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Einleitung

1. Einleitung

Als vor vier Milliarden von Jahren sich mit Hilfe der Energie des Sonnenlichtes aus einfachen
Elementen und organischen Verbindungen die ersten Biomolekiile bildeten, war noch nicht an
die Vielfalt und Komplexitat eben dieser Biomolekiile zu denken, welche in den folgenden
Millionen von Jahren das Leben auf der Erde entstehen lieRen, bestimmten und weiterhin
bestimmen werden. Eine der wichtigsten Klassen dieser Biomolekile sind die Proteine,
benannt nach ,protos* aus dem Griechischen flr erstes” oder ,an erster Stelle”. Sie
entwickelten im Verlauf der Evolution spezifische biochemische und zelluldre Funktionen,
was ein dynamisches Wechselspiel untereinander zur Folge hatte.

Aufgebaut sind Proteine aus 20 natirlich vorkommenden Grundbausteinen, den
Aminosauren, welche linear Uber Peptidbindungen in den verschiedensten Kombinationen
miteinander  verknupft sind  (Primdrstruktur). Dabei  konnen sich  bestimmte
Sekundarstrukturelemente wie o-Helices, p-Faltblatter und B-Schleifen ausbilden, deren
dreidimensionale Anordnung wiederum als Tertidrstruktur bezeichnet wird. Wenn mehrere
strukturierte Proteinketten sich zusammenlagern, wird von Quartarstruktur gesprochen (Abb.
1-1). Das ermdglicht hochst unterschiedliche Strukturen, Eigenschaften und Funktionen.
Anfinsen zeigte bereits 1973, dass die dreidimensionale Struktur eines Proteins ausschlieBlich
in der Abfolge seiner Aminoséuresequenz festgelegt ist (Anfinsen, 1973). Sowohl die
dreidimensionale Struktur als auch die Flexibilitat der Aminosdurekette sind entscheidende
Kriterien fir die Funktion eines Proteins. Auf seinem Weg von der primdren
Aminosauresequenz bis hin zur korrekten, nativ gefalteten und somit funktionellen Struktur
kann es mehrere Faltungswege einschlagen. Der denaturierte Zustand besteht aus einem
umfangreichen Ensemble von Konformationen der Aminosaurekette. Der Weg zum nativen
Zustand ist auf den sogenannten Energiehyperflachen — folding energy landscapes -
vorgegeben, wobei sich jeder Konformation des Ensembles mehrere mogliche Wege zum
Erreichen des nativen Zustandes entlang der Energiehyperflache bieten (Wolynes et al., 1995;
Dill et al., 1997; Chan et al., 1998).

Kette B

Abb. 1-1 Quartarstruktur von Insulin (2ins.pdb). Die Farbkodierung wurde entsprechend der
Sekundérstrukturelemente a-Helix (rot) und B-Faltblatt (blau) vorgenommen. Unstrukturierte Bereich sind in
grau gehalten.
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Kleine Eindoméanenproteine falten in der Regel sehnell vom denaturierten in den nativen
Zustand, ohne Zwischenzustéande zu durchlaufenassgh sich mit dem einfachsten Modell
eines Zweizustandsfalters beschreiben (Jacksorg; 13&sht, 2000). GroRRere Proteine mit
mehr als 100 Aminosauren durchlaufen dagegen ame trichterformige Energielandschatft
(Abb. 1-2) (Jahret al, 2005). Auf Grund ihrer GréRe und der héheren Ahzadglicher
Kontakte tendieren sie dazu, schnell kompakte 8irek einzunehmen und sich nur langsam
zum nativen Zustand umzuordnen. Die treibende Kmit Erreichung der nativen
Konformation ist die hohere Stabilisierung der vati Kontakte gegentber den nicht-nativen
Wechselwirkungen. Je mehr native Kontakte vorhargied, umso mehr verringert sich die
freie Energie der Polypeptidkette und am Ende dasugstrichters findet sich mit der
energiedrmsten Struktur der native Zustand widder.raue Oberflache der trichterférmigen
Faltungslandschaft fiihrt jedoch zu metastabileohtaativen Wechselwirkungen wahrend
der Faltung, so dass sich Intermediate populiedemén.

L fetna I =a
== 3
—) T :; entfaltet V vy A==
A o~ = ATLE
L=
X Nukleus
Faltungs- N
intermediate iwei
o te| weise
o " gefaltete
(] "
s Zustande 2 -»'Eﬁ“;i.'
nativer Zustand Oligomere ...hj:;E;
amorphe
Aggregate
|
amyloide Fibrillen
~  intramolekulare Kontakte ~ intermolekulare Kontakte =

Abb. 1-2 Schematische Darstellung der Energiehypdéche zur Proteinfaltung und Aggregation. Die
Oberflache (grau) zeigt die Vielzahl an mdglicheotBinkonformationen (Ensemble an Konformationes de
denaturierten Zustandes), die in Richtung des eati¥ustandes (hellblau) oder in Richtung der andgoi
Fibrillen (dunkelblau) wandern und dabei teilwegefaltete intermediare Zustdnde durchlaufen, vomede
jedoch kaum detaillierte Strukturen oder Modellésggren. (Die Abbildung wurde aus Jaleh al, 2005
entnommen.)
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Intermediate stellen Strukturen dar, die sich meei lokalen Energieminimum befinden. Sie
markieren den Weg zum nativen Zustand, dem glodatemgieminimum, und beschleunigen
unter bestimmten Umstdnden die FaltungsreaktiongfWiaet al, 1999), indem sie die
Anzahl der méglichen Konformationen, die der sighehden Polypeptidkette zur Verfiigung
stehen, einschranken (Udgaonkral, 1990; Kiefhabeet al, 1992c). Levinthal hatte 1968
postuliert, dass eine Polypeptidkette eine astraswimange Zeit brauchen wirde, um seine
native Form zu erreichen, weil der Konformationsmauwelcher der Polypeptidkette
zuganglich ist, auch astronomisch grof3 erscheisti(ithal, 1968). Trotzdem verlauft die
Faltung von Proteinen in einer biologisch relevanieitskala, da sie Zwischenstufen
durchlaufen, namlich die oben aufgefuhrten pargeifalteten Intermediate (Schmid, 1983;
Kuwajimaet al, 1985), aber auch weil der energetisch zugangkadr#ormationsraum sehr
viel kleiner ist, als Levinthal theoretisch angemoem hatte (Karplus, 1997). Einige
theoretisch maogliche Konformationen kénnen auf @rwon sterischen Hinderungen
ausgeschlossen werden. Ebenso treten im denatari@uistand erste Wechselwirkungen
innerhalb der Aminoséaurekette auf, welche den grdiien Konformationsraum am Anfang
der Faltungsreaktion weiter einschranken.

Durch konformationelle Fluktuationen kdnnen paktggfaltete, aber auch falsch gefaltete
Zustande Uber exponierte hydrophobe Seitenkettenidnativen Zustand im Proteininneren
verborgen bleiben, eine Tendenz zum Aggregierewiekeln, was bis zur Ausbildung von
amyloiden Strukturen fuhren kann (Abb. 1-2, rechégte des Schaubildes). Aggregate stellen
einen zweiten hoch geordneten Zustand neben dewemafustand dar und nehmen noch
niedrigere Energieminima ein. Der Ubergang vom wnagefalteten zum fehlgefalteten
aggregierten Zustand wird durch eine evolutiondtirmgte hohe Energiebarriere gehindert.
Zurzeit ist noch nicht bekannt, welche Spezies adgcher Mechanismus dazu fihrt, dass
ein kinetisch stabiles Intermediat in ein thermawsches Energieminimum in Form von
Aggregaten oder amyloiden Fibrillen Gberfihrt wird.

In der eng gepackten, uberfullten Umgebung in Zelst diese Affinitdt zu hydrophoben
Bereichen starker ausgepragt, zumal auch die Kdératem an aggregationsanfalligen
Zustanden hoher ist. Da Krankheiten durch aggregierd falsch gefaltete Proteine ausgelost
werden konnen (z.B. die Alzheimer-Erkrankung, Chorduntington, die Parkinson-
Erkrankung) (Auluck et al, 2002), ist eine Unterdrickung der unginstigen
Wechselwirkungen unbedingt notwendig. Im Verlaufr devolution haben sich deshalb
spezialisierte Proteine entwickelt, welche die pidtve Faltung unterstitzen und durch
Bindung an aggregationsanféllige Zustdnde derenrégggion verhindern. Sie werden im
Allgemeinen als molekulare Chaperone bezeichneis&iName wurde als erstes 1978 von
Laskey gepragt, als er bei seinen Arbeiten mit Bloyglasmin feststellte, dass es die
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Aggregation der Histon-Proteine bei der Zusammenlagerung mit DNA zu den Nukleosomen
verhinderte (Laskey et al., 1978). In den folgenden Jahren klassifizierte Ellis die Chaperone
als Faltungshelferproteine (Ellis, 1987; Ellis et al., 1991). Chaperone binden bevorzugt an
exponierte hydrophobe Regionen und somit vor allem an aggregationsanfallige Proteine. Sie
interagieren direkt posttranslational mit der wachsenden Polypeptidkette und verhindern
Missfaltungen. Des Weiteren unterstiitzen sie den Abschluss des Faltungsprozesses, indem sie
die vorlbergehend gebundenen partiell gefalteten Intermediate vom sie umgebenden
Zellmilieu abschirmen, stabilisieren und fehlerhafte Assoziationen verhindern (Hendrick et
al., 1995; Buchner, 1999; Hartl et al., 2009).

Neben den hauptséchlich passiv arbeitenden Chaperonen gibt es noch eine Vielzahl weiterer
Enzyme, die produktiv die Proteinfaltung unterstiitzen. Faltungskatalysatoren wie Peptidyl-
Prolyl-Isomerasen (PPlase) oder Protein-Disulfid-Isomerasen (PDlase) beschleunigen
geschwindigkeitsbestimmende Schritte im Faltungsprozess und verkirzen aktiv die
Lebensdauer der aggregationsanfélligen Intermediate (siehe Kapitel 1.4).

In den letzten Jahren haben sich durch Verbesserung experimenteller Techniken immer mehr
Madglichkeiten offenbart, die komplexe Natur der Proteinfaltung zu verstehen. Das
Zusammenspiel verschiedener experimenteller Methoden wie Fluoreszenz- und CD-
Spektroskopie (Kelly et al., 2006; Royer, 2006), FRET-basierte Einzelmoleklspektroskopie
(Schuler et al., 2008), Echtzeit-NMR-Spektroskopie (Balbach et al., 1999; Dyson et al.,
2005), NMR-Relaxationsmethoden (Dyson et al., 2005; Korzhnev et al., 2008) mit den
computergesteuerten  Simulationen von Molekildynamiken zur Untersuchung der
Energielandschaften erlaubt schon ein recht genaues Bild von der Faltung von Proteinen
(Bartlett et al., 2009). Trotz der Vielzahl an Modellen zur Proteinfaltung als auch an
Methoden, die Proteinfaltung zu untersuchen, bleibt ein globales und (Ubergreifendes
Verstandnis zur Faltung vieler Proteine noch verborgen. Die Dringlichkeit, Proteinfaltung bis
ins Detail verstehen zu konnen, ist offensichtlich, da immer mehr Krankheiten bekannt
werden, die auf fehlgefaltete oder aggregierte Proteinstrukturen zurtickgefihrt werden kénnen
(Dobson, 1999). Unter den genannten experimentellen Methoden bietet die Echtzeit-NMR-
Spektroskopie die Moglichkeit, auf molekularer Ebene und mit hoher zeitlicher Auflésung
einem umfassenderen Verstandnis der Proteinfaltung naher zu kommen.

1.1. Anwendung der NMR-Spektroskopie fiir Proteinfaltungsreaktionen

Neben der reinen Strukturaufklarung von Proteinen ist die NMR-Spektroskopie eine aufierst
effiziente Methode, um auch den denaturierten Zustand eines Proteins und intermedidre
Zustdnde von langsam faltenden Proteinen auf Ebene einzelner Aminosdurereste zu
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untersuchen (Dyson et al., 2005; Bartlett et al., 2009). Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
konnen gleichzeitig strukturelle und zeitaufgeloste Informationen Uber einzelne
Aminosaurereste im sich faltenden oder entfaltenden Protein erhalten werden. Ein deutlicher
Vorteil der NMR-Spektroskopie liegt in der breiten Zeitskala, welche mehr als funfzehn
GroRenordnungen umfasst von Proteindynamiken im pico-Sekundenbereich, Uber
Austauschreaktionen im mikro-Sekundenbereich bis hin zu Echtzeitkinetiken im Bereich von
Sekunden bis Tagen (Abb. 1-3). GrolRes Interesse gilt der Beobachtung von
Faltungsintermediaten, die nur fir eine kurze Zeit populiert werden. So konnten bereits
Faltungsintermediate mittels zeitaufgeldster NMR-Spektroskopie charakterisiert werden, die
sonstigen spektroskopischen Methoden verborgen blieben (Killick et al., 1999; Zeeb et al.,
2002).

Seitenkettenrotation

Domiinen
log(t)
| I I [ I (s
-12 -9 -6 0 3 ¥
R, R, hNOE R Echtzeit-NMR
diploare Kopp 'H'-Austausch

Abb. 1-3 Logarithmische NMR-Zeitskala (Zeeb et al., 2004). Oberhalb der Zeitachse sind die verschiedenen
Prozesse der Proteindynamik dargestellt. Mdgliche NMR-Messmethoden in den dazugehdrigen Zeitbereichen
sind unterhalb der Zeitachse aufgefuhrt. Ry, R, und hNOE stehen fir R;- (Spin-Gitter- oder auch longitudinale)
Relaxation, R,-(transversale) Relaxation und den heteronuklearen NOE-Effekt. R,, ist die longitudinale
Relaxationsrate im rotierenden Koordinatensystem, CPMG die Dispersion der transversalen Relaxationszeit
unter Nutzung der Carr-Purcell-Meiboom-Gill-Spinecho-Sequenzen. Mit Linienform ist die eindimensionale
Linienformanalyse im 1D Spektrum gemeint und ZZ-Austausch bezeichnet die zweidimensionale
Austauschspektroskopie. HN-Austausch steht fiir den Amidprotonenaustausch. Der rote Rahmen symbolisiert den
Zeitbereich, der durch Proteinfaltungsreaktionen und den dafir einsetzbaren Untersuchungsmethoden abgedeckt
wird. (Die Abbildung wurde nach Zeeb et al., 2004 erstellt).

1.1.1.Chronologische Entwicklung von NMR-spektroskopischen Methoden zur

Untersuchung von Proteinfaltungsreaktionen

Die Untersuchung von Proteinfaltungsreaktionen, welche typischerweise im Millisekunden-
und Minutenbereich ablaufen, ist auf Grund der Zeitlimitierung fir die NMR-Spektroskopie,
einer intrinsisch langsamen Messmethode, immer noch eine grofRe Herausforderung. Die
ersten etablierten NMR-Experimente im Bereich der Proteinfaltung waren H/D-
Austauschexperimente (Wagner et al., 1982). Uber die Verteilung der eingetauschten
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Deuteronen an weniger stabilen Stellen der Prog¢iekkonnten Aussagen Uber Bereiche in
Proteinen getroffen werden, die fir den H/D-Austausine lokale oder globale Entfaltung
erforderten (Baiet al, 1995a; Englandeet al, 1996). In Verbindung mit kinetischen
Experimenten und quenched-flow-Techniken ist esaswogoglich, intermediare Strukturen
aufzulosen (siehe Literatur in (Schulenbetal, 2009)).

Neben den kinetischen Experimenten zur Untersucli@ngProteinfaltung sind auch NMR-
Messungen im Gleichgewicht durchgefiihrt worden. $oachten Gleichgewichts-
entfaltungsibergdnge in Gegenwart von Denaturismitgeln (wie Harnstoff oder
Guanidiniumchlorid) sowie Temperatur- oder pH-Sg&inaminosaurespezifisch neue
Informationen Uber die Thermodynamik und die Koagieitat der Faltung (Dobsoat al,
1984; Roder, 1989). Wegen der hohen Empfindlichk#t chemischen Verschiebung
einzelner Resonanzen gegenuber geringsten lokakn@dnderungen im System war es
madglich, Gleichgewichtsfaltungsintermediate zu &nd die nicht mit anderen Methoden
detektiert werden konnten (Ropsenal, 1992; Russelét al, 2000; Zeelet al, 2002). Bei
schnellen Umwandlungen zwischen zwei Zustanden éreiBh von 0,15 bis 10 & ist die
Bestimmung von Faltungsraten auch aus dem Gleidcg&szustand moglich, wenn die
zweidimensionale ZZ-Austauschspektroskopie angeetendrd (Palmeret al, 2001). Bei
dieser Methode werden die Kreuzsignale des natived des entfalteten Zustandes
miteinander korreliert und Uber den Vergleich darsfauschkreuzsignale mit den eigenen
Kreuzsignalen die intrinsischen Faltungsraten besti (Montelioneet al, 1989; Wideret al,
1991; Farrowet al, 1994; Burtoret al, 1996).

Erste direkt detektierte kinetische Prozesse wurdarch kurze aufeinander folgende
eindimensionale Protonenspektren verfolgt. Mit déerwendung einer stopped-flow
Apparatur im Inneren des NMR-Probenkopfes waren bmier Totzeit von 50 ms
Faltungsraten bis zu 0,2 sletektierbar. Diese Methode wurde erfolgreichdiérAnalyse des
Faltungsverhaltens verschiedener Proteine angewaraldtra-Lactalbumin (Balbaclet al,
1995; Wirmeret al, 2001), RNase T1 (Balbaddt al, 1999), Lysozym (Horet al, 1997;
Mok et al, 2003) und Barstar (Bhuyaet al, 1999; Killick et al, 1999). Der Nachteil der
Protonenspektren liegt trotz hoher spektraler Asiftiy in einer schwierigen Zuordnung der
Resonanzen auf Grund der starken Signaliiberlagevongallem bei Proteinen. Deshalb
wurde eine neue Methode entwickelt, bei der eiziges, gut aufgeldstes zweidimensionales
Spektrum wahrend der Faltungsreaktion aufgezeichwiet, in dem sich die kinetische
Information in der Linienform der Kreuzsignale neesichlagt (Balbaclket al, 1996; Balbach
et al, 1999).

Fur sehr langsame Faltungsreaktionen (Stunden Ilaige)T kbnnen durch in Folge
aufgenommene mehrdimensionale NMR-Experimente uhibilfenahme von Heterokernen
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wie N oder °C weitere spektrale Dimensionen erreicht werden rerith des
Faltungsprozesses und ermdglichen somit detadhert Untersuchungen des
Proteinfaltungsmechanismus. Zweidimensionat¢/*>N-Korrelationsexperimente (HSQC,
TROSY-HSQC), welche die skalare Kopplung zwischen 'ti- und *°N-Kernen ausnutzen,
liefern hochaufgeloste Spektren, in denen jedesdfmion eines Proteins ein Signal zeigt,
was die Analyse einzelner Regionen in Proteinenbedtannter Zuordnung der einzelnen
Resonanzen stark vereinfacht. Dennoch sind dietemelsaltungsreaktionen immer noch zu
schnell, um mit den bisher bekannten Methoden filmtZeit-NMR-Spektroskopie untersucht
werden zu kdnnen.

1.1.2Neue Methoden zur Beschleunigung der NMR-Datenaufriane

Ein groRer Nachteil der mehrdimensionalen NMR-Ekpente ist die lange Wartezeit
zwischen zwei einzelnescans die aber auf Grund der langsamen Wiederherstglilar
Gleichgewichtsmagnetisierung noétig ist, bevor déchstescan gestartet werden kann. Die
Aufnahme mehrerer aufeinander folgendeanssteigert die Signalintensitat und garantiert
eine hohe spektrale Auflosung. Der extreme Zeitanfivkommt durch die zusatzlichen
Dimensionen zustande, welche inkrementiert werdeilssen fur die hohe spektrale
Auflosung. Die sich immer weiter entwickelnde Magnend Spektrometertechnologie
verspricht zwar einen Gewinn an Sensitivitat, deasht jedoch nicht aus, um gleichzeitig die
hohe kinetische Auflosung in Proteinfaltungsproeaess zu garantieren. Die
Weiterentwicklungen der NMR-Experimente in den tetz Jahren basieren auf einer
Reduktion der Aufnahmezeiten, ohne dass dabei pi&tiale Qualitat verloren geht. Ein
erster Ansatzpunkt ist die Reduktion der aufzuneifdee Datenpunkte in den zu
inkrementierenden Dimensionen. In  Methoden wie dktapns-NMR projection
reconstructiof (Szyperskiet al, 1993; Kim et al, 2003; Brutscher, 2004; Kupct al,
2004), HADAMARD-NMR (Kupce et al, 2003; Brutscher, 2004)single-scan NMR
(Frydmanet al, 2002) und nichtlineare Datenaufnahmetechnikem@étshtam, 2000; Hoch
et al, 2001; Rovnyaket al, 2004) konnte dies verwirklicht werden. Ein Nadht®n z.B.
HADAMARD-NMR ist jedoch, dass nur Systeme betrathieerden kénnen, in denen
Veranderungen sich ausschlie3lich auf die Sigreisitat auswirken. Kinetische Prozesse,
bei denen sich auch die chemische Verschiebungetesffenen Kreuzsignale veréandert, sind
nicht zuganglich.

Die zweite Mdglichkeit, die Aufnahmezeiten von naihrensionalen NMR-Spektren zu
verringern, ist die Verklirzung der Wartezeit zwesclzewei aufeinander folgendestans
Dazu muissen Mdoglichkeiten gefunden werden, welche Wiederherstellung der
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Gleichgewichtsmagnetisierung beschleunigen. Schamdh Mitarbeiter entwickelten unter
diesem Gesichtspunkt das SOFA®BR{d-&lective _@timized lip-angle $ort-transien}-
HMQC Experiment (Schandet al, 2005a; Schandat al, 2005b). Durch die Verwendung
der sogenannten Ernst-Winkel-Anregung wird nuriei der Gleichgewichtsmagnetisierung
angeregt, wodurch die Wartezeit zwischen deansreduziert werden kann (Ernst al,
1987; Rosset al, 1997). Zusatzlich kann Uber bandselektive Pulsesffektive Spin-Gitter-
Relaxationszeit (longitudinale Relaxation) der hkamatieten Protonen verkirzt und damit
auch die Wartezeit zwischen dscansreduziert werden (Pervushet al, 2002). Mit dieser
selektiven Protonenmanipulation wird erreicht, dalés Protonen auf3erhalb des spektralen
Fensters, vor allem aber auch die Wasserprotonelnt angeregt werden und somit den zu
beobachtenden Protonen Uber Dipol-Dipol-Wechselwigen und Protonenaustauschen zur
Verringerung der Spin-Gitter-Relaxationszeit zurfilgung stehen.

Die SOFAST-Methode, angewendet als Serie von zwedsionalen Spektren nach Start
eines kinetischen Prozesses, schlief3t somit eise éricke in der NMR-Zeitskala zur
hochaufgelosten Echtzeit-Beobachtung von Faltumggssen fiur den Sekunden- bis
Minutenbereich (Abb. 1-3). Werden die beiden ervtéhrAnsatzpunkte zur Reduktion der
Aufnahmezeit von NMR-Spektren kombiniert, erdffnsich wieder neue Madglichkeiten
(ultrafast2D NMR) (Schandat al, 2005a; Gakt al, 2009). Sogenannte Hybrid-Techniken
werden bereits in der Literatur beschrieben, jedathihre Anwendung bis jetzt auf
Modellsysteme beschrankt.

Der Effekt der erhéhten Spin-Gitter-Relaxation dur@erwendung von bandselektiven
Pulsen kann auch auf dreidimensionale NMR-Experimanisgeweitet werden. Die BEST-
Sequenzen band-selective itation $ort-transien) sind durch die ausschliel3liche
Verwendung von bandselektiven Pulsen ebenfallsroptt auf eine minimale Anregung der
aliphatischen und der Wasserprotonen (Schagtdal, 2006; Lescopet al, 2007). Die
Koharenztransferwege in den dreidimensionalen H-Ke@elationsexperimenten (BEST-
HNCA, BEST-HNCACB, BEST-HNCO und weitere) sind idisoch zu den konventionellen
dreidimensionalen NMR-Experimenten. Lediglich dieufdahmezeiten sind drastisch
reduziert (in etwa zehnfach) bei dennoch gleiclibleleder Sensitivitat.

Die multidimensionalen heteronuklearen NMR-Expentee liefern die erforderliche
spektrale Auflosung, um individuelle Regionen irotemen und anderen Makromolekllen
charakterisieren zu kdnnen. Neben der spektraldldgung wird jetzt auch eine zunehmende
zeitliche Auflésung von kinetischen Prozessen elnteiDaher sollte es moglich sein, mit
Hilfe von NMR-Spektroskopie vielfaltige Proteinfaftgsprozesse in Losung zu untersuchen
und elementare Schritte in der Proteinfaltung adézien.
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1.1.3Indirekte NMR-spektroskopische  Charakterisierung  van kurzlebigen

Proteinfaltungsintermediaten

Neben den Fortschritten zur Untersuchung langsd@raeinfaltungsreaktionen (Minuten bis
Stunden) mittels NMR-Spektroskopie und der eberegelgenen Mdglichkeiten, langlebige
Faltungsintermediate strukturell charakterisierenkbnnen, wurden auch NMR-Methoden
zur Untersuchung schneller ProteinfaltungsreaktiofMillisekunden) entwickelt, bei denen
transiente Faltungsintermediate nur kurzzeitig gedng populiert (min. 0,5 %) auftreten
(Korzhnev et al, 2004; Greyet al, 2006; Korzhnevet al, 2008). Letztere werden als
angeregte Zustande bezeichnet und sind fir dietemelsiophysikalischen Methoden (und
auch fur die NMR-Spektroskopie) nicht direkt sidithund kénnen nur indirekt analysiert
werden. Dabei wird ausgenutzt, dass sich die wahsiorhandenen angeregten Zustande im
standigen konformationellen Austausch (optimal: B&1000 Hz) mit dem nicht angeregten
Grundzustand befinden, so dass zur Untersuchung adgeregten Zustidnde CPMG-
Relaxationsdispersions-Experimente angewendet weddienen (Caret al, 1954; Meiboom
et al, 1958; Luzet al, 1963).

Darauf aufbauend wurden von Lewis Kay und seinetafdeitern weiterfiihrende Methoden
entwickelt, wodurch das Proteinriickgrat der angeregZustande Uber die chemische
Verschiebung und Uber residuale dipolare Kopplun@RCs) zugeordnet werden konnte
(Vallurupalli et al, 2007; Hanseet al, 2008; Vallurupalliet al, 2008a). Somit gelang ihnen
fur eine transiente Liganden-gebundene KonformatienSH3-Doméne die erste Ruckgrat-
Strukturaufklarung eines angeregten, unsichtbanestafides, die nur auf Ergebnissen aus
CPMG-Experimenten basiert (Vallurupakt al, 2008b). Im Hinblick auf die komplette
Strukturaufklarung eines transienten, angeregtestafdles, wie z.B. eines kurzlebigen
Faltungsintermediates bei schnellen Proteinfaltteaigionen, wurde kirzlich auch tber die
Zuganglichkeit von chemischen Verschiebungen undC&Don Seitenketten in Proteinen
sowie uber deren intrinsische Bewegung berichtatdiBin et al, 2009; Hansewet al, 2009;
Vallurupalli et al, 2009).

Durch die unterschiedlichsten Mdglichkeiten zumdsim von Proteinfaltungsreaktionen,
welche die NMR-Spektroskopie bietet, kdnnen immeehm Erkenntnisse Uber die
Beschaffenheit der Energiehyperflachen verschidder&oteine erhalten werden. Auch in
Zukunft wird es aufbauend auf den bis dato entwiekeMethoden eine fortwahrende und
vielversprechende Weiterentwicklung der NMR-Spedtapie geben, die sich vor allem zum
Ziel setzen wird, direkt nicht detektierbare Zusinzu charakterisieren, welche
hauptséachlich nur mit Hilfe der NMR-Spektroskopuganglich sind.
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1.2. Eigenschaften der Peptidyl-Prolyl-Bindung

Die Peptidbindung in Proteinen besitzt partielleappelbindungscharakter und daher eine
planare Geometrie, so dass aufeinander folgerfdat@me entweder nur in desis- oder
transKonformation vorliegen koénnen. Auf Grund der sehen Abstol3ung der
Aminosaureseitenketten mit dem Carbonylsauersgifdie bevorzugte Position bei Nicht-
Prolylbindungen irtrans. Es gibt nur eine verschwindend geringe AnzaHl #8,bis 1 %) von
Nicht-Prolylbindungen ircis-Konformation im nativen Protein (Ramachandetral, 1976;
Stewartet al, 1990; Macarthuet al, 1991). Bei Peptidyl-Prolylbindungen unterscheidim
die beiden Konformationen energetisch nur gerinigfiga fur den Prolin-Pyrrolidinring
immer das &Atom der Vorgangeraminosaueés-standig zu einem Pyrrolidinring-C-Atom
(C® oder @) ist (Abb. 1-4). Dagis/transGleichgewicht kann somit stark verschoben sein
und statistisch gesehen bis zu 30 % auf Seitencdedkonformation in unstrukturierten
Proteinen schwenken (Chemrg al, 1977; Grathwohkt al, 1981; Reimeret al, 1998). In
gefalteten Proteinen betragt des-Anteil bis zu 7 % (Stewaret al, 1990; Macarthuet al,
1991).

Die Peptidyl-Prolyleis/transisomerisierung ist eine sehr langsame ReaktionGauhd der
relativ.  hohen Energiebarriere von 85kJ/mol und lltstedadurch in den
Proteinfaltungsreaktionen den geschwindigkeitsbesgnden Schritt dar, bei welchen die
cis-Konformation ausgebildet wird. Langlebige Faltunggrmediate mit einer inkorrekten
Peptidyl-Prolylbindung koénnen daher mit den zeiaridigen NMR-Messmethoden
strukturell detailliert untersucht werden.

trans cis

Abb. 1-4 cis/transIsomerisierung der Peptidyl-Prolyl-Bindung.

1.3. Das Modellsubstrat Ribonuklease T1 (S54G/P55N)

Ribonuklease T1 (im Folgenden RNase T1 genannginskleines, gut charakterisiertes Ein-
Doménenprotein, dessen Faltungsmechanismus waltendetzen Jahrzehnte vor allem

10
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durch Arbeiten von Thomas Kiefhaber vollstandiggakiart wurde (Kiefhabeet al, 1990a;
Kiefhaberet al, 1990b; Kiefhabeet al, 1990c; Kiefhabeet al, 1992b).

RNase T1 besteht aus 104 Aminoséuren und wird voehn®nelpilz Aspergillus oryzae
produziert. Seine Aktivitat beruht auf der endomakytischen Spaltung von einstrangiger
RNA zu 3’-Mono- und Oligonukleotiden, die auf Guapihosphat enden (Takahagtial,
1970). Die Aufklarung der dreidimensionalen Strukdufolgte mittels Rontgenkristall- und
NMR-Spektroskopie (Heinemaret al, 1982; Hoffmanret al, 1988; Martinez-Oyanedeit
al.,, 1991) (Abb. 1-5). RNase T1 (S54G/P55N) ist imiveat Zustand durch zwei
Disulfidbricken bei Cys2-Cys10 sowie Cys6-Cysl08renstabilisiert (Pacet al, 1988b),
wodurch die Ruckfaltung des Proteins verlangsamd {uckeet al, 1994b).

B
e schnell 9 langsam NI
80 %
schnell
U39c
20 %

Abb. 1-5 Ribonuklease T1. ATertidrstruktur von RNase T1 (9rnt.pdb, Réntgesthtistruktur nach Martinez-
Oyanedelet al, 1991).B-Faltblattstrange sind tiurkisy-Helices sind rot dargestellt. Die Prolin39-Seitetté
sowie die zwei Disulfidbriicken (C2-C10, C6-C103)ckin Stabchenform eingezeichnet. Die Abbildung deur
mit PyMol (DeLanoScientific LLC, 2006) erstellB Kinetisches Modell zur Rickfaltung von RNase T1
(S54G/P55N). Die einzelnen Species wurden mit Uhdtleierter Zustand), | (kinetisches Faltungsintdiat)
und N (nativer Zustand) bezeichnet, wobei die heshglten Indices dieis- oder transKonformation der
Peptidyl-Prolyl-Bindung von Pro39 angeben.

RNase T1 besitzt vier Proline an den Positionerb3960 und 73, von denen zwei (P39, P55)
in der nativen Form in decis-Konformation vorliegen (Heinemanet al, 1982). Die
langsamen trans— cis-Isomerisierungsreaktionen an P39 und P55 bestimnman
Wesentlichen den komplexen FaltungsmechanismusRiese T1 (Kiefhabeet al, 1990b;
Kiefhaberet al, 1992a; Mayret al, 1993). Uber Sequenzhomologievergleiche verwandter
RNasen wurde fur die strukturell sehr ahnliche RN@& ausAspergillus clavatusanstelle

der cis-Ser54-Pro55-Bindung eirteans-Gly54-Asn55-Bindung gefunden (Heinemaeinal,
1989). Diese Position bietet sich nun an, den kew®sl Faltungsmechanismus zu

11
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vereinfachen und dieis-Ser54-Pro55-Bindung in RNase T1 zu ersetzen. dr daraus
ergebene Faltungsmechanismus fur die S54G/P55Nxmarist in Abb. 1-5 zu sehen.

Das sich schnell bildende, aber langlebige Interatedit der inkorrekterirans-Bindung an
P39 (%) ist je nach experimentellen Bedingungen fiir laag@eit populierbar und stellt
einen exzellenten Kandidaten dar, um mit NMR-Methodraltungsintermediate eingehend
zu untersuchen (Balbachet al, 1999). Erste Versuche zur Zuordnung des
Faltungsintermediate$®l sind mit Hilfe eines wahrend der Riickfaltung aufg@menen 3D
1>N-editierten NOESY-HSQCs bereits unternommen wolttagn, 2003; Hartung, 2004).
Werden die Thiolgruppen in RNase T1 (S54G/P55N)uzedt und anschlieBend
carboxymethyliert, so tritt eine derartige Desta@lung des Enzyms ein, dass es entfaltet
vorliegt. Durch das Erhohen der lonenstarke auf ABCI kann zumindest eine nativ-
ahnliche Struktur der sogenannten RCM-Form von RNk (S54G/P55N) erreicht werden
(Oobatakeet al, 1979; Paceet al, 1988a). Die RCM-Variante der RNase T1 (S54G/P55N)
faltet sich unter Hochsalzbedingungen mit dem \grkeiner monoexponentiellen Kinetik
zurtick, ohne ein Intermediat zu populieren. Dielyismmerisierung ist dabei auch um den
Faktor 2,5 schneller (Muckeet al, 1994a). Diese Variante eignet sich generell zur
Charakterisierung von Peptidyl-Prolyl-lsomerasen, dle einphasige Ruckfaltungskinetik
einfach zu analysieren ist. Dazu wird auf die mgische Fluoreszenz von Tryptophan 59
zurtckgegriffen, welches sich in der nativen Konfation I6sungsmittelunzugénglich im
hydrophoben Kern befindet und durch Entfaltung é&éverschiebung und Verringerung der
Fluoreszenz bei 320 nm hervorruft.

1.4. Peptidyl-Prolyl-cis/translsomerasen

Proteine mit einer natirlichegis-Xaa-Pro-Peptidbindung falten auf Grund der hohen
Energiebarriere von 85 kJ/mol (Abb. 1-4) nur lamysaom denaturierten Zustand mit einer
inkorrektentrans-Xaa-Pro-Peptidbindung in ihre nattrliche und fumkelle Struktur, wie an
Hand der RNase T1 gezeigt werden konnte (Braatls, 1975; Kiefhaberret al, 1990a).
Peptidyl-Prolyleis/transisomerasen (im Folgenden PPlasen genannt) kdnpenifisch
diesen ratenlimitierenden Schritt d&nans— cislsomerisierung katalysieren und tragen
somit zu einer Beschleunigung der Faltung bei.

Die Entdeckung der PPlasen ist auf Fischer undrbgiter zuriickzufuhren (Fischet al,
1984Db). Sie isolierten ein Enzym aus Schweinenexiakt, welches in dem gleichzeitig
etablierten Testsystem auf PPlase-Aktivitat einetladde Beschleunigung detis/trans
Isomerisierung von Peptidyl-Prolylbindungen in agteptiden zeigte (Fischet al, 1984a).
Auch gegenuber Proteinsubstraten konntevitro eine beachtliche Katalyse deis/trans
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Isomerisierung nachgewiesen werden (Latgal, 1987; Langet al, 1988; Fischeet al,
1990). Die Schweinenieren-PPlase wurde spater Sibguenzierungsstudien als Cyclophilin
identifiziert (Fischeret al, 1989; Takahastat al, 1989).

PPlasen kommen sowohl in Prokaryonten als auchukamyonten vor und kénnen in drei
Ubergeordnete Familien eingeteilt werden, die @meander keinerlei Sequenzhomologien
aufweisen: Cyclophiline, Parvuline und FK506-binden Proteine (FKBPs). Sie
unterscheiden sich auch in ihrer Substratspezifigdtl in ihrer Sensitivitat gegeniber
Inhibitoren. Die Immunsuppressiva Cyclosporin AATsind FK506 inhibieren selektiv ihre
jeweiligen Partner Cyclophilin und FKBP (Handschetmer et al, 1984; Hardinget al,
1989; Siekierkaet al, 1989). Die immunsuppressive Wirkung dieser Suizsta beruht
darauf, dass der Cyclophilin/CsA-Komplex bzw. deKBP/FK506-Komplex an die
Proteinphosphatase Calcineurin bindet und daranse elemmung der T-Lymphozyten-
Proliferation resultiert (Schreibest al, 1991; Clardy, 1995). Rontgenkristall- und NMR-
Strukturuntersuchungen zeigten, dass die Bindumsgjeleeiligen Immunosuppressivums im
hochkonservierten aktiven Zentrum der Isomeraselgérf Durch diese Bindung wird die
PPlase-Aktivitat der entsprechenden Enzyme rewdrsibhibiert (Kallen et al, 1991;
Michnick et al, 1991; Mooreet al, 1991; Kallenet al, 1992; Mikolet al, 1994; Itohet al,
1995).

Die PPlasen sind an einer Vielzahl von zellulareszBssen beteiligt. So unterstiitzen sie die
posttranslationale  Faltung von Polypeptidketten  unbleschleunigen langsame
Prolylisomerisierungen. PPlasen kénnen aber auchlansport von Proteinen mitwirken
und in die Regulation des Zellzyklus eingreifentzteres wird durch die selektive Katalyse
von phosphorylierten Ser/Thr-Pro-Bindungen durah Barvuline, insbesondere das humane
Pinl, erreicht (Luet al, 1996; Yaffeet al, 1997; Crenshavet al, 1998). Fur alle drei
Familien gibt es Ein-Domanen-Enzyme, die nur augeleeiligen PPlase-Doméne bestehen,
und Mehr-Domanen-Proteine, bei denen die PPlasedbenN- oder C-terminal durch
weitere funktionelle Domanen ergéanzt wird. Erst dAgsammenspiel verschiedener
funktioneller Doméanen ermdglicht die Bewaltigungnkaexer Aufgaben. Das konnte fir
eine Vielzahl von Faltungshelferproteinen gezeigirden, die alle eine FKBP-Domane
aufweisen. Der bekannteste Vertreter dieser Fastuelterenzyme ist der Trigger-Factor.
Neben einer FKBP-Domane besitzt er noch eine Cbagdeméane und eine Doméane zur
Wechselwirkung mit den Ribosomen (Stolidral, 1995; Hesterkampt al, 1996; Scholzt
al., 1997; Krameret al, 2009). Auf Grund der speziellen Kombination mitnes
Chaperondomane wurde dem Trigger-Factor eine nenterfdmilie der FKBP-artigen
PPlasen zugewiesen. Ein weiterer Vertreter dieseem Untergruppe ist das FkpA (Raretn
al., 2000, 2001).

13
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1.5. Der Proteinfaltungshelfer SlyD

Auch SlyD kann dieser neuen Unterfamilie der FKB#gan PPlasen zugeordnet werden. Es
kommt vorwiegend im Cytosol von Prokaryonten vod uresitzt sowohl Peptidyl-Prolyl-
Isomerase- als auch Chaperonaktivitat (Schetzal, 2006). Alle SlyD-Proteine aus
verschiedenen prokaryontischen Organismen weises zentrale FKBP-Domane auf, die
jedoch durch einen Einschub von 59-65 Aminosaunedie Flap-Region erweitert ist (Abb.
1-6). Suzuki und Mitarbeiter konnten zeigen, dass dimsgatzlichen Aminosauren eine
strukturell unabhéngige Domane bildet und nanntenirsert-in-flap oder IF-Domane

(Suzukiet al, 2003).
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Abb. 1-6 Sequenzvergleich fiir verschiedene baktetle SlyD-Proteine und den FKBP-Homologen
MtFKBP17 und FKBP12 (erstellt mit ClustalwW 1.83 (Thompsat al, 1994; Higginset al, 1996)). Identische
Aminoséaurereste sind mit einem roten Rahmen gelecimzet, &hnliche Sequenzabschnitte werden duneimei
schwarzen Rahmen symbolisiert. Der grine Rahmeréigeptiert das vermutliche Metallbindemotiv am Ende
der letztena-Helix der FKBP-Doméne nach Loet al, 2009. Die Sekundarstrukturelemente sind angetieute
und die IF-Doméne ist eingezeichnet. Die Nummerigruerfolgt an Hand vonE. coli SlyD. Die
Aminosaurereste des aktiven Zentrums werden duinBneStern angezeigt. (UniProt-Zugangsnummern:
E.cSlyD: POA9K9, TtSlyD: Q5SLE7, PmSIyD: Q9CL91, PaSiyA6VAE2, VbSlyD: C2C611, YpSlyD:

Q7CFU4, MtFKBP17: 052980, FKBP12: P62242)
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SlyD ausEscherichia coli(E. coli) zeigt fir seine FKBP-Domane eine Sequenzidentiét
28,1 % verglichen mit hFKBP12, einer humanen Eimd2oen-Prolylisomerase vom FKBP-
Typ. E.cSlyD besteht aus 196 Aminosauren, wobei die FKBRd (F-Doméane mit 150
Aminosauren den grof3ten strukturellen Anteil hatseit kurzem ist die NMR-Struktur von
E.cSlyD(1-165)(im Folgenden als SlyD* bezeichnet) in Loésung beitaiweiningeret al,
2009). Diese zeigt die fur FKBPs typischen Strultiemente eines vierstrangiggs
Faltblattes [$2-B5) und einera-Helix (al) (Abb. 1-7). Verglichen mit hFKBP12 und
MtFKBP17, einer archealen, SlyD strukturell und Ktionell homologen Prolylisomerase
(Suzukiet al, 2003), besitzt eine zusatzlicheHelix (a4) am C-Terminus. Ein struktureller
Vergleich des aktiven Zentrums der Isomerase vgbB*Sinit hFKBP12 und MtFKBP17 hebt
die Position von Tyrosin 68 hervor in der sonstoditsvergleichbaren Ubereinanderlagerung
(Abb. 1-7). Die Seitenkette von Y68 zeigt in diedhyphobe Bindetasche des aktiven
Zentrums, weshalb vermutet wird, dass das der Giiimdie herabgesetzte Bindungsaffinitat
des FKBP-Inhibitors FK506 und die niedrigere Priglyineraseaktivitat ist.

Die IF-Domane setzt sich aus vier kurz&ifraltblattstrangen36-39) und einer kurzem-
Helix (a3) zusammen. Die Oberflache der IF-Domane wird vegend durch hydrophobe
und negativ geladene Aminoséaureseitenketten besti@mwohl beide Domanen fiur sich
strukturell aufgelost werden konnten, ist es in udis nicht mdglich, eine definierte
Orientierung beider Doménen zueinander zu findgelméhr erscheint die IF-Doméne als
sehr flexibel (Weiningeet al, 2009). Eine andere, vor kurzem veré6ffentlichte RHGtruktur
von VolllangenE.cSlyD zeigt die gleichen Strukturmerkmale wie SlyDfid demonstriert
ebenfalls die Flexibilitat innerhalb der IF-Dom&mwvie die Flexibilitat der beiden Doménen
zueinander (Martinet al, 2009).

In dieser kurzlich veroéffentlichten NMR-Struktur ivd/olllangen-SlyD ist der C-Terminus
ebenfalls aufgelost worden (Martimb al, 2009). Dem in hohem Malf3e unstrukturierten Teil
werden metallbindende Eigenschaften zugeschridirereigt eine hohe Affinitat zu zweifach
positiv geladenen Metallionen, wobei®Ni Zn** und CS* am starksten gebunden werden
(Hottenrottet al, 1997). Die Bindung von bis zu drei Niz.B. erfolgt reversibel und kann
dadurch die PPlase-Aktivitat regulieren, die inf'Njebundenen Zustand nahezu ausgeldscht
Ist.

In weiteren Mutationsstudien mit SlyD#urde die PPlase-Aktivitat naher untersucht. Die
isolierte FKBP-Doméane vok.cSlyD zeigt verglichen mit hFKBP12 eine geringerdd2e-
Funktion bezogen auf die Tetrapeptidsubstrate (Battoal, 2006; Knappeet al, 2007). Die
IF-Domaéane ist der Grund dafur, dass SlyD* dennanlgeater Proteinfaltungshelfer ist. Wird
die E.cSlyD-IF-Doméne in den Loop von hFKBP12 inseriem, zeigt sich gegeniuber
Proteinsubstraten eine 200fach erhohte PPlaseifkt(Knappeet al, 2007).
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Abb. 1-7 Dreidimensionale Struktur von SlyD* (2k8ipdb). A Dargestellt ist die NMR-Struktur nach
Weiningeret al, 2009. Diep-Faltblattstrange sind in tirkis, di-Helices in rot dargestellt und gemar der
Struktur von hFKBP12 (1fkf.pdb) nummeriert. Die Alolnng wurde mit PyMol (DeLanoScientific LLC, 2006)
erstellt. B Ubereinanderlagerung der Seitenketten von SlyDéuly hFKBP12 (gelb) und MtFKBP17 (tiirkis),
die direkt an der PPlase-Aktivitat beteiligt silie Bezifferung der Seitenketten bezieht sich dybS

Seit der Entdeckung von SlyD als Wirtsfaktor ber 8akterienlyse durch Phagen und als
permanente, hartnackige Verschmutzung bei der eigi rekombinanter Proteine mittels
immobilisierter Metallionenaffinitdtschromatograplsind einigen vivo Funktionen fir SlyD
beschrieben wurden. Der zunachst auftretende Nare Wonderous fstidine-rich gotein)
deutete schon frih auf seine metallbindenden Edajeiten hin (Wulfinget al, 1994). Der
gleichzeitig vergebene Name SlyD f@ensitivity to Igis D ist auf seine Funktion als
Wirtsfaktor in E. coli zurtickzufiihren, der bei der Protein E-vermitteltégse von
Bakterienzellen durch den PhagexX174 eine dominante Rolle spielt (Roef al, 1994;
Roof et al, 1997; Bernhardet al, 2002). Es wurde vermutet, dass SlyD in seinelk&om
als Chaperon das hydrophobe Lyse-Protein E gegewigne cytosolischen Milieu abschirmt
und stabilisiert. SlyD-defizient&. col-rStamme sind nicht anféallig gegeniber einer Lyse
durch den Phage®X174. Sequenzanalysen zeigten, dass die beidemdgien Proteine
WHP und SlyD identisch sind.

Neben der Unterstitzung der Protein E-vermitteligise von E. coliZellen ist es sehr
wahrscheinlich, dass SlyD auf Grund seiner PPlddeAgét, der universellen
Chaperonaktivitat und dem Vorhandensein von Mataleigenschaften noch weitere
zellulare Funktionen einnehmen kann. Kirzlich wuedee Beteiligung von SlyD in dem Tat
(twin arginine tanslocation-abhangigen Transportsystem nachgewiesen (Grautinat,
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2007). Es bindet an die ungefalteten, hydrophoben und positiv geladenen Tat-
Signalpeptidsequenzen von gefalteten Proteinen und schiitzt sie vor proteolytischem Abbau
im Cytosol, wahrend sie zum Tat-Translokon in der Membran transportiert wird. Neben der
hohen Affinitdt zu SlyD gehen die Tat-Signalpeptide auch eine starke Bindung zum
cytosolischen Chaperon DnaK ein. Alle Tat-Signalpeptidsequenzen zeigen einen strukturell
ahnlichen Aufbau aus einem hydrophilen Bereich (n-Region), einem hydrophoben Bereich (h-
Region) und dem C-terminalen Bereich der Spaltungsseite zur Abspaltung des Signalpeptides
(c-Region) (Abb. 1-8).

RR
\
\ - \J v
gefaltetes
hydrophil  hydrophob Protein

(n-Region) (h-Region) (c-Region)

Abb. 1-8 Schematischer Aufbau eines Proteins mit Tat-Signalpeptidsequenz. RR steht furr das twin-arginine
Motiv.

Des Weiteren wird fur SlyD gleichermaRen eine Beteiligung an der Biosynthese der NiFe-
Hydrogenase (Zhang et al., 2005; Leach et al., 2007; Zhang et al., 2007) und von Urease
(Stingl et al., 2008; Benanti et al., 2009) vermutet. Beide Enzyme bendtigen Nickel fur die
Assemblierung ihres Metallzentrums. Da SlyD in der Lage ist, drei Ni**-lonen zu binden
(Hottenrott et al., 1997), wird eine Funktion als Ni**-Transporter diskutiert. Bei der
Biosynthese der NiFe-Hydrogenase kommen verschiedene Hilfsproteine zum Einsatz, unter
anderem die Untereinheit HypB, fiur die eine direkte spezifische Bindung an die
Chaperondomane von SlyD nachgewiesen werden konnte (Leach et al., 2007). Durch die
Bindung wird von SlyD eine Ablésung des an HypB gebundenen Ni** induziert, welches in
nachfolgenden Schritten in das NiFe-Metallzentrums eingebaut werden kann. Trotz der
spezifischen Interaktion von SlyD mit HypB kann auch in SlyD-defizienten E. coli-Stdmmen
Hydrogenaseaktivitdat nachgewiesen werden, wenn auch diese schwécher ausfallt. Eine
vollstandige Wiederherstellung der Hydrogenaseaktivitat ist méglich, wenn den Bakterien
Nickel zugefuttert wird (Zhang et al., 2007).

Fur die gezeigten Beteiligungen am Tat-abhangigen Transportsystem gibt es fir die Bakterien
Madglichkeiten, einen SlyD-Mangel zu kompensieren, indem sie auf andere im Cytosol
vorhandenen Chaperone zuriickgreifen. Bei der Biosynthese der E. coli Hydrogenase ist eine
vergleichbare nattirliche Kompensation nicht beobachtet worden, wodurch die Hypothese fiir
eine spezifische in vivo Funktion fir SlyD stark gestitzt wird.

17



Einleitung

1.6. Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

E.c.SlyD ist auf Grund seiner kombinierten Peptidyl-Prolyl-lsomerase- und Chaperonaktivitat
als sehr effizienter Proteinfaltungshelfer bekannt (Scholz et al., 2006). Basierend auf
hochaufgeldsten NMR-spektroskopischen Methoden sollten im Rahmen dieser Arbeit beide
Funktionen nédher untersucht werden. Diese Struktur- und Stabilitdtsuntersuchungen sollten
durch Aktivitatsanalysen erreicht werden und die funktionelle Besonderheiten des &uf3erst
interessanten Proteinfaltungshelfers SlyD* beleuchten. Hierzu sollten aus der Struktur
abgeleitete Deletionsmutationen und gezielte Substitutionen einzelner Aminosaurereste diese
Vorgehensweise unterstiitzen.

Die fiir die NMR-Untersuchungen bendtigten Mengen an isotopenmarkierten Proben (**N und
BC/™N) sollten ausreichend hergestellt und gereinigt werden. Neben der allgemeinen
Stabilitatsbetrachtung sollte der spezielle Einfluss von Ni?* auf Stabilitat und Funktion von
SlyD* untersucht werden.

Bezlglich der Chaperonfunktion von SlyD* sollte der Einfluss verschiedenster
Bindungspartner auf einzelne Aminosaurereste von SlyD* aufgezeigt werden. Mit Hilfe von
NMR-Titrationen sollten die primaren Bindestellen in SlyD* lokalisiert und charakterisiert
werden. Des Weiteren sollte ein  NMR-spektroskopischer Ansatz zur zeitaufgelsten
Beobachtung der Unterdriickung der Aggregation von Substratproteinen entwickelt und
umgesetzt werden.

Zur Analyse der PPlase-Funktion von SlyD* ist RNase T1 (S54G/P55N) als Modellsubstrat
vorgesehen, da es genau eine native cis-Peptidyl-Prolyl-Bindung bei Y38-P39 aufweist,
schnell ein langlebiges kinetisches Faltungsintermediat bildet und weil der zugrunde liegende
Faltungsmechanismus in den letzten Jahrzehnten weitgehend aufgeklart werden konnte
(Kiefhaber et al., 1990a; Kiefhaber et al., 1992b; Miicke et al., 1994b; Mayr et al., 1996). Mit
Hilfe eindimensionaler Protonenspektren und zweidimensionaler NOESY-Experimente sind
die Grundsteine zur weiteren hochauflésenden Echtzeit-NMR-Strukturuntersuchung des
kinetischen Faltungsintermediates von RNase T1 (S54G/P55N) bereits gelegt worden
(Balbach et al., 1999; Steegborn et al., 2000; Hagn, 2003; Hartung, 2004). Darauf aufbauend
sollte die durch den Proteinfaltungshelfer SlyD* katalysierte Ruckfaltungsreaktion von RNase
T1 (S54G/P55N) mit hochaufldsender Tripelresonanz-NMR-Spektroskopie néher untersucht
werden. Von Interesse war dabei die Aufklarung der Interaktionsstelle zwischen dem
Faltungsintermediat und der katalytisch aktiven Prolylisomerase. Dazu wurde die Zuordnung
der Ruckgratamidprotonen des Intermediates im Komplex mit SlyD* benétigt. VVorbereitend
sollte das Reaktionssystem auf die gewiinschten NMR-Messmethoden hinsichtlich Puffer-,
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Temperatur- und Katalysebedingungen optimiert werdeisatzlich ist die Entwicklung und
Anpassung der einzusetzenden Echtzeit-NMR-Methdfidtetiese Fragestellung notig.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit sollte somit daslekulare Verstdndnis der Katalyse
langsamer Faltungsreaktionen durch PPlasen sowi®dmanenkommunikation zwischen
der Chaperon- und PPlase-Doméne von SlyD* sein.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1Chemikalien und Saulenmaterialien

Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), AflRermentas, St.Leon-Rot, D);
Guanidiniumchlorid (ltra pure, Coomassie Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich, Taurfihen,
D); Harnstoff (ltra pure), IPTG (Gerbu, Gaiberg, D); HiLoad Superdex 75ppgeade, Ni-
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Minchen, D)

Alle weiteren verwendeten und hier nicht aufgeféhr€hemikalien und Materialien wurden
im Reinheitsgrad p.A. von der Firma Roth (St.Leat;RD) bzw. VWR (Darmstadt, D)
bezogen. Fir die Puffer wurde doppeltentionisieviéssser verwendet und gegebenenfalls
Uber einen 0,45 um-Filter filtriert. SpektroskopiscPuffer sind Uber einen 0,2 um-Filter

filtriert worden.

2.1.2Verbrauchsmaterialien

GelPrep Kit, Pipettenspitzen, Reaktionsgefalle

Millipore-Filter (Porengréf3e 0,45 pum)

NMR-Rd6hrchen (5 mm)

Konzentratoren VivaSpin 6 (3000 MWCO) und
VivaSpin 15R (5000 und 10000 MWCO)

PD10-S&aulen mit Sephadex G-25

Plasmid Mini-Prep Kit, PCR Purification Kit

Prazisionskilvetten aus Quarzglas Suptasil

Spectro/Por-Dialyseschlauche
(Ausschlussgrenzen 3,5 kDa; 1 kDa)

2.1.3Gerate

Akta Purifier, Akta FPLC
Autoklav VX-95

g (Hamburg, D)
MilliporBédford, USA)

New Era (Vineland, NY, USA)
SausijAubagne Cedex, F)

GE Healthcare (lém, D)
Jen#Bcience (Jena, D)
Hellma (Muhlheim, D)
Spectrum (L.A., G8A)

GE-Healthcare (MUnchéy)
Systec (Wettenberg, D)
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Brutschrank

Heraeus (Hanau, D) (jetzt: Thermo
Fischer Scientific)

CD-Spektrometer J-815, Peltierelement PTC-423S/15]asco (Gro3-Umstadt, D)

UV/VIS-Spektralphotometer V-650, Peltiereleren

ETC-505T; Fluoreszenzspektralphotometer FR3650

Christ Alpha 1-4 LSC Gefriertrocknungsanlage
Dampfsterilisator Omega Media (5 I)
Eppendorf-Tischzentrifuge, Eppendorf-Tischkihl-

zentrifuge, Thermomixer, Thermocycler
Fermenter (5 1)

Hoefer Elektrophoreseeinheit SE 250

Kahlzentrifuge ,Sorvall RC5B Plus®, Heraeus
Biofuge PrimoR

NMR-Spektrometer Avancelll 600 MHz, 800 MHz

Refraktometer

Reinstwasseranlage GenPure (UF)

Schittelinkubatoren Innova 40 und 43

Ultraschallaufschlussgerat Sonifier W-250 D
VP-ITC Titrationskalorimeter

2.1.4Bakterienstamme und Plasmide

Gh@sterode, D)
Prestige Matli(Blackburn, UK)
pEpdorf (Hamburg, D) (jetzt:
NewBswick Scientific)
New Brunswick Scientific,
(NUrntingen, D)
Thermo Fis8oeentific
(Schwerte, D)
Therfischer Scientific
(Schwerte, D)
BruK&arlsruhe, D)
Kriss (Hamburg, D)
TKA Reinstwagsi&me
(Niederelbert, D)
New Brunkwcientific,
(NUrntingen, D)
Bran@dietzenbach, D)
Microcal LLC (Nordmpton,
USA)

Zur Produktion von Plasmid-DNA wurde dd&tscherichia coli (E. col)-Stamm TOP10
verwendet, wahrend zur Expression der Proteinebdiden weiteren aufgefihrten Stamme

verwendet wurden.
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Tab. 2-1 Eingesetzte Bakterienstdmme

Escherichia coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15  Invitrogen, Karslruhe, D (Grarmt al,
TOP10 AlacX74 recAl dedR araD139A(ara-leu)7697 1990)
galU galK rpsL (StrR)endAl nupG

Escherichia coli  E.coli DH5a endA1F gyrA96hsdR17(r, m.’) Invitrogen, Karslruhe, D (Gramtt al,

DH5a lacZAM15 recAl supE44 deoR thi-1¢80d 1990)
A(lacZzYA-argFJ169

Escherichia coli B F dem ompThsdS(rg” ms") galDE3) Stratagene, Heidelberg, D

BL21 (DE3)

Zur Expression der jeweiligen Proteine wurden dieTiab. 2-2 aufgelisteten Vektoren
verwendet:

Tab. 2-2 Auflistung der verwendeten Plasmide

pA2T1 Plasmid fur das RNase T1-Gen mit den
Mutationen S54G/P55N, kloniert dspl4071/
Pad-Fragment, enthalt eine Ampicillin-Resistenz
und eine ompA-Signalsequenz fiir den Transport
ins Periplasma

PETSUMOadapt Das Plasmid pETSUMOadapt wurde durch Der pETSUMOadapt-Vektor wurde
Einflgen einer kurzen DNA Sequenz aisltiple  freundlicherweise von E. Bosse-
cloning sitein den Vektor pETSUMO der Firma Doénecke (Bosse-Doeneckeal,
Invitrogen hergestellt. Es enthalt eine Kanamycin2008) zur Verfliigung gestellt.

Resistenz.

pPET24a Das SlyD(1-165)-Gen ist &lgld/ Xhd-Fragment Das Plasmid wurde
vor einen Hig-Tag kloniert und enthélt eine freundlicherweise von C. Scholz zur
Kanamycin-Resistenz. Verfigung gestellt.

pPET28b Das Plasmid enthalt das Gen fur Ulp1(403-621 pET28b wurde von C. Lima

alsNhd/Sad-Fragment mit C-terminalem Hgs (Mossessovat al, 2000) zur
Tag und eine Kanamycin-Resistenz. Verfligung gestellt.
U.S. Patent Nr. 6,872,551

2.1.5N&hrmedien

dYT-Medium 16 g Pepton, 10 g Hefeextrakt, 5 g Na@l 1 | HO

feste Nahrboden dYT-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar-Aga

RNase-Testagar 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 18@ NLB-Medium), 1,5 % (w/v)
Agar-Agar pro 1 | HO; 50 mg/ml Toluidinblau, 2 g/l Hefe-RNA (in
10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0 gel6st, steritfilert)

5xM9 85 g NaHPO, (12 H,0, 15 g KHPOy, 2,5 g NaCl, 5 §°NH.Cl pro 1 |
H,0
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TS2 100 mg ZnSET7 H,O, 30 mg MnC4 (4 H,O, 300 mg HBO3, 200 mg
CoCh [b H,0, 20 mg NiC} [b H,O, 10 mg CuGI[2 H,O, 900 mg
NaMoO, [2 H,O, 20 mg NaSeQ pro 1 | HO, sterilfiltriert

Minimalmedium

200 ml 5xM9, 2 ml TS2-L6sung, 2 mMIMgSQO,, 1 ml 0,1 M CaCl,

1 ml 10 mM Fe(ll)-citrat (sterilfiltriert), 20 mB0O % (w/v) Glukose
(6 g/l ), (gegebenfalls 10 98C-Glukose, 2 g/l) (sterilfiltriert) pro 1 |

Gesamtvolumen

Alle zur Zichtung der Mikroorganismen verwendetemtdialien und die Kulturmedien
wurden bei 121 °C und 1 bar Uberdruck im Autoklafi&n20 Minuten dampfsterilisiert. Das
jeweils bendgtigte Antibiotikum (Kanamycin 30 pg/mmpicillin 300 pg/ml, sterilfiltriert

Uber einen 0,22 um-Filter) wurde nach dem Abkubkiegegeben.

2.1.6 Enzyme, Peptide und Proteine

Restriktionsendonukleas&to31 (10 U/ul),
FastDigesBanH| (1 U/ul), Dpnl (10 U/ul);
T4 DNA Ligase (1 U/ul);

T4 DNA Polynukleotidkinase (10 U/ul)
Taqg (3 U/ul) undPfu-DNA-Polymerase (3 U/ul)
Pfu-Turbo DNA-Polymerase (3 U/ul)
PHUSION-DNA-Polymerase (3 U/ul)
a-Lactalbumin

bovine Insulin

Citrat-Synthase

Tat27-Peptid

Tat-Peptide (VRR, RR, KK)

2.1.7 Standards

Protein-Leiter Rofi-Mark Standard
pUC19 DNA/Msp (Hpall)-Marker
Lambda DNA/Eco130 (Styl)-Marker

24

MBI Fermentas (St.Leon-Rot, D)

Promega (Madison, WI, USA
Stratagene (Antckhen, NL)
Jena Bioscienteng, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
Roche Diagnostics (Penzbeyg, D
Activotec (Cambridge, UK)
JPT Peptide Technm@sgsmbH
(Berlin, D)

Roth (Karlsruhe, D)
MBI Fermentas (St.Leon-Rot, D)
MBI Fermentas (St.Leon-Rot, D)
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2.2. Elektrophoretische Methoden

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Reinheit von DNA-Fragmenten wurde mittels honitaler Agarose-Gelelektrophorese
Uberpruft. Dabei wurden je nach GroéRe der DNA edeweAgarosegele der Konzentration
0,6 % (w/v) in 1 x TAE-Puffer fur Fragmente grofas 500 bp oder 1,6 % (w/v) fir kleinere
Fragmente verwendet. Die Elektrophorese erfolgte kbastanter Spannung von 6 V/cm
Elektrodenabstand in 1 x TAE-Puffer. Die aufgettennDNA-Banden wurden durch 10
minutiges Farben in Ethidiumbromidlosung (ca. 2npigh 1 x TAE-Puffer) unter der UV-
Lampe (302 nm) sichtbar gemacht.

2.2.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die hier verwendeten relativ kleinen Proteide- {9 kDa) wurde das SDS-PAGE-
Verfahren nach Schégger und von Jagow (Schéaggel, 1987) eingesetzt. Bei dieser
optimierten Variante wird Tricin anstatt Glycin &elgeion verwendet.

Je nach Proteingréf3e wurden 12,5% (11-19 kDagr dib % (3 - 10 kDa) Trenngele
(ca. 5 cm) hergestellt. Die Elektrophorese wurdieSieomstarken von 25 mA (Sammelgel)
und 45 mA (Trenngel) durchgefuhrt. Im Anschlussaeur die Proteinbanden im Trenngel fir
funf Minuten fixiert, 60 Minuten gefarbt und 120 iMiten oder Uber Nacht entfarbt.

Trenngel 12,5 %: 4,17 ml Acrylamidlésung, 3,27 @elpuffer, 2,85 ml ddhO,
4,5 ul TEMED, 83,3 ul 10 % Ammoniumperoxodisulfat

Trenngel 15 %: 5,0 ml Acrylamidlésung, 3,26 @klpuffer, 1,65 ml ddkD,
4,5 ul TEMED, 83,3 ul 10 % Ammoniumperoxodisulfat

Sammelgel 6 %: 1,2 ml Acrylamidlésung, 1,5 ndigaffer, 3,25 ml ddkD, 4 ul
TEMED, 50 ul 10 % Ammoniumperoxodisulfat

Acrylamidlésung: 30:1 Rotiphorese Gel 30

Gelpuffer: 3 M Tris/HCI, 0,3 % (w/v) SDS, pk“8.45

4 x RotiLoad-Probenpuffer: 200 mM Tris/HCI, ptf 7.0, 120 mM DTE, 40 mM EDTA,
48 % (w/v) Glycerin, 15% (w/v) SDS, 0,04% (w/v)
Bromphenolblau

Anodenpuffer: 200 mM Tris/HCI, pB©8.9
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Kathodenpuffer: 100 mM Tris/HCI pRi©8.23, 100 mM Tricin, 0,1 % (w/v)
SDS

Fixierlésung: 10 % (w/v) Trichloressigsaure

Farbelbsung: 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Bsaure, 0,1 % (w/v)

Coomassie Brilliant Blue G
Entfarbelésung: 10 % (v/v) Essigsaure, 5 % (ethanol

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1Herstellung und Transformation CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen

Sowohl fir die Transformation der Expressionsstaremeoli BL21 (DE3) undE. coli DH5a

als auch fir derk. colrStamm TOP10, der zur Vervielfaltigung von Plasmidgngesetzt
wurde, sind CaGikompetente Zellen verwendet worden.

Die Herstellung der kompetenten Zellen erfolgte n&ohen (Coheret al, 1972). Zur
Transformation wurden 3 - 5 pl Plasmid-DNA (1 -ri DNA) bzw. 20 ul Ligationsansatz zu
einem 200 pl-Aliquot CaGlkompetenter Zellen zugegeben und fur mindestensiB0auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen einem Hitde von 42 °C fur 60 s ausgesetzt,
sofort wieder auf Eis gestellt und mit 600 ul fhem, gekihltem dYT-Medium versetzt. Die
Zellen wurden noch fur 30 min bei 37 °C inkubieldnn abzentrifugiert und anschlieRend auf
Selektionsplatten (50 pg/ml Kanamycin bzw. 300 JdgAmpicillin) ausgestrichen. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 37 °C im Brutsaik.

2.3.2Plasmid-Praparation nach dem Plasmid Mini-Prep-Kit

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus einer 5 ml-Usshtkultur der entsprechenden
Bakterien wurde das Plasmid-MiniPrep-Kit von JenasBience verwendet. Den Angaben
des Herstellers zufolge wurden 2 ml der Bakteriémkazentrifugiert, das Pellet resuspendiert
und nach dem Prinzip der alkalischen Lyse aufgessih. Die Uber SpinColumns gereinigte
Plasmid-DNA wurde in 50 pl Elutionspuffer oder ddMHeluiert. Zur Kontrolle wurde die
Plasmid-DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese @.2iberprift und anschlieRend bei
-20 °C gelagert.
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2.3.3Sequenzspezifische Mutagenese (QuikCharfe

Punktmutationen wurden mit Hilfe des QuikChafyerfahrens (Stratagene, Heidelberg, D)
in das gewinschte Plasmid eingebracht. Dabei wemtesi zueinander komplementare,
mutage Primer verwendet, welche beide die Punktiout@nthalten. Fur die Amplifikation
der DNA wurde diePfu-Polymerase groofreadingPolymerase) verwendet, welche nach
einer Vortemperierung der Anséatze auf 95 °C im mmuaycler zugegeben wurde. Dieser
sogenanntdot startist nétig, um den Abbau der Primer durch die EXdeaseaktivitat der
Pfu-Polymerase zu vermeiden und um unspezifische Ralgationsprodukte zu verhindern.
Das Ursprungsplasmid kann leicht durBlpnl-Zugabe gespalten und so den folgenden
Reaktionsschritten entzogen werden, da nur die TasyPNA methyliert ist (Zielsequenz
von Dpnl: 5'-GMATC-3).

Zur sequenzspezifischen Amplifikation der Templat¢éA wurde die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) angewendet. Fir einen 50 (gda#nwurden 37,5 pl dd@, 5 pl 10 x
Pfu-Puffer (200 mM Tris/HCI, pBf©8.8, 100 mM KCI, 100 mM (NE,SOs;, 20 mM
MgSQy, 1 % Triton X-100, 1 mg/ml BSA), je 2 ul Primer,5QuM), 2 pl dNTPs (je 10 mM)
und 0,5 pl Template-DNA vermischt, im Thermocychexi 95 °C vortemperiert und die
Reaktion durch Zugabe von 1 pPfu-Polymerase gestartethdt star). Folgendes
Temperaturprogramm wurde fiir die QuikChah&eaktion verwendet: 2 min Aufheizen bei
95 °C, anschliefend 30 Zyklen mit jeweils 30 s &i°C zur Denaturierung, 30 s bei der
primerspezifischen Temperatur zur Primer-Anlagerund 15 min Polymerisation bei 68 °C.
AbschlieRend wurde noch fur 10 min die Temperaton %8 °C gehalten und auf 5 °C
abgekuhlt. Durch Zugabe von 1 ppnl pro Ansatz und Inkubation bei 37 °C fur 8 Stunden
oder Uber Nacht wurde die Template-DNA gespaltdterAativ dazu wurden gegebenenfalls
0,5 ul FastDige&ipnl verwendet und fur 15 Minuten inkubiert.

Zur Uberpriifung der PCR-Ansétze wurden 5 pl Probectd Agarose-Gelelektrophorese
(2.2.1) untersucht. Im Anschluss daran wurden d@i&Ansatze mit dem PCR-Purification-
Kit von Jena Bioscience (Jena Bioscience, D) Uhedig der DNA an eine Silica-Gel-
Membran in SpinColumns gereinigt und B coli TOP10-Zellen transformiert (2.3.1).
Einzelne Kolonien wurden dann mittels Kolonie-PQReusucht und bei positivem Ausgang
in eine 5 ml-dYT-Ubernachtkultur Gberimpft. Die das isolierte Plasmid-DNA diente als
Grundlage fur die Sequenzierung (Seqlab, GottinBén,
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2.3.4Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine schnelle und einfache Md#) um den Erfolg von Klonierungen
zu Uberprufen. FUr die Stammlosung (10 Ansatze)demr67 pl ddpO, 10 pl 10 xTag
Puffer (100 mM Tris/HCI pBP™©9.0, 500 mM KCI, 1% Triton X-100), 10 pl MgCl
(25 mM), je 4 pul Primer, 3 pul dNTPs und 2 (flagPolymerase gemischt. Fir die
Uberprifung der SlyD-Punktmutationen wurde das Taw#tor/ Terminator-Primerpaar
eingesetzt und fur die SUMO-Fusionsproteine das Skfbt/ T7-Terminator-Primerpaar. Es
wurden jeweils 10 pl in ein Reaktionsgefald pipdttiend pro Ansatz wurde eine
Bakterienkolonie von der Agarplatte hinein transfigr Mit der gleichen Pipettenspitze wurde
dieselbe Bakterienkolonie in ein Reaktionsgefa3s@iftl dYT Gberimpft.

Das Temperaturprogramm fir die PCR setzte sichfelgg zusammen: 2 min Aufheizen bei
95 °C, dann 30 Zyklen von jeweils 30 s bei 95 °G\&arierung, 20 s bei 50 °C Anlagerung
der Primer und 30s bei 72 °C Polymerisierung. AbeBend wurde fur 10 min die
Temperatur von 72 °C gehalten und dann auf 4 °Cilgek Die beimpften dYT-
ReaktionsgefaRe wurden derweil bei 37 °C inkubigur. Uberpriifung der DNA-Fragmente
auf ihre richtige Lange wurde eine Agarose-Geletgkiorese (2.2.1) durchgefiihrt. Bei
positivem Ergebnis wurde die entsprechende Baktewieur in 5 ml dYT Uber Nacht
kultiviert und fur die Plasmidpraparation verwendet

2.3.5Klonierung von E.c.SlyD-Varianten in den pETSUMOadapt-Vektor

Die SUMO-Fusions-Technologie ist eine leistungsighiund vor allem preisgunstige
Methode zur Reinigung sowohl von besonders klefPeteinen als auch von Proteinen, die
in herkdmmlichen Methoden nur in unzureichendem 3t hergestellt werden kénnen.
Diese SUMO-Fusionsstrategie erfreut sich in letZ&t wachsender Beliebtheit (Mossessova
et al, 2000; Malakho\wet al, 2004). Als Expressionspartner fir das gewinsehbéein wird
SUMO (,small ubiquitin-like modifiet, Smt3 ausSaccharomyces cerevis)agerwendet. Es
enthdlt einen N-terminalen Hidag fur die Reinigung mittels immobilisierter
Metallionenaffinitatschromatographie (Ni-IMAC) (23). Vorteile des Systems sind: ein
hohes Expressionslevel an l6slichem Protein, dabafmlensein einer einzigen Spaltstelle fur
die sehr spezifische SUMO-Protease (Ulpl) (Revesteal, 2004) und das Fehlen von
stérenden Reinigungs-Tags im sauberen Protein.

Das rekombinante Plasmid ist so konstruiert, dés$dsion zwischen dem Amino-Terminus
des gewulnschten Proteins und dem Carboxyl-TermiessSUMO-Tags ausgebildet wird.
Fur die hier durchgefiihrten Klonierungen wurde daicht veranderter pETSUMO-
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Expressionsvektor verwendet, bei dem in das Urgmplasmid einemultiple cloning site
eingebaut wurde (pETSUMOadapt, Bosse-Doenesikal, 2008). Diese ermdglicht das
Einfugen beliebiger DNA-Sequenzen durch geeignetdMler jeweiligen Schnittstellen.

Die SUMO-Fusionstrategie wurde zur Gewinnung deligsten IF-Domane von SlyD*
angewendet. Des Weiteren wuilee SlyD(1-155) auf diese Weise gewonnen.

2.3.6 Restriktion und Ligation

Die Amplifikation der Inserts erfolgte mit einem trminalen Primer, der einEco31-
Schnittstelle enthalt, und mit einem C-terminalemmiér, der dieBanHI-Schnittstelle enthélt.
Die Spaltung von Vektor und Insert wurde in zwehi$ten vollzogen. Als erstes fand die
Eco31-Spaltung in einem 50 pl-Ansatz (14,5 pl d@H 5 pl Puffer G, 30 pl des Uber eine
SpinColumn entsalzten PCR-Produktes und 0,6qd31) fur 1 - 2 Stunden bei 37 °C statt.
Nach erneuter Entsalzung wurde der Ansatz mit BgstDigest-Puffer versetzt, mit dgBi
auf 50 ul aufgefullt und mit 1 pl FastDigeBanHI fur 10 min bei 37 °C verdaut. Sowohl
Insert als auch Vektor wurden vor der Ligation i8pmColumns entsalzt (PCR Purification
Kit).

Zur Ligation in einem Gesamtvolumen von 40 ul wur@® pl entsalztes geschnittenes Insert
und 5 pl geschnittener Vektor mit 4 pl Ligase-Puffermengt, mit ddbD aufgefillt und mit

1 pl T4-DNA-Ligase flur 2 Stunden bei 22 °C ligieMternativ dazu wurde die Ligation auch
bei 16 °C uber Nacht durchgefuhrt. 20 pul des Lmgwansatzes wurden direkt zur
Transformation in CaGlkompetenteE. coli Topl0 (2.3.1) eingesetzt. Die erhaltenen
Bakterienkolonien wurden mittels Kolonie-PCR (2)3a4f die richtige Lange hin untersucht
und bei positivem Ergebnis in einer 5 ml-Ubernaghtk zur Plasmidpraparation kultiviert.
Anschlie3end wurden Proben zur Sequenzierung gad8eglab, Goéttingen, D).

2.4. Gewinnung von Proteinen

2.4.1Reinigung von RNase T1 (S54G/P55N)

Expression und Zellaufschluss

RNase T1 (S54G/P55N) exprimierenflecoli DH5x pA2T1 - Zellen wurden in 41 dYT-
Medium (300 pg/ml Ampicillin) bei 37 °C und 250 Ugirs zu einer Oy von 0,7 inkubiert.

Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugaloe IPTG (Endkonzentration 1 mM).
Nach weiteren 16 Stunden Inkubation (12 StunderAbeucht in Minimalmedium) wurden
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die Zellen durch Zentrifugation (GS-3-Rotor, 4 @00 Upm, 20 min) geerntet und bei -
80 °C gelagert. Wenn RNase T1 (S54G/P55N) vollsgaridN-markiert werden sollte,
erfolgte die Kultivierung der Zellen in M9-Minimakdium mit **N-NH,CI als einzige
Stickstoffquelle im Fermenter. Fur die doppelt nere RNase T1 (S54G/P55N) wurde
zusatzlich™C-Glucose als einzige Kohlenstoffquelle eingesetzt.

Das fir die RNase T1 (S54G/P55N) kodierende Plagnibalt eine OmpA-Signalsequenz,
die daflr sorgt, dass das exprimierte Fusionsprated Periplasma transportiert wird. Dort
wird das OmpA-Signalpeptid abgespalten und die RNds (S54G/P55N) kann durch einen
osmotischen Schock freigesetzt werden (Beal, 1965). Dazu wurde das Zellpellet in 50 mli
PES-Puffer (20 mM Piperazin, 5 mM EDTA, 30 % (w&accharose, pH 6.0) resuspendiert
und bei 4 °C fur 45 min geschuttelt. Der Periplasuischluss wurde durch Zugabe des
sechsfachen Volumens an PE-Puffer (20 mM PiperdzinM EDTA, pH 6.0) ausgeldst. Die
Zellsuspension wurde fur weitere 15 min bei 4 °Gofpéittelt. Im Anschluss erfolgte die
Abtrennung der unléslichen Zellbestandteile durckntdfugation (GS-3-Rotor, 4 °C,
9000 Upm, 45 min). Um die Ausbeute an RNase T1 GBB5N) zu erhdhen, wurde der
Periplasmaaufschluss mit den unléslichen Zellbekélen wiederholt. Diese wurden erneut
in PES-Puffer resuspendiert, bei 4 °C inkubiert docch Zugabe des sechsfachen Volumens
an PE-Puffer aufgeschlossen.

Chromatographische Reinigung von RNase T1 (S54G/Rp5

Die Reinigung erfolgte leicht abgewandelt nach Mailckeet al, 1994b).

Das abzentrifugierte Rohlysat wurde nach dem Remiphaufschluss auf einen mit PE-Puffer
aquilibrierten Anionenaustauscher (Fractogel EMD-8BIAE) aufgetragen und gewaschen.
Die Elution erfolgte Uber einen Salzgradienten Won 40 % Puffer B (20 mM Piperazin,
5mM EDTA, 1M NaCl, pH6.0) in 80 Minuten bei emeFluss von 5 ml/min. Die
gesammelten Fraktionen wurden mit einem qualitativarbtest (Toluidinblau-Testagar nach
(Quaaset al, 1989)) untersucht. RNase-haltige Fraktionen wurdenachst 24 Stunden in
1:10 verdunnten, dann 36 Stunden in 1:20 verdunRtPuffer dialysiert und abschliel3end
zur Volumenverringerung lyophilisiert.

Fur die folgende Gelfiltration in 50 mM NJAc, pH 5.5 wurde das Lyophilisat in 10 ml
Gelfiltrationspuffer aufgenommen, abzentrifugiertduauf eine HiLoad Superdex 75 prep-
grade-Saule (Grof3e 16/60) aufgetragen. RNase-bdhigktionen wurden wieder mit dem
Toluidinblau-Testagar untersucht und fur die Dialy86 h in 1:20 verdinnten, 48 h in 1:40
verdunnten Gelfiltrationspuffer) gepoolt. Die sienschlieRende Gefriertrocknung lieferte
saubere, lyophilisierte RNase T1 (S54G/P55N).
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Reduktion und Carboxymethylierung von RNase T1 (£8R55N)

Die Reduktion und Carboxymethylierung des Proteimsde, wie bei Micke (Micket al,
1994a) beschrieben, durchgefuhrt. Fur einen Ansaizden 10 mg des lyophilisierten
Proteins in 275 ul 0,2M Tris/HCl, 7M GdmCl, 2 mEDTA, pH>©8.7 geldst, zur
Reduktion mit 60 pul 200 mM DTT in 0,2 M Tris-HCI,M GdmCI, 2 mM EDTA, pi° 8.7
versetzt und fir 90 min bei Raumtemperatur inkubi®ie Carboxymethylierung wurde
durch Zugabe von 60 pl 0,6 M Natriumiodacetat i2 M, Tris-HCI, pH°>7.5 und
Inkubation fur 5 min im Dunkeln erreicht. Im Ansabké erfolgte die Entsalzung der Ansatze
durch zweifache Gelfiltration Uber eine PD10-Sauhe 25 mM NHAc, pH5.5. Die
praparierten Proteine wurden dann in flussigenkStodf schockgefroren und bei -20 °C
gelagert.

Die Reduktion und Carboxymethylierung var_actalbumin wurde analog durchgefihrt.

2.4.2 Reinigung von SlyD*

Bei den folgenden Reinigungen wurden nach jedemmi@eiagsschritt die gesammelten
Fraktionen Uber SDS-PAGE (2.2.2) untersucht. Foaltn, die nach dem letzten
Reinigungsschritt das jeweilige gewtnschte Proamithielten, wurden vereinigt und Uber
VivaSpin-Konzentratoren, deren Ausschlussvolumen rdelekularen Grol3e entsprechend
gewahlt wurde, aufkonzentriert. Zur Lagerung wurai® Proteine in flissigen Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

Expression und Zellaufschluss

Die Expression von SlyD* erfolgte i&. coli BL21 (DE3). Die Zellen wurden in 41 dYT-
Medium bei 37 °C und 250 Upm bis zu einer 2> 1,0 kultiviert und durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert. Die Zellerrdurch Zentrifugation (GS-3-Rotor,
4 °C, 7000 Upm, 20 min) erfolgte nach drei bis v&unden Expression. Die geernteten
Zellen wurden in Aufschlusspuffer (50 mM MO, 100 mM NaCl, 25 mM Imidazol,
pH 7.5) resuspendiert und bei -80 °C gelagert.'BNimarkiertes SlyD wurden die Zellen in
M9-Minimalmedium mit"®N-NH,CI als einzige Stickstoffquelle im Fermenter kuiiv. Fiir
die Zuordnung der Y68W-Mutante wurde zur Gewinnwog doppelt markiertem Protein
zusatzlich™C-Glucose als einzige Kohlenstoffquelle eingesetzt.

Zur Vorbereitung des Zellaufschlusses wurde daéufiragungspuffer (50 mM N&lPQ,,
100 mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH 7.5) resuspendi&dipellet fir 20 Minuten auf Eis mit
Lysozym behandelt. Die Zellen wurden dann mit Witfall (40 % Amplitude, 3 min mit je
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1,5s Pulsierung und Pause) auf Eis aufgeschlossenunlésliche Zellbestandteile bei
20000 Upm und 4 °C abzentrifugiert.

Ni-lonen-Affinitatschromatographie (Ni-IMAC)

Das Rohlysat wurde auf eine mit 50 MM N&O;, 100 mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH 7.5
aquilibrierte Ni-Sepharose-Saule mit Hilfe einer-Pimpe bei einem Fluss von 1 mi/min
aufgetragen. SlyD* ist mit einem C-terminalen ¢lleg ausgestattet und bindet dartber an
das Saulenmaterial. Nichtbindende Proteine aus defllysat wurden im Durchfluss
aufgefangen. Die Saule wurde im Anschluss bei eifduss von 2 ml/min mit Puffer A
gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm wenigef& A.U. betrug.

SlyD* bindet auf Grund seiner Chaperoneigenschafterdhlige Proteine und Peptide aus
dem Rohlysat hoch affin. Glnstigerweise kdnnenedisgetrennt werden, solange SlyD*
noch an das Saulenmaterial gebunden ist. Dazu 3WD* schrittweise denaturiert und im
nicht funktionalen Zustand werden Peptide oderdtnetabgeltst. Zur Denaturierung wurde
die Konzentration von GdmCI Uber einen Gradientem ¥ - 100 % 50 mM N&PO;,
100 mM NaCl, 25 mM Imidazol, 6 M GdmCI, pH 7.5 i® Bl (4 x Saulenvolumen) bei
einem Fluss von 2 ml/min erhéht. Es wurde solangiewmit 100 % GdmCI gewaschen, bis
kein Protein mehr eluierte. Dann erfolgte die laamgs Renaturierung von SlyD* gebunden
an das Saulenmaterial durch Erniedrigung der Gdkadizentration Uber einen Gradienten
von 100 - 0 % GdmCI in 200 ml (10 x Saulenvolumddie Elution von SlyD* erfolgte bei
250 mM Imidazol.

GroRRenausschlusschromatographie (Gelfiltration)

Die vereinigten SlyD*-haltigen Fraktionen wurdenf @ine in 50 mM NgHPQO,, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0,03 % Nadl pH 7.5 aquilibrierte HiLoad Superdex 75 prep-grad
Saule (GrélRe 16/60) aufgetragen. Das aufgespRmibenvolumen betrug jeweils 5 ml und
eluiert wurde mit einer Flussgeschwindigkeit vomlImin. Ab einem Elutionsvolumen von
40 ml wurde 2 ml-Fraktionen gesammelt. Die Anwesénton EDTA im Gelfiltrationspuffer
soll Metallionen, insbesondere Ni die aus der Ni-IMAC mitgezogen werden, binden und
somit dem hoch metallaffinen Enzym SlyD* entziehBa. alle Aktivitats- und vor allem die
NMR-Untersuchungen im EDTA-freien Puffer durchgetiwerden, erfolgte im Anschluss
an die Gelfiltration eine Dialyse der vereinigtety[¥-haltigen Fraktionen in 50 mM
NaHPQO,, 100 mM NacCl, 0,03 % NafNpH 7.5.

Die Reinigung von TtSlyD erfolgte in analoger Wels@ Raumtemperatur. Fir die kliBag-
freie TtSlyD-Variante wurde am C-Terminus vor densgH ag eine Thrombinschnittstelle
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eingefugt (2.3.3). Nach dem ersten Reinigungsgciibér Ni-IMAC wurde tUber Nacht im
Dialyseschlauch mit 50 U Thrombin in 50 mM &0, 100 mM NaCl, pH 7.5 die
Spaltungsreaktion durchgefiihrt. Das ¢-i®g-freie TtSlyD wurde Uber eine zweite Ni-IMAC
von ungespaltenem Protein und vom gHiag abgetrennt. Der abschlielRende
Reinigungsschritt Uber Gelfiltration erfolgte wiebem beschrieben. Auf Grund der
Thrombinschnittstelle gibt es vier zusétzliche Aogauren am C-Terminus: Leul150-Vall51-
Prol52-Lys153.

2.4.3Reinigung der SlyD-Varianten E.c.SlyD(1-155) undE.c.-IF-Doméne als SUMO-

Fusionsproteine

Expression und Zellaufschluss fir SUMO-Fusionsprate

Die SUMO-Fusionsproteine wurden fih coli BL21 (DE3)exprimiert. Dazu sind die Zellen
in 41 dYT-Medium bzw. bei vollstandigérN-Markierung in M9-Minimalmedium bei 37 °C
und 250 Upm in Schittelkolben bzw. im Fermentetitagt worden. Zur Expression wurden
die Zellen bei einer Ofp > 1,0 mit IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziendufir weitere
drei Stunden inkubiert. Die Zellen wurden durch tdémgation (GS-3-Rotor, 4 °C,
7000 Upm, 20 min) geerntet, in Aufschlusspuffer §a NaHPQO,, 300 mM NaCl, 25 mM
Imidazol, pH 7.5) resuspendiert und bei -80 °C geta

Der Zellaufschluss der aufgetauten Zellen erfolgtelog 2.4.2 durch Behandlung mit
Lysozym und anschliel3ender Beschallung durch Withals

1. Ni-lonen-Affinitditschromatographie

Das durch Zentrifugation von den Zelltrimmern abgyeite Rohlysat wurde auf eine mit
50 mM NaHPQ,, 300 mM NacCl, 25 mM Imidazol, pH 7.5 aquilibrief&-Sepharose-Saule
mit Hilfe einer P1-Pumpe bei einem Fluss von 1 ni/aufgetragen. Das SUMO-Protein ist
mit einem N-terminalen HgsTag ausgestattet und bindet dariber an das Saatena.
Nichtbindende Proteine aus dem Zelllysat wurdemumchfluss aufgefangen.

Das SUMO-Fusionsprotein wurde nach einem Waschsehii 250mM Imidazol von der
Saule eluiert und in Fraktionen zu 5 ml aufgefang&lhe SUMO-Fusionsprotein-haltigen
Fraktionen wurden gepoolt. Die SUMO-Protease Ulpdthérik et al, 2004; Reverteet al,
2004) arbeitet optimal, wenn die Imidazol-Konzetibra geringer als 150 mM ist und wenn
150 mM NaCl vorhanden sind. Der Protein-Pool wudshalb Uber Nacht in 50 mM
NagHPO;,, 150 mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH 7.5 dialysiert,mu die optimalen
Salzkonzentrationen fiir die Spaltungsreaktion auadeleisten.
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SUMO-Spaltung und 2. Ni- lonen-Affinitatschromatogiphie

Der dialysierte SUMO-Fusionsprotein-haltige Poolr@eumit 1:10 an Volumen mit SUMO-
Puffer (10 x SUMO-Puffer: 500 mM Tris/HCI, 2 % IGER, 1,5 M NaCl, 10 mM DTT,
pH*© 8.0) versetzt. Der Spaltungsansatz wurde in Analesie von 20ug/ml Ulpl bei 4 °C
fur 6 h E.c.dF-Doméne) geschittelt. Das SUMBeSIyD(1-155)-Fusionsprotein wurde bei
30 °C fur 24 h gespalten. Im Laufe der Spaltung SWwMO-E.cSlyD(1-155) wurde im
Abstand von ca. 8 h frische Protease hinzugegeben.

Die Spaltung von SUMO ist dann erschwert, wenn4latprotein mit Lysin, Leucin, Valin
oder Prolin beginnt. Da SlyD* an zweiter Positidn &ysin hat, scheint die Spaltung hier
teilweise behindert. Das grol3e gefaltete Protemmkausétzlich durch sterische Hinderung die
Angriffsflache fur die Protease behindern. Durchdung der Temperatur und Verlangerung
der Inkubationszeit ist eine gute Ausbeute an despam Protein moglich.

Die Spaltungsreaktion wurde durch Auftragung desltBpgsansatzes auf die Ni-Sepharose-
Saule Uber eine P1-Pumpe gestoppt. Sowohl das lgaepa&8UMO als auch die SUMO-
Protease enthalten einen N-terminalensHigg und binden an die Saulenmatrix, wahrend das
Zielprotein ohne HisTag im Durchfluss aufgefangen wurde. Im Anschlwagrde mit

2 ml/min mit Puffer A gewaschen, bis die Absorptloe 280 nm niedriger als 0,2 A.U. war.
Die Protease, SUMO und noch ungespaltenes Protgiden mit 500 mM Imidazol von der
Saule entfernt.

GrolRenausschlusschromatographie (Gelfiltration)

Analog zur Reinigung von SlyD* wurden die jeweiligProteine tber eine HiLoad Superdex
75 prep-grade-Saule (GrofRe 16/60) in 50 mMpHNRO,, 100 MM NaCl, 1 mM EDTA,
0,03 % NaN, pH 7.5 weiter aufgereinigt. Der proteinhaltige rEnfluss nach der 2. Ni-
IMAC-Séaule wurde in 5 ml-Schritten auf die Sauldgatragen und bei einem Fluss von
1 mi/min in 2 ml Fraktionen eluiert. Fraktionen,eddas jeweilige gewtnschte Protein
enthalten, wurden vereinigt, gegen 50 mMVLINRO,, 100 mM NaCl, 0,03 % Naj\ pH 7.5
EDTA-frei dialysiert.

2.4.4 Praparation der SUMO-Protease Ulpl

Zur Expression von Ulpl wurde der Staniincoli BL21 pLysS verwendet. Die Zellkultur
wurde bis zu einer Odgy von 2,0 bei 37 °C und 250 Upm inkubiert. Die Exgzien erfolgte

bei 30 °C fur 3,5 bis 4 h nach Zugabe von 0,75 nBMIG. Nach der Zellernte wurde das
Zellpellet zur Lagerung bei -80°C in 50 mM Tris/HQH*©8.0, 20 % Saccharose
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resuspendiert. Der Zellaufschluss mittels Ultraicharde in Gegenwart von 350 mM NacCl,
1 mM B-Mercaptoethanol, 0,2 % IGEPAL und 10 mM Imidazatahgefuhrt und unlésliche
Zellbestandteile durch Zentrifugation entfernt. @etlextrakt wurde auf eine Ni-Sepharose-
Saule aufgetragen und das Protein bei 250 mM Imidatuiert. Imidazol wurde durch
Dialyse entfernt und die Protease wurde zur Laniggerung bei -80 °C mit 50 % Glyzerin
versetzt.

Fur die Proteolyse von SUMO-Fusionsproteinen igt dinfache Reinigung von Ulpl
ausreichend (Mossessogtal, 2000).

2.5. Spektroskopische Messungen

2.5.1 Absorptionsspektroskopie

Zur Konzentrationsbestimmung wurden UV-Absorptigesdren an einem Jasco V-650
Absorptionsspektralphotometer aufgenommen. Dazulevwdie Proteinproben vorher, um
Aggregat zu entfernen, bei 14000 Upm und 4 °C @imin zentrifugiert. Als Referenz wurde
unter gleichen Bedingungen das jeweilige Pufferspek gemessen und zur Korrektur des
Proteinspektrums herangezogen. Die Spektren wurthenQuarzkivetten von 1cm
Schichtdicke im Bereich zwischen 240 und 340 nm miber Geschwindigkeit von
200 nm/min bei einer Bandbreite von 2 nm und efkdtdosung von 0,5 nm aufgezeichnet.
Die Konzentration des jeweiligen Proteins ergah sigs dem Lambert-Beer'schen Gesetz:

c= A280nm
s

[2.1]

mit ¢, der Konzentration des Proteir A, der Absorption bei 280 nn¢, des jeweiligen
Extinktionskoeffizienten bei 280 nm, uid|, der Schichtdicke der Klvette.

In Tab. 2-3 sind die Extinktionskoeffizienten darwendeten Proteine und Proteinvarianten
aufgefuhrt.
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Tab. 2-3 Extinktionskoeffizienten aller untersuchen Proteine.

Protein €80 (Mt cm?)  Referenz

SlyD* 5788 (Scholzt al, 2005)
SlyD*Y68W 9620 berechnet nach (Gt al, 1989)
E.cSlyD(1-155) 5788 (Scholet al, 2005)
E.c-IF-Doméne 2960 berechnet nach (@iilal, 1989)
SlyD*AIF 4960 berechnet nach (Gét al, 1989)
(RCM)-RNase T1 (S54G/P55N) 21060 (Takahasghil, 1970)
RCM-a-La 28340 (Kronmaret al, 1964)

2.5.2 Fluoreszenzspektroskopie

Fur die Messungen der chemisch induzierten Entfgkiibergange sowie fur Fluoreszenz-
Bindungsstudien sind  Fluoreszenzemissionsspektren a@nem Jasco FP-6500

Spektralfluoreszenzphotometer aufgezeichnet worbDanKonzentration des Proteins betrug
5 uM fiur die Entfaltungsibergdnge und 1 uM fur Blaoreszenztitrationen im jeweiligen

Puffer. Die Titrationen wurden in einer Rundkivettét 8 mm Durchmesser und die
Entfaltungsiibergdnge in einer 1 x 1%nriihrbaren Fluoreszenzkiivette in einem
Gesamtvolumen von 10Q0 durchgefuhrt. Die Aufnahmegeschwindigkeit betrug
200 nm/min und die Dampfung 0,5s; die Anregungdbegite war 3 nm und die

Emissionsbandbreite 5 nm. Je nach Protein erfdigténregung bei 280 nm oder 295 nm fir
Tryptophanvarianten.

2.5.3 Circulardichroismus-(CD)-Spektroskopie

CD-spektroskopische Messungen sind an einem Ja8&é TD-Spektrometer durchgefuhrt
worden. Fir die thermisch induzierten EntfaltungsgBnge war die Konzentration des
Proteins 15 pM fir fern-UV-Detektion (190 — 260 nomyd 250 uM fir nah-UV-Detektion

(260 — 320 nm). Die Aufnahmegeschwindigkeit bes@ghnm/min und die Dampfung 1 s. Fur
einzelne CD-Spektren wurden acht Spektren zur \¢sdreng des Signal/Rausch-
Verhéltnisses gemittelt. Die Temperaturibergangederu mit interner Temperaturkontrolle
in einer temperierbaren Kivette mit einer Schiatkdivon 1 cm und einer Heizrate von
0,5 °C/min durchgefuhrt.
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2.5.4Konzentrationsbestimmung von GdmCI, Harnstoff und NaCl

In allen Entfaltungsexperimenten wurden hoch kotreste Salzldsungen eingesetzt, deren
genaue Konzentration tber die Differenz der Bregsurdizes des Puffers in Anwesenheit
und in Abwesenheit von SalzA() berechnet wurde. Dabei gelten folgende Gleichange
([2.2] bis [2.4]) (Pace, 1986):

[Gdmcl| = 57,147nn + 3868C{An)” - 91,6 [{AN)? [2.2]
[Harnstoff] = 117660 + 29,7530{An)* +18556{An)’ [2.3]
[NaCl] =105742n - 8937C{An)* + 72590{An)* [2.4]

Die refraktometrische Bestimmung der genauen Kamagonen an Denaturierungsmittel
bzw. NaCl wurde im Anschluss an die jeweilige Megsdurchgefuhrt.

2.5.5Untersuchungen zur konformationellen Stabilitat vonSlyD*

Die konformationelle Stabilitat beschreibt die @legewichtslage zwischen dem native¥
und dem denaturierten U() Zustand eines Proteins. Dabei wird von einem
Zweizustandsmodell entsprechend Gleichung [2.5hfdral, 1968) ausgegangen, wenn die
Entfaltung bzw. Faltung des Proteins ohne das Atgir von Intermediaten erfolgt.

N o U [2.5]
Uber das Zweizustandsmodell ([2.5]) kann die Glg@hichtskonstante K, der

Entfaltungsreaktion mit Hilfe jedes messbaren ghat@chen Unterschiedes zwischen N und
U erhalten werden ([2.6]), wobei der physikalischiesswert bei Vorhandensein einer
Mischung von N und U aly,, bezeichnet wird und die jeweilige physikalischgdfischaft

von N und U mity, bzw. y, gegeben ist.

Ky Pl 7
N

] (Vars = W) [2.6]

Die freie Enthalpie der Entfaltur AG, wird im thermodynamischen Gleichgewicht tGber die

Gleichgewichtskonstan K, definiert ([2.7]).
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AG, =-RTlUnK, [2.7]
Zur Bestimmung der konformationellen Stabilitat dem denaturierungsmittelinduzierte und
thermisch induzierte Entfaltungstiibergange gemessen.

2.5.5.1. Auswertung von Denaturierungsmittelinduzierten Entfaltungsuibergangen

Die lineare Abhéangigkeit der Proteinstabilitdt vder Denaturierungsmittelkonzentration

([D]) wird durch das lineare Extrapolationsmodell (LHMear extrapolation modgl(Pace,
1986) beschrieben ([2.8]), miAG,(H,0), der freien Enthalpie der Entfaltung in

Abwesenheit von  Denaturierungsmittel, undm, der Kooperativitdit des
Entfaltungsiberganges.

AG, =AG, (H zo)+ m[ﬂD] [2.8]
Die spektroskopisch ermittelten Eigenschaften datsven (N) und des denaturierten (D)

Zustandes eines Proteiny, ) sind ebenfalls durch eine lineare Abhéngigkein\[D]

gekennzeichnet ([2.9]).

Ynu = yr?l,u +Myy [ﬁD] [2.9]
Die resultierende Gerade mit der Steigim,, und der spektroskopischen Eigenschaft des
nativen bzw. entfalteten Proteins in Abwesenheit Denaturierungsmitteyy , umschreibt

die Basislinie des nativen bzw. entfalteten Zustand
Der Entfaltungstibergang des Proteins, welcher amdHier spektroskopischen Messgrolie
Yos IN Abhangigkeit vom Denaturierungsmittel gemesseinde, ist durch Kombination der

Gleichungen [2.6] bis [2.9] gegeben ([2.10]).

¢ rmfol+e +mfoe
+m +(y° +
Yo (D)) = Y2 N T [2.10]
1+ € RT

Die Kooperativitat des Entfaltungstberganges\Yert) ist dabei ein Mal3 fur die Differenz
der dem Losungsmittel zugéanglichen OberflacBAA — solvent accessible surface prea
zwischen dem gefalteten und dem entfalteten Zustiheers et al, 1995). Sie korreliert
demzufolge auch mit der Grof3e eines Proteins.
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Zur Messung der denaturierungsmittelinduzierterfafiningsibergange wurde ein Jasco FP-
6500 Fluoreszenzspektralphotometer verwendet, drai der Kuvettenblock temperierbar ist.
Die Entfaltungsiibergange der SlyD-Varianteru®) wurden bei 15 °C in 1000l 50 mM
NaHPQ,, 100 mM NaCl, pH 7.5 im Bereich von 0 M bis 8 MrHstoff durchgefiihrt. Die
Anregungswellenlange betrug 278 nm, die Emissiagldspn wurden im Bereich von 300 bis
400 nm mit einer Auflésung von 0,5 s aufgezeichnet.

2.5.5.2. Auswertung und Messung von thermisch induzierten Etfaltungsibergangen

Analog zu den denaturierungsmittelinduzierten Hutfegsibergangen erfolgte die
Auswertung der thermisch induzierten Ubergange Babis des Zweizustandsmodells
(Gleichung [2.6] und [2.7] sind gultig).

Die spektroskopisch ermittelte Messgrcy, , ist linear von der TemperatiT abhangig,

yﬁ’U bezeichnet den Wert bei 0 K um,, ist die Steigung der Basislinie ([2.11]).

Yyu =Yy Ty, O [2.11]
Durch Integration des Enthalpie- und EntropietemwsschenT, und T ergibt sich die freie
Enthalpie der EntfaltuncAG, ([2.12]) mit T, die Temperatur im Mittelpunkt des
thermischen EntfaltungsibergangAH , (T,,), der van't Hoff-Enthalpie im Mittelpunkt des
Uberganges, uncAC,, die Anderung der Warmekapazitat bei Entfaltung droteins

(isobarer Prozess).

AG, (T)=AH, (Tm)E-IT”II_;T -AC, EETm ~T+T [ﬂn(TLH [2.12]

m m

Die Gleichung [2.13], durch Kombination der Gleidgen [2.6], [2.7], [2.11] und [2.12],
erhalten, beschreibt den thermischen Entfaltunggéiper an Hand der spektroskopischen
Messgrofd y,, . (Griko et al, 1988).

o (r)= Yt T+ (46 +m, T )re 214

ol e 5]
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Zur Messung der thermischen Ubergange wurde entveiddasco J-650 Spektralphotometer
(UV) oder ein Jasco J-815 CD-Spektrometer verwenBeide Gerate sind mit einem
Peltierelement (UV: ETC-505T, CD: PTC-423S/15) zunayeen Messung der Temperatur
ausgestattet. In der Messkuvette wurde die Tempenait einem Widerstandsthermometer
direkt gemessen.

Die Entfaltungsiibergange der SlyD-Varianten wurade82400ul 50 mM NgHPO,, 100 mM
NaCl, pH 7.5 bei Detektion mittels UV-Absorptiondum 3200l 2,5 mM NaHPQO,, 5 mM
NaCl, pH 7.5 bei Detektion mittels CD-Spektroskopigrchgefuhrt. Die Entfaltungskurve
wurde im Bereich von 10 °C bis 75 °C mit einer Haie von 0,5 °C/ min, einer spektralen
Bandbreite von 2 nm und einer Auflosung von 0,%w.hl s aufgezeichnet. Die Schichtdicke
der Klvette betrug 1 cm.

2.5.6 Ruckfaltungsexperimente mit RNase T1 (S54G/P55N)

Fur die fluoreszenzdetektierten Rickfaltungsexpenita ist ein FP-6500 Spektralfluorimeter
von Jasco verwendet worden. Die Reaktion wurdekdita der thermostatisierbaren
Rundklvette mit 8 mm Durchmesser gestartet, watlgehde Einstellungen gewahlt waren:
fur die Dampfung 1 s, fur die Anregungsspaltbréite3 nm und fir die Emissionsspaltbreite
3-5nm je nach vorhandener ProteinkonzentratAa. Fluorophor flr die Anregung bei
295 nm diente das Tryptophan in der RNase T1 (S54BIR5Die Emission wurde bei
320 nm detektiert.

Die Proteinproben wurden vor der Messung bei 1400 und 4 °C fur mindestens 10 min
zentrifugiert, um vorhandene unldsliche Bestandtedbzutrennen. Die tatsachliche
Proteinkonzentration wurde dann, wie unter 2.5.4cheeben, bestimmt. Alle verwendeten
Puffer wurden vor Benutzung uUber einen 0,2 um-Nylken filtriert und anschliel3end
entgast.

FUr die Standardmessung wurden 20 uM in 6 M Gdnmifakkete RNase T1 (S54G/P55N)
durch 100fache Verdiinnung in 10 mM Tris, B 7.5 bei 15 °C und bei verschiedenen
Konzentrationen an SlyD* und SlyD-Varianten zurlefadtet. Im Hinblick auf die Echtzeit-
NMR-Messungen sind die fluoreszenzdetektierten Rilitkhgen auch unter NMR-
Bedingungen in 10 mM Bis-Tris, gfi® 6.0 bei 10 °C durchgefiihrt worden. Dabei wurde die
Reaktion durch 10fache Verdinnung der entfalteteNase® T1 (S54G/P55N) zu
Endbedingungen von 0,6 M GdmCI gestartet.
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2.5.7 Katalyse der Ruckfaltung von RCM-RNase T1 (S54G/P3%)

Zur Charakterisierung der verschiedenen SlyD-Vaeianwurden die standardisierten
Ruckfaltungsexperimente mit der reduzierten und b@aymethylierten Form von

(S54G/P55N)-RNase T1 (RCM-T1) bei 15 °C durchgefihrt.

RCM-T1 wurde durch Inkubation in 10 mM Tris-HCI, pFt 7.5 iiber 60 min vollstandig

entfaltet. Unter Hochsalzbedingungen nimmt die REMm der RNase T1 (S54G/P55N)
eine nativ-ahnliche Struktur an, weshalb die Rutkifey durch einen Salzsprung initiiert
werden kann (siehe auch 1.3). Dies wurde durchc@fa/erdiinnung in Endbedingungen
von 2M NaCl, 10 mM Tris/HCI, pH©7.5 erreicht. Der Riickfaltungspuffer enthielt
verschiedene Mengen an SlyD* bzw. der jeweiligeyDSVariante. Die Endkonzentration an
RCM-T1 war 0,1 pM.

Die langsame Phase der RCM-T1-Faltung zeigte einenoexponentiellen Verlauf und
wurde mit dem Programm Grafit 5.0 ausgewertet. Baftragung der apparenten
Geschwindigkeitskonstanten gegen die Enzymkonzémtrdiefert die Spezifitatskonstante
als Anstieg einer linearen Regression.

2.5.8 Proteasefreier PPlase-Test

Auf Grund der Empfindlichkeit SlyD*s gegenliber Pesten wurde der proteasefreie
Peptidyl-Prolyl-lsomerasetest nach Janowski zureténichung decis/translsomerisierung
des chromogenen Peptidsubstrates Suc-Ala-Leu-ReepRIA angewendet (Janowsét al,
1997). Da decis-Anteil in wassriger Losung nur 10 % betragt, wufdedas Peptidsubstrat
wasserfreies 0,47 M LICI/TFE als Lésungsmittel verdetn um den Gehalt dess-Isomers
auf 50-70 % zu steigern (Kofroet al, 1991). Zur Messung der Absorptionsanderung
wahrend der Isomeriserungsreaktion wurde ein HéwRdckard 8452A Diodenaray-
Photometer mit temperierbaren Kivettenhalter eieigésDie jeweilige PPlase wurde in
nanomolaren Konzentrationen in 35 mM HEPES, pH 7@ LjuM Rinderserumalbumin zur
Absattigung der Silicatoberflache der Kuvette b@i*C fir funf Minuten &quilibriert, bevor
durch Zugabe des Peptids mit i Endkonzentration die Reaktion gestartet wurde.etnt
Ruhren wurde die Absorptionsédnderung bei 330 nnt (nmterner Korrektur bei 510 nm)
600 Sekunden lang verfolgt. Die Isomerisierungtl@lg Reaktion pseudo-erster Ordnung ab
und wurde Uber Anpassung an eine monoexponenfetiktion ausgewertet.
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2.5.9. Insulinaggregation als Test auf Chaperonaktivitat

Ein Standardtest auf Chaperonaktivitat ist die Beobachtung der Insulinaggregation (Haslbeck
et al., 1999). Insulin wurde in Wasser geldst, mit 6 M HCI schnell auf einen pH von 1.0
gebracht und dann langsam mit 0,1 N NaOH auf einen pH-Wert von 2 - 3 titriert, so dass eine
klare Insulinlésung entstand. Flr die Messung wurde Insulin auf eine Endkonzentration von
45 M verdinnt und in 50 MM NaHPO,4, 100 mM NaCl, pH 7.5 bei 25°C und
unterschiedlichen Konzentrationen an SlyD* inkubiert. Mit der Zugabe von 10 MM DTT
(Endkonzentration) wurde die reduktive Spaltung der Insulin-Kette B gestartet und dessen
Aggregation als Anstieg in der Streulichtintensitat bei 400 nm in einem Jasco FP-6500
Fluoreszenzspektrometer verfolgt. Zur Vorbereitung der NMR-Experimente wurden die
Messungen mit 450 uM Insulin und 900 uM SlyD* wiederholt.

2.6. Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Die freiwerdende Warme bei Protein-Liganden-Wechselwirkungen wurde mittels
Isothermaler Titrationskalorimetrie (isothermal titration calorimetry - ITC) an einem VP-ITC
von Microcal (Microcal LLC, USA) gemessen und mit Origin 7.5 ausgewertet. ITC ist die
genaueste und direkteste Methode, um Verdanderungen in der freien Enthalpie wéhrend der
Bildung eines Enzym-Liganden-Komplexes zu bestimmen (Jelesarov et al., 1999). In einem
adiabatischen Mantel befinden sich zwei Messzellen, eine Proben- und eine Referenzzelle.
Uber eine automatische Spritze werden schrittweise kleine Mengen an Ligand in die
Probenzelle injiziert, in der sich das zu untersuchende Enzym befindet. Die durch
Komplexbildung freiwerdende Warme wird dann als die elektrische Leistung angegeben, die
noétig ist, um eine konstante Temperaturdifferenz zwischen Proben- und Referenzzelle
aufrecht zu erhalten. So ist es méglich, direkt die freiwerdende Reaktionsenthalpie zu messen.
Verschiedene SlyD-Varianten wurden mit NiCl, (CoCl,, GdCls) in 10 mM Tris, pH®™© 7.5
bei 25 °C titriert. Die Rihrgeschwindigkeit der Injektionsspritze betrug 309 U/min. Zwischen
den einzelnen Injektionen von 13 pl Metallionenlésung wurde 420 s gewartet, bis das System
wieder ins thermodynamische Gleichgewicht zurlickgekehrt war. Die nach jeder Injektion
freiwerdende Wé&rme wurde durch Integration des kalorimetrischen Signals erhalten. Die
jeweilige Verdiunnungswéarme des Liganden wurde (ber analoge Messungen ohne Protein

ermittelt. Die Differenz (q;) zwischen der Reaktionswarme (g ) und der Verdiinnungswarme

(gqp) wird far die Berechnung der Bindungsenthalpie fur die jeweiligen Reaktionspartner

eingesetzt (Leavitt et al., 2001; Veldzquez Campoy et al., 2005).
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Die Gleichung, die ein allgemeines Bindungsmode#idinreibt, ist in [2.14] wiedergegeben.

g, =Vv[AH [AL, [2.14]
Dabei stehtq, fur eine bestimmte aufgenommene bzw. freiwerdeigme nach einer
Injektion, v ist das Volumen der MesszellAH die charakteristische Bindungsenthalpie und
AL, die Menge an Ligand, die nach der jeweiligen Inggk an das Protein gebunden hat.
Unter Annahme des einfachsten Bindungsmodells niitere Bindestelle kann die
Bindungsenthalpie aus der experimentell bestimmw&irme @, =q; —q,) entsprechend
Gleichung [2.15] bestimmt werden (Leawtt al, 2001). AL, wird dann durch die Differenz

der Konzentration an gebundenem Liganden zwischen aufeinanderfolgenden Injektionen
beschriecben. Dabei ist[L] die Konzentration an freiem LigandenK, die
Assoziationskonstante uifie] die Proteinkonzentration.

[2.15]

g, =VLAH [BP][E Kallli _ Killliy j

1+ KL, 1+K (L],

Die Anderung der freien Enthalpie durch das Bindengignis wird nach Gleichung [2.16]
berechnet und liefert ber das Gibbs-Helmholtz-G&esaach die Anderung der Entropie des
Systems ([2.17]).

AG = -RTInK, [2.16]
AG =AH -T[AS [2.17]

2.7. NMR-spektroskopische Methoden

Alle NMR-Messungen wurden an Geraten des Typs AelieO0 (600 MHz

Resonanzfrequenz der Protonen, entspricht einer ndtiaidstarke von 14,1 T) mit
Raumtemperaturprobenkdpfen und an einem Avancé@l{800 MHz Resonanzfrequenz der
Protonen, Magnetfeldstarke 18,8 T), der mit einemyokrobenkopf ausgestattet war,
durchgefuhrt (Bruker, Karlsruhe). Die verwendetenlsprogramme sind im Anhang
beschrieben (8.3). Zum Prozessieren und AnalysideenlD Protonenspektren wurde das
ProgrammpFelix (Biosym, San Diego) verwendet. Alle weiteren 2Dd D NMR-Daten
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wurden mit NMRPipe (Delagliet al, 1995) prozessiert und mit NMRView (Johnson, 2004)
analysiert.

In den heteronuklearen Experimenten wurthe als NMR-aktiver Heterokern eingesetzt. Bei
den sequenzspezifischen Zuordnungsexperimentereiwarzusatzliche Markierung niitC
notig. Die genauen Puffer- und Messbedingungen bieidden jeweiligen Experimenten
beschrieben.

2.7.1Eindimensionale NMR-Spektroskopie

Mit einer sehr hohen zeitlichen Auflosung ermégiicheindimensionale Protonenspektren
einen schnellen Uberblick tiber die BeschaffenhieiéreNMR-Probe, welche nicht zwingend
isotopenmarkiert sein muss. Gleichzeitig vermittedie einen ersten Eindruck uUber
Veranderungen wahrend einer enzymatischen RealEdndie Echtzeit-Beobachtung von
Reaktionen mittels NMR-Spektroskopie wird eine &&on Protonenspektren aufgezeichnet.
Um die Interaktionen von wed&iC- noch*N-markierten Substanzen wie Insulin mit SlyD*
zu untersuchen, muss auf die 1D Protonenspektreskoyriickgegriffen werden. Da in
Protonenspektren jedes Proton mindestens ein Sigyibt, koénnen unmarkierte
Komplexproben nicht mit 1D Spektren analysiert veerdDurch die Verwendung vofiN-
markiertem SlyD* und den Einbau einé¥-Filterelementes in die Pulssequenz eines
Protonenspektrums kénnen die Signale alf&-gebundenen Protonen unterdriickt werden
und Ubrig bleiben die Protonensignale des unmaddneinsulins, welche dann ungehindert
beobachtet werden kénnen. In Abb. 2-1 ist G&isFilterelement in doppelter Ausfiihrung zur
Verbesserung des Filtereffektes dargestellt. Zustdelfolgt eine Anregung aller Protonen.
Nur die **N-gebundenen Protonen kénnen zum Stickstoff koppas filhrt zu einem 90°-
Phasenunterschied zwischen Wasser- uhitl-gebundenen Protonen und nur die
Magnetisierung der'*N-gebundenen Protonen wird dann im Anschluss dudit
Gradientenpulse G2 bzw. G4 dephasiert.
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Abb. 2-1 ®N-Filterelement zur Unterdriickung der Signale ®N-gebundener Protonen. Geschlossene
Rechtecke reprasentieren 90 °-Pulse, offene Rdahte80 °-Pulse. Die z-Gradientenpulse werden daffgéne
Halbellipsen dargestellt und haben folgende reda@radientenstarken: 16,8 %, 77 %, 19,6 % und 48I%.
nicht genannten Pulse besitzen die Phase x, weitggieen sindpl = 4(x), 4(-x) undp2 = 8(x),8(-x);T betragt
2,5ms,A= 1 ms. Fir vier Punkte ist der Produktoperatorfdismeus angegeben, dabei stéht" fir °N-
gebundene Protonen ufd” fiir °C-gebundene Protonen und fiir die Wasserprotonen.

Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnissaesleviiber 1024scansgemittelt. Die

Wasserunterdriickung wurde durch die WATERGATE-Seq(erutto et al, 1992) erreicht.

Zusatzliche Puffersignale wie GdmCIl, DTT und Tris dem selektiv Uber einen
Vorsattigungspuls minimiert.

2.7.2Zweidimensionale NMR-Spektroskopie

Fur die aminosaurespezifische Auflosung bezlglieid8ng, Faltung und Stabilitdt wurden
'H/*™N-Korrelationsexperimente verwendet. Das FHSQC-Erpatt (ast-Heteronuclear
Sngle-Quantum_@rrelation; Abb. 2-2) (Mori et al, 1995) ist eine Weiterentwicklung des
konventionellen HSQCs im Hinblick auf eine verbessaVasserunterdriickung durch die
WATERGATE-Sequenzwater suppression byrgdient faylored ecitation) (Piotto et al,
1992). Die phasensensitive Quadraturdetektion gigoturch Inkrementierung vogl im
States-TPPI-Modus (Marioet al, 1989). Im Allgemeinen wurde eine Datenmatrix von
1024¢H) x 256(°N) Punkten aufgenommen und durch einfache® filling prozessiert. In
beiden Dimensionen wurde dabei eine cos-Fenstdiimleingesetzt. Fur die Auswertung
wurde nur die Tieffeldregion deiH-Dimension bis zur Wasserresonanz bei ca. 4,7 ppm
betrachtet, da alle Amidprotonen in diesem Beré&eaten.
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Abb. 2-2 Pulssequenz eines 2D *H/**N FHSQC-Experimentes (Mori et al., 1995). Die schmalen ausgefiillten
Rechtecke reprasentieren 90°-Pulse, breite offene Rechtecke 180°-Pulse; die z-Gradienten werden als offene
Halbellipsen dargestellt. Die relativen Gradientenstarken wurden mit 50 %, 80 % und 30 % eingestellt. In der
indirekten Dimension (*°*N) wurde t, inkrementiert. Wahrend der Acquisitionszeit t, ist auf den **N-Kanal mit
der GARP-Sequenz (Shaka et al., 1985) entkoppelt worden. Sofern nicht anders aufgefihrt, erfolgt die Anregung
des 90°-Pulses aus x-Richtung. Die Phasenzyklen sind: ¢1 = X, -x; $2 = 2(x),2(-X); ¢3 = 4(x),4(-x) und rec = (Xx,-
X, X,-X,-X,X,-X,X), die Phase des Detektors. Unerwiinschte Magnetisierung wird durch die Gradientenpulse G2
dephasiert. Am Ende der Sequenz steht ein selektives 3-9-19-Pulspaar (graue Rechtecke) umgeben von
Dephasierungs- und Rephasierungsgradienten (WATERGATE) (Piotto et al., 1992).

| e
=
=
)

Beim 'H/*®N-TROSY-HSQC-Experiment (Transverse Relaxation Optimized Spectroscopy)
wird im Gegensatz zum HSQC-Experiment eine Linienverschmélerung der Resonanzsignale
und somit eine hohere Sensitivitat erreicht (Weigelt, 1998). Dieser Effekt kommt erst bei
groReren Molekilen (groBer 20 kDa) und bei hohen Magnetfeldstarken zum Tragen, da
aufgrund der langeren Rotations-Korrelationszeiten von groBen Proteinen die transversale
Relaxationszeit stark verkirzt ist und somit das NMR-Signal rapide absinken und zu
Linienverbreiterung und abnehmender spektraler Auflosung fiihren wirde. Im
konventionellen HSQC-Experiment ohne Entkopplung entsteht auf Grund von J-
Kopplungen ein Multiplett von vier Kreuzsignalen, die alle eine unterschiedliche Linienbreite
aufweisen. Die  Ursache dafur liegt in  konstruktiven bzw.  destruktiven
Wechselwirkungseffekten zwischen den verschiedenen Relaxationsprozessen, die dabei zum
Tragen kommen. So wird bei den angewendeten hohen Magnetfeldstérken fur groRe Proteine

die transversale Relaxation (T,) hauptséchlich durch Dipol-Dipol-

Wechselwirkungsmechanismen und Mechanismen der chemical shift anisotropy (CSA)
bestimmt. Diese verschiedenen Relaxationsmechanismen haben einen unterschiedlichen
Beitrag zur Gesamtrelaxationsrate der einzelnen Kreuzsignale aus dem Multiplett, so dass
diese sich stark in ihrer Intensitat und Linienbreite unterscheiden. Das TROSY-Experiment
selektiert nur die Multiplett-Komponente, bei der die verschiedenen Relaxationsmechanismen
fast ausgel6scht sind, was zur Folge hat, dass nur ein Kreuzsignal aus dem Multiplett im
Spektrum vorhanden ist.

Das besondere an der TROSY-Sequenz ist der Doppelquanten-Kohé&renzschritt, welcher nur
von einheitlich an *°N-markierten gebundenen Protonen erreicht werden kann. Da Harnstoff
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vernachlassigt), kann es diese Koharenzselektioht reingehen, Harnstoffsignale bleiben
somit fast unsichtbar im Spektrum. Deshalb wurdée Elessungen mit°N-markierten
Proteinen, bei denen Harnstoff oder GdmCIl im Puéethalten war, al$H/*°N-TROSY-
HSQC-Experiment durchgefihrDie phasensensitive Quadraturdetektion erfolgtectdur
Inkrementierung vorg3, ¢4, @7, @10, des Empfangers und der Gradien®g im Echo-
Antiecho-Modus.

¢1 92 ¢11 o4 92 45 o8 9
H I T T I t, I T T I A||I I||A I>t2
¢_10 63 (El 06 o1 o7
| | [ |
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Abb. 2-3 Pulssequenz einesensitivity- and gradient-enhancedH/**N-sgTROSY-HSQC-Experimentes
(Weigelt, 1998).Ausgefiillte (offene) Rechtecke stellen 90°- (18P@Jse dar. Die Anregung des 90°-Pulses
erfolgte aus x-Richtung, sofern nicht anders auifigef Die relativen Gradientenstarken betragen 508% %,
-30 % und -65 %. Der letzte Gradient wird abgescihwéauf das 0,1013fache des Gradien@&h In der
indirekten Dimension{N) erfolgt auft, die Inkrementierung. Die eingesetzten Phasenzykdaten: ¢l =
2(x),2(y),2(-x),.2(-y), 92 = 2(y),2(-x),2(-y),2(x),@3 = (¥,-Y,-X.X,-Y.y.%,-X). 04 = 2(y),2(-x),2(-y),2(x). 46 = 2(-
X),2(-¥),2(X),2(y), 96 = 2(y),2(-X),2(-y),2() 97 = 2(x),2(y),2(-x),2(-y) 8 = 2(x),2(y),2(-X),2(-y) 99 = 2(-x),2(-
¥),2(X),2(y), @10= 2(x),2(y),2(-X),2(-y) 911 = 2(-y),2(X),2(y),2(-X), und rec = (X,-X,Y,-y,X%-y,y), die Phase des
Detektors. Die Wasserunterdriickung wird durch eielgives 3-9-19-Pulspaar (graue Rechtecke) umgeben
Dephasierungs- und Rephasierungsgradienten (WATHEgBAPIottoet al, 1992) erreicht.

2.7.3Dreidimensionale NMR-Spektroskopie

FiUr die sequenzspezifische Zuordnung der ResonaraerRNase T1 (S54G/P55N) wurde
doppelt markierte*C/*>N-RNase T1 (S54G/P55N) eingesetzt. Dadurch ergdbt entlang

des Proteinrlickgrates eine ununterbrochene KetteRMktiver Kerne, wodurch die
Aufnahme von Korrelationsspektren moglich wird, genen jede Korrelation einer
kovalenten Bindung entspricht. Im HNCA-Experimenirdvdas Amidproton Uber den
Amidstickstoff mit dem Kohlenstoffatom der eigenenaber auch mit der
Vorgangeraminosaure verknupft. Dabei werden diegeioflen skalaren Kopplungen
ausgenutztJ(N,H) ~ 90 Hz!J(N,C) ~ 15 Hz undJ(N,C) ~ 7 Hz (Abb. 2-4).
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Abb. 2-4 Glycin-Serin-Asparagin-Tripeptid als Ausstnitt einer AminosauresequenzIn rot sind Bindungen
dargestellt, bei denen die Kopplung uber jeweiteeéBindung lauft’g(N,H), *J(N,C)). Bei der Kopplung tiber
zwei Bindungen sind die beteiligten Bindungen amestellt{I(N,C)).

In Abb. 2-5 ist die Pulssequenz des TROSY-basieiBICA-Experimentes zu sehen. Die
Magnetisierung der €Atome wird angeregt, indem sie ub#t" — N — C* und wieder
zurtuck transferiert wird. Diese Art von Experimanteird als ,out and backbezeichnet. Die
Verwendung von TROSY-Elementen in dem Tripelresae&periment HNCA flr
protonierte Proteine flhrt zu einer anderthalbfacBensitivitatssteigerung (Salzmaenal,
1998) verglichen mit dem konventionellen HSQC-bdsie HNCA-Experiment. Es wurde
eine Datenmatrix von 1024{) x 64(°N) x 96(°C) komplexen Punkten aufgenommen und
durch einfacheszero filling prozessiert. In allen Dimensionen wurde dabei eios-
Fensterfunktion eingesetzt.
Neben dem HNCA wurden auch das HNCACB und das HNCZ@B aufgezeichnet.
Letztere beriicksichtigen auch die Korrelation zwn d®eitenketten-€ Der Weg der
Magnetisierung wird bereits durch den Namen deseBwpentes impliziert. Im HNCACB
wird sie Uber

HY - N - C’, - CY(t) - Coy - Ni(t,) - HYi(t,)
und wieder zurlck transferiert und im HN(CO)CACBwvo

H Ni - Ni - CC)I—l - Ci(il - Ci(izl.ﬁ(tl) - Cioil - CO|—1 - Ni(tz) - H Ni(ts)
(Salzmannet al, 1999). In ersten Experiment findet der Koharearsfer sowohl

intraresidual als auch sequentiell sta@i(, und Cif’iﬁ), im HN(CO)CACB nur sequentiell.

Auf eine genauere Beschreibung der Pulssequenieniesoverzichtet werden, da diese sich
aus der des HNCA-Experimentes leicht ableiten lagSalzmanret al, 1998; Salzmanet
al., 1999). Die genauen Pulssequenzen sind im Anhaiggtigt.
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Abb. 2-5 Pulssequenz einesH/**C/**N-HNCA-Experimentes nach Salzmann (Salzmanret al, 1998).
Schmale ausgefullte und breite offene Rechteckiest®0°-Pulse bzw. 180°-Pulse dar; die z-Gradienterden
als offene Halbellipsen symbolisiert mit den relati Gradientenstarken von -50 %, 80 %, -80 %, -30rikb
-65 %. Die ausgefillten Halbellipsen prasentiereleldive Pulse und werden als Gauss-Kaskade ausgef
Sofern nicht anders aufgefuhrt, erfolgt die Anregydier 90°-Pulse aus x-Richtung. Die Phasenzykled gl =
2(x),2(-X), @2 = y,-y, @3 = 4(X),4(-X);04 =y, ¥5 = (X) undrec = (x,-X,-X,X), die Phase des Detektors. Durch zwei
aufeinander folgende INEPTs wird di&\-Magnetisierung iibetN auf **C tberfiihrt. Wahrend, entwickelt
sich die chemische Verschiebung &t@, gleichzeitig wird autH, ®N und CO entkoppelt. Nach zwei 95%)-
und 90°¢N)-Pulsen entwickelt sich die chemische Verschigbanf*N wahrend der Evolutionszeif. Dem
abschlieRenden Kohéarenztransfer voriN auf *HY folgt noch die WATERGATE-Sequenz zur
Wasserunterdriickung (Piotet al, 1992), bevor detektiert wird. Die phasensensituadraturdetektion in der
%C-Dimension erfolgte durch Inkrementierung vghim STATES-TPPI-Modus (Marioret al, 1989), in der
>N-Dimension durch Inkrementierung vog2, @4, @5, der Phase des Detektors und der mit EA
gekennzeichneten Gradienten im Echo-Antiecho-Modus.

Um ein dreidimensionales Zuordnungsexperiment imedbrvon funf Stunden aufnehmen zu
kénnen, wurde der BEST-Ansatz verwendet. Die vede&m Pulssequenb hncagp3d
(Lescopet al, 2007) ist in Abb. 2-6 dargestellt. Der Kohéreamsferweg im BESTh@nd-
selective excitation short-transi@fiNCA (Schandeet al, 2006) ist identisch mit dem des
konventionellen Hartpuls-Experimentes HNCA (Ketyal, 1990; Grzesielet al, 1992). Der
Unterschied besteht hauptsachlich in der Verwenduog bandselektiven Pulsen. Des
Weiteren wird ein adiabatisches BIBr¢adband'H inversion pulsgPuls-Paar (Smitlet al,
2001) zur'H-Entkopplung wahrend der Entwicklung der chemiscierschiebung von®C-
bzw. ®N-Korrelationen eingesetzt. Insgesamt wird eineimite Anregung detH-Spins der
Aliphaten und des Wassers erreicht. Dipol-Dipol-Wastwirkungen und Austausch der
Amidprotonen mit dem nicht angeregten Protonenpooldem sich alle*H-Spins in z-
Richtung befinden, fihren zur Verringerung der Spitter-Relaxationszeit, die
Magnetisierung kehrt schneller wieder ins Gleichigétvzuriick und ein neuescan kann
erfolgen. Das verringert die Wartezeit zwischen izatdeinander folgendescars, so dass
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sich die Gesamt-Aufnahmezeit verkiirzt, aber Spekinég nahezu vergleichbarer Sensitivitat
liefert.

Die Optimierung und Anpassung der BEST-HNCA-Pulsseq auf die NMR-Spektrometer
der Arbeitsgruppe Biophysik wurden von Rica Patkeaturchgefuhrt (Patzschke, 2008).

G7 G7 G8 G8

SR\ AT T R A W WA WA A N

Abb. 2-6 BEST-Pulssequenz fiir die Aufnahme eines HDA-Korrelationsspektrums (Lescop et al, 2007).
Offene und geschlossene Pulssymbole reprasenti#eén bzw. 180 °-Pulse. Schmale gefiillite Halbedlips
stellen selektive 90 °-Pulse dar und breite gefulidalbellipsen sind selektive 180 °-Pulse. Folgende
bandselektive Pulse werden verwendet; (1) REBUREe(®t al, 1991), Pulsdauer 1,5 ms; (2) PC9 (Kupte
al., 1993), Pulsdauer 2,25 ms; (3) E-BURP2 (Geeml, 1991), Pulsdauer 1,44 ms. Alle bandselektilign
Pulse sind bei 8,4 ppm zentriert und umfassen espsktralen Bereich von 4,0 ppm. Der adiabatiste
Entkopplungspuls BIP-720-50-20 (Smiét al, 2001) hat eine Pulsdauer von 180 Die Anregung erfolgt,
sofern nicht anders aufgefiihrt, aus x-Richtungt®veiPhasenzyklen singl = y, @2 = 2(x),2(-X);@3 = X,-x; ¢4

= 2(X),2(-X); @5 = X,-X; 6 = y,-y; und rec = (X,-X,-X,X), die Phase des Detekto

Weiterfihrende dreidimensionale Zuordnungsexperimemurden mit einfach markierter
1>N-RNase T1 durchgefiihrt. DaSN-editierte 3D NOESY-HSQC besteht aus den zwei
Basiselementen eines NOESY- und eines FHSQC-Sme&t(Talluri & Wagner, 1996). Das
1>N-editierte 3D TOCSY-HSQC ergibt sich aus dem jéigen NOESY, wenn fiir, die
TOCSY-Mischsequenz eingesetzt wird. In diesem Maltde die DIPSI-2rcrglaxation-
compensatedSequenz mit einer Mischzeit von 80 ms (Rance,7198rwendet. Beide
Pulssequenzen finden sich im Anhang wieder. Es tands eine Datenmatrix von
1024¢H) x 64¢°N) x 206¢H) komplexen Punkten, welche durch einfache=ro filling
prozessiert wurde. In allen Dimensionen wurde eosFensterfunktion eingesetzt.

Alle Messungen bezlglich der Zuordnung erfolgtenfmancelll800 (mit Kryoprobenkopf)
bei 10°C in 10 mM Bis-Tris, pt4©6.0, 10% (v/v) BO und 0,6 M GdmCI. Einige
Zuordnungsexperimente (HNCA, HNCACB, NOESY-HSQC, A®¥-HSQC) wurden in
Abwesenheit von GdmCI bei 25 °C wiederholt.
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2.7.4ANMR-Titrationen zur Lokalisierung der priméren Bind estellen in SlyD*

Um einen aminosaurespezifischen Einfluss eines t&ibsdeereignisses zu analysieren,
werden NMR-Titrationen durchgefithrt und tbg#/*°N-FHSQC-Spektren detektiert. Die
jeweiligen experimentellen Bedingungen fir die diwnen sind in Tab. 2-4

zusammengefasst. Nach jedem Titrationsschritt wdrdé’robe im NMR-R6hrchen fur zehn
Minuten inkubiert und anschliel3end wurde ein FHS&@ktrum mit 384 Datenpunkten in
der indirekten Dimension aufgezeichnet.

Tab. 2-4 Experimentelle Bedingungen fir die NMR-Tirationen.

NMR-beobachtetes Protein Substrat Konzentrations- Puffer, Temperatur
(Startkonzentration) (Startkonzentration) verhaltnis am Ende
N-SlyD* (1 mM) RCM<-La (1,95mM) 1:1,25 50 mM NEPQ,, 100 mM
NaCl, pH 7.5, 25 °C
*N-SlyD* (0,63 mM) RCM-T1 (2,64 mM) 1:1,76 50 mMapHPO;, 100 mM
NaCl, pH 7.5, 25 °C
*N-SlyD* (0,68 mM) Tat-Peptide’? 1:8; 50 mM NgHPQ,, 100 mM
(9,51 mM; 1: 3,73 NaCl, pH 7.5, 25 °C
4,24 mM)
*N-E.cSlyD(1-155) NiCl, (27 mM) 1:4,67 50 mM N&iPQ,, 100 mM
(0,56 mM) NaCl, pH 7.5, 25 °C
*N-SlyD* (0,4 mM) RNase T1 (4,36 mM) 1:3 10 mM Bisis, pH® 6.0,
20 °C
®N-RNase T1 (0,4 mM) SlyD* (4,66 mM) 1:3 10 mM Bisis, pH°© 6.0,
20°C

Sequenz der Tat-Peptide:
! SDKPISKSRRDAVK (VRR)? SRRDAVKVMLGTAAA (RR), ® SKKDAVKVMLGTAAA (KK).

Befinden sich Substrat und Bindungspartner im sémeé\ustausch bezogen auf die NMR-
Zeitskala (mit k,, >>AJ), so verschieben sich die Kreuzsignale der beneff

Aminosaurereste im *H/**N-Korrelationsspektrum. Dies ist der Fall, wenn das
Bindungsereignis durch hohe Dissoziationskonstangekennzeichnet ist. Die relative

mittlere chemische Verschiebung kann dann an Haerd falgenden Gleichung ([2.18])

berechnet werden (Grzesiekal, 1996):

1
AS(H)2+—AJ(*N)?
(H) 25 ("N)

Adyyr(PPM = 5 [2.18]
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mit A&, der gemittelten Verdnderung der chemischen Verschiebung, AS(*H)?2, der
Veranderung der chemischen Verschiebung in der 'H -Dimension und AS(*N)2, der

Veranderung der chemischen Verschiebung in der **N -Dimension.

Befinden sich beide miteinander wechselwirkende Bindungspartner im langsamen Austausch,
was einem hoher affinen Bindungsverhaltnis entspricht, verandern sich die Intensitaten der
jeweiligen Kreuzsignale.

Die Anpassung der Titrationsdaten und Berechnung der Dissoziationskonstante K, und der

Stochiometrie n erfolgt nach einem einfachen Bindungsmodell mit einer Bindestelle ([2.19]).

.((P+n-L1+KD)—J(PJrn-LNLKD)Z—4'P'n'|-1)))Jr
2.P

AS =AS,,, m-L, [2.19]

. P,
mit P=—2—V,
V,+L

. P,
mit Ll:V iL-L
0

Dabei steht P fir die absolute Proteinkonzentration, P, fur die Ausgangs-
proteinkonzentration, V, fir das Ausgangsvolumen, L, fur die absolute Konzentration des

Liganden und L fir die jeweils zugegebene Menge an Ligand. Der maximal erreichbare

Plateauwert wird mit Ao, bezeichnet und variiert je nach Messmethode. Lineare

Abweichungen werden durch den Term m- L, berucksichtigt.

2.7.5. Harnstoffinduzierte Ubergangskurven von SlyD*

Zwei Proben von SlyD* mit einer Proteinkonzentration von jeweils 0,67 mM wurden
vorbereitet, eine fir das native Protein (50 mM Na,HPO,, 100 mM NacCl, 10 % (v/v) D,0)
und eine fiir das entfaltete in 7,4 M Harnstoff. Um verschiedene Harnstoffkonzentrationen bei
gleich bleibender Proteinkonzentration zu erhalten, wurden definierte Aliquots aus beiden
Proben entnommen und mit der jeweils anderen Probe vermischt. Von beiden
Ausgangsproben und nach jedem Probentausch wurden sowohl Protonenspektren mit einer
spektralen Breite von 7812,5Hz, als auch ‘H/*°N-TROSY-HSQC-Spektren mit 384
Datenpunkten in der indirekten Dimension aufgezeichnet. Nach jeder Messung wurde eine
Probe von 10ul fir die genaue Bestimmung der Harnstoffkonzentration Gber
Brechungsindices (nach Gleichung [2.3]) entnommen. In Gegenwart von 0,8 mM NiCl,
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wurde ein weiterer Harnstoffibergang von SlyD* (hBl) gemessen. Die SlylXiF-
Variante wurde analog vermessen.

2.7.6 NMR-spektroskopische Detektion des Amidprotonenausiuschs

Fur den langsamen H/D-Austausch wurde entweder hijisierte °N-RNase T1
(S54G/P55N) in 10 mM Bis-Tris, p©6.0, 100 % BO gelést bzw. in wassrigem Puffer
geldstes™N- SlyD* durch schnellen Pufferwechsel iber eine1P3&ule in 50 mM
NaHPO;, 100 mM NaCl, pH 7.1 (abgelesen, entspricht pD, 7180 % DO uberfuhrt. Die
Abnahme der Intensitéat der Amidprotonenresonanesnelveiligen Proteins wurde im Laufe
der Zeit durch die Aufnahme einer Serie VBN-FHSQC-Spektren tiber 24 Stunden bei
20 °C (RNase T1 (S54G/P55N)) bzw. Uber 72 StundenlbeC (SlyD*) verfolgt. Um
schnell austauschende Amidprotonensignale von Shé¥ser detektieren zu kbénnen, wurde
zusatzlich ein H/D-Austausch gestartet, bei demAbstand von finf Minuten FHSQC-
Spektren aufgezeichnet wurden. Die Austauschrate jddes Amidproton wird durch
Anpassen der abfallenden Signalintensitat mit emenoexponentiellen Funktion bestimmit.
Weitere H/D-Austauschexperimente wurden in Gegenwam 0,62 M, 1,07 M und 1,66 M
Harnstoff durchgefuhrt.

FUr Austauschprozesse im ms-Bereich wurden schAabtauschtechniken angewendet. Der
schnelle Amidprotonenaustausch greift im Gegengatz Detektion beim H/D-Austausch
nicht auf die im Losungsmittel vorhandenen NMR-imnan Deuteronen zurlick, sondern
detektiert die zuriickkehrende Magnetisierung duéisungsmittelprotonen, die mit den
Amidprotonen des Proteins ausgetauscht haben. Dabel vor dem Start der
Austauschreaktion die Magnetisierung d®{-gebundenen Protonen durch eir@x-Filter
komplett ausgeldscht. Wahrend gewisser Austaudemzei(10 - 250 ms) kann die
Magnetisierung der Amidprotonen durch chemischerstdusch mit den polarisierten
Losungsmittelprotonen zurtickgewonnen werden. Demnaid ein Anstieg des NMR-
Signals der einzelnen Amidprotonenresonanzen batdtac

Die dem Experiment zu Grunde liegende New MEXICO-Tédclstammt von Koide und
Mitarbeitern (Koideet al, 1995) (Pulssequenz im Anhang, 8.3). Hierbei hiregesich um
eine modifizierte MEXICO- Keasurement of fast proton alange rates insotopically
labeled conpound} Pulssequenz auf Basis vOH/*>N-HSQC-Spektren (Gemmecket al,
1993). In der Pulssequenz folgt zunachst ein 90I§;Rler die Magnetisierung aller Protonen
in die xy-Ebende auslenkt. Im Anschluss folgt einari&zeit von 55 ms, in der nur die
Wasserprotonen auf Grund desliation dampingEffektes mit einer stark verkirzten Spin-
Gitter-Relaxationszeit wieder in das thermische icBigewicht (Magnetisierung in z-
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Richtung) zurtickkehren kénnen. Durch den sich anschlieenden Gradienten wird die restliche
Magnetisierung in der xy-Ebende dephasiert. Erst dann folgt der bereits erwahnte *>N-Filter,
der spezifisch die Magnetisierung der °N-gebundenen Protonen ausléscht. Der Grund fiir
diese Vorbereitungsphase vor dem Filterelement liegt darin, dass die *N-gebundenen
Protonen sonst nicht nur durch Austauschreaktionen mit Wasserprotonen, sondern auch tber
NOE-Effekte (nuclear overhauser enhancement) ihre Magnetisierung durch die **C-
gebundenen Protonen wiedererlangen kdnnten.

Die beobachtete Austauschrate der einzelnen Amidprotonen ergibt sich aus [2.20]:

SM) _ Ke R exol
S "R R TXPER ~ex(-(R. D) [2.20]

ref

mit der Signalintensitat nach der Austauschzeit S(t), der Signalintensitat S, vor der New

MEXICO-Pulssequenz (aus dem Referenzspektrum ohne *N-Filter), die Relaxationsrate der

Wasserprotonen R, (R, =0,42s™, personliche Mitteilung U. Weininger) und der

Relaxation der Amidprotonen R, .

In beiden Austauschexperimenten werden sehr schnell die strukturell leicht zugéanglichen
Amidprotonen ausgetauscht. Das sind Amidprotonen, die nicht in Sekundarstrukturelemente
eingebunden sind und z.B. nicht durch Wasserstoffbriickenbindungen an einem Austausch
gehindert werden. Beim langsamen H/D-Austausch werden Raten im Bereich von wenigen
Minuten bis hin  zu mehreren Tagen gemessen, wéhrend beim schnellen
Amidprotonenaustausch Raten im Bereich von 0,2s? bis 100 s™ zuganglich werden. Mit
Hilfe der beobachteten Austauschrate kodnnen sogenannte Schutzfaktoren (P) und
thermodynamische Stabilitatsparameter berechnet werden (Roder et al., 1988; Bai et al.,
1995a). Dabei muss gewadhrleistet sein, dass sich das System im EX2-Bereich befindet. Das
einfachste Modell, um die zugrunde liegenden Austauschprozesse beschreiben zu kdnnen, ist
wieder ein Zweizustandsmodell ([2.5]) (Hvidt et al., 1966). Jedes Amidproton kann in zwei

Konformationen vorkommen: dem offenen und damit austauschkompetenten Zustand (NH

open state) und dem geschlossenen (NH.,, closed state) Zustand ([2.21]). Die Offnungs- und

cl?

SchlieRraten der geschitzten Wasserstoffbriickenbindung sind mit k,, bzw. k, gegeben. Die

H/D-Austauschrate bzw. die Austauschrate der Amidprotonen mit den Losungsmittelprotonen
im New MEXICO-Ansatz wird als k_, (chemical exchange) bezeichnet. Die

Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion des Austausches ist in [2.22] wiedergegeben.
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k k

NH,; =—2= NH,, —*—> NH,,
ky [2.21]
K, [k

op cl ch

Nun konnen verschiedene Grenzfalle betrachtet wende die SchlieRreaktion schneller als
der chemische Austausclk (>>k,, +k,,), so vereinfacht sich Gleichung [2.21] zu [2.23].

Das System liegt unter EX2-Bedingungen vor. Die tAuschreaktion wird dann uber die

K
Gleichgewichtskonstante Keq:ﬂ bestimmt und erlaubt die Bestimmung von

cl

thermodynamischen Stabilitatsparametern.

K,
k., ==k, [2.23]

ex
cl

Ist die chemische Austauschrate jedoch groRerialSchlieRrate K, >>k, +k,, ), reduziert

sich Gleichung [2.21] zu [2.24] und die struktueell Offnungsraten der
Wasserstoffbriickenbindung kénnen direkt aus deriawsshraten abgelesen werden, da jede
Offnungsreaktion zum Austausch fiihrt. In diesem! Raird vom EX1-Mechanismus
gesprochen.

Kex =K [2.24]

ex op

Der chemische Austauschprozess, | kann saure- bzw. basenkatalysiert werden ([2.25])

Deshalb ist es méglich, unter Variation des pH-\&erin System in den EX2 bzw. EX1-
Bereich zu driicken, um die jeweils erwiinschten mRatar zu bestimmen. Uber den EX1-
Mechanismus sind direkt lokale oder globale Enifadsraten zuganglich, wéahrend im EX2-
Bereich thermodynamische Stabilitatsparameter inestiverden konnen.

Ken = Kine TOH "] [2.25]

Im EX2-Bereich kann der SchutzfaktoP(:Ki) aus der intrinsischen Austauschigte
eq

die sich aus Berechnungen mit Peptidmodellen ergédeldayet al, 1972; Baiet al, 1993;
Connellyet al, 1993), und der beobachteten Austauschkateberechnet werden ([2.26]).

Die freie Stabilisierungsenthalpie ergibt sich dans Gleichung [2.27].
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= tt (EX2) [2.26]

ex

AG = —RTIn(%) [2.27]

2.7.7 Echtzeit-NMR-Spektroskopie

Die hier durchgeflihrten NMR-Experimente zur Beolbas von Reaktionen in Echtzeit
bestanden aus in Folge aufgenommenen einzelnentr&pekledes einzelne Spektrum
symbolisiert einen gewissen Zustand im Verlaufe dReaktion. Die Zunahme von
Signalintensitat entspricht dem Entstehen einezi®pewahrenddessen abnehmende Signale
von verschwindenden Spezies stammen. Mit der Kenrdar Zugehorigkeit der Signale
konnen ortsspezifische Aussagen Uber das Reaké@sasghens getroffen werden (Abb. 2-7).

wird nativ

Spezies
verschwinde

NMR-Signalintensitét

Zeit

Abb. 2-7 Veranschaulichung des Vorgehens bei EchirédMR-Experimenten. Das Strukturmodell in grau
und schwarz symbolisiert den nativen Zustand direteins mit den Sekundarstrukturelementddelix und 3-
Faltblatt. Die Position der rotem-Helix soll einen intermedidren Zustand wahrenderoteinfaltungsreaktion

darstellen.

2.7.7.1. Ruckfaltungsexperimente mit RNase T1 (S54G/P55N)

Fiur alle Ruckfaltungsexperimente wurden jeweils gb®uckfaltungspuffer (10 mM Bis-
Tris, pH°©6.0, 10 % (v/v) DO) auf Eis vorgelegt und mit 50 in 6 M GdmCI bei 4 °C
entfalteter RNase T1 (S54G/P55N) schnell gemiskutz abzentrifugiert und ins NMR-
Rohrchen Uberfihrt. Die Messung wurde nach kureandbstimmung am NMR-Gerét sofort
gestartet, so dass eine Totzeit von ca. drei ImEMinuten (je nach durchgefihrter Reaktion)
resultierte. FOr die durch SlyD* katalysierten Riattungsreaktionen wurde im
Ruckfaltungspuffer die entsprechende Menge SlyD*voigelegt.
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1D *H-Spektren wahrend der Riickfaltung von RNase T1 4&5P55N)

Die Ruckfaltungsreaktion von 1,9 mM RNase T1 (S385N) (Endkonzentration) wurde,
wie oben beschrieben, gestartet. Eine zweite Riiokig fand in Gegenwart von 19M
SlyD* statt. Wahrend der Riickfaltung wurden am Acelil 600-Spektrometer 512H-
Spektren in Folge aufgenommen. Dazu wurde das Rgsommjbshotprwg2.uw(Anhang,
8.3) verwendet, welches die Daten in Form eineM2&rix aufnimmt. Einzelne Resonanzen
konnten somit einfach mit dem Progranfetix unter Verwendung der Felix-Makrasld und
gvl (8.4) integriert werden. Der Zeitverlauf der Rialking wurde mit einer
monoexponentiellen Funktion angepasst. Die Gesamatdeines Rickfaltungsexperimentes
betrug 11 h 25 min, die Zeit fur die Aufnahme eigggktrums war 80,3 s.

2D 'H/™N-TROSY-HSQC-Spektren wahrend der Riickfaltung VON-RNase T1
(S54G/P55N)

Analog zu den eindimensionalen Experimenten wurige Rlickfaltung von 876M *°N-
RNase T1 (S54G/P55N) einmal in Abwesenheit undzeieites Mal in Anwesenheit von
87,5uM SlyD* gestartet. Wahrend der Ruckfaltungsreaktwarden am Avancelll600 40
H/N-TROSY-HSQC-Spektren (2.7.2) mit 128 Datenpunktemler indirekten Dimension
aufgezeichnet. Die Gesamtdauer des Experimentesgbes. 13 Stunden. Zur Auswertung
mittels monoexponentieller Fitfunktion wurden dieteigrierten Volumina der einzelnen
Kreuzsignale intH/**N-TROSY-HSQC-Spektrum herangezogen.

2D 'H/*™N-TROSY-Spektren vofrN-SlyD* wahrend der Riickfaltung von RNase T1
(S54G/P55N)

Zur Entfaltung wurden 11,6 mM RNase T1 (S54G/P55Mger Nacht in 4 M GdmCI
inkubiert. Bei 4 °C wurde die Ruckfaltung durch mitthe Verdinnung in 10 mM Tris,
pH 7.5 gestartet und in einer schnellen Umpufferimgr eine PD10-S&ule das GdmCl
entfernt. Nach Zugabe von 4p® N-SlyD* erfolgten die Uberfiihrung der Probe in das
NMR-Réhrchen und der schnelle Start der Detektioncll 10-mintitige'H/*°N-TROSY-
HSQC-Spektren im bereits abgestimmten NMR-Spekttem®ie Totzeit des Experimentes
betrug 9,5 Minuten. Das Referenzspektrum von fresdyid* wurde mit einer zweiten Probe
in gleichen Pufferbedingungen aufgezeichnet.
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3D Zuordnungsexperiment wahrend der Riickfaltung v6iC/*°N-RNase T1 (S54G/P55N)
Ein sich schnell populierendes Faltungsintermedost RNase T1 (S54G/P55N) faltet unter
trans— cis-Prolylisomerisierung langsam in den nativen Enths (siehe Abb. 1-5B).
Dieses Faltungsintermediat kann maist-pulsingNMR-Methoden (1.1.2) untersucht werden.
Die Ruickfaltung wurde mit 800M *C/*°N-RNase T1 (S54G/P55N) in Abwesenheit bzw.
ein zweites Mal in Anwesenheit von 8 SlyD* gestartet. Nach drei Minuten experimentell
bedingter Totzeit wurde in funf Minuten ein FHSQ@e8trum vom Intermediat
aufgezeichnet. Gleich im Anschluss startete dasTBEHNCA (2.7.3) zur Zuordnung des
Intermediates. Es wurde eine Datenmatrix von 1884¢ 64(°N) x 96¢*C) komplexen
Punkten aufgenommen und durch einfacheso filling prozessiert. In allen Dimensionen
wurde eine cos-Fensterfunktion eingesetzt.

2.7.7.2. Beobachtung der Insulinaggregation

Die Insulinpraparation wurde entsprechend 2.3.3cttjefuihrt. Die Inkubation von 45M
Insulin in 50 mM NaHPO,, 100 mM NacCl, pH 7.5, 10 % (v/v)D erfolgte bei 25 °C direkt
im NMR-R6hrchen. Fir die Messungen in Anwesenheit YN-SlyD* wurden 90uM des
Proteins mitinkubiert. Durch Zugabe von 10 mM DTEn@konzentration) wurde die
Aggregationsreaktion im NMR-R6hrchen gestartet, cives im Anschluss sofort ins
Spektrometer Gberfuhrt wurde.

1D *H-Spektren wahrend der Aggregation der InsulinketBe

Um in einem’H-Spektrum nur Resonanzen vom Insulin sehen zu d@nwurde ein*°N-
Filter in die Pulssequenz eingebaut, der die Masjeeting def°N-gebundenen Protonen von
>’N-markiertem  SlyD* ausléscht (siehe auch Kapitel 7.2. Pulsprogramm
shotzgprwg15NF.chim Anhang, 8.3). Wahrend der Aggregation wurden einem
Avancelll 600-Spektrometer 128 Spektren im Abstamon 43 s aufgezeichnet. Die
Gesamtdauer des Experimentes betrug 1 h 32 minDaten wurden mit dem Programm
felix ausgewertet. Vor der Zugabe von DTT wurde nochRaferenzspektrum von Insulin
aufgezeichnet (Pulsprogramagprwg_15Nfilter.chm Anhang, 8.3).

2D 'H/*N-FHSQC-Spektren vort®N-SlyD* wahrend der Insulinaggregation

Zunéchst wurde ein Referenzspektrum von SlyD* adgdnet. Nach dem Start der
Reaktion durch DTT wurden 15 schnelle FHSQC-Spaktné 128 Punkten in der indirekten
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Dimension aufgezeichnet. Die Dauer eines FHSQC4{Bpek lag bei 4 min 52 s. Die
Auswertung der Spektren erfolgte analog zu den NNMRationen und der Analyse der
chemischen Verschiebung mittels Gleichung [2.14]
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Thermodynamische Stabilitat vonE.c.SlyD

Die Abwesenheit des im Volllangen-SlyD vorhandemmstrukturierten C-terminalen Teils
(Martino et al, 2009) beeinflusst die beiden im Rahmen diesereiriintersuchten
Funktionen als Chaperon und PPlase nicht. Dahedevdie verkirzte Variante.cSlyD(1-
165) (SlyD*) verwendet, die in friheren Arbeitenrdits eingehend beziglich ihrer
thermodynamischen Stabilitat untersucht worden($stholz et al, 2005; Knappeet al,
2007). Vorbereitend fur weiterfihrende NMR-Untetsuegen zur Stabilitdt von SlyD*
wurden die thermodynamischen Parameter erneutteltnivobei Abweichungen von den
bereits bekannten Daten auftraten, weshalb diespel& néher untersucht werden musste.

In der vor kurzem verdffentlichten Kristallstrukt@ines homologen thermophilen SlyD-
Proteins (TtSlyD) konnte eine hoch affine?NBindestelle am Ende der letzten Helix der
FKBP-Domane (H145-H147-H149) gefunden werden (Létw al, 2009). Das in der
Kristallform gebundene Ni-lon wurde durch die Reinigung von TtSlyD mittels
immobilisierter Ni-lonenaffinitditschromatographi@ &iner Ni-Sepharose-Saule unbemerkt
mitgeschleppt. Kirzlich wurde auch herausgefundass das Wildtyp-SlyD aus. coli an
der Biosynthese einer Hydrogenase mit einem NiF&Ntentrum involviert ist (Leaclet
al., 2007). AuRerdem ist bekannt, dass die PPlasetiounkeversibel durch Ni-lonen
inhibiert werden kann (Hottenro#t al, 1997). Auf Grund dieser Tatsachen wurde die
thermodynamische Stabilitat von SlyD*, das ebesfalliber immobilisierte Ni-
lonenaffinitatschromatographie (Ni-IMAC) gereinigtirde (2.4.2), in Anwesenheit von3H
lonen untersucht.

3.1.1Harnstoffinduzierte Entfaltungsiibergange im Gleichgewicht

Zur Analyse der thermodynamischen Stabilitat voryDSI mit Hilfe spektroskopischer
Methoden wird auf die intrinsische Fluoreszenz viam Tyrosinresten zurtckgegriffen (Y13,
Y34, Y68, Y72). Der entfaltete Zustand von SlyDt gurch einen starken Anstieg der
Fluoreszenz charakterisiert, wobei das Emissionsmax unverandert bleibt (Anhang, Abb.
8-1).

Die harnstoffinduzierte Entfaltung wurde Gber dasFeszenzsignal bei 308 nm verfolgt. Die
resultierenden Ubergangskurven sind in Abb. 3-festellt. Sowohl in Abwesenheit als auch
in Anwesenheit von NiGlkonnen die Kurvenverlaufe nach einem Zweizustawdgth mit
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hoch kooperativen Ubergiangen nach Gleichung [2.10] angepasst werden. Die daraus
abgeleiteten Stabilitatsparameter sind in Tab. 3-1 zusammengefasst. Deutlich wird die
Ubereinstimmung der Stabilitatsparameter der Probe von SlyD*, der Ni** explizit zugesetzt
wurde, mit einer Probe, die nach dem ersten Reinigungsschritt tiber Ni-IMAC erhalten wurde.
Da SlyD* einen C-terminalen Hisg-Tag besitzt, ist eine Auswertung der Stabilitatsparameter
in Gegenwart von Ni?* nicht zuléssig, da der Hise-Tag dazu beitragt, dass Ni** gebunden wird
(Liu et al., 2003; Knecht et al., 2009) und die in Gegenwart von Ni** ermittelten
thermodynamischen Stabilitatsparameter verfalscht werden. Mit Hilfe von ITC-Messungen
von SlyD* mit Ni** konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Hiss-Tag einen erheblichen
Einfluss auf die Affinitat von Ni?* zu SlyD* hat (3.1.4) und auch in der Kristallstruktur von
TtSlyD wird eine Beteiligung des Hise-Tags an der Ni**-Bindung beobachtet (Low et al.,
2009). Aus diesen Grunden wurde die Variante E.c.SlyD(1-155) hergestellt, die weder einen
Hisg-Tag noch weitere Histidine im C-terminalen Bereich nach dem finalen His-Gly-His-Xaa-
His-Motiv der letzten Helix der FKBP-Domane aufweist (Abb. 1-6). Nur diese Variante kann
in Gegenwart von Ni®* beziiglich ihrer thermodynamischen Stabilitat ausgewertet werden.
Beide E.c.SlyD-Varianten unterscheiden sich im Wesentlichen nicht in ihrer Stabilitat
bezogen auf die harnstoffinduzierte Entfaltung ohne Ni?*. In Gegenwart von Ni** konnte fiir
die hier relevante Variante E.c.SlyD(1-155) bei gleich bleibend hoher Kooperativitat eine um
12,6 kJ/(mol-M) hohere freie Stabilisierungsenthalpie beobachtet werden.

T I T | T I T T T | I |
& O ohne Zusiitze NS O ohne Zusiitze |
v mit Ni* v mit Ni"

1.0YE

0.8 -

0.6 -

04

Anteil natives Protein

[§%]
s
-9
LA
=
-]

| ]
0 1 2 3 4 5 6 1

[Harnstoff] in M
Abb. 3-1 Harnstoffinduzierte Entfaltungsiibergdnge von SlyD. Entfaltungsiibergang von A SlyD*
(E.c.SlyD(1-165)-Hisg) und B E.c.SlyD(1-155) in Abwesenheit und in Anwesenheit von 50 uM NiCl,. Die

durchgezogenen Linien stellen die Anpassung der Daten an das Zweizustandsmodell dar. Die Ubergange wurden
in 50 mM Na,HPO,4, 100 mM NacCl, pH 7.5 bei 15 °C gemessen. Die Proteinkonzentration war 5 uM.
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Tab. 3-1 Stabilitatsparameter der beiden E.c.SlyD-Varianten aus harnstoffinduzierten
Entfaltungsibergangen.
SlyD* SlyD(1-155)
nach 1.
Reinigungsschritt ohne Ni?* + Ni? ohne Ni** + Ni?
AGy(H20) in kd/mol 157+04 18,4+0,6 145+0,6 199+15 27,1+13
m in kJ/(mol-M) 46+0,1 6,9+0,2 42+0,.2 7305 70+0,3
[D]yz in M 3,4 2,7 3,5 2,7 3,9

Alle Ubergidnge wurden in 50 mM Na,HPO,, 100mM NaCl, pH7.5 bei 15°C gemessen. Die
Proteinkonzentration war 5 uM. Die NiCl,-Konzentration betrug 50 uM. SlyD*= SlyD(1-165)-Hiss. Die Fehler
resultieren aus der Anpassung der Daten an Gleichung [2.10].

3.1.2. Thermisch induzierte Entfaltungstubergange im Gleichgewicht

Um mehr Hinweise auf die Glltigkeit des Zweizustandmodells (Gleichung [2.5]) zu erhalten,
wurden neben harnstoffinduzierten Entfaltungsiibergdngen auch thermisch induzierte
Entfaltungsiibergange gemessen und mit verschiedenen spektroskopischen Methoden
detektiert. Die Entfaltungstibergénge, die mittels nah-UV und fern-UV CD-Spektroskopie
(Abb. 3-2) detektiert wurden, und der mittels UV-Absorption detektierte Entfaltungstibergang
zeigen einen Kurvenverlauf, der mit dem Zweizustandsmodell beschrieben werden kann (Tab.
3-2). Veranderungen in der Sekundarstruktur wahrend der Entfaltung (detektiert mit Hilfe von
fern-UV CD-Spektroskopie) stimmen mit den Veranderungen in der Tertidrstruktur, welche
mit Hilfe von nah-UV CD-Spektroskopie, UV-Absorption und Fluoreszenz (bei der
harnstoffinduzierten Entfaltung) detektiert wurden, Uberein. Da sich die unterschiedlichen
optischen Eigenschaften von SlyD* wahrend der Entfaltung (nach Normierung)
deckungsgleich verhalten, kann SlyD* als ein Zweizustandsfalter betrachtet werden (Lumry
et al.,, 1966). Die Unterschiede in den freien Stabilisierungsenthalpien zwischen den
harnstoffinduzierten (18,4 £ 0,6 kJ/mol) und thermisch induzierten Entfaltungsiibergéangen
(UV: 12,1 + 1,8 kJ/mol) kénnen darauf zurlickgefiihrt werden, dass fir die CD-Messungen
ein Puffer mit geringerem Salzgehalt eingesetzt wurde. Eine weitere Ursache konnte die
magliche Abweichung der theoretisch ermittelten Anderung der Warmekapazitat (fir SlyD*-
Hisg-Tag mit 171 Aminosduren: 8,55 k/(mol-K)) von der tatsachlichen sein (Makhatadze et
al., 1990).
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Abb. 3-2 Thermisch induzierte Entfaltungsiibergange von SlyD* mittels CD-Spektroskopie detektiert. Die
Ubergénge wurden in 2,5 mM Na,HPO,, 5 mM NaCl, pH 7.5 mit einer Aufheizrate von 0,5 °C/min gemessen. A
Die thermische Entfaltung von 250 uM SlyD* wurde mittels nah-UV CD-Spektroskopie bei 280 nm detektiert. B
Die Detektion der Entfaltung erfolgte mittels fern-UV CD-Spektroskopie bei 220 nm. Die Proteinkonzentration
betrug 15 pM.

Tab. 3-2 Stabilitatsparameter aus den thermisch induzierten Entfaltungsiibergangen von SlyD*.
UV-Absorption nah-Uv CD fern-UV CD

AHy(Tw) in kI/imol 2960+10,9  2835+123 301,9+321
ASy(H,0) in J/(mol-K) 457,6 £6,0 430,0£6,0 512,6+12,7
AGy(H,0) in ki/mol 121+18 112+18  119+38
T, in °C 42,3+0,2 41,9+02  41,1+04

Alle Ubergédnge wurden in 2,5 mM Na,HPO,, 5 mM NaCl, pH 7.5 gemessen bei einer Heizrate von 0,5 °C/min.
Die Proteinkonzentration war 30 uM bei der Detektion mittels UV-Absorption (Sonde: 288 nm), 250 uM bei der
Detektion mittels nah-UV CD-Spektroskopie (Sonde: 280 nm) und 15 uM bei der Detektion mittels fern-Uv
CD-Spektroskopie (Sonde: 220 nm). Die Fehler resultieren aus der Anpassung der Daten an Gleichung [2.13].

In Analogie zu den harnstoffinduzierten Entfaltungen leistete die Anwesenheit von Ni** einen
erheblichen Beitrag zur Stabilisierung von E.c.SlyD(1-155) mit einer Erh6hung der freien
Stabilisierungsenthalpie um 9,6 kJ/mol und des Ubergangsmittelpunktes um 9 °C (Tab. 3-3).
Die héchste Stabilisierung wurde bei dreifach molarem Uberschuss von Ni** beobachtet, eine
weitere Erhdhung der Ni?*-Konzentration filhrte zur Aggregation der Proteine. Wie schon fiir
die harnstoffinduzierte Entfaltung beobachtet wurde, werden die thermodynamischen
Stabilitatsparameter von SlyD* in Gegenwart von Ni** durch die Affinitat des Hiss-Tags zu
Ni?* verfalscht.
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Tab. 3-3 Stabilitéatsparameter der beiden E.c.SlyD-Varianten aus thermisch induzierten Entfaltungs-
tibergangen in Gegenwart von Ni*,

SlyD* SlyD(1-155)
nach 1.
Reinigungsschritt ohne Ni** + Ni?* ohne Ni?* + Ni?*
AHY(Ty,) in kd/mol 222,1+13 296,0+£109 2594+14 266,8 £ 3,0 3183+1,2
ASy(H0) in J/(mol-K) 66,3+2,9 457,6 £6,0 107,0+0,6 308,6 £2,1 490,1+04
AGy(H,0) in kJ/mol 8,7+0,9 12,1+1,8 11,6 +0,2 11,1+0,6 20,7+0,1
Tmin°C 47,7+0,1 42,3+0,2 50,3+0,1 442 +0,1 53,2+0,1

Die Entfaltungsiibergédnge wurden mittels UV-Absorption bei 288 nm detektiert. SlyD* = E.c.SlyD(1-165)-Hiss.
Die Fehler resultieren aus der Anpassung der Daten an Gleichung [2.13].

| O ohne Zusitze
L o 1:2Ni" 5 :
00 & L3N g v 1:3Ni"
| L | L | L | 1 | 1 L | 1 | 1 | I 1 L |
20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70

Anteil natives Protein

Temperatur in °C

Abb. 3-3 Thermisch induzierte Entfaltungsiibergénge in Gegenwart von Ni*. Entfaltungsiibergang von A
SlyD* (E.c.SlyD(1-165)-His) und B E.c.SlyD(1-155) in Abwesenheit und in Anwesenhelt von NiCl,. Die
Ubergange wurden in 50 mM Na,HPO,4, 100 mM NaCl, pH 7.5 mit einer Aufheizrate von 0,5 °C/min gemessen.
Als Sonde diente die UV-Absorption bei 288 nm. Die Proteinkonzentration betrug 30 pM. Je nach Messung
wurde NiCl, in zwei- bis dreifachen Uberschuss eingesetzt, die Endkonzentration war 90 M.

Um den Einfluss verschiedener zweifach positiv geladener Metallionen auf die Stabilitat von
E.c.SlyD(1-155) zu untersuchen, sind thermisch induzierte Entfaltungsuberginge in
Anwesenheit von Ca**, Zn** und Mn?* aufgenommen worden. Wie aus den Ubergangskurven
in Abb. 3-4 hervorgeht, tragen alle verwendeten Metallionen zur Stabilisierung von
E.c.SlyD(1-155) bei, jedoch ist der Effekt fur Ni** am starksten.
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Abb. 3-4 Thermisch induzierte Entfaltungsiibergange von E.c.SlyD(1-155) in Anwesenheit verschiedener
zweifach positiv geladener Metallionen. Die Ubergange wurden in 50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, pH 7.5
mit einer Aufheizrate von 0,5 °C/min gemessen. Als Sonde diente die UV-Absorption bei 288 nm. Die
Proteinkonzentration betrug 30 uM. Die Endkonzentration der jeweils eingesetzten Metallsalze (Chloride) war
90 uM. Aus der Anpassung der Daten nach Gleichung [2.13] konnen folgende freie Stabilitatsenthalpien
abgeleitet werden: 11,1+ 0,6 kJ/mol (ohne Zusitze), 12,61 +0,2 ki/mol (Zn**), 13,5+ 0,1 kd/mol (Mn?),
10,6 + 0,3 kJ/mol (Ca®*) und 20,7 + 0,1 kd/mol (Ni**).

3.1.3.NMR-Spektroskopische Methoden zur Betrachtung der thermodynamischen
Stabilitat von E.c.SlyD

Die Anwendung NMR-spektroskopischer Methoden sollte einen weiteren Einblick in die
thermodynamische ~ Stabilitit von SlyD* gewshren. Mit Hilfe von 2D ‘H/®N-
Korrelationsspektren kdnnen gezielt Aussagen zu bestimmten Regionen im Protein getroffen
werden. Daher wurden harnstoffinduzierte Entfaltungsiibergdnge mit NMR-Spektroskopie
aufgenommen, um lokale Unterschiede im Entfaltungsverhalten zu detektieren. Es wurden
aber auch H/D-Austauschexperimente in Gegenwart von Harnstoff durchgefiihrt, um
Informationen Uber lokale Stabilitaten in Sekundarstrukturelementen zu gewinnen. Da Uber
den H/D-Austausch nur langsame Austauschkinetiken zugénglich sind, welche hohe
Stabilitaten symbolisieren, wurde zusatzlich ein New MEXICO-Experiment zur Detektion
schneller Amidprotonenaustauschreaktionen aufgenommen, um Aufschluss tber flexiblere
Regionen im Protein zu erhalten.

66



Ergebnisse und Diskussion

3.1.3.1. Harnstoffinduzierte Entfaltungsibergange von SlyD*

Detektion des Entfaltungsiiberganges mittels 3#B-Spektren

Die starke Abhangigkeit der Stabilitdt der IF-Dom&mom gefalteten Zustand der FKBP-
Doméane und die daraus folgende konzertierte Euntfgltund Faltung beider Doménen
erklaren auch den beobachteten Zweizustandsmeahasis Die mittels Fluoreszenz
detektierten harnstoffinduzierten Ubergangskunmmis die mit CD-Spektroskopie und UV-
Absorption detektierten thermisch induzierten Htifegsibergange lie3en sich eindeutig
nach einem Zweizustandsmodell anpassen. Ein Uber Pi@onenspektren verfolgter
harnstoffinduzierter Entfaltungsiibergang von SlyBjiegelt ebenso das Verhalten eines
Zweizustandsfalters wider. Fur der Auswertung wuethekleiner Bereich (-0,5 bis 0,5 ppm)
in der aliphatischen Region des Spektrums, in denBignale der nativen Spezies vorhanden
sind, fur jede Harnstoffkonzentration integriertzySerski et al, 2006). Dabei sind die
aliphatischen Seitenkettengruppen beider Domaraohgleitig zuganglich. Der resultierende
Ubergang ist in Abb. 3-5 zu sehen.

Anteil natives Protein

[Harnstoff] in M

Abb. 3-5 Mittels 1D Protonenspektren detektierter larnstoffinduzierter Entfaltungsiibergang von SlyD*.

Als Puffer wurde 50 mM N#&lPQ,, 100 mM NaCl, 10 % BD, pH 7.5 verwendet, die Temperatur betrug 15 °C
und die Proteinkonzentration war 0,6 mM. Das Diagrazeigt den harnstoffinduzierten Entfaltungsibegga
nach Integration déH-Resonanzen von aliphatischen Protonen iftHSpektren im Bereich von 0,5 ppm bis -
0,5 ppm. Die durchgezogene Linie stellt Anpassungenein Zweizustandsmodell entsprechend Gleichung
[2.10] dar.

Detektion des Entfaltungsiiberganges iiber 2B/*°N-TROSY-HSQC-Spektren

Zur Detektion des harnstoffinduzierten Ubergangesden 30 2D'H/*°N-TROSY-HSQC-
Spektren im Bereich von 0 M bis 5,5 M Harnstoff b&i°C aufgenommen. Die Spektren vom
nativen und entfalteten Protein sind in Abb. 3-6gdatellt sowie ein weiteres Spektrum von
SlyD* am Ubergangsmittelpunkt. Das Spektrum dedatisten Zustandes ist durch einen
hohen Uberlappungsgrad der Kreuszsignale und ddielgeringe Dispersion der Signale
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gekennzeichnet. Zur Auswertung des Entfaltungsiiberganges wird das Volumen der
Kreuzsignale herangezogen. Fur die Kreuzsignale der nativen Spezies wird eine
Volumenabnahme, fiir die Signale der denaturierten Spezies eine Volumenzunahme bei einer
unterschiedlichen chemischen Verschiebung beobachtet. Insgesamt konnten fiir den nativen
Zustand 93 Aminosaurereste ausgewertet werden (Anhang, Tab. 8-1).
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Abb. 3-6 H/®*N TROSY-Spektren von SlyD* wahrend der harnstoffinduzierten Entfaltung. A Spektrum
von SlyD* im nativen Zustand bei 0 M Harnstoff, B im entfalteten Zustand bei 5,5 M Harnstoff und C am
Ubergangsmittelpunkt bei 2,2 M Harnstoff. Der Ubergang wurde in 50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, 10 %
D,O, pH7.5 bei 15°C und einer Proteinkonzentration von 0,67 mM gemessen. Fir die zugeordneten
Kreuzsignale ist in Abb. 3-7 die entsprechende Ubergangskurve abgebildet.

Einige Beispiele fiir Kreuzsignale, die eine Ubergangskurve nach dem Zweizustandsmodell
zeigten, sind in Abb. 3-7 dargestellt. Nicht beachtet wurden Reste, deren Kreuzsignale zu
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stark mit anderen Uberlappten und Reste, deren ddwerlauf keine Ubergangskurve
darstellte. Dies traf vor allem flir Aminoséurerestis der IF-Doméne zu.
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Abb. 3-7 Harnstoffinduzierte Ubergangskurven fiir atsgewahlte Reste von SlyD*, die tber 2BH/*N
TROSY-Spektren verfolgt wurden. Der Ubergang wurde in 50 mM b4PO,, 100 mM NaCl, 10 % BD,

pH 7.5 bei 15°C und einer Proteinkonzentration 67 mM gemessen. Die Zuordnung der einzelnen
Kreuzsignale ist im jeweiligen Diagramm angegeb@as letzte Diagramm in der unteren Reihe zeigt eine
Ubergangskurve fiir ein Kreuzsignal eines entfaité®estes. Die durchgezogenen Linien stellen Anpagsu

an ein Zweizustandsmodell entsprechend Gleichuri]2lar. Die gestrichelte Linie im ersten Diagrarder
oberen Reihe zeigt die Anpassung der Kreuzsigrede=dtfalteten Zustandes im direkten Vergleich.

Es gibt sichtbare Unterschiede in den Ubergangswienh der Kreuzsignale einzelner
Aminosauren der nativen Spezies. Fir Reste in #@8PFDomane (z.B. A4, Al2, A48,
L130; Abb. 3-7) zeigen die zugehérigen Kreuzsigreiteen nach dem Zweizustandsmodell
auswertbaren Entfaltungstbergang. Eine Ausnahrderbilie Aminosaurereste des letzeen
Faltblattes und der letztemHelix der FKBP-Domane, die aus der IF-Doméane zkldiden
(Abb. 1-6). Die Ubergange dieser Reste zeichnemdicch eine steile native Basislinie aus,
wie an Hand des Restes L130 in Abb. 3-7 zu seliehkiis die Mehrheit der Reste aus der IF-
Doméne (z.B. V119) und aus dem Linkerbereich zvaadbeiden Domanen (z.B. N74) wird
nur ein Abfall der Signalintensitat ohne Ausbilduemes Ubergangsbereiches beobachtet
(Abb. 3-8). Das hier beschriebene steile Abfallen Signalintensitat macht eine quantitative
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Auswertung des Entfaltungstiberganges der betroffenen Reste nach Gleichung [2.10]

unmaoglich.
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Abb. 3-8 Veranderung des Volumens der Kreuzsignale aus den *H/*®N-TROSY-HSQC-Spektren fiir V119
und N74 in Abhéangigkeit von der Harnstoffkonzentration. Als Puffer wurde 50 mM Na,HPO,, 100 mM
NaCl, 10 % D,0, pH 7.5 verwendet, die Temperatur betrug 15 °C und die Proteinkonzentration 0,67 mM. Eine
Anpassung an das Zweizustandsmodell war nicht moéglich.

In Abb. 3-9 ist ein Vergleich der drei beobachteten unterschiedlichen Kurvenverldufe aus dem
NMR-detektierten harnstoffinduzierten Entfaltungsubergang gezeigt. Deutliche Unterschiede
sind im Bereich von 0 bis 2 M Harnstoff zu sehen, wéhrend sich bei htheren Konzentrationen
die drei verschiedenen Verldaufe angleichen. In diesem Bereich sollten alle Aminoséurereste
von SlyD* den gleichen, von der FKBP-Domane dominierten Ubergang sehen. Aus
kinetischen Faltungsstudien ist namlich bekannt, dass der Ubergangszustand zu 70 % nativ-
ahnlich ist und nur durch die FKBP-Doméne bestimmt wird (Zoldak et al., 2009). Zoldak
schreibt auch, dass die IF-Domane im nativen Zustand sehr hohe Offnungs- und SchlieRraten
aufweist und demnach mit hoher Frequenz entfaltet und faltet. Dieser Prozess wird durch die
Gegenwart von geringen Mengen an Harnstoff verstarkt, wodurch  beim
Gleichgewichtsiibergang keine native Basislinie populiert wird. Der nur fir Reste aus der IF-
Doméne und dem Linkerbereich beobachtete Abfall der Kreuzsignalvolumina deutet das
beginnende Entfalten der IF-Domane an. Da SlyD* als kooperative Einheit entfaltet (Zoldak
et al., 2009), wo keine der beiden Domanen alleine gefaltet oder entfaltet vorliegen kann,
zieht die in Gegenwart geringer Harnstoffkonzentrationen beginnende Entfaltung der IF-
Doméne die hoch kooperative Entfaltung des gesamten Proteins nach sich. Die sehr steile
Basislinie bei einigen Resten der FKBP-Domaéne (die in der Aminosauresequenz nach der IF-
Domine vorkommen) deutet eine Vermischung (blaue Ubergangskurve, L147, Abb. 3-9) der
beiden Ereignisse an, also beginnende Entfaltung der IF-Domane (rote Linie, V119, Abb. 3-9)
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und Entfaltung der FKBP-Domane (griine UbergangskuBi8, Abb. 3-9), da alle Reste den
gleichen Ubergang sehen.

Jeder Aminosaurerest stellt flr sich gesehen eimel&im System SlyD* bei der Entfaltung

dar. Sollten unterschiedliche Prozesse wahren&nialtung ablaufen oder eine intermediare
Spezies auftreten, so musste das ein deutlichaahiedlicheres Verhalten der Kreuzsignale
der jeweiligen Aminosaurereste verursachen. Untézde sind jedoch nur am Anfang des
Entfaltungsiiberganges zu sehen. Insgesamt gesdhbrea alle Aminoséaurereste von SlyD*

den gleichen Ubergang, weil die Entfaltung von Uifd FKBP-Domane konzertiert erfolgt

(Zoldaket al, 2009).

S =
[N e N

rel. Volumen der Kreuzsignale

e
o

[Harnstoff] in M

Abb. 3-9 Symbolisierung des konzertierten Entfaltugsprozesses beider Doméane in SlyD*Die
harnstoffinduzierte Entfaltung vottN-SlyD* wurde mittels 2D*H/**N-TROSY-HSQC-Spektren in 50 mM
NaHPQ;, 100 mM NacCl, 10 % ED, pH 7.5 bei 15 °C und einer Proteinkonzentration 0,67 mM verfolgtA
Abnahme des Volumens der Kreuzsignale fur die Asdnmereste L147 (blau), V119 (rot) und E18 (griit) m
steigender Harnstoffkonzentration. Die durchgezegdrinien in blau und grun stellen die jeweiligepassung
an das Zweizustandsmodell entsprechend Gleichua@][@ar. Die rote Linie fir V119 dient nur zur fEioheren
Betrachtung und hat keine physikalische BedeutihgdStruktur von SlyD*, auf der die drei miteinander
verglichenen Reste abgebildet sind (grin: E18 uad: b.147, FKBP-Doméne; rot: V119, IF-Doméane). Sahav
dargestellt sind nicht zugeordnete Reste und Rragowie Reste, die von Kreuzsignalen der entfaltSgezies
Uberlagert werden und nicht ausgewertet werdentkonn

Aus den 93 ausgewerteten Ubergangskurven aus dedSYHExperiment konnten mittlere
Stabilitatsparameter abgeleitet werden (Abb. 3-1%le zeichnen sich mit bis zu 20 %
Abweichung durch relativ hohe Fehler aus. Ein Grumdrflr liegt vor allem in der

Schwierigkeit der Auswertung der Entfaltungstibeggafiir Signale, die eine steile native
Basislinie zeigen und daher einen kaum ausgepradtemrgangsmittelpunkt haben. Der
Grol3teil der Aminosaurereste von SlyD* zeigt veidibare StabilitAten mit einer mittleren
freien Stabilisierungsenthalpie von 17,7 £ 3,7 ladl/mund verdeutlicht somit den
Entfaltungsprozess von SlyD* als eine Faltungsetnhe
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Abb. 3-10 Stabilitatsparameter aus dem NMR-detektigen harnstoffinduzierten Entfaltungsiibergang. A
Freie Stabilisierungsenthalpien uml m-Werte in logarithmischer Auftragung fur die Aros&urereste von
SlyD*, die einen Entfaltungsiibergang entsprecherein dZweizustandsmodell zeigen. Die Rechtecke
reprasentieren Sekundarstrukturelemente, ausgefRbichtecke stehen f{rFaltblatter, offene fl-Helices.
Die Position der IF-Domane ist angedeutet. Als &uffflurde 50 mM Na1PQ,, 100 mM NaCl, 10 % BD,

pH 7.5 verwendet, die Temperatur betrug 15 °C uia Rroteinkonzentration 0,67 mM. Kreuzsignale fir
Aminosaurereste von 158 bis 170 waren von starkgraiiberlappung betroffen, H171 zeigte keinendgpéen
Entfaltungsiibergang. Die durchgezogenen Linien &asmtieren die Stabilititswerte aus dem
fluoreszenzdetektierten Entfaltungstibergang bé&iCl5

Wirden beide Domanen unabhangig voneinander estifadb misste sich das starker auf die
Kooperativitdt auswirken. Die Kooperativitat istneMal3 fir die Veranderung der dem
Lésungsmittel zugéanglichen Oberflache bei der Hiotfig (SASA — solvent accessible surface
ared (Myerset al, 1995). Fur die IF-Doméne mit 45 Aminosauren w@iese Flache relativ
gering und wurde sich in einem geringefWert fiir die Kooperativitat zeigen. Das ist jedoch
nicht der Fall. Diean-Werte sind fir alle Aminosaurereste in SlyD* veighsweise hoch und
reprasentieren daher einen Entfaltungsprozess,em dich beide Doméanen als Einheit
zusammen entfalten und eine groRe Oberflache ambiBeshalb wirken sich der Einschub
der IF-Doméne und das damit verbundene konzertiéntaltungsverhalten der beiden
Doménen stabilisierend auf das Gesamtprotein aus.

Eine Zusammenfassung der thermodynamischen Séaparameter fur alle durchgefihrten
harnstoffinduzierten Entfaltungsiibergange bietdd. Ba4. Die mit Fluoreszenzspektroskopie
bestimmten thermodynamischen Stabilitatsparamétamen relativ gut mit den Daten aus
dem Entfaltungsiibergang Uberein, der mittels 1DidPenspektroskopie detektiert wurde.
Geringfiigig kleinere Werte sind fir den 2BH/*°N-TROSY-HSQC-detektierten
Entfaltungsibergang erhalten worden. Wie fur eiéddRNMessung erwartet, fallt der Wert
fur den Ubergangsmittelpunkt niedriger aus. Derr@rbierfur ist in dem groRen Unterschied
in der Proteinkonzentration zwischen NMR- und Faszenzmessung zu suchen. Ein weiterer
Grund fur die geringen Abweichungen kann auch inldge der beobachteten Fluorophore
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liegen, die sich ausschlief3lich in der FKBP-DomB&agnden. Da sich SlyD* jedoch als eine
kooperative Faltungseinheit verhilt, sollte das&eRolle spielen. Zur Uberpriifung wurde
eine Tryptophanmutation (F84W) in die IF-Doménegeifiihrt. Diese zeigte aber beim
mittels Fluoreszenz detektierten harnstoffindueriEntfaltungsibergang kein abweichendes
Verhalten (Anhang, Abb. 8-2).

Unterschiede, die sich im Verhalten der Ubergangskufir den nativen Zustand verglichen
mit dem entfalteten Zustand zeigen, sind auf daginbende Entfalten der IF-Domane
zuruckzufahren. Der Entfaltungstbergang, welcheHand der Kreuzsignale der entfalteten
Spezies beobachtet wird, zeigt einen um 0,5 M méutdu héheren Harnstoffkonzentrationen
verschobenen Ubergangsmittelpunkt. Ein direkterghégch der Ubergangskurven fiir den
nativen und entfalteten Zustand ist im ersten @agn von Abb. 3-7 gegeben. Aus den
unterschiedlichen Mittelpunkten lasst sich ableitdass sich die Populationen fur beide
Zustédnde nicht bei einem Proteinanteil von 0,5férefDas legt die Vermutung nahe, dass
eine dritte Spezies vorhanden sein kbnnte. Zush&lKreuzsignale, welche auf eine weitere
Population bzw. auf ein unterschiedliches Faltuegsaiten hatten schlie3en lassen kdnnen,
wurden nicht beobachtet. Dies bedeutet aber niehihgend, dass keine weitere Spezies
vorhanden ist, sondern dass sie nicht in ausredtdmarMalie populiert sein kénnte. Um diese
Tatsache né&her zu untersuchen, sind H/D-Austaupehiexente (3.1.3.4) durchgefuhrt
worden.

3.1.3.2. Harnstoffinduzierter Entfaltungsiibergang von SlyD*-AlF

Um den Einfluss der FKBP-Domane auf die Entfaltwhgs Gesamtproteins SlyD* zu
untersuchen, wurde auch mit der isolierten FKBP-Boen (SIlyD*AIF) eine
harnstoffinduzierte Entfaltung durchgefiihrt und teli *H/*°N-TROSY-HSQC-Spektren
detektiert. Eine vergleichende Entfaltungsreaktimhder isolierten IF-Domane konnte nicht
durchgefuhrt werden, da die isolierte IF-Domanéhngefaltet vorliegt (Anhang, Abb. 8-9)
und als separate Einheit nicht stabil sein kannd@oet al, 2009).

Bei dem harnstoffinduzierten Entfaltungstbergangy \®lyD*-AIF war besonders das
Verhalten der nativen Basislinie fir Aminosaurezeatis dem letzte@-Faltblatt und der
letztena-Helix von Interesse, da diese das gekoppelte Eenfdoeider Domanen in SlyD*
wiedergaben (Abb. 3-9). In Abb. 3-11 ist exemplarislie Ubergangskurve des Restes L147
im Vergleich zu SlyD* dargestellt. Die lang gesk#c und flachere native Basislinie flr
SlyD*-AIF fallt sofort ins Auge. Ebenso ist der Uberganigsipunkt bei 2,9 M Harnstoff
klar zu erkennen. Die mittleren Stabilitditsparameteind mit denen aus der
Fluoreszenzmessung vergleichbar (Tab. 3-4; Anhabl, 8-3).
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Ein Vergleich der Ubergangskurven von SlyD* mit denen der AlF-Variante offenbart
Unterschiede fir den nativen Zustand. Wahrend die Kurvenverldufe fir die Aminosdurereste
2 bis 68 kaum variieren, zeigen die Aminoséaurereste 129 bis 150 weniger steile native
Basislinien sowie einen gut ausgepragten Ubergangsbereich. Das alles deutet darauf hin, dass
die IF-Doméne, die vor dem letzten B-Faltblatt eingefugt ist, einen erheblichen Einfluss auf
den Entfaltungsprozess des gesamten Proteins hat.
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Abb. 3-11 NMR-detektierter harnstoffinduzierter Entfaltungsiibergang von SlyD*-AIF. A
Harnstoffinduzierte Ubergangskurve fiir den Rest L147 von SlyD*-AIF (blau) im Vergleich zu SlyD* (schwarz).
Die durchgezogenen Linien stellen die Anpassung an das Zweizustandsmodell dar (Gleichung [2.10]). Fur L147
ergibt sich AGy(H,0) = 27,9 + 3,0 kJ/mol, megq = 12,3 + 1,3 kJ/(M-mol), [D]y, = 2,3 M (schwarz: SlyD*) und
AGy(H,0) =10,5 £ 2,4 kJ/mol, mgg= 3,0+ 1,1kJ(M-mol), [Dl, = 3,5M (blau: SlyD*-AlIF). B Freie
Stabilisierungsenthalpien in logarithmischer Auftragung fir die Aminoséurereste von SlyD*-AlF (geschlossene
blaue Kreise). Die Rechtecke symbolisieren Sekundérstrukturelemente, ausgefillte Rechtecke stehen fir (-
Faltblatter, offene flir a-Helices. Die durchgezogenen Linien reprasentieren die freien Stabilisierungsenthalpien
aus den fluoreszenzdetektierten Entfaltungsiibergdngen bei 15°C (schwarze offene Kreise: SlyD*,
AGy(H,0) = 18,4 £ 0,6 kd/mol und blau: SlyD*-AlF, AGy(H,0) = 13,9 £ 0,5 kJ/mol). Die Fehler resultieren aus
der Anpassung der Daten an Gleichung [2.10].

Tab. 3-4 Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter aus den harnstoffinduzierten
Entfaltungsiibergangen von SlyD* und SlyD*-AlF.

SlyD* SlyD*-AlF
H- TROSY-  Fluoreszenz TROSY-  Fluoreszenz
Fluoreszenz  Spektren  Spektren (Zoldak)* | Fluoreszenz  Spektren  (Zoldak)?®

AGu(Hzo) in

kJ/mol 184+06 188+04 17,7137 14,2 139+05 136+14 12
min

kJ/(mol-M) 6,9+0,2 81+16 80zx14 6,4 32+0,1 4,7+0,6 4,6
[Dly, in M 2,7 2,3 2,2 2,2 4,3 2,9 2,6

Die Uberginge wurden in 50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, pH 7.5 bei 15 °C gemessen. Die angegebenen
Fehler resultieren aus der Anpassung an Gleichung [2.10]. % Die aufgeflhrten Stabilitatsparameter wurden aus
Zoldak et al., 2009 entnommen. Diese Ubergéange sind in 100 mM KH,PO,, pH 7.5 bei 25 °C gemessen worden.
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Sowohl Stabilitat als auch Kooperativitat sind ier dsolierten FKBP-Doméane deutlich
reduziert im Vergleich zu SlyD* (Tab. 3-4). Wennide Domé&nen vorhanden sind, ist die
kooperative Faltungseinheit groRer, da die Domaneint unabhangig voneinander entfalten
und falten (3.1.3.1), daher ist denWert fur SlyD* hoher und fur SlyDAIF
dementsprechend gering. Wie an Hand des Entfalilmegganges von SlyDAIF gezeigt
werden konnte, bedeutet die Anwesenheit der IF-Deméir SlyD* einen enormen
Stabilitatsgewinn.

3.1.3.3. Harnstoffinduzierter Entfaltungstibergang von SlyD(1-155) in Anwesenheit von
Ni®*

Die mittels Fluoreszenz detektierte Entfaltung ®ipD(1-155) durch Harnstoff zeigte einen
stabilisierenden Effekt durch Ni Dies konnte auch in einem entsprechendefi°N-
TROSY-HSQC-detektierten harnstoffinduzierten Emtfayjsibergang beobachtet werden.
Einige Aminosaurereste weisen in Anwesenheit vofi Bine hohere Stabilitat auf, wie in
Abb. 3-12 gezeigt wird (Anhang, Tab. 8-2). Des Wiah zeigen die jeweiligen
Ubergangskurven eine ausgepragte native Basislinied einen gut definierten
Ubergangsbereich und Mittelpunkt bei 2,2 M Harrfstti Gegenwart von Nf wird der
native Zustand von SlyD(1-155) stabilisiert, voleal aber die IF-Domane, die im Bereich
V76 bis G86 hthere Stabilisierungsenthalpien algiv@ibb. 3-12B).

Jedoch muss an dieser Stelle darauf hingewiesedewedass die spektrale Qualitat durch
Ni?* stark beeintrachtigt wird, worin auch die Schwamen in den Stabilitatswerten
begriindet sind. Eine Vielzahl der Kreuzsignale teegjne extreme Linienverbreiterung bis
hin zur Detektionsgrenze. Diese Reste fallen fiie éhermodynamische Betrachtung weg. So
kénnen die in Abb. 3-12 dargestellten Stabilisiggenthalpien nur auf lokale Regionen im
Protein bezogen werden, erlauben aber keine gldbagehatzung der Stabilitat.
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Abb. 3-12 NMR-detektierter Entfaltungsiibergang in Gegenwart von Nf*. A Harnstoffinduzierte
Ubergangskurve fiir den Rest M94 aus der IF-DomameStyD(1-155) (griin: +Ni, schwarz: ohne Ki). Die
durchgezogene Linie entspricht der Anpassung an Aasizustandsmodell (Gleichung [2.)0]B Freie
Stabilisierungsenthalpien in logarithmischer Aufuiag fir die Aminosaurereste SlyD(1-155) in An-Ufgr und
Abwesenheit (schwarz) von i (800uM NiCl, entspricht einem Konzentrationsverhaltnis von 1:1
Protein/Nf"), die einen Entfaltungsiibergang entsprechend demizZistandsmodell zeigen. Die Rechtecke
symbolisieren Sekundérstrukturelemente, ausgefB#ehtecke stehen fi-Faltblatter, offene fl-Helices.
Die Mehrheit der Kreuzsignale zeigte eine starkadriverbreiterung und konnte nicht analysiert werd2ie
durchgezogenen Linien reprasentieren die  StalsWigtte aus den  fluoreszenzdetektierten
Entfaltungsiibergdngen  (schwarz: ohne *Ni AGy(H,0) = 18,4+ 0,6 kJ/mol und griin:  +Xi
AGy(H,0) = 27,1 £ 1,3 kd/mol). Angegebene Fehlerbalkesultieren aus der Anpassung der Daten an
Gleichung [2.10].

3.1.3.4. Amidprotonenaustauschexperimente zur Bestimmung dethermodynamischen

Stabilitat von SlyD* im nativen Zustand

H/D-Austausch zur Bestimmung langsamer Austauschkéanen

Ein Mal3 fur die lokale Struktur und Stabilitéat irroReinen, aber auch fir die globale
Entfaltungsreaktion stellen die Schutzfaktoren dar.Sie sind uber
Amidprotonenaustauschexperimente leicht zuganglid®2.7.6). Nach Start der
Austauschreaktion durch einen schnellen Puffernedcims100 % DO wurden im Abstand
von 40 MinutenH/**N-FHSQC-Spektren iiber 65 Stunden hinweg aufgenomenEnde
der Reaktion gab es noch 20 Amidprotonen, die niolistandig, sondern nur zu 30 - 40 %
ausgetauscht hatten. Um auch die sehr schnellumasianden Amidprotonen detektieren zu
konnen, wurde in einem zweiten H/D-Austauschexpenimim Abstand von funf Minuten
jeweils ein'H/**N-FHSQC-Spektrum aufgezeichnet. So konnten nocigeiAmidprotonen

in den flexibleren Schleifen-Bereichen des Protenalysiert werden. Die entsprechenden
Austauschkinetiken sind in Abb. 3-13 dargestellt.
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Abb. 3-13 Kinetiken des H/D-Austausches von SlyD*.Die Anpassung der Kinetiken an eine
monoexponentielle Funktion liefert Austauschratesn v0,006 + 0,001°h (V60), 0,080 +0,002h (L32),
0,259 + 0,012 f (Y13), 4,426 + 0,968h (V76) und 0,999 + 0,064*h(V21). A Jeder Datenpunkt wurde im
Abstand von 40 Minuten aufgenomme. Zur Detektion schneller austauschender Amidpratongirden
HSQC-Spektren im Abstand von 5 Minuten aufgenomnigie. Fehler resultieren aus der Anpassung an die
monoexponentielle Funktion.

Die nach Gleichung [2.26] unter Annahme des EX2hd@ismus berechneten
Schutzfaktoren offenbaren signifikante Unterschigdden Stabilitdten der beiden Doméanen
(Abb. 3-14; Anhang, Tab. 8-4). Sofern mit H/D-Austeh detektierbar zeigen die
Amidprotonen in der IF-Domé&ne um den Faktor 1001880 geringere Schutzfaktoren als
der Grof3teil der Amidprotonen in der FKBP-Domanemidprotonen, die in[3-
Faltblattstrukturen in der FKBP-Domane involvidrids zeigen héhere Schutzfaktoren, da sie
starker in Sekundarstrukturelementen geschutzt. ddesonders deutlich wird die hohe
Stabilitat der beiden zentralgbFaltblatter der FKBP-Domane. Schleifenregionenemab
kaum einen Schutz gegentber dem Austausch von gésutieldeuteronen. Die
Heterogenitat in den Schutzfaktoren fur SlyD* deudeif sehr unterschiedliche lokale
Stabilitaten in IF-Domane bzw. FKBP-Domane hin.

Trotz der allgemein hohen Stabilitdit von SlyD* umign Stabilitdtsgewinn durch die
Anwesenheit der IF-Doméane, was durch die harnsifizierten Entfaltungsibergénge
gezeigt werden konnte (3.1.1), tauschen fast akstdRk der IF-Domane innerhalb der
experimentellen Totzeit aus. Die Ursache hierfinrkan der sehr hohen intrinsischen
Dynamik der IF-Domaéane liegen (Kovermann, persodidhitteilung; Zoldaket al, 2009).
Demnach liegt ein hoch dynamisches konformatiosel@eichgewicht zwischen dem
gefalteten und dem entfalteten Zustand der IF-Da@nvéam.
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Abb. 3-14 H/D-Austausch von SlyD*. A Schutzfaktoren der Ruckgratamidprotonen von SlyDr i

logarithmischer Auftragung. Die Rechtecke représesm Sekundarstrukturelemente, ausgefilite Rekatec

stehen firB-Faltblatter, offene fu-Helices.B Bereiche hoherg> 1¢f, blau) und niedriger Schutzfaktoren

(10°<S< 10" cyan) auf die Struktur von SlyD* gelegt. Die Bersohg der Schutzfaktoren erfolgte nach
Gleichung [2.26] In grau sind diejenigen Bereiche dargestellt, inatiedie jeweiligen Kreuzsignale innerhalb

der Totzeit des Experimentes ausgetauscht habeMi@@en). Nicht zugeordnete Reste und Proline sind
schwarz eingefarbt.

Amidprotonenaustausch zur Bestimmung schneller Aaisschreaktionen

Mit der modifizierten MEXICO-Technik (New MEXICO,.2.6.) kdnnen Austauschprozesse
in einem Zeitfenster von 10 ms bis 250 ms bestivmtden. Fur 47 Amidprotonen, deren
Austausch gegen Losungsmittelprotonen auf Grundgdesgeren Schutzes nicht mit H/D-
Austausch detektiert werden konnte, sind in dem ageten Zeitfenster hohere
Austauschraten mit New MEXICO analysiert wordenbAB-15D stellt den Wiederaufbau
der Magnetisierung der Amidprotonen durch Eintausshpolarisierten Wasserprotonen dar.
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Abb. 3-15 Schneller Amidprotonenaustausch (New MEXICO). A-C 'H/*N-FHSQC-Spektren vor dem
Amidprotonenaustausch  (Referenz) und 60 ms bzw. 250ms nach Start der Austauschreaktion. D
Austauschkinetiken fur ausgewéhlte Aminosaurereste von SlyD* bei pH 7.5 und 15 °C. Die Anpassung der
Kinetiken an eine monoexponentielle Funktion lieferte Austauschraten von 512 +5s™ (R95), 37 + 3s™ (G86),
14 +2s* (S40) und 12 +2s* (Q102). Die angegebenen Fehler resultieren aus der Anpassung an eine
monoexponentielle Funktion.

Eine Auswertung der Austauschreaktionen im Hinblick auf die thermodynamische Stabilitat
kann nur durchgefiihrt werden, wenn der Austauschprozess nach dem EX2-Mechanismus
verlauft (2.7.6). Auf Grund der pH-Abhéngigkeit der Zugehdrigkeit zum EX1- oder EX2-
Mechanismus wurde das New MEXICO-Experiment bei zwei weiteren pH-Werten
wiederholt (pH 6.0, pH 9.0). Fiir 20 Reste konnte bei hohem pH-Wert ein Ubergang zum
EX1-Bereich beobachtet werden. Diese fallen flr eine thermodynamische Betrachtung weg.
Fur die restlichen 27 Aminosaurereste wurden nach Gleichung [2.26] die Schutzfaktoren und
die thermodynamische Stabilitat berechnet (Anhang, Tab. 8-8).
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Werden die Ergebnisse des langsamen H/D-Austausames die des schnellen
Amidprotonenaustausches kombiniert, ergibt sichr@dhit genaues Bild von der Stabilitat des
gesamten Proteins (Abb. 3-16). Die zentrgleRaltblattstrénge der FKBP-Domane weisen
mit 25 bis 30 kJ/mol verglichen mit der aus dembtoffinduzierten Entfaltungsibergéngen
eine sehr hohe freie Enthalpi@lGyp auf. Normalerweise wirden die hdchsten
Stabilisierungsenthalpien aus dem H/D-Austausche dich aus den langsamsten
Austauschraten ergeben, denen entsprechen, diederusdenaturierungsmittelinduzierten
Entfaltungen hervorgehen. Es ist aber nicht unbibldass4AGyp hdohere Werte aufweist
(Mayo et al, 1993; Baiet al, 1994). Das beim H/D-Austausch eingesetzt® Forgt
bekanntermal3en fir eine zusatzliche StabilisiedexyProteins (Mullingt al, 1997; Parker
et al, 1997; Krantzet al, 2000). Weitere Grinde fur die vermeintlich hoh8tabilisierung
kénnen in einer langsamen Prolylisomerisierung eliegderen Beitrag 1,4 kcal/mol
ausmachen wiirde (Bat al, 1994). Diese Differenz von ca. 6 kJ/mol wird abem SlyD*
beobachtet, so dass diese Tatsache und der Iseftglérvom DO fiur die Abweichungen in
den freien Stabilisierungsenthalpien sprechen.d@eiAuswertung der Schutzfaktoren wird
ein einfacher Zweizustandsmechanismus fur das Ofsu und SchlieRgleichgewicht fiir

geschitzte (N-H, ) und ungeschitzte (N-H, ) Amidprotonen angenommen
(N-H, < N-H,). Abweichungen von einem reinen Zweizustandsmoki@inen nicht

ausgeschlossen werden. Weiterhin ist ein Wechsel #X2-Mechanismus in den EX1-
Mechanismus moglich. Die Berechnung der thermodys@mn Parameter erfordert einen
Austausch im EX2-Bereich, sollten Interferenzen wém EX1-Mechanismus auftreten,
waren die errechneten Werte fehlerbehaftet. BeareipH-Wert von 7.5 (pD 7.1), bei dem
alle Messungen durchgefihrt wurden, sollte diesech8el jedoch nicht favorisiert sein.
Wiahrend die  Stabilitaitswerte aus dem  harnstoffirdten  Ubergang die
Sekundarstrukturelemente von SlyD* nicht widersplagkorrelieren die Stabilitaten aus den
Austauschexperimenten recht gut mit den Abschnitten jeweiligen Sekundarstrukturen.
Aus dem H/D-Austausch fehlende Stabilitatsinformagin fir Schleifenbereiche im Protein
konnten mit schnellen Amidprotonenaustauschproressaittelt werden. Ebenso waren mit
Hilfe der Detektion des schnellen Austauschprozesseige Aminosaurereste aus der IF-
Doméane zuganglich und konnten beziglich ihrer 8tabieingeordnet werden. Mdgliche
Ursachen flr die sehr schnellen Austauschreaktigenen lokale Entfaltungsprozesse sein
oder lokale Fluktuationen in der Struktur der natiwWolekile (Bakt al, 1995; Maityet al,
2003). Um zwischen lokalen Entfaltungsreaktionenl wer allgemeinen Dynamik in der
Struktur unterscheiden zu konnen, sind aminosaerdfsgche Informationen aus NMR-
detektierten harnstoffinduzierten  Entfaltungsibeggin  sehr hilfreich, da jeder
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Entfaltungsprozess durch eine Ubergangskurve miinideen Parametern, wie den
Ubergangsmittelpunkt, die Kooperativitat und dieeidr Stabilisierungsenthalpie der
Entfaltung, eindeutig beschreibbar ist. Regionerifisgehe Kooperativitdtswerte wirden
Aufschluss Uber lokale Entfaltungsvorgénge geben.

H/D-Austausch B
New MEXICO

nicht detektierbar

M nicht zugeordnet, Pro

—_ Ijamstofﬁnduziener
Ubergang

IF-Doméne
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Abb. 3-16 Stabilitatsparameter aus den Amidprotonenaustauscheerimenten. A Schutzfaktoren und
Stabilisierungsenthalpien der einzelnen Ruckgratprotonen von SlyD* in logarithmischer Auftragurigot:
Daten aus dem New MEXICO-Experiment, blau: Dates é@em H/D-Austausch. Die Rechtecke reprasentieren
Sekundarstrukturelemente, ausgefilite Rechteckénestefir B-Faltblatter, offene fur a-Helices. Die
durchgezogene Linie entspricht den freien Stabilisigsenthalpien aus dem mit 2D TROSY-Spektren
detektierten harnstoffinduzierten Ubergang (-) (Ta#). B Bereiche hoher Schutzfaktore®% 1%, blau, mit
H/D-Austausch zuganglich) und niedriger Schutzfesto G<1¢° rot, nur iber den schnellen
Amidprotonenaustausch zugénglich) auf die Struktur SlyD* gelegt. Grau sind Amidprotonen dargestelie
weder mit H/D-Austausch noch New MEXICO zuganglilaren bzw. die in den EX1-Mechanismus
Ubergegangen sind. Nicht zugeordnete Reste unth@hd schwarz dargestellt.

Die NMR-Daten aus den harnstoffinduzierten Entfadisiibergangen fur die Aminosaurereste
der IF-Domane waren bezogen auf ihre Kooperativtédt Stabilitdt nicht klar definiert. Die
meisten Kurvenverlaufe flr Reste aus der IF-Donzaigten einen steilen Abfall der nativen
Basislinie, ohne dass sich ein klar abgegrenztargiingsbereich herauskristallisierte. Beim
H/D-Austausch haben fast alle Amidprotonen der Bfiane innerhalb der experimentellen
Totzeit ausgetauscht. Das bedeutet, dass die jgaiAmidprotonen sehr schnell in einer
austauschkompetenten offenen Form vorliegen wirdebie Uber schnellen
Magnetisierungsaustausch ermittelten Austauschrétehis 80 ms, Abb. 3-15) liegen im
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Bereich derjenigen, welche Uber kinetische Messuragen Faltungsweg von SlyD* fur das
Faltungs-/ Entfaltungsgleichgewicht (10 ms) derDiémane im nativen Zustand bestimmt
wurden (Zoldaket al, 2009). Uber die Amidprotonenaustauschexperiméntenten diese
infinitesimal populierten Zustande detektiert werdeDie hier gezeigten Ergebnisse
entsprechen damit dem Modell, dass die IF-DomakeldoFluktuationen zeigt und keine
lokale Entfaltung eingeht. Zur weiteren Stutzungsdr These wird dieative state hydrogen
exchangeStrategie angewendet.

3.1.3.5. H/D-Austausch in Gegenwart verschiedener Harnstoff@nzentrationen fative
state hydrogen exchang8trategie)

Trotz Hinweise aus den harnstoffinduzierten Entfaden, dass eine intermedidre Spezies
vorhanden sein konnte (Abb. 3-7), wurde dies daliehAmidprotonenaustauschexperimente
nicht eindeutig bestatigt. Falls das let@d-altblatt und die letztex-Helix in der FKBP-
Doméane, welche ein leicht unterschiedliches Veemalin den Kurvenverlaufen der
harnstoffinduzierten Entfaltung zeigen, im AnscBlusn eine lokale Entfaltung der IF-
Domaéne als Faltungsuntereinheit die EntfaltungkddBP-Doméne einleiten wirde, so sollte
es mdaglich sein, bei AmidprotonenaustauschreaktioneGegenwart von unterschiedlichen
Mengen an Denaturierungsmittel zwischen unterstiblesh Entfaltungsvorgangen
insbesondere zwischen globalen bzw. lokalen Entigivorgdngen und lokalen
Fluktuationen unterscheiden zu konnen. Lokale Hiatkonen treten hauptséchlich in
stabileren Proteinen auf, wahrend weniger stabitdeihe eher dazu tendieren, global zu
entfalten, wenn die thermodynamische Stabilitat gesamten Systems im Gleichgewicht
herabgesetzt wird.

Die Stérung des strukturellen Gleichgewichts eiResteins durch verschiedene Mengen an
Denaturierungsmittel wie z.B. Harnstoff kann zurendfizierung von unabhangigen
Faltungseinheiten, den so genannten P&stially unfolded formps(Bai et al, 1995b) oder
foldons (Maity et al, 2005) beitragen (Mayet al, 1993; Englander, 1998). Dazu werden
amidprotonenspezifisch die freien Stabilisierungisaipien aus den H/D-Austauschraten
berechnet und gegeniber der Denaturierungsmittedadaration aufgetragen. Wenn Gruppen
von Amidprotonen einen &hnlichen Kurvenverlauf eaig und bei hoheren
Denaturierungsmittelkonzentrationen in einer isogetschen Linie mit gleichem m-Wert
zusammenlaufen, kdnnen diese Gruppen gleichenrigasititereinheiten zugeordnet werden.
FUr verschiedene Proteine konnte die Existenz isicler Intermediate durch die Aufklarung
von foldors bestatigt werden: Cytochrom C (Bdial, 1996), T4 Lysozym (Het al, 1994),
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Apomyoglobin (Fenget al, 2001), Barstar (Bhuyaet al, 1998) und RNase H (Chamberlain
et al, 1996; Chamberlaigt al, 1998).

Fur SlyD* wurden drei weitere H/D-Austauschexpenmgein Gegenwart von verschiedenen
Harnstoffkonzentrationen durchgefthrt, bei denee dative Spezies entsprechend der
harnstoffinduzierten Entfaltungsiibergange nochswé@tidig populiert sein sollte (0,62 M,
1,07 M und 1,66V; Anhang, Tab. 8-5, Tab. 8-6, Tab. 8-7). Wie emerrbeschleunigte sich
der H/D-Austausch mit steigender Harnstoffkonzeitnaund die Schutzfaktoren nahmen ab
(Abb. 3-17). Betrachtet wurden nur die Amidprotondie bei 0 M Harnstoff ausgewertet
werden konnten. Schon geringe Mengen an Harnstoften flr eine Beschleunigung des
Austausches um das Vierfache.
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Abb. 3-17 H/D-Austausch in Gegenwart verschiedendrarnstoffkonzentrationen. A Kinetiken des H/D-
Austausches von SlyD* fir das Amidproton V134 beM00,62 M, 1,07 M und 1,66 M Harnstoff. Die
Anpassung der Kinetiken an eine monoexponentiellekfion lieferte Austauschraten von 0,015 + 0,081 h
(0 M), 0,061 + 0,002h (0,62 M), 0,088 + 0,002°h(1,07 M) und 0,493 + 0,029'h(1,66 M).B Schutzfaktoren
der Riickgratamidprotonen von SlyD* in logarithmisciAuftragung. Die Farbkodierung entspricht deiagien
wie in A. Die Rechtecke reprasentieren Sekundarstruktuesiten ausgefillte Rechtecke stehen fir
Faltblatter, offene flo-Helices.

Aus der Auftragung der freien Enthalpie des Austhas gegen die Harnstoffkonzentration
hebt sich keine Gruppierung hervor; mit steigendarnstoffkonzentration sinkt die freie
Enthalpie des Austausches. Es gibt zwischen derdgmionen des letztghFaltblattes und
der anderen stabilen Faltblattstrange keinen messhanterschied. Die Kurven treffen sich
in einem Punkt bei ca. 2,6 M Harnstoff, welcher deiimergangsmittelpunkt der globalen
Entfaltung durch Harnstoff entspricht (Fluoreszeagsung, entfaltete Fraktion beim NMR-
detektierten Ubergang). Die aus dem Anstieg dervé&urermitteltenm-Werte variieren
zwischen 4 und 8kJ/(mol-M). Da sowohl unter stisieitenden Bedingungen fir
Harnstoffkonzentration zwischen 0 und 1 M als albehdestabilisierenden Bedingungen bei
Konzentrationen gréRRer als 1 M die freie Enthatpie vergleichbaren m-Werten sinkt, kann
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davon ausgegangen werden, dass die gesdgrialtblattstruktur der FKBP-Domane
kooperativ und global entfaltet.

T T T 7 T 7 T 7 T 7 T 7 T 171 0
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Abb. 3-18 Native state hydrogen exchangA. Freie Enthalpie des H/D-Austausches in Abhangigken der
Harnstoffkonzentration einiger ausgewahlter langsaistauschender Amidprotonen aus der FKBP-Domane vo
SlyD*. Aus den negativen Anstiegen der Kurven wuardike m-Werte in einer linearen Regression erntittel
3,85 £ 0,27 kJ/(mol-M) (V8), 4,39 + 0,32 kJ/(mol-K\15) und 4,62 + 0,34 kJ/(mol-M) (V1368 Auftragung
der berechneten m-Werte gegen die freie Enthalge H/D-Austausches bei 0 M Harnstoff fur alle
ausgewerteten Reste. Es ist keine Gruppierung ebeen

Es konnte somit keine Korrelation gefunden, dieedlmermodynamische Unterscheidung des
letztenp-Faltblattes 83) in der Betrachtung mittels H/D-Austausch und in Betektion Uber
den harnstoffinduzierten Entfaltungsiuibergang edautwirde. Im H/D-Austausch wurden
hohe thermodynamische Stabilitdten ermittelt, wéirbei der Entfaltung durch das Fehlen
einer ausgepragten nativen Basislinie Hinweiseeaué unmittelbar einsetzende Entfaltung
gegeben waren. Uber die kombinierte Methode H/Dtéusch in Gegenwart verschiedener
Harnstoffkonzentrationen nétive state hydrogen exchar§&ategie) sind keine
weiterfuhrenden Informationen erhalten worden. ®ageate foldons als unabhangige
Faltungsuntereinheiten traten nicht auf. Des Weiterverhielten sich nahezu alle
ausgewerteten Aminosaurereste nach dem Prinzifkatgrerativen globalen Entfaltung bei
steigenden Harnstoffkonzentrationen.

Diese Ergebnisse bestétigen die bereits getro@mmutung, dass die Abweichungen in der
nativen Basislinie fir die erwahnten Reste der FKRPnane nur auf eine Uberlagerung der
Entfaltungsvorgénge in IF- bzw. FKBP-Domane zuriidiéhren sind (Abb. 3-9). Eine lokale
Entfaltung in der IF-Domé&ne bei gleichzeitig gedtdt FKBP-Domane kann auf jeden Fall
ausgeschlossen werden, da auf Grund des konzemtientfaltungsprozesses keine der beiden
Domanen separat lokal entfalten kann. Ebenso zeiigt@ative state hydrogen exchange
Theorie, dass kein®ldons(oderPUFs) gebildet wurden. Der Entfaltungsprozess von SlyD*
kann in Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen voabri@l Zoldak als ein hoch
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kooperativer Vorgang beschrieben werden, bei dewa aiisgepragte Ruckkopplung zwischen
beiden Domanen besteht. Setzt die Entfaltung eleebeiden Doméanen ein, so bedeutet das
zwangsweise die konzertierte Entfaltung beider Dwena Es gibt keinen Zustand, in dem
eine der beiden Domanen entfaltet vorliegen kanahrend die zweite gefaltet ist. Die
geringen Schutzfaktoren in der IF-Domane resulienes unkorrelierten Offnungsereignissen
mit sehr hohen Offnungs- und SchlieRraten. DurehEiinbindung der IF-Doméne in diap-
Region der FKBP-Doméne (siehe Kapitel 1.5) wird dthkeDoméane trotz ihrer hohen,
intrinsischen Faltungsdynamik stark stabilisiert.

Da der Schutz der IF-Doméane gegenitber dem H/D-Asstabei 0 M Harnstoff schon so
gering ist, kbnnen bei dem Experiment in Anwesenan Harnstoff keine Aussagen zur IF-
Doméne getroffen werden. Um eine vollstandige Asmlges gesamten Proteins nach der
native state hydrogen exchanr@beorie durchfihren zu konnen, sollten die
Amidprotonenaustauschreaktionen mittels New MEXIG@®@i denen auch die IF-Domane
zuganglich ist, auch in Gegenwart von Harnstofflgsiart werden Die Bestimmung von
Austauschraten gegentber Wasserprotonen mit dem N&XICO-Experiment in
Gegenwart von Denaturierungsmitteln wie Harnstsiffzur Zeit jedoch noch nicht méglich,
da dieses ebenfalls mit dem Wasser austauscheremtird

3.1.4Charakterisierung der  Ni*-Bindung an SlyD durch Isothermale

Titrationskalorimetrie (ITC)

Die Kristallstrukturen des thermophilen homologdylDs (TtSlyD) offenbarten die unter den
SlyD-Proteinen hoch konservierte Metallbindestéleder FKBP-Doméane (TtSlyD: H145-
H147-H149; SlyD*: H149-H151-H153; Abb. 1-6) (Loet al, 2009). Die Gegenwart von
Ni?* wirkte sich in einer starken thermodynamischerbiszerung aus (3.1.1). Um einen
Eindruck von der Bindungsstéarke der?Nionen zu SlyD zu bekommen, wurden ITC-
Titrationen durchgefuhrt. Die sehr empfindliche Bregthode beruht auf der Detektion
kleinster =~ Warmeveranderungen (2.6). Jede Wechdelngr zwischen zwel
Reaktionspartnern, aber vor allem deren Komplexinidyl verursacht eine geringfligige
Anderung der freien Enthalpie und damit eine Waémeng des Systems. Auf Grund der

sehr hohen Sensitivitat sind Affinitaiten im Bereith’ M*

, in dem die Metallbindung
vermutet wird, leicht zuganglich.

Erste ITC-Messungen zeigten einen zweistufigen Bigdmechanismus (Anhang, Abb. 8-4).
Vermutungen iiber eine Dimerisierung der SlyD-Molekiduziert durch Bindung von i
konnte Uber Ultrazentrifugationsmessungen nichttdtigé werden. In allen untersuchten

Konzentrationsverhaltnissen (SlyDAi= 1:0; 1:0,2; 1:0,5 und 1:1) traten mit einem
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abgeschatzten Messfehler von 15 % nur monomere Killeleauf. In einer der beiden
bekannten Kristallstrukturen von TtSlyD, in deném Ni**-lon gebunden ist, zeigte auch der
C-terminale HigTag eine Koordination zum gebundenen?'NiBeide rekombinant
hergestellten homologen SlyDs (TtSlyD und SlyD*}hatten einen C-terminalen HiSag
zur Reinigung Uber Ni-IMAC (2.4.2). Der beobachteteeistufige Mechanismus wird daher
wahrscheinlich durch Beteiligung des kiEags an der Ni-Koordination verursacht. In zwei
aufeinanderfolgenden, sich gegenseitig beeinfligemeBindungsereignissen waren dié*Ni
Bindestelle in der FKBP-Domane und zusatzlich dieHis;-Tag zu besetzen.

Um eine genaue Vorstellung von der®NAffinitat der unter den SlyD-Proteinen hoch
konservierten Metallbindestelle in der FKBP-Domane erhalten, wurden zwei Varianten
hergestellt, die exakt nur die minimale SlyD-Sequémntsprechend der des TtSlyDs, Abb.
1-6) inklusive des einen Metallbinde-Motivs entbalt und bei denen der Hi¥ag
abgespalten werden konnte: TtSlyD unH.cSlyD(1-155). Die jeweiligen ITC-
Titrationskurven sind in Abb. 3-19 dargestellt. @=iKurven konnten an ein einfaches
Bindungsmodell mit einer Bindestelle angepasst emradind offenbarten extrem hohe
Affinitaten zu NF* mit Kp-Werten im Bereich von 50 nM. Fiir TtSlyD wurde eiril-
Stochiometrie ermittelt, wahrend fi.c SlyD(1-155) die Stochiometrie 0,7 war. Die nicht-
gradzahlige Stochiometrie konnte darauf zurickgefiverden, dass die metallbindende,
aktive SlyD*-Konzentration nicht die tatsachlichmattelte sein muss. Dieses abweichende
Verhalten wurde unter allen Messungen nur EicSlyD(1-155) beobachtet. Weitere
maogliche Ursachen fur die Abweichung kénnten gehiescStéchiometrien sein, in denen
trotz negativer Ultrazentrifugationsdaten einigenige Dimere auftreten, deren Existenz im
abgeschatzten Messfehlerbereich von 15 % unentdgtitieben ware. Bei der Auswertung
wurde ein einfaches Bindungsmodell herangezogenyiédleicht die gegebenen Verhaltnisse
nicht richtig wiedergeben kénnte.
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Abb. 3-19 Isothermale Titrationskalorimetriekurven von den beiden homologen SlyDs mit Ni**. Die obere
Abbildung gibt jeweils die elektrische Leistung direkt wieder, die nach jeder Injektion von Ni** detektiert wurde,
und entspricht der aufzubringenden Leistung fiir eine konstante Temperatur zwischen Proben- und Referenzzelle.
In der unteren Abbildung werden die integrierten, um die Verdinnungswéarme korrigierten Warmemengen
gegeniber dem Konzentrationsverhéltnis Ligand/Protein aufgetragen. Die thermodynamischen Parameter
wurden aus einer nichtlinearen Anpassung der experimentellen Daten an ein Bindungsmodell mit einer
Bindestelle erhalten. A Isotherme Titration von 27 uM TtSlyD mit 270 uM NiCl, (in 10 mM Tris, pH* 7.5,
25 °C). Die durch Bindung freiwerdende Reaktionsenthalpie betrug -13,9 + 0,1 kcal/mol; die Affinitatskonstante
war 2,0 + 0,3 x 10" M. Daraus resultierte ein Kp-Wert von ca. 50 nM. Pro TtSlyD-Molekiil wurde ein Ni**-lon
gebunden B Isotherme Titration von 27 puM E.c.SlyD(1-155) mit 270 uM NiCl,. Die durch Bindung
freiwerdende Reaktionsenthalpie betrug hier -20,7 + 0,2 kcal/mol; die Affinitatskonstante war 1,5 + 0,2 x 10’ M"
! Der daraus resultierende Kp-Wert betrug ca. 65 nM. Die Stéchiometrie wurde zu 0,7 bestimmt.

3.1.4.1. NMR-Titration von *N-E.c.SlyD(1-155) mit Ni*

Um die Bindung von Ni?* an SlyD(1-155) zu verfolgen, wurde nach jedem Titrationsschritt
ein 2D *H/*N-FHSQC-Spektrum von *°N-SlyD(1-155) aufgezeichnet. Die Spektren konnten
nur bis zu einem Konzentrationsverhaltnis von 1:1 ausgewertet werden, bei Ni**-Uberschuss
setzte die Aggregation des Proteins ein. An Hand der Verdnderung der chemischen
Verschiebung der Kreuzsignale von SlyD(1-155) konnte gezeigt werden, dass die
Auswirkungen der Ni**-Bindung nicht auf das His-Motiv in der C-terminalen o-Helix
beschréankt ist (Abb. 3-20). Tatsachlich deuten Veranderungen der chemischen Verschiebung
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bei Kreuzsignalen fir Aminoséurereste des aktiventims der PPlase-Doméne an, dass sie
durch die Bindung von Ki beeinflusst werden. Dies wurde ebenso bei ein&kTiiration

mit dem Volllangen-SlyD beobachtet (Martiebal, 2009) und gibt erstmals auf molekularer
Ebene Hinweise dafiir, warum in Gegenwart vofi* Mie Inhibierung der PPlase-Aktivitat
beobachtet werden konnte (Hottenmtal, 1997).
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Abb. 3-20 NMR-Titration von **N-SlyD(1-155) mit Nf*. A FHSQC-Spektren von 0,56 miN-SlyD(1-155)

bei verschiedenen Titrationsschritten mit 27 mM Ni@h 10 mM Tris, 10 % BO, pH 7.5 bei 25 °C. Die
entsprechende Zuordnung einiger Kreuzsignale igfezgigt, ebenso die Richtung der Veranderung der
chemischen Verschiebung. Konzentrationsverhaltréégl(1-155)/Nf*: 1:0 (schwarz), 1:0,11 (griin) und 1:1,07
(rot). B Auftragung der maximalen chemischen Verschiebuley Kreuzsignale gegen die Aminosauresequenz
von SlyD(1-155). Diecut-offGrenze fiur spezifische Wechselwirkungen bei 0,0 st eingezeichnet. Die
Rechtecke stellen die Sekundarstrukturelementeadagefillte Rechtecke stehen iFaltblatter, offene flo-
Helices. C Aminoséauren, die auf Grund der Verdnderung derm@dehen Verschiebung der jeweiligen
Kreuzsignale eine Beeinflussung durcH'NBindung anzeigen, sind farbig auf der Struktur &IgD(1-155)
abgebildet. Neben der C-terminalen Helix, welche H&s-Motiv enthélt, werden auch Reste aus denveikti
Zentrum der PPlase-Doméne beeinflusst. Rot: Radleri IF-Doméne, blau: Reste in der FKBP-Doméanéngr
Reste, deren korrespondierendes Kreuzsignal vemsdkty Die Histidine des metallbindenden Motivs 491
H151, H153) sind in Stédbchenform dargestellt.
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Auf Grund von Linienverbreiterung verschwinden Hieuzsignale, welche hauptséachlich die
C-terminale Helix und das Ribindende His-Motiv (H149-G150-H151-V152-H153)
umfassen. Mdglicherweise ist das auf den paramighen Effekt von Ni" zuriickzufiihren,
falls Ni** hier als high-spin Komplex vorlage und damit paramagnetisch wére.s®ie
maogliche Ursache wurde auch bei Martiebal, 2009 diskutiert. Fir einen vergleichbaren
Komplex aus dem thermophilen SlyD-Homologen TtSIgix Ni** konnte jedoch kein
paramagnetischer Effekt nachgewiesen werden (2)1.4.

3.1.4.2. Eignung des Systems fur paramagnetische NMR-Untershungen

Mit der Bestatigung einer intrinsisch vorhandenecthaffinen Bindestelle fiir Kii stellte
sich die Frage, ob dieses System genutzt werdemt&brum paramagnetische NMR-
spektroskopische Studien durchzufihren. Dazu wuededer Universitat Marburg von PD
Dr. Antonio J. Pierik EPR-(Elektronen-Spin-Reson&muektroskopie)-Messungen von
TtSlyD in Gegenwart dquivalenter Mengerf Niorgenommen. Da Kii allein in TtSlyD kein
paramagnetisches Verhalten zeigte, wurden angebahmtie Eigenschaften der Ni-haltigen
Superoxid-Dismutase (Ni-SOD) (Ragsdale, 2009) weitgotentielle Liganden zur
Koordination des Ni-lons angeboten. Zusatzliche Oxidierungsversuchey das
diamagnetische Ni in die héhere paramagnetisch relevante Oxidatiofess-3 zu bringen,
scheiterten. Alle Ni-haltigen Proben zeigten kein paramagnetisches &BRal (Abb.
3-21).

Von zwei Metallionen, G und C&*, ist bekannt, dass sie paramagnetisches Verhalten
zeigen. Gd" kann jedoch nicht verwendet werden, da es alsveréges Metallion nicht von
SlyD gebunden wurde (Anhang, Abb. 8-5A; Hottenmittal, 1997). Im Gegensatz dazu
zeigte das paramagnetische?Goerglichen mit Ni* eine um den Faktor 10 schwéchere, aber
fur die durchzufihrenden Experimente hinreichend#inkat zu TtSlyD. Fir den
Co?'ITtSlyD-Komplex konnte das erwartete EPR-Signal Hisweis auf paramagnetisches
Verhalten detektiert werden (Abb. 3-21). Somit waurdin vielversprechendes System
gefunden, um paramagnetische NMR-Untersuchungeohfitnren zu kénnen. Mit deren
Hilfe kénnten z.B. residuale dipolare KopplungerD®s) bestimmt werden, um weitere
Strukturinformationen zu erhalten wie z.B. die @tierung der beiden flexiblen Domé&nen in
SlyD zueinander.
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Abb. 3-21 EPR-Spektren von 72 pM TtSlyD mit verschiedenen Metallionen in 10 mM Tris, pH*™ 7.5 (PD
Dr. Pierik, Universitat Marburg). Die Spektren sind an einem Bruker EMX 6/1 Spektrometer, welches mit
einer ER-4102 Standard Universal TE102 rechteckigen Zelle und einem Oxford 900 Helium-Kryostaten (Oxford
Instruments) ausgestattet war, aufgezeichnet worden. Die Messbedingungen wurden wie folgt gewahlt:
eingestrahlte  Mikrowellen-Leistung 20 mW  bei einer Frequenz von 9,460+ 0,002 GHz (die
Mikrowellenfrequenz wurde mit einem Hewlett-Packard 5340 Frequenzzédhler bestimmt mit g = 2,0028), mit
100 kHz Modulationsfrequenz und 1,0 mT Modulationsamplitude. Dargestellt werden die ersten Ableitungen des
jeweiligen Absorptionsspektrums. A Referenzspektrum von TtSlyD ohne Metallionenzusatz. B EPR-Spektren
von TtSlyD in Gegenwart von 72 uM Ni*" und 144 uM 1-Benzylimidazol als potentieller weiterer Ligand fiir
Ni?* neben den bereits vorhandenen drei Histidin-Seitenketten. C EPR-Spektrum von TtSlyD in Gegenwart von
72 uM Gd*'. In den Spektren A-C konnte kein EPR-Signal detektiert werden. D EPR-Spektren von TtSlyD in
Gegenwart von high-spin Co*" mit S = 3/2 (72 uM) bei unterschiedlichen Temperaturen.

Nach Hinweisen aus einer der Kristallstrukturen von TtSlyD (Struktur A, L6w et al., 2009), in
der zn** durch das Metallbindemotiv in SlyD koordiniert wurde, sind auch
Affinitatsuntersuchungen zur Bindung von Zn** durchgefilhrt worden. Mit nahezu
vergleichbarer Affinitat wurde auch Zn®* durch TtSlyD gebunden (Anhang, Abb. 8-5). Bei
der Bindung von Ni** wird mehr Energie frei als bei der Bindung von Zn?*. Die Tab. 3-5
enthalt eine Ubersicht der Bindungskonstanten und Reaktionsenthalpien aller untersuchten
Metallionen. Die geringfiigigen Unterschiede zwischen den Affinitaten lassen keine Aussage
Uber die Spezifitat SlyD*s gegentiber bestimmten Metallionen zu. Da eine Beteiligung SlyDs
an der Biosynthese der E. coli Hydrogenase gezeigt werden konnte (Leach et al., 2007), legen
die allgemein sehr hohen Affinitaten zu Ni?* eine spezifische Rolle als Ni**-Transporter nahe.
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Wahrend der Biosynthese des Metallzentrums der Hydrogenase hat die Untereinheit HypB
eine wichtige Funktion als Ni**-Lieferant. Es konnte gezeigt werden, das SlyD in vivo
benodtigt wird, damit Ni** von der hoch affinen Ni?*-Bindestelle in HypB (Kp im picomolaren
Bereich) dem Metallzentrum zugefihrt werden kann (Leach et al., 2005; Leach et al., 2007).
Dabei wird vermutet, dass SlyD, wenn es an HypB (ber die Chaperondomane bindet, eine
besser zugangliche Konformation der hoch affinen Ni**-Bindestelle in HypB vermittelt, und
dadurch die Freigabe des Ni**-lons stimuliert. Die in SlyD(1-155) gefundene
Metallbindestelle mit einem Kp von 50 nM kénnte dann in der austauschkompetenten
Konformation von HypB als Transporter des Ni**-lons zum Metallzentrums der
Apohydrogenase dienen. Da Ni** in den filr den Aufbau des Metallzentrums bendtigten
Konzentrationen fur die Zelle toxisch ist und es deswegen in vivo nur im femtomolaren
Bereich in freier Form vorkommt (Outten et al., 2001), kénnte der von Leach und seinen
Mitarbeitern beschriebene VVorgang mit der Beteiligung von SlyD und der nur fur die SlyD-
artige Proteine hoch konservierten, hoch affinen Metallbindestelle (Abb. 1-6) eine spezifische
in vivo Funktion fir SlyD darstellen.

Tab. 3-5 Zusammenfassung der Parameter aus den ITC-Messungen zur Metallionenbindung an SlyD
(27 pM).

E.c.SlyD(1-155) TtSlyD
Ni%* Ni%* Ni** + BI? Co** Zn*

AH in kcal/mol -20,7+0,2 -13,9+0,1 -138+0,1 -132+0,2  -100+0,1
AH in kd/mol -4,95 + 0,05 -3,32+0,02 -330+002 -3,15+0,05 -2,39+0,02
AG in kd/mol 98+13 9,95+ 1,4 98+14 -8,7+0,7 95+15

A4S in J/(mol-K) 16,3+2,1 222+32 21,9+3,1 18,6 +1,2 24,0+3,7
K, in 10" M* 1,54 + 0,20 1,98 + 0,28 156+0,22 024+0,02 098+0,15

Kp in nM 65+ 8 50+ 7 62+9 420 + 35 102 + 16

Die Metallionen wurden als Chloride eingesetzt; es wurde bis zu einem zweifachen Uberschuss an
Metallionenkonzentration titriert. Die Pufferbedingungen waren 10 mM Tris, pH®™© 7.5, 25 °C. Die Anpassung
der Daten erfolgte nach einem Bindungsmodell mit einer Bindestelle. ® Als potentieller weiterer Ligand wurden
54 uM 1-Benzylimidazol dem Protein und Puffer zugesetzt.

3.1.5.Zusammenfassende  Diskussion: NMR-spektroskopische Betrachtung der

thermodynamischen Stabilitat von SlyD*

Eine detaillierte hoch aufgeldste Analyse der harnstoffinduzierten Entfaltung durch Aufnahme
von 2D 'H/®N-Korrelationsspektren gab Auskunft tber einen nahezu simultan verlaufenden
Entfaltungsprozess. Alle ausgewerteten Aminosédurereste des nativen Zustandes zeigten
ahnlich hohe Kooperativitatswerte und Ubergangsmittelpunkte um 2,2 M Harnstoff. Die
Reste des entfalteten Zustandes dagegen zeigten Ubergangsmittelpunkte um 2,6 M Harnstoff,
weshalb die Existenz eines intermedidren Faltungszustandes vermutet wurde. Allerdings
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traten weder in den 2D Spektren zusatzliche intermediére Signale auf, noch zeigten H/D-
Austauschexperimente in Gegenwart von Harnstoff Hinweise auf einen intermedidren
Zustand. Die steil abfallende Signalintensitat der Kreuzsignale der IF-Domaéne in den 2D
Spektren der harnstoffinduzierten Entfaltung und die fehlende Ausbildung einer nativen
Basislinie deuten auf Unterschiede in der FKBP- und IF-Doméne im nativen Grundzustand
hin. Dies wird durch die sehr niedrigen Schutzfaktoren fiir die IF-Doméne aus den H/D-
Austauschexperimenten unterstutzt. Die trotz ausgepragter Sekundarstrukturen in der IF-
Doméne (Abb. 1-7) sehr niedrigen Schutzfaktoren werden durch eine hohe intrinsische
Faltungsdynamik innerhalb der IF-Doméne begriindet. Die offene, austauschkompetente
Form wird innerhalb von 2-80ms (Abb. 3-15) erreicht. Es besteht ein schnelles
Gleichgewicht zwischen der nativen und entfalteten Konformation. Durch die Einbindung der
IF-Doméne (guest domain, Zoldak et al., 2009) in die flap-Region der FKBP-Domane (host
domain, Zoldak et al., 2009) wird sie trotz ihrer hohen intrinsischen Faltungsdynamik
stabilisiert und hat einen starken Einfluss auf den Faltungs- und Entfaltungsprozess des
gesamten Proteins SlyD*.

Der Entfaltungsprozess von SlyD* im Gleichgewicht erscheint als
Zweizustandsmechanismus. Sowohl die fluoreszenzdetektierten Entfaltungsiibergange als
auch die Uber NMR-Spektroskopie verfolgte Entfaltung zeigen anndhernd die gleichen
Stabilitatsparameter mit AGy(H.0) ~ 18,4 kd/mol und meq ~ 7,0 kJ/(M-mol). Die Présenz der
IF-Doméne bedeutet fur SlyD* verglichen mit der isolierten FKBP-Domane (SlyD*-AlF,
AGy(H20) ~ 13,9 kd/mol und meq ~ 4,7 kJ/(M-mol)) einen enormen Stabilitdtsgewinn und
eine stark erhéhte Kooperativitat. Dies begrindet auch die konzertierte Entfaltung beider
Doménen. SlyD* entfaltet als eine kooperative Faltungseinheit, in der keine der beiden
Doménen lokal entfaltet vorliegen kann, wenn die jeweils andere gefaltet ist. Mit Hilfe der
native state hydrogen exchange-Theorie konnte zusétzlich gezeigt werden, dass die FKBP als
Einheit mit der IF-Doméne entfaltet, da keine teilweise gefalteten Zwischenzustdnde oder
Faltungsuntereinheiten nachgewiesen werden konnten.

In Gegenwart von Ni®" tritt eine erhebliche thermodynamische Stabilisierung von SlyD(1-
155) ein. Uber den Vergleich mit der Kristallstruktur von TtSlyD (Loéw et al., 2009) konnte
die Bindestelle des Metallions lokalisiert werden. Sie befindet sich in der letzten a-Helix
(a3) der FKBP-Doméne in einem Histidin-Motiv: His149-Gly150-His151-Val152-His153 in
E.c.SlyD bzw. His145-Gly146-His147-Alal48-His149 in TtSlyD. Diese letzte a-Helix ist
einzigartig unter den FK506-bindenden Proteinen und kommt nur in den zu SlyD homologen
FKBPs vor. Sie stellt somit nicht nur ein neues strukturelles, sondern auch ein neues
funktionelles Element dar.
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Es konnte ferner mit Hilfe von isothermaler Titcatskalorimetrie gezeigt werden, dass die
Bindung von zweifach positiv geladenen Metalliomécht auf Nf* beschrankt ist, jedoch fiir
Ni?* die héchste Affinitat aufweist. Fir das in SlyDslndene C3 wurde dariiber hinaus
paramagnetisches Verhalten festgestellt. Darauf baagind sollten Studien mit
paramagnetischer NMR-Spektroskopie mdglich seirdusch die hohe Dynamik der FKBP-
und IF-Domaéne relativ zueinander detaillierter elkégrisiert werden kbnnte.

3.2. Chaperonaktivitat von SlyD*

3.2.1Lokalisierung der primaren Bindestellen in SlyD* durch Analyse von NMR-

Titrationen

Die NMR-Spektroskopie ist bestens dafiir geeignetchaschwache Bindeereignisse zu
studieren, da die chemische Verschiebung der eieameKreuzsignale sehr empfindlich auf
Veranderungen der unmittelbaren Umgebung der jeyeeilAmidprotonen reagiert und somit
trotz der hohen fur die NMR-Spektroskopie benétigkonzentrationen Wechselwirkungen
zwischen zwei Bindungspartnern anzeigen kann. Diap€ronaktivitdt von SlyD* wurde in

Gegenwart verschiedener Proteine und Peptide wctgtsEs wurden hauptsachlich 2D
'H/"N-FHSQC-Spektren  von ®N-markiertem SlyD* nach jedem Titrationsschritt
aufgezeichnet und die Veranderung der chemischeackiebung der SlyD*-Kreuzsignale
analysiert.

3.2.1.1. Entfaltete Proteine als Chaperonsubstrate

Gefaltete Proteinsubstrate wie native RNase T1 G#B85N) in 50 mM NgHPO,, 100 mM
NaCl, pH 7.5 bei 25 °C zeigten keine Bindung anD8lyAnhang, Abb. 8-6). Als weitere
Substrate wurden permanent entfaltete Proteineediezierte und carboxymethylierte RNase
T1 (S54G/P55N) (RCM-T1) und RCM-Lactalbumin (RCM-a-La) verwendet (2.4.1). Die
genauen Titrationsbedingungen sind in Tab. 2-4 .42.hinterlegt. Bei den gewahlten
Pufferbedingungen liegen beide Proteine permanetfaleet vor. Abb. 3-22 zeigt eine
Uberlagerung von FHSQC-Spektren, die an ausgewdRlkten der Titration mit RCM-

La aufgezeichnet wurden. Ein Grof3teil der Kreuzaigrvon SlyD* blieb durch Zugabe von
RCM-a-La unbeeinflusst (A30, V21, A148, E146, A67; Al22). Bei einigen Signalen
konnte jedoch eine signifikante Veranderung demubkehen Verschiebung mit steigender
Zugabe des Substrates beobachtet werden (All1ll, 91; Abb. 3-22). Dieser
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kontinuierliche Verlauf der Verschiebung und dieigh bleibend scharfen Signale deuten auf
einen schnellen Austausch relativ zur NMR-Zeitskalaschen beiden Partnern hin. Einige
wenige Kreuzsignale zeigten jedoch eine starke ebwerbreiterung bis hin  zum
Detektionslimit (V76, F84, E108; Abb. 3-22). Digsaveiligen Amidprotonen scheinen direkt
an der Komplexbildung beteiligt zu sein. Neben dieekten Bindung an das Substrat kann
die Veranderung der Verschiebung auch durch Kordtionsanderungen, induziert durch
Substratbindung, hervorgerufen werden.
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Abb. 3-22 NMR-Titration von *°N-SlyD* mit RCM- a-La. A Ausschnitt aus den FHSQC-Spektren von 1 mM
5N-SlyD* zu verschiedenen Titrationsschritten mi®3mM RCMa-La in 50 mM NaHPQO,, 100 mM NacCl,
10 % DO, pH 7.5 bei 25 °C. Die entsprechende Zuordnumigei Kreuzsignale ist angezeigt, ebenso die
Richtung der Veranderung der chemischen Verschigbionzentrationsverhaltnisse SlyD*/RCéiLa: 1:0
(schwarz), 1:0,29 (grun), 1:0,74 (blau) und 1:1(28%). B Auftragung der maximalen chemischen Verschiebung
aller Kreuzsignale gegen die Aminosauresequenz \RIgD*. Die cut-offGrenze fur spezifische
Wechselwirkungen bei 0,06 ppm ist eingezeichnee Rechtecke stellen die Sekundérstrukturelemente da
ausgefillite Rechtecke stehen fiFaltblatter, offene flia-Helices.

In Abb. 3-22B ist die maximale Verdnderung der cisetren Verschiebung aller
Amidprotonen aufgetragen. Bei Verschiebungen gréer0,06 ppm handelt es sich um
spezifische Wechselwirkungen und davon betroffen@dfsrotonen sind in Abb. 3-23A auf
der Struktur von SlyD* abgebildet. HauptsachlichdsiAminosauren in der IF-Doméne an
einer Bindung des Substrates R@M-a involviert. Nur vereinzelt zeigen zwei bis dReste
hauptséachlich in Schleifenbereichen in der FKBP-Boesignifikante Veranderungen in der
chemischen Verschiebung, woflr vermutlich Konformaumwandlungen verantwortlich
sind.

Als zweites permanent entfaltetes Protein wurde ROMzu SlyD* titriert und in analoger
Weise die primaren Bindestellen lokalisiert. Die@afischen Veranderungen der chemischen
Verschiebung der Kreuzsignale in den einzelnen FE&iSQektren von™N-SlyD* durch
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Zugabe von RCM-T1 stimmen grol3tenteils mit den Bnggsen aus der Titration mit RCM-
o-La Uberein. In Abb. 3-23B wird deshalb als Zusamfagsung nur an Hand der Struktur
von SlyD* gezeigt, welche Aminosaurereste an eilechselwirkung mit RCM-T1 beteiligt
sind. Ein Vergleich der primaren Bindestellen vo€NRa-La und RCM-T1 an SlyD*
verdeutlicht, dass permanent entfaltete Proteineramgig mit der Chaperondomane
interagieren. Eine Auflistung der beteiligten Amsé@oirereste zeigt, dass sie der hydrophoben
Oberflache der IF-Domé&ne angehoren sowie einzehegativ geladenen Bereichen: V76,
F84, G86, D88, Q91, R95, F96, A98, E99, V107, EHIRI6 und G121.

Abb. 3-23 NMR-Titration mit entfalteten Proteinsubstraten. Amidprotonen, deren Veranderungen in der

Verschiebungz 0,06 ppm ist, sind auf der Struktur von SlyD* albiipet. Die Farbkodierung deutet auf die
funktionell unterschiedlichen Domé&nen hin (rot: @éeondoméane, blau: FKBP-Doméane, schwarz: nicht

zugeordnete Reste oder Prolin&)Titration mit RCM#a-La. B Titration mit RCM-T1.

Aus der Auftragung der Verdnderung der chemischensdhiebung gegen die steigende
Substratkonzentration kdnnen die Dissoziationskorieh der gebildeten SlyD*-Substrat-
Komplexe sowie die Stochiometrien der Komplexe ibest werden. Fir RCMx-La sind die
jeweiligen Auftragungen fur die Aminosaurereste \Urgl D24 in Abb. 3-24 dargestellt. Die
Stochiometrie von zwei kann direkt aus der erstarftrAgung abgelesen werden. Die
entfaltete Proteinkette von RCNH.a wird durch zwei SlyD*-Molekile gebunden. Die
ermittelten Dissoziationskonstanten der beteiligfaninoséurereste betragen zwischen 50
und 200uM. Da fur die NMR-Messungen weit héhere Konzentra¢éin an Enzym und
Substrat eingesetzt werden mussten, liefern dieseimgefahrekp-Werte. Die Bestimmung
des Aquivalenzpunktes mit 0,5 war eindeutig mdglich

Aus FRET-Messungen mit RChei-La und AEDANS-markiertem SlyD* konnte die wahre
Dissoziationskonstante von &1 ermittelt werden (Weiningeet al, 2009). Diese weicht
bis zu zwei GrélRenordnungen von denen ab, welcler die NMR-Titration ermittelt
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wurden. Da aus der Stdchiometrie eine Beteiliguog ewei SlyD*-Molekilen an der
Bindung der entfalteten RCM-La-Kette abgeleitet werden konnte, ist moglicheseeauch
ein zweistufiger Bindungsmechanismus mit sehr soteedlichen Affinitaten denkbar. Das
affine, aus FRET-Messungen ermittelte Bindungseisigdnnte die Bindung des ersten
SlyD*-Molekiils an die entfaltete RCM-La-Kette beschreiben, wirde aber in der NMR-
Messung vielleicht durch die schwéachere Bindung zlgsiten SlyD*-Molekuls Uberlagert
werden. Falls zwei aufeinander folgende Bindunggeigse vorliegen wirden, so konnte
jedes fur sich im jeweiligen Konzentrationsberemit einem einfachen Bindungsmodell
beschrieben werden.
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Abb. 3-24 Titrationskurven von N-SlyD* mit RCM-a-La. A Dargestellt ist die Abhangigkeit der
Veranderung der chemischen Verschiebung vom Korattanisverhaltnis RCMx-La zu SlyD* fir die beiden
Amidprotonen von V76 und D24. Aus der linearen Asgamg wird die Gleichgewichtsbindungskurve erhalten
Der Aquivalenzpunkt ist bei ca. 0,5 und zeigt eirfeB-Komplex an.B Abhangigkeit der Veranderung der
chemischen Verschiebung von der Substratkonzemtr&CM-a-La. Die durchgezogenen Linien repréasentieren
die Anpassung der Daten an ein einfaches Bindundsihd®ie Dissoziationskonstante und die Stochioimet

betragen jeweils 68 +fM und n=2,1+0,1 fir V76 bzw. 199+ {dM und n=2,0+ 0,1 fir D24. Die
Bedeutung der Bindungsparameter wird im Text diskut

Bei der NMR-Titration von SlyD* mit RCM-T1 bildetsich ein 1:1-Komplex heraus. Die
entsprechenden Kurven sind in Abb. 8-8 (Anhangyelstellt. Im Gegensatz zur Titration mit
RCM-a-La wird bei RCM-T1 das Plateau der Bindungskunahterreicht. Auch hier ist die
Bestimmung der exakten Dissoziationskonstante aars NMR-Messung auf Grund der
eingesetzten hohen Konzentrationen nicht moglichis Aluoreszenztitrationsmessungen
konnte die Dissoziationskonstante mit gM bestimmt werden (Anhang, Abb. 8-8). Bei der
Komplexbildung mit beiden entfalteten Proteinsuditetn sind auf Seiten von SlyD* die
gleichen in der IF-Domane befindlichen Aminosauserebeteiligt. Das spricht daflr, dass
SlyD* mit verschiedenen entfalteten Proteinketterh @&mnlicher Affinitdt und in gleichen
Binderegionen interagiert.
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3.2.1.2. Peptide als Chaperonsubstrate

Neben den Wechselwirkungen mit entfalteten Protdiek sollte auch das
Bindungsverhalten von SlyD* an kurze Peptide untehs werden. Kdirzlich wurde
herausgefunden, dass SlyD beim Transport von egéfalt Proteinen, bei denen zwei
aufeinander folgende Arginine in einer spezifisclgnalsequenz vorhanden sind, Uber das
Tat-(twin-arginine-translocop Transportsystem beteiligt ist (Graubmral, 2007).

Es wurden drei synthetisierte Peptide aus der igatafpeptidsequenz von HiPIP sowie das
Volllangenprotein HiPIPHigh Potential ron-Sulfur_Rotein) (Graubneret al, 2007) auf ihr
Bindungsverhalten mit SlyD* Uberprift. Das erstgtiRE umfasst den hydrophilen Bereich
des Signalpeptids und enthalt dagin-arginine Motiv (Abb. 1-8, Kapitel 1.5) mit der
Sequenz SDKPISKSRPAVK. Es wird im Folgenden als VRR-Peptid abgekiiizas zweite
(abgekirzt als RR-Peptid) und dritte Peptid (abgakials KK-Peptid) umfassen die
hydrophobe Region in dem Bereich SB&R/KVMLGTAAA. Sie sind in ihrer Sequenz
identisch, bis auf daswin-arginine Motiv, welches beim KK-Peptid gegen zwei Lysine
ausgetauscht wurde, wodurch bekanntermalRen einsfgoen Gber den Tat-Transporter
unterbunden wird (Stanlest al, 2000).

Analog zur NMR-Titration mit entfalteten Proteinerurden *H/*°N-FHSQC-Spektren von
15N-SlyD* bei verschiedenen Punkten der Peptidzugakfgezeichnet und entsprechend der
Veranderung der chemischen Verschiebung der Krgnats von*>N-SlyD* analysiert. Bei
der Titration mit dem hydrophilen VRR-Peptid komnteeine signifikanten Verschiebungen
der Kreuzsignale beobachtet werden, demzufolgeebimids hydrophile Peptid nicht an
SlyD*. Die beiden hydrophoben Peptide (RR- und Képfd) sowie das Volllangen-HiPIP
verursachen Veradnderungen bei den chemischen \ebscigen der Kreuzsignale. Sie
verhalten sich dabei in ahnlicher Weise wie diefadteten Proteinketten RCM-La und
RCM-T1. Eine Zusammenfassung der veranderten clobems Verschiebungen von
Kreuzsignalen ist in Abb. 3-25 beispielhaft fir da&-Peptid gegeben. Die abgebildete
Struktur von SlyD* reprasentiert die Bindestellém €lie hydrophoben Peptide, welche sich
ausschlieflich in der IF-Doméne befinden.
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Abb. 3-25 NMR-Titration von **N-SlyD mit dem RR-Peptid. A Auftragung der maximalen chemischen
Verschiebung aller Kreuzsignale gegen die Aminosduresequenz von SlyD* bei der Titration mit dem RR-Peptid.
Die cut-off-Grenze fiir spezifische Wechselwirkungen bei 0,06 ppm ist eingezeichnet. Veranderungen > 0,02 ppm
wurden der Einfachheit halber weggelassen. Die ausgeflllten und offenen Rechtecke symbolisieren die
Sekundérstrukturelemente pB-Faltblatt bzw. a-Helix. B Amidprotonen, deren Verdnderungen in der Verschiebung
> 0,06 ppm ist, sind rot auf der Struktur von SlyD* abgebildet. (schwarz: nicht zugeordnete Reste oder Proline).
Die Titration wurde in 50 mM Na,HPQO,, 100 mM NaCl, 10 % D,0, pH 7.5 bei 25 °C durchgefiihrt.

In Abb. 3-26 ist die Gleichgewichtsbindungskurve zur Bestimmung des Aquivalenzpunktes
stellvertretend flr das RR-Peptid aufgefiihrt. Beide Peptide bildeten einen 1:1-Komplex mit
SlyD*. Wie bereits bei den NMR-Titrationen mit entfalteten Proteinsubstraten erwahnt,
konnten aus den Bindungsisothermen auf Grund der verwendeten hohen Protein- und
Peptidkonzentrationen keine Dissoziationskonstanten bestimmt werden.
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Abb. 3-26 Titrationskurven von *N-SlyD* mit dem RR-Peptid. A Dargestellt ist die Abhangigkeit der
Verénderung der chemischen Verschiebung vom Konzentrationsverhéltnis RR-Peptid zu SlyD* fir die beiden
Amidprotonen von V76 und A98. Aus der linearen Anpassung wird die Gleichgewichtsbindungskurve erhalten.
Der Aquivalenzpunkt ist bei ca. 1. B Abhéngigkeit der Veranderung der chemischen Verschiebung von der
Substratkonzentration des RR-Peptids. Die durchgezogenen Linien haben keinerlei physikalische Bedeutung und
dienen nur der einfacheren Betrachtung.

98



Ergebnisse und Diskussion

Um eine Vorstellung von der Bindungsstarke von Heptiden an SlyD* zu bekommen,
wurde eine weitere Variante eines Tat-Signalpeptifleat27), welches in der naturlichen
Sequenz ein Tryptophan aufweist, einer mittels fsmpenz detektierten Bindungsstudie
unterworfen. Dieses synthetisierte Peptid stammatdau Tat-Signalpeptidsequenz von CueO,
einer Kupfer-Oxidase aus dem Cytosol vda. coli (Grass et al, 2001). Die
Dissoziationskonstante wurde zu @4 + 0,1uM bestimmt (Anhang, Abb. 8-7) und ist
vergleichbar mit denkp-Wert eines Komplexes aus dem thermophilen Homolaga SlyD
(TtSlyD) mit diesem Tat27-Peptid, welcher ebenf@l|SuM + 0,2uM betrug (Léwet al,
2009).

3.2.2Beobachtung der Chaperonfunktion von SlyD* wahrendder Insulinaggregation

Standardtests auf Chaperonaktivitat untersucheregggende Substratproteine dahingehend,
wie stark die Aggregation in Anwesenheit eines @naps vermindert oder sogar unterdriickt
werden kann. Einige dieser Standardsubstrate sBdCitratsynthase (Buchnet al, 1998),
Luciferase (Frydmaret al, 1996), Rhodanese (Minarat al, 1996) und Insulin (Haslbeai

al., 1999). Insulin bzw. der aggregierende Anteil, Bi&ette, ist mit 30 Aminosauren das mit
Abstand kleinste Substrat und daher fir Untersugbnrder Chaperonaktivitat der isolierten
kleinen IF-Doméane, aber auch fir NMR-Untersuchungestens geeignet (2.5.9).

3.2.2.1. Streulichtmessungen zur Detektion der Insulinaggregtion

Durch Zugabe von Dithiothreitol (DTT) werden diesDifidbriicken, die beide Insulinketten
zusammenhalten, reduziert und wahrend die A-Kettedsung bleibt, fangt die B-Kette mit
einer kurzen Verzégerungsphase an zu aggregietiese Aggregation konnte durch einen
Anstieg in der Lichtstreuung im Verlauf der Zeitrigdgt werden. Bei Zugabe steigender
Konzentrationen an SlyD* als Chaperon konnte eiaduRtion der Lichtstreuung beobachtet
werden, weil die Interaktion mit SlyD* die B-Ketw®r der Aggregation schitzt.

Da bereits vermutet wurde, dass die Chaperonaitiwbn SlyD* auf die IF-Domane
beschrankt ist (3.2.1) (Knappet al, 2007), wurden auch die isolierten funktionellen
Domanen auf ihre Chaperonaktivitat hin untersubb. 3-27 zeigt die Streulichtmessungen
von aggregierender Insulinkette B in Anwesenheit Volllangen-SlyD*, SlyD*AIF und der
isolierten E.c.dF-Doméne. Schon geringste Mengen an Volllangenanzyreichen eine
Verringerung der Aggregation, und bei einem Konzgiansverhaltnis von 2:1 Insulin/SlyD*
wird die Aggregation klar vermindert. Die isolief@&BP-Doméne (SlyD*AIF) war nicht in
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der Lage, die Aggregation von Insulin zu unterdriicken. Um die Aktivitéat der isolierten IF-
Domaéne untersuchen zu konnen, musste dem Reaktionsansatz 0,5M (NH,).SO, zur
strukturellen Stabilisierung der IF-Domane zugesetzt werden. Aus NMR-Messungen konnte
abgeschétzt werden, dass in Anwesenheit von 0,5 M (NH,;),SO, die IF-Domane zu ca. 30 %
strukturiert vorliegt (Anhang, Abb. 8-9). Das wirde auch die verringerte Aktivitat der
isolierten IF-Domane erkléren, die in deutlich htheren Mengen eingesetzt werden musste, um
eine klare Verringerung der Aggregation detektieren zu kénnen. Nichtsdestotrotz konnte fir
die stabilisierte isolierte IF-Domane ihre Funktion als Chaperon nachgewiesen werden.
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Abb. 3-27 Insulin-Test auf Chaperonaktivitat. Streulichtmessungen zur Aggregation von 45 uM Insulin in
50 mM Na,HPQ,4, 0,5 M (NH,),SO,, pH 7.5 bei 25 °C in Anwesenheit von SlyD* (A), der isolierten E.c.-IF-
Doméne (B) und SlyD*-AlF (C). Durch Zugabe von 10 mM DTT wurde die Reaktion gestartet und der zeitliche
Verlauf bei 400 nm beobachtet. Die verwendeten Konzentrationsverhéltnisse SlyD*(-Variante) : Insulin sind
aufgefiihrt. Graue Dreiecke bezeichnen den Aggregationsverlauf von Insulin ohne Chaperonzusétze.

3.2.2.2. Eindimensionale Echtzeitkinetik zur Beobachtung des Aggregationsverhaltens

von Insulin in Gegenwart von SlyD*

Eine weitere Mdglichkeit, die Insulinaggregation und deren Unterdriickung zu beobachten,
bietet die NMR-Spektroskopie. In Folge aufgenommene Protonenspektren zeigen in hoher
zeitlicher Aufldsung Veranderungen in Proteinen an. In Analogie zu den Streulichtmessungen
wurde die Aggregation von Insulin durch Zugabe von DTT in einem NMR-R06hrchen
gestartet und Udber 90 Minuten mit Hilfe von Protonenspektren verfolgt. In einer
Vergleichsmessung, als dem Reaktionsansatz kein Chaperon zugesetzt wurde, setzte die
Aggregation auf Grund der im Vergleich zu den Streulichtmessungen eingesetzten héheren
Konzentrationen an Insulin unmittelbar nach der experimentellen Totzeit von sieben Minuten
ein. Die stark verrauschten Spektren deuten darauf hin, dass kaum noch lésliches Protein
vorhanden ist (Anhang, Abb. 8-10). Das betrifft sowohl A- als auch B-Kette von Insulin.

In einem zweiten Ansatz sollte das Aggregationsverhalten von Insulin in Anwesenheit des
Chaperons SlyD* analysiert werden. Da in Protonenspektren auch die Protonen von SlyD*
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sichtbar sind, wurdé®N-markiertes SlyD* eingesetzt. Durch eiPN-Filterelement in der
Pulssequenz des Protonenspektrums konnen die Sigrmad °N-gebundenen Protonen
selektiv unterdriickt werden (2.7.1.). Ubrig bleibenur die Signale von Insulin im
ausgewahlten Amidprotonenbereich von 8,5 bis 8 ppmAbb. 3-28 ist der erwahnte
spektrale Bereich dargestellt. Im Vergleich zuratakysierten Reaktion waren deutlich mehr
Signale mit hohem Signal/Rausch-Verhéltnis anatisie Das in der Losung befindliche
SlyD* konnte die Aggregation wirkungsvoll unterdkén. Es sind sowohl Signale der
|6slichen Insulinkette A, als auch Signale der &DS gebundenen Kette B zu sehen. Die
Resonanzen bei 8,4 ppm, 8,0 ppm und 7,9 ppm waratem Spektren der unkatalysierten
Reaktion nicht vorhanden und stammen wohl von de&lgD* gebundenen Kette B.

Zeit in min
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Abb. 3-28 Folge von 1D'H-Spektren von 450uM Insulin in Anwesenheit von 900uM *°N-SlyD*. Die
Reaktion wurde in in 50 mM NEPQ,, 100m M NaCl, 10 % BD, pH 7.5 bei 25 °C durch Zugabe von 10 mM
DTT (Endkonzentration) gestartet. Die Signale voM-SlyD* wurden durch eine®®N-Filter unterdriickt. Zu
sehen ist der Tieffeldbereich mit einigen sehr gufgeldsten Signalen von Amidprotonen von Insuldie
zeitliche Auflosung pro Spektrum betrug 2 min 52ia,zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhélgigse
aufeinander folgende Spektren gemittelt wurden.

3.2.2.3. Zweidimensionale Echtzeitkinetik zur Beobachtung dg Aggregationsverhaltens

von Insulin in Gegenwart von SlyD*

Die Analyse der 1D Protonenspektren brachte Inftionan Gber die durch SlyD* in Losung
gehaltene Insulinkette B. Dabei wurden die Sigmse*N-markierten SlyD*s unterdriickt.
Wenn im Gegensatz dazu thi/*>N-FHSQC-Spektren spezifisch d&¥\-markierte SlyD*
detektiert wird, kbnnen Aussagen getroffen werdegiche Aminosaurereste auf Seiten von
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SlyD* mit Insulin interagieren. Dabei wird analogi zlen NMR-Titrationen beobachtet,
welche Kreuzsignale ihre chemische Verschiebunghddre Substratbindung verandern. Im
Unterschied zur Titration wird bei der Unterdrtciuer Insulinaggregation zeitaufgelost die
Bindung der intrinsisch freigesetzten Insulinkets@nSlyD* beobachtet.
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Abb. 3-29 Aggregation von 45Q@M Insulin in Gegenwart von 900uM SlyD*. Die Reaktion wurde in 50 mM
NaHPQ,, 100m M NaCl, 10 % BD, pH 7.5 bei 25 °C durch Zugabe von 10 mM DTT (Entzentration)
gestartet und mittels zeitaufgeléster NMR-Spekipik (1D *H-Spektren bzw. 20H/*N-FHSQC-Spektren)
(A) oder LichtstreuungsmessungeB) (verfolgt. A Der zeitliche Verlauf der Veranderung der chemésch
Verschiebung ist fir die SlyD*-Amidprotonen von 38112 und G121 sowie fur das zwischen 8,35 und
8,44 ppm integrierte Signal von Insulin aus démSpektren dargestelltB Wahrend der 30-miniitigen
Verzogerungsphase der Aggregation erfolgt beraisvolistandige Bindung von Insulin an SlyD* (NMR-
Bedingungen: 90QM SlyD*). C Die mit der Insulinkette B wechselwirkenden Amidigneen sind auf der
Struktur von SlyD* abgebildet. Die Farbkodierungrdeutlicht nur die zwei funktionell unterschiedi@h
Domanen (rot: IF-Doméne, blau: FKBP-Doméne, schwaicht zugeordnete Reste und Proline).

Nach Start der Reaktion durch DTT wurden 15 kur##S®C-Spektren (5 min) vofN-

SlyD* aufgezeichnet. Durch die Bindung der aggriegestanfalligen Insulinkette B an SlyD*
verschieben sich die Kreuzsignale der betroffenanidfgrotonen des Chaperons. Der
Grol3teil dieser Veranderungen betrifft die Aminoséeste in der IF-Domane (Abb. 3-29)
und zeigt somit die gleichen Reste, die schon in @deichgewichtstitrationen gefunden
wurden. Der zeitliche Verlauf der Veranderung dérernischen Verschiebung einiger
Kreuzsignale ist in Abb. 3-29A wiedergegeben. Derape zeitliche Verlauf konnte auch fir
die Insulinsignale aus deliN-gefilterten 1D Echtzeitkinetiken beobachtet werdBieser
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Zeitverlauf, der in beiden Echtzeitexperimenten aufgedeckt wurde, entspricht der
intrinsischen Freisetzung der Insulinketten durch Reduktion der Disulfidbriicken mit DTT und
wurde schon in friiheren Studien zur Reduktion von Insulin diskutiert (Holmgren, 1979).

Mit Hilfe der unterschiedlichen verwendeten Detektionsmethoden kann der Prozess der durch
SlyD* vermittelten Unterdriickung der Aggregation von Insulin unter verschiedenen
Gesichtspunkten analysiert werden. Die Bindungsstellen von SlyD* fir die freigesetzte
Insulinkette B wurden iber die zeitaufgelost aufgezeichneten 2D FHSQC-Spektren von *°N-
SlyD* bestimmt. Sie befinden sich hauptsachlich in der IF-Doméne. Die 1D **N-gefilterten
Protonenspektren gaben Aufschluss dartber, wie sich die freigesetzten Insulinketten in
Gegenwart von SlyD* verhalten. Gut aufgeldste Resonanzen der Insulinketten belegen, dass
sie effektiv in LOsung gehalten werden konnen, ohne dass Aggregate auftreten. Die unter
analogen experimentellen Bedingungen durchgefiihrten Lichtstreuungsmessungen zeigen
ebenfalls, dass keine Aggregation stattfindet. Die entsprechende Kurve in Abb. 3-29B bei
900 uM SlyD* bleibt tber 30 Minuten konstant bei einer Intensitat von Null, wéhrend in
Abwesenheit von SlyD* (graue Dreiecke, Abb. 3-29B) ein starker Anstieg der Lichtstreuung
die Aggregation von Insulin anzeigt. Der Vergleich der Zeitverlaufe aus den NMR-
Experimenten, die eine eindeutige Wechselwirkung von SlyD* mit Insulin bezeugen, mit dem
entsprechenden Kurvenverlauf fiir die unterdriickte Lichtstreuung bei 900 uM SlyD*
verdeutlicht, dass die Bindung der aggregationsanfalligen Insulinkette B an SlyD* bereits
wahrend der langen Verzogerungsphase eingesetzt hat. Wéhrend dieser Phase erfolgt die
Bindung an SlyD* in dem MaRe, wie die Freisetzung der Insulinkette B stattfindet. Das flhrt
zu der beobachteten Verlangerung der Verzégerungsphase um 30 Minuten (Abb. 3-29B) und
der starken Unterdriickung der Aggregation.

3.2.3.Zusammenfassende Diskussion: Lokalisierung der Bindestellen in SlyD* und
Charakterisierung der Chaperonaktivitat

Chaperone unterdriicken die Aggregation von Proteinen, indem sie an freie hydrophobe
Bereiche von entfalteten oder teilweise gefalteten Proteinen bzw. Peptiden binden. SlyD
wurde als hoch effizientes Chaperon klassifiziert und wird daher auch als Fusionsmodul fur
aggregationsanfallige Proteine eingesetzt, um eben solche permanent in Ldsung und
demzufolge funktionsfahig zu halten (Scholz et al., 2005; Scholz et al., 2006; Scholz et al.,
2008). Diese Eigenschaft wurde von Roche Diagnostics (Penzberg) ausgenutzt, um einen
serologischen Test gegen HIV aufzubauen, der bereits auf dem Markt eingefiihrt wurde
(Scholz et al., 2005). Durch Deletionsmutationsanalysen wurde herausgefunden, dass die
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isolierte FKBP-Domane von SlyD* nicht mehr als Chiagm aktiv war und die Vermutung
geaullert, dass die Chaperonfunktion auf die IF-Deniieschrankt sei (Suzuét al, 2003;
Scholzet al, 2006; Knappet al, 2007).

Um in dieser Arbeit nun einen ortsaufgelosten HicHriber die Chaperonfunktion von
SlyD* zu erhalten, wurden verschiedene NMR-Titraén von *N-markiertem SlyD*
durchgefuhrt. Fur die Bindungsstudien sind entfaltroteine und Peptide eingesetzt worden.
Mit Hilfe der NMR-Titrationen konnten die Beitragénzelner Aminosaurereste in SlyD* zur
Bindung von Substratmolekllen charakterisiert werdBabei treten Wechselwirkungen
vorrangig immer mit der IF-Domane auf, insbesondait den hydrophoben und negativ
geladenen Seitenketten V76, F84, G86, D88, Q91, R96, A98, E99, V107, E108, H116
und G121. SlyD* zeigt keinerlei Praferenzen gegenidinem bestimmten entfalteten oder
teilweise gefalteten Substrat und ist als Chaperaohl universell einsetzbar.
Wechselwirkungen mit gefalteten Proteinen werderegal nicht beobachtet.

Fur SlyD* konnte in dieser Arbeit eine eindeutigeoZdnung der Chaperonfunktion auf die
IF-Domane gezeigt werden, welche fur das archealmolboge MtFKBP17 bis dato nur
angenommen werden konnte (Suzekal, 2003). Die Besonderheit der IF-Domane in SlyD*
liegt in ihrer hohen intrinsischen Faltungsdynamidurch das schnelle konformationelle
Gleichgewicht zwischen nativem und entfaltetem Zuodt kann sie sich verschiedenen
teilweise gefalteten oder entfalteten Substratpreteanpassen, wodurch eine sehr schnelle
und feste Bindung gewahrleistet wird (siehe Absittiil; Zoldaket al, 2009).

Eine spezifischan vivo Funktion fir die Chaperonaktivitdt konnte bis fetroch nicht
eindeutig gezeigt werden. Es ist jedoch bekanrgs diée spezifische Bindung von SlyD an
HypB wahrend des Ki-Transportes zum Aufbau des Metallzentrums der Agosgenase in

E. coli auf der Wechselwirkung der Chaperondomane von SWDHypB beruht (Leaclet

al., 2007). Ebenso wurde eine Beteiligung SlyDs amabdiangigen Transport von gefalteten
Proteinen gezeigt (Graubneet al, 2007). Die in dieser Arbeit durchgeflhrten
Bindungsstudien mit Tat-Signalpeptidsequenzen sgtitezen die Vermutung, dass SlyD die
entfalteten, ungeschutzen Tat-Signalpeptide voalgdén Proteinen gegeniber Proteasen im
Zytosol abschirmt.

Hitzeschockversuche bekt. coli BL21 DE3 zeigten einen enormen Anstieg der SlyD-
Konzentration gegentber normalen, stressfreienrgedigen in deE. coliZelle (Hanet al,
2007). Dabei wurde festgestellt, dass SlyD nachHieschockbehandlung die Faltung von
zytosolischen Proteinen unterstitzte und aggregsdiaallige Proteine in Losung hielt. Das
Verhalten von SlyD* gegeniuber aggregationsanfailifeoteinen konnte im Rahmen dieser
Arbeit auf molekularer Ebene wirkungsvoll aufgezeigerden. In einem hochaufgelésten
Echtzeit-NMR-Ansatz wurde die durch das ChaperoyDSlinhibierte Aggregation von
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Insulin charakterisiert. Mit Hilfe der unterschimtiien methodischen Herangehensweisen
konnte einerseits mit Streulichtmessungen beobtardalen, wie die Oligomerisierung der
Insulinkette B voranschreitet, und andererseit® die in Gegenwart von SlyD* |gslichen
Ketten freigesetzt werden und wie diese sich im Klex mit SlyD* verhalten. In dem Mal3e,
wie die aggregationsanfallige Insulinkette B duf2hT freigesetzt wird, erfolgt sofort die
Bindung an SlyD* wodurch die Aggregation unterdktiovird. Dabei sind wieder die
gleichen Aminoséaurereste der IF-Domane beteiligt,als Bindestelle fir Chaperonsubstrate
lokalisiert worden sind.

3.3. Peptidyl-Prolyl-lsomerase- Funktion von SlyD*

3.3.1Bedeutung der Y68WMutation fur den Katalysemechanismus der

Prolylisomerase SlyD*

Der exakte Katalysemechanismus der Prolylisomeusg von FKBPs ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es gibt viele Hypotheseonvlenen die deratalysis by distortioram
plausibelsten erscheint (Harrisoet al, 1990; Fanghanelet al, 2004). Bei diesem
Katalysemechanismus wird vermutet, dass die Augbddler Wasserstoffbriicke vom Prolin-
Carbonylsauerstoff zum Proteinriickgrat der jewerigAminosauren des aktiven Zentrums in
der oberen Bindetasche fur die Polarisierung detiéhd-Prolyl-Bindung sorgt, wodurch der
Doppelbindungscharakter aufgehoben werden wirdedimdRotation um die Bindung zur
cis-Konformation ermoglicht werden kdnnte (Bossatal, 1994).

Spezifische Punktmutationsstudien von FKBP12 im el®fr des aktiven Zentrums
unterstitzen diese These (Bossetr@l, 1994; lkuraet al, 2007). Neben Y26, F36, D37, 156
und F99 spielt dabei Y82 eine entscheidende Rdalledie Aktivitat. Mutationen von Y82
gegen Leucin (Bossareét al, 1994) reduzieren die Aktivitdt auf 10 %, wohingrg
Mutationen gegen Tryptophan die Aktivitat auf daiiache steigern (Ikurat al, 2007).
Das Tyrosin 82 ist unter den FKBP-artigen PPlasechhkonserviert und entspricht dem
Tyrosin 68 in SlyD*. In der NMR-Struktur von SlyD*eigt die Y68-Seitenkette abweichend
von der Position der Tyrosinseitenkette in FKBPha WMtFKBP17 in die hydrophobe Tasche
des aktiven Zentrums und fullt die Substratbindkstast aus (Abb. 1-7, Weininget al,
2009).

In Anlehnung an die Mutationsstudien von Ikura utedwurde das Tyrosin 68 gegen ein
Tryptophan ausgetauscht. Einerseits sollte die tdphman-Mutation auf Grund erhohter
Hydrophobizitat die Aktivitat erhdhen, anderersestis Tryptophan volumindser als Tyrosin
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und konnte die Substratbindetasche weiter blockiefénermische und harnstoffinduzierte
Entfaltungsibergange der Tryptophan-Mutante zeigteime geringfiigig niedrigere
thermodynamische Stabilitdt (thermisctkdHy(H.0) = 244,8 + 1,5 kJ/mol, T, = 41,3 °C;
Harnstoff: AGy(H,0) = 14,1 + 0,7 kd/mol,m= 6,3 £ 0,3 kJ/(mol-M),[D] 1. = 2,2 M), die
Chaperonaktivitat im Insulin-Aggregationstest bligbverandert (Abb. 8-11, Abb. 8-12 im
Anhang).

Deutliche Unterschiede zu SlyD* offenbarten sichder PPlase-Funktion fiir SlyD*-Y68W.
Sowohl im Tetrapeptid-Test als auch bei der Rutkfg von RCM-T1 unter
Hochsalzbedingungen sank die katalytische Effizienz23 % bzw. 13 % ab (Tab. 3-6). Die
allgemein hohere PPlase-Aktivitat von SlyD* gegesriBroteinsubstraten im Vergleich zum
Peptidsubstrat trifft auch fiur die Y68W-Mutante ZbDie Analyse der Michaelis-Menten-
Kinetik in Bezug auf RCM-T1 als Substrat liel3 enken, dass sich die Affinitéat zum Substrat
verbessert. Hohere intrinsische Dynamiken auf denallen NMR-Zeitskala im Bereich um
W68 unterstitzen die Substratbindung (Anhang, Asb3). Die Ursache fur die drastische
Reduktion der Aktivitat ist vielmehr in der sehriggen Wechselzahkg,) zu suchen. Trotz
erhohter Affinitat ist die Substratumsetzung stagkmindert. Vermutlich nimmt die sperrige
Tryptophan-Seitenkette die obere Substratbindetagstdrophilic edge (Ikura et al, 2007)
starker ein, verbessert durch ihre HydrophobizdtétBindungsaffinitat zuntrans-Prolin und
der Vorgadngeraminosdure (idealerweise eine hydtophAminoséure), verhindert aber
gleichzeitig die Ausbildung der Wasserstoffbrickadhngen des Prolin-Carbonylsauerstoffs
zu den Amidprotonen des SlyD*-Proteinrickgrates aktiven Zentrum, wodurch die
katalytische Umsetzung behindert wird.

Tab. 3-6 Katalytische Effizienzen von SlyD* und dely 68W-Mutante fir die PPlase-Funktion im RCM-
T1- und Tetrapeptid-Test.

RCM-T1 Tetrapeptid
SlyD* Y68W FKBP12  SlyD* Y68W  FKBP1Z
kealKy in 1P M7's?  1,33+0,16 0,17+0,01 0015 0,33+0,05 0,088440 0,7
Keatin S* 0,505 + 0,038 0,021 0,002 -
Ky in uM 0,38 £ 0,01 0,27 0,01 - - -

& Daten aus Knappet al, 2007 entnommen.

SlyD* ist eine sehr effiziente PPlase bezogen awotdmhsubstrate (Hottenro#t al, 1997;
Scholz et al, 2006; Knappeet al, 2007). Verglichen mit FKBP12 katalysiert SlyD*edi
trans— cis-Isomerisierung von RCM-T1 um zwei GréRenordnungesser (Knappet al,
2007) (Tab. 3-6). Die Ursache daftr ist in der hoAdfinitat der IF-Doméane zu entfalteten
Proteinketten zu sehen (Absatz 3.2.1.1). KleindiBsybstrate, die direkt ans aktive Zentrum
der FKBP-Domane binden, werden dagegen von SlyD* einen Faktor drei schlechter
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katalysiert. In kombinierten Mutationsstudien wurdee IF-Domane von SlyD* in den
entsprechenden Loop-Bereich von FKBP12 eingefiigt eine Prolylisomerase erschaffen,
welche in katalysierten Proteinfaltungsreaktioneshaktiver ist als SlyD* (Knappet al,
2007). Diese Erkenntnisse legen nahe, dass die HBd@Rane von SlyD* eine geringere
intrinsische  Prolylisomerasefunktion hat, welche erabdurch die Existenz der
Chaperondoméane kompensiert wird.

Erste Hinweise flr die niedrigere intrinsische RBBlAktivitat sind in der NMR-Struktur
aufgedeckt worden, in der die Seitenkette von Tigré8 im Gegensatz zu FKBP12 in das
aktive Zentrum ragt. Die Analyse der katalytiscligfizienz der Y68W-Mutante von SlyD*
bestatigt diese Vermutung. Trotz erhOhter Substrdtimg auf Grund der grof3en
hydrophoben Seitenkette, was sich in einer klemendichaelis-Menten-Konstante
widerspiegelt, ist die katalytische Effizienz umen Faktor zehn geringer. Der Grund liegt in
einem kleinenk.orWert, wonach die Umsetzung des Substrates stanindert wird. Die
Zuganglichkeit zu den Aminosaureresten des kasalytiaktiven Zentrums wird durch die
sperrige Seitenkette herabgesetzt. Im Vergleichnatirlich vorhandenen Seitenkette von
Tyrosin erscheint dieser Effekt durch das Tryptopheerstarkt worden zu sein. Diese
Tatsachen konnten erste mechanistische Hinweisalitirbeobachtete reduzierte PPlase-
Aktivitat sein.

3.3.2Echtzeit-NMR-Untersuchung zur Katalyse der Rickfalung von RNase T1
(S54G/P55N)

Optimierung der Reaktionsbedingungen

Die bisherigen Untersuchungen zur Ruckfaltung voNage T1 (S54G/P55N) fanden
entweder in 10 mM Na-Oxalat, 0,6 M GdmCI bei pH &0 die unkatalysierte Rickfaltung
oder in 50 mM Tris, 0,6 M GdmCI, gR©8.0 fur die Rickfaltung in Anwesenheit von
YSIyD, einer SlyD-homologen PPlase atsrsinia pestisbei 15 °C oder 1 °C statt (Hagn,
2003; Hartung, 2004). Diese Reaktionsbedingungenntem fur die SlyD*-katalysierte
Reaktion nicht verwendet werden, da SlyD* eine shenPPlase-Aktivitat aufweisen wirde
und die katalysierte Rickfaltung unter den Bedimgumzu schnell ablaufen wirde, um eine
mehrdimensionale NMR-spektroskopische Analyse duhslen zu konnen. Zusatzlich
musste noch die pH-Stabilitéat von SlyD* (pl = 4.9%)d die geringere Stabilitdt gegentber
GdmCI berucksichtigt werden (Anhang, Abb. 8-14, ABHLS5). Im Gegensatz 20pSlyD ist
von SlyD* sowohl Zuordnung als auch NMR-Struktukéent, eine der Voraussetzungen,
um NMR-spektroskopisch Bindungsereignisse zu areabs.
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Die NMR-Messungen mit markierter RNase T1 (S54GNP5&ur Detektion des Geschehens
auf Substratebene wurden in 10 mM Bis-Tris, 0,6 Mn&l, pH®©6.0 bei 10 °C in
Anwesenheit von 10 % SlyD* durchgefiihrt. Unter diesBedingungen konnte eine
Beschleunigung der Ruckfaltung um ca. 50 % erreigld@rden, wie an Hand der
fluoreszenzdetektierten  Ruckfaltungskinetiken uneér d1D H-Spektren-analysierten
Ruckfaltungskinetik gezeigt werden konnte (Abb.03s38acked platAbb. 8-16 im Anhang).
Fur die Analyse der RNase-T1-(S54G/P55N)-Bindun’sirSlyD* wurde als Puffer 10 mM
Tris, pH? 7.5 verwendet und bei 20 °C in Abwesenheit von GHgeinessen, da SlyD*
unter den zunéchst verwendeten Bedingungen schlareite entfaltet vorliegt (Abb. 8-14).
Fur die NMR-technisch erwlinschte reduzierte PPAddatat wirkte sich dieser Faktor fur
die ®N-RNase T1 (S54G/P55N)-detektierte katalysiertelRiltting positiv aus.
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Abb. 3-30 Rickfaltungskinetiken von RNase T1 (S54®55N) (schwarz) in Gegenwart von 10 % SlyD*
(rot) in 10 mM Bis-Tris, pH*®"©6.0 bei 10 °C. AFluoreszenzdetektierte Kinetiken von 8@ RNase T1
(S54G/P55N) +/- &M SlyD* mit folgenden Raten fir die langsame Prislyierisierung:
ko = 0,0129 + 0,0001 mih und kg = 0,0198 + 0,0027 mih B Riickfaltungskinetik von 1,9 mM RNase T1
(S54G/P55N) +/- 19pM SlyD* mit 1D *H NMR-Spektren verfolgt. Das isolierte Signal imeffeldbereich
wurde zwischen 9,55 und 9,75 ppm integriert undette folgende Ratenk, = 0,0043 + 0,0001 mih und
ket = 0,0086 + 0,0001 mih  Bei der unkatalysierten Reaktion konnte hier sogdie schnelle
Ruckfaltungsreaktion (Balbaatt al, 1999) aufgelést werden. Der Unterschied zwisathem fluoreszenz- und
NMR-detektierten Raten ist auf die groRe Konzeitnsdifferenz zurtickzufihren.

3.3.2.1. 3D NMR-Spektroskopie zur Zuordnung des kinetischerraltungsintermediates
von RNase T1 (S54G/P55N)

Im Hinblick auf die Analyse der durch SlyD* vernaliten Katalyse der Prolylisomerisierung
wurde die Zuordnung der Rickgratamidprotonen dastischen Faltungsintermediates von
RNase T1 (S54G/P55N) im Komplex mit SlyD* durchdetii Dabei wurden gleichzeitig die

Zuordnung des freien Intermediates sowie die deds/ama Zustandes fur die gewahlten
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Reaktionsbedingungen angepasst. Mit der zusatzlikloerelation in def*C-Ebene eréffnen
sich bessere Moglichkeiten fur eine genauere Zuorgrder RNase T1 (S54G/P55N), bei der
in friheren Arbeiten nur aufH/**N-Korrelationsspektren zuriickgegriffen worden ist
(Balbachet al, 1999; Steegboret al, 2000). Die vollstandigen Zuordnungstabellen smd
Anhang beigefiigt (ohne GdmCI bei 25 °C: Tab. 8-8,0% M GdmCI bei 10 °C: Tab. 8-10).
Dreidimensionale Zuordnungsexperimente wie z.B. HAKCA, welche auf Korrelationen
zwischen den drei NMR-aktiven Kernéhl, *3C und >N zuriickgreifen, benétigen in der
Regel 1-2 Tage Messzeit. Wie aus mit Fluoreszenekderten und mit 1D'H-Spektren
verfolgten RuUckfaltungskinetiken von RNase T1 (SB285N) bekannt ist, betragt die
Lebenszeit des kinetischen Faltungsintermediatesimah funf Stunden (Abb. 3-30). Mit
Hilfe des BEST-Ansatzes war es maoglich, ein HNCApé&xment innerhalb von den
erforderlichen funf Stunden aufzunehmen (Schagtdal, 2006; Lescoget al, 2007) (siehe
auch Kapitel 1.1.2 und 2.7.3). Die Wartezeit zwestlzwei aufeinander folgendestans
konnte dabei auf 100 ms reduziert werden, woduicth die absolute Aufnahmezeit etwa um
den Faktor 10 von 56 Stunden fir ein konventioseli®&CA-Experiment auf finf Stunden
fur das BEST-HNCA verringerte.

Die Riuckfaltung von in 6 M GdmCI entfalteter RNa$& (S54G/P55N) wurde durch
schnelles 10faches Verdiinnen in Riickfaltungspti@rmM Bis-Tris, pH° 6.0, 10 % BO)
auf Eis gestartet. Nach einer Totzeit von drei Mémuwurde ein kurzes 5-Minutéei/*>N-
TROSY-HSQC vom sich schnell bildenden Intermediatganommen, bevor das BEST-
HNCA wahrend der Rickfaltung tber funf Stunden.lisfach vollendeter Rickfaltung
wurden 2D*H/**N-Korrelationsspektren und 3fH/**C/*°N-Korrelationsspektren sowieN-
editierte 'H/*°N-NOESY-(TOCSY)-HSQC-Spektren vom nativen Zustanéhezeichnet. In
einem zweiten Reaktionsansatz wurde in Gegenwant 10 % SlyD* die katalysierte
Ruckfaltung in analoger Vorgehensweise betrachtet.

In den BEST-HNCA-Spektren sind neben den Kreuz$ggmaom Intermediat auch die
Kreuzsignale des nativen Zustandes zu sehen. Dianainterscheiden sich jedoch in ihren
Verschiebungen, so dass sie die Zuordnung desriatBates nicht beeintrachtigen. Fur 16
Amidprotonen wurde kein doppelter Datensatz gefandee symbolisieren den Bereich des
Intermediates, der sich bereits in einer nativ4igheh Umgebung im Molekil befindet. Die
Verknupfung der entsprechenden Streifen ist flrmbgiven Datensatz und fur den jeweiligen
intermediaren Datensatz méglich. In Abb. 3-31 weredafeinander folgendd/**C-Streifen
des kinetischen Faltungsintermediates aus dem BHS$TA gezeigt. Besonders im zentralen
Bereich de$H/*>N-TROSY-Spektrums kommt es zu erheblicher Signaléppung, was sich
auch in den'H/*C-Streifen niederschlagt. Das erschwert die Auswnertder weniger
intensiven Signale. Fir 63 der 104 Aminosauren imckgrat des Intermediates und fur die
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16 Reste, die sich bereits in einer nativ-ahnlicbemgebung befinden, war eine eindeutige
Zuordnung madglich. Vermutlich liegen die Signale destlichen Aminoséuren, welche sich
im Schleifenbereich hinter P39 befinden, in demnebsvahnten Teil des Spektrums, in dem
die Kreuzsignale fur komplett entfaltete Proteitdetliegen. Hier war die Zuordnung wegen
Signaluberlagerung nicht zweifelsfrei moglich (AngaTab. 8-11).
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Abb. 3-31 Streifen aus dem BEST-HNCA.'H/**C-Streifen eines ausgewahlten Sequenzbereiches des
Faltungsintermediates von RNase T1 (S54G/P55N)ewihder katalysierten Rickfaltung durch 10 % SIyD*

10 mM Bis-Tris, 0,6 M GdmCI, pH 6.0 bei 10 °CDie Konnektivitdten im Bereich der"@tome sind durch
Linien angedeutet. (rot: negative Signalintensgéhwarz: positive Signalintensitat)

In den 3D Zuordnungsspektren traten neben den Kignalen des nativen und intermedidren
Zustandes 22 weitere Signale auf, die weder dereneimoch dem anderen Zustand
zugeordnet werden konnte. Diese Signale zeigen temtélls die gleiche *H/*3C-
Verschiebung wie bereits zugeordnete, unterscheiitdnaber hauptséchlich in d&r/*N-
Verschiebungen. Diese 22 zusatzlichen Kreuzsignaleden einer zweiten, geringer

populierten Spezies zugeordnetifior Spezies).
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3.3.2.2. Die NMR-spektroskopische Entdeckung einer zweiten &nformation in nativer
RNase T1 (S54G/P55N)

Die dreidimensionalen Zuordnungsexperimente deckiasn Vorhandensein einer zweiten
Spezies in der RNase T1-(S54G/P55N)-Losung auf.oBbfiir die Hauptspezies als auch fur
die minor Spezies treten in den 2fH/*>N-TROSY-Spektren und in den 3BH/**C/**N-
Zuordnungsstreifen getrennte Kreuzsignale auf (A®32). Diese erscheinen bei anderen
chemischen Verschiebungen, als fir das Intermdmabachtet wird und zeigen teilweise
auch im Intermediat einen doppelten Datensatz ¢is@hdere V79, N83, G88). Die Intensitat
des zweiten Datensatzes betragt in etwa die HéHterestlichen Signale. Es handelt sich
wahrscheinlich um eine zweite Konformation im Beheder3-Faltblattstrange 6 und 7 (V78
— V89; Anhang, Abb. 8-18). Beide Konformationen koen sowohl in nativer als auch in
zurtckgefalteter RNase T1 (S54G/P55N) vor. Die €&1 (chemical shift indéxabgeleiteten
phi/psiDiederwinkel stimmen fur die Sekundarstrukturelateeder zweiten Konformation
mit der Hauptspezies bis auf das letfieFaltblatt Uberein. Diese$-Faltblatt zeigt

hauptséachlich unstrukturierte Bereichandom coi).
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Abb. 3-32 Zuordnung der zweiten Konformation von RMNise T1 (S54G/P55N). AAusschnitt aus dem
"H/™N-TROSY-HSQC von zuriickgefalteter nativer RNase($%54G/P55N). Die Kreuzsignale des doppelten
Datensatzes sind blau eingefarbt und zugeord@&tNCACB-Streifen von F50 und S51 und der zugehdrigen
zweiten Konformation FS0und S51 bei 25 °C. Die Konnektivitaten zwischen F50 (Vargér) und S51 sind
jeweils fur ¢ und & angegeben. Die Unterschiede bei den Verknupfursienh fir Hauptspezies (griin) und
minor Spezies (blau) angedeutet. Im Streifen von S5 miséatzlich die Signale von G7 zu sehen.
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Zur Untersuchung der Stabilitatt der zweiten Konfation wurde ein H/D-
Austauschexperiment  durchgefuhrt. Dieses offenbaregne weitaus geringere
thermodynamische Stabilitat fur dieminor Spezies. Der Austausch mit den
Lésungsmitteldeuteronen war innerhalb von 5 Stun@dgeschlossen und deutet auf
Schutzfaktoren im Bereich von 40nd einer Stabilisierungsenthalpie von ca. 11 kInn.
Die Hauptspezies hingegen hat eine freie Stahilisgsenthalpie von mehr als 24 kJ/mol (fur
Q85), entsprechend einem Schutzfaktor von ¢a.@ (Abb. 3-33).

Eine Trennung beider Spezies auf Grund ihrer ucheézdlichen thermodynamischen
Stabilitaten war nicht méglich. Auch die bevorzugtechselwirkung SlyD*s mit der zweiten
Konformation (inor) reichte nicht aus, um beide Spezies voneinandé&ennen.
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Abb. 3-33 A H/D-Austauschkinetiken der Amidprotonen N83 (L1) und Q85 () von RNase T1
(S54G/P55N).Die offenen Symbole stehen fir Kreuzsignale derptipezies, die geschlossenen fiir Signale
der zweiten Konformation. Die Anpassung der Kinetikan eine monoexponentielle Funktion liefert
Austauschraten von 0,990 + 0,054 fminomM83), 0,738 + 0,030"h (minorQ85) und 0,012 + 0,001’h(Q85).
Jeder Datenpunkt wurde im Abstand von 40 Minutefgenommen.B Struktur von RNase T1. Die rot
abgebildeten Bereiche reprasentieren die Regiodemzwei Konformationen auftreten. Das Prolin 89imn
Stabchenform dargestellt. Nicht zugeordnete Amitipren bzw. weitere Proline sind schwarz eingefarbt.

Zunachst geaulierte Vermutungen, dass es sich beidéen Spezies um Verunreinigungen
durch eine RNase T1-(S54G/P55N)-Mutante mit einensteckten Punktmutation handeln
kbnnte, wurden Uber massenspektrometrische Untarsgen ausgeschlossen. Die
verwendeten RNase T1-(S54G/P55N)-Proben waren imamgiorm. Um ein Disulfid-
Shuffling auszuschlie3en, sind mit Hilfe von Mathisliller in der Gruppe von Prof. Dr.
Andrea Sinz (Institut fur Pharmazie, MLU Halle) wezfiihrende MS-Analysen durchgefiihrt
worden. Dazu wurde RNase T1 (S54G/P55N) mit PepginpH 1.2 fur drei Stunden
gespalten, anschlieRend sofort per Nano-HPLC gatrend mittels MALDI-TOF/TOF-
Massenspektrometrie  (Ultraflex 1ll, Bruker DaltonikBremen) analysiert (genaue
Bedingungen sind im Anhang unter Abb. 8-19 aufgejutDas korrekte Disulfidmuster
wurde anhand des Fragmentions [M¥D20,643 u (Aminosauresequenzen 1-16/102—104)
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bestatigt. Nach Auswertung der dazugehdérigen MSDA&n konnte die richtige
Verknupfung der Disulfidbricken bestatigt werdenblgA 8-20). Die gefundene zweite
Konformation zeigt also dieselben Disulfidbrickere wlie Hauptspezies und kann sich nur
durch Veranderungen in den Seitenkettenkonformeatioerklaren lassen. Ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen beiden Spezies kann aucbesablossen werden, da wéahrend des
H/D-Austausches keine Hinweise auf einen AustadsciKonformationen gesehen wurden.

Bereits in friheren Arbeiten zur RNase T1 wurdenrrMgungen uber eine zweite
Konformation geauf3ert (Chest al, 1987). In den dort durchgeflhrten Analysen wurden
zwei verschiedene Fluoreszenz-Lebenszeiten fir Tdgptophan 59 gefunden, weshalb
vermutet wurde, dass die Seitenkette von W59 zwalerachiedliche Umgebungen
einnehmen kann. Andererseits wurde auch diskutmt,der Fluoreszen@uencherim
hydrophoben Kern des Molekils seine Position vesemavirde und das den beobachteten
Einfluss auf die zwei Lebenszeiten von W59 hattef Grund der hier durchgefiihrten NMR-
spektroskopischen Messungen wére die zweite Hypethks wahrscheinlicher anzusehen, da
fur W59 keine zwei Kreuzsignale gefunden wurdent @esamte Schleifenbereich vor W59
(F50-N55) sowie dig-Faltblatter (V78-V89), die strukturell im Kern dBNase T1 sitzen,
zeigten indes unterschiedliche Kreuzsignale. Hexgidy und Kollegen sprachen von
Mikroheterogenitat in der W59-Umgebung und stelliglmenfalls die Hypothese zweier
maoglicher Konformationen auf, die sich nur gerirggfiivoneinander unterscheiden wirden
(Hershbergeet al, 1980). In einer Kristallstruktur von RNase T1 mé@bundenem Substrat
wurden ebenfalls Hinweise fur Unterschiede in deitedkettenkonformationen gefunden
(Sugioet al, 1985). Mit den hochaufgelésten NMR-spektroskdpescUntersuchungen ist es
nun gelungen, weitere Hinweise auf die Existeneremwveiten Konformation zu erhalten. Bis
jetzt ist es jedoch noch nicht mdglich, die Art d&onformationsunterschiede zu
klassifizieren oder konkrete Vermutungen darUber &iBern. Lediglich eine geringere
thermodynamische Stabilitdt und bevorzugte Wechdalwgen einer der beiden
Konformationen mit dem Proteinfaltungshelfer Slykdnnten festgestellt werden (Anhang,
Abb. 8-21).

3.3.2.3. Beobachtung der Riickfaltungskatalyse durch seriethufgenommene 20H/*N-
TROSY-HSQC-Spektren

Die Ruckfaltung von RNase T1 (S54G/P55N) und dimidaerbundene Isomerisierung des
Prolin 39 war auf Grund der langen Lebenszeit degtischen Faltungsintermediates
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mehrfach Gegenstand von NMR-Untersuchungen (Balledchl, 1999; Steegborrt al,
2000). Mit einem kinetischen 3EPN-editierten NOESY-HSQC sind erste Versuche zur
Zuordnung des transienten Faltungsintermedidtégdtatigt worden (Hagn, 2003; Hartung,
2004). Zur Katalyse der Prolylisomerisierung dumie PPlase SlyD sind bis jetzt nur
eindimensionale Echtzeit-NMR-Experimente durchgdfilorden (Hagn, 2003; Hartung,
2004). Erste mehrdimensionale NMR-Spektren lassgok$thliisse auf spezifische, hoch
aufgeldste katalytische Wechselwirkungen zwischem &ubstrat RNase T1 (S54G/P55N)
und der PPlase SlyD zu.

Der Verlauf der Rickfaltungskatalyse von Seiten deSubstrates °N-RNase T1
(S54G/P55N)

Wahrend der Ruckfaltung wurden im Abstand von 2@Wkn 2D TROSY-HSQC-Spektren
von N-RNase T1 (S54G/P55N) aufgenommen. Das erste Spelzeigt hauptsachlich die
Kreuzsignale des Faltungsintermediates (Abb. 3aamtspektrum im Anhang, Abb. 8-22).
Die hohe Dispersion bestéatigt den bereits im Ineghiat vorhandenen hohen Anteil an
Tertiarstruktur und dessen nativ-ahnliche Form. Ratalysierte RuUckfaltung lauft wie
erwartet doppelt so schnell ab (geschlossene Symhofbb. 3-34C; Anhang, Tab. 8-12).
Bei der unkatalysierten Ruckfaltungsreaktion lag @rund leichter Aggregation eine etwas
geringere Proteinkonzentration vor, was den Unkeescin den Signalvolumina zwischen
katalysierter und unkatalysierter Reaktion erklditie fehlende Aggregation bei der
katalysierten Reaktion zeigt bereits den positizamfluss der Chaperondomane von SlyD*.
Aus dem gut erkennbarevifset der Kinetiken und auch an der bereits im Spektden
Intermediates vorhandenen geringen Intensitat vausignalen des nativen Zustandes lasst
sich der 20 %ige Anteil an Molekilen ablesen, digos im entfalteten Zustand die Peptidyl-
Prolyl-Bindung von Y38 - P39 igis-Konformation aufweisen und sofort in der Totzedsd
Experimentes in die native Form falten (Abb. 3-8&he auch Faltungsmechanismus in Abb.
1-5).

An Hand der Struktur der RNase T1 (S54G/P55N) irb.AB-34D wird veranschaulicht,
welche Aminosaurereste sich im Intermediat noclhtniic einer nativ-dhnlichen Umgebung
befinden. Dies betrifft vor allem den Grol3teil déelix und die Schleifenbereiche um P39.
Die (3-Faltblattstrange, welche durch die zwei Disulfiditken stabilisiert werden, sind bereits
im Intermediat in ihrer nativen Position. Diese &vgisse bestatigen frihere Erkenntnisse
(Kiefhaberet al, 1992c; Balbaclet al, 1999; Zeelet al, 2004), bei denen u.a. auch durch
NOE-Abstande und H/D-Austauschexperimente im Inésliat festgestellt wurde, dass die
Helix bereits als Sekundarstrukturelement vorhandgnaber noch nicht in ihrer finalen,
nativen Position (Balbacét al, 1999; Steegborat al, 2000).
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Abb. 3-34 Riickfaltung von RNase T1 (S54G/P55N) beH 6.0 und 10 °C. AAusschnitt aus defH/*N-
TROSY-HSQC-Spektren von 8781 ®N-RNase T1 (S54G/P55N) am Anfang der RiickfaltungrigSpektrum
vom Intermediat nach 20 Minuten Riickfaltungsdaueg am Ende (schwarz: Spektrum des nativen Zustande
Die Zuordnung vom Intermediat (griin) und vom natiistand (schwarz) ist angegebBrAusschnitt aus den
"H/*N-TROSY-HSQC-Spektren von 8781 °N-RNase T1 (S54G/P55N) wahrend der durch §K/5SlyD*
katalysierten Rickfaltung am Anfang (intermediaZeastand) und Ende. Die Farbkodierung ist analog.zG
Ruickfaltungskinetiken von RNase T1 (S54G/P55N), atieHand der Volumenabnahme der Kreuzsignale des
intermediaren Zustandes fur S72 (grin) bzw. derafiure der Kreuzsignale des nativen Zustandes fuugd2
S35 (schwarz) verfolgt werden kdnnen. Offene Symboéprasentieren die unkatalysierte Reaktion,
geschlossene stehen fur die durch SlyD* katalysidReaktion. Aus der Anpassung der Daten an eine
monoexponentielle Funktion kénnen die Riickfaltuagst ermittelt werden: 0,0051 + 0,0004 mixS35),
0,0102 + 0,0004 mih (S35, katalysiert), 0,0059 + 0,0003 MiS72), 0,0130 + 0,0004 MIN(S72, katalysiert),
0,0059 + 0,0002 mih (S72i, Intermediat) und 0,0120 + 0,0006 thifS72i, Intermediat, katalysiert). Die
angegebenen Fehler resultieren aus der Anpassurgatien an eine monoexponentielle FunktibnStruktur
von RNase T1. Die Aminosaurereste, die sich imrinésliat schon in einer nativ-dhnlichen Umgebung
befinden, sind in blau dargestellt. In griin werd@jenigen gezeigt, deren native chemische Verbcinig sich
von der im Intermediat unterscheiden. P39 ist @&b&henform hervorgehoben.

Ein Vergleich der Intermediatskreuzsignale von RN&3 (S54G/P55N) in freier Form mit
der wahrend der Katalyse mit SlyD* interagieren@@nm soll Wechselwirkungen wahrend
der Katalyse der Prolylisomerisierung aufzeigene Qlazu benétigte Zuordnung der
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intermediaren Zustande in freier und gebundenemRaird in 3.3.2.1 diskutiert. Fur den in
Abb. 3-34 dargestellten Ausschnitt zeigt die Melirlder Kreuzsignale von RNase T1
(S54G/P55N) sowohl im unkatalysierten als auch iatalysierten Zustand die gleiche
chemische Verschiebung. Das bedeutet, dass dietemeASminosauren nicht an einer
Wechselwirkung mit SlyD* beteiligt sind. Fur diegBale von D49 und Y24 (Abb. 3-34) im
Intermediat werden unterschiedliche chemische Weeboangen zwischen freier und der
durch SlyD*-komplexierten Form beobachtet. Diesal wmeitere Aminosauren gehen im
intermediaren Zustand Wechselwirkungen mit SlyDh d€rot in Abb. 3-35B). Einige

Amidprotonen fir den intermedidren Zustand konrde Grund fehlender Kreuzsignale
nicht zugeordnet werden. Ein Groldteil dieser 21 Wowséuren befindet sich in der
Schleifenregion, welche dem Prolin 39 folgt. Flesdin Bereich ware eine Interaktion mit
SlyD* sehr wahrscheinlich, kann bisher aber numuget werden.
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Abb. 3-35 Wechselwirkung von SlyD* mit dem Faltungstermediat. A Ubereinanderlagerung d&r/**N-
TROSY-Spektren des RNase T1-(S54G/P55N)-Intermesligi Abwesenheit (schwarz) und in Anwesenheit
(rot) von SlyD*. Die Signale zwischen 6,35 — 6,551 sind auf GdmCI (natiirliche Haufigkeit vomN)
zurlickzufiihren. Kreuzsignale, die in beiden Forrdengleiche chemische Verschiebung aufweisen, werde
durch SlyD* nicht beeintrachtigt (blau B). Kreuzsignale mit unterschiedlichen chemischers&gebungen
zeigen eine Wechselwirkung der jeweiligen Aminosamnit SlyD* an und sind ifB in rot @duw > 0,03 ppm)

auf der Struktur von RNase T1 (S54G/P55N) abgebilBe Struktur von (nativer) RNase T1. P39 ist in
Stabchenform hervorgehoben. Die Einfarbung der Asmditbnen wurde entsprechend der Zuordnung des
Intermediates vorgenommen.

Klar zu erkennen ist, dass SlyD* nicht mit dem Maih RNase T1 (S54G/P55N) interagiert,
der bereits seine native Form angenommen hat. Bbemisd deutlich, dass die
Wechselwirkung nicht mit dem ganzen Intermediattfataet, sondern nur auf der Seite des
Molekls, auf der sich die zu isomerisierende Rigptrolyl-Bindung (Y38-P39) befindet:
die Schleifenregionen rund um das Prolin und d@e@ninus den-Helix, der dem Prolin 39
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gegenuberliegt. Wegen dieser spezifischen Wechseing mit gefalteten Regionen des
Intermediates von RNase T1 (S54G/P55N) konnen uwifsgmhe Bindeereignisse mit
entfalteten Proteinketten ausgeschlossen werden. didéisem Experiment kdnnen also
ortsaufgeldst die Regionen im Substrat identifizigerden, mit denen SlyD* wahrend der
Katalyse der Peptidyl-Prolyl-Bindung Y38-P39 intgikat.

Der Verlauf der Riickfaltungskatalyse von Seiten dePlase*N-SlyD*

Im vorhergehenden Kapitel wurde der strukturelleeifder SlyD*-vermittelten Katalyse auf
das Substrat mit Hilfe voltN-markierter RNase T1 (S54G/P55N) untersucht. Ing&den
wird nun tiber den Isotopenfilter der Katalysevogam *°N-SlyD* strukturell untersucht.
Um ein gutes Signal/Rausch-Verhaltnis in d&MN-SlyD*-TROSY-HSQC-Spektren zu
garantieren, wurden 30 % SlyD* relativ zur RNase T354G/P55N)-Konzentration
eingesetzt. Zusatzlich zum héheren pH-Wert undTaenperatur von 20 °C fihrte das zu
einer Beschleunigung der Ruckfaltung, so dass alialsierte Reaktion nur tber 50 Minuten
verfolgt werden konnte (Abb. 3-37B).
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Abb. 3-36 Wechselwirkung von®N-SlyD* mit dem Faltungsintermediat. A Ubereinanderlagerung der
'H/"N-TROSY-HSQC-Spektren von 0,4 mWN-SlyD* vor (schwarz) und nach 10 Minuten (rot) weihd der
Katalyse der Rickfaltung von 1,16 mM RNase T1 (S285N) bei pH 7.5 und 20 °@ Struktur von SlyD*.
Die Aminosauren, die auf Grund der Veranderung demischen Verschiebung eine Wechselwirkung mit
RNase T1 (S54G/P55N) wahrend der ersten 10 Minatereigen, sind rot abgebildet (schwarz: nicht
zugeordnet, Proline; grau: keine Wechselwirkung).

In Abb. 3-36B sind diejenigen Bereiche in SlyD* mdrgestellt, die wahrend der Katalyse
mit RNase T1 (S54G/P55N) interagieren. Deutlichseben ist, dass nahezu die gesamte IF-
Doméne und nur einige spezifische Reste des akieetrums der FKBP-Domane durch das
Substrat beeinflusst werden. Beide funktionellengeBschaften von SlyD*, die
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Chaperonaktivitat der IF-Domane und die PPlasevitiéti der FKBP-Domane, kommen
dabei zum Vorschein. Bis jetzt kdnnen diese interagden Aminoséauren nur Uber
Linienverbreiterung detektiert werden (Abb. 3-36A).

Aus den im Abstand von zehn Minuten aufgenommen@eki®en l|asst sich keine
Ruckfaltungskinetik ableiten. Bei der Auftragung r d&¥eranderung der chemischen
Verschiebung gegenuber der Zeit werden dennocjesldnterschiede sichtbar. So zeigt der
zeitliche Verlauf der Veranderungen ein Minimum B8i Minuten, dem Zeitpunkt, bei dem
die Katalyse, der fluoreszenzdetektierten Ruckfgtwzufolge, beendet sein sollte (Abb.
3-37). Danach tritt wieder eine Wechselwirkung nitfNase T1 (S54G/P55N) ein,
gekennzeichnet durch einen erneuten Anstieg in Werdnderung der chemischen

Verschiebung, welche dann auf einem relativ kortstailiveau verbleibt.
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Abb. 3-37 Rickfaltungskinetik von RNase T1 (S54G/PBN) bei pH 7.5 und 20 °C. AAuftragung der

zeitlichen Veranderung der chemischen VerschiebiamgKreuzsignalend S26, [ E99,0 V119) von SlyD*
wahrend der Rickfaltung von RNase T1 (S54G/P55N) @¢7.5 und 20 °C.B Fluoreszenzdetektierte
Ruckfaltungskinetiken von RNase T1 in Abwesenhsithivarz) und Anwesenheit (rot) von 30 % SlyD* bei
pH 7.5 und 20 °C. Aus der Anpassung der experinient®aten an eine monoexponentielle Funktion ezgeb
sich folgende Riickfaltungsraten: 0,0569 + 0,002 rtunkatalysiert) und 0,0953 + 0,0003 fhitkatalysiert).

Da die NMR-Kinetiken nicht eindeutig waren, kannetibdas tatséchlich ablaufende
Geschehen nur spekuliert werden. An Hand des Mehgls mit der mittels Fluoreszenz
detektierten Ruckfaltungskinetik kdnnten die erstnMinuten den Verlauf der Katalyse
wiedergeben, in der direkte Interaktionen des ksohen Faltungsintermediates von RNase
T1 (S54G/P55N) mit SlyD* auftreten wirden. Sobald @eptidyl-Prolyl-Bindung in der
korrekten nativercis-Konformation vorlage, wirde der Enzym-Substrat-dewm zerfallen
und eine schnelle Faltung der RNase T1 (S54G/P%@Mjrken, wobei eine Rickbindung
des nativen Molekils ausgeschlossen werden kamerinMoment, wo die Bindungsstellen
von SlyD* wieder frei waren (bei Minute 50), wirdne erneute Wechselwirkung mit dem
Substrat beobachtet, die sich wahrscheinlich agifzdieite, geringer populierte Spezies von
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RNase T1 (S54G/P55N) beschrankt. Das GeschehenemaidB von 50 bis 200 Minuten

konnte eine langsame, permanente Assoziation rmeror Spezies von RNase T1
(S54G/P55N) mit SlyD* widerspiegeln Bereits im @lgewicht konnte mit Hilfe von NMR-

Titrationen von nativer RNase T1 (S54G/P55N) myBlgezeigt werden, dass der Bereich
von RNase T1 (S54G/P55N), in dem zwei Konformatiorerliegen (3.3.2.2), im nativen

Zustand mit SlyD* interagiert, die zweite, geringeopulierte Konformation jedoch

bevorzugt. Die Kreuzsignale der zweiten Konformation °N-RNase T1 (S54G/P55N)

verschieben sich bei Zugabe von SlyD* enorm, wéalrdie jeweiligen Kreuzsignale der
nativen Hauptspezies nur geringe Verschiebungemesh (Anhang, Abb. 8-21).

3.3.3Zusammenfassende Diskussion: Echtzeit-NMR-Betrachihg der von SlyD*
katalysierten Ruckfaltung des transienten Faltungsitermediates von RNase T1
(S54G/P55N)

Die Anwendung und Entwicklung hoherdimensionalerhtgeit-NMR-Techniken zum
Studium der langsamen Proteinfaltungsreaktion wumddrahmen dieser Arbeit optimiert.
Die Faltung des Modellproteins RNase T1 (S54G/P5&td)t eines der am eingehendsten
untersuchten Systeme dar (Kiefhalkeémal, 1990a; Kiefhabeet al, 1990b; Kiefhabeet al,
1990c; Kiefhaberet al, 1992b). Die langsam&ans— cis-Isomerisierung von Prolin 39
synchronisiert die kooperative Ruckfaltung des lebigen kinetischen
Faltungsintermediates. Erste NMR-Experimente, um tansiente Faltungsintermediat zu
charakterisieren, wurden schon durchgeftihrt (H2903; Hartung, 2004; Zeedi al, 2004).
Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lageinAhalyse der Wechselwirkungen des
transienten Faltungsintermediates mit dem Protitumfgshelfer SlyD*. Mit optimierten
Expressionsbedingungen konnte doppelt markiéf@’°N-RNase T1 (S54G/P55N) in
ausreichendem Malf3stab hergestellt werden, so dgssdrésonanzexperimente zur weiteren
Charakterisierung des Faltungsintermediates eitgfeserden konnten. Um die katalytischen
Wechselwirkungen von SlyD* wahrend der Ruckfaltumgn RNase T1 (S54G/P55N)
untersuchen zu konnen, ist zunachst eine eindeuffg®rdnung des transienten
Faltungsintermediates durchgefiihrt worden. Mit &in8D *H/**C/**N-BEST-HNCA in
Echtzeit wahrend der 5-stindigen Lebenszeit degurgdintermediates gelang die
Zuordnung von 80 % aller Kreuzsignale im freien alsh im SlyD*-gebundenen Zustand.
Mit der im Vergleich zu frUheren Arbeiten vervolladigten und teilweise korrigierten
Zuordnung des intermediaren Zustandes ist die lisikalng der Interaktionsstelle mit SlyD*
gelungen. Nicht der gesamte nicht-native Bereich Fmtungsintermediates, sondern nur der
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Bereich des Molekils, in dem die Katalyse der Rismynerisierung stattfindet, geht
Wechselwirkungen mit SlyD* ein. Auf der Seite voly[3* tritt die gesamte IF-Doméane und
einige Aminosaurereste des aktiven Zentrums mit &attungsintermediat in Kontakt. Die
fur das archeale SlyD-Homologe MtFKBP17 geaul3ememitung, dass ein harmonisches
Zusammenspiel beider Domanen die Faltung von RPibstraten unterstitzen wirde
(Suzukiet al, 2003), konnte hier erstmals auf molekularer Ebemédand der durch SlyD*
katalysierten Rickfaltungskatalyse von RNase TU(@B55N) gezeigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die esitakturelle Charakterisierung der
Interaktionsflachen  zwischen einem transienten uRghkintermediat und dem
Proteinfaltungshelferenzym SlyD* aufzudecken. Dieorbéreitungen zur kompletten
Strukturaufklarung des Komplexes SlyD*-RNase-T14GHBP55N)-Intermediat sind nun
gegeben.

Bei der 3D Zuordnung des nativen und intermediaestandes von RNase T1 (S54G/P55N)
ist eine weitere Spezies zum Vorschein gekommemeDhandelt es sich um eine zweite
Konformation im Bereich der beidghFaltblattstrange 6 und 7 (V78-V89) und des raumlic
daruber liegenden Schleifenbereichs (F50-N55). nAsdurereste zeigen diesen doppelten
Datensatz und werden atsnor Konformation bezeichnet, dessen Stabilitat im \é&ofp zur
Hauptspezies deutlich um zwei Groflenordnungen besabzt ist. Mit SlyD* wird eine
permanente Interaktion beobachtet, nicht nur emgstente Bindung wahrend der Katalyse.
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4, Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Proteinfaltungshelfey[81 ausE. coli strukturell und funktionell
mit einer Reihe von biophysikalischen Methoden @uodich charakterisiert. Die
thermodynamische Stabilitat wird von der Prasemzddealen individuellen Domanen (FKBP-
und IF-Doméne) in SlyD* bestimmt. So zeigten hasfigtduzierte Entfaltungsibergange
und Amidprotonenaustauschexperimente, dass dieotRdde mit hoher Rate entfaltet bzw.
zurtckfaltet und unter denaturierenden Bedingundienhoch kooperative Entfaltung des
gesamten Proteins einleiten kann. In Gegenwartzvaifach positiv geladenen Metallionen,
insbesondere Ki, tritt eine erhebliche Stabilisierung von SlyD*neiDas hoch affine
Metallbindemotiv in der letzterm-Helix wurde in den zu SlyD homologen FKBPs als
einzigartige und neue strukturelle und funktion&ieheit gefunden.

Die Chaperonaktivitat von SlyD* ist auf der IF-Don lokalisiert. Entfaltete, teilweise
gefaltete oder zur Aggregation tendierende ProteimePeptide binden hauptsachlich an den
hydrophoben und negativ geladenen Seitenketteneai®derflache der IF-Doméane. Neben
der hervorragend ausgepragten Chaperonfunktion Sh@d* auch eine Peptidyl-Prolyl-
cis/translsomerase-Funktion. Die intrinsische Aktivitat Ifalverglichen mit hFKBP12
geringer aus, woflr die in das aktive Zentrum zedge Seitenkette von Tyrosin 68
verantwortlich zu sein scheint. Aktivitatsstudiesr ¢ 68W-Mutante von SlyD* belegen diese
Vermutung.

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lag eén Anwendung und Entwicklung
mehrdimensionaler Echtzeit-NMR-Techniken zum Stodiu  der langsamen
Proteinfaltungsreaktion von RNase T1 (S54G/P55N}@genwart des Proteinfaltungshelfers
SlyD*. Das Ruckgrat des transienten Faltungsintéiates von RNase T1 (S54G/P55N)
wurde in einem kurzen, funf-stindigen 3D BEST-HNERperiment sowohl im freien
Zustand als auch im Komplex mit SlyD zu 80 % zudeet. Wahrend der NMR-Zuordnung
des nativen und intermedidaren Zustandes von RNaseurde eine zweite, weniger stabile
Spezies (20 %) gefunden, welche wahrscheinlich eimeitere Konformation der
Aminosaurereste 50-55 und 78-89 darstellt.

Die kombinierte Analyse der in Serie aufgenommerti2B°N-Korrelationsspektren voliN-
RNase T1 (S54G/P55N) im Komplex mit unmarkierteryD8l sowie von **N-SlyD* im
Komplex mit unmarkierter RNase T1 (S54G/P55N) wabrder katalysierten Ruckfaltung
von RNase T1 (S54G/P55N) ermdglichte die erstekstralle Charakterisierung der
Interaktionsflachen zwischen dem ProteinfaltungehelSIyD* und seinem transienten
Faltungssubstrat. Nur der Bereich des Faltungsigdrates, in dem die zu isomerisierende
Prolinbindung liegt (Y38-P39), geht Wechselwirkungait SlyD* ein und demonstriert das
effektive Zusammenspiel von IF- und FKBP-DoméanesigD*, welche gleichermal3en mit
dem Faltungsintermediat interagieren.
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Summary

5. Summary

In this thesis the protein folding helper enzymgD5from Escherichia coliwas structurally
and functionally characterised in great detail gsirarious biophysical techniques. The
thermodynamic stability is determined by the preseof two individual domains (FKBP and
IF domain). Urea-induced unfolding transitions aamhide proton exchange experiments
showed that the IF domain rapidly folds and unfaldder native conditions and could induce
the highly cooperative unfolding of the whole pintat stronger denaturing conditions. In the
presence of divalent cations, especiall§'NSlyD* is extensively stabilised. The high affinit
metal-bindung motif was localised in the lashelix which is unique amongst SlyD-like
FKBPs and represents a new structural and fundtioria

The chaperone activity is localised in the IF damaUnfolded, partially folded or
aggregation-prone proteins and peptides exclusibetg to the hydrophobic patches and
negatively charged side chains at the surface eflEh domain. Beside this excellently
pronounced chaperone activity, SlyD* also inheresptialyl-prolyl cis/transisomerase
properties. Compared to FKBP12 its intrinsic PPlasgvity is reduced caused by the side
chain of tyrosine 68 which points into the active.sActivity studies of an Y68W mutant
support this hypothesis.

The main focus of this thesis was the applicatioth d@evelopment of higher dimensional real-
time NMR techniques to study the slow protein fotfdprocess of RNase T1 (S54G/P55N) in
the presence of the protein folding helper enzyny®’S NMR resonances of the transient
folding intermediate in free form and in complexiwslyD* were assigned to 80 % with the
help of a 3D BEST-HNCA which was recorded during tfive-hour lifetime of the
intermediate. The 3D assignment of the native drel intermediate state of RNase T1
(S54G/P55N) revealed another less stable specigshveleems to be related to a second
conformation (20 %) for residues F50-N55 and V7&8V8

The combined analysis of sequentially recorded'a°N correlation spectra dfN-labelled
RNase T1 (S54G/P55N) in complex with SlyD* as veallof>N-labelled SlyD* in complex
with RNase T1 (S54G/P55N) during the catalysedldeig of RNase T1 (S54G/P55N)
allowed the first structural characterisation of thteraction site between the protein folding
helper enzyme SlyD* and its transient folding stdist The interaction is restricted to that
part of RNase T1 (S54G/P55N) where the catalysithefproline isomerisation takes place
(Y38-P39). SlyD* itself is interacting with the cqhete IF domain and with residues from the
active site of the FKBP domain which illustrates efifiective interplay between the two
domains of SlyD*.
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Abkurzungsverzeichnis

6. Abkurzungsverzeichnis

1D, 2D, 3D, ein-, zwei-, dreidimensional

A280 nm Absorption bei 280 nm

AcCN Acetonitril

Amp Ampicillin

AU. Absorptionsseinheiten

a.u. arbitrary units

bp Basenpaar (DNA)

BEST band-selective excitation short-transient

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
bzw. beziehungsweise

c Konzentration

CD Circulardichroismus

CsA Cyclosporin A

ACy Anderung der Warmekapazitat (isobarer Prozess)
Admw mittlere Anderung der chemischen Verschiebung
AGy(H20) freie Stabilisierungsenthalpie in Abwesenheit von Denaturierungsmittel
AH(Tm) van’t Hoff Enthalpie

ASy(H,0) Anderung der Entropie bei Entfaltung

An Differenz der Brechungsindices

d Schichtdicke der Kuvette (in dm)

[D] Denaturierungsmittelkonzentration

[Dla2 Ubergangsmittelpunkt bei Denaturierungsmittelinduzierter Entfaltung
ddH20 doppeltentionisiertes Wasser (Rest-Leitféahigkeit 0,055uS/cm)
DNA Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiothreitol

dyT double yeast trypton (Medium)

€ molarer Extinktionskoeffizient

Ea Aktivierungsenergie

E.c. (E. coli) Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ESI Elektrospray-lonisation

FID free induction decay

FKBP FK505-bindendes Protein
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FT
GdmCl
HCI
HMQC
hNOE
HSQC
Hz (MHz, GHz)
IF
INEPT
IPTG
ITC

Ko

Keat
Keat! Km
Ken

Kei

Kb

Keg

Kint

Kicat

KK

(New) MEXICO

min
min.
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Fouriertransformation

Guanidiniumchlorid

Salzséure

heteronuclear multiple quantum coherence
heteronuklearer NOE-Effekt

heteronuclear single quantum coherence

Hertz (s*) (Megahertz, Gigahertz)

insert-in-flap

insensitive nuclei enhancement by polarisation transfer
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Isothermale Titrationskalorimetrie

Rate der unkatalysierten Ruckfaltungsreaktion
Wechselzahl

Katalytische Effizienz eines Enzyms

chemische Austauschrate

Schlielrate

Dissoziationskonstante

Gleichgewichtskonstante

intrinsische Austauschrate (fir Modellpeptide bestimmt)
Rate der katalysierten Ruckfaltungsreaktion
hydrophobes Peptid aus der HiPIP-Signalpeptidsequenz mit zwei
Lysinen an Stelle von Arginin
Michaelis-Menten-Konstante

Offnungsrate

nativer Zustand

Stochiometrie

Natronlauge

Nuclear Magnetic Resonance

Nuclear Overhauser Enhancement

Nuclear Overhauser Enhancement spectroscopy

Molar (mol/l)

Kooperativitdtsparameter

measurement of fast proton exchange rates in isotopically labeled
compounds

Minute

mindestens



Abkurzungsverzeichnis

MS
Ni-IMAC
oD

P

PCR
PPlase
ppm
RCM-T1
RCM-a-La
RNase T1
RR

S
SDS-PAGE
SlyD
SlyD*
SOFAST
SUMO
Tm

Tat

Tat27
TEMED
TFA

TFE
TOCSY
TPPI
(Bis-)Tris
TROSY
U

u.a.

Upm

u.U.

uv

VRR
(V/v)
WATERGATE
WHP

Massenspektrometrie
Ni-lonenmetallaffinitdtschromatographie

optische Dichte

Schutzfaktor

Polymerase-Kettenreaktion
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lIsomerase

parts per million

reduzierte und carboxymethylierte RNase T1
reduziertes und carboxymethyliertes a-Lactalbumin
Ribonuklease T1

hydrophobes Peptid aus der HiPIP-Signalpeptidsequenz
Sekunde
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
sensitivity to lysis D

E.c.SlyD(1-165)

band-selective optimized flip-angle short-transient
small ubiquitin-like modifier

Temperatur am Ubergangsmittelpunkt
twin-arginine translocon

Signalpeptidsequenz aus CueO
N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin

Trifluoressigsaure

Trifluorethanol

total correlation spectroscopy

time proportional phase incrementation
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

transverse relaxation optimized spectroscopy
entfalteter Zustand

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

unter Umstanden

Ultraviolett

hydrophiles Peptid aus der HiPIP-Signalpeptidsequenz
VVolumen pro Volumen

water suppression by gradient-taylored excitation
wonderous histidine-rich protein
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(wWiv) Gewicht pro Volumen
YpSlyD SlyD aus Yersinia pestis
z.B. zum Beispiel

Aminosduren wurden mit den tblichen Ein- oder Drei-Buchstabencode abgekdrzt.
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Anhang

8. Anhang

8.1. Abbildungen
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Abb. 8-1 Fluoreszenzemissionsspektrum von 5 uM SlyD* in 50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, pH 7.5 bei
15 °C. Die Anregung erfolgte bei 278 nm. Die durchgezogene Linie reprasentiert den nativen Zustand, die Kurve
fiir das entfaltete Protein ist gestrichelt dargestellt.
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Abb. 8-2 Harnstoffinduzierter Entfaltungsiibergang von SlyD*-F84W. Detektion des Uberganges bei
308 nm nach Anregung bei 280 nm (Dreiecke), Detektion bei 344 nm nach Anregung bei 295 nm (Kreise). Die
durchgezogenen Linien stellen die Anpassung der Daten an das Zweizustandsmodell dar. Die resultierenden
Stabilitdtsparameter ~ sind  (nach ~ Anregung bei 280 nm):  AGy(H,O0)=16,8 £0,7 kJ/mol,  mgq =
6,8 + 0,3 kJ/(M-mol), [D]i, = 2,5 M. Der zweite Ubergang, der in B vergroRert dargestellt ist, konnte nicht
ausgewertet werden. Die durchgezogene Linie dient nur der einfacheren Betrachtung. Der Ubergang wurden in
50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, pH 7.5 bei 15 °C gemessen. Die Proteinkonzentration war 5 M.
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Abb. 8-3 Harnstoffinduzierter Entfaltungsiibergang von SlyD*-AlF. Entfaltungstibergang von SlyD* (offene
Symbole) und SlyD*-AlF (geschlossene Symbole). Die durchgezogenen Linien stellen die Anpassung der Daten
an das Zweizustandsmodell dar. Die resultierenden  Stabilititsparameter sind  fiur  SlyD*:
AGy(H,0) =18,4+0,6 kJ/mol, meg= 6,9%0,2kJ(M-mol), [Dli, = 27M wund fir SlyD*-AlF:
AGy(H,0) = 13,9 + 0,5 kd/mol, me = 3,2 £ 0,1 kJ/(M-mol), [D]., = 4,3 M Die Ubergange wurden in 50 mM
Na,HPOy,, 100 mM NacCl, pH 7.5 bei 15 °C gemessen. Die Proteinkonzentration war 5 pM.
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Abb. 8-4 Isothermale Titrationskalorimetrie-Daten von zwei homologen SlyDs mit Ni?*. Die integrierte
Wérmemenge wurde gegentiber dem Konzentrationsverhaltnis Ligand/Protein aufgetragen. Es sind jeweils zwei
Bindungsereignisse zu sehen, jedoch war eine Anpassung der Daten an ein entsprechendes Bindungsmodell auf
Grund der ineinander tbergehenden Prozesse nicht mdglich. A Isotherme Titration von 18 pM TtSlyD-Hisg mit
270 uM NiCl, (in 10 mM Tris, pH®™ 7.5, 25 °C). B Isotherme Titration von 16 uM E.c.SlyD(1-165)-Hisg mit
240 uM NiCl,.
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Abb. 8-5 Isothermale Titrationskalorimetriekurven von TtSlyD mit Co®*, Gd** und Zn*'. Die obere
Abbildung gibt jeweils die elektrische Leistung direkt wieder, die nach jeder Injektion des jeweiligen Metallions
detektiert wurde. In der unteren Abbildung werden die integrierten Warmemengen gegeniiber dem
Konzentrationsverhéltnis Metallion/TtSlyD aufgetragen. Die thermodynamischen Parameter wurden aus einer
nichtlinearen Anpassung an die experimentellen Daten an ein Bindungsmodell mit einer Bindestelle erhalten. A
Isotherme Titration von 27 puM TtSlyD mit 270 pM CoCl, (in 10 mM Tris, pH®™ 7.5, 25 °C). Die durch
Bindung freiwerdende Reaktionsenthalpie betrug -13,2 + 0,2 kcal/mol; die Affinitatskonstante war 2,4 + 0,2
x 10° M. Daraus resultierte ein Kp-Wert von 420 nM. Die in rot dargestellten Daten entsprechen der Titration
von TtSlyD mit GdCls. Es konnte keine Bindung von Gd** festgestellt werden. B Isotherme Titration von 27 uM
TtSlyD mit 270 uM ZnCl, (in 10 mM Tris, pH®*7.5, 25°C). Die durch Bindung freiwerdende
Reaktionsenthalpie betrug hier -10,0 + 0,1 kcal/mol; die Affinitatskonstante war 9,8 + 1,5 x 10° M. Der daraus
resultierende Kp-Wert betrug 102 nM.
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Abb. 8-6 NMR-Titration von **N-SlyD* mit nativer RNase T1 (S54G/P55N) in 50 mM BLbHPO,, 100 mM
NacCl, pH 7.5 bei 25 °CDie Veranderung der chemischen Verschiebung eimdgenzsignale beruht auf
unspezifischen Wechselwirkungen des unstruktunetéerminalen Teils und des lH$ags.
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Abb. 8-7 Fluoreszenzdetektierte Titration von Tat27mit SlyD* in 50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, pH 7.5
bei 25 °C. Die durchgezogene Linie entspricht der Anpassumgeia einfaches Bindungsmodell mit einer
restiitieine Dissoziationskonstante von 0,5 + M.
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Abb. 8-8 Titration von **N-SlyD* mit RCM-T1. Abh&ngigkeit der Veranderung der chemischen Veebelrig
vom Konzentrationsverhaltnis RCM-T1 zu SlyDA)(und von der Substratkonzentration RCM-B) {ur die
beiden Amidprotonen von D88 und S26 aus der NMRalign. A Aus der linearen Anpassung wird die
Gleichgewichtsbindungskurve erhalten. Der Aquivafemkt ist bei ca. 1 und zeigt einen 1:1-Komplex Bn
Die durchgezogenen Linien sollen das Auge nur flihtgesitzen aber keine physikalische Bedeutung. C
Fluoreszenzdetektierte Titration von RCM-T1 mit 3ty Die durchgezogene Linie entspricht der Anpagsan

mit einer Bindestell®ei

einer Stochiometrie von 1

resultiert eine

Dissoziationskonstante von 4,4 + Q8l. Beide Titrationen wurden in 50 mM M4PCQ,, 100 mM NacCl, pH 7.5

bei 25 °C durchgefihrt.

147



Anhang

109

113

"N (ppm)

121

125

129

90 86 82 78 714 10 66
'H (ppm)

Abb. 8-9 *H/™N-FHSQC-Spektrum der isolierten IF-Domane in Anweseheit von 0,5 M (NH,),SO;, bei
25 °C.Die Kreuzsignale der entfalteten Spezies findeh bauptsachlich in der Mitte des Spektrums bebik8
8,4 ppm. Die Intensitét der dispersen Signalesttekturierten Spezies betragt ungefahr 30 %.
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Abb. 8-10 Folge von 1D'H-Spektren von 450uM Insulin nach Start der Aggregationsreaktion bei 5 °C
durch Zugabe von DTT. Der Tieffeldbereich mit einigen wenigen Signalemyamidprotonen der Kette A ist

abgebildet.
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Abb. 8-11 Thermodynamische Stabilitat der Y68WMutante von SlyD*.. A Harnstoffinduzierte
Entfaltungsiibergange von SlyD*-Y68W (rot) im Vergle zu SlyD* (schwarz). Die durchgezogenen Linien
stellen die Anpassung der Daten an das Zweizusteodidl dar (Stabilitatsparameter fur SlyD*-Y68W:
A4G,(H,0) = 14,1 + 0,7 kd/molmeg = 6,3 + 0,3 kJ/(mol-M)[D] 1, = 2,2 M). Die Ubergange wurden in 50 mM
NaHPQO,, 100 mM NaCl, pH 7.5 bei 15 °C gemessen. Die Mktmzentration war M. B Thermisch
induzierter Entfaltungsiibergang von SlyD*-Y68W iwesenheit und in Anwesenheit von Ni@erglichen
mit dem von SlyD*. Die nach einem Zweizustandsmbddberechneten Parameter sind:
AHy(T,) = 244,8 +1,5 kdJ/mol undl,, = 41,3 °C). Die Ubergange wurden ebenfalls in 30 mMia,HPO,,
100 mM NacCl, pH 7.5 gemessen mit einer Aufheizvate 0,5 °C/min. Als Sonde diente die UV-Absorptlmsi
288 nm. Die Proteinkonzentration betrug 18@. NiCl, wurde in dreifachem Uberschuss eingesetzt, die
Endkonzentration war 90M. SlyD*-Y68W weist geringfligig weniger Stabilitauf als SlyD*.

100 - v ohne Zusitze

80 —

60

rel. Streulichtintensitét

0 10 20 30 40 50
Zeit in min

Abb. 8-12 Chaperonaktivitat von SlyD*-Y68W entspretiend des Insulin-Tests.Streulichtmessungen zur

Aggregation von 4%M Insulin in 50 mM NaHPQ,, 100 mM NacCl, pH 7.5 bei 25 °C in Anwesenheit von

4,5uM (o) und 9uM (o) SlyD*-Y68W. Durch Zugabe von 10 mM DTT wurde dieaktion gestartet und der

zeitliche Verlauf bei 400 nm beobachtet. Graue &nle@ bezeichnen den Aggregationsverlauf von Insatime
Chaperonzusatze.
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Abb. 8-13'H/**N-heteronuklearer NOE bei 14,2 T und 25 °C fiir Sly® (schwarz) und SlyD*-Y68W (rot).
Deutlich zu erkennen ist die unterschiedliche Dyikader beiden Doméanen in beiden Proteinen auf d=y-p
bis nano-Sekunden NMR-Zeitskala, die IF-Doménseésir viel flexibler als die FKBP-Doméne. Im Bereigh
W68 zeigt sich in der Mutante eine erhéhte Dynarile Daten des hNOEs wurden freundlicherweise von
Michael Kovermann zur Verfiigung gestellt.
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Abb. 8-14 Thermodynamische Stabilitit wvon SlyD* gegniber GdmCl. GdmCl-induzierter
Entfaltungsiibergang von SlyD* in 10 mM Tris, 7.5 bei 20 °CA) und in 10 mM Bis-Tris, pH “6.0 bei

10 °C @). Die durchgezogenen Linien stellen die Anpassdeg Daten an das Zweizustandsmodell dar mit
folgenden StabilitatsparameteiGy(H,0) = 15,3 + 1,4 kdJ/molne,= 13,7 £ 1,1 kJ/(Nihol) und[D] 1,=1,1 M
(pH 7.5, A) bzw. AGy(H,0) = 12,0 + 0,8 kJ/molm= 13,0 + 0,6 kJ/(Nthol) und [D] ,=0,9 M (pH 6.0,B).

Die Proteinkonzentration betrugu@ (A) bzw. 5uM (B). Die Fehler resultieren aus der Anpassung deerDat
an Gleichung [2.10].
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"H (ppm;
Abb. 8-15 *H-Spektren von SlyD* in 10 mM Tris, pH?* "°7.5 in Gegenwart von GdmCI.Deutlich zu
erkennen ist die geringe Auflosung und Signalintdhsn Gegenwart von GdmCl (0,4 M GdmCl (rotes

Spektrum) und ohne GdmCI (blaues Spektrum)).
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Abb. 8-16 stacked plotfiir die Riickfaltung von RNase T1 (S54G/P55N)Folge von 1D'H-Spektren von
1,9 MM RNase T1 (S54G/P55N) in Abwesenhgil gnd Anwesenheit von 19fM SlyD* (B). Dargestellt ist
die Tieffeldregion mit dem Amidprotonenbereich. Qigitliche Auflésung pro Spektrum betrug 5 min 21a
zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaltnissesaufeinander folgende Spektren gemittelt wurden.

152



Anhang

106 [, — = VI
csa @ [
o 574 @647 ]
o
G34 6
110 0 o S 5
. &7
%101 @H4285m ®
114 e o Qss
g
& 118
VZ 9?']3
122
0 N98Y E%FSO
WW @
049 @EBG |
126 . s |
o vk’g
.. Y68 = wegs é
130 6 wsc 0 A
, 9
106 | B ;5477 G23n bq VY
o 6630”
@GM” @ 32r| @GSO 6
110 f bore @ e "
@ o V52
GOG34 S37n b
o O o @ng@ |
114 | = oL "
&
. %< p. F
99@“&5@131 mN83
g 118 t D29n . ]
2Z @313 @ @K225n 0
oose @2 6@22“
@
122 |
126 | o %é
130 | cang Dgmoss (g
10.3 9.8 7.8 7.3 6.8 6.3

einem kleinen n bezeichnet.

'H (ppm)

Abb. 8-17 Zuordnung der Kreuzsignale von RNase T1§54G/P55N).'H/*°N-TROSY-HSQC-Spektren von

®N-RNase T1 in 10 mM Bis-Tris, 0,6 M GdmCI, }H°6.0 bei 10 °C in Gegenwart von 10 % SlyD*. Die
Zuordnung der einzelnen Kreuzsignale ist angegdbenkleines m kennzeichnet Kreuzsignale, die aegiten
Konformation angehorerA Spektrum der nativen RNase T1 im Kompl&xSpektrum des Intermediates im
Komplex mit SlyD*. Die Zuordnung entspricht der desermediates, angegebene native Kreuzsignalersind
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Abb. 8-18 Zuordnung der minor Spezies.'H/**C-Streifen aus dem HNCACB von nativer RNase T1
(S54G/P55N) nach erfolgter Riickfaltung in 10 mM-Biis, 0,6 M GdmClI, p “6.0. Zu sehen sind nur die
Streifen von Kreuzsignalen der zweitemijor) Konformation und deren Konnektivitdten, angedeudterch
dunkelblaue (Verkniipfung der*@tome, schwarz) und hellblaue Linien (Verknipfungger G-Atome, rot).

V79"  F80™  NS8I"  E$2"  N83" N84 Q85"  L8" AS87"  G8§"
- S
B (>3
b
t@
@ <> t
L (=]
. = | >
-l | c&“ > 3 -
- . ;
. - <<
8.1 7.9 85 83 73 8.1 7.7 8.3 8.9 6.9
'H (ppm)

Die offenen Kreise zeigen die Position von Kreuzaign an, die unterhalb der Detektionsgrenze sind.
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Abb. 8-19 HPLC-Chromatogramm der mit Pepsin gespainen RNase T1 (S54G/P55N)-Prob®er Verdau
mit Pepsin (1:33 (w/w) eingesetzt) wurde in 84 mMZIH25 mM NaCl bei pH 1.2 (mit 10 % TFA eingestellt
und bei 37 °C fur 3 Stunden durchgefihrt. Die Prabede auf eine in 5 % AcCN, 0,05 % TFA aquilibteeRP-
C18-Saule aufgetragen und mit einem Gradienten dris 50 % B (B: 80 % AcCN, 0,04 % TFA) Uber
60 Minuten eluiert. Fraktionen wurden alle 15 Hkirauf das Maldi-Target aufgespottet. Die Flusstatrug
300 nl/min.
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Abb. 8-20 MS/MS-Spektrum der Fragmentierung des Pejdfragmentes der Masse 2020,643 u (Fragment
1-16 + 102-104)Die jeweiligen Fragmentionen sind aufgeflhrt und gié&ragmentionenserie, bei der die C-
terminalen Fragmentionen entstehen, bzw. der brAreatjonenserie, bei der die N-terminalen Fragmeetio
entstehen, zugeordnet. Die AminosauresequenzabfalgeRNase T1 (S54G/P55N) mit A1-D15 und E102—-
T104 kann bis auf die groRe Licke des ungespalfenient fragmentierten lons der Masse 963,40 ugyied
zugeordnet werden. Die Masse von 963,40 u entgpdiem Peptidfragment C10-C2 mit interner Verbriakun
von C10 mit dem Fragment E102-C103-T104.
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Abb. 8-21 NMR-Titration von *N-RNase T1 (S54G/P55N) mit SlyD*H/**N-FHSQC-Spektren von 0,4 mM
®N-RNase T1 (S54G/P55N) zu verschiedenen Titratigmitsen mit 4,66 mM SlyD* zur Differenzierung der

zwei Konformationen. Die entsprechende Zuordnungger Kreuzsignale fir beide Konformationen (kleime
steht fir die minor Konformation) ist angezeigt, ebenso die Richturegy ®erdnderung der chemischen

Verschiebung. Konzentrationsverhéltni$¥¢-RNase T1 (S54G/P55N)/SlyD*: 1:0 (schwarz), 1:0(8fgenta),
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Abb. 8-22 Riickfaltung von RNase T1 (S54G/P55N) bpH 6.0 und 10 °C.*H/**N-TROSY-HSQC-Spektren

von 875uM '*N-RNase T1 (S54G/P55N) am Anfang der Riickfalturirig Spektrum vom Intermediat nach
20 Minuten Rickfaltungsdauer) und am Ende (schw&pektrum des nativen Zustandes)Rickfaltung ohne
SlyD*. B Riickfaltung in Gegenwart von 8748 SlyD*. Der Rahmen gibt jeweils den Bereich anr, oleAbb.

3-34 vergroRert dargestellt wurde.
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8.2. Tabellen

Tab. 8-1Stabilitatsparameter aus den harnstoffinduierten Entfaltungstibergangen von SlyD* fiir jedes
Amidproton. Aufgelistet sind nur die Reste, deren Ubergangskunach einem Zweizustandsmodell
ausgewertet werden konnten. Die Fehler resultiatender nichtlinearen Anpassung an Gleichung [2D&fen
fur Kreuzsignale der entfalteten Spezies sind dygbkend nummeriert.

Position Amino- 4G error m error Position Amino- 4G error m error
saure [kJ/mol] [kJ/(molW)] saure [kJ/mol] [kJ/(molW)]
2 K 11,2 2,6 5,2 0,8 69 G 24,7 6,4 9,4 2,3
3V 12,7 3,6 51 1,2 73 E 17,6 3,9 7,8 14
4 A 15,5 3,2 7,0 11 74 N 17,5 3,5 7.3 1,3
5 K 24,6 4,4 10,3 1,7 76 V 13,0 1,9 6,7 0,7
6 D 26,1 4,2 12,3 1,8 77 Q 15,3 1,9 7,6 0,7
7 L 26,4 4,2 11,1 1,6 78 R 15,5 2,8 6,6 0,9
8 V 17,1 2,7 8,5 1,1 79 V 12,8 2,0 6,4 0,7
9V 27,2 3,8 11,7 1,5 81 K 18,1 3,0 8,4 1,1
10 S 27,8 35 13,6 1,6 82 D 20,2 53 8,7 2,0
11 L 31,9 4.4 13,7 1,8 84 F 5,2 15 2,9 0,7
12 A 15,6 2,8 7,3 1,0 85 M 15,7 3,3 7,0 1,2
13 Y 13,3 2,8 6,3 0,9 87 V 16,6 3,9 7.4 14
14 Q 16,3 4,3 7,3 1,5 89 E 22,5 6,0 9,0 2,3
16 R 15,2 3,1 7,1 1,1 91 Q 10,7 2,2 6,4 0,7
17 T 13,3 3,6 5,8 1,1 92 V 10,9 4,2 4,9 1,0
18 E 19,6 3,0 9,0 1,2 99 E 13,0 2,4 6,6 0,8
19 D 15,5 25 6,6 0,8 100 T 20,7 5,0 8,7 1,9
20 G 29,6 7,0 12,1 2,7 102 Q 19,6 6,0 8,2 2,2
21 V 15,1 25 6,8 0,9 103 G 15,5 4,5 57 14
22 L 20,0 51 8,5 1,9 107 V 7,9 2,0 51 0,5
25 E 12,6 2,0 6,9 0,7 109 | 28,1 7,2 12,4 3,0
29 S 13,4 2,3 6,3 0,8 111 A 15,0 4,2 6,4 1,4
30 A 18,1 2,7 7,4 1,0 112 Vv 23,5 6,1 10,2 2,4
32 L 9,3 1,8 4,9 0,5 113 E 17,3 7,8 6,7 2,6
33 D 18,2 2,6 8,5 1,0 115 D 16,0 4,8 7,5 1,7
36 H 21,7 55 9,4 2,1 116 H 8,2 24 4,7 0,6
39 G 20,3 3,5 8,6 1,3 117 V 24,1 3,6 11,2 15
40 S 19,8 3,8 8,9 15 118 V 20,1 3,9 9,2 1,6
41 L 12,4 1,8 6,2 0,6 123 H 11,9 3,7 7,4 1,5
43 S 23,9 3,8 11,0 1,6 126 A 20,6 8,5 7,3 2,8
44 G 13,1 2,0 7,2 0,7 127 G 18,3 3,0 9,4 1,3
46 E 12,8 2,1 7,1 0,8 128 Q 21,8 4.8 9,4 1,9
48 A 20,3 3,0 8,4 11 130 L 19,9 6,3 9,3 25
49 L 37,8 4,8 16,3 2,0 131 K 12,8 2,3 6,1 0,8
50 E 22,7 54 9,2 2,0 132 F 18,7 3,7 8,4 14
51 G 16,5 3,1 8,2 1,2 137 V 20,8 57 9,2 2,1
52 H 32,0 7,2 13,1 2,8 138 A 20,0 3,3 8,5 1,2
53 E 12,6 2,1 6,4 0,8 139 | 13,5 3,5 55 1,1
54 V 16,4 3,4 7,7 1,3 143 T 16,8 2,7 8,1 1,0
55 G 15,7 4,2 7,1 1,4 145 E 16,5 3,3 7,8 1,2
58 F 6,0 2,6 2,7 0,6 146 E 18,7 5,0 8,0 1,9
61 A 19,1 34 8,2 1,3 147 L 27,9 3,0 12,3 1,3
62 V 8,6 1,9 55 0,5 149 H 11,4 2,8 52 0,8
63 G 11,7 1,8 6,0 0,6 153 H 18,8 2,6 9,2 11
65 N 15,8 2,9 6,6 1,0 154 G 17,3 2,6 7,4 0,9
67 A 21,7 3,8 9,4 1,5 156 H 19,1 4,6 7,5 1,6
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Position Amino- 4G error m error Position Amino- 4G error m error
saure [kJ/mol] [kJ/(molW)] saure [kJ/mol] [kJ/(moIW)]
entfaltet 19 9,6 0,6 3.2 0,2
1 12,1 23 52 0.8 20 14,2 3,6 5,6 1,0
2 9,8 3,8 37 11 21 10,5 1,2 3,6 0,3
3 15,3 51 57 1,7 22 13,1 1,3 5,6 0,5
4 22,1 3,6 8,2 1,2 23 10,6 2,1 4,5 0,7
5 12,8 52 48 16 24 8,7 1,2 43 0,4
6 28,4 3,8 10,5 1,4 25 13,5 2,8 5,3 0,9
7 13,2 33 5.8 1.2 26 9,5 1,0 3,9 0,3
8 9,1 0,9 3,2 0,2 27 11,4 2,9 4,7 0,8
9 12,7 27 4,9 0,9 28 76 05 31 01
10 10,7 20 4,1 0,7 29 169 19 6.5 0.7
11 9,8 2.9 3.8 1,0 30 12,8 3,4 5,2 0,9
12 6,4 0,9 2,5 0,2 31 9,0 1,8 4,0 0,5
13 9,5 1,1 35 0.3 32 10,3 3,8 4,8 1,1
14 14,8 26 6,1 0,9 33 11,5 3,8 4,8 1,0
15 8,0 15 37 05 34 8,8 2,0 42 0,5
16 12,8 37 5,4 1,3 35 7,4 18 33 05
17 149 31 6,2 1,1 36 117 45 4,6 18
18 228 62 9,7 2,2 37 9.3 39 4.0 10

Tab. 8-2 Stabilitadtsparameter aus den harnstoffindaierten Entfaltungsiibergdngen von SlyD* in

Gegenwart von Nf* fiir jedes Amidproton. Aufgelistet sind nur die Reste, deren Ubergangskmach einem
Zweizustandsmodell ausgewertet werden konnten.FRigler resultieren aus der nichtlinearen Anpassamg
Gleichung [2.10]. Daten fiir Kreuzsignale der emgf@n Spezies sind durchgehend nummeriert.

Position  Amino- AG error m error Position  Amino- AG error m error
saure [kJ/mol] [kJ/(molM)] séure [kJ/mol] [kJ/(molM)]

4 A 11,5 54 53 2,0 75 L 24,1 6,3 11,1 2,8
5 K 29,2 13,4 12,4 55 76 V 9,9 6,9 4,8 25
11 L 11,1 0,0 7,1 0,0 81 K 24,0 6,9 11,4 3,2
12 A 55 0,0 6,9 0,0 82 D 20,3 8,9 7,6 3,2
16 R 22,5 11,0 8,0 3,9 83 V 25,1 4,7 11,6 1,9
17 T 16,7 7,7 7,2 31 84 F 27,1 4,0 13,0 1,9
18 E 26,5 7,5 12,4 3,4 87 V 21,1 8,6 7,4 3,0
19 D 8,3 4,0 3,7 14 89 E 55 34 23 1,2
20 G 14,4 53 53 1,8 93 G 13,4 4,0 57 15
21 V 10,0 53 3,5 1,8 94 M 5,6 6,0 2,2 1,7
22 L 24,2 12,3 8,7 4,4 95 R 6,3 24 2,2 0,8
26 S 13,5 3,8 3,9 1,2 97 L 20,4 7,6 9,0 3,1
28 V 14,5 3,7 7,8 1,7 9 E 20,1 8,2 8,5 3,2
34 Y 16,9 3,8 4,1 11 103 G 10,0 4,1 3,5 11
35 L 10,0 3,8 3,5 11 105 VvV 10,6 5,8 6,3 2,6
37 G 37,1 5,9 18,7 2,9 115 D 30,6 10,3 12,5 4,1
40 S 24,5 14,8 22,0 11,9 116 H 8,3 4,8 4,7 1,8
42 | 12,7 4,3 54 1,6 117 Vv 10,0 4,8 35 1,8
a7 T 15,3 9,6 6,1 3,5 130 L 19,2 8,5 8,6 3,6
48 A 18,7 5,0 7,4 1,9 131 K 19,0 7,0 7,9 2,8
49 L 12,4 4,3 51 15 134 VvV 18,9 4,6 17,9 3,8
54 V 14,4 51 6,7 2,1 147 L 15,0 1,8 4,0 0,6
55 G 10,0 51 3,5 2,1 entfaltet
56 D 10,0 51 35 2,1 1 17,3 36 5.8 11
57 K 10,7 1,9 34 0,6 2 14.9 8,6 5.1 28
60 V 9,6 3,5 47 1,3 3 16,9 6,7 52 2.0
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Position  Amino- 4G error m error Position  Amino- 4G error m error

séure [kd/mol] [kJ/(molM)] séure [kd/mol] [kJ/(molM)]
4 29,3 4,0 7.4 1,0 18 11,5 4,3 2,9 1,2
5 16,9 4,8 4,6 1,4 19 14,8 6,2 4,3 1,6
6 21,2 0,0 4,4 0,0 20 24,2 8,1 6,9 2,3
7 12,7 6,1 2,9 1,6 21 27,6 11,2 8,6 3,3
8 17,1 4,9 4,6 1,3 22 18,8 9,1 5,9 2,6
9 27,4 4,3 9,3 14 23 11,8 9,1 3,0 25
10 22,1 57 52 15 24 12,2 4,6 2,8 1,3
11 9,0 4,5 2,1 1,4 25 16,0 4,3 4,6 1,2
12 14,8 4.7 4,6 1,3 26 22,5 6,1 6,0 1,7
13 30,5 11,9 54 51 27 11,4 3,5 2,6 1,1
14 24,5 4,9 6,6 1,4 28 31,8 7,3 8,6 2,0
15 32,0 12,1 8,8 35 29 32,3 8,4 8,5 2,3
16 15,1 7,0 3,8 19 30 24,9 3,9 7,0 1,0
17 21,4 4,4 55 1,2

Tab. 8-3 StabilitAtsparameter aus den harnstoffindamierten Entfaltungstubergangen von SlyDAIF fir
jedes Amidproton. Aufgelistet sind nur die Reste, deren Ubergangskurach einem Zweizustandsmodell
ausgewertet werden konnten. Die Fehler resultiatender nichtlinearen Anpassung an Gleichung [2D8fen
fur nicht zugeordnete Kreuzsignale sind gekennzgithnd fortlaufend nummeriert. Daten fiir Kreuzsigrder
entfalteten Spezies sind durchgehend nummeriert.

Position  Amino 4G error m error Position  Amino AG error m error
saure [kJ/mol] [kJ/(molm)] saure [kJ/mol] [kJ/(molm)]
3V 24,1 4,2 9,0 1,6 144 E 14,7 4,1 6,1 1,7
5K 17,9 4,2 6,2 1,6 145E 14,4 2,7 4,2 1,0
7L 17,2 3,3 4,9 1,2 146 E 8,7 3,0 3,0 1,2
10S 14,8 3,9 53 1,6 147 L 10,5 2,4 3,0 11
1L 10,1 2,4 4,1 1,0 148 A 14,0 2,3 4,7 0,9
15V 2,4 55 2,2 2,2 154G 18,8 2,7 7,0 11
17T 7.4 4,0 2,7 19 nicht zugeordnet

18 E 12,1 1,9 4,0 0,8 1 14.6 33 57 14
23V 10,9 3,1 3,8 1,3 2 99 54 4.0 23
24D 10,0 29 3,1 1,3 3 14.4 37 48 14
25E 18,1 4,9 7,0 2,0 4 11.0 4.7 30 21
26S 12,0 3,5 3,1 1,5 5 11.6 24 39 1.0
28V 11,4 2,8 3,5 1,3 6 18.8 66 56 23
29S 15,5 2,9 52 1,1 7 11.0 392 41 1.3
32L 141 2,0 4,4 0,0 8 206 8.4 71 31
33D 14,8 2,6 5,0 1,0 9 96 6.5 213 23
34Y 19,9 4,3 6,0 1,6 10 123 4.4 53 292
35L 115 29 4,3 1,3 11 10.2 24 30 12
39G 12,2 35 4,2 14 12 10.3 32 4.2 14
41 L 10,1 4,0 2,4 25 13 17.7 32 4.6 11
55G 15,3 2,8 4,7 11 14 11.9 592 53 23
56 D 14,3 3,4 4,1 14 15 13,9 14 3,9 4,4
59D 39,6 6,2 10,3 1,8 16 75 61 4.1 26
60V 16,4 79 5,4 3,1 17 16.4 45 58 18
61A 12,2 3,1 3,4 14 18 17.0 4.4 59 18

131K 13,8 3,1 4,7 1,2

entfaltet

134V 12,0 7,0 4,2 2,9
1 13,5 2,0 4,1 0,8

135E 14,4 3,1 4,7 1,3
2 15,1 3,2 4,6 1,2

136V 16,9 7,6 4,3 3,2
3 13,9 8,1 6,0 3,2

140R 14,4 25 51 1,0
4 10,9 3,5 3,4 1,4

141 E 15,2 2,8 4,7 11
5 16,3 3,8 4,3 1.4
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Position  Amino AG error m error Position  Amino AG error m error

saure [kJ/mol] [kJ/(molm)] saure [kJ/mol] [kJ/(molm)]
6 18,2 3,9 5,6 14 19 6,6 17,0 3,8 49
7 13,0 3,6 4,1 14 20 17,3 53 53 1,8
8 14,8 2,9 4,6 11 21 9,4 6,1 2,7 1,9
9 10,1 6,1 4,2 2,2 22 11,0 11 3,1 3,7
10 12,2 2,9 4,0 11 23 21,1 5,0 6,2 15
11 17,5 3,0 54 11 24 22,6 11,7 6,8 3,6
12 22,3 7,0 6,6 2,2 25 23,4 4,5 7,3 14
13 15,4 35 4,5 1,2 26 19,4 9,6 6,1 2,8
14 14,1 54 4,4 1,8 27 16,1 11,6 49 3,3
15 5,6 10,2 3,2 3,0 28 17,4 5,2 4,7 1,6
16 30,7 9,9 8,9 3,0 29 11,8 19,4 3,3 55
17 19,6 18,5 7,0 6,7 30 15,6 7,1 5,0 2,6
18 27,8 8,7 8,8 2,8

Tab. 8-4 Stabilitaitsparameter von SlyD* aus dem H/PAustauschexperiment bei 0 M Harnstoff. Die
Anpassung der Kreuzsignalvolumina im Verlauf deit 2a eine monoexponentielle Funktion zur Bestimgiun
der Austauschraten liefern die aufgefiuihrten Feefgelistet sind nur Reste, deren Austausch vgtfalerden
konnte. k. ist die Austauschrate, P steht fur Schutzfaktor.

Position  Amino- ke P 4G error Position  Amino- ke P 4G error
séure [H] [kd/mol]  [%)] séure [H] [kd/mol]  [%)]
3V 0,0108 72700 26,8 23,3 55 G 0,1500 25600 24,3 34
4 A 0,0162 129000 28,2 12,2 56 D 0,3000 7310 21,3 3,8
6 D 0,0053 364000 30,7 19,1 58 F 0,0473 47200 25,8 17,0
7L 0,0114 44800 25,7 22,6 60 V 0,0064 59900 26,4 17,8
8 V 0,0360 9990 22,1 7,0 62 V 0,4860 1190 17,0 57
9 V 0,0066 64800 26,5 52,7 76 V 0,5760 620 15,4 19,8
10 S 0,0318 156000 28,7 53 83 V 0,0374 10300 22,1 30,5
11 L 0,0055 279000 30,1 9,8 99 E 0,1020 9060 21,9 15,3
12 A 0,0052 345000 30,6 6,9 113 E 0,1200 5600 20,7 19,0
13 Y 0,3000 5250 20,5 4,4 116 H 0,0276 151000 28,6 50,0
14 Q 0,0450 83600 27,2 4.4 122 N 0,0420 319000 30,4 7,1
15 V 0,0390 23500 24,1 34 129 N 0,0342 417000 31,0 31,6
16 R 0,0304 83000 27,2 6,1 130 L 0,0760 21300 23,9 31
17 7T 0,2770 15000 23,1 2,9 131 K 0,0258 63400 26,5 4,7
21 V 0,7200 1190 17,0 8,1 132 F 0,0693 32200 24,9 34
23 V 0,1680 2120 18,4 7,9 133 N 0,0960 111000 27,8 3,6
25 E 0,0985 6140 20,9 6,5 134 V 0,0149 81000 27,1 7,6
32 L 0,0840 5450 20,6 2,9 135 E 0,0180 36900 25,2 16,7
34 Y 0,0072 146000 28,5 7,5 136 V 0,0067 61400 26,4 25,9
36 H 0,0138 284000 30,1 20,0 137 V 0,0072 60800 26,4 10,8
43 'S 0,0660 58400 26,3 17,3 138 A 0,0066 332000 30,5 6,4
45 L 0,0900 12400 22,6 3,0 140 R 0,0047 432000 31,1 19,0
48 A 0,5506 8390 21,6 5,9 142 A 0,0600 34000 25,0 3.3
49 L 0,0198 39200 25,4 4.8 143 T 0,3060 8140 21,6 6,3
50 E 0,4980 1130 16,9 8,0 146 E 0,4147 1570 17,6 7.4
52 H 0,0150 618000 31,9 8,0 147 L 0,2058 2680 18,9 3,4
53 E 0,0840 29400 24,7 2,8
54 V 0,2100 1950 18,2 3,4
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Tab. 8-5. Stabilitatsparameter von SlyD* aus dem HB-Austauschexperiment bei 0,62 M HarnstoffDie

Anpassung der Kreuzsignalvolumina im Verlauf deit Z2a eine monoexponentielle Funktion zur Bestimgiun

der Austauschraten liefern die aufgefiihrten Felefgelistet sind nur Reste, deren Austausch vgtfalerden
konnte. k, ist die Austauschrate, P steht flr Schutzfaktor.

Position  AmIno-  kKex P AG error
saure [A] [kd/mol]  [%]
3V 0,101 7580 21,4 6,6
4 A 0,113 18600 23,6 4,8
6 D 0,097 20000 23,7 7,6
7 L 0,050 10200 22,1 29,7
8 V 0,082 4360 20,1 3,7
9 V 0,065 6420 21,0 6,2
10 S 0,097 51000 26,0 2,8
11 L 0,079 19500 23,7 6,0
12 A 0,085 21100 23,9 4,6
13 Y 0,607 2580 18,8 7,5
14 Q 0,129 29000 24,6 6,1
15 VvV 0,151 6100 20,9 3,9
16 R 0,122 20700 23,8 5,0
17 T 0,617 6730 211 7,2
21 V 1,647 520 15,0 11,9
23 V 0,477 749 15,9 11,1
32 L 0,234 1900 18,1 6,2
34 Y 0,084 12300 22,6 17,5
36 H 0,110 35500 25,1 6,5
45 L 0,211 5420 20,6 5,7
48 A 1,074 4300 20,1 9,0
49 L 0,087 8920 21,8 3,1
50 E 1,075 523 15,0 9,7
52 H 0,092 102000 27,6 31
53 E 0,244 10100 22,1 6,2

Position  AmINo-  Kex P AG error
saure [A] [kd/mol]  [%]
54 V 0,417 988 16,5 6,1
55 G 0,301 13000 22,7 9,0
56 D 0,513 4250 20,0 59
58 F 0,090 24900 24,3 2,2
60 V 0,075 5100 20,5 4,0
62 V 0,859 674 15,6 9,2
76 V 2,299 155 12,1 48,1
130 L 0,221 7320 21,3 3,9
131 K 0,102 16000 23,2 2,8
132 F 0,210 10600 22,2 7,8
133 N 0,181 57500 26,3 4,7
134 VvV 0,088 13800 22,9 2,4
135 E 0,082 8080 21,6 4,2
136 V 0,064 6480 21,0 5,2
137 Vv 0,075 5580 20,7 7,6
138 A 0,070 30200 24,7 5,2
140 R 0,072 28500 24,6 54
142 A 0,195 10600 22,2 5,0
143 T 0,604 4140 20,0 15,2
146 E 1,066 609 15,4 15,1
147 L 0,521 1060 16,7 8,5

Tab. 8-6. Stabilitaitsparameter von SlyD* aus dem HJ-Austauschexperiment bei 1,66 M HarnstoffDie

Anpassung der Kreuzsignalvolumina im Verlauf deit Z2a eine monoexponentielle Funktion zur Bestimgiun

der Austauschraten liefern die aufgefiihrten Felefgelistet sind nur Reste, deren Austausch vgtfalerden
konnte. k, ist die Austauschrate, P steht flr Schutzfaktor.

Position  AmINo- Kex P AG error
saure  [H] [kd/mol]  [%]
3V 0,036 21000 23,9 10,1
4 A 0,043 49100 25,9 51
6 D 0,055 35500 25,1 10,3
7 L 0,034 15200 23,1 6,0
8 V 0,049 7220 21,3 6,2
9 V 0,039 10700 22,2 12,6
10 S 0,046 109000 27,8 3,7
11 L 0,029 52700 26,0 11,6
12 A 0,038 47300 25,8 5,0
13 Y 0,310 5130 20,5 6,9
14 Q 0,066 56700 26,3 11,3
15 VvV 0,026 35600 25,1 36,8
16 R 0,068 37100 25,2 51
17 T 0,322 12900 22,7 4,2
21 V 1,000 857 16,2 6,2
23 V 0,190 1850 18,0 7,1
32 L 0,094 4720 20,3 4,6

Position  AMINo- Kex AG error
sdure  [H] [kd/mol]  [%]
34 Y 0,040 25700 24,3 10,7
36 H 0,056 70000 26,8 7,1
45 L 0,130 9090 21,9 54
48 A 0,595 7770 215 6,9
49 L 0,037 21200 23,9 5,7
50 E 0,570 992 16,5 7,3
52 H 0,037 251000 29,8 4,2
54 V 0,210 1980 18,2 3,7
56 D 0,280 7720 215 34
58 F 0,039 56900 26,3 2,9
60 V 0,040 9610 22,0 53
62 V 0,760 759 15,9 6,7
130 L 0,089 18200 23,5 3,3
131 K 0,044 37100 25,2 2,0
132 F 0,105 21200 23,9 6,0
133 N 0,098 106000 27,8 4,1
134 V 0,061 20000 23,7 2,7
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Position  AmINo- Kex P AG error Position  AmIno- Kex P AG error
sdure  [H] [kd/mol]  [%] sdure  [H] [kd/mol]  [%]

135 E 0,048 13700 22,8 5,2 142 A 0,091 22800 24,0 4,2

136 V 0,028 14900 23,0 8,7 143 T 0,290 8700 21,7 12,4

138 A 0,035 59700 26,4 7,2 146 E 0,348 1870 18,0 10,7

140 R 0,041 50000 25,9 7,1 147 L 0,137 4010 19,9 5,1

Tab. 8-7 Stabilitatsparameter von SlyD* aus dem H/BPAustauschexperiment bei 1,07 M HarnstoffDie
Anpassung der Kreuzsignalvolumina im Verlauf deit Z2a eine monoexponentielle Funktion zur Bestimgiun
der Austauschraten liefern die aufgefiihrten Felefgelistet sind nur Reste, deren Austausch vgtfalerden
konnte. k, ist die Austauschrate, P steht flr Schutzfaktor.

Position  Amino- ke P AG error Position  Amino- ke P AG error
saure [A] [kd/mol]  [%] saure [A] [kd/mol]  [%]
3V 0,51 1500,00 17,54 6,95 50 E 2,34 240,00 13,15 22,67
4 A 0,60 3520,00 19,59 7,56 52 H 0,49 19100,00 23,61 5,89
6 D 0,44 4430,00 20,14 13,89 53 E 0,65  3780,00 19,76 9,12
7 L 0,44 1160,00 16,91 7,04 54 V 0,45 919,00 16,37 11,36
8 V 0,50 712,00 15,74 4,93 55 G 0,75  5200,00 20,52 15,07
9 V 0,39 1080,00 16,75 10,69 56 D 0,90 2420,00 18,67 8,44
10 S 0,49 10200,00 22,11 4,52 62 V 1,75 332,00 13,90 16,03
11 L 0,41 3790,00 19,76 10,44 130 L 0,74 6890,00 21,19 6,92
12 A 0,48 3760,00 19,72 8,94 131 K 0,52 2180,00 18,42 3,64
13 Y 1,27 1240,00 17,08 10,03 132 F 0,61  3180,00 19,34 10,18
14 Q 0,60 6310,00 20,98 10,65 133 N 0,69 3690,00 19,68 5,78
15 VvV 0,86 1070,00 16,75 9,26 134 VvV 0,49 15100,00 23,07 5,95
16 R 0,51  4920,00 20,39 8,54 135 E 0,63 2460,00 18,72 7,62
17 T 1,27 3270,00 19,38 10,50 136 V 0,39 1050,00 16,66 9,68
21 V 1,99 431,00 14,53 14,22 137 Vv 0,41 1060,00 16,71 12,00
23 V 0,93 383,00 14,24 12,46 138 A 0,51 1010,00 16,58 8,36
32 L 0,62 723,00 15,78 9,93 140 R 0,46  4460,00 20,14 7,29
34 Y 0,44 2370,00 18,63 8,14 142 A 0,72 2890,00 19,09 7,75
36 H 0,49 7870,00 21,52 10,98 143 T 1,45 1730,00 17,88 24,30
45 L 0,74 1540,00 17,58 10,17 146 E 1,60 405,00 14,40 17,56
48 A 1,43 3240,00 19,38 12,37 147 L 1,39 397,00 14,32 15,22

49 L 0,45 1730,00 17,88 4,93

Tab. 8-8 Stabilitatsparameter von SlyD* aus dem Andprotonenaustauschexperiment New MEXICODie
Anpassung der Kreuzsignalvolumina im Verlauf deit 2a eine monoexponentielle Funktion zur Bestimgiun
der Austauschraten liefern die aufgefiihrten Felidgrbezeichnet die Austauschrate und P den Schutzfakto
Aufgelistet sind nur die Reste, die mittels New MEX detektierbar waren und sich im EX2-Regime baém

Position  Amino ke P AG error Position  Amino ke P yiel error

saure  [H] [kd/mol]  [%] saure  [H] [kd/mol]  [%]
2 K 6,37 278,00 13,5 15,0 a7 T 9,07 2,44 0,1 19,7
18 E 7,71 2,32 0,7 24,3 58 F 22,39 1,24 - 12,0
19 D 9,71 1,34 2,6 10,6 82 D 11,77 2,05 4,1 17,8
29 S 514 12,00 0,8 31,2 83 V 6,06 0,79 0,2 22,3
33 D 6,59 1,71 - 20,8 86 G 13,44 6,42 - 4.8
34 Y 23,54 0,55 2,9 21,1 87 V 511 2,08 1,3 13,6
35 L 8,29 1,30 8,0 20,8 88 D 16,19 0,82 2,4 7,9
37 G 4,35 4,47 3,0 20,8 89 E 4,75 1,58 0,7 20,9
39 G 6,34 28,70 6,8 24,2 95 R 14,90 3,73 - 8,2
40 S 6,99 18,00 2,8 13,9 96 F 19,89 1,75 0,2 16,8
43 'S 11,87 4,21 0,9 24,8 97 L 16,13 0,69 35 25,7
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Position  Amino kex P 4G error Position  Amino kex P 4G error
saure  [H] [kd/mol]  [%)] saure  [H] [kd/mol]  [%]
100 T 11,54 1,92 2,6 9,2 155 A 7,76 6,89 4.4 6,6
101 D 2351 1,23 8,2 5,3 156 H 13,42 5,84 2,4 8,8
102 Q 7,01 3,93 - 14,7 157 D 6,72 7,40 4.8 7,3
103 E 341 31,10 - 44,7 161 D 13,41 3,71 3,3 8,5
114 D 14,74 0,88 - 12,1 162 H 6,11 8,51 3,7 7,5
115 D 19,95 0,61 4.4 7,5 163 D 9,97 4,98 1,7 4,7
119 V 31,73 0,16 - 7,7 164 H 9,07 5,73 - 2,3
128 Q 8,60 7,14 3,0 14,0 165 D 16,40 3,03 - 2,8
153 H 12,75 4,45 4,3 27,0 166 H 1,70 0,49 - 86,9

154 G 12,40 14,70 3,8 6,9

Tab. 8-9 Zuordnung (*H, ®N, **C?, °CP) fir RNase T1 (S54G/P55N) in 10 mM Bis-Tris, pBf “6.0 bei
25 °C.? Jeweilige Kreuzsignale nur iiber das HNCA zugedrdnimor bezeichnet die zweite Konformation.

Nr. Amino- NH BN 3¢ 5ch
saure

1A n.a. n.a. 49,159 16,739
2 C 8,437 119,330 52,625 41,179
3D 8,350 129,104 55,579 38,057
4Y 8,313 115,599 54,965 40,039
5T 9,297 120,913 59,496 66,592
6 C 8,845 127,104 48,274 38,040
7 G 9,244 117,613 45,156

8 S 8,941 124,131 55,790 61,387
9 N 7,927 122,085 50,273 36,281
10 C 8,213 124,515 52,352 42,598
1 Y 9,160 126,939 54,271 39,479
12 'S 9,507 119,515 53,988 64,751
13 S 10,287 119,449 60,307 60,169
14 S 8,160 118,230 58,848 59,784
15 D 8,122 126,535 55,550 38,360
16 V 7,847 122,078 64,185 29,165
17 S 8,468 116,401 59,312 59,956
18 T 8,336 120,877 64,265 66,264
19 A 7,521 124,522 53,391 15,973
20 Q 8,975 118,323 57,149 26,127
21 A 7,864 118,926 52,432 15,413
22 A 6,942 120,456 51,792 16,452
23 G 7,147 105,659 43,077

24 Y 8,469 123,801 60,188 34,922
25 K 7,153 119,330 56,510 29,325
26 L 6,522 117,692 56,241 38,040
27 H 7,496 116,268 56,233 24,608
28 E 8,410 121,561 56,110 26,607
29 D 7,644 118,091 51,792 37,640
30 G 7,557 110,474 43,877

31 E 7,920 120,218 52,192 31,404
32T 7,988 108,931 57,309 71,100
33 Vv 9,616 114,686 58,189 34,042
34 G 8,596 109,547 41,718

35 S 9,106 119,880 58,908 60,108
36 N 8,445 118,310 49,953 36,121
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166

Nr. Amino- NH N 13ca 13¢ch
saure

37 S 7,604 112,096 56,350 58,509
38 Y 8,668 121,197 54,820 27,086
39 P
40 H 7,974 114,764 50,683 n.a.
41 K 9,156 126,151 55,381 n.a.
42 Y 8,557 128,857 53,256 n.a.
43 N n.a. n.a. n.a. n.a.
44 N n.a. n.a. n.a. n.a.
45 'Y n.a. n.a. n.a. n.a.
46 E 8,807 118,470 56,989 25,727
47 G 7,133 107,628 43,637
48 F 8,213 121,503 54,991 34,922
49 D 8,728 124,482 50,113 36,681
50 F 7,539 122,706 52,360 36,956
51 S 9,255 117,686 56,910 61,067
52 V 6,891 111,964 55,870 31,724
53 S 8,760 120,290 56,190 62,107
54 G 8,052 107,356 39,479
55 N 7,819 118,886 51,632 37,800
56 Y 8,492 118,111 53,232 38,622
57 Y 8,675 118,760 54,591 39,486
58 E 8,712 117,547 51,113 30,444
50 W 8,350 124,257 50,273 32,523
60 P 60,667 28,925
61 | 7,030 121,291 55,950 38,600
62 L 8,043 124,999 50,673 40,119
63 S 8,941 121,793 58,109 59,708
64 S 7,552 114,779 56,110 61,387
65 G 7,793 110,368 42,678
66 7,429 120,343 51,313 38,84
67 V 8,491 121,568 60,028 30,045
68 Y 9,194 129,918 58,669 34,442
69 S 8,106 118,615 54,351 61,547
70 G n.a. n.a. 42,358
71 G 8,149 109,183 41,318
72 S 9,092 123,807 54,511 60,428
73 P 61,227 29,725
74 G 7,672 106,959 42,997
75 A 8,585 125,217 51,313 19,011
76 D 8,631 118,840 51,952 39,719
77 R 9,406 122,157 50,753 29,885
78 V 8,851 117,057 58,189 31,484
79 V 8,221 124,111 57,069 29,725
80 F 8,002 123,677 51,171 40,205
81 N 8,624 120,448 47,715 39,479
82 E 7,327 115,606 55,790 28,925
83 N 7,239 115,593 49,634 36,521
84 N 8,103 116,136 50,839 32,443
85 Q 7,829 114,526 51,153 27,726
86 L 8,391 125,236 53,278 38,962
87 A 8,973 131,409 49,474 15,733
88 G 7,070 129,859 42,438
89 V 7,992 121,593 59,247 31,503
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Nr. Amino- NH N 13ca 13¢ch
saure

90 | 8,593 119,694 57,309 39,639
91 T 9,296 112,977 57,096 66,664
92 H 9,179 124,813 53,711 27,006
93 T 9,233 124,423 62,576 64,675
94 G 8,777 115,493 42,518

95 A 7,744 123,899 47,955 19,091
96 S 8,322 115,765 54,991 61,707
97 G 8,488 112,235 44,357

98 N 8,589 123,449 49,794 36,041
99 N 7,856 118,164 51,073 37,560
100 F 8,787 119,085 55,310 41,638
101 V 9,230 113,613 57,869 33,003
102 E 8,655 121,079 55,071 27,006
103 C 8,486 122,144 55,950 43,077
104 T 8,366 120,366 60,827 68,343

{Wsc} 8,957 130,991
minor

25 K 7,180 119,357 56,525 29,383
27 H 7,506 116,268 56,233 24,608
50 F 7,592 122,485 52,432 37,027
51 S 9,036 117,109 57,309 61,067
52 V 6,981 113,613 57,069 31,564
53 S 8,600 120,457 54,831 62,586
54 G 7,881 106,985 41,638

55 N 8,367 118,266 52,032 n.a.
78 V 8,831 116,513 58,029 31,484
79 V 8,112 123,721 57,069 29,885
80 F 7,948 123,474 51,158 40,116
81 N 8,569 119,767 47,955 38,28
82 E 8,315 116,619 56,190 28,206
83 N 7,330 117,070 49,794 36,521
84 N 8,099 116,116 50,753 32,443
85 Q 7,712 114,552 51,153 27,886
86 L 8,370 125,270 53,354 39,000
87 A 8,956 131,091 49,474 15,733
88 G 6,956 129,614 42,358

89 V 7,947 121,408 59,232 31,453

Tab. 8-10 Zuordnung {H, **N, **C®, **CP) fiir RNase T1 (S54G/P55N) in 10 mM Bis-Tris, 0,6 MsdmCl,
pH¥ 6.0 bei 10 °C? Jeweilige Kreuzsignale nur iiber das HNCA zugedrdnimor bezeichnet die zweite

Konformation.
Nr. Amino- NH N 3¢ 5ch
saure

1A n.a. n.a. 48,948 16,653
2 C 8,435 119,537 52,721 41,146
3D 8,365 129,177 55,272 37,615
4Y 8,238 115,624 54,781 39,871
5T 9,179 120,581 59,195 66,455
6 C 8,812 127,096 48,111 38,004
7 G 9,179 117,359 44,072

8 S 9,041 124,567 55,762 61,157
9 N 7,898 121,969 49,975 36,241
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Nr. Amino- NH BN 13ca 13¢ch
saure

10 C 8,191 124,292 52,329 42,322
1 v 9,117 127,007 54,193 39,184
12 S 9,334 119,318 53,604 64,591
13 S 10,083 119,108 60,276
14 S 8,144 118,315 58,607 59,686
15 D 8,113 126,416 55,272 38,105
16 V 7,761 122,001 64,002 29,08
17 S 8,441 116,271 58,999 59,686
18 T 8,311 120,711 64,100 66,160
19 A 7,417 124,470 53,212 15,739
20 Q 8,877 118,128 56,939 26,039
21 A 7,795 119,076 52,232 15,347
22 A 6,817 120,355 51,544 16,230
23 G 7,050 105,605 43,010
24 Y 8,408 123,855 54,770 60,078
25 K 7,097 119,100 56,547 29,375
26 L 6,436 117,673 56,056 38,070
27 H 7,538 116,207 56,155 24,372
28 E 8,381 120,703 55,468 26,137
29 D 7,473 117,594 51,054 37,026
30 G 7,445 110,635 43,893
31 E 7,821 119,594 51,740 30,944
32 T 7,972 108,956 57,135 71,163
33 V 9,595 114,766 58,116 34,038
34 G 8,533 109,654 41,440
35 S 9,131 120,411 58,803 59,882
36 N 8,548 118,379 49,778 35,849
37 S 7,516 111,874 56,155 58,411
38 Y 8,572 120,857 54,781 26,628
39 P
40 H 7,756 112,563 n.a. n.a.
41 K n.a. n.a. n.a. n.a.
42 Y 8,343 128,165 n.a. n.a.
43 N n.a. n.a. n.a. n.a.
44 N n.a. n.a. n.a. n.a.
45 Y n.a. n.a. n.a. n.a.
46 E 8,769 118,315 56,284 n.a.
47 G 7,040 107,743 43,598
48 F 8,214 121,415 54,585 34,770
49 D 8,736 124,033 49,680 35,849
50 F 7,541 122,932 52,035 36,536
51 S 9,208 117,659 56,841 60,765
52 V 6,787 111,768 55,664 31,729
53 S 8,759 120,533 56,056 61,943
54 G 8,016 107,596 39,184
55 N 7,776 118,679 51,446 37,615
56 Y 8,469 117,999 53,114 38,203
57 Y 8,673 118,533 n.a. n.a.
58 E n.a. n.a. n.a. n.a.
50 W 8,258 123,644 50,171 n.a.
60 P 60,741 28,688
61 | 6,966 121,439 55,664 38,400
62 L 7,919 124,608 50,465 40,067

168



Anhang

Nr. Amino- NH N 13ca 13¢ch
saure
63 S 8,997 122,316 58,116 59,392
64 S 7,564 115,478 55,958 61,354
65 G 7,741 110,222 42,225
66 D 7,377 120,751 51,054 38,105
67 V 8,511 121,998 60,176 29,865
68 Y 9,142 130,294 58,411 34,181
69 S 8,193 119,205 54,095 61,354
70 G n.a. n.a. 41,188
71 G 8,136 109,841 41,998
72 S 9,029 123,677 54,389 60,275
73 P
74 G 7,632 107,467 42,912
75 A 8,475 124,762 51,054 18,878
76 D 8,562 118,784 51,838 39,282
77 R 9,320 122,106 50,563 29,473
78 V 8,773 116,919 57,920 31,336
79 V 8,096 123,928 56,939 29,669
80 F 7,909 123,491 50,857 40,067
81 N 8,473 120,144 47,424 39,282
82 E 7,379 115,737 55,566 28,786
83 N 7,141 115,559 49,386 36,241
84 N 8,037 116,126 50,563 32,219
85 Q 7,714 114,353 50,955 27,609
86 L 8,388 125,142 53,114 38,792
87 A 8,902 131,314 49,288 15,445
88 G 6,967 129,816 42,225
89 V 7,851 121,245 58,999 31,401
90 | 8,545 119,901 57,037 39,380
91 T 9,181 112,879 56,841 66,455
92 H 9,093 124,802 53,702 n.a.
93 T 9,135 124,252 62,443 64,493
94 G 8,797 115,632 42,225
95 A 7,701 123,863 47,620 19,075
96 S 8,286 115,964 54,683 61,648
97 G 8,518 112,245 44,187
98 N 8,558 123,661 49,496 n.a.
99 N 7,756 117,796 50,563 37,320
100 F 8,690 118,452 55,272 41,538
101 Vv 9,147 113,559 57,626 32,808
102 E 8,587 120,905 54,781 26,628
103 C 8,449 122,387 55,762 42,912
104 T 8,357 120,622 60,569 68,024
Wsc 8,846 130,682

minor
25 K 7,130 119,181 56,598 29,3118
27 H 7,538 116,207 56,155 24,372
50 F 7,579 122,689 52,156 36,737
51 S 8,972 117,027 57,332 60,765
52 V 6,885 113,033 56,841 31,631
53 S 8,507 119,326 54,585 n.a.
54 G 7,807 106,860 41,440 n.a.
55 N 8,267 118,242 50,073 36,928
78 V 8,747 116,336 57,920 31,268
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Nr. Amino- NH N 13ca 13¢ch
saure

79 V 7,985 123,628 57,037 29,865
80 F 7,856 123,296 n.a. n.a.
81 N 8,520 119,934 48,013 38,309
82 E 8,185 116,846 56,056 28,001
83 N 7,238 116,911 49,548 36,159
84 N 8,041 116,126 50,563 32,029
85 Q 7,603 114,393 50,857 27,707
86 L 8,355 125,199 53,116 38,615
87 A 8,915 131,419 49,680 15,427
88 G 6,854 129,606 42,225

89 V 7,799 121,043 58,946 31,311

Tab. 8-11 Zuordnung {'H, **N, **C°) fiir das Faltungsintermediat von RNase T1 (S54G/F) in 10 mM
Bis-Tris, 0,6 M GdmCI, pH'® “6.0 bei 10 °Cminor bezeichnet die zweite Konformation.

Nr. Amino- NH N 13ca
saure
1A n.a. n.a. 48,687
2C 8,413 119,451 52,429
3D 8,359 129,190 54,955
a4y 8,216 115,602 54,487
5T 9,161 120,482 58,978
6C 8,776 127,106 47,798
7G 9,196 117,548 44,758
8S 9,002 124,558 55,452
9N 7,859 121,940 49,835
10C 8,164 124,387 52,053
11Y 9,093 127,163 53,949
12 S 9,312 119,252 53,413
13S 10,043 119,070 59,923
14 S 8,125 118,370 58,385
15D 8,050 126,503 55,022
16V 7,691 122,080 63,643
17 S 8,391 115,871 58,814
18T 8,174 120,423 64,037
19A 7,266 125,543 52,840
20Q 8,676 118,544 56,382
21A 8,009 119,663 51,982
22 A 7,063 120,256 51,642
23G 7,615 106,089 42,789
24Y 8,694 124,643 60,245
25K 7,278 118,615 56,525
26 L 6,574 117,103 54,343
27H n.a. n.a. n.a.
28 E n.a. n.a. n.a.
29D 7,734 117,348 51,266
30G 7,359 109,057 43,182
31E 7,696 119,577 52,840
32T n.a. n.a. n.a.
33V 9,415 114,118 58,385
34 G 8,368 111,685 43,325
35S n.a. n.a. n.a.
36N n.a. n.a. n.a.
37S n.a. n.a. n.a.
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Nr. Amino- NH N 13ca
saure

38Y n.a. n.a. n.a.
39P
40 H n.a. n.a. n.a.
41 K n.a. n.a. n.a.
42Y n.a. n.a.
43 N n.a. n.a. n.a.
44 N n.a. n.a. n.a.
45Y n.a. n.a. n.a.
46 E 8,756 118,424 56,382
47 G n.a. n.a.
48 F n.a. n.a. 54,45
49D 8,754 124,012 49,514
50 F 7,519 122,840 51,839
51S 9,166 117,434 56,560
52V 6,769 111,890 55,452
53S 8,734 120,473 55,774
54 G 7,980 107,496 39,029
55N 7,790 119,168 51,191
56 Y 8,433 118,208 52,948
57Y n.a. n.a. n.a.
58 E n.a. n.a. n.a.
59 W n.a. n.a. n.a.
60 P 60,817
611 6,849 120,243 55,380
62 L 8,036 124,435 50,336
63 S 8,999 122,121 57,920
64 S 7,559 115,285 55,774
65 G 7,767 110,236 42,073
66 D 7,349 120,756 50,766
67V 8,482 122,142 59,923
68Y 9,139 129,849 57,455
69 S 8,241 120,957 53,806
70 G n.a. n.a. 41,429
71G 8,057 108,707 40,893
72S 8,871 122,954 54,20
73 P
74 G 7,533 106,861 42,502
75 A 8,410 124,411 51,016
76 D 8,551 119,038 51,517
77R 9,189 121,278 50,515
78V 8,708 116,481 57,526
9V 8,035 122,954 56,847
80 F 8,034 123,719 n.a.
81N 8,457 119,613 47,260
82E 7,404 115,659 55,38
83N 7,180 116,156 49,227
84 N 8,045 116,262 50,372
85Q 7,660 114,406 50,587
86 L 8,347 125,254 52,948
87 A 8,946 131,095 48,977
88 G 7,018 128,824 41,930
89V 7,795 120,876 58,743
I 8,672 120,041 56,847
91T 9,189 112,747 56,596
92 H 9,219 125,011 53,305
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Nr. Amino- NH N 13ca
saure

93T 9,149 124,368 62,284
94 G 8,770 115,659 42,073
95 A 7,681 123,833 47,403
96 S 8,256 115,985 54,414
97 G 8,483 112,324 44,041
98 N n.a. n.a. 51,982
99 N?? 7,729 117,711 50,479

100 F n.a. n.a. 54,915

101V 9,165 113,588 57,455

102E 8,507 120,848 54,593

103C 8,462 122,362 55,559

104 T 8,372 120,434 60,46

Wsc 8,821 130,663
minor

25K n.a. n.a. n.a.
27H n.a. n.a. n.a.
50 F 7,554 122,604 51,874
51S 8,951 116,921 57,133
52V 6,873 113,147 56,632
53S n.a. n.a. n.a.
54 G 7,784 106,748 n.a.
55N n.a. n.a. n.a.
78V 8,679 115,879 57,491
79V n.a. n.a. n.a.
80 F n.a. n.a. n.a.
81N n.a. n.a. n.a.
82E n.a. n.a. n.a.
83N 7,273 117,328 49,263
84 N 8,047 116,286 50,372
85Q 7,548 114,430 50,622
86 L 8,313 125,260 52,912
87 A 8,952 131,206 49,013
88 G 6,911 128,660 41,966
89V 7,749 120,707 58,707

Tab. 8-12 Ruckfaltungsraten von RNase T1 (S54G/P53Nbei pH 6.0 und 10 °C nach einzelnen
Amidprotonen fir den nativen Zustand aufgelistet Die Fehler resultieren aus der nichtlinearen Aspag an
eine monoexponentielle Funktion. Reste, die keiiekiRaltungskinetik zeigen, sind nicht aufgelistet.

Position  Amino k error Position  Amino k error
sdure  [mid] sdure  [mid]
13 S 0,0093 0,0010 27 H 0,0044 0,0003
14 S 0,0030 0,0033 29 D 0,0051 0,0003
15 D 0,0065 0,0005 30 G 0,0053 0,0003
16 V 0,0058 0,0006 31 E 0,0055 0,0004
17 S 0,0060 0,0005 32 T 0,0046 0,0002
19 A 0,0051 0,0003 33 V 0,0056 0,0005
20 Q 0,0065 0,0005 34 G 0,0052 0,0004
21 A 0,0065 0,0005 3 S 0,0051 0,0004
22 A 0,0043 0,0003 37 S 0,0047 0,0003
23 G 0,0050 0,0005 56 Y 0,0051 0,0029
24 Y 0,0076 0,0007 59 W 0,0045 0,0007
25 K 0,0051 0,0003 61 | 0,0052 0,0005
26 L 0,0043 0,0005 62 L 0,0048 0,0003
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Position  Amino k error Position  Amino k error
sdure  [mid] sdure  [mid]

63 S 0,0104 0,0011 78 V 0,0055 0,0006
64 S 0,0097 0,0009 79 V 0,0027 0,0036
65 G 0,0053 0,0005 83 N 0,0057 0,0006
67 V 0,0066 0,0005 84 N 0,0074 0,0010
68 Y 0,0069 0,0011 85 Q 0,0055 0,0008
69 S 0,0036 0,0004 87 A 0,0049 0,0006
71 G 0,0056 0,0003 88 G 0,0051 0,0008
72 S 0,0059 0,0003 101 Vv 0,0083 0,0008
74 G 0,0063 0,0007

75 A 0,0067 0,0007

77 R 0,0032 0,0004

Tab. 8-13 Rickfaltungsraten von RNase T1 (S54G/P53Nbei pH 6.0 und 10 °C nach einzelnen
Amidprotonen fir den intermedidaren Zustand (abnehmeade Signalintensitat) aufgelistet Die Fehler
resultieren aus der nichtlinearen Anpassung an ammoexponentielle Funktion. Reste, die keine
Ruckfaltungskinetik zeigen oder nicht aufgelostdaegr konnten, sind nicht aufgelistet.

Position  Amino k error Position  Amino k error
sdure  [mid] sdure  [mid]

11 Y 0,0094 0,0021 65 G 0,0042 0,0003
15 D 0,0054 0,0004 68 Y 0,0062 0,0012
16 V 0,0047 0,0004 69 S 0,0061 0,0004
18 T 0,0066 0,0003 71 G 0,0055 0,0002
19 A 0,0054 0,0002 72 S 0,0059 0,0002
21 A 0,0068 0,0002 74 G 0,0068 0,0006
22 A 0,0051 0,0002 79 V 0,0062 0,0008
23 G 0,0070 0,0007 83 N 0,0062 0,0004
24 Y 0,0071 0,0006 85 Q 0,0044 0,0003
25 K 0,0059 0,0003 87 A 0,0054 0,0006
26 L 0,0060 0,0003 88 G 0,0059 0,0006
29 D 0,0072 0,0006 92 H 0,0090 0,0007
30 G 0,0067 0,0005 101 Vv 0,0047 0,0008
31 E 0,0065 0,0003 102 E 0,0083 0,0019
34 G 0,0055 0,0002

37 S 0,0094 0,0005

62 L 0,0056 0,0005

Tab. 8-14 Ruckfaltungsraten von RNase T1 (S54G/P53Nbei pH 6.0 und 10 °C wahrend der Katalyse
durch 10 % SlyD*. Die Amidprotonen fur den nativen Zustand sind einzaufgelistet. Die Fehler resultieren
aus der nichtlinearen Anpassung an eine monoextielenFunktion. Reste, die keine Rickfaltungskiket
zeigen, sind nicht aufgelistet.

Position  Amino Kk error Position  Amino  k error
séure [mirf] séure [mirf]

8S 0,0102 0,0010 22 A 0,0110 0,0003
10C 0,0062 0,0019 23G 0,0104 0,0005
11Y 0,0128 0,0045 24Y 0,0137 0,0012
13S 0,0074 0,0009 25K 0,0111 0,0005
15D 0,0114 0,0009 26 L 0,0107 0,0006
16V 0,0104 0,0007 27H 0,0118 0,0006
17S 0,0076 0,0008 29D 0,0118 0,0005
18T 0,0100 0,0005 30G 0,0101 0,0005
19A 0,0110 0,0004 31E 0,0059 0,0020
20Q 0,0102 0,0007 32T 0,0112 0,0004
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Position  Amino Kk error Position  Amino  k error
séure [mirf] séure [mirf]

33V 0,0118 0,0006 77R 0,0116 0,0013
34 G 0,0115 0,0006 78V 0,0122 0,0008
35S 0,0102 0,0004 79V 0,0052 0,0034
37S 0,0109 0,0006 80 F 0,0122 0,0013
38Y 0,0105 0,0007 82 E 0,0134 0,0032
47 G 0,0116 0,0038 83N 0,0126 0,0009
48 F 0,0094 0,0048 84 N 0,0088 0,0012
50 F 0,0094 0,0026 85Q 0,0093 0,0006
51S 0,0177 0,0017 87 A 0,0109 0,0008
50 W 0,0104 0,0007 88 G 0,0152 0,0020
611 0,0103 0,0006 89V 0,0110 0,0025
62 L 0,0109 0,0005 901 0,0061 0,0012
63S 0,0084 0,0008 91T 0,0228 0,0039
65 G 0,0107 0,0007 92 H 0,0132 0,0008
67V 0,0161 0,0011 93T 0,0059 0,0014
68Y 0,0126 0,0023 99 N 0,0057 0,0014
69 S 0,0109 0,0006 101V 0,0152 0,0011
71 G 0,0112 0,0005 102 E 0,0096 0,0007
72S 0,0103 0,0004 103C 0,0143 0,0008
74 G 0,0124 0,0008

75 A 0,0127 0,0010

76 D 0,0170 0,0017

Tab. 8-15 Ruckfaltungsraten von RNase T1 (S54G/P5%Nbei pH 6.0 und 10 °C wahrend der Katalyse
durch 10 % SlyD*. Die Amidprotonen fir den intermedidaren Zustandn@bmende Signalintensitat) sind
einzeln aufgelistet. Die Fehler resultieren ausrdehtlinearen Anpassung an eine monoexponenteitektion.
Reste, die keine Riickfaltungskinetik zeigen odehtraufgeldst werden konnten, sind nicht aufgdliste

Position  Amino k error Position  Amino k error
saure  [minf] saure  [minf]

15D 0,0089 0,0006 71G 0,0123 0,0007
16V 0,0063 0,0007 72S 0,0120 0,0006
18T 0,0124 0,0004 74 G 0,0140 0,0006
19A 0,0121 0,0005 75 A 0,0099 0,0008
21A 0,0151 0,0008 77R 0,0171 0,0010
22 A 0,0125 0,0006 79V 0,0147 0,0015
24Y 0,0141 0,0016 83N 0,0146 0,0016
25K 0,0132 0,0007 85Q 0,0073 0,0009
26 L 0,0125 0,0007 87 A 0,0141 0,0011
30G 0,0192 0,0012 88 G 0,0140 0,0012
31E 0,0153 0,0007 C[oR 0,0133 0,0020
34 G 0,0129 0,0006 92 H 0,0158 0,0021
611 0,0053 0,0005 101V 0,0089 0,0006
62 L 0,0131 0,0010 103C 0,0073 0,0006
63 S 0,0079 0,0011

65 G 0,0078 0,0003
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8.3. Pulsprogramme

zgprwg2_15Nfilter.ch:

;avance-version (02/05/31)

;1D sequence

;water suppression using 3-9-19 pulse sequence
with gradients

filter 15N

;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol.
NMR 2, 661 - 666 (1992)

;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J.
Magn. Reson.,

; Series A 102, 241 -245 (1993)

;3CLASS=HighRes
;$DIM=1D
$TYPE=
$SUBTYPE=
;$COMMENT=

; tested on slyd at 20/03/08

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

:$OWNER=nmrsu
"p21=32.7u"

"p2=2*p1"

"p22=2*p21"

"p16=1000u"

"p28=40u"

"p17=500u"

"d12=20u"

"d13=3u"

"d16=100u"

"d19=90u"

"d25=2.8m"

"d26=2.7m"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"TAU=d25-p17-d16-4u-p22/2"
"TAU1=d26-pl17-d16-4u-p22/2"

1ze
2 30m plo:fi
d12 fg=cnst29(bf ppm):f1
dl cw:fl
d13 do:fl
d12 fq=cnst30(bf ppm):fl
d12 pl1:f1
d1
d12 pl1:f1 pl3:f3
50u UNBLKGRAD
(p1 ph0):f1
4u
pl7:gpl
di6
TAU

(CEN_HNZ2 p2 ph2):f1 (p22 ph0):f3
TAU
pl7:gpl
di6 ;pl2:f2
4u
(p1 ph10):f1
4u
p16:gp2
di6
Im
(p1 ph0):f1
4u
pl7:gp3
d16
TAU1
(CEN_HNZ2 p2 ph2):f1 (p22 ph0):f3
TAU1
pl17:gp3
di6 ;pl2:f2
4u
(p1 ph11):f1
4u
pl6:gp4
d16
Im
pl phl
pl6:gpl
d16 pl18:f1
p28*0.231 ph3
d19+*2
p28*0.692 ph3
d19+*2
p28*1.462 ph3
d19*2
p28*1.462 ph4
d19*2
p28*0.692 ph4
d19*2
p28*0.231 ph4
46u
pl6:gpl
di6
4u BLKGRAD
go=2 ph31
30m pl9:f1 mc #0 to 2 FO(zd)
exit

ph0=0

ph2=2
ph10=00002222
ph11=0
ph1=02021313
ph3=00112233
ph4=22330011
ph31=02201331
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shotzgprwg15Nf.ch:

;avance-version (02/05/31)

;1D sequence

;water suppression using 3-9-19 pulse sequence
with gradients

filter 15N

;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol.
NMR 2, 661 - 666 (1992)

;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J.
Magn. Reson.,

; Series A 102, 241 -245 (1993)

;3CLASS=HighRes
;$DIM=1D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

; tested on slyd at 20/03/08

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

:$OWNER=nmrsu
"p21=32.7u"

"p2=2*p1"

"p22=2*p21"

"p16=1000u"

"p28=40u"

"p17=500u"

"d12=20u"

"d13=3u"

"d16=100u"

"d19=90u"

"d25=3.0m"

"d26=2.5m"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"TAU=d25-p17-d16-4u-p22/2"
"TAU1=d26-p17-d16-4u-p22/2"

1ze
2 30m
3 30m plo:fi
dl cw:fl
d13 do:fl
di2 pl1:fl1 pl3:f3
50u UNBLKGRAD
(p1 ph0):f1
4u
pl7:gpl
di6
TAU
(CEN_HNZ2 p2 ph2):f1 (p22 ph0):f3
TAU

pl7:gpl
di6 ;pl2:f2
4u

(p1 ph10):f1
4u
pl16:gp2
di6

Im

(p1 ph0):f1
4u
pl7:gp3
d16

TAU1

(CEN_HNZ2 p2 ph2):f1 (p22 ph0):f3

TAU1
pl7:gp3
di6 ;pl2:f2
4u
(p1 ph11):f1
4u
pl6:gp4
di6
Im
pl phl
pl6:gpl
d16 pl18:f1
p28*0.231 ph3
d19*2
p28*0.692 ph3
d19*2
p28*1.462 ph3
d19*2
p28*1.462 ph4
d19*2
p28*0.692 ph4
d19*2
p28*0.231 ph4
46u
pl6:gpl
di6
4u BLKGRAD
go=2 ph31
30m wr #0 if #0 zd
lo to 3 times td1
exit

ph0=0

ph2=2

ph10=00002222
ph11=0000000022222222
ph1l=0202202020200202
ph3=00112233
ph4=22330011

ph31=0220
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jbshotprwg2.uw:
;avance-version (02/05/31)
;1D sequence

;3CLASS=HighRes
;$DIM=1D
$TYPE=
$SUBTYPE=
;$COMMENT=

; tested on ubiquitin at 23/11/06

:$OWNER=nmrsu
"p16=1000u"
"p28=40U"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d13=3u"
"d16=100u"
"d19=60u"

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

1ze
2d11
3d12 pl9o:fl
d12 fq=cnst29(bf ppm):fl
dl cw:fl
d13 do:f1
d12 fg=cnst30(bf ppm):f1

d12 pl1:fl

pl phl

50u UNBLKGRAD

pl6:gpl

d16 pl18:f1

p28*0.231 ph3

d19+*2

p28*0.692 ph3

d19+*2

p28*1.462 ph3

d19*2

p28*1.462 ph4

d19*2

p28*0.692 ph4

d19+*2

p28*0.231 ph4

46u

pl6:gpl

di6

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 wr #0 if #0 zd

lo to 3 times td1
exit

ph1=0 2
ph3=00112233
ph4=22330011
ph31=0220

fhsqcN15.uw:

;avance-version

;2D H-1/X correlation via double inept transfer
;phase sensitive using States-TPPI method

;with decoupling during acquisition

;S. Mori, C. Abeygunawardana, M. O'Neil-Johnson
& P.C.M. van Zijl,

; J. Magn. Reson. B 108, 94-98 (1995)

; tested on ubiquitin at 22/11/06
;SOWNER=nmrsu

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

"in0=inf1/2"
"p2=p1*2"
"p4=p3*2"
"p22=p21*2"
"pl6=1m"
"p28=40u"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d16=100u"
"d19=60u"
"d26=2.5m"

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2"
"DELTA2=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2-8u-
p21-108u"

"TAU=d26-p16-d16-4u"
"CEN_HN2=(p22*2+6u-p2)/2"
"CEN_HC2=(p4*2+6u-p2)/2"
"d0=(in0-(p21*1.273+6u+4*p3))*0.5"
"13=(td1/2)"

1ze
d11 pl16:f3
2 d1 do:f3
3m
3d11
4 d12 pl1:f1
50u UNBLKGRAD
(p1 ph0)
4u
pl6:gpl
d16
TAU pl3:f3
(CEN_HNZ2 p2 ph0) (p21 ph0 3u p22 phl 3u p21
ph0):f3
TAU
4u

pl6:gpl
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d16 pl2:f2 p28*1.462 ph3
(p1 phl) d19*2
4u p28*0.692 ph3
pl6:gp2 d19*2
dl16 p28*0.231 ph3
(p21 ph4):f3 4u
do pl6:gp3
(CEN_HC2 p2 ph6) (p3 ph0 3u p4 phl 3u p3 di6
ph0):f2 4u BLKGRAD
do DELTA2
(p21 ph5):3 (p21 ph0):f3
4u 4u
pl6:gp2 100u pl16:f3
d16 4u
(p1 ph2) go=2 ph31 cpd3:f3
DELTAl d1 do:f3 mc #0 to 2 F1PH(ip4, id0)
pl6:gp3 exit
d16 pl18:f1
p28*0.231 phl ph0=0
d19+*2 phl=1
p28*0.692 phl ph2=2
d19*2 ph3=3
p28*1.462 phl ph4=0 2
DELTA ph5=00002222
(p22 ph0):f3 ph6=00 2 2
DELTA ph31=02022020
sgtrosy.uw:

;avance-version
;J.Weigelt, JACS 120(1998), 10778-10779

:$OWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"

"p2=p1+2"
"p4=p3+2"
"p22=p21*2"
"p16=1m"
"p28=40u"

"do=4u"

"d11=30m"

"d16=100u"

"d19=60u"

"d25=2.65m"

"d26=2.65m"

"d27=2.65m"
"TAU=d26-p16-d16-4u"
"TAU2=d25-p16-d16-4u"
"DELTA1=d0*2+p3*4+6u+p16+d16"
"DELTA2=d27-4u-p16-d16"
"DELTA3=(d19*2-p22)*0.5"
"DELTA4=DELTA1-p16-d16-p21-8u"
"CEN_HN1=(p21-p1)/2"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
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1ze
di1
2d11
d1 pl1:f1 pl2:f2 pl3:f3
50u UNBLKGRAD
(p1 phl)
4u
pl6:gpl
d16
TAU2
(CEN_HN2 p2 ph2) (p22 ph10):f3
4u
TAU2
pl6:gpl
di6
(p1 phll)
4u
pl6:gp2*EA*-1
di6
(p21 ph3):f3  ;; ph2=1; ph3=13
do
(p3 phl 3u p4 ph2 3u p3 phl):f2
do
pl6:gp2*EA
di6

(p1 ph4) ;; ph4=1, invert for second FID

4u

p16:gp3

di6

TAU

(CEN_HNZ2 p2 ph2) (p22 ph1):f3
4u
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TAU

p16:gp3

d16

(p1 ph5)
DELTAl

(p21 ph6):f3
4u

pl6:gp4

d16 pl18:f1
DELTA2
p28*0.231 ph8
d19*2
p28*0.692 ph8
d19+*2
p28*1.462 ph8
DELTA3

(p22 ph1):f3
DELTA3
p28*1.462 ph9
d19+*2
p28*0.692 ph9
d19*2
p28*0.231 ph9
4u

DELTA2

pl6:gp4

;;ph5=2, ph6=1

d16

(p21 ph7):f3 ;; ph7=0 . invert for second FID

4u

pl16:gp2*0.1013

d16

DELTA4

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 mc #0to 2 F1EA(igrad EA & ip4*2 & ip7*2,
id0 & ip3*2 & ip10*2 & ip31*2)
exit

ph1=00112233
ph2=11223300
ph3=13203102
ph4=11223300
+ph4=33001122
ph5=22330011
ph6=11223300
ph7=00112233
~ph7=22330011
ph8=00112233
ph9=22330011
ph10=00112233
ph11=33001122
ph31=02132031

newmex_fhsqc.uw:
:$OWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"

"p2=pl*2"

"p22=p21*2"

"pl16=1m"

"p28=40u"

"d4=5.5m"

"d5=55m"

"d11=30m"

"d12=20u"

"d16=100u"

"d19=60u"

"d26=2.5m"
"d0=(in0-(p21*1.273+p2))*0.5"
"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2"
"DELTA2=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2-8u"
"DELTA3=5.5m-4u-p16-d16"
"DELTA4=5.4m-p16-d16"
"p19=d8-1.200m" ;; d8 = mixing time
"TAU=d26-p16-4u"
"CEN_HN1=(p21-p2)/2"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"

1ze
d11 pl16:f3
2 d1 do:f3
3m

3d11

4 d12 pl1:f1
50u UNBLKGRAD
(p1 phO)
d4 pl3:f3
(p21 ph0):f3
d5
pl6:gpl
d16
(p1 phl)
4u
p16:gp2
d16
DELTA3
(CEN_HN1 p2 ph2) (p21 ph5):f3
DELTA4
p16:gp2
d16
(p1 ph7) (p21 ph6):f3
4u
p16:gp3
d16
pl19:gp4
d16
(p1 phO)
4u
p16:gp5
TAU
(CEN_HNZ2 p2 ph0) (p22 ph0):f3
4u
p16:gp5
TAU
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(p1 ph2)

4u

p16:gp6

d16

(p21 ph3):f3
do

(p2 phO)

do

(p21 ph0):f3
4u

p16:gp6

dl16

(p1 ph4)
DELTAl
pl6:gp7

d16 pl18:fl
p28*0.231 ph8
d19+*2
p28*0.692 ph8
d19+*2
p28*1.462 ph8
DELTA

(p22 ph0):f3
DELTA
p28*1.462 ph9

d19*2

p28*0.692 ph9

d19*2

p28*0.231 ph9

4u

p16:gp7

d16

4u BLKGRAD

DELTAZ2 pl16:f3

go=2 ph31 cpd3:f3

d1 do:f3 mc #0 to 2 F1PH(ip3, id0)
exit

ph0=0

ph1=0022

ph2=1

ph3=0 2
ph4=2200
ph5=00002222
ph6=0000000022222222
ph7=2

ph8=1

ph9=3

ph31=0 2

trhnca.uw:
;avance-version

:$OWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/4"
"p2=pl*2"
"p22=p21*2"
"p16=1m"
"p28=40u"
;pl4/sp3 G3.256
;p13/sp2 rect100
;pl4/sp5 G3.256 -117ppm offset
;p15/sp13 rect100
;p13/sp8 rect100
"d3=12.4m"
"d11=30m"
"d16=100u"
"d17=200u"
"d19=60u"
"d0=4u"
"d10=4u"
"d26=2.65m"
"d30=d3*0.5"
"d29=d30-d10"

"d28=d29-p16-d16+p21*1.273+DELTA1-p11-28u"

"TAU=d26-p16-d16-4u"
"DELTA=d0*2-4u+3u+p22"
"DELTA1=4u"
"DELTA2=d26-p16-d17-4u"
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"DELTA3=0.5*(p16+d17+8u-p28*4.770-d19*10-
p22-DELTA1)"
"DELTA4=DELTA2-p28*4.77-d19*10"
"TAUl=p14"

"CEN_HN1=(p21-p1)/2"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"CEN_CN2=(pl14-p22)/2"
"CEN_HC2=(p14-p2)/2"

"spoffs2=0"

"spoffs3=0"

"spoffs5=23500"

"spoffs8=0"

"spoffs13=0"

"in30=in10" ;; nd0 =4

agseq 321

1ze
di1
2d11
d1 pl11:f1 pl2:f2 pI3:f3
50u UNBLKGRAD
(P11 ph3)
4u
20u pl1:f1
4u
(p1 phO)
4u
pl6:gpl
dl16
TAU
(CEN_HNZ2 p2 phl) (p22 ph0):f3
4u
TAU
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pl6:gpl
d16

(p1 ph3)

4u
pl6:gp2*EA
d16

(p21 ph7):3
d3

(p14:sp3 ph10):f2
3u

(p22 ph0):f3
3u

TAU1

d3 pl1:f1
(p21 phl):f3
4u

(p13:sp2 ph8):f2
do

(p2 ph0):f1

3u

(p14:sp5 ph10):f2
3u

(p22 ph0):f3

do

(p15:sp13 phl1):f2
DELTA

(p2 ph2):f1

3u

(p14:sp5 ph12):f2
4u

(p13:sp8 ph13):f2
4u

(p21 ph6):f3

d30

(p14:sp5 ph10):f2
d30

(p14:sp3 ph11):f2
3u

(p22 ph9):f3

3u

TAU1

d29

d1o0

(p14:sp5 ph12):f2
d1o0

d28

pl6:gp3*EA

d16 pl11:f1

(p11 ph0):fa

4u

20u pl1:f1

4u

(p1 ph4)

4u

pl6:gp4

d16

TAU

(CEN_HNZ2 p2 phl) (p22 ph0):f3

4u

TAU

pl6:gp4

d16

(p1 ph2)

DELTA1

(p21 ph1):3

4u

p16:gp5

d17 pl18:f1

DELTA2

DELTA3

(p22 ph0):f3

DELTA3

p28*0.231 phO

d19*2

p28*0.692 phO

d19*2

p28*1.462 phO

d19*2

p28*1.462 ph2

d19*2

p28*0.692 ph2

d19*2

p28*0.231 ph2

4u

DELTA4

p16:gp5

d17

(p21 ph5):f3 ;; ph7=0 . invert for second FID

4u

pl16:gp3*0.1013

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d1l mc #0to 2

F1PH(rd10 & rd30 & ip8, id0)
F2EA(igrad EA & ip4*2 & ip5*2, id1&

dd30 & ip6*2 & ip31*2)
exit

ph0=0
phl=1
ph2=2
ph3=3
ph4=1
ph5=0
ph6=1 3
ph7=0
ph8=002 2
ph9=00002222
ph10=0
ph11=0
ph12=0
ph13=0
ph31=0220
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trhncacb.uw:
;avance-version

:$OWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"

"in10=inf2/4"

"p2=p1*2"

"p4=p3*2"

"p22=p21*2"

"pl6=1m"

"p28=40u"

;pl4/sp3 Q3.1000

;p14/sp5 Q3.1000 131ppm offset
"d3=12.4m"

"d11=30m"

"d16=100u"

"d17=200u"

"d19=60u"

"do=10u"

"d10=4u"

"d23=(3.5m-p14)*0.5"
"d26=2.65m"

"d30=d3*0.5"

"d29=d30-d10"
"d28=d29-p16-d16+p21*1.273+DELTA1-p11-28u"
"TAU=d26-p16-d16-4u"
"DELTA=d0*2-10u+3u+p22"
"DELTA1=4u"
"DELTA2=d26-p16-d17-4u"
"DELTA3=0.5*(p16+d17+8u-p28*4.770-d19*10-
p22-DELTA1)"
"DELTA4=DELTA2-p28*4.77-d19*10"
"TAU1=p14"
"CEN_HN1=(p21-p1)/2"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"CEN_CN2=(p14-p22)/2"
"CEN_HC2=(p14-p2)/2"
"spoffs3=0"

"spoffs5=26360"

"in30=in10" ;; nd0 =4

agseq 321

1ze
di1
2d11
d1 pl11:f1 pl2:f2 pI3:f3
50u UNBLKGRAD
(P11 ph3)
4u
20u pl1:f1
4u
(p1 phO)
4u
pl6:gpl
d16
TAU
(CEN_HNZ2 p2 phl) (p22 ph0):f3
4u
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TAU

pl6:gpl

d16

(p1 ph3)

4u
pl6:gp2*EA
di6

(p21 ph7):3
d3

(p14:sp3 ph10):f2
3u

(p22 ph0):f3
3u

TAU1

d3 pl1:fl pl2:f2
(p21 ph1):f3
4u

(p3 ph8):f2

4u

d23 pl0o:f2
(p14:sp5 ph0):f2
4u

d23 pl2:f2

(p4 ph10):f2

4u

d23 plo:f2
(p14:sp5 ph0):f2
4u

d23 pl2:f2

(p3 ph12):f2

4u

do plO:f2

(p2 ph0):f1

3u

(p14:sp5 ph10):f2
3u

(p22 ph0):f3

do

4u pl2:f2

(p4 ph10):f2

4u

DELTA pl0:f2
(p2 ph2):fa

3u

(p14:sp5 ph7):f2
10u

4u pl2:f2

(p3 ph11):f2

4u

d23 pl0o:f2
(p14:sp5 ph10):f2
4u

d23 pl2:f2

(p4 ph0):f2

4u

d23 pl0:f2
(p14:sp5 ph0):f2
4u

d23 pl2:f2
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(p3 ph13):f2
4u

(p21 ph6):f3

d30 plo:f2
(p14:sp5 ph10):f2
d30

(p14:sp3 ph11):f2
3u

(p22 ph9):f3

3u

TAU1

d29

d1o0

(p14:sp5 ph12):f2
d1o0

d28

pl6:gp3*EA

di16 pl11:f1

(p11 ph0):f1

4u

20u pl1:f1

4u

(p1 ph4)

4u

pl6:gp4

d16

TAU

(CEN_HNZ2 p2 phl) (p22 ph0):f3
4u

TAU

pl6:gp4

di6

(p1 ph2)

DELTAl

(p21 ph1):f3

4u

p16:gp5

d17 pl18:f1
DELTA2

DELTA3

(p22 ph0):f3
DELTA3

p28*0.231 phO

d19*2

p28*0.692 phO

d19*2

p28*1.462 ph0

d19*2

p28*1.462 ph2

d19+*2

p28*0.692 ph2

d19+*2

p28*0.231 ph2

4u

DELTA4

p16:gp5

d17

(p21 phb5):f3

4u

pl16:gp3*0.1013

di6

4u BLKGRAD

go=2 ph31

dll1 mc #0to 2

F1PH(rd10 & rd30 & ip11 & ip13, id0)
F2EA(igrad EA & ip4*2 & ip5*2, id1&

dd30 & ip6*2 & ip31*2)
exit

ph0=0

phl=1

ph2=2

ph3=3

ph4=1

ph5=0

ph6=1 3

ph7=0

ph8=002 2

ph9=00000000
22222222

ph10=0

ph11=33331111

ph12=11113333

ph13=0

ph31=0220

trhncocacb.uw:
:avance-version

:$OWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/4"
"p2=pl*2"
"p22=p21*2"
"p16=1m"
"p28=40u"
;pl4/sp3 G3.256
;pl3/sp2 G4

;pl4/sp5 G3.256 -130ppm offset
;p15/sp13 rect100

;p13/sp8 g4tr

;p12/spl2 rectl00

;p14/sp7 G3.256 +130ppm offset
"d3=12.4m"

"d11=30m"

"d16=100u"

"d17=200u"

"d19=60u"

"do=10u"

"d10=4u"

"d23=3.5m-p16-d16"
"d24=4.4m"

"d26=2.65m"
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"d30=d3*0.5"
"d29=d30-d10"

"d28=029-p16-d16+p21*1.273+DELTAL-p11-28u"

"TAU=d26-p16-d16-4u"
"DELTA=d0*2-10u+3u+p22"
"DELTA1=4u"
"DELTA2=d26-p16-d17-4u"
"DELTA3=0.5*(p16+d17+8u-p28*4.770-d19*10-
p22-DELTA1L)"
"DELTA4=DELTA2-p28*4.77-d19*10"
"TAU1l=p14"
"CEN_HN1=(p21-p1)/2"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"CEN_CN2=(p14-p22)/2"
"CEN_HC2=(p14-p2)/2"
"spoffs2=0"

"spoffs3=0"
"spoffs5=-26000"
"spoffs7=26000"
"spoffs8=0"

"spoffs12=0"

"spoffs13=0"

"in30=in10" ;; nd0 =4
agseq 321

1ze
di1
2d11
d1 pl11:f1 pl0:f2 pI3:f3
50u UNBLKGRAD
(p11 ph3)
4u
20u pl1:f1
4u
(p1 ph0)
4u
pl6:gpl
d16
TAU fgq=cnst26(bf ppm):f2
(CEN_HN2 p2 phl) (p22 ph0):f3
4u
TAU
pl6:gpl
di6
(p1 ph3)
4u
pl6:gp2*EA
d16
(p21 ph7):f3
d3
(p14:sp3 ph10):f2
3u
(p22 ph0):f3
3u
TAU1
d3 pl1:fi
(p21 ph1):f3
4u

(p13:sp2 ph10):f2
4u
(p14:sp5 phl1):f2
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d24

(p14:sp3 ph10):f2
4u

(p14:sp5 ph11):f2
d24

(p13:sp8 ph12):f2
4u

50u fg=cnst27(bf ppm):f2
20u

p16:gp6

di6

(p12:sp12 ph8):f2 ;; starting CA evolution
4u

p16:gp7

d16

d23

(p15:sp13 phl10):f2
4u

pl16:gp7

di6

d23

(p12:5p12 phl3):f2
4u

do

(P2 ph0)

3u

(p14:sp7 ph0):f2
3u

(p22 ph0):f3

do

4u

(p15:s5p13 ph15):f2
4u

DELTA

(P2 ph2)

3u

(p14:sp7 ph10):f2
10u

4u

(p12:5p12 ph16):f2
4u

p16:gp8

d16

d23

(p15:s5p13 phl1):f2
4u

p16:gp8

d16

d23

(p12:sp12 phl7):f2
4u

50u fg=cnst26(bf ppm):f2
4u

(p13:sp2 ph12):f2
4u

d24

(p14:sp5 phl11):f2
4u

(p14:sp3 ph10):f2
d24

(p14:sp5 ph11):f2
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4u
(p13:sp8 ph10):f2

(p21 ph6):f3
d30 plo:f2
(p14:sp5 ph10):f2
d30

(p14:sp3 ph11):f2
3u

(p22 ph9):f3
3u

TAU1

d29

d1o0

(p14:sp5 ph12):f2
d1o0

d28
pl6:gp3*EA
di16 pl11:f1
(p11 ph0):f1
4u

20u pl1:f1

4u

(p1 ph4)

4u

pl6:gp4

d16

TAU
(CEN_HNZ2 p2 phl) (p22 ph0):f3
4u

TAU

pl6:gp4

di6

(p1 ph2)
DELTAl

(p21 ph1):f3
4u

p16:gp5

d17 pl18:f1
DELTA2
DELTA3

(p22 ph0):f3
DELTA3
p28*0.231 phO
d19+*2
p28*0.692 phO

d19*2

p28*1.462 ph0

d19*2

p28*1.462 ph2

d19*2

p28*0.692 ph2

d19+*2

p28*0.231 ph2

4u

DELTA4

p16:gp5

d17

(p21 phb5):f3

4u

pl16:gp3*0.1013

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

dll1 mc #0to 2

F1PH(rd10 & rd30 & ip16 & ip17, id0)
F2EA(igrad EA & ip4*2 & ip5*2, id1&

dd30 & ip6*2 & ip31*2)
exit

ph0=0

phl=1

ph2=2

ph3=3

ph4=1

ph5=0

ph6=1 3

ph7=0

ph8=0022

ph9=00000000
22222222

ph10=0

ph11=0

ph12=1

ph13=11113333

ph15=0

ph16=33331111

ph17=0

ph31=0220

;cnst26 : frequency CO 173 ppm
;cnst27 : frequency CA 42 ppm

nl5noesy.uw:
;avance-version
;3D 15N-edited NOESY
;phase sensitive using States-TPPI method in both
indirect dimensions
;optimized pulse sequence for exchanging protons
;S. Talluri and G. Wagner
J. Magn. Reson. B 112, 200-205 (1996)
;using composite pulses for C13-decoupling

:Author: Kristian Schweimer, 04.12.97

;Setup:

;F1=15N
;F2, F3=1H

:$OWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/2"
"p2=p1+2"
"p4=p3+2"
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"p22=p21*+2"

"p16=1m"

"p28=40u"

"d0=4u"

"d10=4u"
"d22=010*2+p22*2+p4*2+12u+3u"
"d11=30m"

"d12=20u"

"d16=100u"

"d19=60u"

"d26=2.5m"

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2"

"DELTA2=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2-8u"

"DELTA3=p3*4+6u+d0*2"
"TAU=d26-p16-d16-4u"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"CEN_CN1=(p22-p3*4-6u)/2"
"CEN_HC1=(p3*4+6u-p2)/2"
"I3=(td1/2)"

"[13=(td2/2)"

agseq 312

1ze

d11 pl16:f3
2 d1 do:f3

6m
33m
4 3m
53m
6 3m

d11 fg=cnst26(bf ppm):f2 ;; set carbon
transmitter in the aliphatic center 42 ppm

d12 pl3:f3

d12 pl2:f2

d12 pl1:fl

(p1 phl)

d10 ; H1-Evolution

(p3 ph13 3u p4 ph14 3u p3 ph13):f2

3u

(p21 ph13 3u p22 phl14 3u p21 ph13):f3

d10

(p2 ph4) ; spin-echo for avoiding phase
evolution

d22

(p1 ph3)

50u UNBLKGRAD

d8 fgq=cnst27(bf ppm):f2 ; mixing time, set
C13-transm. to 115 ppm

pl6:gpl ; scrambling residual transv.
magnetization

d16

(p1 ph4)

4u

p16:gp2

di6

TAU pl3:f3

(CEN_HNZ2 p2 ph4) (p22 ph5):f3

4u

TAU

p16:gp2

d16
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(p1 ph6)

4u

p16:gp3

d16

(p21 ph7):f3

do ; N15-Evolution

(CEN_HC1 p2 ph8) (p3 ph13 3u p4 ph14 3u p3
ph13):f2

do

(p22 ph13):f3

DELTA3

(p21 ph9):f3

4u

p16:gp3

d16

(p1 ph10)

DELTAl

pl6:gp4

d16 pl18:f1

p28*0.231 phll

d19+*2

p28*0.692 phll

d19+*2

p28+*1.462 phll

DELTA

(p22 ph13):f3

DELTA

p28*1.462 phl2

d19*2

p28*0.692 ph12

d19+*2

p28*0.231 phl2

4u

pl6:gp4

d16

4u BLKGRAD

DELTAZ2 pl16:f3

go=2 ph31 cpd3:f3

d1 do:f3 wr #0 if #0 zd ; ph7 = States-TPPlg#ha
for N15

3mip7

3m ip5

lo to 3 times 2

3m id0 ; incrementing N15 Evolutio

lo to 4 times 13

3miplrdo ; phl = States-TPPI phase f
H1, resetting N15-Evol.

lo to 5 times 2

3mid10 ; incrementing H1-Evolution

lo to 6 times |13
exit

ph1=0

ph2=00002222

ph3=0022

ph4=0

ph5=0

ph6=1

ph7=0 2

ph8=00002222
ph9=0000000022222222
ph10=2
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ph11=1
ph12=3
ph13=00002222
ph14=11113333

ph31=0220022020022002

;CNst26 : frequency ali 42 ppm
;cNnst27 : frequency aro 115 ppm

nl5tocsy.uw:
;avance-version
:3D X-nucleus edited TOCSY

:Author: Kristian Schweimer, 14.03.98

:$OWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

;; setting pi-pulses

"in0=inf1/2"

"in10=inf2/2"

"p2=p1*2"

"p4=p3*2"

"p22=p21*2"

"p6=25u"

"pl6=1m"

"p28=40u"

"do=4u"

"d10=4u"

"d22=d10*2+p22"

"d11=30m"

"d12=20u"

"d16=100u"

"d19=60u"

"d26=2.5m"

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2"
"DELTA2=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2-8u"
"DELTA3=p3*4+6u+d0*2"
"TAU=d26-p16-d16-4u"
"CEN_HN1=(p22-p2)/2" ;; centering pi-pulses
"CEN_CN1=(p22-p3*4-6u)/2"
"CEN_HC1=(p3*4+6u-p2)/2"

"I3=td1/2"

"[13=td2/2"
"FACTOR1=(d9/(p6*172.659))/2+0.5"
"[1=FACTOR1*2"

"d6=p6*1.599"

agseq 312

1ze
d11 pl16:f3
2 d1 do:f3
6m
3 15m
4 6m
53m
6d11
d12 pl1:f1
d12 pl2:f2
d12 pl3:f3

;; high power on F1 (1H)

;; high power on F3 (15N)

d12 fq=cnst26(bf ppm):f2 ;; set carbon
transmitter in the aliphatic center 42 ppm
50u UNBLKGRAD

3u
(p1 phl):f2  ;; phl =02
d10 :; H1-evolution

(CEN_CN1 p3 ph13 3u p4 phl1l 3u p3 phl3):f2
(p22 ph2):f3

d10

(p2 ph4):fi

d22 ;; refocusing initial shift evolutio

(p1 ph4):f1  ;; ph3 = 0022

3u

pl6:gpl ;; z-filter gradient

d16 pl10:f1 ;1 switching to power levet
DIPSI

7 p6*2.000 ph23
dé
p6*1.556 ph23
p6*3.556 ph25
dé
p6+*1.000 ph25
p6*3.000 ph23
dé
p6*0.222 ph23
p6*2.222 ph25
dé
p6*0.944 ph25
p6*0.333 ph23
p6+*1.389 ph25
dé
p6+*1.333 ph25
p6*3.333 ph23
dé
p6*0.833 ph23
p6*2.833 ph25
dé
p6*0.111 ph25
p6*2.111 ph23
dé
p6*2.000 ph23
p6*2.000 ph25
dé
p6*1.556 ph25
p6*3.556 ph23
dé
p6*1.000 ph23
p6*3.000 ph25
dé
p6*0.222 ph25
p6*2.222 ph23
dé
p6*0.944 ph23
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p6*0.333 ph25
p6*1.389 ph23
dé
p6*1.333 ph23
p6*3.333 ph25
dé
p6*0.833 ph25
p6*2.833 ph23
dé
p6*0.111 ph23
p6*2.111 ph25
dé
p6*2.000 ph25
p6*2.000 ph25
dé
p6*1.556 ph25
p6*3.556 ph23
dé
p6*1.000 ph23
p6*3.000 ph25
dé
p6*0.222 ph25
p6*2.222 ph23
dé
p6*0.944 ph23
p6*0.333 ph25
p6*1.389 ph23
dé
p6*1.333 ph23
p6*3.333 ph25
dé
p6*0.833 ph25
p6*2.833 ph23
dé
p6*0.111 ph23
p6*2.111 ph25
dé
p6*2.000 ph25
p6*2.000 ph23
dé
p6*1.556 ph23
p6*3.556 ph25
dé
p6*1.000 ph25
p6*3.000 ph23
dé
p6*0.222 ph23
p6*2.222 ph25
dé
p6*0.944 ph25
p6*0.333 ph23
p6+*1.389 ph25
dé
p6*1.333 ph25
p6*3.333 ph23
dé
p6*0.833 ph23
p6*2.833 ph25
dé
p6*0.111 ph25
p6*2.111 ph23
dé
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p6+*2.000 ph23

loto 7 times I1

3u

pl6:gp2 ;; second z-filter gradient

d16 pl1:f1 ;; high power on 1H

(p1 ph4)

4u

p16:gp3

TAU pl3:f3

(CEN_HNZ2 p2 ph4) (p22 ph5):f3

4u

p16:gp3

TAU fg=cnst27(bf ppm):f2 ;; set C13-transm. to
115 ppm

(p1 ph6)

4u

pl6:gp4

di6

(p21 ph7):3

do ; N15-Evolution

(CEN_HC1 p2 ph8) (p3 ph13 3u p4 ph11 3u p3
ph13):f2

do

(p22 ph13):f3

DELTA3

(p21 ph9):f3

4u

pl6:gp4

d16

(p1 ph10)

DELTAl

p16:gp5

di16 pl18:f1

p28*0.231 phll

d19*2

p28*0.692 phll

d19*2

p28+*1.462 phll

DELTA

(p22 ph13):f3

DELTA

p28*1.462 phl2

d19+*2

p28*0.692 ph12

d19*2

p28*0.231 ph12

4u

p16:gp5

dl16

4u BLKGRAD

DELTAZ2 pl16:f3

go=2 ph31 cpd3:f3

d1 do:f3 wr #0 if #0 zd ; ph7 = States-TPPlggha

for N15

3mip7

3m ip5

lo to 3 times 2

3m id0 ; incrementing N15 Evolution

lo to 4 times I3

3mipl rdo ; phl = States-TPPI phase f
H1, resetting N15-Evol.

lo to 5 times 2
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3midl0 ;incrementing H1-Evolution
lo to 6 times |13
exit

phl=(4)0022
ph2=(4)00002222
ph3=(4) 0

ph4=(4) 0

ph5=(4) 0

ph6=(4) 1

ph7=(4) 0 2

ph8=(4) 00002222

ph9=(4)0000000022222222
ph10=(4) 1
ph11=(4) 1
ph12=(4) 3
ph13=(4) 0
ph23=(4) 3
ph25=(4) 1
ph31=(4)0220022020022002

;cNst26 : frequency ali 42 ppm
;cnst27 : frequency aro 115 ppm

b_hncagp3d_new.rp:
;avance-version (07/08/30)
;best-HNCA
;3D sequence with
; inverse correlation for triple resonance using
multiple
inept transfer steps

F1(H) -> F3(N) -> F2(Ca,t1) -> F3(N,t2) ->
F1(H,t3)

;on/off resonance Ca and C=0 pulses using shaped
pulse

;phase sensitive (t1)

;phase sensitive using Echo/Antiecho gradient
selection (t2)

;using constant time in t2

;(use parameterset )

;P. Schanda, H. v. Melckebeke & B. Brutscher,
; J. Am. Chem. Soc. 128, 9042-9043 (2006)
;E. Lescop, P. Schanda & B. Brutscher,
; J. Magn. Reson. 187 163-169 (2007)
;(S. Grzesiek & A. Bax, J. Magn. Reson. 96, 432 -
440 (1992))
;(J. Schleucher, M. Sattler & C. Griesinger,
;  Angew. Chem. Int. Ed. 32, 1489-1491 (1993))
;(L.E. Kay, G.Y. Xu & T. Yamazaki, J. Magn.
Reson. A109,

129-133 (1994))

;3CLASS=HighRes
;$DIM=3D
STYPE=
$SUBTYPE=
;$COMMENT=

prosol relations=<triple>

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

"p22=p21*2"
"d11=30m"
"d23=14.5m"
"d26=2.4m"

"p29=300u"

"d0=3u"

"d10=3u"

"d30=d23-p43"

"in0=inf1/2"

"in10=inf2/2"

"in30=in10"

"TAU=larger(pl14,p22)"
"DELTA=d0*2+larger(p44,TAU)-p14"
"DELTA1=d26-p29-d16-p41*cnst41-p42*cnst40"
"DELTA2=d23-larger(pl4,p44)-d10-p16-d16"
"DELTA3=d26-p19-d16-p42/2"
"DELTA4=d26-p29-d16-p43*cnst43-p42*cnst42"
"DELTA5=p16+d16+de+8u"

"spoff2=0"

"spoff3=0"

"spoff5=bf2*(cnst21/1000000)-02"

"spoff8=0"
"spoff25=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff26=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff27=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff28=bfl*(cnst19/1000000)-01"
"spoff29=bf1*(cnst19/1000000)-01"
"spoff30=0"

agseq 321

1d11 ze
d11 pl26:f3
2 d11 do:f3
3d1
50u UNBLKGRAD

(p41:sp25 phl)

p29:gp3

d16

DELTA1 pl3:f3

(center (p42:sp26 phl) (p22 phl):f3)
DELTA1

p29:gp3

d16

(p41:sp27 ph2):f1

pl6:gp4
dle

(p21 ph3):f3
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d23

(center (pl14:sp3 phl):f2 (p22 phl):f3)
d23

(p21 ph2):f3

p16:gp5
di6

(p13:sp2 ph4):f2

do

(center (p44:sp30 phl) (pl4:sp5 phl):f2 (p22
ph7):f3)

do

4u

(p14:sp3 phl):f2

DELTA

(p14:sp5 phl):f2

4u

(p13:sp8 phl):f2

p16:gp6
dl16

(p21 ph8):f3

d10

(p44:sp30 phl) (pl4:sp5 phl):f2
DELTA2

pl6:gpl*EA

d16

(center (p14:sp3 phl):f2 (p22 ph7):f3)
d30

(p43:s5p28 phl)

(p21 ph5):f3

p19:gp7

d16

DELTA3

(center (p42:sp26 phl) (p22 phl):f3)
DELTA3

p19:gp7

di6

(p21 ph6):f3

(p43:s5p29 ph2)

p29:gp8

di6

DELTA4

(center (p42:sp26 phl) (p22 phl):f3)

DELTA4

p29:gp8

d16

(p43:sp28 phl)

DELTAS

(p42:s5p26 phl)

4u

p16:gp2

d16 pl26:f3

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd3:f3

d1l1l do:f3mc#0to 2
F1PH(rd10 & rd30 & ip4, id0)
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F2EA(igrad EA & ip6*2, id10 & dd30 & ip8*2
& ip31*2)
TAU
exit

ph1=0
ph2=1
ph3=0022
ph4=0 2
ph5=0 2
ph6=1 3
ph7=002 2
ph8=1
ph31=0220

;pI3 : 3 channel - power level for pulse (default)
;pl26: f3 channel - power level for CPD/BB low
power decoupling

;sp2: f2 channel - shaped pulse 90 degree (Ca on
resonance)

;Sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca on
resonance)

;Sp5: f2 channel - shaped pulse 180 degree (C=0
off resonance)

;sp8: f2 channel - shaped pulse 90 degree (Ca on
resonance)
; for time reversed pulse

;Sp25: f1 channel - shaped pulse 90 degree
(Pc9_4_90.1000)

;Sp26: f1 channel - shaped pulse 180 degree
(Reburp.1000)

;Sp27: f1 channel - shaped pulse 90 degree
(Pc9_4 90.1000)

; for time reversed pulse

;5p28: f1 channel - shaped pulse 90 degree
(Eburp2.1000)

;Sp29: f1 channel - shaped pulse 90 degree
(Eburp2tr.1000)
; for time reversed pulse

;5p30: f1 channel - shaped pulse 180 degree
(Bip720,50,20.1)

;p13: f2 channel - 90 degree shaped pulse
;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse

;p16: homospoil/gradient pulse [1
msec]

;p19: gradient pulse 2 [500
usec]

;p21: f3 channel - 90 degree high power pulse
;p22: f3 channel - 180 degree high power pulse
;p29: gradient pulse 3 [300
usec]

;p41: f1 channel - 90 degree shaped pulse for
excitation
; Pc9_4 90.1000 .0@@s at
600.13 MHz)
;p42: f1 channel - 180 degree shaped pulse for
refocussing
; Reburp.1000 .0(@s at
600.13 MHz)
;p43: f1 channel - 90 degree shaped pulse for
excitation
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; Eburp2.1000/Eburp2tr.100®2ins
at 600.13 MHz)

;p44: f1 channel - 180 degree shaped pulse for
refocussing
; Bip720,50,20.1 oQmis at
600.13 MHz)
;d0 : incremented delay (F1 in 3D) [3
usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d10: incremented delay (F2 in 3D) [3
usec]

;d11: delay for disk I/O [30

msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d23: 1/(4J(NCa) [14.5
msec]

;d26: 1/(4J'(NH) [2.4 msec]
;d30: decremented delay (F2 in 3D) = d23-p43
;enst19: H(N) chemical shift (offset, in ppm)
;enst21: CO chemical shift (offset, in ppm)
;cnst22: Calpha chemical shift (offset, in ppm)
;cnst40: compensation of chemical shift evolution
during p42

; Reburp.1000: 0.5

; compensate to the extend the otherydela
allow

;cnst41: compensation of chemical shift evolution
during p41

; Pc9_4_90.1000: 0.529

;cnst42: compensation of chemical shift evolution
during p42
; Reburp.1000: 0.5

;cnst43: compensation of chemical shift evolution
during p43

; Eburp2.1000: 0.5

;02p: Calpha chemical shift (cnst22)

;infl:; 1/SW(Ca) = 2 * DW(Ca)

;inf2: 1/SW(N) = 2 * DW(N)

;in0: 1/(2 * SW(Ca)) = DW(Ca)

;nd0: 2

;in10: 1/(2 * SW(N)) = DW(N)

8.4. Felix-Macros

add.mac:

cl

get ‘start’ start
get ‘end’ end
mul O

stb 1

for row &start &end
loa &row O
adb 1

ty &row $
next

Idb 1

dr

ty

;nd10: 2

;in30: =inl10

iNS: 8 *n

;DS: >=16

;aq: <= 50 msec

;td1: number of experiments in F1
;td2: number of experiments in F2
*d30/in30

;FNMODE: States-TPPI (or TPPI) in F1

;FNMODE: echo-antiecho in F2

;cpd3: decoupling according to sequence defined by
cpdprg3: garp4.p62

;pcpd3: f3 channel - 90 degree pulse for decoupling
sequence

td2 max =2

;use gradient ratio:

;opl:gp2:gp3:9p4:9p5:gpb:gpp8yg
; 80:81: 7:-40: -50: 60: -55

;for z-only gradients:
;gpzl: 80%

;gpz2: 8.1%

;gpz3: 7%

;gpz4: -40%

;gpz5: -50%

;gpz6: 60%

;0pz7: -5%

;0pz8: 5%

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.32
;gpnam4: SINE.100
;gpnam>5: SINE.100
;gpnam6: SINE.100
;gpnam?: SINE.50
;gpnam8: SINE.32

;$ld: b_hncagp3d,v 1.1.2.1 2007/09/14 16:17:35
ber Exp $

quit:
end

gvl.mac:

get ‘points(F2)’ p1
for row 1 &pl

gv &row val

ty &val

next

ty

end
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