = 50 ms fiir das 3D-'°C-NOESY-HSQC haben
sich fur den Erhalt von qualitativ hohen Spektren beim CAP-Protein als besonders gut
bewahrt. Als 3D-TOCSY-Anwendung, zur Zuordnung von Spinsystemen im CAP-
Protein, wurde vorzugsweise ein HCCH-TOCSY-Spektrum verwendet. Des Weiteren
dienten die folgenden heteronuklearen Tripel-Resonanz-Experimente fur die Zuordnung
der Signale des Protein-Rickgrates von CAP: die HNCA, CBCA(CO)NH, HNCO fur die

Identifizierung von Stickstoff- und Kohlenstoffkorrelationen.

2 Bei der Nummerierung der Primarsequenz des kleinen Konstruktes entspricht S1, S51 (Vgl. unten).
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7.3. Sequenzspezifische Zuordnung der NMR-Resonanzen im CAP

Einer der entscheidenden Prozesse bei der Strukturaufklarung von Proteinen in Losung
ist die Zuordnung von detektierten Korrelationssignalen in mehrdimensionalen NMR
Spektren. Die Zuordnung der Korrelationssignalen im CAP-Protein erfolgte mit dem
Programm Sparky (Goddard et al., 2000). Ziel dieser Zuordnung war es, alle Resonan-
zen von Protonen, Kohlenstoff- und Stickstoffkernen der Aminosaurenreste von CAP zu
identifizieren, um Randbedingungen flir eine anschlielRende Strukturberechnung zu
erhalten. Dabei wurde eine Strategie angewandt, welche im Grunde vom Molekularge-
wicht des zu untersuchenden CAP-Konstruktes (851-T226) sehr stark abhangt. Das
aminoterminale CAP-Konstrukt $51-T226 betragt 20 kDa bei 176 Aminosaurenresten.
Die sequenzspezifische Zuordnung der NMR-Resonanzen im CAP-Protein begann also,
gemal der Strukturaufklarung fur grofde Proteine (> 100 AS), in erster Linie mit der Iden-
tifizierung von jedem Aminosauretyp im 2D-HSQC-Spektrum einer ®N uniform markier-
ten Probe. Dies erfolgt, wie bereits erlautert, durch Uberlagerung der Spektren von se-
lektiv markierten Proben auf das 15N-HSQC-Spektrum der uniform markierten Probe als
Referenzspektrum. Die Resonanzen der Amidprotonen werden somit im ®N-HsQcC-
Spektrum Schritt fur Schritt nach dem Aminosauretyp zugeordnet, bevor eine Beruck-
sichtigung entsprechend ihrer sequenziellen Beziehung in der folgenden Primarstruktur

erfolgt.

1 SVKEFQNLVD QHITPFVALS KKLAPEVGNQ VEQLVKAIDA EKALINTASQ
51 SKKPSQETLL ELIKPLNNFA AEVGKIRDSN RSSKFFNNLS AISESIGFLS
101 WVVVEPTPGP HVAEMRGSAE FYTNRILKEF KGVNQDQVDW VSNYVNFLKD

151 LEKYIKQYHT TGLTWNPKGG DAKSAT

Am leichtesten gelingt es in der Reihenfolge, "°N-Gly-, "°N-Gly/Ser-, °N-Ala-, ">N-Val,
®N-lle, "®N-Leu, "°N-Lys und schlieRlich °N-Phe (Abbildungen 5.1 und 5.2).
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Abbildung 7.1

Identifizierung von Glycinen im
2D "°N-HSQC-Spektrum von
CAP.

Gezeigt wird hier eine Uberla-
gerung zwischen dem 2D-"°N-
HSQC-Spektrum einer "°N-
Glycin-markierten Probe des
CAP-Kontsrukts 1-226 (dunkel)
und dem "°N-HSQC-Spektrum
einer "°N-uniform markierten
Probe des CAP-konstruktes
51-226 (rot). Hiermit lassen
sich  die  Protonen- und
Stickstoffverschiebungen der
Glycinen im CAP zuordnen.

Abbildung 7.2

Identifizierung von Valinen im 2D
"*N-HSQC-Spektrum von CAP.
Uberlagert wird hier das 2D-"°N-
HSQC-Spektrum einer "°N-Valin-
markierten Probe des CAP-
Konstruktes 1-226 (gold) auf das
"N-HSQC-Spektrum einer '°N-
uniform markierten Probe des
CAP-Konstruktes 51-226 (rot), um
die Protonen- und Stickstoffver-
schiebungen der Valinen zuordnen
zu kénnen. Die Zuordnung nach
dem Aminoséurentyp mit Hilfe der
Spektren von selektiv-markierten
Proben ist grundlegend fiir die
Signalzuordnung der Spektren von
gréBeren Proteinen.
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Die Protonen- und Stickstoffverschiebungen der Aminosaurereste wurden aus den ON-
HSQC-Spektren in die 3D-Spektren ubertragen, um die sequenzspezifische Zuordnung
in den 3D-HSQC-Spektren zu ermdglichen. Die Zuordnung der interresidualen Korrelati-
onen fand spater sowohl im 3D-15N-NOESY-HSQC-Spektrum als auch in den 3D-HNCA
und CBCA(CO)NH Spektren statt. Verwendet wurden dabei so genannten Strips, die
Abschnitte in den Spektrenebenen darstellen. Diese Strips sind Streifen, auf denen die
Resonanzen aus Kreuzkorrelationen von Protonen abgebildet sind. Sie erlaubten es, die
Verschiebungen der NH—Protonen, der C*-, CP- und N-Kerne besser zu veranschauli-
chen. Durch das Nebeneinanderlegen der Strips war es mdglich, Nachbarschaftskorrela-
tionen zwischen den Protonen herauszufinden. Im Laufe dieser Zuordnung konnten
schliel3lich Signalgruppenpaare zu Ketten zusammengefligt werden, wobei auf bestimm-
ten Kombinationen in der Primarsequenz geachtet wurde. Eine Schematisierung dieses

Prozesses ist in den Abbildungen 5.3 und 5.4 zu finden.

13C
(PPM) 593 E94 S95 196

64.0 —

Abbildung 7.3

Ermittlung der Nachbarschaftskorrelationen im
Sequenzabschnitt S93 bis S95 der Primarstruktur
@ von CAP aus den HNCA (grin) und
CBCA(CO)NH (pink) Spektren. Die Verbindungs-

62.0 @ linien spiegeln die Nachbarschaftsbeziehungen

zwischen den Atomen im Proteinriickgrat wieder.
Wéhrend im HNCA-Spektrum Korrelationen

zwischen dem intraresidualen Amidproton und C*

-Kernen einer Aminosdure und die dieses
P 4. Amidprotons mit dem C* -Kern seines direkten
Nachbars ersichtlich sind, sind im CBCA(CO)NH

ausschliel8lich Korrelationen aus interresidualen

60.0 —

60.4 Wechselwirkungen zu finden.

60.4

8.7 8.8 7.6 74 1y (opm)
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Abbildung 7.4: Ermittlung der Nachbarschaftskorrelationen im Sequenzabschnitt S93 bis F98 der
Primérstruktur von CAP aus der 'H"-"H"-Region des 3D-">"N-NOESY-HSQC-Spektrums.

Ersichtlich sind hier die Resonanzen der Aminosédurenreste S93, E94, S95, 196, G97 und F98 in Form von
Streifen, die Abschnitte aus dem 3D-15N-NOESY—HSQC-Spektrum darstellen. Die Verbindungslinie zwi-

schen den Streifen reflektiert hier Nachbarschaftsbeziehungen zwischen zwei Aminoséuren. Eine Korrela-

tion zwischen zwei benachbarten Resten wird durch ein Kreuzsignal auf ihren jeweiligen Streifen gekenn-
zeichnet. Diese Kreuzsignale haben in der Regel die gleiche Form und GréRe und weisen die Verschie-

bung der betroffenen Nachbarn auf.

Die Sicherheit der sequenziellen Zuordnung stieg mit der wachsenden Anzahl der
Kreuzkorrelationen von Protonen, da die Wahrscheinlichkeit zufalliger Frequenzentar-
tung® mit der Lénge der Kette weiter sank. Fiir manche Kreuzsignale war eine solche

Zuordnung jedoch sehr ungenau oder manchmal sogar unmoglich. Dies war bei den

% Widersprichliche Frequenzen.
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Aminosauren Ser 1 bis Lys 3 der Fall, die aufgrund ihrer Stellung in der Primarsequenz
vermutlich flexible Reste kennzeichnen. Am Ende konnten die Resonanzen des Protein-
ruckgrates bis zu 90 % identifiziert werden.

Unmittelbar nach der sequenziellen Zuordnung der Resonanzen im CAP erfolgte die
Auswertung der 2D-TOCSY-, 3D-HCCH-TOCSY-Spektren sowie des '“C-NOESY-
HSQC, die Informationen Uber die Spinsysteme der Aminosauren beinhalten. Eine Zu-
ordnung der Aminosaurenspinsysteme diente dazu, die Resonanzen der Kohlenstoffsei-
tenketten und der Amidseitenketten zu identifizieren. Dabei konnten intraresiduale

Kreuzkorrelationen von den interresidualen unterschieden werden (Abbildung 5.5).
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Abbildung 7.5 Abschnitt eines 2D-'H-'H-NOESY-Spektrums (rot) in D,0°° und 2D-'H-'"H-TOCSY-
Spektrum (dunkel) in H,O?” von CAP, aufeinander gelegt.

Veranschaulicht sind hier Resonanzsignale der Protonen von aromatischen Seitenketten. Eine Unter-
scheidung zwischen interresidualen und intraresidualen Kreuzsignalen ist in der Regel méglich, wenn sich
Signale derselben Art sowohl im NOESY- als auch im TOCSY-Spektrum finden. Ziel dieser Spektren-
Uberlagerung ist es deshalb, deckungsgleiche Korrelationssignale von den isolierten Signalen auseinan-
der zuhalten und zuzuordnen. Als interresiduale Signale oder NOE-Signale werden nur solche Kreuzsig-
nale identifiziert, die beim Aufeinanderlegen der Spektren isoliert sind. Die mit den TOCSY- gedeckten
NOESY-Signale sind dann als intraresidualen anzusehen, da sich in den TOCSY-Spektren ausschliel3lich

Signale aus intraresidualen Kreuzkorrelationen identifizieren lassen.

6 Gemeint ist hier, dass das D,O bei der Spektrenaufnahme als Lésungsmittel dient. Dies wird durch einen
Lésungsmittelaustausch zwischen D,O und Wasser erreicht, um Protonen, welche zu Signaliberlagerung
beitragen zu unterdriicken (s. unten).

?TH,0 stellt das Lésungsmittel bei der Spektrenaufnahme dar.
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Abbildung 7.6 Abschnitt eines 2D-'H-'H-NOESY-Spektrums in D,O (rot) und 2D-'"H-'H-TOCSY-

Spektrum in D,0O (dunkel), aufeinander gelegt. Region der aromatischen Seitenketten.
In den NOESY- bzw. TOCSY-Spektren in D,0 finden sich nur Signale von Protonen, die zum Austausch

mit H,O als Lésungsmittel’* nicht fahig sind und somit zur Lésung des Signaliiberlappungsproblems bei
grol3en Proteinen groBteils beitragen. Der Hauptvorteil von derartigen Spektren liegt in der Identifizierung
von Signalen, welche durch die Wasserlinie” bei Spektren in H,O stark unterdriickt werden, da sie nahezu
die gleichen Resonanzfrequenzen bei 4.5 bis 4.7 ppm wie H,O aufweisen. Die NOESY- und TOCSY-
Spektren in D,O werden im Allgemeinen bei der sequenzspezifischen Signalzuordnung von Proteinen
herangezogen, um Signale der Seitenketten von besonders polaren Aminoséduren wie Histidine und Argi-

ninen zu identifizieren.

** Saure-Base-Gleichgewicht mit aziden Protonen oder Wasserstoffbriickenbindungen.
¥ Vgl. Anhang (iber 1D-Spektrum von CAP in H,0.
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Abbildung 7.7 Uberlagerung eines 2D-"H-'H-NOESY-Spektrums in D,0 (rot) mit den 2D-'"H-"H-TOCSY-
Spektren in D,0O (dunkel) und in H,O (gold). Region der aromatischen Seitenketten. Wie bereits erlautert,

tragen die Spektren in D,O zur Verringerung der Signaliiberlappung bei. Aufgrund einer erheblichen

Signaliiberlagerung lassen die Signale im Bereich zwischen 6.2 und 6.6 ppm im TOCSY-Spektrum in H,O

kaum identifizieren. Erst beim Uberlagern der Spektren in H,O und D0 ist eine Identifizierung méglich.

Die Kreuzsignale aus Kern-Overhauser-Effekten geben die Starke der Konnektivitat
zwischen Aminosaureresten durch den Raum wieder. In der Tabelle A.1, in Anhang A,
sind die 1H, 15N, 13C, Verschiebungen aufgelistet, welche im CAP die intraresidualen
Korrelationen reflektieren. Diese Tabelle wurde in der ,BioMagResBank® Datenbank
unter der Nummer 5393 hinterlegt. In der Abbildung 5.8 und 5.9 sind die ®*N-HSQC- und
3c-HSQC Spektren mit den 'HN- und 'H%-, "HP- "H'- "H3-Resonanzen aller Aminosau-

ren entsprechend der Nummerierung in der Primarsequenz dargestellt.
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Abbildung 7.8 2D-"°N-HSQC-Spektrum von CAP.

Zu finden sind hier Resonanzfrequenzen der Amidprotonen des Proteinriickgrades und die der Amid-

Seitenketten. Eine Signalzuordnung erfolgte bis zu 95% durch die Identifizierung von Amidprotonenreso-
nanzen der Aminoséduren von CAP. Nicht charakterisierbar waren jedoch die Protonen, deren zugehérige
Aminoséuren sich in den flexiblen Bereichen des Proteins befanden wie beispielsweise die am Anfang der

N-terminalen Regionen.
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Abbildung 7.9: 2D-°C-HSQC-Spektrum von CAP (dunkelblau). AuschnittvergréBerung der "H-Region
des 2D-"*C-HSQC-Spektrum und 2D-Projektion der ">C- 'H-Ebenen eines 3D-">C-NOESY-HSQC (gold)
aufeinander gelegt.

Im 2D-"*C-HSQC-Spektrum kénnen Protonen der Kohlenstoffseitenkette identifiziert werden, welche sich
in der 1H-aliphatischen Region eines NOESY- bzw. TOCSY-Spektrums im Bereich zwischen -2 und +5
ppm befinden. Das 3D-">C-NOESY-HSQC wird in der Regel herangezogen, um derartige Seitenketten-
Protonen leichter zuzuordnen. Im Gegensatz zum 2D-"°N-HSQC-Spektrum tragt die gréBere Anzahl an
vorhandenen Kohlenstoffen im Protein im Vergleich zu den Amidprotonen zu erheblichen Signaliiberlap-
pungen in den “H- und ?H-Regionen bei. Eine vollsténdige Signalzuordnung der Protonenresonanzen war
daher im "*C-HSQC-Spektrum vom CAP bei Weitem nicht so erfolgreich wie im "’N-HSQC-Spektrum™.
Besonders hilfreich ist hier auch die Verwendung von Verschiebungen der Kohlenstoffresonanzen aus
den Tripelresonanz-Spektren, um die zugehérigen “C- und “C der Aminoséuren geméan ihrer Abfolge in

der Primérsequenz zu identifizieren und zuzuordnen.

*Vgl. Liste der Protonenresonanzen im Anhang A.
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7.4. Bestimmung der Sekundarstruktur von CAP

Der zweite Schritt dieser Strukturaufklarung wird ausschlieRlich durch die Identifizierung
von Sekundarstrukturelementen charakterisiert. Aus den 2D-NOESY-Spektren in H,O
und D,O, 2D-TOCSY in H,0, 3D-"’N-NOESY-HSQC und 3D-'°C-NOESY-HSQC-
Spektren konnten pro Aminosaurerest bis zu funf Distanzschranken extrahiert werden.
Diese Distanzschranken spiegeln die Werte von interatomaren Abstanden im CAP wi-
der, die sich fur die Bestimmung zunachst der Sekundarstruktur als besonders relevant
erwiesen haben. In Abbildung 5.10 ist eine graphische Darstellung dieser Distanz-
schranken zu finden. Im CAP-Protein konnten teilweise bei einigen Resten weder se-
quenzielle noch Distanzschranken mittlerer Reichweite extrahiert werden; Grund hierfur
war eine erhebliche Signallberlagerung in den NOESY-Spektren, die die Identifizierung
jeder Art von Korrelationen zwischen den Aminosauren erschwerte. Im Gegensatz dazu
sind bei allen Aminosaureresten Distanzschranken aus Wechselwirkungen grolder
Reichweite vorhanden und in der Graphischen Darstellung aufgetragen. Eine Ausnahme
stellten jedoch manche Proline und die Aminosauren Ser 1 und Val 2 dar, fur die keine
erkennbaren Kreuzsignale vorhanden waren. Es existieren fir sie in dieser graphischen
Darstellung keine Distanzschranken.

Anhand der Art von sequenziellen Beziehungen und Wechselwirkungen mittlerer Reich-
weite der Aminosauren untereinander wurde eine graphische Darstellung tber die Kon-
formation der Sekundarstruktur erstellt (Abb. 7.11). Aus diesem Sekundarstrukturgraphi-
sche Darstellung geht hervor, dass das CAP Protein Uberwiegend a-helikal ist, das be-
deutet, dass sie eine ,all-a-Konformation“ besitzt. Hinweise auf andere Arten von Se-

kundarstrukturelementen wie die von B-Faltblatter sind hier nicht ersichtlich.
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Abbildung 7.10 Graphische Darstellung der Anzahl von Absténden pro Aminoséurerest im CAP-Protein.

Die Anzahl der Absténde pro Aminoséurerest ist gegen die Aminosdurennummer entsprechend der Pri-
maérsequenzabfolge von CAP-N aufgetragen. Diese Darstellung veranschaulicht die Wechselwirkungen
aus dem Kern-Overhauser-Effekt zwischen den Aminoséuren, die von sequenzieller Natur, mittlerer
Reichweite (engl.. ,medium range NOE*) sowie gro8er Reichweite (engl.: ,long range NOE®) sind. Anders
als die Wechselwirkungen aus groBer Reichweite, ergeben die Aminosdurewechselwirkungen aus se-
quenzieller Natur und mittlerer Reichweite digejenigen Absténde innerhalb der Distanzschranken (konfor-
mationelle Einschrénkungen), die zur Analyse der Sekundérstruktur herangezogen werden. Wéhrend
diese konformationelle Einschrédnkungen aus sequenzieller Natur und mittlerer Reichweite Informationen
liber das Proteinriickgrad liefern, sind die Abstédnde gro3er Reichweite innerhalb der Distanzschranken

auf die globale Faltung eines Proteins zuriickzufiihren.
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Abbildung 7.11 Graphische Darstellung der sequenziellen Konnektivitaten (|i-j| < 5), welche "H", "H*

und "HP-Protonen einbeziehen.

Die Stérke der Linien reflektiert die Intensitét der Kreuzsignale, die in den Spektren beobachtet wurden.
Die Intensitéat der Kreuzsignale entsprechen den 1H“(i)- THY (i+1)- und 1H“(i)- 1HN(i+3)-Wechselwirkungen
zwischen Aminoséurenresten. Diese waren bis auf sehr wenigen Ausnahmen in allen Spektren von CAP
&hnlich. Die Anwesenheit sowohl von Kreuzsignalen aus den "H(i)"-"H" (i+1)- und "H* (i)-'H"(i+3, 4)-
sowie Wechselwirkungen aus "H* (i)- "H” (i+3) deutet auf eine a—Helix hin. Demzufolge sind die Amino-
sduren ausgehend von Val 2-Lys 22, Glu 26-Ser 49, GIn 56-Ser 79, Phe 86-Ser 93, Ser 95- Val 103, Pro

108- Phe 130 und von GIn 135-lle 155 jeweils in a—helikalen Regionen zuzuordnen.
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7.5. Bestimmung der Tertiarstruktur von CAP

Am wichtigsten beim Erstellen der dreidimensionalen hochaufgelosten NMR-Struktur fur
CAP waren Kriterien wie Abstands-, Torsionswinkel- und Diederwinkelverletzungen,
anhand deren die Qualitat der resultierenden Strukturen beurteilt werden konnten. Meh-
rere Strukturrechnungen wurden durchgefihrt, um zunachst die konsistenten Datensat-
ze von den irrelevanten zu unterscheiden. Datensatze wurden irrelevant, sobald sie
erhebliche Einschrankungsverletzungen hervorriefen und dadurch die gesamte Konfor-
mationsenergie des Systems erhdhten. Diese Datensatze sind die gesammelten kon-
formationellen Einschrankungen: die Distanz— und die Diederwinkeleinschrankungen,
die zwar die Art der dreidimensionalen Anordnung der Atome im Raum limitieren, jedoch
zu falschen Konformationen fuhren konnten. Daruber hinaus bezogen sich, alle Distanz-
einschrankungen, die diastereotope oder Ringprotonen betreffen, auf Pseudoatome
(Withrich, 1983), da keine stereospezifische Zuordnung fur solche Protonen durchge-
fuhrt werden konnte. Zusatzlich wurden fur die H-Bindungen ideale Werte aus der Litera-
tur verwendet, ohne dass daflr genauere Distanzmessungen notwendig waren.

Die Bestimmung einer tertiaren Struktur fur CAP erfolgte nach Anwendung einer Dis-
tanzgeometrieberechnung mit einschlieRender molekulardynamischer Berechnung, bei
der die experimentell erhaltenen Kernresonanzdatensatze aus den Spektrenauswertun-
gen verwertet wurden. Von den ca. 2000 extrahierten Distanzschranken wurden 500
experimentelle Werte als nicht relevant fur das Erstellen einer endgultigen Struktur
bewertet und herausgefiltert. So wurden nur diejenigen Einschrankungen verwertet, die
zu niedrigeren Bindungsenergien und konformationellen Energiewerten fuhrten. Insge-
samt waren also 1500 Distanzschranken und 358 Diederwinkeleinschrankungen fir
CAP erhaltlich. Sie wurden mit Hilfe den Programmen Xplor-3.851 (Brunger, 1992) und
CNS-solve 1.1 (Nilges et al, 1990) fur die molekulardynamische Berechnung verwendet.
Diese Strukturberechnung nach Bringer und Nilges stellt eine Annahrung an das
gesamte Energieminimum eines makromolekularen Systems dar (s. Kapitel 3). Ein
vorlaufiges Bundel von 30 Konformeren konnte daraus erzeugt werden. Weitgehend
verfeinert wurde schrittweise, gemall der Energieminimierungen aus den Powell
Energie-Algorithmen (Powell, 1977) jede der resultierenden Konformeren. Nur dadurch
war es mdglich, besonders energetisch armen Konformeren zu erhalten. Eine enge
Auswahl konnte folglich fur alle Konformeren getroffen werden, welche auf niedrigen
Gesamtenergiekriterien basierte. Dies fuhrte schlieBlich zu einem Satz an best
mdglichen Strukturen fir CAP. Von den urspringlich 30 verfeinerten Konformeren

erflllten insgesamt 18 alle Bedingungen fur hoch qualitative Proteinstrukturen, welche
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gungen fur hoch qualitative Proteinstrukturen, welche anschlieffend miteinander vergli-
chen wurden. In der Abbildung 5.12 ist dieses Blindel von 18 Konformeren dargestellt.
Ein Vergleich erfolgt, in dem die Ruckgratatome N, C“% C’ aller Konformeren des Bun-
dels Uberlagert werden und Werte fur die mittleren Abweichungen der Atompositionen
innerhalb des Strukturbiindels berechnet werden, relativ zu einer gemittelten Struktur®’
als Referenzstruktur (rmsd-Wert®*: root mean square differences*). Die Uberlagerung
und Analyse der Konformeren erfolgten mit den Software-Anwendungen MOLMOL (Ko-
radi et al., 1996), Suppose (Jarrod, 1999) und Swiss-PdbViewer (Gale Rhodes, 1998).
Die mittleren Abweichungen der Atompositionen zur mittleren Struktur bewiesen, dass
die Konformeren keine gerichtete Tendenz zeigen, sich von der Referenzstruktur abzu-
weichen (s. Abb. 5.13). Dies gilt insbesondere fur die Regionen im Bereich des Ruck-
grats und in den a-Helices, wahrend in den strukturlosen Regionen (engl.: Loops) grof3e
Abweichungen auftreten. Diese grolen Unterschiede sind jedoch aufgrund der hohen
Flexibilitdt von Aminosaureresten in diesen Regionen fur diesen Vergleich nicht von
Bedeutung, da die gesamte raumliche Molekilgeometrie dadurch unverandert bleibt.
Kleine Werte von mittleren Atomverschiebungen, wie sie im CAP-Protein-Blindel zu
sehen sind, spiegeln die Prazision der berechneten Konformeren und folglich die Ge-
nauigkeit der experimentellen Kernresonanzdatensatze wider. Alle 18 Strukturen erfull-
ten aullerdem noch die experimentellen Normwerte flr ideale Strukturen, mit nur sehr
geringen Abweichungen von der idealen kovalenten Proteinstrukturgeometrie (Tabelle
7.1).

*' Die mittlere Struktur entsteht im Allgemeinen durch Mittelung der Atomkoordinaten
2 vgl. Kapitel 3



7 Strukturaufklérung der aminoterminalen Doméne des D. discoideum CAP-Proteins 103

Abbildung 7.12 Stereodarstellung des Strukturbiindels von CAP.

Das Strukturbiindel von CAP besteht aus 18 Konformeren, die hier iiberlagert sind. Durch diese Uberlage-

rung kénnen die Positionen der Atome der Konformeren im Biindel (N, C% C', und O) entlang des Poly-
peptidriickgrates, verglichen werden. Die Bestimmung der Konformation des Proteinriickgrates erfolgte
mittels der konservativen Pseudoatomkorrekturen nach Wiithrich et al., (1983). Die Atome N, C* and C’
der Aminoséuren aus den helikalen Regionen (in blau): Val 2-Lys 22, Glu 26-Ser 49, GIn 56-Ser 79, Phe
86-Ser 93, Ser 95- Val 103, Pro 108- Phe 130 und schlieSlich Gin 135-lle 155 weisen insgesamt kleine
Atomverschiebungen auf, so dass die Geometrie des CAP-Molekiils innerhalb der Konformeren kaum

verdndert wird.

Abbildung 7.13 Graphische Darstellung der mittleren Atomverschiebungen in den helikalen Regionen

im Strukturbiindel <SA> von CAP, relativ zu einer gemittelten Struktur, <SA>m.

Berticksichtig werden hier die N, C* und C° Atome des Proteinriickgrates aller 18 Konformere. Diese
Darstellung reflektiert, wie stark die Geometrie des Proteinriickgrates der einzelnen Strukturen im Biindel
von den mittleren Atomkoordinaten m abweicht. Besonders grof8e Unterschiede entstehen bei den Amino-
sduren, die in den unstrukturierten Regionen liegen, da diese eine héhere Flexibilitdt aufweisen im Ver-

gleich zu denjenigen Aminoséuren, die in den a-Helices involviert sind.
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Tabelle 7.1:

Parameter, die die Ergebnisse der Strukturberechnung von CAP in Lésung charak-
terisieren (pH 7, 300K)

Parameter Strukturbiindel

Abweichung von berechneten Werten fiir ideale kovalente Proteinstrukturge-

ometrie

Bindungslénge (A) 0.0046 £ 0.000
Winkel (°) 0.6191 £ 0.031
Impropers (°) 0.5332 +£0.021

Energiewerte (kcal.mol”)

Enoe 234.56 + 19.440
Eimp 38.73 + 1.201
EBindung 10.65+ 0.518

Abweichungen von den erlaubten Verletzungen der Einschrédnkungen
Verletzungen der Distanzschranken > 0.2 A 21.9+4.150
Verletzungen der Distanzschranken > 0.5 A 0.21 £ 0.043

Abweichungen von den ermittelten Proton-Proton-Korrelationen (A)

Interatomare Wechselwirkung —insgesamt — 0.000 +0.000
Interatomare Wechselwirkung —sequenzielle Natur— 0.000 +0.000
Interatomare Wechselwirkung —mittlere Reichweite— 0.000 +0.000
Interatomare Wechselwirkung —gré3ere Reichweite—  2.120 +0.020
Interatomare Wechselwirkung —"H(i+4) — O(i) (25) - 0.000 +0.000

Das Strukturbiindel von CAP besteht aus 18 Konformeren. Die mittleren Atomverschiebun-
gen wurden mit Hilfe der Softwareanwendung ,Suppose” berechnet. Insgesamt wurden 1500

Distanzschranken und 358 Diederwinkeleinschrdnkungen verwendet.
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7.6. Beschreibung der dreidimensionalen Struktur der amino-

terminalen Domane von CAP

Die dreidimensionale Struktur der N-terminalen Domane des CAP-Homologs aus D.
discoideum stellt ein Bundel von sechs Helices dar, die antiparallel zueinander gerichtet
sind (Abbildung 5.14). Wahrend die helikalen Regionen durch die Aminosauren in den
Bereichen zwischen Val2-Ser49, 56-79, 86-93, 95-103, 108-130 und 135-155 gekenn-
zeichnet sind, sind die restlichen Aminosauren Bestandteile einer strukturlosen oder
ausgedehnten Konformationen. Andererseits erinnert diese Art der Ausrichtung von
Helices an Membranproteine des Typs IV, bei denen die Lange jeder Helix aus 20 Ami-
nosauren zusammengesetzt ist. Die Ansicht des Proteins von oben gibt den Anschein,

dass die Helices zusammen eine Art gestreckter Zylinder bilden (Abbildung 5.15).

Abbildung 7.14 Stereodarstellung der dreidimensionalen Struktur der amino-terminalen Doméne von
CAP (Seitenansicht).

Die Struktur besteht aus 6 Helices, die sich zwischen den Aminoséuren Val 2 -Ser 49, Gin 56-Ser 79, Phe
86-Ser 93, Ser 95- Val 103, Pro 108- Phe 130 und Gin 135-lle 155 erstrecken. Diese Helices sind antipa-

rallel zueinander gerichtet und weisen jeweils einen leichten Knick auf. Die Art der Ausrichtung erinnert

sehr stark an ein Membranprotein des Typs IV. Die erste Helix Val 2 -Ser 49 ist im CAP-Molekiil durch ein

Pro 25 unterbrochen.
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Abbildung 7.15 Stereodarstellung der dreidimensionalen Struktur der amino-terminalen Doméne von
CAP (Ansicht von oben).
Ersichtlich sind hier Helices, die zusammen eine Art Zylinder bilden.

7.7. D. discoideum CAP als mogliches Substrat von Proteinkinasen

Da die biologische Funktion von Proteinen im Allgemeinen auf ihre Konformation oder
dreidimensionale molekulare Gestalt zurtckzufuhren ist, wurde nach der Strukturbe-
stimmung der amino-terminalen Domane des D. discoideums CAP-Proteins versucht,
seine moglichen Funktionen zu definieren.

Laut Ergebnisse der Literatur spielt das D. discoideum CAP-Protein eine regulatorische
Rolle in der dynamischen Reorganisation des Actin-Cytoskeletts durch eine Signallber-
tragungskaskade Uber eine externe Stimulierung (Vojtek et al., 1991; Amberg et al.,
1995). Es soll aulerdem noch in der Lage sein, Actin in vitro zu binden und dabei mit
dem PIP,-Molekil zusammenwirken (Gottwald et al., 1996). Um zu verstehen inwiefern,
die aminoterminale Domane des D. discoideum CAP-Proteins als Actin-bindendes Pro-
tein das Actin-Netzwerk in der Zelle beeinflusst, wurde es in einem Experiment als Sub-
strat fir die Proteinkinase A* (zyklische AMP-abhingige Proteinkinase) eingesetzt.

Dadurch sollten wichtige Informationen Uber seine Rolle in den Signaltransdukti-

% Die Proteinkinase A setzt sich aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen Untereinheiten zusam-
men, die bei Phosphorylierungsmechanismen wahrend der Signallibertragungsvorgange eine entscheiden-
de Rolle spielen (Traugh et al., 1974).
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onskaskaden, die den raschen Umbau des Cytoskeletts zu kontrollieren scheinen, ge-
wonnen werden.

Eine Phosphorylierungsreaktion wurde deshalb in vivo durchgefuhrt, um einen Phos-
phat-Transfer von einem ATP (Adenosyltriphosphat) zu dem CAP-Protein zu erreichen.
Bei diesem Versuch wurde das CAP als Substrat flr die katalytische Untereinheit der
Proteinkinase A aus Rinderherz verwendet. Ein Phosphat-Transfer konnte wahrenddes-
sen jedoch nicht beobachtet werden. Dieses Ergebnis fuhrte zu der Annahme, dass das
untersuchte Fragment der amino-terminalen Doméane von CAP (S51-T226) nicht
phosphoryliert wird, also nicht als Substrat flr die Proteinkinase A im Actin-Cytoskelett in

Frage kommen kann.

7.8. Modell der Struktur des gesamten CAP-Molekiils

Ein Modell der Struktur des CAP-Molekils wurde mit Hilfe der Softwareanwendung 3D-
Dock erstellt und als vermutete monomere Einheit der Quartarstruktur von CAP vorge-
schlagen (Abbildung 7.16). Berechnet wurden dabei die Oberflachenpotentialen in den
Kontaktflachen zwischen der amino-terminalen und der carboxyterminalen Domane. Als
Ausgangspunkte fur die Berechnung des CAP-Proteins wurden die konformationelle
Einschrankungen aus der NMR-Strukturberechnung und die Koordinaten der C-
terminalen Domane aus der Proteindatenbank (Nr. 1K4Z) berlcksichtigt. Das Modell
zeigt welche Aminosaurereste an der Kontaktflache zwischen den zwei CAP-Doméanen

liegen.
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Abbildung 7.16 Modell einer monomeren Einheit der Quartérstruktur von CAP.

A. Das CAP-Protein besteht aus zwei verschiedenen Doménen, die durch eine prolinreiche Region ver-
bunden ist. Wéhrend die N-terminale Doméne von CAP durch eine All-a-Konformation gekennzeichnet ist
(rechts), besteht die C-terminale Doméne aus (berwiegend p-Faltblétter (links). Das 6-Helix-Biindel der N-
terminalen Doméne ist antiparallel zu der C-terminalen Doméne gerichtet, deren p-Faltblétter in einem p-
Barril angeordnet sind. Die Gesamtenergie des Modells betrug —59 kcal/ mol nach einer Verfeinerung der

berechneten Struktur. Die Wahrscheinlichkeit der Oberfléchenkomplementaritét (Scscore) betrug 79.

B. Darstellung der Oberflache von CAP.

Zu sehen sind hier die positiv geladenen lonen auf der Proteinoberflédche. Die positiv geladenen lonen
sind rot gekennzeichnet, die negativ geladenen blau und die ungeladenen Afomen

weiss. Die positiv geladenen lonen sind im CAP-Protein, nach aulRen, zum L&sungsmittel gerichtet wéh-
rend die negativ geladenen lonen nach innen gerichtet sind. In der Mitte, zwischen den zwei Molekiilen

sind die Aminoséurereste zu sehen, die die Kontaktflache zwischen den zwei Doménen bilden.
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7.9. Diskussion

Den NMR-Untersuchungen zufolge wird die aminoterminale Domane des D. discoideum
CAP-Proteins durch eine temperaturempfindliche Teildomane gekennzeichnet, die aus
50 Aminosaureresten besteht. Diese Teildomane besteht aus Met 1 bis einschlieRlich
Ser 50 und ist unstrukturiert. Um dennoch die Zuordnung der Resonanzen der amino-
terminalen Domane von CAP in den NMR-Spektren durchfuhren zu konnen, bestand die
Notwendigkeit die ersten 50 Aminosauren vom Rest des Proteins abzutrennen. Dadurch
wurde ein Grol3teil der Signallberlagerung verringert und die Zuordnung der Resonan-
zen in den NMR-Spektren effizienter als vor der Abtrennung. So war eine Zuordnung der
Resonanzen war fur fast alle Aminosaure im CAP-Protein moglich, jedoch nicht fur
manche Proline und die Aminosauren Ser 51, Val 52 und Lys 53. Schlie3lich konnte es,
ausgehend von der Teildomane S51-T226, einen Satz von Konformeren fur die amino-
terminale Domane von CAP zu erstellen. Die besondere Qualitat des Datensatzes wur-
de dadurch bestatigt, dass alle Konformeren keine grol3en Tendenzen zeigten, von der
mittleren Molekllgeometrie abzuweichen. Das 6-Helix-Bundel von CAP erklart seine

Tendenz Oligomeren zu bilden (Abbildung 7.17).

Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur von CAP ist fur das Verstandnis seine
Funktionen im Cytoskelett von gro3er Bedeutung und dient als erste Annahrung zur
strukturellen Aufklarung der Bindungseigenschaften von CAP und der Adenylyl-Cyclase.
Aufgrund der sehr hohen Instabilitdt des Konstruktes M1-T226 waren die NMR-
Untersuchungen von CAP stets mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden. Uber die Art
der Bindung an der Adenylyl-Cyclase herrscht daher weiterhin Unklarheit. Die Frage, ob
die Bindung an Adenylycyclase bei allen CAP-Homologen konserviert ist oder aber eine
Folge der Evolution von den Prokaryonten zu den Eukaryonten ist, bleibt dariber hinaus
offen. Die Bindung an Actin und damit die Teilnahme der CAP-Proteine an der Regulati-
on des G-Actin-F-Actin-Gleichgewichtes wurde bereits in friheren Studien uberpruft
(Gottwald et al, 1999). Die hier gewonnenen Erkenntnisse Uber das D. discoideum CAP-
Protein erganzen diese Studien und zeigen, dass eine Actin-bindende Stelle ausschliel3-
lich in der carboxy-terminalen Doméane zu finden ist.

Bis jetzt konnte in keinen diesen zahlreichen Studien Uber die CAP-Proteine bewiesen
werden, dass wie bei der carboxy-terminalen Domane, die Funktion der zentralen Po-

lyprolin-reiche Domane konserviert sind.



7 Strukturaufklérung der aminoterminalen Doméne des D. discoideum CAP-Proteins 112

kDa gel filtration
250
98
64
’ — --: - ((?A(?Jase
50
30
load column fractions

chemical crosslinking
kDa - + - + + EDC

250

98 .

64 > -

50
BSA CAP 230188

Abbildung 7.17 Das CAP-Oktamer.

A. SDS-PAGE der amino- und carboxyterminalen Doméne von CAP. Auf dem Gel sind sowohl monomere

als auch heteromere Einheiten der Quartérstruktur von CAP zu sehen. Die monomere Einheit wird auf
dem Gel durch eine Doppelbande bei 60 kDa charakterisiert, wéhrend die heteromere Einheiten bei ca.
150 und 250 kDa zu sehen sind. Es handelt sich bei der Doppelbande bei 250 kDa um ein Oktamer des
CAP-Molekiils, welches durch chemischen ,,Cross-linking“ bewiesen wird.

B. Modells des CAP-Oktamers. Dieses Modell wurde mit der Softwareanwendung PdbSwissviewer er-
stellt. Hier sind die amino-terminalen Doménen (griin) in der Mitte der Struktur durch die carboxy-
terminalen Doménen (rot) abgeschirmt und bilden eine Art Pore. Beide Domé&ne sind sind durch prolinrei-
che Region (gelb) verbunden. Grau ist eine monomere Einheit von CAP gekennzeichnet. Das CAP-

Protein fiir die Bindung an lonen oder an polare Substrate verantwortlich sein.
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8. Expression und Reinigung des DAip1 aus einem genve-

randerten D. discoideum Stamm (4-1)

FiUr die Expression und Reinigung des DAip1 wurde der DAip1-Uberexprimierende D.
discoideum-Stamm, der 4-1-Stamm, verwendet. Die Zellen des 4-1-Stammes exprimier-
ten ca. 25-mal mehr DAip1 als der Wildtyp AX2 (M-Taubenberger®). Zweck dieser U-
berexpression und der anschlieBenden Reinigung war es, Protein-Einkristalle zu erzeu-
gen, um spater die Struktur von DAip1 mittels Rontgenstrukturanalyse zu bestimmen.

Die Reinigung von DAip1 wird in drei Schritte unterteilt, zu denen in zunachst das kon-
trollierte Zellwachstum von vegetativen bis zu entwickelten Zellen in Schuttelkulturen
gehdrt. Im zweiten Schritt erfolgt die Reinigung des DAip1-Proteins aus dem Zellhomo-
genat durch lonenaustauschchromatographie und Gelfiltration, um das DAip1 in reiner
Form zu erhalten. Schliel¥lich zielt erfolgt das Einkonzentrieren der reinen DAip1-Ldsung

auf 2-3 mg/ml bis zu 10 mg/ml.

8.1. Gewinnung des DAip1 aus 4-1

Mit Sporen des Stammes 4-1 wurde das AX2-Medium beimpft. Sobald sich die Sporen
zu vegetativen Zellen entwickelt und vermehrt hatten, wurden die Losungen aus den
Petrischalen in 30 ml Erlenmeyer-Kolben uUberfuhrt, wo sie weiter kultiviert wurden. Das
Zellwachstum wurde mit Hilfe einer Neubauer-Kammer unter einem Lichtmikroskop
kontrolliert und die Anzahl der Zellen pro ml ermittelt. Beim Erreichen der stationaren
Phase (5.106 Zellen/ml) wurde die Kultur zum Beimpfen in 2 Liter Erlenmeyer-Kolben
verwendet. Geerntet wurden die Zellen bei einer Dichte von 107 Zellen/ml durch Zentri-
fugation bei 1500 rpm. Die geernteten 4-1-Zellen wurden dann gemaf® dem Reinigungs-
protokoll von DAip1-Protein in kaltem Soerensen-Puffer aufgenommen und zweimal
gewaschen. Zu diesem Zweck wurde eine Zentrifuge mit Swing-out-Rotor verwendet,
wodurch grofe Verluste am besten minimiert werden konnten. Die Zelldichte wurde
dann auf 107 Zellen/ml eingestellt, die Zellen dann im Phosphat-Puffer aufgenommen
und zum Entwickeln gebracht. Die entwickelten Zellen wurden bei 1500 rpm geerntet
und ihre Masse bestimmt. Bei der Einwaage betrug die gesamte Zellmasse 31,19 g. Als
besonders vorteilhaft kristallisierte sich die Zell-Lyse bei 15000 psi in einer ,French

Press“ sowie in dem ,Celldisrupter” heraus.

3 Ergebnisse nicht publiziert.
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8.2. Reinigung von DAip1 durch lonenaustauschchromatographie

Die native Reinigung von DAip1 erfolgte in drei Stufen mittels lonenaustauschchroma-
tographie®. Die erste Trennung zur Aufreinigung von DAip1-Protein erfolgte mittels
einer DEAE-Saulenchromatographie bei einem Saulendurchfluss von 5 ml/min und ei-
nem pH-Wert von 7,5 in 5 mM Hepes-G-Puffer. Ziel dieses Reinigungsverfahrens war es
durch ionische Bindung an den Kationenaustauschergruppen der DEAE-Saule, die posi-
tiv geladenen Proteine im 100.000 x g-Uberstand von den anderen negativ sowie neutral
geladenen Proteinen zu trennen. Der Grund fiir die Wahl des pH-Wertes war der pl (*)
des DAip1-Proteins von 7.13. Damit sollte erreicht werden, dass aufgrund einer neutra-
len Gesamtladung das DAip1-Protein ohne Salzgradienten die DEAE-Saule passieren
musste. Daraufhin bestand die Moglichkeit der Aufteilung des Saulendurchflusses in drei
verschiedene Sammelfraktionen entsprechend der Anzahl von detektierten Peaks im
Saulenchromatogramm und folglich des DAip1-Reinheitsgrads. Diese Fraktionen wur-
den mittels SDS-Gelelektrophorese weitergehend untersucht. Das Ergebnis dieser Un-
tersuchung erlaubte es, die darauf folgende Trennung durch eine Hydroxyapatit-Saule in
drei verschiedenen Stufen gemaly dem jeweiligen Reinheitsgrad der Proteinlésungen
aufzuteilen. Eine weitere Trennung wurde mit Hilfe einer Hydroxyapatitsaule durchge-
fuhrt, wodurch die gesammelten Fraktionen, Pool 1 bis Pool 3, der DEAE-
Saulenchromatographie jeweils gereinigt wurden. Damit sollte das DAip1-Protein in
reiner Form gewonnen werden. Diese Reinigung erfolgte bei einer Durchflussrate von
0,2 ml/min und einem Saulenvolumen von 60,0 ml bei einem pH-Wert von 8 in 20 mM
Tris-Puffer. Ein linearer Salzgradient von 10,0 mM bis 500 mM K3PO4-7H,0 erlaubte es,
die gebundenen Proteine nacheinander von der Saule zu eluieren. Das Ergebnis dieses
Reinigungsschrittes ist in Abbildung 6.1 zu finden. Eine weitere Bande bei etwa 30 kDa

wurde in jeder der einzelnen Fraktionslosungen als Verunreinigung identifiziert.

% Das Protokoll tiber die lonenaustauscherchromatographie des DAip1 wurde bereits von Mintert & M-
Taubenberger (Ergebnisse nicht publiziert) ausgearbeitet.
%% |soelektrischer Punkt.
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Abbildung 8.1 SDS-PAGE der Proteinfraktionen der Hydroxyapatitsdule.

DAip1-Fraktion der Hydrapatitsdule werden mit einer Probe aus einer ersten Reinigung mittels DEAE-

Séule verglichen. Die DEAE-Fraktion ist mit anderen Protein aus dem D. discoideum Cytoskelett sehr
stark angereicht. Dagegen zeigen die Hydroxyapatitsdule-Fraktionen nur Banden bei 60 kDa, da sie

wesentlich mehr DAip1 enthalten und wenig Verunreinigungen.

8.3. Gelfiltration der DAip1-Proteinprobenlosung

Eine Gelfiltrationsanalyse wurde angewandt, um die restlichen Verunreinigungsspuren
von Begleitproteinen des Cytoskeletts vom DAip1-Protein abzutrennen. Die Fraktionen
der jeweiligen Hydroxyapatit-Saulen des Pools 1 bis 3 wurden nach und nach Uber die
Cellophanmembranen eines Centriprep 50 einkonzentriert und mit Hilfe einer Gelfiltrati-
on in einem 20 mM Tris-Puffer, versetzt mit 100 mM NaCl, untersucht. Die besten Er-
gebnisse wurden, bei einem gesamten Saulenvolumen von 23,56 ml, durch Verwendung
eines Anfangsvolumen Vy von 7,77 ml und einem Saulendurchfluss von 1,5 ml/min,
erzielt. Die Benutzung eines Proteinmarkers als Referenz wahrend des Gelfiltrationspro-
zesses erlaubte es, die Molekulargewichte der Proteine, die die Saule passierten, zu
identifizieren (Abbildung 6.5). Nach der Gelfiltration konnte schlieRlich reines DAip1

erhalten werden.
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Abbildung 8.2 Geffiltration von DAip1.

Bei einem Sé&ulenvolumen und —durchfluss von 23 ml und 0.5 ml/min wurden 150 ul einer konzentrierten

DAip1-Lésung gegen einen Proteinmarker auf eine Mono-S-Séule aufgetragen. Das Molekulargewicht der
Proteine, die die Séule passieren, wurde dann ermittelt.

Auf dem hier abgebildeten Chromatogramm sind die Signale der in der Lésung vorhanden Proteine gegen
die Retentionsvolumen aufgetragen. Wéhrend das Chromatogramm des Proteinmarkers mit unterbroche-
nen Linien dargestellt ist, zeigen die Signale des Chromatogramms mit durchgezogenen Linien die Ab-
sorptionssignale der Proteine, die sich in der DAip1-Lésung befinden. Die einzelnen Fraktionen werden

hier durch rote Striche unten gekennzeichnet.
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8.4. Bestimmung der Konzentration mit Hilfe des Bradford-Tests.

Die erhaltene reine DAip1-Probenlosung wurde nach der Gelfiltration mit Hilfe von Ami-
con und Centiprep-Konzentratoren ankonzentriert. Der ,,Cut-off* der Membranen betrug
dabei 50.000 Da und teilweise 30.000 Da. Da die Verwendung von Proteinkonzentrato-
ren mit dem ,Cut-off* 50.000 Da meistens zu erheblichen Proteinverlusten fuhrte, wur-
den hauptsachlich Membranen mit ,Cut-off* 30.000 Da benutzt. Die Bestimmung der
Endkonzentration der DAip1-Lésung erfolgte durch Messung der Absorption der Protei-
ne in der Losung bei A = 595 nm nach Bradford. Es wurde von 0.8 mg/l bis zu 3 mg/l
einkonzentriert. Ein weiterer Versuch das DAip1-Protein bis zu 5 mg/l zu konzentrieren,

scheiterte an der Bildung eines Niederschlags.

8.5. Kristallziichtung

Zur Erzeugung von DAip1-Einkristalle wurde ein standardisiertes Set von Reagenzmi-
schungen der Firma Hampton benutzt, um mdgliche Kristallisationsbedingungen flur das
DAip1-Protein zu bestimmen. Die Kristallzichtung erfolgte in einem Kristallisationspuffer
aus 20mM Tris und 150mM NaCl durch Anwendung des ,Sitting Drop“-Verfahrens. Da-
bei wurden Kristallisationsplatten verwendet, die mit 24 Reservoirs versehen sind, mit je
500 pl Lésung von Reagenzmischungen aus ,Crystal Screen I“ und ,Crystal Screen I1“
gefullt. Die Tropfchen oberhalb der Reservoirs bestanden aus je 2 ul einer 3 mg/ml
DAip1-Lésung und 1 ul der jeweiligen Reagenzlésungen. Die mit ,Crystal-Clear” versie-
gelten Platten wurden anschlieRend in einem Kristallisationsraum bei 20°C und 4°C
gelagert. Nach ca. sechs Wochen wuchsen einige Proteineinkristalle aus einer der Plat-
ten mit ,Crystal Screen 1, welche jedoch aufgrund ihrer GréRRe fur eine weitere Behand-
lung durch Roéntgenstrukturanalyse ungeeignet waren (Abbildung 6.6). Das zum Kris-
tallwachstum erforderliche Reagenz bestand aus: 0.2 M Ammoniumacetat als Salz, 0.1
M Tris-Hydrochlorid bei pH 8.5 als Puffer und 30% v/v Isopropanol fur die katalytische
Bildung von kristallinartigen Proteinniederschlagen. Dartber hinaus konnten aus Versu-
chen mit Reagenzien des ,Crystal Screen I1“ weitere DAip1-Einkristalle erzeugt werden,
die in der Abbildung 6.7 zu finden sind.
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Abbildung 8.3 DAip1-Einkristall.

Bereits bei einer Konzentration von 3 mg/ml und Tris-
Hydroxychlrorid als Féllungsreagenz ist es méglich DAip1-

Kristalle bei 20°C zu erhalten. Unter diesen Bedingungen fallen

die DAip1-Kristalle aus der L6sung in Form von Pléttchen aus,
erreichen jedoch nicht die erforderliche Grél3e, um mittels der
Réntgenstrukturanalyse untersucht zu werden. Besonders

schwer zu erkennen, ist auch hier welchem Kristallsystem der

Kristall zugeordnet wird.

Abbildung 8.4 Anderung des Kristallhabitus durch Anderung

der Kristallisationsbedingungen.

Bei ca. 34 mg/ml und Polyethylen-Glycol-
monomethylether kristallisiert DAip1 bei 4°C mit
Anderung des Kristallhabitus (Pléttchenférmig zu

vermutlich hexagonal).

8.6. Massenspektrometrie

Eine massenspektrometrische Untersuchung wurde mittels der MALDI-TOF-Methode
zur ldentifizierung von DAip1 angewandt. Die Massenspektrometrie erfolgte im Wege
der Charakterisierung fiir modifizierte Proteine®” durch Protease-katalysierte Protein-
spaltung. Hierflr dienten die Proteinbanden von DAip1 der SDS-PAGE. DAip1 wurde
zuerst mit Trypsin verdaut, die dabei erzeugten Fragmente in einem Reflektor-TOF ge-
messen und anschlieRend mit der MALDI-MS-Methode nachgewiesen. Flr die Messung
wurden gemall den Standard-Methoden gleiche Volumina von Proben und der MS-

Matrix38—L63ung vermischt, so dass ein Verhéltnis von Matrix zu Probe von etwa 10*:1

¥ Feste Modifizierung durch Carbamidomethyl und variabel Modifizierung durch Oxidation.
% vgl. Kapitel 6.
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entstand. Die Abbildung 6.8 zeigt die [M + H]'-lonengruppen der tryptischen DAip1-

Fragmente, deren monoisotopischen Signale analysiert werden konnten.
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dhso 15784 [ mi 3 i -,

Abbildung 8.5 Massenspektrum von DAip1.

Aufgetragen ist hier die relative Signalintensitédt der monoisotopischen Signale von Proteinfragmenten
gegen m/z39. Jedes Signal wird einer geeigneten Sequenz aus der Datenbank ,Mascot“ zugeordnet. Das

monoisotopische Hauptsignal von DAip1 betrdgt 1154,6.

% m/z = Masse/Ladung
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Tabelle 8.1 Gefundene Fragmentmassen bei der MALDI-Analyse von DAip1 nach dem trypti-

schen Verdau und teilweise ldentifizierung der Signale als DAip1-Peptidfragmente.

m/z, m/z,
m/z (MALDI) monoisotopisch  monoisotopisch Peptidsequenz
(experimentell) (berechnet)
963,70 962,69 962,54 LVGTIAFDK
964,63 963,62 963,48 NIAAGDFTR
1071,78 1070,77 1070,61 LVVVGDGKER
1154,83 1153,82 1153,65 NIIAPTPATTR
1579,09 1578,08 1577,84 GENIVYASGSSIIR
1882,19 1881,18 1880,90 YAPSGNYIASGVQGNLR
1886,25 1885,25 1884,97 VLNGAILDIAWTSDNQR
2070,28 2069,27 2068,95 AATGSEDFAVNWFEGPPFK

- Identifizierung der Peptidfragmente in der Aminosduresequenz von DAipl

ADIYYEHPCQ TTVAK_IWDTLQK EHILKATYKV

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

_vvv GDGKERFGAA ILWDSGSSCG EITGHSKMIL

SCDIKSTRPF
PDGNKLVTVG
VLTASADKSC
GEISTLNLDD
LSTGLATNEFT
IGVDSPAQAV
TEVSVGGKDN
CSNREVIVWS

NVENPTASPV

~ S -~ S

KTGEKLIELN PAQQHTGGIY

ADKKAFVYDG
KIWDTTTGQC
VAKPSRVIKG
GPAHKNQITS
AFSGDVVVAV
KIHVFTLSGN
GKEAKSKGWV

QVKNSHLGGV

INSFTFGSDV NDQOQLGCLWF

IKINGDQLIT CAMDDSVKIS

SMKTIYVIKG GKIVSQTAAT

NLTASHTLDN HRGAITDLSY

NHTARINAVA WSNDSKFVAS

NDVIYGSNNE IFSAGNEGAI

GCSWSADNNR
GDSLLSVNLA
SYDASLLQWD
SISKKTYGES
WEPTSVAIND
SPCGKYLASG
ASLDSQIYIW

KIWYVSN
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8.7. Diskussion

Da die Erzeugung von Proteineinkristallen zur Rontgenstrukturanalyse hohe Protein-
konzentrationen sowie sehr reine Proteinlosungen erfordert, war u. a. die Gewinnung
von DAIip1 in groRer Ausbeute von besonderer Bedeutung. Die Uberexpression des
DAip1-Proteins erfolgte daher in den Zellen eines genveranderten D. discoideum-
Stamm: der 4-1-Stamm. Die native Reinigung der DAip1-Probenlosungen fand
mittels Anionenaustauscher- und Kationenaustauscher-Chromatographie statt mit
anschlieliender Gelfiltration, wodurch reines DAip1 erhaltlich war. Die Durchflussra-
ten von 0.2 ml/min bei einem Saulenvolumen von 70 ml fur die DEAE-
Saulenchromatographie und einem Saulenvolumen von ca. 60ml fur die Hydroxyapa-
tit-Saule haben sich als sehr effizient jedoch nicht ausreichend fur die Trennung des
DAip1 von anderen Proteinen in der Losung erwiesen. Die SDS-Gele der Fraktionen,
die mit DAip1 angereichert waren, zeigten nach dem zweiten Reinigungsschritt noch
immer einiges an Verunreinigungen. Ein dritter Reinigungsversuch erfolgte deshalb,

bei dem eine Gelfiltration angewandt wurde.

Die Reinigung des DAip1-Proteins stellt als solche ein Beispiel der Charakterisierung
eines Actin-wechselwirkenden Proteins des D. discoideum Cytoskeletts mit Hilfe von
klassischen biochemischen Methoden dar. Schwierig war es jedoch, sehr stark
konzentrierte DAip1-Lésungen zu erhalten. Bei Konzentrationen oberhalb 3 mg/I,
erfahrt das DAip1 einen so genannten ,Salting-in-Effekt” und fallt aus der Losung
aus. Dieser ,Salting-in-Effekt® ist die Folge der Existenz von ungenigenden Lo6-
sungsmittel-lonen in der Losung, so dass die entgegensetzten Ladungen der Prote-
inoberflachen durch andere Proteinmolekile kompensiert werden (Coulomb-
Anziehungskraft). Der ,Salting-Effekt® ist auf die Anwesenheit einer groRen Anzahl
von konkurrierenden lonen der Proteinoberflache mit den vorhandenen lonen in der
Lésung zurlckzufuhren. Mit Hilfe des ,Sitting Drop“-Verfahrens und durch Verwen-
dung von ,Crystal screens I und ,Crystal screens II“ war es mdglich, DAip1-
Einkristalle schon bei niedrigen Konzentrationen zu erzeugen. Diese waren dennoch
zu klein und daher ungeeignet fur eine Untersuchung durch Rontgenstrukturanalyse.
Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur des DAip1 mittels Rontgenstruktur-
analyse wirde in naherer Zukunft einen sehr wichtigen Beitrag zur Aufklarung seiner
strukturellen Anderungen bei der Bildung eines Komplexes mit ADF/Cofilin und damit

zur Aufklarung seiner spezifischen Bindungen liefern.
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A)Anhang

Tabelle A.1 Liste der intraresidualen Protonenresonanzen der amino-terminalen Domane
von CAP

AS HN N Ca CO CB Ha HB Seitenketten
S1 - - - - - - - -
V2 - - - - - - - -
K3 - 59.33 |78.35 |28.03 |- - -
E4 8.03 |123.84 |61.95 |176.82 |34.72 Hys|Hy, 3.06
Hys|Hy, 2.93
F5 8.48 |119.60 | 58.11 |176.18 |27.87 |3.99 |3.43 H&4|H5, 6.16
3.68 Heo|He, 6.22
Q6 8.16 | 118.52 | 59.28 |178.32 |32.00 |- - -
N7 8.17 |118.85 |- 177.53 |37.63 |4.54 |- -
L8 7.35 |120.37 | 58.00 |178.51 |42.15 |4.08 |1.431.89 | H&,|HS, 0.51
H,|H8; 0.71
V9 7.40 | 122.06 |66.28 |178.00 |31.32 |3.39 |229 HysHy24"° 0.88

H’)/z#lH%# 072
D10 8.74 121.25 | 57.30 177.65 | 40.51 4.34 2.73

2.69
Q11 7.78 |116.68 | 58.53 |176.59 |28.96 |3.88 |1.85 Heq|He, 7.86
1.47 Heo|He; 6.69
H12 | 7.48 | 11245 |56.91 |176.67 |3503 |4.96 |3.36 Heq .7. 05
3.00 HS, 6.55
113 8.18 | 119.57 | 59.93 |177.42 |33.81 |4.10 |2.70 Hyq1[Hys2 1.18
Hyi2|Hys1 0.58
Hy.s 0.84
H&.4 -0.29
T14 8.02 |119.26 |69.39 |- 66.21 |4.09 |4.52 Hys 1.28
P15 |- - 65.48 |178.32 |30.60 |4.51 2.34 -
1.94

0 pseudoatomkorrekturen (s. NMR of Proteins and Nucleic Acids, Wiley, 1986)
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AS “H N c* CO cP *H PH Seitenketten
F16 6.97 |121.84 [60.71 |178.82 [40.02 |4.41 3.48 H&4|H5, 6.86
3.30 Heq|He, 5.76
V17 8.90 |126.06 |67.01 |176.91 |31.66 |3.40 |222 Hy14|Hy2x 1.08
Hyzs|Hyss 0.97
A18 |6.68 |122.45 5536 |175.55 |17.69 |4.09 |1.14 -
L19 797 |119.36 | 57.69 |177.88 |43.61 |4.05 | 1.64/2.05 | Ho:4|HS 1.08
H8z4|HS 1 1.17
S20 8.08 |116.41 |63.51 |174.42 |- 4.11 3.90/3.41 | -
K21 749 | 117.66 | 58.44 |177.54 |3231 |3.72 |1.84 Hy1sHy2s 1.37
1.63
K22 7.21 118.72 | 57.95 |177.65 |32.87 [398 |[1.90
1.73
L23 7.36 | 120.07 | 57.37 |176.25 |41.94 |3.80 |1.59 Hy 0.68
1.40 H&14/H824 0.49
H&824|H14 0.13
A24 |6.77 |115.06 | 50.75 |- 19.99 |4.33 |0.58 -
P25 |- - 65.07 |178.47 |31.77 |4.30 |2.02 Hy1gHyz2s 1.52
2.46 Hys|Hys 1.74
H814|H24 3.78
H824|H514 3.61
E26 10.70 | 118.56 | 58.94 |177.50 |27.07 |4.28 |1.78 Hys|Hy, 2.89
2.22
V27 |6.48 |121.89 |65.35 |177.55 |30.52 |3.67 |2.01 Hy14/Hy2# 0.65
Hyox|Hy1x 0.95
G28 [8.02 |108.09 |47.81 |175.66 386 |- -
3.28
N29 |8.71 120.11 | 55.68 | 177.69 |38.02 |4.50 |[2.92 H&, 6.92
2.84 H& 7.65
Q30 | 7.91 121.96 | 59.89 |178.38 [29.38 |3.95 |217 Hys|Hy, 2.45
2.62
V31 8.61 120.49 | 66.57 |178.24 [31.65 |3.78 |2.18 Hy1sHy2s 0.97
Hyzu|Hy1s 1.19
E32 8.36 | 122.74 | 60.27 |178.99 |29.31 |4.49 |215 Hy1g|Hyzs 2.35
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AS HN N Ca CcO CB Ho HB Seitenketten
Q33 |7.15 [116.78 |57.56 |177.39 [27.38 |4.02 |2.26 Hy1s|Hy2s 2.48
Hyou|Hy1s 2.72
L34 7.76 | 121.64 | 58.37 |177.62 |41.75 |3.98 |1.78 Hy 1.44
HS14|H8,4 0.82
H8z4|HS1 1.19
V35 8.73 |120.37 | 67.42 |177.68 |31.01 |3.43 |220 Hy1s/Hy2e 1.11
Hy24|Hy1# 0.80
K36 723 |120.52 | 59.64 |179.01 |30.73 |3.84 |0.55 Hy1gHyz2s 1.54
1.14 Hyzs|Hy1s 1.28
H&14|H24 1.28
Hyzu | Hyss 2.66
A37 7.74 | 12393 | 5524 |178.45 |18.65 |4.11 1.72 -
138 8.67 |121.46 |65.92 |177.72 |3752 |3.75 |2.19 Hyzs 1.19
H81 0.85
D39 |[853 |122.98 |57.66 |179.03 |40.39 |4.64 |2.69 -
2.83
A40 8.04 |125.09 |54.79 |179.72 |17.03 |4.35 |1.77 -
E41 8.75 |123.60 | 60.55 |176.69 |28.10 |3.93 |2.08 Hys|Hy, 2.78
2.00
K42 8.73 | 12256 |60.39 |177.56 |31.72 |3.40 |2.16 Heq|He, 2.38
1.56
A43 7.72 | 12092 | 54.85 |179.47 |17.48 |420 |1.63 -
L44 7.72 | 122.38 |57.93 |177.61 |4137 |4.09 |1.62 Hy 1.42
1.85 H&14|H824 0.72
145 8.09 |121.73 |66.05 |178.47 |38.11 |329 |1.51 Hy11|Hys2 0.81
Hyq2|Hys1 1.81
Hyzs 0.82
H& 0.33
N46 |824 |119.76 |56.95 |17827 |39.03 |4.35 |273 H3,, 6.89
3.18 Hé 7.79
T47 8.99 |[122.73 |67.40 |[177.12 |69.28 |3.83 |4.40 Hyzs 1.37
A48 8.65 |128.65 |55.44 |177.40 | 1547 |4.00 |0.007 -
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AS HN N Ca CO CB Ho HB Seitenketten
S49 759 [111.22 |60.91 |175.65 [63.49 |4.31 4.14 -
Q50 |7.50 |119.00 |55.07 |176.31 |32.15 2.11 Hy1s|Hy2s 2.47
2.46
S51 7.75 |116.87 | 58.33 |172.39 |66.61 |534 |4.07 Hys|Hy. 1.66
3.91 Hy,|Hy, 1.35
K53 8.65 |126.40 | 54.75 |- 48.87 |3.05 |1.79 Hys|Hyz 1.11
2.43 Hy,|Hy; -0.24
P54 |- - 61.67 |- 3224 |456 |1.97 -
2.08
S55 8.26 | 114.11 |57.50 |174.95 | 6458 |4.28 |4.18 -
4.05
Q56 |8.80 [122.60 |59.36 |177.52 |28.71 [3.94 |217 -
2.03
E57 118.28 | 118.27 | 60.32 | 178.54 |28.70 |3.97 |2.06 -
T58 765 |119.53 |66.16 |176.23 |67.91 |4.03 |4.14 Hyzs 1.20
L59 8.43 |125.16 | 58.76 |177.61 |41.44 |3.87 |1.86 Hy 1.47
219 H&14/H8,4 0.95
L60 788 |116.84 | 57.61 |179.13 |41.10 |4.00 |1.90 Hy 1.36
1.51 ;
E61 726 |118.94 | 58.89 |179.35 |29.42 |4.10 |1.88 Hys|Hy, 2.24
2.22 Hy,|Hy, 2.33
L62 8.21 120.77 | 57.31 | 178.49 |41.90 |4.16 |1.54 Hy 2.00
217 H&14/H824 0.93
163 752 [109.83 | 61.15 |175.71 |38.27 |4.42 |2.12 Hy11|Hys2 1.58
Hy1o|Hy11 1.32
Hyox 0.93
K64 7.32 | 12468 | 6183 |- - 497 |2.05 Hys|Hy, 1.44
1.90
P65 |- - 66.63 |178.14 |30.69 |4.12 |2.38 -
1.86
L66 7.31 117.00 | 59.12 |178.01 |[41.60 |4.06 |1.92 Hy 1.75
H&14|H8,% 0.90
N67 |7.93 |118.24 |5529 |177.00 |37.48 |4.44 |2.81 H3,1 7.50
2.94 H&,, 6.42
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AS HN N Ca CO CB Ho HB Seitenketten

N68 8.37 |122.74 | 56.10 |177.99 |37.50 | 4.48 2.67 H&2 6.80
2.96 HS,, 7.07

F69 799 |120.96 |61.36 |177.97 |39.11 | 4.66 2.92 H8|HS, 7.12
3.44 Heq|He, 7.22

A70 8.34 121.74 | 55.59 | 179.70 | 18.38 | 3.95 1.53 -
AT71 8.12 122.02 | 54.82 | 179.98 | 17.69 | 3.95 1.63 -

E72 7.79 121.28 | 58.91 | 178.48 | 29.01 | 4.20 2.29 Hy4|Hy, 2.01
243
V73 8.01 119.74 | 67.27 | 178.66 | 31.44 | 3.68 2.69 Hy1x|Hy2x 0.96
Hyos|Hyx 1.19
G74 7.69 108.24 | 47.47 | 175.55 3.94 - -
414
K75 8.16 124.58 | 59.70 | 179.34 | 32.45 | 4.16 2.02 Hy1u|Hy2s 1.49
H314|H824 1.69
Heon | Hes 2.73
176 8.14 120.58 [ 65.32 | 178.00 | 39.09 | 3.75 1.78 Hy|Hys2 1.17
Hyq2|Hy11 2.00
Hy.x 1.00
H344 0.88
R77 7.10 121.58 | 60.90 | 177.70 |29.70 | 4.02 213 -
2.29
D78 8.45 119.06 | 57.55 | 177.71 | 40.68 | 4.47 2.84 -
S79 7.94 113.31 [ 59.36 | 174.44 | 64.01 | 4.60 4.07 -
N80 7.67 123.05 | 53.53 | 180.23 | 40.79 | 5.29 2.63 H&,1 7.23
3.00 H32, 8.52
R81 7.97 119.53 [ 59.25 | 176.92 | 29.58 | 3.89 - -
S82 8.21 111.96 | 57.76 | 174.66 | 63.19 | 4.48 4.14 -
S83 7.43 116.69 | 58.36 | 177.70 | 64.00 | 4.38 - -
K84 9.43 131.64 | 58.18 | 176.66 |58.18 | 4.28 1.68 Hy1u|Hy2s 1.42
Hyzs|Hysx 0.84
F85 9.16 119.70 | 56.98 | 175.82 | 38.06 | 4.60 3.16 H34|H5, 7.30

2.41 Heq|Hsy 7.22
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AS HN N Ca CO CB Ho HB Seitenketten
F86 7.69 124.18 | 63.01 178.26 | 39.13 |4.19 3.13 H&4|HS, 7.36
3.06 Heq|He, 7.42
N87 9.78 120.32 | 56.87 177.21 | 37.56 |4.59 2.65 Hoy 7.11
2.93 H5,, 8.53
N88 7.49 119.01 | 57.60 175.93 | 38.34 |4.15 1.94 -
2.76
L89 7.87 116.31 | 55.69 | - 42.60 |4.99 1.18 Hd4|H6, 0.67
1.79 H&,|H8, 1.03
S90 - - 60.38 ([ 17449 |61.65 |- - -
A91 7.94 125.06 | 55.88 178.30 |[18.07 |4.26 1.84 -
192 6.90 |113.42 6267 |177.90 |36.39 |3.81 |215 Hy11|Hysz 1.52
Hyi2|Hy11 1.16
Hyz+ 0.88
Hé44 0.51
S93 8.65 116.88 | 63.73 177.57 |62.03 | 3.84 4.11 -
3.55
E94 8.82 118.81 | 56.99 176.33 [ 28.10 |4.42 2.08 Hy4|Hy, 2.40
2.48
S95 7.59 110.30 | 57.36 176.19 | 67.61 5.17 4.37 -
3.98
196 7.42 126.71 | 60.15 | 175.58 | 38.80 | 4.53 2.36 Hyi|Hyq2 1.47
Hyo|Hyq1 1.70
Hyz: 1.10
Ho44 0.86
G97 8.90 112.16 | 46.63 17761 | - 4.33 - -
4.21
F98 9.60 126.16 | 61.65 | 176.25 | 36.44 |4.40 3.32 Hd4|HS, 6.82
3.43 Heq|He, 7.74
L99 7.07 121.45 | 56.41 178.87 |43.23 | 4.07 1.40 Hd4|H6, 0.77
1.70
S100 7.89 113.38 | 59.49 17444 |62.35 |4.13 4.02 -
W101 | 8.17 122.91 | 59.99 176.43 | 27.78 | 4.04 3.50 He, 8.95

3.69
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AS HN N Ca CO CB Ha HpB Seitenketten
V102 |5.55 110.55 | 63.52 | - 30.29 |3.07 1.86 Hyq4|Hy2s 0.58
Hy.4|Hy14 -0.64
V103 | 7.51 111.83 | 60.53 | - 31.92 | 4.7 2.57 Hy14|Hy2s 0.86
V104 | 7.47 125.83 | 63.26 | 175.25 | 32.55 |4.06 1.96 Hy1#|Hy2s 0.75
Hyo4|Hy# 0.46
E105 |8.29 126.04 | 53.21 | - - 4.07 243 -
2.07
P106 |- - 64.18 |[175.70 |32.62 |4.59 2.10 -
2.48
T107 | 7.27 107.26 | 58.66 | - 67.86 |5.03 4.51 Hyzx 1.16
P108 |- - 65.93 |[177.51 |[31.89 |- - -
G109 |[9.06 109.06 | 48.55 | - - 3.69 - -
3.88
P110 |- - 64.94 | 17443 | 3212 |4.29 1.87 -
2.41
H111 | 7.50 117.99 | 60.76 | 177.05 | 30.97 |4.41 3.29 He, 6.83
3.78
V112 | 7.73 120.18 | 68.37 | 177.10 | 31.07 | 3.39 2.27 Hy1u[Hyz2s 1.35
Hyo4|Hyx 0.94
A113 | 8.04 123.63 | 55.67 | 180.10 | 17.82 |4.00 1.47 -
E114 | 8.31 122.18 | 59.26 | 179.42 | 29.01 |4.08 2.25 -
2.40
M115 | 7.81 121.50 | 56.86 | 178.46 | 32.89 |4.60 2.40 -
R116 | 8.97 122.64 | 59.66 |177.86 |28.75 | 3.89 - -
G117 |8.04 108.28 | 47.41 | 176.98 | - 4.04 - -
S118 |[7.83 119.71 | 62.23 | 176.98 | 63.46 |4.50 4.30 -
4.10
A119 | 8.06 123.23 | 55.56 | 180.07 | 18.21 |4.68 1.85
E120 |8.74 119.19 | 57.53 | 178.17 |29.45 |5.45 2.03 Hyq|Hy, 2.58
Hyo|Hys 2.23
F121 7.50 120.93 [ 61.79 |177.26 |39.35 |4.13 3.25 H34|H3, 7.12
2.94

H81|H82 649
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AS HN N Ca CcoO CB Hao HpB Seitenketten
Y122 | 7.41 114.94 | 6197 |178.90 | 39.92 | 4.19 3.50 H34|H5, 7.06
2.95
T123 |9.73 115.42 | 66.92 | 177.90 | 66.48 | 4.21 4.73 Hysu 1.47
N124 | 9.01 121.92 | 56.14 | 178.46 | 37.40 | 4.64 2.71 Hdz1 7.16
2.96 H&,, 7.48
R125 |[6.90 120.64 | 59.57 | 178.41 | 30.30 | 4.02 1.96 Hys|Hy, 1.54
214 Hy,|Hy, 1.75
1126 7.64 123.20 | 65.08 | 178.20 | 38.68 | 4.28 2.24 -
Hyox 1.09
H3.4 0.82
L127 |8.49 119.40 | 58.12 | 178.71 | 41.67 | 3.78 2.29 H&4|Hd, 0.61
H&,|Hd, 0.81
K128 |7.71 119.16 | 59.17 | 177.91 | 32.22 | 4.01 1.94 Hy|Hy, 1.54
Heq|Hey 3.01
E129 |[7.53 118.21 | 58.67 | 177.86 | 30.33 | 3.89 1.51 -
1.77
F130 |8.37 112.51 | 59.67 | 176.99 | 40.65 | 4.89 2.85 H&4|HS, 7.45
3.62 Heq|Hey 7.51
K131 8.67 126.08 | 59.68 | 177.42 | 31.41 | 4.11 2.03 H34|H5, 1.76
G132 |[8.94 116.74 | 45.74 | 174.23 | - 3.84 - -
4.28
V133 |[8.18 119.83 | 63.64 | 175.80 | 35.22 | 4.38 212 Hy1slHy2¢ 1.19
Hyz4/Hyss 0.99
N134 |8.54 118.61 | 52.46 | 174.75 | 40.39 | 5.07 2.82 H&,1 7.22
2.93 H&,, 7.16
Q135 |[9.02 127.88 | 57.33 | 176.76 | 28.46 | 3.39 2.29 Hy 1.95
2.75 Heyq|Hey 6.94
Hezq|Hep1 6.90
D136 |7.98 119.73 | 57.85 | 178.32 | 39.59 | 4.38 243 -

2.95
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AS HN N Ca CO CB Ho HpB Seitenketten
Q137 |7.20 117.28 | 50.00 |177.61 | 28.69 |4.37 1.84 -

1.67 Hepq|He 6.07

Heyq|Heyy 6.16

V138 |6.10 119.10 | 66.64 |178.26 |31.48 | 3.57 2.30 Hyg|Hy2x 1.10

Hyo4|Hyss 1.16
D139 8.88 122.56 | 57.32 177.70 | 40.35 4.49 2.75 -

2.92
W140 |8.57 |125.97 |63.99 |177.75 |29.34 |4.09 |3.91 Hno 6.49
3.42 Hs 6.12
Hes« 6.97
Heq 9.10

V141 |822 |[117.70 |67.28 |177.21 |32.07 |3.57 |267 Hys/Hy2¢ 1.19

HY2#|HY1# 163
S142 8.31 113.76 | 61.74 177.55 |63.42 |4.10 4.00 -

N143 |[8.16 118.39 | 56.74 | 176.36 |39.81 |4.63 2.73 Hd,1 6.77
3.15 Hd,, 7.39
Y144 | 7.29 119.87 | 61.61 | 176.79 | 38.02 | 3.41 2.20 H34|HS, 5.98
2.10 Heq|He, 6.31
V145 |8.42 117.10 | 6745 |177.86 |31.23 | 3.08 2.03 Hyqs|Hy2s 1.09
Hyo4|Hy# 0.88
N146 | 8.36 118.28 | 55.68 | 177.29 |37.12 |4.16 2.85 Hd,1 6.76
2.25 HS,, 7.66
F147 |7.43 121.99 | 61.56 |175.80 |37.42 |3.49 2.78 H34|Hd, 6.57
2.89 Heq|He, 6.70
L148 7.24 118.18 | 57.54 | 177.3 41.78 |3.20 1.76 Hy 0.93

H34|HS24 -0.27
H324/H8:# 0.30
K149 |8.31 |122.05 |60.44 |178.88 |32.44 |4.43 |- -

D150 |8.29 |122.99 |56.58 |178.84 [39.25 |4.56 |1.99 -

2.62
L151 |8.85 |126.64 |57.44 |177.60 |57.44 |3.94 |- Hy 1.52
H34|HS24 0.62
H324/HS:# 0.98
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AS HN N Ca CO CB Ho Hp Seitenketten
E152 |7.51 121.18 [ 60.35 | 177.43 |29.44 | 3.61 1.90 Hy1[Hy, 2.31
2.11
K153 |7.24 |119.69 |60.21 |177.94 |3247 |390 |1.66 Hy[Hy, 1.43
1.99 H&;|H5, 1.67
Y154 |832 |124.04 |[61.27 |176.94 |6127 |4.42 |3.43 H&4|H5, 6.78
3.34 Heq|He, 7.00
1155 |8.48 |123.43 |6553 |177.56 |38.62 |298 |1.56 Hy11[Hys2 -0.80
Hyzs 0.58
H&4s -0.11
K156 |7.98 |118.66 |60.05 |177.96 |31.78 |[192 |- Hy1|Hys2 1.47
H&.4 1.66
Q157 |767 |119.25 |58.16 |176.99 |2895 |3.97 |1.78 -
1.40
Y158 |7.94 |11513 [60.13 |17564 |39.99 |4.23 |1.72 H&4|H5, 6.78
2.32 Heq|He, 6.98
H159 |8.53 |121.46 |54.18 |176.62 |32.94 |499 |3.51 He; 6.10
2.57 Hs, 6.47
T160 |7.28 |[113.90 [68.49 |176.16 |70.11 |3.69 |4.04 Hys 1.44
T161 |8.16 |107.23 [60.12 |174.60 |68.52 |528 |4.86 Hyzs 1.33
G162 |7.67 | 111.70 | 43.99 |173.47 |43.99 |470 |- -
3.95
L163 |8.89 |124.06 |56.19 |176.47 |42.35 [425 |1.12 Hy 0.67
1.90 H&14|HS24 0.35
H&24|H814 0.32
T164 |10.38 |129.32 |64.67 |174.34 |64.67 |4.16 |4.30 Hyzs 1.40
W165 |8.16 | 130.84 | 56.78 |175.85 |29.68 |5.13 |3.72 Hnp 7.18
2.94 H&- 7.50
Hes- 6.89
He; 10.36
N166 |8.78 |121.10 |49.65 |- 3940 |5.25 |287 H&2 7.18
2.71 H&,, 7.02
P167 |- - 64.40 |177.48 |3230 |524 |2.36 Hy1[Hy2 2.20

2.57 Hy,|Hy; 2.01




Anhang 132

AS HN [N Ca | CO Cp [Ho [HB Seitenketten
K168 |7.72 | 11720 |5518 |176.94 |3185 |456 |2.15 Hyza[Hysz 1.46
1.75
G169 |7.98 [109.83 |44.40 |173.88 |- 357 |- -
4.25
G170 |7.98 |106.90 |44.31 |173.96 451 |- ;
3.89
D171 |834 [12020 |54.04 [177.29 |41.90 |4.81 |2.74 ;
2.57
A172 | 946 [130.18 | 5350 |177.35 |18.87 |4.37 |1.47 ;
K173 |827 |118.74 |56.45 [180.38 |33.16 [4.32 |[1.79 Hys[Hy, 0.93
1.92 HyolHy; 1.16
S174 | 847 | 11713 |58.34 | 17452 |63.78 |4.47 |4.33 .
3.95
A175 |8.07 [127.34 | 5262 |176.86 |19.39 |4.45 |1.49 ;
T176 |7.77 [11950 | 63.10 |- . 420 |- Hyzs 1.21
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