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1. Die Strukturaufklarung von Makromolekiilen

Max Perutz und Sir John Kendrew gelang 1957 die Strukturaufklarung der Proteine
Hamoglobin und Myoglobin mit Hilfe der Rontgenkristallographie durch Ldsung des
sogenannten ,Phasenproblems*. Ein historischer Siegeszug der Rontgenstrukturanalyse nahm
damit seinen Anfang. Erstmals konnten Makromolekile in atomarem Detail untersucht und
studiert werden. Die Molekile muf3ten jedoch zur Anwendung des Verfahrens kristallisiert
werden, eine Vorraussetzung, die, wie bald erkannt wurde, nicht immer erfullbar war. Die
Suche nach Methoden, die eine Strukturuntersuchung auf atomarer Ebene in Flissigkeiten
erlauben sollten, begann. Erst zwanzig Jahre nach der Kristallisation des Hamoglobins
konnten erste Makromolekulstrukturen mit Hilfe der sogenannten Kernspinresonanz-
Spektroskopie (NMR) aufgeklart werden. Proteine und Nukleinsauren in wéalrigen Losungen
waren nun den  Strukturbiologen und Chemikern zugénglich. Neben der
Rontgenstrukturanalyse hat sich die Kernspinresonanz heute als Methode zur
Strukturaufklarung von Makromolekiilen auf atomarer Ebene etabliert.

1.1 Historisches zur Kernspinresonanz

Im Jahre 1916 unternahmen die Physiker Einstein und DeHaas einen Versuch zur Klarung der
Frage nach der Ursache des Ferromagnetismus. Ein an einem Quarzfaden befestigter
Eisenstab, der von einer leitenden Spule umgeben war, wurde durch die Entladung eines
Kondensatorstroms magnetisiert. Aus der Drehungbewegung des Stabes konnte das fur den
Magnetismus verantwortliche atomare magnetische Moment zu einem Wert bestimmt werden,

der sich nicht allein aus dem Bahndrehimpuls des kreisenden Elektrons ableiten liel3.

Ein erster Hinweis zur Klarung des Sachverhalts kam schlieBlich 1925 durch die
konzeptionelle Einfuhrung des Eigendrehimpulses des Elektrons, des sogenannten Spins
durch Uhlenbeck und Goudsmit (Uhlenbeck und Goudsmit, 1925, 1926). Die Idee des Spins
wurde von Wolfgang Pauli (Pauli, 1940) formell weiterentwickelt und schlief3lich von Paul
Dirac quantenmechanisch begrindet (Dirac, 1958).

Schon vor der Einfihrung des Spins konnten Stern und Gerlach 1921 an neutralen
Silberatomen eindrucksvoll zeigen, dald letztere in einem inhomogenen Magnetfeld nur
wenige diskrete Einstellungsmdglichkeiten besitzen. Sie demonstrierten auf diese Weise
erstmals die_Richtungsquantelung des Eigendrehimpulses von Elektronen. 1938 gelang es
dem Physiker Isaac Rabi durch Resonanzmessungen in magnetischen Wechselfeldern auch
das wesentlich kleinere magnetische Moment von Atomkernen zu messen. Durch Arbeiten
mit hoherer Teilchenzahl in Festkdrpern und Flussigkeiten wiesen Bloch und Purcell
schlieBlich 1946 die erste Kernspinresonanz nach, was zur Entwicklung einer neuen
spektroskopischen Methode fiihrte.

Die Kernspinresonanz-Spektroskopie wurde mit der Konstruktion starkerer Magnetfelder
(Supraleitung) ein wichtiges Instrument zur Aufklarung der Konformation kleiner Molekule.
Die Einfuhrung der_gepulsten Fouriertransform-NMR durch Richard Ernst (Ernst, 1966)
verbesserte die Empfindlichkeit der Methode, verringerte die Messzeit der Spektren und
erlaubte die Durchfihrung neuartiger Experimente. Jedoch erst mit der Anwendung der




zweidimensionalen NMR-Spektroskopie gelang Kurt Withrich 1982 (Withrich, 1982) ein
entscheidender Schritt zur Strukturaufklarung von Proteinen und anderen Makromolekulen.

Im Rahmen der zeitlichen Entwicklung der Kernspinresonanz wurden Pulsfolgen geschaffen,
die detailierte Aussagen Uber Korrelationen verschiedener Kerne erlauben. Darunter fallen
Wechselwirkungen von Atomen Uber eine oder mehrere Bindungen hinweg (COSY ahnliche
Folgen; COSY = Correlated Spectroscopy) oder Interaktionen, die Auskunft zur raumlichen
Nachbarschaft von Kernen (NOESY Spektroskopie; NOESY = Nuclear Overhauser
Enhancement Spectroscopy) liefern. Die Mdglichkeit Resonanzfrequenzen miteinander in
Beziehung zu setzen, fihrte schlie8lich zur Entwicklung der multidimensionalen NMR-
Spektroskopie (Griesinger et al., 1989; Kay et al., 1990). Neben kleinen Molekilen kénnen
heute Strukturen von Polymeren wie Proteinen und Nukleinsauren mit Hilfe moderner NMR-
Techniken auf atomarer Ebene aufgeklart werden.

1.2. Rontgenkristallographie und Kernspinresonanz

Trotz des Vorteils, Proteine und Nukleinsduren unter physiologisch &hnlichen Bedingungen
messen zu kénnen, birgt die Kernspinresonanz einen entscheidenden Nachteil. Wahrend die
Rontgenkristallographie die Strukturaufklarung von Proteinen und deren Komplexen mit
einigen hundert Kilodalton erlaubt (Léwe et al., 1995; Luger et al., 1998), unterliegt die NMR
einer erheblichen Grolenbeschrénkung, die zur Zeit bei etwa 30 bis 40 kDa liegt. Die
Aufklarung von Proteinen in diesem Molekulargewichtsbereich mit Hilfe der Kernresonanz
ist mit hohem zeitlichen und finanziellen Aufwand verbunden. Obwohl neue
vielversprechende Anséatze diese Grenze in Zukunft erhohen werden (Pervushin et al., 1997),
braucht es gegenwartig Strategien, um struktrelle Aussagen auf atomarer Ebene tber Proteine
zu gewinnen, die mehrere hundert Aminosauren enthalten. Solche Ansatze sind immer dann
besonders notwendig, wenn durch Proteinaggregation oder andere negative Randbedingungen,
kristallographische Verfahren scheitern. Die Strategien zielen darauf hin, ,Teile® von
Makromolekilen zu untersuchen, um medizinisch und biochemisch relevante Informationen
zu gewinnen. Ein entscheidender Vorteil der NMR gegeniber der Rontgenstrukturanalyse
liegt in der Moglichkeit, dynamische Vorgdnge wie Konformationsdnderungen von
Molekllen oder Bewegungen einzelner Strukturelemente in Biopolymeren messen zu kdnnen.
Das Verstandnis um diese Vorgéange ist umso wichtiger als in den letzten Jahren immer
haufiger Hinweise auf die Notwendigkeit von Dynamik und Bewegung in Molekilen bei der
Durchfiihrung biochemischer Reaktionen an Bedeutung gewonnen haben (Kohen at al., 1999).
Ein weiterer Vorteil der NMR besteht darin, Bindungsvorgange von Liganden an Polymere
durch konventionelle und neuentwickelte Pulstechniken untersuchen zu konnen. Dabei
werden aktive ,Screeningverfahren von Protein-Liganden Wechselwirkungen wie das SAR
(Structure-Activity-Relationship; Shuker et al., 1996) oder der Bioaffinity-Assay (Meyer et
al., 1997) zunehmend der industriellen Nutzung unterworfen. In dieser Hinsicht hat die sich
standig entwickelnde Kernspinresonanz nicht nur als kompetitive Methode zur
Rontgenstrukturanalyse, sondern in zunehmendem Mal3e als komplementére Strategie zur
Untersuchung von Molekdlen in Kristallen an Bedeutung gewonnen.



2. Ziele der Arbeit

Primares Ziel der Arbeit war die Strukturaufklarung von Proteinen, die wichtige Aufgaben bei
der Signaltransduktion (APC, WASP, RIf, Amyloid, SUMO) tbernehmen oder Vorgéange im
Zellkern regeln (SUMO, U1A, APC). Alle diese Molekile sind an der Bildung von
Makromolekilkomplexen (Protein-Protein oder Protein-RNA) beteiligt. Mit der Bestimmung
der dreidimensionalen Struktur der Biopolymere und ihrer Wechselwirkungspartner sollten
noch offene biochemische und medizinische Fragestellungen geklart oder neue gezielte
molekularbiologische Experimente in Aussicht gestellt werden. Die ausgewahlten
Proteinstrukturen nehmen SchlUsselstellungen in  der Signaltransduktion und der
anschlieBenden Umsetzung des Signals im Zellkern ein: Sie erfullen neurotrophe Aufgaben
durch Rezeptorbindung (Amyloid), dienen als Effektoren ,molekularer Schalter* (RIf) oder
als Mediatoren der Tumorsuppression (APC), beeinflussen die Ausbildung des Cytoskeletts
(WASP), sind Vermittler des Kerntransports (SUMO) oder Regulatoren der RNA-
Prozessierung (U1A). Anhand dieser ausgewahlten Beispiele sollten Startegien aufgezeigt
werden, wie der Einsatz der Kernspinresonanz, trotz erheblich groRen Molekulargewichts
einzelner Proteine oder Proteinkomplexe, zu Aussagen Uber Struktur oder
Bindungseigenschaften von Molekilen herangezogen werden kann. Wo notwendig, sollten
neue Techniken weiterentwickelt oder verbessert werden (U1A).



3.  Zusammenfassunqg der Forschungsergebnisse

3.1 Kilassische Proteinstrukturaufklarung: SUMO-1 und die Regulation des
Kerntransports

Bayer, P., Arndt, A., Metzger, S. Mahajan, R., Melchior, F., Jaenicke, R., and Becker, J.
(1998): Structure Determination of the Small Ubiquitin-related Modifier SUMQ®-Mol.
Biol., 280, 275-286.

3.1.1SUMO-1

SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier) gehdrt zu einer wachsenden Familie Ubiquitin-
ahnlicher Molekule, die eine Rolle in der posttranslationalen Modifikation von Proteinen
spielen. Die Konjugation von Ubiquitin an andere Proteine erfolgt unter Beteiligung mehrerer
Enzyme und wird Utber die Knipfung einer Isopeptidbindung zwischen einem Glyzin des
Ubiquitin C-Terminus und eineg-Aminogruppe eines Lysins (LY3 des empfangenden
Proteins vollzogen (Hochstrasser 1995, 1996 [Review]; Jentsch and Schlenker, 1995;
Hershko, 1996; Varshavski, 1997). Wie Ubiquitin kann auch SUMO, das an der Regulation
des Kern-Zytoplasma Transports beteiligt ist, kovalent an andere Moleklle gebunden werden
(Mahajan et al., 1997). Mehrere vorwiegend im Kern lokalisierte Proteine kommen dabei als
Substrate in Frage (Matunis et al., 1996; Johnson et al., 1997; Kamitani et al., 1997)). Das
einzige bisher eindeutig identifizierte Substrat ist jedoch RanGAP1, das GTPase aktivierende
Protein von Ran (Bischoff et al, 1995). Die postranslationale Modifikation durch SUMO
bringt RanGAP1 an die Kernhille, wo es an RanBP2/Nup358, eine Komponente des
Kernporenkomplexes, bindet (Matunis et al, 1996; Mahajan et al., 1997). In S&ugerzellen ist
diese Konjugation von SUMO und RanGAP1 Voraussetzung fir den Kernimport.

Die Sequenzhomologie von SUMO und Ubiquitin ist mit nur 18% gering und gab Anlal3 zu
der Frage, ob das weitgehend homologe Verhalten im Rahmen der posttranslationalen
Modifikation auf der Ebene der Tertiarstruktur beider Proteine seine Widerspieglung findet.

3.1.2 Strateqgie zur Strukturaufkldrung von SUMO

Mit einem Molekulargewicht von 11kDa und einer guten Loslichkeit (bis Konzentrationen um
10mM) eignete sich SUMO zur Strukturaufklarung. Anhand dieses Proteins soll deshalb
exemplarisch in kurzer Form der klassische Weg zur Aufklarung der Terti&rstruktur von
Poteinen mit Hilfe der zweidimensionalen NMR gezeigt werden (Withrich, 1982).

3.1.21 COSY und NOESY

Protonen, die Uber zwei (geminal) oder drei (vicinal) Bindungen miteinander verknupft sind,
geben in Spektren dés-'H-COSY-Typs AnlaR zu Kreuzresonanzsignalen, die auRerhalb der

Diagonale liegen (Figur 1). Die Diagonale selbst bildet im Spektrum das eindimensionale
NMR Experiment ab. Wie in Figur 1 am Beispiel des Alanins gezeigt, aulRert sich jede



Aminosaure eines Proteins im COSY Spektrum durch ein charakteristisches Muster von
Resonanzsignalen, das sogenannte Spinsystem. Eine Weiterentwicklung des COSYs stellt das
sogenannte TOCSY-Spektrum dar, in dem alle Diagonalpeaks eines Spinsystems durch
Kreuzresonanzsignale miteinander verbunden werden kdnnen.

(a) (b)
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Figur 1: Spinsysteme im COSY Spektrum. a, Pulsfolge des einfachen COSY Experiments. b, Schema des
Magnetisierungstransfers im Protonennetzwerk der Aminosaure Alanin. ¢, Spinsystem von Alanin im
zweidimensionalertH-'H-COSY Spektrum. Die Resonanzen sind durch Kreise dargestellt.

Im Gegensatz zu Spektren des COSY-Typs bilden homonuRiddte-NOESY Spektren die
raumliche Verknipfung zweier Protonen in Form von Kreuzresonanzsignalen (NOEs) ab.
Kerne, deren Abstand kleiner ald &oneinander ist, fiilhren zu einem NOE auRerhalb der
Diagonale, dessen Integral mit der Distanz der Kerne korreliert werden kann (Figur 2).

(a) (b)
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90°, O .......................... O .......
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Figur 2:NOESY Spektrum. a, Pulsfolge fiir das NOESY-Experiment. b, Abstéande von Protonen/ieinier 6
Aminosaure Alanin. ¢, Resonanzen im NOESY-Spektrum von Alanin.



Die Kombination von COSY- und NOESY-Spektren ermdglicht es, jedes einzelne Proton
eines Proteins genau einer Resonanzlinie zuzuordnen (,Assignment®). In einem ersten Schritt
werden COSY und NOESY Spektren (berlagert, worauf mit der Zuordnung des
Proteinriickrats begonnen werden kann (,Chaintracing”).

3.1.2.2 Das Chaintracing

Figur 3a zeigt das Verfahren des ,Chaintracing“. Ausgehend von eimeHNH
Kreuzresonanz von Aminosaure A im COSY- oder TOCSY-Spektrum kann die entsprechende
Ha-HN-Resonanz der in der Kette folgenden Aminosdure B (Richtung C-Terminus) dadurch
identifiziert werden, dal sie die chemische Verschiebung deBrbtons von A (ld(i)) und

des HN-Protons von B (HN(i+1)) aufweisen muf3. An der Kreuzungsstelle der beiddH
Resonanzen zweier benachbarter Aminoséduren im COSY Spektrum mufl3 deshalb eine
Kreuzresonanz im NOESY Spektrum zu finden sein. Das Chaintracing ist anhand eines realen
Beispiels von SUMO-1 in Figur 3b dargestellt.

o¥

Figur 3:Das ,Chaintracing“-Verfahren. 3a (links), Ausschnitt aus einer Peptidkette. Pfeile kennzeichnen die
Kopplung von Protonen, die zu TOCSY-Resonanzen fihren. Darunter ist schematisch der Ablauf des
»Chaintracing” mit iberlagerten TOCSY- und NOESY-Spektren abgebildet. 3b (rechts), ,Chaintracing* am
Beispiel der Aminosauren Sébis Vaf® im NOESY-Spektrum von SUMO-1.

3.1.2.3 Sekundarstrukturelemente

Neben den erwahnten NOESY-Kreuzresonanzen kommt es bei der Ausbildung von
Sekundarstrukturen im Molekil zu zusatzlichen NOEs zwischen Resonanzen von Protonen
des Proteinrickgrats. In Figur 4a ist dBdraltblattmuster von SUMO-1 schematisch
dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die kurze Distanz veonurdd HN- Kernen benachbarter
B-Strange. In Abbildung 4b ist das entsprechende Kreuzresonanzsignalmuster zwischen
ausgewahlten HN-Kernen im NOESY-Spektrum von SUMO zu sehen. Helizes hingegen
aufRern sich in NOESY-Spektren von Proteinen durch das Auftreten von NOEs zwischen
Ha(i) und H3(i+3), Ha(i) und HN(i+3) sowie k(i) und HN(i+4).
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Figur 4: Sekundarstrukturelemente. 4a (link8-altblatt-Schema von SUMO-1. NOEs zwischen den Protonen

im NOESY Spektrum sind durch Pfeile markiert, Wasserstoffbriicken durch gestrichelte Linien. 4b (rechts),
NOEs zwischen HN-Protonen fhFaltbléatter am Beispiel von Aminosaure 21bis 28 im NOESY-Spektrum von
SUMO-1. Linien markieren das ,Chaintracing” innerhalb eing&altblattstranges.

3.1.24 Die Chemische Verschiebung

Auch die Chemische Verschiebung kann zur Identifizierung von Sekundarstrukturelementen
herangezogen werden. Durch Bildung von Helizes puiehltblattstrdngen &ndern sich die
Resonanzfrequenzen der beteiligten Protonem-REsonanzen vom-Helizes werden zu
hoherem Feld, solche [irFaltblattern zu niederem Feld verschoben. Die Differenz zwischen
dieser chemischen Verschiebung und der vonRésonanzen von identischen Protonen in
unstrukturierten kurzen Peptiden dient als Mal3zahl fir das sogenannte Wishartverfahren.
Dabei erhalten alle ¢+Resonanzen mit Differenzen grof3er +0.1 ppm (parts per million, 1
ppm entspricht bei 500MHz einer Verschiebung von 500 Hz) den Index +1 und alle kleiner -
0.1ppm den Index -1. Die Darstellung des Wishartplots von SUMO in Abbildung 5b zeigt
deutlich eine Haufung von +1 Indizesfraltblattern und von -1 Indizes irHelizes.

3.1.25 Die skalare Kopplung

Eine besondere Variante des COSY-Experiments, das sogenannte Doppelquanten-gefilterte
COSY (DQF-COSY) ermdglicht es, die Starke der Kopplung (skalare oder J-Kopplung)
zwischen dem H- und dem HN-Protonen einer Aminosaure zu bestimmen (Rance et al,
1983). lhre Starke (in Hz) kann mit den dihedralen Winkel der Peptidbindung von
Aminosauren korreliert werden (Karplus, 1970). Bei hohen Konzentrationen (5-10mM) zeigte
SUMO eine Tendenz zur Oligomerisierung. Die daraus resultierende Linienverbreiterung
fuhrte zu einer erhdhten apparenten Kopplungskonstante von 7-14 Hz. Die Umrechnung in
den jeweiligen dihedralen Winkel wurde deshalb reskaliert, so da? Konstanten grof3er 11Hz
Winkeln von -120t 40°und Konstanten kleiner 9.5Hz Winkeln ve80° £ 20° entsprachen.
Tabelle 1 zeigt die aus DQF-COSY-Spektren von SUMO erhaltenen skalaren
Kopplungskonstanten.



3.1.2.6 DO Spektren

Sekundarstrukturelemente in Proteinen zeichnen sich durch ihren reichen Anteil an
Wasserstoffbriick zwischen Atomen des Proteinrlickgrats aus. Die darin involvierten HN-
Protonen sind gegeniber ungebundenen Kernen durch einen langsameren Austausch mit dem
wassrigen Losungsmittel gekennzeichnet. Diese Eigenschaft nutzt man aus, um
Wasserstoffbriicken in Proteinen mit Hilfe der NMR zu identifizieren.

Table 1.Liste einiger’Jy...n Kopplungskonstanten in Hz. Die Kopplungskonstanten wurden aus DQF-COSY-

Spektren von SUMO durch Fitten der Resonanzlinien mit Hilfe des Ndee Simplex-Algorithmus gewonnen.

Y23 12.9 T44 10.9 D75 12.6
K25 13.5 L46 9.7 N76 11.2
L26 14.2 K47 9.3 K80 9.1

V28 11.1 L49 10.8 E81 9.9

129 114 Q55 9.4 M84 8.4

Q31 8.9 V59 9.5 E85 9.9

D32 10.4 S63 111 E86 11.3
S34 9.4 L64 9.6 E87 11.3
E35 11.4 R65 111 D88 11.9
136 12.9 F66 13.2 V89 14.5
H37 12.9 L67 13.9 E91 13.9
K39 12.5 F68 13.4 Y93 12.1
V40 121 E69 8.9 Q94 10.4
K41 12.5 Q71 9.5 E95 11.4
M42 10.3 173 135 Q96 13.0
T43 12.7 A74 10.9 T97 12.3

Die Proteine werden nach vorangegangener Lyophylisation in ,,1003@" @elost. HN-
Protonen, die nach mehreren Stunden noch NMR Signale liefern, konnen als
Wasserstoffbriicken-Donatoren angesehen werden. Dariiberhinaus lassen sich manche
aliphatische Id-Protonen nur in BD- NOESY und -TOCSY Spektren beobachten, da sie hier
nicht mehr durch die Resonanzlinie des nahen Losungsmittelsignals tGiberdeckt wewmden. H
Ha-NOEs sind besonders kennzeichnend3firaltblattstrange.

3.1.2.7 Empirische Daten

Ausgewahlte gemessenen Distanzen und Winkel werden haufig in den am Beispiel von
SUMO-1 in Figur 5 gezeigten Diagrammen dargestellt. Deutlich in Erscheinung treten dabei
die charakteristischen NOEs im Bereich derelizes und die langsam austauschenden HN-
Protonen inB-Faltblattregionen. Neben den fur die Sekundéarstruktur typischen NOEs lassen
sich weitere NOEs von Resonanzen der Ruckgrat- und der Seitenkettenprotonen fur
Abstandsaussagen gewinnen.



3.1.2.8 Die Berechnung der Struktur von SUMO-1

Grundlage fur die Strukturberechnung ist ein geeignetes Computerprogramm, daf3 die
gesammelten Daten mit Hilfe der bekannten Peptidsequenz in ein Tertiarstrukturmodell
umwandeln kann. Im Falle aller Strukturen dieser Arbeit wurde das von Axel Bringer

(Brunger, A.T., 1993, 1996) erstellte Programm X-PLOR verwendet (Vers. 3.1 und 3.845). X-
PLOR besitzt Parameterdateien und Topologiedateien, die Referenzwerte Uber
Bindungslangen und Bindungswinkel in Peptiden enthalten sowie Informationen Gber Masse
und Ladungen der Atome. Abweichungen von diesen Referenzwerten werden wahrend des

a
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Figur 5: Daten aus NMR Experimenten. a, ,NOE-Diagramm®. Eindeutig bestimmte NOEs zwischen zwei
Protonen sind in Form von schwarzen Balken dargestellt, weiRe Rechtecke kennzeichnen NOEs, deren
Bestimmung nicht eindeutig ist. HN-Protonen, die igODnach sechs Stunden nicht vollstandig gegen
Deuteronen ausgetauscht wurden sind durch schwarze Kreise markiert. Graue Balken geben wieder an welcher

Stelle in der Proteinsequeng,lin-Kopplungskonstanten melRbar waren

Rechenvorgangs mit einer ,Energie bestraft“. Dabei werden die einzelnen Bindungs- und
Winkelabweichungen in Form harmonische Terme beschrieben, deren Summe das sogenannte
Kraftfeld(Potentialfunktion) darstellt. Ziel der Strukturberechnung ist die Minimierung dieser
Energiefunktion (Targetfunktion). X-PLOR verwendet das bekannte Kraftfeld ,Charmm®
(Abbildung 6a). Auch die experimentell bestimmten Abstdnde und Winkel werden durch je
einen harmonischen Term ins Feld eingeftigt (Figur 6b).

E(R) = Bi;ﬂ K\,(b = ba)2 + Binz Ka(e = eo)2 2
e Eyoe(R) = 2 KNOE(rij - 1'3)
S KL roos00-9)]r 3 [ 423 2

"im)
Wi:;e

Figur 6:Das Charmm-Kraftfeld. a (links), Die Potentialfunkton ist in Form harmonischer Terme angegeben. Die
einzelnen Buchstaben bedeuten: Kx, jeweiligen Kraftkonstante; b, aktuelle Bindungstingktueller
Bindungswinkel;g, aktueller dihedraler Winkel oder Improperwinke|; ektueller Abstand der Kerne i und j
voneinander; b &, r;°, die jeweiligen Referenzwerte; A,B, Lennard-Jones-Terme; gx, Ladung des Kerns x; D,
modifizierte Dielektrizitatskonstante. b (rechts), Der harmonische Potentialterm fir die NOE-Einbindung.
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Zwei unterschiedliche Strategien haben sich fur die Strukturberechnung mit X-PLOR
etabliert. Die Distanzgeometrie (Grippen und Harvel, 1988) stellt ein mathematisches
Verfahren dar, das bekannte Atomabstande in Form einer Distanzmatrix zusammenfal3t. Nach
Metrisierung und anschlie3ender Diagonalisierung lassen sich Eigenwerte und Eigenvektoren
gewinnen, aus denen sich schlief3lich die Koordinaten ableiten.

Eine Alternativmethode ist das sogenannte ,Simulated Annealing“ oder SA-Verfahren. Beim
SA werden den Atomen des Peptids im Computer hohe Startgeschwindigkeiten gemaf einer
Maxwell-Verteilung zugeschrieben, was einer fiktiven hohen Temperatur gleichgesetzt
werden kann. Wahrend einer langsamen ,Abkihlungsphase”, gefolgt von stufenweisen
Energieminimierungsschritten, nehmen die Atome zueinander Positionen ein, die mit der
Erflllung der Daten und der chemischen Referenzwerte einhergehen.

Sowohl im Distanzgeometrie- als auch im SA-Verfahren werden Molekildynamik-Schritte
eingebaut. Dabei basiert die Berechnung der jeweiligen Atomkoordinaten und deren zeitliche
Anderung auf der Losung der Newton’schen Bewegungsgleichungen, die eine Simulation der
Atombewegungen im Femto- oder Pikosekundenbereich zulassen.

Distanzgeometrie und Simulated-Annealing fihren zu einer Schar von Strukturen, deren
Konvergenz von der Zahl und Gite der experimentellen Daten abhangt. Im Falle von SUMO
wurden 1192 Abstéande fur die spatere Strukturberechnung herangzogen. Zuséatzlich konnten
48 Winkelinformationen verwendet und 23 Wasserstoffbriicken identifiziert werden.

3.1.3 Die Struktur von SUMO

Die Strukturrechnungen ergaben, dal SUMO-1 aus einem 5-strafigig@tblatt und zwei
o-Helizes besteht und aufgrund der Strukturhomomlogie in die Familie der Ubiquitin-
~Superfolds* eingeordnet werden muf3 (Orengo et al.,
1994). Zu der Familie der Ubiquitinahnlichen zahlen
Mitglieder, die sich trotz geringer Sequenzhomologie
durch eine ahnliche Tertidrstruktur auszeichnen, wie die
B1/B2 Domane des Proteins G aus Streptococcus
(Achari et al., 1992; Galagher et al., 1994), [2F-2S]-
Ferredoxin (Tsukihara et al., 1990) und einige Ras-
bindende Domanen wie z.B RIf (Esser et al., 1998). Die
Sekundarstrukturelemente in SUMO-1 sind nach einem
BRapBpap-Muster angeordnet (Figur 7B1 und (35
liegen dabei parallel zueinander. Die Helixachsewbn
(Leu* bis GIr®) ist um etwa 45° (im Uhrzeigersinn)
relativ zum erstef-Faltblatt 31-32) geneigt. Die erste
a-Helix in SUMO ist wie in Ubiquitin amphiphatisch
und bildet mit hydrophoben Aminosauren der
Faltblattstrange den hydrophoben Kern des Proteins.
Beteiligt sind dabei vorwiegend die Seitenketten von
Lei?®, lle**, Phé® Phé&* Phé&° und II€® aus den
Faltblattern und Leld, Led®’, Lys™, Tyr!, GIn°® und
GIn>® aus der Helixal. Die zweite kleine Helix in
SUMO besteht lediglich aus finf Aminosauren.

Figur 7: Molscript Darstellung der dreidimensionalen Struktur von
SUMO-1
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Auffallend an der Struktur des Proteins ist der flexible N-Terminus von 20 Aminosauren, der
in anderen Ubiquitindhnlichen Molektlen fehlt. Er ist méglicherweise fir die spezifische
Funktion von SUMO verantwortlich und kénnte eine Rolle bei der Protein-Protein Interaktion
spielen. Die beiden konservierten Glyzine (Gly 96 und Gly97), die fur die Konjugation an
Zielproteine notwendig sind, sind in SUMO wie in Ubiquitin im flexiblen C-Terminus
lokalisiert. Dagegen ist die fiir die Polymerisation von Ubiquitin wichtige Aminos&auf& Lys
an identischer Position in der Tertiarstruktur von SUMO durcli’@hsetzt.

3.1.4 Aussagen Uber die biologische Funktion von SUMO

Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur von SUMO-1 lal3t mehrere Schluf3folgerungen
zu. Die Konservierung der beiden Glyzine am flexiblen C-Terminus des Proteins laf3t auf
einen ahnlichen Konjugationsmechanismus schlieen, wie er im Ubiquitinsystem genutzt
wird. Die hinzukommende Konservierung des gesamten Faltungstypus weist auch auf eine
strukturelle Ahnlichkeit des zur Konjugation notwendigen Enzymapparats mit demjenigen der
Ubiquitinkonjugierenden Enzyme hin. Der Austausch von*iysu GIrf® verhindert eine
~Polysumotylierung”, die fir den Kerntransport nicht notwendig ist, ihn vermutlich sogar
behindern wuirde. Aufgrund der nun vorliegenden atomaren Details kénnen gezielte
Mutationsstudien an SUMO neue Einsichten in den Transportmechanismus geben. So sollte
sich z.B. durch die Deletion der 20 N-Terminalen Aminosauren die Aufgabe des
unstrukturierten Teils von SUMO in zellbiologischen Versuchen besser charakterisieren
lassen.

Durch den Strukturvergleich von SUMO und Ubiquitin kann ein Einblick in die Strategie der
Evolution gewonnen werden, ein einmal erfolgreiches System durch geringflgige
Abwandlungen in atomaren Details flr neue Aufgaben zu nutzen.

3.2  Proteine mit repetitiven Sequenzen: Der Tumorsuppressor APC

Hirschl, D., Bayer, P., and Miller.O. (1996): Secondary structure of an armadillo single repeat
from the APC proteinFEBS Lett 383 31-36.

3.2.1 Die Armadillo-Doméane

Die Armadillo-Domane besteht aus 7 bis 12 Kopien eines sich wiederholendem Sequenzmo-
tivs von 42 Aminosauren und wurde erstmals in einem fur die Embryonalentwicklung not-
wendigem Genprodukt, genanAtmadillo, in Drosophila Melanogaster gefunden (Riggle-
man et al., 1989). Mittlerweile kennt man mehrere Proteine unterschiedlicher Funktion, in
deren Sequenz das Armadillo-Motiv (Figur 8) vorhanden ist (Peifer et al., 1994). Dazu ge-
horen die am-Catenin oder Cadherin bindenden Zelladh&sionsprofgi@atenin und Pla-
koglobin, der Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor smgGDS, das Signalerkennungsprotein
SRP1, p120 und das Tumorsupressor Genprodukt APC (Adenomatous Polyposis Coli).
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a.

LMKLSFDEEHRIA-MNEIGGL-QAIAE LLQVDCEMYG NDHYSI-9AS
LTNLTFGDVAIKATLCSWKGCMRLVAQ KSESE DLQQVIASYV
LRNLSARADWSKKTLREVGSVKALMECALEXKESTLKSVLS- A
LWNLSAHCTENKADI CAVEIALAFLVGTLTYRSQTNTAIIE SGG-2AS
LRNVSSLIAT NEDHRQILREN-NCQTLL QHLKSHSLTIV-- SNA-3AS
LVWNLSARNPKDQBELWIVAGV-SM.KNLIH S-KHKMIAMG&A- A
LRNLMANRPAKYKDANVEPG-SS.PSLHVR-KQKALEAELDA-Q

b.
LRNLSA®* N+A*  MGE* AL* LL*** K* 4% LL** S A
C.
L+NLS* - N+*ALL*GGL-PALV+LL*S*E*L**-AA*-A
A I |
WV Y

Figur 8: a, Die sieben sich wiederholenden Sequenzen des Armadillo-Motivs aus APC. Fettgedruckt sind
identisch positionierte Aminosauren. b, Konsensussequenz des Armadillo-Motivs aus APC und c, aus allen
bekannten Armadillo-Proteinen (Peifer et al., 1994).

3.2.2 B-Catenin und APC

Der Cadherin-Catenin-Komplex ist ein Zielprodukt verschiedener regulatorischer Signale, die
die Zelladhasion und Zellmobilitat regeln. In Sdugerzellen interggi€atenin mit dem Tu-
morsupressor Genprodukt APC (Rubinfeld et al., 1993; Su et al., 1993). Mutationen in APC
sind mit vererbbarem und sporadischen Darmkrebs assoziiert (Kinzler und Vogelstein, 1996).
Zellen, in denen das APC Protein fehlt oder in denen gei@ateninbindungsstelle mutiert

ist, zeigen ein erhohtgsCatenin-Vorkommen, eine Erhdhung der Transkriptionsaktivierung
mittels Bildung eineg3-Catenin-Tcf-Komplexes (Korinek et al., 1997; Morin et al., 1997;
Rubinfeld et al., 1997) und eine damit verbundene onkogene Transformation der Zelle. APC
selbst scheint an der Zellmigration (Nathke et al., 1996) und an der Zelladhasion (Barth et al.,
1997) beteiligt zu sein.

3.2.3 Die Strategie zur Strukturaufkldrung des Armadillo-Motivs

Das Vorkommen des Armadillomotivs in Proteinen mit unterschiedlichen Aufgaben legte die
Vermutung auf eine strukturelle Ahnlichkeit dieser Doméanen nahe. Das hohe Molekularge-
wicht selbst des kleinsten sieben Kopien Motivs (>30kDa) lag jenseits der mit herkdmmlichen
NMR Methoden routinemafig aufklarbaren GroRe. Jedoch bot das sich wiederholende Se-
guenzmotiv die Mdglichkeit, einen einzelnen Repeat auf atomarer Ebene zu untersuchen und
gegebenenfalls Schlisse auf die Struktur der gesamten Domane ableiten zu kénnen. Dazu
wurde der sechste Repeat aus APC als 42 Aminosaure langes Peptid chemisch synthetisiert
(Knut Adermann, IPF, Hannover) und einer NMR-Strukturaufklarung unterworfen (Hirschl et
al., 1996).
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3.2.4 Die Struktur des einfachen Repeats aus APC

Aufgrund der geringen GréRe des Peptids waren zweidimensionale homontikeéR
Techniken in HO und RO zur Strukturaufklarung ausreichend. 189 NOEs konnten zur Be-
schreibung und Berechnung der Sekundarstruktur herangezogen werden. Die geringe Disper-
sion der HN Resonanzen zwischen 7.85ppm und 8.65ppm wiesen auf hohen Anteil an
,random-coil* hin. Das Armadillo-Peptid besitzt zwei kuaeHelizes von Aminoséure A&n

bis Trp® und Al&° bis Asrf®, deren Riickgrat-RMSD-Werte bei 1.13 A bzw. 1.35 A liegen
(Figur 9). Die beiden Helizes werden von drei Aminosauren unterbrochen. Der N-terminale
Teil des Peptids ist ungeordnet.

Figur 9: Die Struktur des sechsten Armadillo-,Repeats” aus dem APC-Protein. Dargestellt sind zehn
Uberlagerte X-PLOR Strukturen (Drahtmodelle). Die helikalen Bereiche von Aminosadréidsirp® und
Ala®® bis Asfi® sind als Bandmodell abgebildet.

Auch der C-Terminus des Armadillo-
Armes liegt nach den X-PLOR-
Berechnungen unter den gegebenen
Losungsmittelbedingungen  ungeordnet
vor, weist aber zwei helixtypischog; ;.3
NOEs von Aminosdure S8rbis Lys®
und Met’ bis Ala&® auf. Diese einzelnen
NOEs deuteten auf die mogliche Ausbil-
dung eines weiteren Sekundarstruktur-
elements unter Anwesenheit der restli-
chen sechs Armadillo-Sequenzen hin und
damit auf ein neues Strukturmotiv.

Figur 1Q Struktur der Armadillo-Doméne ay3
Catenin (2.4). Helizes sind als Zylinder
dargestellt. Die gesamte Doméne setzt sich aus
zwolf einzelnen Repeats zusammen.
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3.2.5 Nachfolgende Strukturuntersuchungen

Eine Bestatigung der Sekundarstruktur des einfachen Repeats und der Ausbildung einer
weiteren Helix an seinem C-Terminus erbrachte schlie3lich die rontgenkristallographische
Aufklarung der Armadillo-Doméane (Figur 10) afisCatenin (Huber et al., 1997). Die zwolf
einzelnen sich wiederholenden Sequenzen bilden je drei Helizes, die zu einer Superhelix
aufgerollt sind und eine stark positiv geladene ,Grube" erzeugen. [@@atenin-
Bindungsregionen von Cadherinen, Tcfs und dem APC-Protein sind negativ geladen. Das legt
den Schluf3 nahe, dal3 diese positive Grube die eigentliche BindungstascfeCatanin
darstellt.

3.3 Proteine mit amyloidalen Peptidsequenzen: DgsAmyloid A4 und die
Tachykinin-Rezeptorbindung

Sticht, H., Bayer, P., Willbold, D., Dames, S., Hilbich, C., Beyreuther, K., Frank, R., and
Rosch, P. (1995): Structure of amyloid A4-(1-40)-peptide of Alzheimer’'s dis€ase.J.
Biochem, 233,293-298.

3.3.1 Dad3-Amyloid A4 Peptid

Das Amyloid A4 Vorlaufer Protein ist ein membranstandiges Glykoprotein, welches in meh-
reren Isoformen in Neuronen gebildet wird und eine Konsensusregion von 694 Aminoséuren
aufweist. Durch proteolytische Spaltung entstehtfdamyloid BA; BA4) Peptid (39 bis 43
Aminosauren), das als Ablagerung in Form von neuritischen Plaques als pathologisches
Charakteristikum der Alzheimer Krankheit angesehen wird (Kang et al., 1987). Neuere
Erkenntnisse weisen auch auf eine Beteiligung des Caspase-Systems bei der Spaltung des
APP wahrend der Apoptosis hin (Gervais et al., 1999). Isolierte oder chemisch synthetisierte
Amyloidpeptide aggregieren in wassriger Systemen zu Fibrillen, &hnlich denen, die auch im
Gehirn von Alzheimerpatientgmost mortengefunden werden. Neben diesen neurotoxischen
Befunden scheint dgs-Amyloid auch neurotrophe Aufgaben im Gehirn durch Bindung an
Tachykinin-Rezeptoren zu vermitteln (Yanker et al., 1990; Shimohigashi et al., 1993).

3.3.2 Vorangegangene strukturelle Untersuchunqgdsi/h Amyloid Fragmenten

Die Struktur von Amyloidfragmenten héngt stark von den Lésungsmittelbedingungen ab. Als
Mechanismus der Fibrillenbildung wird eine Umwandlung esHelix zu p-Faltblatt und

eine daran anschlieende Aggregation angenommen (Barrow et al., 1992; Fraser et al., 1991)
Unterstitzt wird diese These durch zwei Beobachtungen: Mit Hilfe der Circulardichroismus
(CD) Spektroskopie konnten Ubergdnge von Amyloidfragmenten (25-35 und 11-25) von
random-coil zu3-Faltblatt (Terzi et al., 1994) und vanHelix zu B-Faltblatt (Hollosi et al.,

1989) beobachtet werden. Eine mehr detailiertere Studie Uber die StrukBiAdedoids (1-

28) konnte mit Hilfe der Kernspinresonanz-Technik in einem 2,2,2-Trifluorethanol/Wasser
(60/40) Gemisch durchgefuhrt werden (Zagorski and Barrow, 1992). Dabei wurden eine
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schwachen-Helix von Al& bis Hi$ und eine stark ausgepragte Helix von*¥@In** bis
Sef® festgestellt.

3.3.3 Strategie zu StrukturuntersuchungenBafmyloid(1-40)

Um mehr Einsicht in die Entstehung von Fibrillen und die Lokalisation von
Sekundarstrukturelementen zu erhalten, wurde das medizinisch intergsgamygoid(1-40)
chemisch synthetisiert und mit Hilfe von CD- und NMR- Spektroskopie strukturell charakteri-
siert (Sticht et al., 1995). Die starke Tendenz des Amyloids zur Aggregation in wassrigen
Systemen flihrte zur Suche nach geeigneten Solvatationsbedingungen. Wie festgestellt wurde,
verlangsamen saure Pufferbedingungen (pH 2-3) zwar die Aggregation, eine langfristige
NMR-technische Untersuchung im Bereich von mehreren Stunden wurde jedoch durch die
einsetzende Oligomerisierung verhindert. Nach Studien in DMSO und Methanol (Daten nicht
publiziert), wurde auf ein bereits erfolgreich eingesetztes 2,2,2-Trifluorethanol/Wasser
(40/60) Gemisch zurickgegriffen (Sticht et al., 1994). Trifluorethanol ist als sekundarstruktur-
induzierendes (schwach Helix-stabilisierendes) Ldsungsmittel bekannt (Goodman, 1974;
Thomas und Dill, 1993; Soénnichsen et al., 1994; ) hat aber die Eigenschaft hydrophobe
Wechselwirkungen zu schwéachen und damit die Tertiarstruktur von Peptiden und Proteinen
Zu zerstoren (z.B. Sticht et al., 1994). Durch die Wirkungsweise von TFE sollten Bereiche
definiert und eingeschrankt werden, die im Peptid zur Auspragung von Sekundar-
strukturelementen in der Lage sind.

3.3.4 Die Struktur deB-Amyloids in 2,2,2-Trifluorethanol/Wasser (40/60, v/v)

Wegen des geringen Molekulargewichts @e&myloid(1-40)-Peptids waren zwei-dimensio-

nale homonukleartH-NMR Experimente (NOESY, DQF-COSY, TOCSY) firr die Struktur-
aufklarung ausreichend. Insgesamt wurden 596 NOEs zur Kalkulation der Sekundarstruktur
herangezogen. Das Amyloidpeptid besitzt unter den gegebenen Bedingungen zwei ausgeprag-
te a-Helizes (Figur 11). Die erste Helix von
GIn™ bis Aspg® bestatigte die Befunde von
Zagorski und Barrow, jedoch konnte die
schwache N-terminale Helix von Aldbis Hig

nicht gefunden werden. Ein mégliche Erklarung

fir den Verlust der N-terminalen Helix und der
Verkirzung der nachfolgenden Helix liefert der

um 20% geringere Anteil von TFE (40% statt
60%) im vorliegenden Gemisch. Zusatzlich zu

der Helix von GIF bis Asg® konnte imBA(1-

40) noch eine kurzere-Helix von Aminosaure
lle®-Met® identifiziert werden.

Figur 11:Die Helizes deg-Amyloids. Zehn Uberlagerte
Strukturen der a, ersten Helix v@in'® bis Asp® und b,
der zweiten Helix mit der Tachykinin-Region vo# lés
Met®.
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Erstaunlicherweise korreliert dieser Bereich der zweiten Helix mit dem Bereich der Tachyki-
nin-Bindungsregion und weist eine hohe Homologie zu Tachykinin Neuropeptiden auf
(Tabelle 2). Die in TFE alsi-Helix vorliegende Region ist die fur die Rezeptorbindung
notwendige Konsensussequenz von Tachykininen.

Tabelle 2:Sequenzvergleich von Tachykininen y@4q25-35). ,** bedeutet, dal3 keine erkennbare Homologie
existiert und X" weist auf den konservierten hydrophober Charakter der Aminoséaure hin.

AB(25-35) -G-S-N-K-G-A-|-I-G-L-M-

Substance P R-P-K-P-Q-Q-F-F-G-L-M-NH 2
Neurokinin A H-K-T-D-S-F-V-G-L-M-NH 2
Neurokinin B D-M-H-D-F-F-V-G-L-M-NH 2
Pysalaemin pE-A-D-P-N-K-F-I-G-L-M-NH 5
Eledoisin pE-P-S-K-D-A-F-1-G-L-M-NH 2
Konsensus *kFEFEX-X-G-L-M

3.3.5 Nachfolgende Arbeiten an der Struktur @esmyloids

Die zum erstenmal entdeckte Helix von H&let® konnte durch zeitlich folgende
unabhangige Arbeiten bestatigt werden (El-Agnaf et al., 1998). Weitergehende
Untersuchungen basierend auf diesen Befunden konnten belegen, dal3 Amyloidpeptide (25-35)
in Acetonitril/Wasser mit steigendem organischem Ldsungsmittelanteil ausgegféagte
Faltblattanteile zeigen (El-Agnaf et al., 1998). Und schlieB3lich wurde fur das Peptid
AB[Phe™ NIe*(25-35)amid in TFE/Wasser mit steigendem TFE-Gehalt ein Ubergan@-von
Faltblatt ina-Helix nachgewiesen. Diese Daten untermauern die Hypotheseoektelsx-[3-
Faltblatt-Ubergangs irB-Amyloid (Figur 12) bei der Entstehung der neuritischen Plaques in
Alzheimerpatienten.

1
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. \
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Figur 12:Hypothetisches Modell desHelix-g-Faltblatt-Ubergangs inBA(1-40).
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Rontgenstrukturdaten an einzelnen Amyloidfibrillen weisen darauf hin, ddi3F2dtblatter

notwendig sind um ein Helixwindung um die Fibrillenachse zu vollziehen (Sunde et al.,
1997). Das momentane Modell der Fibrillenbildung geht von 48 Amyloid-Monomeren aus, in
denen die Aminoséauren 17-21 und 31-36 den hydrophoben Kernbereich der Fibrillen bilden.

3.4  Proteine mit Bindungsdomanen: Effektoren von ,Molekularen Schaltern®

Esser, D., Bauer, B. Wittinghofer, W., Cool, R.H., and Bayer, P. (1998). Structure
determination of the Ras-binding domain of the Ral-specific guanine exchange factor RIf.
Biochemistry37, 13453-13462.

3.4.1 Kleine GTPasen

Kleine GTP-bindende Proteine spielen eine entscheidende Rolle bei der Signaltransduktion
(Ras, Rac, Rho, Cdc42, Ral, usw.) und bei wesentlichen Transportvorgangen in der Zelle, wie
dem Kernimport und -export (Ran) (Drivas et al., 1990; Ren et al., 1993; Moore and Blobel,
1993; Melchior, et al., 1993) und dem vesikularen Transport (Rab) (Haubruck et al., 1987;
Touchot et al., 1987; Tachibana et al., 1987; Pluntner et al., 1991). Sie steuern und regulieren
verschiedenste zellulare Funktionen, wobei sie in einer (in der Regel) aktiven GTP-
(Guaninnukleotid-Triphosphat) und einer inaktiven GDP- (Guaninnukleotid-Diphosphat)
gebundenen Form vorliegen kdnnen. In ihrer GTP-gebundenen Form sind sie in der Lage
Effektoren zu aktivieren, die wiederum nachfolgende Prozesse in Gang setzen kdnnen
(Bourne et al.,, 1990). Das ,Umschalten* von der aktiven in die inaktive Konformation
(,Molekularer Schalter) wird durch Proteine reguliert (Boguski et al., 1993), die entweder
die schwache intrinsische GTP-Hydrolyse stimulieren (GAP. = GTPeisaating otein)

oder die langsame intrinsische GDP-Dissoziationsrate beschleunigen (GEF = Guanine
nucleotide exchangadtor).

3.4.2 Die GTPasen Ras und Ral

Forschungsarbeiten der letzten Jahre belegen, daf3 die Signaltransduktion nicht nur in linearen
Prozessen ablauft. Kleine GTPasen wie Ras und Ral (Chardin et al., 1986) konnen mit vielen
Effektormolekilen interagieren und wiederum zur Aktivierung oder Hemmung anderer
paralleler Signalketten beitragen. Ras wechselwirkt unter anderem mit der Ser/Thr-Kinase c-
Raf-1 (Dickson et al., 1992) als auch mit Ral-spezifischen Austauschfaktoren (GEFs) wie
RalGDS (Albright et al., 1993), Rgl (Kikuchi et al., 1994) und RIf (Wolthuis et al., 1996).

3.4.3 Der Austauschfaktor RIf

Der Ral-spezifische Guaninnukleotid-Austauschfaktor RIf (RalGR&fhactor) steuert einen
Ras-abhangigen parallel zu der Raf/Mek/Erk-Kinase-Kaskade verlaufenden Signalweg,
ahnlich wie RalGDS und Rgl. Als mdgliches Effektormolekul dient vermutlich Rlip (auch
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RalBP-1 oder RIP), dal? mit der GTP-gebundenen Form von Ral wechselwirkt (Jullien-Floris
et al., 1995; Park et al., 1995; Cantor et al., 1995). Rlip besitzt eine RhoGAP-Domane die mit
Rac oder Cdc42 interagieren kann.

3.4.4 Vorarbeiten

Die dreidimensionale Struktur der Ras-bindenden Doméne (RBD) von c-Raf-1 (Emmerson et
al., 1995) und die seines Komplexes mit einer RaplA-Mutante (Nassar et al.,1995; Nassar et
al., 1996) lagen bereits vor. Ebenso konnte die Tertiarstruktur der RBD des Ral-spezifischen
Austauschfaktors RalGDS parallel zu der vorliegenden Arbeit an RIf mit Hilfe der
Kernspinresonanz aufgeklart werden (Geyer et al., 1997).

3.4.5 Strategie zur Strukturuntersuchung von RIf

Das 778 Aminosauren grol3e RIf konnte wegen des hohen Molekulargewichts nicht auf
atomarer Ebene mit Hilfe der NMR untersucht werden. Aufgrund der Homologien zu anderen
Ras-interagierenden Proteinen wurde eine 90 Aminosauren grol3e Ras-bindende Doméane (RIf-
RBD) kloniert (Esser et al., 1998) und als GST-Fusionsprotein in E.coli expremiert. Durch
eine anschlieRende Thrombinspaltung wurde die Bindungsdomane als freies Protein
gewonnen. Die kompakte Faltung der Domane zeigte sich bereits in ersten 1D-Spektren, so
daR eine Strukturuntersuchung mit Hilfe der mehrdimensionaler Kernspinresonanz folgen
konnte.

3.4.6 Die dreidimensionale Struktur von RIf

Die Struktur der Ras-bindenden Domane von RIf (Aminosauren 646 bis 735) wurde mit Hilfe
zweidimensionaler homonuklearéH-NMR Techniken (TOCSY, NOESY, DQF-COSY)
C sowie mit zwei- (HSQC, HMQC) und
dreidimensionalen (HMQC-TOCSY, NOESY-HMQC)
heteronuklearen 'H-'>N-Experimenten  aufgeklart.
Durch die Verwendung von heteronuklearen
Experimenten konnten Uberlappende Resonanzen in
den homonuklearen Spektren den Atomen der
einzelnen Aminosauren eindeutig zugeordnet werden.
In die Strukturberechnungen (modifizierte ,simulated-
annealing” Protokolle der X-PLOR 8.143 Bibliothek)
von RIf-RBD gingen 2228 NOEs und 4Bun-ta-
Kopplungskonstanten ein (Esser et al., 1998). RIf-RBD
lankt sich gemal seiner Tertiarstruktur in die Familie
der Ubiquitin-ahnlichen Proteine einordnen (Figur 13).

Figur 13 Molscript-Darstellung der Ras-bindenden Doméne von
N RIf
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Es besitzt funfp-Faltblattstrange und zweni-Helizes, die in einemBappaf-Motiv
angeordnet sind. Trotz der geringen Sequenzhomologie zwischen den Domanen von RIf
(bzw. RalGDS) und Raf sind die Faltungstopologien der unterschiedlichen RBDs nahezu
identisch. Jedoch zeigten Fluoreszenztitrationsstudien, dafl3 die drei Doméanen unterschiedliche
Affinitaten zu H-Ras aufweisen. Die gemessenen Dissoziationskonstanten liegen p# 0.02
(Raf-RBD), 0.09M (RIf-RBD) und 1.uM (RalGDS).

3.4.7 Die Eingrenzung des Bindungsinterfaces

Die Bestimmung des RIf-Bindungsintackes erfolgte Uber ein ,Chemical shift mapping“
Verfahren. Dazu wurdefH-"N HSQC Spektren von RIf-RBD im freien und im GTPase
gebundenen Zustand aufgenommen und die Unterschiede in der chemischen Verschiebung der
'H-*N-Resonanzen gemessen. Anderungen traten vorallem bei HN-Resonanzen in den ersten
beiden Faltblattern, dem ersten Loop und dem C-Terminusxti¢telix von RIf-RBD auf

(Figur 14). Die entsprechenden Regionen in Raf sind an der Bindung an RaplA beteiligt. Ein
Hinweis darauf, dal3 die Protein-Protein-Wechselwirkung in beiden Komplexen Uber die
gleiche Bindungsregion vermittelt wird. Unterschiede in den Ladungen im Interface der drei
RBDs konnten die Ursache fir ihre unterschiedliche Affinitaten zu Ras sein. Wahrend
RalGDS z.B. in Loop 1 und 3 stark negativ geladen ist, ist RIf stark positiv geladen. Raf tragt
an dieser Stelle keine Ladung.

Figur 14 Darstellung der chemischen Verschiebungsdifferenzen der NH-Protonen von RIf im gebundenen und
ungebundenen Zustand. Rot: Verschiebungen grof3er 0.05 af-&kala und/oder gréRer 0.5 ppm auf der
’N-Skala. Gelb: Verschiebungen zwischen 0.02 und 0.05 ppm atf-8&ala und/oder zwischen 0.15 und 0.5
ppm auf def*N-Skala.Grin: Nicht verschobene NH-Protonen. Weil3: Proline oder keine Aussage machbar.
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3.4.8 Weiterfuhrende Arbeiten an RIf-RBD

Bisher ist keine Struktur des Komplexes aus RIf und Ras bekannt. Die Anderungen der
Chemischen Verschiebung einiger Resonanzen im HSQC von RIf-RBD bei Zugabe von Ras
wurden deshalb als experimentelle Daten fir ein neuartiges Protein-Protein-Docking
Verfahren verwendet, das zur Berechnung der potentionellen Konformationen Geometric-
Hashing-Techniken einsetzt und die erhaltenen Strukturen mit einer geometrischen Fitness-
Funktion bewertet (H.P.Lenhof, 1995). Die vorlaufigen unpublizierten Daten zeigen ein
ahnliches Bindungsverhalten der beiden Partner wie im Raf-Rapl1A-Komplex.

3.5 Proteolytische Fragmentierung von Proteinen: WASP - ein Mediator des
Cytoskeletts

Rudolph, M., Bayer, P., Abo, A., Kuhimann, J., Vetter, |.R., and Wittinghofer, A. (1998): The
Cdc42/Rac Interactive Binding Region Motif of the Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
(WASP) Is Necessary but Not Sufficient for Tight Binding to Cdc42 and Structure Formation
to Cdc42J. Biol. Chem 273 18067-18076.

3.5.1 Das Wiskott-Aldrich-Syndrom

Bei dem Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) handelt es sich um eine Immundefizienz, deren
Ursache in der Mutation eines X-chromosomalen Gens liegt. Dieses Gen kodiert fur das
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASP). T-Lymphozyten und Blutblattchen der von dieser
Krankheit betroffenen mannlichen Patienten weisen eine irregulare Bildung des Zytoskeletts
und meist einen Verlust der Mikrovilli (Kenney et al., 1986; Molina et al., 1992; Rosen et al.,
1995[Review]) auf.

3.5.2 _Das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASP)

Das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASP) ist ein 503 Aminosaure langes Molekdil. Es
bindet als Effektor an Cdc42 (Aspenstrom et al., 1996; Kolluri et al., 1996), einem Vertreter
der Familie der Rho-ahnlichen GTPasen, die in Sédugerzellen die Polymerisation von Aktin
und das Assembly von fokalen Komplexen an der Plasmamembran durch extrazellularen
Stimulus kontrollieren (Nobes et Hall, 1995). WASP besitzt mit anderen Cdc42/Rac
Effektoren wie p65™ ein gemeinsames Konsensusmotiv (Tabelle 3) (Burbelo et al., 1995).
Im Falle von p65*¢ dient dieser 40 Aminosaure groRen Bereich als GTPase-Bindungsregion
(CRIB Region = Cdc42/& nteractive_inding region).
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Tabelle 3: CRIB-Kosensussequenz einiger Cdc42/Rac Effektoren. Konservierte Positionen sind durch
mindestens viermaliges Vorkommen identischer Aminosauren unter den funf aufgefuhrten Proteinen definiert.
Ein ,+“ bedeuted den Erhalt der positiven Ladung in midestens vier Sequenzen an dieser Position.

P65 (rat) PEISLP.SDFEHTIHVGFD
WASP (human) ADIGAP.SGFKHVSHVGWD
DPR2 (drosophila) EMISKPQNDFKHTGHVGID
MSES55 (human) DMISHPLGDFRHTMHVGRG
MLK3 (human) ERISMP.LDFKHRITVQAS
Konsensus *ok| SHPRFDF+H**HV Gr*

Neben der CRIB-Region besitzt WASP eine polyprolin-reiche Sequenz, die vermutlich durch
SH3-Domanen interagierender Proteinen erkannt wird (Derry et al., 1994, 1995; Rivero-
Lezcano et al., 1995). Aus Fusionsstudien mit Antikérpern ist bekannt, dal3 WASP auch direkt
an der Aktin-Polymerisation beteiligt zu sein scheint (Symons et al., 1996).

3.5.3 _Strategien zur Strukturuntersuchung von WASP und seines Cdc42-Komplexes

Nach den bereits bekanntemvivo- undin vitro-Studien der Cdc42/WASP-Wechselwirkung
sollten Untersuchungen auf atomarer Ebene Aufschluld tber die genaue Rolle der CRIB-
Region bei der Komplexbildung mit Cdc42 geben. Dazu war es notwendig, die
Bindungsregion von WASP auf den essentiell notwendigen Teil einzuschranken. Durch
proteolytische Spaltung des WASP(wt)-Proteins mit Thrombin wurden drei Fragmente von 4
kDa, 7 kDa und 13 kDa (W4, W7, W13) gewonnen (Rudolph et al., 1998), die jeweils das
konservierte CRIB-Motiv enthielten und unterschiedlich viele weitere N- oder C-terminale
Aminosauren (Figur 15). Diese Fragmente konnten dann auf ihre Bindungsfahigkeit an Cdc42
getestet und mit Hilfe der NMR Spektroskopie ungebunden und im Komplex untersucht
werden.

DIGAPSGFKHVSHVGWDPQNG
GS-201-321 .
W13

GS-201-268

W7

GS-221-257 ]

W4

Figur 15:Schematische Skizze der durch WASP(wt)-Thrombinspaltung erzeugten WASP-Fragmente. Das weil3e
Kastchen kennzeichnet die CRIB-Region, deren Sequenz Uber den drei Fragmenten angegeben ist. Das schwarze
Kastchen markiert eine prolinreiche Sequenz, die vermutlich zur Bindung von SH3-Domanen notwendig ist.
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3.5.4 Fluoreszenz-,CD- und Biacorestudien

Die verschiedenen Fragmente wurden mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie auf ihre
Eigenschaft hin untersucht, nukleotid-abhangig an Cdc42 zu binden. Messungen der
Dissoziation des nicht-hydrolisierbaren, fluoreszenzmarkierten GTP-analogons (mGpp(NH)p)
aus dem Cdc42nGpp(NH)p-Komplex zeigten einen mit steigender Fragmentkonzentration
zunehmenden dissoziationsinhibierender Effekt (GDI-Effekt) aller Peptide. PWwétte der
unterschiedlichen Fragmente wurden durch Biacore- und Fluoreszenztitrationsexperimente
ermittelt (W4 und W% 500 nM und W13= 60-80 nM). W13 bindet an Cdc4@DP ca. 500

fach schwacher als an das entsprechende €au@gp(NH)p bindet. Schlie3lich konnte
durch CD-Spektroskopie gezeigt werden, dal nur das W13 Fragment Anteile von
Sekundarstrukturelementen-Helix) enthalt, wahrend die kirzeren beiden Peptide keine
solchen Strukturen aufweisen.

3.5.5 NMR Strukturuntersuchungen der WASP Fragmente

Die drei Fragmente wurden mit Hilfe der zweidimensionatehkhomonuklearen NMR
Spektroskopie untersucht. Bei den kirzeren Fragmente W4 und W7 liel3 sich eine komplette
Zuordnung aller Resonanzen in TOCSY und COSY Spektren erreichen. Beide Peptide haben
keine ausgepragte Sekundarstruktur. Nur fur das C-terminale Ende des 7 kDa Fragments
(Aminosauren 257-268) lieRen sich drei helixtypische NOEs finden, ein Hinweis fir den
Beginn einer moglichen regularenHelix in diesem Bereich. Eine solche Helix sollte in
langeren Fragmenten sichtbar sein. Diese Hypothese wurde durch die CD-Spektren des
13kDa-Fragments gestiitzt. Wegen starker Uberlappungen konnte jedoch eine eindeutige
Zuordnung der Resonanzen zu den Protonen im W13 mit homonukleaNvR nicht
getroffen werden. Erschwert wurde die NMR spektroskopische Arbeit am 13 kDa Peptid auch
durch eine Di- oder Oligomerisierung bei millimolaren Konzentrationen, die fur die
Strukturaufklarung mit Hilfe der Kernspinresonanz notwendig sind. Daher wurde auf weitere
Experimente mit diesem Fragment verzichtet.

Um Bindungsstudien auf atomarer Ebene vorzunehmen, wurden die beiden kiirzeren l6slichen
Fragmente W4 und W7 mit dem StickstoffisotbfN markiert und die Resonanzen der
gewonnenen heteronuklearéH->N-HSQC Spektren den einzelnen Atomen der Peptide
zugeordnet. Bei Bindung an Cde42Gpp(NH)p sollte es durch die Anderung der chemischen
Umgebung und die Ausbildung von Wasserstoff- und Salzbriicken oder hydrophobe
Wechselwirkungen zu einer Verschiebung solcher Resonanzen in W4 und W7 kommen, die
entweder an der Bildung der Kontaktoberflaiche zu Cdc42 oder der Bildung neuer
Sekundarstrukturelemente beteiligt sind. Figur 16 zeigt einen Ausschnitt der beiden HSQC
Spektren des 7 kDa Fragments im freien (blau) und im Cdc42-gebundenen (rot) Zustand.
Deutlich zu erkennen sind die Verschiebungen einiger ,Peaks* (z.B®*%swéhrend
dagegen andere keinen Anderungen unterworfen sind (z.B*)Adpine Zusammenfassung

der Ergebnisse findet sich in Figur 17. Die verschobenen Resonanzen oder solche die durch
Linienverbreiterung bei Komplexbildung nicht sichtbar waren, werden hier durch einen
.Balken nach unten“ relativ zur Mittellinie gekennzeichnet, nichtverschobene Resonanzen
durch einen ,Balken nach oben”.
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Figur 16:Ausschnitt aus eineftd-**N-HSQC von W7 in freiem Zustand (blau) und im Cdc42-Komplex (rot).
Auf der Ordinate sind die ppm-Werte fiir diéN-Verschiebungen und auf der Abszisse fiir e
Verschiebungen angegeben. Die jeweiligen Resonanzen sind gekennzeichnet.

Im Vergleich mit der Peptidsequenz zeigt sich eindeutig, dal? die CRIB Region direkt an der
Komplexbildung beteiligt ist. Die Bindungsregion des W7 beginnt mit Aminosauré" luysd

endet mit Asp®. Im Gegensatz zu W4 scheinen im Falle von W7 auch Aminosduren um
Position 260 an der Wechselwirkung hilgezu sein.

201 210 220 230 240 250 260 268
1 1 1 1 1 1 1 1
GSDIQNPDITSSRYRGLPAPGPSPADKKRSGKKKISKADIGAPSGFKHVSHVGWDPONGFDVNNLDPDLR

b, gt

Figur 17: Anderungen der Chemischen Verschiebungen bei Komplexbildung. Ein Balken nach oben bedeutet
keine Anderung der Chemischen Verschiebung einer Resonanz im HSQC des WASP-Fragmentes a, W7 und b,
W4 nach Zugabe von Cdc42. Ein Balken nuch unten bedeutet eine mef3bare Chemische Verschiebung der
Resonanz.

Aufgrund des niederengdWertes des W13 Fragments (im Vergleich zu W4 und W7) sollte
das langere Peptid in der Lage sein, eine bessere Kontaktfliche auszubilden, Die CD-
Ergebnisse deuteten auf die Involvierung der der CRIB-Region nachfolgestdielix hin. Die
Untersuchung des W13/Cdc42-Komplexes konnte wegen der fehlenden Resonanzzuordnung,
des groRRen Molekulargewichts (ca. 40kDa) und des Oligomerisierungsverhaltens des
Fragments nicht durchgefihrt werden.
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Aus den erhaltenen Daten resultierte ein Modell zur Bindung von WASP an Cdc42, in dem
die Aminosauren 231-253 und 261-263 an der Komplexbildung beteiligt sind. CD- und

Fluoreszenzspektroskopie lieBen dariberhinaus eine Beteiligung der C-terminal der CRIB-
Region gelegenem-Helix an der Interface-Bildung (niedrigepiles W13) vermuten.

3.5.6 Nachfolgende Arbeiten an der Struktur des WASP/Cdc42 Komplexes

Im Labor von Micheal Rosen (Abdul-Manan et al., 1999) konnte die Struktur des
WASP/Cdc42-Komplexes mit Hilfe multidimensionalen NMR-Methoden und tripel-
isotopenmarkierten Komponenten aufgeklart werden. Dazu wurde eine verkirzte Cdc42(1-
179) Minimaldoméne prapariert sowie ein WASP-Fragment, dal3 die Aminosaure 230 bis 288
enthielt. Der Komplex zeigt Kontaktstellen der Aminosauren 231-277 in WASP zu den
bekannten Switch | und Il Regionen, sowiefAiunda5 in Cdc42. Die Aminosauren 231 bis

237 formen einen kompakten ,Loop“, der mit d@®-33 ,Turn“ der GTPase interagiert.

Von den Aminosauren 240-249 werden intensive Wasserstoffbricken zum zeffralen
Faltblatt von Cdc42 ausgebildet, wahrend die Reste 252 bis 258 ein kurzes intramolekulares
B-Faltblatt ausbilden. Wie aus den Daten von Rudolph et al. vorhergesagt, iatiéati -
C-terminal der CRIB-Region gelegen - mit den Aminosauren 264 bis 275 an der Bindung
beteiligt. Diese Helix ist notwendig fir eine effektive Komplexbildung €§30nM).

3.6 Proteine im Komplex mit RNA: U1A - ein Regulatorprotein der RNA-
Prozessierung

Bayer, P., Varani, L., and Varani, G. (1999): Refinement of the Structure of Protein-RNA
Complexes by Residual Dipolar Coupling AnalysisBiomol. NMR14,149-155.

3.6.1 Strukturinformation aus dipolaren Wechselwirkungen

Die Bestimmung dreidimensionaler Molekilstrukturen mit Hilfe der NMR basiert vorwiegend
auf lokalen Informationen, wie Winkel (J-Kopplung) und Abstande zweier nah benachbarter
Kerne (NOEs). Die Qualitat solcher Strukturen kdnnte jedoch beachtlich gesteigert werden,
wenn auch nicht-lokale Informationen Gber Messungen zuganglich waren. Eine Klasse dieser
Observablen bilden NH-, CH- oder CC- Bindungsvektoren, die relativ zu einem
Referenzsystem bestimmt werden kénnen. Dipolaren Wechselwirkungen zwischen Kernspins
beinhalten diese Informationen und kdnnen aus teilweise orientierten MelRproben entnommen
werden.

3.6.2 Residuale dipolare Kopplungen

Wahrend der isotropen Bewegung eines Molekils in Losung verschwindet die dipolare
Wechselwirkungen zweier Kernen auf der NMR Zeitskala im Mittel. In einem Festkorper
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hingegen ist diese Interaktion von Null verschieden und trdgt zu einer grof3en
Linienverbreiterung bei. Orientiert man aber Molekile teilweise in Lésung, so bleibt ein
kleiner Restanteil der dipolaren Wechselwirkung bestehen. Die Intensitat dieser
Wechselwirkung birgt Informationen tber die Ausrichtung einiger Bindungsvektoren. Die
Ausrichtung kann entweder mit Hilfe magnetischer Felder (Tolman et al., 1995) oder durch
die Anordnung grof3er Makromolekulstrukturen (Tjandra und Bax, 1997), die wiederum durch
Magnetfelder orientiert werden konnen, erfolgen. Die verbleibende dipolare
Restwechselwirkung fiihrt zu einer Aufsplittung der Resonanzlinien im Spektrum und macht
sich als _residuale dipolare Kopplungskonstante (RDK-Konstante) bemerkbar. Die
individuellen Kopplungskonstanten hangen nicht nur vom Grade der Ausrichtung
(Anisotropie) ab, sondern auch von den polaren Koordinaten bezuglich der Ausrichtungsachse
und liefern deshalb direkte geometrische Informationen tber die Stellung von NH-, CH- und
CC-Bindungsvektoren.

3.6.3 Das U1A-RNA System

Viele Proteine, die an der Prozessierung der Pra-mRNA in Zellen beteiligt sind, enthalten eine
oder mehrere Kopien einer 70-90 Aminosaure langen Ribonukleoprotein-Doméane (RNP)
(Mattaj, I.W., 1993 [Review]). Solche Proteine spielen eine Rolle bei der RNA Reifung,
wobei sie Bereiche in den Pra-RNAs oder in snRNAs erkennen. Ein Vertreter dieser Gruppe
ist das U1A Protein (Scherly et al.,, 1990), dal3 wéahrend des Splicing-Vorgangs an einen
internen Loop der untranslatierten 3"-Region seiner eigenen Pra-mRNA bindet und die
Polyadenylierung verhindert.

3.6.4 Vorangegangene Arbeiten an U1A

Neben der Kristallstruktur eines ULA(RNP)-RNA Komplexes (Oubridge et al., 1995; Price et
al., 1995) war auch die NMR-Struktur des Komplexes aus der RNP-Doméne von U1A und
eines Polyadenylierungs-Inhibitors (RNA) bekannt (Howe et al., 1998). Das Assignment des
Proteins und der RNA lag vor. Die Bindung von U1A-RNP an die Haarnadelschleife des
Inhibierungselements war durch NOEs und Winkelinformationen gut definiert. Dagegen war
aus den NMR Spektren keine Information Uber die Lage und Anordnung der beiden
Stammbereiche der RNA zu entnehmen. Die Abstéande der Protonen in den beiden Stdmmen
voeneinander (>%) schloRen das Vorhandensein von NOEs aus.

3.6.5 Strateqgie zum ,Refinement" der ULA-RNA-Struktur

Durch die Nutzung residualer dipolarer Kopplungskonstanten sollte die Lage der beiden
helikalen RNA Bereiche zueinander definiert und gleichzeitig ein Refinement des gesamten
Komplexes erzielt werden. Dazu mufdten in einem ersten Schritt CH- und NH-
Kopplungskonstanten in metamorphen Phasen (Flussigkristallen) gemessen werden und das
Verfahren zur Berechnung der relativen Polarkoordinaten der entsprechenden
Bindungsvektoren von Proteinen (Tjandra und Bax, 1997) auf RNA und schlief3lich Protein-
RNA-Komplexe erweitert werden.
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3.6.6 Die Messung und Auswertung der dipolaren Restkopplungen

Die residualen dipolaren Kopplungen kénnen quantitativ fur ein Strukturrefinement eingesetzt
werden. Die Kopplungskonstanté'h) in Hz gemessen, zwischen zwei Kernen X und H ist
durch Gleichung 1 gegeben

Dy = D" {3cos0-1) + 1.5 ' (sirf6 cos2p)}.  (Glg. 1)

Dabei representiert {3 die axiale Komponente des Ausrichtungstenbrsyd Q" ist sein
rhombischer Anteil® beschreibt den Winkel zwischen dem XH-Bindungsvektor und der z-
Achse des Tensors umglden Winkel zwischen der Projektion des letzteren Vektors auf die
xy-Ebene und der x-Achse. Symmetrische Tensoren (B)e kbnnen durch sechs
Komponenten beschrieben werden. Drei dieser Komponenten geben Auskunft Uber die
Richtung des Tensors, die anderen drei werden durch die Anisotropie, Asymmetrie und seine
Spur definiert. Letztere drei kbnnen wiederum durch die DiagonalkomponegpteD,pund

D33 des Tensors beschrieben werden und stehen in linearem mathematischen Zusammenhang
mit Dy und D*"'. Wobei mit R = 1.5(B"/D;") gilt, daR

D" =2 D" (Glg. 2)
D" = {D." (1-1.5R) } (Glg. 3)
Dss M = {DJS (1+1.5R) }. (Glg 4)

Da die residualen Kopplungen sowohl von den Winlelmd g abhéngen, als auch vor'

und R, kann die geometrische Information Uber die Bindungsvektoren nur entnommen
werden, wenn gleichzeitig alle vier Variablen bestimmbar sind. Dies lal3t sich genau dann
erreichen, wenn es eine ,genigend” groRe Anzahl von XH-Vektoren im Molekil gibt und
statistisch alle Méglichkeiten zur Winkeleinstellung besetzt sind. Unter diesen Bedingungen
kann ein Diagramm erstellt werden, in dem die Starke der gefundenen Kopplungen gegen
deren Haufigkeit aufgetragen wird (,powder pattern like distribution)s, D, und Dy
ergeben sich schlie3lich aus dieser pulverspektrum-ahnlichen VerteilungntSpricht dem
hdchsten absoluten Kopplungswert im Spektrum, das zweite Extremuny,istdbrend s

der Kopplung mit héchster Vorkommenswahrscheinlichkeit entspricht.

3.6.7 Metamorphe Phasen und dipolare Kopplungen

Die Ausrichtung von Biomolekule in Losung wird Gber den Einsatz flissigkristalliner Phasen
(nematischer Phasen) erreicht, die aus diskusformigen Makromolekilkomplexen bestehen und
sterisch die Bewegung der Zielmolekile behindern. Fir das Refinement des U1A-Komplexes
wurden 3-6%ige Losungen aus DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin) und
DHPC (1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)  (3:1/mol:mol) zur  Ausrichtung
verwendet*H->N- und*H-**C-HSQC-Spekiren des freien ProteifdN(markiert), der RNA
(**N/*3C markiert) und des RNA Proteinkomplexé3C{*>N-markiert) konnten unter diesen
Bedingungen aufgenommen werden (Sanders und Schwonek, 1992). Die Differenz aus der
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Messung der Kopplungskonstanten in fllssigkristalliner und wafriger Phase ist der residuale
dipolare Kopplungsanteil.

3.6.8 Anwendung der Methode auf den U1A-RNA Komplex

Figur 18 zeigt die Auftragung der Intensitat (Hz) der RDK-Konstanten gegen die Sequenz des
U1A-Proteins im RNA-Komplex. Fur das Protein konnten 95 NH-Kopplungen gemessen
werden, fur die RNA waren es 9 Imino-
NH, 16 CH-Paare in den Basen und 9
CH-Werte in den Zuckern. Das Auftreten
positiver Werte fur die Imino-NH und
aromatischen CH-Kopplungen in den
Basen, weist (nach Evaluation von Glg.1)
darauf hin, daf3 die drei-Helizes H1, H2

und H3 im Protein (negative NH-
Kopplungen) senkrecht zu den RNA-
Basen orientiert sind. Fur das
Strukturrefinement war die Bestimmung
der Diagonalkomponenten des
Ausrichtungstenso® notwendig.

2 17 82 47 62 77 92

Aminosiure Figur 18: Auftragung der Starke der residualen
dipolaren Kopplungskonstante (Hz) gegen die
Proteinsequenz im U1A-RNA-Komplex. Darunter

}——l—@-l—.—@—l—@-{ sind schematisch die Sekundérstrukturelemente

des Proteins eingezeichnet.
B1 HI1PB2 p3 H2 P4HS3

Im Falle des Proteins konnte die Anisotropie aus dem oben beschriebenen (Kap. 3.6.6)
Verteilungsspektrum (,powder pattern like distribution®) zu -13.4 Hz abgeschéatzt werden, da
hier eine groRere Anzahl von NH-Vektoren statistisch Uber alle Einstellungsmadglichkeiten
verteilt waren. Der aus Gleichung 2 bis 4 berechnete R Wert (Asymmetrie) wurde Uber eine
zusatzliche Variationsmethode (Clore et al., 1998) Uberpriuft und bestatigt. Eine statistische
Verteilung der CH-Vektoren in alle Raumrichtungen war wegen der Basenstapelung in der
RNA nicht gegeben. Daher wurde die Anisotropie fur die CH-Bindungen in der RNA
rechnerisch aus dem Verhéltnis der magnetogyrischen Konstanten und den reziproken Kuben
des Bindungsabstandes (Glg.5)

yerl(ren)® : Wrl(ran)® 2 (Glg. 5)

relativ zu der Anisotropie der NH-Bindung ermittelt. 50 Startstrukturen wurden daraufhin mit
einer modifizierten X-PLOR Version berechnet. Die RDK-Konstanten konnten durch die
Erganzung der Energietargetfunktion (Tjandra et al., 1997) durch den harmonischen Term

Edipolar = kdipolar (6calc'50bs)2 (Glg. 6)
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(6 = dipolare Kopplung in Hz) in die Protokolle zur Strukturberechnung eingegliedert werden.
Als Ergebnis wurden zwei unterschiedliche Strukturfamilien erhalten, die sich in der
Gesamtenergie der Targetfunktion unterscheiden. Die Verwendung der residualen dipolaren
Kopplungen flhrt in der Familie mit niedriger Energie (bessere Erfullung der experimentellen
Daten) zu einer Reorientierung der Positionen der beiden helikalen Stammbereiche
zueinander (Figur 19).

Figur 19: Darstellung des U1A-RNA-Komplexes. Das Protein ist als Bandermodell abgebildet. Von der RNA
sind jeweils zehn Strukturen nach der Berechnung ohne (links) und mit (rechts) residualen dipolaren
Kopplungen gezeigt. Aus Ubersichtsgriinden ist nur das C3'-O-P-O-C5’-C4’-Riickgrat der RNA abgebildet.

Es tritt ein relativ groRer Winkel zwischen den Achsen der beiden RNA-Helizes auf, was im
Gegensatz zu den Ausgangsstrukturen steht. Dies zeigt zum ersten mal, dal3 nicht-lokale
Informationen durch residuale dipolare Kopplungen auch fir die Strukturberechnung von
RNA, DNA und deren Proteinkomplexe eingesetzt werden kann.

3.6.9 Bedeutung der Arbeiten an U1A-RNA

Das von Nico Tjandra fur Proteine demonstrierte Verfahren zur Bestimmung residualer
dipolarer Kopplungen konnte im Rahmen der Arbeiten an U1lA und gleichzeitig an dem
Drosophila-Protein Stauffen (Bayer et al., 1999b) auf Nukleinsaure-Protein Komplexe
erweitert werden. Die hierzu entwickelten neuen Techniken und die Einbindung der RDK-
Werte von Nukleinsauren in Molekuldynamik-Programme wie X-PLOR, durch Evaluierung
geeigneter harmonischer Terme und Energiekonstanten, ermdglichen es zukinftig, die in den
RDKs steckende geometrische Information nun auch fur Protein-RNA oder -DNA Komplexe
nutzbar zu machen.
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4. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Strukturaufklarung von Proteinen, die wichtige Aufgaben bei der
Signaltransduktion Ubernehmen oder Vorgédnge im Zellkern regeln. Mit der Bestimmung der
dreidimensionalen  Struktur der Biopolymere wund ihrer Wechselwirkungspartner mittels
multidimensiuonaler NMR Spektroskopie konnten offene biochemische Fragestellungen geklart oder
neue gezielte molekularbiologische Experimente in Aussicht gestellt werden. Die ausgewdhlten
Proteinstrukturen nehmen Schlisselstellungen in den biochemischen Zellablaufen ein. Sie erfillen
neurotrophe Aufgaben durch Rezeptorbindung (Amyloid), dienen als Effektoren ,molekularer
Schalter* (RIf) oder als Mediatoren der Tumorsuppression (APC), beeinflussen die Ausbildung des
Cytoskeletts (WASP), sind Vermittler des Kerntransports (SUMO) oder Regulatoren der RNA-
Prozessierung (U1A).

Das am Kerntransport beteiligte SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier) spielt eine Rolle in der
posttranslationalen Modifikation von Proteinen. Die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur
ergab, dall SUMO aus einem 5-strangifjdraltblatt und zweni-Helizes besteht und aufgrund der
Strukturhomomlogie in die Familie der Ubiquitin-,Superfolds® eingeordnet werden muf. Die
Sekundarstrukturelemente in SUMO-1 sind nach eiBafap-Muster angeordnet.

Auffallend an der Struktur des Proteins ist der flexible N-Terminus von 20 Aminosauren, der in
anderen Ubiquitindhnlichen Molekdilen fehlt. Er ist moglicherweise fir die spezifische Funktion von
SUMO verantwortlich und kdnnte eine Rolle bei der Protein-Protein Interaktion spielen. Eine gezielte
Deletion der 20 N-Terminalen Aminoséauren sollte die Aufgabe des unstrukturierten Teils von SUMO
in zellbiologischen Versuchen klaren kdnnen. Die beiden Glyzine? @hd Gly’, die fir die
Konjugation an Zielproteine notwendig sind, sind in SUMO wie im strukturverwandten Ubiquitin, im
flexiblen C-Terminus lokalisiert. Die Konservierung der Glyzine im C-Terminus des Proteins |af3t auf
einen ahnlichen Konjugationsmechanismus schlieRen, wie er im Ubiquitinsystem genutzt wird. Die
hinzukommende Erhaltung des gesamten Ubiquitin-Faltungstypus weist auch auf eine strukturelle
Ahnlichkeit des zur Konjugation notwendigen Enzymapparats mit demjenigen der
Ubiquitinkonjugierenden Enzyme hin. Dagegen ist die fur die Polymerisation von Ubiquitin wichtige
Aminosaure Ly® an identischer Position in der Tertiarstruktur von SUMO durch®*@hsetzt und
verhindert eine ,Polysumotylierung®.

Das mit Hilfe der zweidimensionalen NMR untersuchte Armadillo-Peptid (42 Aminoséuren) des
Tumorsupressors APC (Adenomatous Polyposis Coli ) besitzt zwei &tifdizes von Aminosaure

Asr? bis Trg® und Al&® bis Asri®. Die beiden Helizes werden von drei Aminosauren unterbrochen.
Der N-terminale Teil des Peptids ist ungeordnet. Auch der C-Terminus des Armadillo-Armes liegt
nach den X-PLOR-Berechnungen unter den gegebenen Ldsungsmittelbedingungen ungeordnet vor,
weist aber zwei helixtypischef;.s NOEs von Aminoséure Séibis Lys® und Met’ bis Ala® auf.

Diese einzelnen NOEs deuteten auf die mdgliche Ausbildung eines weiteren Sekundéarstruktur-
elements @-Helix) unter Anwesenheit der restlichen sechs Armadillo-Sequenzen hin und lieRen ein
neuesn-helikales Strukturmotiv vermuten, dafd 1997 durch die rontgenkristallographische Aufklarung
des Armadillorepeats aisCatenin bestatigt werden konnte (Huber et al., 1997).

Das untersuchte Amyloidpept{1-40) spielt eine Rolle bei der Ausbildung neuritischer Plaques in
Alzheimerpatienten und besitzt unter den Versuchsbedingungen (40% Trifluorethanol : 60% Wasser)
zwei ausgepragte-Helizes. Zusatzlich zu der bereits bekannten Helix voi*®la Asg® konnte im

Peptid noch eine kirzeme-Helix von Aminosaure I8-Met*® identifiziert werden. Dieser Bereich
korreliert mit der Konsensussequenz von Tachykinin Neuropeptiden und ist fur die Tachykinin-
Rezeptorbindung notwendig. Basierend auf diesen Ergebnissen und RoOntgenstreudaten geht das
momentane Modell der Fibrillenbildung von 48 Amyloid-Monomeren aus, in denen die Aminosauren
17-21 und 31-36 durch die Auspragung dfraltblattstrangen den hydrophoben Kernbereich der
plague-artigen Amyloidfibrillen bilden.
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Der Ral-spezifische Guaninnukleotid-Austauschfaktor R&IGDS like factor) steuert einen Ras-
abhangigen parallel zu der Raf/Mek/Erk-Kinase-Kaskade verlaufenden Signalweg, ahnlich wie
RalGDS und Rgl und beeinflut die Aktivitat der GTPasen Cdc42 und Rac. Aufgrund der
vorliegenden Arbeiten &Rt sich die Ras-bindende Domane von RIf (RIf-RBD) in die Familie der
Ubiquitin-ahnlichen Proteine einordnen. Sie besitzt finraltblattstrange und zwei-Helizes, die in

einem BRapBpap-Motiv angeordnet sind. Die Bestimmung des RIf-Bindungsinterfaces (zu Ras)
erfolgte Uber ein ,,Chemical shift mapping“ Verfahren. Dazu wurden Unterschiede in der chemischen
Verschiebung voAH-**N-Resonanzen von RIf-RBD im freien und im GTPase gebundenen Zustand
gemessen. Anderungen traten vorallem in den Regionen auf, die auch in der RBD des Ras-Effektors
c-Raf an der Bindung an die GTPase beteiligt sind. Diese Daten geben einen Hinweis darauf, dal’ die
Protein-Protein-Wechselwirkung in beiden Komplexen uber die gleiche Bindungsregion vermittelt
wird. Aufgrund der strukturellen Untersuchungen lassen sich Unterschiede in den Ladungen im
jeweiligen Interface der RBDs der drei Ras-Effektoren RIf, RalGDS und c-Raf-1 finden. Diese
Ladungsunterschiede kdnnen als Ursache der unterschiedlichen Affinitaten zu Ras angesehen werden.
Die strukturellen Daten geben neue Hinweise fiir mdgliche gezielte Mutationsstudien im
Interfacebereich der RBDs, die eine letzentliche Bestatigung dieser Hypothese geben sollten.

Das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASP) bindet als Effektor an Cdc42 einem Vertreter der
Familie der Rho-ahnlichen GTPasen, die in Saugerzellen die Polymerisation von Aktin und das
Assembly von fokalen Komplexen an der Plasmamembran kontrollieren. WASP besitzt mit anderen
Cdc42/Rac Effektoren ein gemeinsames 40 Aminosaure grolles Konsensusmotiv, die sogenannte
CRIB Region (Cdc42/Rac interactive binding region). Im Rahmen der strukturellen Untersuchungen
konnten drei Fragmente, von 4 kDa, 7 kDa und 13 kDa, gemessen werden, die jeweils das
konservierte CRIB-Motiv enthielten und durch proteolytischen Verdau des WASP Proteins gewonnen
wurden. Die Fragmente wurden auf ihre Bindungsfahigkeit an Cdc42 getestet und mit Hilfe der NMR
Spektroskopie ungebunden und im Komplex untersucht. Wie bei RIf konnten die Aminosauren des
Bindungsinterfaces von WASP (ber ein ,Chemical shift mapping“ Verfahren identifiziert werden.
Aus den erhaltenen Daten resultierte ein Modell zur Bindung von WASP an Cdc42, in dem die
Aminoséauren 231-253 und 261-263 der CRIB-Region an der Komplexbildung beteiligt sind. CD- und
Fluoreszenzspektroskopie lieen dariiberhinaus eine Beteiligung der C-terminal der CRIB-Region
gelegeneru-Helix an der Interface-Bildung vermuten. Eine Bestatigung dieser Arbeiten brachte die
Strukturaufklarung des WASP/Cdc42-Komplexes (Abdul-Manan et al., 1999).

Das U1A Protein bindet wahrend des Splicing-Vorgangs an einen internen Loop der untranslatierten
3’-Region seiner eigenen Pra-mRNA und verhindert so autoregulatorisch die Polyadenylierung. Fir
ein strukturelles Refinement des Komplexes aus U1lA und des Polyadenylierungsinhibitors PIE
wurden residuale dipolare Kopplungskonstanten in flussigkristalliner Lésung bestimmt, die von
Restwechselwirkungen mit den Losungsmittel (Lipid-Bicellen) herriihren und deren Starke von der
raumlichen Ausrichtung im Molekll (Anisotropie) bestimmt wird. Wahrend fur die NH-Kopplungen
des Proteins im Komplex die Anisotropie experimentell abgeschétzt werden konnte, gelang es im
Falle der RNA, die Anisotropie der CH-Bindungen rechnerisch aus dem Verhéaltnis der
magnetogyrischen Konstanten der beteiligten Kerne und den reziproken Kuben ihres
Bindungsabstandes zu ermitteln. Die so gewonne geometrische Information konnte durch
Ausarbeitung modifizierter X-PLOR-Protokolle in die Strukturberechnung eingebunden werden. Die
Verwendung der residualen dipolaren Kopplungen fiihrt zu einer Reorientierung der Positionen der
beiden helikalen Stammbereiche zueinander. Dies zeigt zum ersten mal, dald nicht-lokale
Informationen durch residuale dipolare Kopplungen auch fir die Strukturberechnung von RNA, DNA
und deren Proteinkomplexe eingesetzt werden kann.
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