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Abkirzungsverzeichnis

Zur Abkiirzung der Aminosdurenbezeichnungen sind die Drei- bzw.

Einbuchstabenkodierungen nach Vorschligen der IUPAC-IUB-Komission fiir

Biochemische Nomenklatur verwendet worden (Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9-37).
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Definition und Einteilung der PPlasen

In Proteinstrukturen nehmen zwei aufeinanderfolgende Aminosduren meist eine
trans-Konformation gegeniiber ihre Peptidbindung ein. Nur in seltenen Fallen
konnten bisher in ungefalteten Proteinen cis-Isomere nachgewiesen werden [1]. Eine
Ausnahme machen jedoch Peptidbindungen, in denen die Iminosdure Prolin
C-terminal beteiligt ist. Die cis-Isomere sind hier oft stirker populiert wegen des
geringen Energieunterschieds im Grundzustand zwischen der cis- und trans-Kon-
formation [2]. Die cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindung zwischen dem
Imidstickstoff des Prolins und dem Carbonylkohlenstoff der N-terminalen
Aminosdure mit darausfolgender Konformationsumwandlung der nascierenden
Polypeptidkette ist ein wichtiger Prozess bei der Proteinfaltung [3]. Die Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerisierung ist eine langsame Reaktion, welche die
Entfaltungsrate von Proteinen in vitro und in vivo limitieren kann [4,5,6]. Diese
Reaktion kann durch besondere Enzyme beschleunigt werden [7]. Entsprechend ihrer
enzymatischen Aktivitit werden sie als Peptidyl-Prolyl cis/trans-Isomerasen
(PPIasen) bezeichnet.

Bisher sind drei Familien von PPlasen bekannt: die Cyclophiline, die FKS506
bindenden Proteine (FKBP) [8] und seit 1994 die Familie der Parvuline [9,10,11].
Zwischen diesen drei PPlase-Familien besteht keine Sequenzhomologie. Sie
unterscheiden sich auch hinsichtlich der Substratspezifitdt und der Hemmung durch
spezifische Inhibitoren. Dabei inhibiert das Cyclosporin A die PPlase-Aktivitdt der
Cyclophiline [12,13] und das FK506 — die der FKBPs [8]. Die PPlase-Aktivitdt der
Parvuline wird weder durch FK506 noch durch Cyclosporin A inhibiert [10]. Fiir
einige Vertreter der Parvulin-Familie (E. coli Parvulin, Ess1/Ptfl, hPinl, DIParl3)
konnte jedoch eine irreversible Hemmung der PPlase-Aktivitdt duch Juglon
(5-hydroxy-1,4-naphthochinon) nachgewiesen werden [14,15].

Die Substratspezifitit ist bei jeder Familie der PPlasen unterschiedlich. Bei den FKBP
und Cyclophiline besteht eine eingeschrinkte Spezifitdt fiir Substrate mit
hydrophoben Aminosdurenresten N-terminal zu Prolin [16]. Im Allgemeinen
bevorzugen Cyclophiline an dieser Stelle aliphatische Reste im Gegensatz zu
langkettigen oder aromatischen hydrophoben Seitenketten. FKBPs weisen die

umgekehrte Priferenz auf. Die Unterschiede in k.,/Ky — Werten sind aber nicht deut-
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lich ausgepriagt [17]. Prokaryotische Parvuline weisen kein allgemeines Muster fiir
eine Sustratspezifitit beziliglich der Aminosdure N-terminal zu Prolin. Eine hohere
Substratspezifitidt als die bisher erwdhnten PPlasen besitzen phosphatspezifische
Parvuline. Die k../Ky —Werten fiir Substrate, bei denen eine Phosphoserin oder
-threonin N-terminal zum Prolin vorhanden ist, sind je nach PPIase und Substrat zwei
bis vier Grdossenordnungen grofler als die fiir Substrate mit nicht phosphoryliertem

Serin oder Threonin [15].

1.2 Definition und Einteilung der Parvuline

PPlasen werden der Parvulin-Familie zugeordnet, wenn sie eine ausgeprigte
Sequenzhomologie zu Par10 aus E. coli [11] aufweisen und sich weder durch FK506
noch durch Cyclosporin A hemmen lassen. Zu der Familie der Parvuline zdhlen
sowohl eukaryotische als auch prokaryotische Vertreter. Bis jetzt sind jedoch noch

keine Parvuline in Archea gefunden [18].

1.2.1 Prokaryotische Parvuline

Der erste biochemisch charakterisierte Vertreter der Parvuline war Parl0 aus E. coli
[11], das gleichzeitig der erste entdeckte Vertreter der Parvuline iiberhaupt ist. Dieses
Protein wurde wegen seines geringen Molekulargewichts von 10.1 kDa ,,Parvulin®
genannt (lat.: parvulus, sehr klein) [11]. Einer der grofite bekannte Vertreter der
Parvuline, SurA (EcPvn47), ist auch ein prokaryotisches periplasmatisches Protein,
das an der Trimerisierung von LamB, einem Membranprotein, beteiligt ist [19].
Prokaryotische Parvuline konnen sowohl nur eine PPlase-Doméne (Par10 aus E. coli
und Homologe) als auch zwei (SurA aus E.coli und Homologe) enthalten. Parvuline
des PpiD-Typs haben einen zusdtzlichen N-terminalen Transmembrananker und
konnen strukturell dem Typll der Transmembran-Proteine zugeordnet werden [20].
Parvuline erfiillen in der prokaryotischen Zelle vielfdltige Funktionen. PpiD aus E.
coli [20], deren PPlase-Doméne sich im Periplasma befindet, hat cine essentielle
Funktion bei der Reifung der Membranproteine OmpA und OmpF. Das Lipoprotein
PrsA spielt bei spiteren Stadien des Proteinexportes in Bacillus subtilis [21] eine
Rolle. Lipoprotein PrtM aus Lactococcus lactis [22] ist an der Reifung der
Serinprotease SK 11 beteiligt und NifM aus Azotobacter vinelandii [23] nimmt an der
Stabilisierung und Aktivierung der eisenhaltigen Komponente (nifH) der Nitrogenase

teil [31]. Zusétzlich zu den bekannten Parvulinen wurde wéhrend der Genom-
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sequenzierung eine Reihe von hypothetischen Proteinen in verschiedenen Bakterien
gefunden [24-29] und aufgrund ihrer Sequenzhomologie den Parvulinen zugeordnet
(Abb. 1-1). Die prokaryotischen Parvuline weisen neben ihrer PPIase-Aktivitdt auch

eine Chaperon-Aktivitit (PpiD, SurA) auf [30].

1 ] E.c. PpiD, H.in. PpiD*

2 ] E.c. SurA, B.ap. SurA*

3 [~ — | B.s. PrsA, C.ac. PrsA*, H.p. JHPO161*,
Cj. CBF2, L.l und L.p. PrtM, A.v,, A.c.
und K.p. Nif\M.

4 L E.c. hPar10, R.p. Par*, Ft. Par*

100 Aminosé&uren
——————

Abb. 1-1: Die Domanenstrukturen der nichtphosphatspezifischen Parvuline (modifiziert nach
Rahfeld, 1999 [15]). Links ist der Aufbau schematich dargestellt, rechts sind die
entsprechenden Proteinnamen aufgefihrt (*-hypothetische Proteine). Die Par10-ahnliche
Domane ist schwarz gefarbt. Die Farben bezeichnen: rosa — cytoplasmatische Domane, rot -
transmembran-Domane, grau — periplasmatische Domane, grin - Signalsequenz, blau —
eigentliches/r Protein/Faktor. E.c. PpiD (P77241), E.c. SurA (P2102) und E.c. Par10 (S45525)
sind aus E.coli, B.ap. SurA* (P57240) aus B.aphidicola und B.s. PrsA (P24327) aus B.subtilis,
C.ac. PrsA* (AAK81151) aus C.acetobutilicum, H.p. JH0161* (Q9ZMQ7) aus H.pylori, C.].
CBF2 (CAB75232) aus C. jejuni, L.I. PrtM (P14308) aus L.lactis, L.p. PrtM (Q02473) aus L.
paracasei, A.v. NifM (P14890) aus A.vinelandii, A.c. NifM (P23119) aus A.chroococcum, K.p.
NifM (P08534) aus K.pneumonie, R.p. Par* (CAC10161) aus R.prowazekii und F.t. Par*
(AAG33120-5) aus Fransciella sp.

Zu Beginn dieser Arbeit war die dreidimensionale Struktur prokaryotische Parvuline
unbekannt. Parallel zur vorliegenden Arbeit wurden stukturelle Untersuchungen an
Par10 aus E. coli durchgefiihrt [52], die Struktur wurde aber bis Ende 2001 in der

Literatur nicht erwahnt.

1.2.2 Eukaryotische Parvuline

Aufgrund der biochemischen Eigenschaften lassen sich zwei Subfamilien der
eukaryotische Parvuline unterscheiden, wobei die erste ausschlielich Vertreter mit
Substratspezifitit fiir phosphorylierten Peptide enthilt, die sich durch Juglon hemmen
lassen [15]. Die zweite Gruppe von Parvulinen (hParl4 und Homologa) ist nicht
phosphatspezifisch.

Im Falle der phosphatspezifischen Parvuline kann eine WW-Domine [18] N-terminal
zur PPlase—Doméne vorhanden sein (hPinl1-Typ) oder fehlen (pflanzliche Parvuline).
Eukaryotische nichtphosphatspezifische Parvuline, wovon nur der humane Vertreter

bis jetzt isoliert und biochemisch charakterisiert ist [32], besitzen zusidtzlich zur
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PPIlase-Doméne eine N-terminale Erweiterung aus 30-35 Aminosduren [33]. Die

Struktur und Funktion dieser neuen Domaéne ist bisher nicht beschrieben worden.

1.2.2.1 Phospatspezifische Parvuline vom hPinl-Typ

Zum hPinl-Typ gehort die Mehrzahl der bis jetzt identifizierten phophatspezifischen
Parvuline, die eine WW-Doméine N-terminal zur PPIase-Domine enthalten, wie Pinl
aus Homo sapiens (hPinl) [34], ESS1/Ptf]l aus Saccharomyces cerevisiae [35], Pinl
aus Mus sp. (mPin1) [36], Dodo aus Drosophila melanogaster [37], Pinl aus Xenopus
laevis (xPinl) [38], PINA aus Aspergillus nidulans [39] und Sspl aus Neurospora
crassa [40]. Die Parvuline dieser Gruppe sind essentielle (hPinl, Ptfl) PPlasen
[34,35,41], die an wesentlichen zelluliren Prozessen beteiligt sind. Genetische Stu-
dien der Hefe-PPIasen zeigten, dall die Deletion nur eines einziges Parvulins (Ptf1)
letal ist. Vertreter der phosphatspezifischen Parvuline aus anderen Organismen, z.B.
Dodo oder hPinl, kénnen alle essentiellen Funktionen des Ptfl iibernehmen und den
letalen Effekt vermeiden [34].

hPinl ist die am besten untersuchte PPlase der Parvulin-Familie und der cha-
rakteristische Vertreter der phosphatspezifischen Parvuline. Im Jahre 1996 entdeckt
[34] und als NIMA-Kinase-wechselwirkendes Protein bezeichnet, wurde hPinl 1999
wegen seiner essentiellen Beteiligung bei der Regulation des Zellzyklus als
mitotischer Regulator erkannt [42]. hPinl-Depletion in Hela-Zellen verursacht eine
zum Zelltod fiihrende Blockierung der Mitose, wihrend eine Uberexpression zu
einem ,,Arrest“ in der G2-Phase fiihrt. Neben der Katalyse von phosphorylierten
Substraten wurde die direkte Bindung an eine groBe Anzahl mitotischer Phospho-
proteine, wie z.B. Cdc25, Mytl, Weel, Plkl, Cdc4 festgestellt [39, 42-44]. Diese
Wechselwirkungen werden durch die WW-Domine vermittelt [45]. Etwas spéter
wurde die Beteiligung von hPinl an anderen zelluliren Prozessen unabhingig vom
Zellzyklus festgestellt. hPinl bewirkt bei seinen Substratproteinen eine Kon-
formationsdnderung, so daf} letztere durch Proteinphosphatase 2A dephosphoryliert
werden konnen. Auf dieser Weise fordert hPinl die Dephosphorylierung des
hyperphosphorylierten Tau-Proteins, wie es im Gehirn von Alzheimer-Patienten
vorliegt [46].

Strukturelle Untersuchungen an Parvulinen wurden ausslieBlich an hPinl gemacht.
Die erste Struktur von hPinl, dessen PPIase-Doméne mit einem Sulfat-Ion und einem

Ala-Pro-Dipeptid (Abb. 1-2) komplexiert ist, wurde im Jahr 1997 mittels
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Rontgenstrukturanalyse (1.35 A Auflosung) aufgeklirt [47]. Bei einer weiteren
strukturellen Untersuchung wurde die Kristallisierung von hPinl im Komplex mit
phosphoryliertem Substrat vorgenommen. Die resultierende Struktur, wurde im Jahr
2000 mit einer Aufldsung von 1.98 A verdffentlicht [48]. Das Substrat, in diesem
Falle das Heptapeptid Tyr-P.Ser-Pro-Thr-P.Ser-Pro-Ser aus dem C-terminalen Teil
der groBeren Einheit der RNA-Polymerase II, bindet an die WW-Doméne von hPinl,
nicht jedoch an die katalytische PPIase-Doméne. Die erste der beiden verdffentlichen

Strukturen soll im Folgenden kurz vorgestellt werden (Abb. 1-2) .

PPlase-Domane

Abb. 1-2: Struktur von hPin1. Die Darstellung erfolgte mit dem Programm Rasmol unter
Verwendung der Struktur mit kokrystallisiertem Ala-Pro-Peptid und einem Sulfat-lon
(Ranganathan et al., 1997; PDB: 1PIN). Die Sekundarstrukturelemente sind rot (a-Helices)
und blau (B-Strange) markiert.

hPinl besteht aus einer N-terminalen WW-Doméne und einer C-terminalen PPlase-
Domine, die durch einen Gly-linker verbunden sind. Die ,,Beriihrungsflache® der
beiden Doménen ist gut definiert, dabei sind Aminosédurereste der [2°/33” loop-
Region und des (-Strang-3’ aus der WW-Domine zusammen mit Aminosdureresten
der a-Helices-1 und 4 und dem mittleren Teil des -Strang-3 der PPlase-Doméne an
der Interaktion beteiligt. Die N-terminale WW-Doméne von hPinl besteht aus einem
vierstringigen antiparallelen [(-Faltblatt und stellt ein hdufig vorkommendes
Strukturmotiv dar [45], das bei anderen Proteinen die Wechselwirkung mit poly-
Prolin-haltigen Substraten vermittelt. Die wesentlichen Strukturelemente der
C-terminale PPlase-Domédne sind ein vierstrangiges B-Faltblatt (Anordnung

B2,B1,B4,B3), eine komplexe Schleife zwischen [-Strang-1 und -2, bestehend aus
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drei o-Helices und anschlieBenden Loops, und zudem eine oO-Helix, die das
Faltblattgeriist umgibt und [3-Strénge-2 und 3 sequenziell miteinander verbindet.

Die PPlase Domine wurde zusammen mit einem Sulfation kokristallisiert. Es wird
spekuliert, dal das Ion die Phosphatgruppe eines moglichen phosphorylierten
Substartmolekiiles ersetzen konnte. Die in rdumlicher Nachbarschaft angesiedelten
positiv geladenenen Seitenketten der Aminoséuren Lys63, Arg68 und Arg69, wiren
dann an der Bindungstasche fiir die Phosphatgruppe beteiligt. Eine Struktur mit einem
phosphoryliertem Substrat in der PPlase-Doméne wurde bisher allerdings nicht
verdffentlicht.

Die Peptidbindung des kokristallisierten Ala-Pro Dipeptids wird von den
Aminosduren His59, Cys113, Ser154 und His157 umgeben, die symmetrisch um die
Bindungsachse angeordnet sind. Alle vier Reste sind innerhalb der phosphat-
spezifischen Parvuline konserviert. Die Prolinseitenkette liegt in einer hydrophoben
Bindungstasche, an deren Aufbau die Aminosduren Leul22, Met130 und Phel34
beteiligt sind.

1.2.2.2 Phospatspezifische pflanzliche Parvuline

Jede Pflanzenzelle scheint mindestens ein Parvulin-Gen zu enthalten, in manchen
Féllen, wie in Glycine max und Lycopersicum esculentum wurden sogar mehrere
Gene davon identifiziert [49]. Alle bis jetzt gewonnenen pflanzlichen Parvuline (Pinl
aus Arabidopsis thaliana (AtPinl) [50], Pinl aus Malus domestica (MdPinl) [49],
Par13 aus Digitalis lanata (DIPar13) [15]) zeigen eine starke Priferenz fiir
phosphorylierte Substrate ohne jedoch eine N-terminale WW-Doméne zu besitzen.
Der Teil, der wahrscheinlich die Funktion einer WW-Doméne bei der Protein-Protein-
Wechselwirkung ersetzt ist die hydrophobe a—Helix-1 der PPlase-Doméne [50]. Die
Expression von pflanzlichen Parvulinen in Saccharomyces cerevisiae kann den letalen
Effekt von mutiertem Ptf]l genauso effektiv wieder auftheben wie die Expression von
hPinl [34]. Dies weist darauf hin, dass alle phosphatspezifischen Parvuline eine
dhnliche zelluldre Funktion erfiillen, die am besten fiir das humane Pinl aufgekléart ist
[49].

Es gibt keine Stuktur eines pflanzlichen Parvulins in der PDB-Datenbank. Bis jetzt
wurde nur die NMR-Zuordnung von Pinl aus Arabidopsis thaliana verdffentlicht
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[51]. Die Sekundarstrukturelemente haben die Anordnung Boaafaff und sind damit

der Sekundérstruktur von hPinl [47] dhnlich.

1.2.2.3 Nichtphosphatspezifische eukaryotische Parvuline

Der erste Vertreter der nichtphosphatspezifischen Parvuline aus hoheren Organismen,
das humane Parl4, wurde im Jahre 1999 aus einer Lungen cDNA-Bibliothek
gewonnen und biochemisch charakterisiert [32]. Bei der Suche nach Homologen
wurden mehrere Gene von nichtphosphatspezifischen Parvulinen aus verschiedenen
Eukaryoten identifiziert. Alle diese hypothetischen Proteine sollten eine hParl4-
dhnliche Doménenstruktur besitzen [33]. Eine Sequenzanalyse zwischen der PPIase-
Domine von hParl4 und E.coli Parl0 liefert eine 34,5%ige Identitat und 73.6%ige
Homologie. Die esten 41 Aminosduren von hParl4 zeigen zudem eine 40-50%ige
Sequenzhomologie zu glycinreichen Sequenzen der chromosomalen HMG17-Proteine
[32]. Die PPlase-Aktivitit von hParl4 beziiglich verschiedener Oligopeptide ist im
Gegensatz zu hPinl um drei Groenordnungen geringer, dabei ist die Aktivitdt fiir
Oligopeptide mit eine Arg-Pro Einheit am hochsten [kq./Ky = 4x 10° M'xs™) [32]. Es
wurde nachgewiesen, dass hPar14 sich sowohl im Kern als auch im Cytoplasma und
in den Mitochondrien von HEK293-Ze¢llen befindet [33].

Die zelluldre Funktion von hPar14 wurde bisher nicht untersucht. Es gibt aber einige
Hinweise, dass die beiden humanen Parvuline, hPar14 und hPinl, funktionell nicht
verwandt sind. Fiir eine unterschiedliche Funktion der beiden Proteine spricht die
verschiedene zelluldre Lokalisierung und der experimentelle Befund, dass hPar14 den
Phénotyp einer Ptfl1- Hefemutante nicht kompensieren kann, hPinl jedoch sehr wohl

[15]. Zu Beginn dieser Arbeit war die Struktur von hPar14 nicht bekannt.

1.3 Aufgabestellung

hPar14 ist der zweiter, vor kurzem charakterisierte Vertreter der humanen Parvuline.
Die physiologische Funktion dieses Proteins ist unbekannt. Das Interesse an seiner
Wirkungsweise ist besonders hoch, weil fiir den ersten Vertreter der humanen
Parvuline (hPinl) eine essenticle Rolle bei der Mitose nachgewiesen worden ist. Die
Aufkldarung der dreidimensionalen Struktur von hParl4 konnte einen Beitrag zum
Verstindniss seiner Funktion leisten. Mit einem Molekulargewicht von 14 kDa und

einer guten Loslichkeit eignete sich hPar14 zur Strukturaufklérung mittels NMR.
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Die NMR ist zudem eine effektive und schnelle Methode zur Untersuchung von
intermolekularen Wechselwirkungen auf atomare Ebene. Zu Beginn der Arbeit war
kein zelluldres Substrat fiir hPar14 bekannt, es wurde aber ein Modelsubstrat fiir einen
PPlase-Aktivititstest beschrieben [32]. Dieses Substrat sollte dazu verwendet werden,
das Bindungsinterface auf hPar14 zu kartieren.

Im Verlauf der Arbeit wurden Hinweise fiir eine DNA-Bindung von hPar14 gefunden
(Dr. Rascher, personliche Mitteilung). Es galt daher ein optimales DNA-Konstrukt zu
entwickeln und den spektrometrische Nachweis der Bindng zu liefern. Spéter sollte

die Bindung von hPar14 an die DNA quantitative untersucht werden.
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2. Strukturaufklarung von Proteinen mittels NMR-Spektroskopie
Nach der ersten erfolgreichen Anwendung der Kernspinresonanz-Spektroskopie
(NMR) zur Strukturaufkldarung von Proteinen durch Kurt Wiithrich [53] hat sich diese
Methode neben der Rontgenkristallographie als Technik zur Aufkldrung atomarer
Details von Makromolekiilen etabliert. Eine natiirliche Grenze fiir die NMR-
Strukturaufkldarung von Biomolekiilen mittels der NMR stellt deren Molekulargewicht
dar. Mit steigendem Molekulargewicht nimmt die Breite der beobachtbaren
Resonanzlinien und deren Anzahl zu, was zu einer Uberlappung der Peaks und einer
einhergehenden schlechteren Auflosung fiihrt. Diese Probleme versucht man
heutzutage mit neueren NMR Techniken zu vermindern (TROSY, [54]).

Bei der Kernspinresonanz detektiert man die Resonanzsignale von Atomkernen, die
einen Spin groBer Null haben (IH, 2H, 3H, 13C, 14N, ISN, 19F, 3P und so weiter). Im
Rahmen der Strukturaufkldrung von Proteinen interessiert man sich vorwiegend fiir
die Kerne 'H, "*C und "N, die einen halbzahligen Spin besitzen. Fiir kleine Molekiile
bis 10 kDa ist es oftmals ausreichend nur homonukleare 'H Spektren auszuwerten und
ausgehend von Proton-Proton-Abstinden die Struktur zu ermitteln. Oberhalb dieser
Molekulargewichtsgrenze reicht der Informationsgehalt von homonuklearen Spektren
zur Ermittelung der Strukturdaten nicht mehr aus. Die Anwendung von Triple-
Resonanz (3D) Techniken, die Korrelationen zwischen Isotopen mit stdrkerer
Kopplungen (‘H, "*C und '"N) nutzen und das Problem der Uberlagerungen durch die
Dispersion von Signalen in >C und "’N-Richtung 1sen, ermdglichen es, die Grenze
fiir die Strukturbestimmung hoher zu setzen (30-40 kDa) [55,56]. Dazu miissen die
Proteine jedoch mit den Isotopen *C und "N angereicht werden. Bei zusitzlicher
Markierung mit dem Isotop *H (80% - 90%) lassen sich Makromolekule bis zu 60
kDa untersuchen [57]. Die Anwendung einer neuen Generation von '"H-"*N-kor-
relierten NMR-Experimenten (TROSY, [54]) ermoglicht es auch, die Struktur von
Proteinen von 100-110 kDa Grofe [58] und kombiniert mit CRINEPT [117] in
Zukunft bis in den MDa-Bereich aufzuklaren [59].

Das Erscheinen eines Signals in einem 2D oder 3D NMR-Spektrum ist auf die
Wechselwirkung zwischen Kernen zuriickzufiihren. In Spektren vom COSY/TOCSY-
Typ und in Tripleresonanz-Spektren geben die Kerne, die iiber chemische Bindungen
miteinander verkniipft sind (skalar oder J-gekoppelt), Anlal zu Resonanzen. In

NOESY-Typ Spektren ergeben sich Resonanzen (NOEs), falls der Abstand zwischen
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zwei Kernen voneinander im Raum nicht mehr als 5 A betriigt. Die beiden Informa-
tionen aus TOCSY und NOESY-Spektren gehen sowohl in die ,,Zuordnung*, als auch
in die Strukturberechnung ein.

Als ,,Zuordnung® bezeichnet man den Vorgang, bei dem die NMR-Signale den ent-
sprechenden Atomen der Polypeptidkette zugeordnet werden.

Bei dem historisch ersten Verfahren, dem chaintracing oder der TOCSY/NOESY -ba-
sierten Zuordnung [53], werden im ersten Schritt die Monomer-Bausteine (Amino-
sduren) identifiziert. Jede Aminosédure besitzt eine besondere Anzahl von vicinal oder
geminal miteinander verbundenen Protonen, die im homonuklearen 2D TOCSY-
Spektrum durch ein charakteristisches Muster von Diagonal- und Kreuzresonanzen,
dem sogenannten Spinsystem, sichtbar werden. Die Spinsysteme werden spéter mit
Hilfe von NOESY-Spektren miteinander verbunden. Im NOESY findet man NOEs
fiir die raumliche Nahe eines Hq des Restes i zum Hy des Restes i+1 (Abb. 2-1). Das

chaintracing ist in Kapitel 4.2.1.2 am Beispiel von hParl4 als Teil des Ergebnisses

der Arbeit beschrieben.
R O R' O R" O
i1 |i—l || i-1 i I i " i i1 I +1 ” i+1
—N—C—C—N—C—C—N—C—C— ) )
| | | | | Abb. 2-1: Das chaintracing-Verfah-
H H===H H===H H ren. Ausschnitt aus einer Peptid-
kette. Pfeile kennzeichnen die Kop-
, plung von Protonen, die zu TOCSY-
® Tocsy-m-:z Resonanzen fihren, gestrichelte Li-
nien — zu NOESY-Peaks. Darunter
(O <A O noesy-PEAK | st schematisch der Ablauf des
: A i chaintracing mit Uberlagerten
' o TOCSY- und NOESY-Spektren ab-
Y O"_‘"l © gebildet. Abbildung wurde entnom-
@ i + men aus [60].
@O
(u,v

Das zweite, historisch jiingere Verfahren bezieht sich auf die sequentielle Zuordnung
von Resonanzen in dreidimensionalen Tripleresonanz-Spektren des HNCA-Typs
[56,61]. Im Unterschied zum chaintracing werden keine Raumkorrelationen (NOEs)
benutzt. Die Zuordnung erfolgt nur durch Identifizierung vom Atomen, die skalar
miteinander gekoppelt sind. Im HNCA-Spektrum wird die Frequenz eines Amid-
protons Hy(i) iiber den Amidstickstoff '’N(i) mit der Frequenz des "*Cq- Kohlen-
stoffatoms der eigenen (i) und auch der vorherigen (i-1) Aminosiure verkniipft. Dies

passiert, weil die beiden Korrelationen N(i)-Cq (i-1) und N(i)-Cq (i) Kopplungs-
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konstanten (Stirke der Kopplung in Hz) von anndhernd gleicher Grosse aufweisen
(Abb. 2-2). Die Tatsache, dass auch das Cy Signal der (i-1) Aminosdure auftaucht,

kann man nutzen um einen Verbindung aller Spisysteme herzustellen.

| | =
— (lz_ 7 Hz — (|:_
s 35 Hz, _v“'_-"'~.~ 1M H 5 ) .
II;I1 C"j' C|—1 S I\II ———— . CI Abb. 2-2: Ausschnitt aus einer
& 5oHz 15Hz (¢! Peptidkette. Rote Linien kenn-
| 1“C""Zl " 92HZ| | zeichnen die Kopplung von Ato-
H H O H H men, die zu HNCA -Resonanzen

fuhren. Die entsprechenden Kop-
N, C plungskonstanten sind eingetra-
’“ X gen. Darunter ist schematisch der

N, Ablauf der Zuordnung zwischen
- p--1 Cox i 4 einzelnen HNCA — Ebenen abge-
el : bildet.
Hy

Im Laufe der Zuordnung werden weiter Spektren benutzt, die die notwendige
Verbindungen zwischen allen verbleibenden Atomen (Hy, N, Hq(i), Hq(i-1), C (1),
CO(i), Cg(i), Cq(i-1), CO(i-1), Cp(i-1)) herstellen. Dies ist fiir hParl4 in Kapitel
4.2.2.1 beschrieben.

Ein weiterer Schritt der Analyse von NMR-Spektren besteht in der Extraktion von
Atomabstinden und Winkeln fiir die Strukturrechnung. Als wichtigste Quelle zur
Entnahme von Atomabstinden dient das NOESY-Spektrum. Der NOE-Effekt nimmt
mit der 6. Potenz des Abstands der beiden wechselwirkenden Kerne im Raum ab und
1aBt sich daher zur Abstandmessung verwenden. Kurze Distanzen, wie die von Hg-
und Hy- Kernen benachbarter 3-Strange oder Abstdnde in a-Helices zwischen Hq(i)
und Hg(i+3), Hq(1) und Hn(i+3) sowie Hq(i) und Hn(i+4) lassen sich liber die Stérke
einer NOE-Resonanz bestimmen. Tragt man diese NOEs in einem Diagram gegen die
Aminosduresequenz des Proteins auf, ergibt sich ein charakteristisches Muster, daf3
Auskunft {iber die Lokalisation von Sekundirstrukturelementen innerhalb der
Peptidkette erlaubt. Ein solches Diagramm ist fiir hParl4 im Kapitel 4.2.3.3,
Abbildung 4-15 zu sehen. Neben den fiir die Sekundarstruktur typischen NOEs lassen
sich weitere NOEs von Riickgrat- und der Seitenkettenprotonen fiir Abstandsaussagen
gewinnen (long-range NOEs). Diese haben besondere Bedeutung fiir die korrekte

,Faltung® der Polypeptidkette (Tertidrstruktur) wahrend der Sturkturrechnung.
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Die Grof3e eines dihedralen Winkels einer Peptidbindung 148t sich aus der Stirke der
skalaren Kopplung zwischen dem Hgy- und dem Hn-Protonen einer Aminosaure ziehen
(Karplus, 1970). Dies ist am Beispiel von hPar14 in den Kapiteln 3.12.1.3 und 4.2.3.2
dieser Arbeit dargestellt.

Die Informationen iiber Abstinde und Winkel werden eingesetzt, um den mdglichen
Konformationsraum eines Proteins einzuschrianken. Dies erfolgt im Computer durch
einen Molekiildynamikschritt und eine anschliessende Minimierung einer

Targetfunktion, die durch die potentielle Energie Eror eines Systems dargestellt wird.

ETOT = EGEO + ENOE ENOE = Z KNOE (rij B rij0)2
Paare
(ij)
Abb. 2-3: (Links) Die Targetfunktion fiir die Minimierung, dabei bedeuten Etor = Gesamt-
energie des Systems, Eggo = Energie, die durch Abweichung von der idealen Geometrie
erzeugt wird. (Rechts) Der Term fir die NOE -Einbindung. Dabei bedeutet r; der aktuelle
Abstand zwischen den Protonen i und j; rIj ist der Abstand, der aus den experimentellen

NOE-Daten resultiert und Kyoe ist eine Konstante, die Gewichtung des Enoe Terms gege-
niber den anderen Termen der Gleichung vornimmt.

Das in dieser Arbeit verwendete Programm X-PLOR bietet fiir die Strukturrechnung
einen sogenannten Simulated annealing oder SA-Algorithmus an. Beim SA werden
den Atomen des Peptids im Computer hohe Startgeschwindigkeiten gemil3 einer
Maxwell-Verteilung zugeschrieben, was einer fiktiven hohen Temperatur gleich-
gesetzt werden kann. Wéhrend einer langsamen ,,Abkiihlungsphase® nehmen die
Atome zueinander Positionen ein, die mit der Erfiillung der Daten und der chemi-
schen Referenzwerte (,,ideale Atomabstinde und Winkel) einhergehen (Kapitel
4.2.4.1). Die Abweichung von den experimentellen Daten wird wihrend des Re-
chenvorgangs mit einem positiven Energiebeitrag ,,bestraft”, der sich zu Eror addiert
(Abb. 2-3). Die Strukturrechnung fiihrt schlieBlich zu einer Schar von Strukturen,

deren Konvergenz von der Zahl und Giite der experimentellen Daten abhéngt.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Enzyme und Chemikalien

Die Enzyme wurden, wenn nichts anders angegeben, von den Firmen New England
Biolabs (Beverly, USA), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) und Stratagene
(La Jolla, USA) bezogen. Medien-Bestandteile, Agar und Agarose stammten von
Fluka (Neu-Ulm) und Merk (Darmstadt). Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid
(IPTG) stammt von Roth (Karlsruhe).

Alle restlichen verwendeten Chemikalien wurden in den Reinheitsgraden ,,reinst*
oder ,,pro analysi*“ von der Firmen ICN (Eschwege), Sigma (St. Louise, USA) und
Merck (Darmstadt) bezogen.

3.2 Kits und Standards

Alle in dieser Arbeit verwendeten Kits wurden von der Firma Qiagen (Hilden)
bezogen: QIAGEN Plasmid Mini Kit, QIAEX II Gel Extraction Kit, QIAexpres-
sionist. Der 1 kbp DNA Lingenstandard stammte von der Firma New England Bio-
labs (Beverly, U.S.A.) und der 10 kDa Protein Langenstandard von Gibco (Eggen-

stein).

3.3 Bakterienstamm

Es wurden ausschlieBlich Bakterien der Art Escherichia coli verwendet.

Tabelle 3-1: Verwendeter Bakterienstamm. Angegeben ist der Name, der Genotyp und die
Referenz.

Stamm Genotyp Referenz

E.coliM15 nal®, str®, rif®, thi', lac’, ara, gal, mtl, F", recA, uvr, lon [62]

3.4 Plasmide, Oligonukleotide und Peptide
3.4.1. Plasmide
pGEX-4T-2-hParl4
Der Vektor pGEX-4T-2 (4950 bp) mit dem inserierten Gensegment hPar14 (409 bp)

wurde freundlicherweise innerhalb der Arbeitsgruppe der Forschungstelle

»Enzymologie der Proteinfaltung® der Max-Planck-Gesellschaft in Halle von Dr. Jens
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Rahfeld zur Verfiigung gestellt. Der Vektor enthielt hParl4 als Fusionsprotein mit
N-terminaler 26 kDa Glutatione-S-Transferase.
pQE70
Der Vektor pQE70 (3431 bp) gehort zur Familie der pDS-Plasmide [63] und basiert
auf dem Plasmid pDS56/RBSII. Er besitzt den T5-Promotor Pnps [64], zwei lac-
Operationserkennungssequenzen und eine synthetische ribosomale Bindungsstelle,
die auf hohe Expressionsraten in E. coli optimiert ist. Eine in frame Ligation in die
multiple-cloning-site, bestehend aus Sph I, BamH I und Bgl II, fiihrt zu einer
C-terminalen Fusion der rekombinanten Proteine mit sechs Histidinen (His6-Tag).
Die Sequenz ATG der Sph I Restriktionssequenz dient fiir die Expression als Start-
kodon. Das Plasmid verleiht Resistenz gegeniiber Ampicillin durch die Expression
des [-Laktamasegens bla und repliziert in E. coli mittels des ColEl Rep-
likationsursprunges aus pBR322 [65]. Die Genexpression im pQE70 Vektor ist durch
den Lac-Repressor reprimierbar. Zu diesem Zwecke wurde die Expression unter
Verwendung des Helferplasmids pREP4 durchgefiihrt.
pREP4

Das Plasmid pREP4 (3740 bp) ist mit seinem Replikationsursprung P15A [66] kom-
patibel zu ColE-Plasmiden und kann so in Kombination mit pQE-Vektoren in E.coli
repliziert werden. Es exprimiert den durch lacl-Gen [67] kodierten Lac-Repressor.
Durch das neo-Gen vermittelt es Resistenz gegen Kanamycin. Aufgrund einer Muta-
tion in der RBS von neo sollten jedoch nur Konzentrationen von 25 pg/mL zur Selek-
tion eingesetzt werden. pPREP4 wurde als Helferplasmid in Kombination mit pQE70
verwendet, um durch die lac-Repressorproduktion, eine Regulation der Expression

von in pQE70-Vektor enthaltenen Gene zu ermdglichen.

3.4.2 Oligonukletide

Die verwendenten Oligonukleotide wurden entweder von der Firma MWG
(Ebersberg) oder von TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen und sind in der Tabelle 3-2
zusammengefasst. Die Oligodesoxyribonukleotide 1 und 2 dienten als DNA-Primer
(1-Forward (Sph 1); 2- Reverse (Bgl I1)) bei der PCR-Klonierung des hPar14-6His.
Die Oligodesoxyribonukleotide 3 bis 13 und das Oligoribonukleotid 14 wurden fiir

Fluoreszenztitrationen verwendet.
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Tabelle 3-2: Verwendete Oligonukleotide. Angegeben ist die laufende Nummer, die
Nukleotidsequenz in 5’-> 3’-Richtung sowie die Lange des Oligonukleotids.

Nummer Sequenz Laénge
1 AACATGCATGCCGCCCAAAGGAAAAAGT 28mer
2 GAAGATCTTTTTCTTCCTTCGACCATAATA 28mer
3 GATGCAAATGTTTTCATTTGCATC 24mer
4 GATGAAAATGTTTTCATTTTCATC 24mer
5 GATGCCAATGTTTTCATTGGCATC 24mer
6 GATGCACATGTTTTCATGTGCATC 24mer
7 GATGCAACTGTTTTCAGTTGCATC 24mer
8 GATGCAAAGGTTTTCCTTTGCATC 24mer
9 GATGAAAACGTTTTCGTTTTCATC 24mer
10 GATAAAAATGTTTTCATTTTTATC 24mer
11 GTAAAAAATGTTTTCATTTTTTAC 24mer
12 GAAAAAAAAGTTTTCTTTTTTTTC 24mer
13 CGACTCACTATTTTTAGTGAGTCG 24mer
14 GAUGAAAAUCUUCGGAUUUUCAUC 24mer
3.4.3. Peptide

Das verwendete Peptid Succinyl-Ala-Arg-Pro-Phe-para-nitroanilin wurde innerhalb
der Arbeitsgruppe der Forschungstelle ,,Enzymologie der Proteinfaltung® der Max-
Planck-Gesellschaft in Halle von Herrn Dipl.-Chem. Mario Drewello chemisch
synthetisiert und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Es wurde als
Modellsubstrat bei der Kartierung der Substratbindungsstelle auf hParl14 verwendet
(Kapitel 3.11.5.1).

3.5 Medien, Antibiotika und Puffer

LB-Medium:

10g/1 Trypton

5¢g/1 Hefe Extrakt

5g/1 NaCl

15g/1 Agar (nur fir Kulturplatten)

Die Losung wurde mit NaOH auf pH 7.5 gebracht und autoklaviert. Nach dem

Autoklavieren und Abkiihlen wurden nach Bedarf Antibiotika zugesetzt.
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Psi Medium:

10g/1 Trypton

5¢g/1 Hefe Extrakt

5g/1 NaCl

4 mM MgSOq4

10 mM KCl

Die Losung wurde mit NaOH auf pH 7.5 gebracht und autoklaviert. Nach dem

Autoklavieren und Abkiihlen wurden Antibiotika zugesetzt.

Ampicillin-Stammldsung:

100 mg/ml in H,O. Die Losung wurde sterilfiltriert und bei — 20 °C gelagert. Zugabe
zum Medium erfolgte im Verhéltnis (v/v) 1:1000.

Kanamycin-Stammldsung:

25 mg/ml in H,O. Die Losung wurde sterilfiltriert und bei — 20 °C gelagert. Zugabe
zum Medium erfolgte im Verhéltnis (v/v) 1:1000.

TAE-Puffer
40 mM Tris/Acetat pH 8.0; ImM EDTA

3.6 Allgemeine gentechnische Methoden

3.6.1 Kultivierung und Konservierung von E.coli-Stdammen

Die Anzucht von E.coli-Stimmen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37 °C in
LB-Medium, dem bei plasmidtragenden Stdmmen das entsprechende Antibiotikum
zugesetzt wurde. Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von LB-Agar-Platten
angeimpft. Das bakterielle Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei
600 nm verfolgt. Zur dauerhaften Konservierung von Bakterienstimmen wurden 400
ul einer stationiren Ubernachtkultur mit 600pl 20% Glycerin versetzt und bei — 80 °C
aufbewahrt.

3.6.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Um DNA-Fragmente mit den geeigneten Schnittstellen zu versehen, wurden Primer

konstruiert, die 5’ von ihrem komplemeniren Teil die erwiinschten Schittstellen sowie
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einen Ubergang enthielten (Tabelle 3-2, Oligonukleotiden 1 und 2). Fiir die Wahl der
Anlagerungstemperatur wurde nur der komplementédre Teil beriicksichtigt. Wegen
ihrer hoheren Genauigkeit wurde fiir PCR-Fragmente, die subkloniert werden sollten,
Pfu-DNA-Polymerase mit 3’-5’ Exonukleaseaktivitit verwendet. Der Reaktionsansatz
(50 pl) enthielt je 0.2 mM dATP, dCTP, dGTP und sTTP, je 120 ng beider Primer, 5
ng Plasmid-DNA, 10 pl des 10fach konzentrierten Reaktionspuffers und 2.5 Einheiten
Pfu-Polymerase. Die PCR wurde in 25 Zyklen nach folgendem Zeitschema durch-

gefiihrt:

Denaturierung der Vorlage: 30 Sekunden 94 °C
Hybridisierung der Primer: 30 Sekunden 58 °C
Verldngerung der Primer : I min (2 min/kB) 72 °C

Vor dem Durchlauf der einzelnen Zyklen wurde bei 94 °C fiir 5 min inkubiert, und
nach jedem Zyklus fiir 10 min die Temperatur bei 72 °C belassen, um die Ausbildung

von Doppelstrangen zu gewihrleisten.

3.6.3 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das PCR-Produkt wurde durch eine priparative 1%ige Agarosegelelektrophorese
gereinigt. Dazu wurde die mit Ethidiumbromid gefarbte PCR-Produkt-Bande aus dem
Gel unter UV-Beleuchtung ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAEX II Gel Extraction
Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

3.6.4 Gelelektrophorese von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA mittels horizontaler Gelelektrophorese
wurde zur Kontrolle von Plasmid-Priparationen und Restriktionsreaktionen
durchgefiihrt. Dazu wurden 1%ige Agarosegele in TAE-Puffer verwendet. Zur
Probenvorbereitung wurde die DNA mit 1/5 ihres Volumens Auftragspuffer (50%
Glycerin; 0.25% Bromphenolblau) versetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer
konstanten Spannung von 100 Volt durchgefiihrt. Der DNA-Nachweis erfolgte nach
der Elektrophorese durch 10-miniitige Inkubation des Agarosegels in einer
Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml). Das interkalierende Ethidiumbromid wurde

daraufhin bei Bestrahlung mit UV-Licht sichbar gemacht.
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3.6.5 Restriktion

Fir die Verdauung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden die DNA-
Losungen mit den vom Hersteller angegebenen Puffer versetzt. Die Plasmid-
Konzentration betrug ca. 0.1 pg/pl. Pro pg DNA wurden 4 bis 5 Einheiten Enzym
eingesetzt. Jeder Ansatz enthielt 10 pg/ml BSA. Die Ansédtze wurden 1 Stunde bei
37°C inkubiert, anschliessend mit 5 fach konzentriertem DNA-Auftragspuffer (50%
Glycerin; 0.25% Bromphenolblau) versetzt und in einem Agarosegel elektophoretisch
aufgetrennt. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen (BamH I, Sph I) wurden von

Stratagene (La Jolla, U.S.A.) bezogen.

3.6.6 Ligation

0.5 pg bis 2 ug DNA (insert im Verhéltnis 3:1 zu BamH | und Sph | verdaute pQE70
Plasmid-DNA) wurden in einem Volumen von 50 Ul mit 2 Units T4-DNA-Ligase und
50 nmol ATP in einem vom Hersteller mitgelieferten T4-Ligase-Puffer {iber Nacht bei
16 °C inkubiert, anschliessend wurden 2 pl fiir die Transformation von E. coli

eingesetzt.

3.6.7 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Fiir die Transformation von Plasmid-DNA in M15[pREP4] E.coli-Zellen wurde die
Hitzeschock-Methode nach der Vorschrift des Herstellers (The QIAexpressionist,
QIAGEN, Hilden) angewandt. Zur Herstellung von transformationskompetenten
Bakterien wurde die Calciumchlorid-Methode nach der Vorschrift des Herstellers

(The QIAexpressionist, QIAGEN, Hilden) verwendet.

3.7 Allgemeine proteinchemische Methoden

3.7.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde zur analytischen Trennung von
Proteingemischen verwendet. Sie wurde nach Laemmli (1970) als vertikale
Plattenelektrophorese (Mighty small II SE 250, Hoefer, San Francisco, USA) im
diskontinuierlichen System durchgefiihrt. Die Trenngele hatten die Dimension 102
mm X 60 mm X 0.75 mm, die Sammelgele etwa 20 mm X 60 mm x 0,75 mm. Zur

Trennung der hPar14-6His von Fremdproteinen wurden 15%ige Trenngele und zum



3. Materialien und Methoden 19

Gelretardationsassay von hParl4 mit einem Oligonukleotid 7.5%ige Trenngele

verwendet (Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Polyacrylamidgele

Sammelgel (1 Gel) Trenngel (1 Gel)
30% Acrylamid/ 0,8% N,N’- 0.4 ml 1.875 ml 3.75ml
Methylenbisacrylamid (7.5%iges) (15%iges)
10% SDS 25 ul 75 ul 75 ul
10% APS 8.5ul 25 ul 25yl
1.8 M Tris, pH 8.8 - 1,5 ml 1.5 ml
1.25 M Tris, pH 6.8 0.25 ml - -
H,O 1.8 ml 3.875 ml 2.00 ml
TEMED 2.5l 3.75 ul 3.75 ul

Als Molekulargewichtsstandard wurde eine 10 kD-Leiter (GIBCO) verwendet. Zum
Auftragen der Proben wurden maximal 10 pl der Proteinlosung zusammen mit 10 pl
Probenpuffer (120 mM Tris; 20% Glycerin (w/v); 6% SDS (w/v); 6%
B-Mercaptoethanol, 0.6% Bromphenolblau (w/v)) 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Gele
lieB man bei einer konstanten Stromstidrke von 30 mA im Laufpuffer (50mM Tris, pH
8.5; 0.384 mM Glycin; 0.1% SDS (w/v)) elektrophoresieren. Zur Anfarbung der
Proteine nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel in Férbelosung (0.05%
Coomassie Brillannt Blue R-250 (w/v); 45% Methanol (v/v); 9.2% Eisessig (v/v))
gelegt und zweimal fiir 30 min in Entfirbeldsung (26% Methanol (v/v); 1% Eisessig
(v/v)) geschiittelt.

3.7.2 N-terminale Proteinsequenzierung

Die Uberpriifung der Identitit von Proteinen sowie der Nachweis des N-Terminus
wurden durch N-terminale Sequenzierung iiber automatischen Edman-Abbau mit
einem Applied Biosystems 476A Gasphasen-Sequencer (Applied Biosystems, Foster
Cita, USA) durchgefiihrt. Die Sequenzierung von Proteinen aus Proteingemischen
erfolgte nach Auftrennung der Proteine durch SDS-Polyacrilamidgelektrophorese und
Elektrotransfer in 50 mM Borat/NaOH; 20% Methanol; pH 9.0 auf eine PVDF-
Membran (Bio Rad, Hercules, USA). Nach Anfiarbung der Membran mit Coomassie

wurde die zu untersuchende Proteinbande ausgeschnitten, mit Methanol entfarbt und
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zur Sequenzierung eingesetzt. Die Sequenzanalyse des hPar14-6His und des hParl14
Abbauproduktes wurde freundlicherweise von Herrn. Dr. Riicknagel (For-
schungsstelle ,,Enzymologie der Proteinfaltung® der Max-Planck-Gesellschaft, Halle)
durchgefiihrt.

3.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Konzentrationsbestimmungen gereinigter Proteine wurden spektrophotometrisch
durchgefiihrt. Die Konzentration von Losungen von hPar14 wurde aus dem Lambert-
Beerschen Gesetz erhalten.

A=¢ xc xd (Gleichung 3-1)
Dabei entsprechen £dem molaren Extinktionkoeffizienten in M'xecm™, ¢ der
Konzentration in M und d der Schichdicke der verwendeten Kiivette in cm. Der
Extinktionskoeffizient fiir hPar14 ist 8370 (M'xcm™). Alle Spektren wurden in 1 cm

Quarzglaskiivetten (Hellma, Miillheim) iiber einen Wellenldngebereich von 240 nm

bis 340 nm mit Puffer als Referenz aufgenommen.

3.8 Isolierung von bakteriell expremiertem hParl4 mit Hilfe GST Genfusion
System

Die Expression und anschliessende Isolierung des N-terminal des GST-getagten
hPar14 mit Hilfe des GST Genfusion System wurde nach Vorschrift ,,GST Gene
Fusion Systeme®, Third Edition, Revision 2, 1997, Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden durchgefiihrt. Die Affinitdts-Chromatographie erfolgte an einer
,Glutathion Sepharose 4B“ (24 ml Bettvolumen; Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden). Die Flussrate betrug 3 ml/min (Peristaltic Pump P-1, Amersham
Parmacia). Das Eluat enthiclt am Ende GST-hParl4 im Elutionspuffer (10 mM
reduziertes Glutathion in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0). Das so gewonnene Eluat wurde
in einem Polypropylenrdhrchen (Falcon) mit der entsprechenden (durch Titration
bestimmten) Menge an Thrombin gemischt und wurde iiber Nacht bei Raum-
temperatur leicht geschiittelt. Der Stand der Spaltungsreaktion wurde durch 15%-ige
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese tiberpriift (Kap. 3.7.1). Fiir die Trennung der
Reaktionsprodukte aus der Thrombin-Spaltung wurde eine Ionen-Austausch-
Chromatographie an ,,Mono S HR 10/10* (Bettvolumen 8 ml, Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Zur Steuerung, Detektion und Fraktionierung
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wurde das FPLC-System (bestehend aus Programmer GP-250, High Precision Pump
P-500, Uvicord S II, Fractionssamler RediFrac) von Pharmacia Biotech genutzt. Die
Darstellung der Elutionsprofile erfolgte mit Hilfe des angeschlossenen
Flachbrettschreibers REC 101 (Pharmacia Biotech). Die Temperatur betrug 4 °C, die
Flussrate 0.5 ml/min. Die gepackte Sdule wurde vor dem Auftragen des Protein-
gemiches mit dem Puffer A (20 mM HEPES, pH 7.2, 1 mM NaCl) bis zu einer
konstanten Extinktion des Eluates &dquilibriert. Nach dem Auftragen erfolgte ein
Waschschritt mit Puffer B (20 mM HEPES, pH 7.2), gefolgt von der Elution {iber
einen ansteigenden Salzgradienten, der durch Gradientenmischer, bestehent aus zwei
verbundenen Flaschen mit Puffern A und B, als Pufferkammern bereitgestellt wurde.
Die verwendeten Puffer wurden durch eine 0.2 pm-Membran (Sartorius, Gottingen)
filtriert. Das Eluat wurde gesammelt und mit Hilfe eines Microsep
Mikroconzentrators (Filtron GmbH, Karlstein) mit 3 kDa Ausschluss gemaéss der
Anleitung des Herstellers bei 4°C konzentriert, wobei ein weiterer Pufferaustausch

gegen 10 mM Phosphatpuffer (pH 6.5) vorgenommen wurde.

3.9 Miniprep-Reinigung des C-terminal His-getagten hPar14 aus E.coli

3.9.1 Herstellung des Expressionsplasmids

Die Erstellung eines Expressionsplasmids fiir das C-terminal His-getagte hParl4
(hPar14-6His) wurde mit Hilfe von Standardklonierungstechniken (siehe Kapitel 3.6)
durchgefiihrt. Dazu wurde die kodierende Region aus einem anderen
Expressionsvektor pGEX-4T-2-hPar14 mittels PCR durch Einsatz der Primer
,Forward® und ,,Reverse* amplifiziert. Das erhaltene Gensegment wurde iiber die
Restriktionsschnittstellen Sph I und Bgl II in den pQE70-Vektor (Quiagen, Hilden)
inseriert. Die Richtigkeit der Gensequenz wurde durch DNA-Sequenzanalyse

tiberpriift.

3.9.2 Anzucht von Bakterien und Zellaufschluss

Es wurden 100 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 25 pg/ml Kanamycin
mit 2 ml einer stationdiren Ubernachtkultur des plasmidtragenden Stammes angeimpft.
Das Inokkulat wurde bei 37 °C bis zum Erreichen einer optischen Dichte von 0.5 bis
0.6 (600 nm) geschiittelt. Die Induktion erfolgte darauthin durch Zugabe von ImM
IPTG. Nach weiteren 4-5 Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4 °C
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(20 min; 15000xg) geerntet. Der Zellaufschluss wurde in Sml Lysierpuffer (50 mM
NaH,POs, pH 8.0; 300mM NaCl; 10 mM Imidazol) durch Zugabe von Lysozym bis
zur Konzentration 1 mg/ml bei 4 °C durchgefiihrt. Nach weiteren 30 Minuten wurden
die aufgeschlossenen Zellen durch Zentrifugation (10 min; 15000xg) abgetrennt und

der proteinhaltige Uberstand weiter bearbeitet.

3.9.3 Mini-Prgparation von hPar14-6His

Die Uberstand wurde mit 1ml 50%-igen Ni-NTA Resin Suspension gemischt und bei
4 °C 30 Minuten vorsichtig geschiittelt. Resin wurde durch Zentrifugation (10 sek;
15000%g) abgetrennt, zweimal mit 5 ml Waschpuffer (50 mM NaH,PO,, pH 8.0;
600mM NacCl; 30mM Imidazole) gewaschen und mit verschiedenen Konzentrationen
von Imidazol im Elutionspuffer (50 mM NaH,PO4, pH 8.0; 300 mM NaCl,
250mM/500mM Imidazol) eluiert und wie im Kapitel 3.8 beschrieben konzentriert

und umgepuffert.

3.10 Fluoreszenzspektroskopie

3.10.1 Probenvorbereitung

Das Protein (1,4 mM hPar14 Losung in 10 mM Phosphatpuffer pH 6.5 mit 150 mM
KCl, 1.5mM MgCI2 und 0.5 mM DTT) wurde freundlicherweise von Dr. Jens
Rahfeld zur Verfiigung gestellt. Die Losung wurde aliquotiert und fiir den Gebrauch
aufgetaut. Es wurde je 1 ml einer 200 nM Losung fiir die Fluoreszenztitration
vorgelegt. Als Titrant wurde eine 80-90 UM Losung verschiedener Oligonukleotide
(in 20 mM Phosphatpuffer, pH 6.5, 20 mM NaCl) verwendet (Tabelle 3-2, Oligo-
nukleotide 3-14). Die Oligonukleotidlosungen wurden fiir eine Minute auf 90 °C
erwdrmt und anschlieBend auf Eis aufbewahrt, um die Ausbildung von

Doppelstrangen zu ermdoglichen.

3.10.2 Fluoreszenztitration

Um die Affinititen verschiedener Oligonukleotide zu hPar14 bestimmen zu konnen,
wurden Fluoreszenztitrationen durchgefiihrt. Um eine unspezifische Bindung der
Oligonukleotide auszuschlieBen und , Randeffekte” der Kuvette zu detektieren

wurden Kontrollexperimente mit BSA durchgefiihrt.
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Die Fluoreszenztitrationen wurden bei 285 K mit einem SLM Smart 8000
Spektrofluorimeter (Colora, Lorch), das mit einem PH-PC9635 Photomultiplier
ausgertistet ist, in Fluoreszenz-Riihrkiivetten (Schichtdicke 0.5 cm) in einem Volumen
von 1 ml gemessen. Die Spaltbreiten betrugen 1 nm (Anregung) und 16 nm
(Emission). Die selektive Anregung der Tryptophanfluoreszenz erfolgte bei 295 nm.
Die Fluoreszenzintensitit wurde bei 348 nm gemessen. Alle erhaltenen Daten wurden
um die Pufferfluoreszenz, den Verdiinnungfaktor sowie um den inner filter-Effekt
korrigiert. Dazu wurden Kontrollexperimente an N-Acetyltryptophanamid
durchgefiihrt. Als Messpuffer diente 20 mM Phosphatpufter, pH 6.5, 20 mM NaCl.
Zum Fitten der Daten wurde eine quadratische Gleichung verwendet, die das

Bindungsgleichgewicht beschreibt [68].

[P]”[;] +K, _\/([P] +[;] +K, Y ~[P] ]

F=F xAF__ [ [P] (Gleichung 3-2),

dabei bezeichnet: F- die gemessene Fluoreszenzintensitit, Fy — die Fluoreszenz-
intensitit bei [L]=0, AF.x - die Maximale Anderung der Fluoreszenzintensitiit bei
Sattigung, [L] — die Oligonukleotidkonzentration, [P] — die Proteinkonzentration, K4 —
die Dissoziationskonstante. Wahrend des Fittens wurden die Proteinkonzentration, die

maximale Fluoreszenzénderung und die Dissoziationskonstante (Kq) variiert.

3.11 NMR-Spektroskopie

3.11.1 Herkunft der Proteine

Die in Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proteine wurden innerhalb der
Arbeitsgruppe von Dr. Jens Rahfeld (hParl4,_13;, hParl4,s.31, 15N,13C-hPar14) und
Dr. Holger Bang (*°N,"*C-hPar14-6His) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

3.11.2 Probenvorbereitung

Die Proteine wurden in 450 pl Puffer und 50 pl 99.9 Atom-% D,O (Sigma,
Deisenhofen) aufgenommen. Fiir alle Proben wurde ein 10 mM Phosphatpuffer pH6.5
mit 150 mM KCI, 1.5mM MgCl, und 0.5 mM DTT verwendet. Nicht losliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand wurde in NMR-
Rohrchen (Norell, Landsville, New Jersey, USA) oder Shigemi-Réhrchen (Shigemi

Corp., Japan) iiberfiihrt. Zum Austausch von Amidprotonen gegen Deuteronen wurde
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die zu untersuchende Probe lyophilisiert und anschliessend in 500 ml 99.994 Atom-%

D,0 (Sigma, Deisenhofen) aufgenommen.

3.11.3 Allgemeine Messbedingungen

NMR Messungen wurden mit einem Bruker DRX-500 Spektrometer (Bruker,
Karslruhe) bei einer Protonen-Resonanzfrequenz von 500.130 MHz oder einem Inova
600 Spektrometer (Varian, Darmstadt) Protonen-Resonanzfrequenz von 599.8 Hz
aufgenommen. Alle dreidimensionalen Spektren wurden unter Betreung von Dr. Peter
Bayer (Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie, Dortmund) aufgenommen.
Zur Eichung der 'H chemischen Verschicbungen diente DSS (2,2-Dimethyl-2-
silapentan-5-sulfonat) als interner Standard. Eichung der '"N- und "*C-Spektren
erfolgte gemdll [UPAC Konvention [69]. Soweit nicht anderes beschrieben, wurden

alle Spektren bei 300 K aufgenommen.

3.11.4 Aufnahmeparameter

Die fiir die vorliegende Arbeit aufgenommenen Spektren sind in Tabelle 3-4
aufgelistet. Fiir die Pulsprogramme wurde auf die Standardbibliothek der installierten
Bruker bzw. Varian Datenbank zuriickgegriffen. Die Aufnahme erfolgte im
phasensensitiven Modus mit Quadraturdetektion unter Verwendung der TPPI [70]
States- oder States-TPPI-Technik. Eine Unterdriickung des Wassersignals wurde
durch die Anwendung der WATERGATE Pulsfolge [71] oder durch eine
Vorsittigung erzielt. Die Mischzeit betrug 60-90 ms fiir die TOCSY-Spektren und
150 - 200 ms fiir die NOESY-Spektren. Fiir die '*C-Mischzeit im HCCH-TOCSY
Experiment wurde eine 22 ms DIPSI-Pulsfolge verwendet. Fiir die R; Messungen
wurden die Spektren mit 8 ,,inversion recovery delays* aufgenommen: 10 ms, 30 ms,
90 ms, 150 ms, 250 ms, 350 ms, 530 ms, 800 ms. {IH}-ISN NOE Spektren wurden
mit und ohne Sittigung von Protonen mittels einer Reihe von 120° 'H Pulsen wéhrend
der Wartezeit (Delay) aufgenommen. Weitere Aufnamebedingungen und die Art der

verwendeten Spektren sind in Tabelle 3-4 zusammengefasst.
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Tabelle 3-4: Auflistung der aufgenommenen NMR-Spektren. Bo/MHz - Feldstarke; F1(A), F2
(A), F3(A) — Aufnahmeparameter (Datenpunkte); F1(P), F2(P), F3(P) — Prozessierungs-
parameter (Datenpunkte).

Experiment Refe- | F3(A) |F2A) |F1(a) [F3P) |F2(P) |F1(P)
renz

1D - H - - 4096 - -

DQF-COSY [70] - 4096 1024 - 8124 1024
Clean — TOCSY [72] - 2048 512 - 4096 1024
NOESY (73] - 2048 512 - 4096 1024
N-HSQC [74] - 2048 512 - 2048 1024
HNCA [56,75] | 1024 34 128 1024 64 256
HNCO [56,76] | 1024 34 128 1024 64 256
HN(CO)CA [77] 1024 40 100 1024 64 256
HN(CA)CO (75,771 | 1024 40 128 1024 64 128
CBCA(CO)NH [75] 1024 46 98 1024 128 256
HNHA [78] 1024 36 100 1024 64 128
HBHA(CO)NH [79] 1024 46 100 1024 64 128
CC(CO)NH [80] 1024 46 80 1024 64 128
HCCH-TOCSY [81] 1024 128 128 1024 128 128
C-TOCSY-HSQC [82] 1024 38 200 1024 64 256
®N-TOCSY-HSQC [83] 512 30 60 1024 64 128
®C-NOESY-HSQC [82] 512 20 100 512 64 128
N-NOESY-HSQC [74] 1024 60 300 1024 64 256
R; HSQC [84] - 2048 512 - 2048 1024
{'"H}-"°N NOE [85] - 2048 512 - 2048 1024

3.11.5 Prozessierung und Auswertung der NMR-Spektren

Die Prozessierung und Auswertung aller Spektren erfolgte auf O, und INDIGO

Workstations (Silicon Inc., USA) mit dem Programmpaket XwinNMR (Bruker,

Karslruhe) und NDEE (Spinup Inc., Dortmund). In den meisten Fillen wurde

Zerofilling in F2/F3 fiir die mehrdimensionalen Spektren durchgefiihrt. Die erhaltenen

FIDs wurden in allen Dimensionen mit einer um TV2 oder TU/3 phasenverschobenen

Sinus-Quadratfunktion multipliziert [86] und anschlieend fouriertransformiert. Alle

Spektren wurden einer Phasenkorrektur unterzogen. Die Basislinienkorrektur erfolgte

mit einer kombinierten Sinus- und Cosinusfunktion siebenter Ordnung [87]. Die

dreidimensionalen Spektren wurden mit Hilfe von XwinNMR prozessiert und mit

AURELIA 2.4 (Bruker, Karslruhe) zugeordnet.
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3.11.5.1 Analyse der Signalverschiebung nach Bindung von hParl4 an ein
Modellsubstrat

Fir NMR Experimente zum Studium des Bindungsverhaltens von hParl4 an ein
Modellsubstrat wurde das Peptid Succinyl-Ala-Arg-Pro-Phe-para-nitroanilin
verwendet. Dabei wurde zu 500 pl einer 0.5 mM hParl4-Lésung (10 mM
Phosphatpuffer pH 6.5 mit 150 mM KCI, 1.5\mM MgCl, und 0.5 mM DTT) das
Modellsubstrat im molaren Verhiltnis von 1:1 zugegeben. Die '"N-HSQC-Spektren
des freien und komplexierten hParl4 wurden dann im Multiplot-Modus von NDEE
iibereinandergelegt und die Verschiebungen der Signale quantifiziert (Kapitel 4.3.1).

3.11.5.2 ®N-HSQC-Titration von hPar14 mit einem Oligonukleotid

Zu 500 pl einer 0.2 mM hPar14-Losung (10 mM Phosphatpuffer pH 6.5 mit 150 mM
KCl, 1.5mM MgCl, und 0.5 mM DTT) wurde in sieben Schritten Oligonukleiotid im
gleichen Puffer bis zu einem molaren Verhiltniss von 1:1.5 (hPar14:0ligo)
dazutitriert. Nach jeder Zugabe von Oligonukleotid-Lésung wurde ein *N-HSQC-
Spektrum aufgenommen. Die aufgenommenen Spekren wurden im Multiplot-Modus
von NDEE {ibereinandergelegt. Die Verschiebungen der Signale wurden ausgemessen
und gegen die DNA-Oligonukleotid Konzentration aufgetragen. Zum Anpassung der
experimentellen Daten wurde Gleichung 4-2 benutzt, wobei anstelle von F, Fy und
AF.x O (chemische Verschiebung der Hx-N  Resonanzen), &y (chemische
Verschiebung bei [L]=0), ASn.x (maximale Anderung der chemischen Verschiebung

bei Séttigung) verwendet wurden.

3.11.5.3 Bestimmung der Austauschraten von Amidprotonen

Eine lyophylisierte Probe von hPar14 wurde in 0.5 ml D,O (pD 6.5) aufgenommen,
um den Austausch von Protonen mit Deuteronen zu ermoglichen. Die Austauschraten
der Hx-Protonen lieBen sich aus zeitabhdngigen Abnahme der Intensitidt des Hy-Re-
sonanzsignals in *N-HSQC-Spektrum bestimmen. Die '"N-HSQC-Spektren wurden
bei 300 K jeweils nach 70 min, 130 min, 190 min, 250 min und 310 min auf-
genommen und die Intensitdt der Resonanzsignale wurde mit Hilfe von XwinNMR
(Brucker, Karlsruhe) durch Integration bestimmt. Die zeitliche Abnahme der

Intensitét des Resonanzsignals wurde mit Hilfe der Gleichung 3-3 angepasst.
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I=Ipe (Gleichung 3-3)
dabei bedeuten: I — Intensitit des Hy-Resonanzsignals, Iy — Anfangsintensitit des Hx-

Resonanzsignals, k — Amidprotonaustauschrate und t — Zeitpunkt der Aufname des

Spektrums.

3.11.5.4 Bestimmung der R; - Relaxationsraten von Amidstickstoffatomen

Die Spektren fiir die Bestimmung von R; von Amidstickstoffatomen (Kapitel 3.11.4)
wurden mit Hilfe von XwinNMR (Brucker, Karlsruhe) bearbeitet. Die Spektren
wurden kalibriert und die einzelnen Hyn-Resonanzsignale im Spektrum wurden
integriert. Die wartezeitabhidngige Abnahme der Signalintensitit wurde mit Hilfe der
Gleichung 3-3 (vorige Kapitel) angepasst, wobei t eine Relaxationswartezeit in ms

und k eine Relaxationsrate in ms™' bezeichnet.

3.12 Sekundarstruktur -Bestimmung
3.12.1 Distanz- und Winkeleinschrankungen
Aus den NMR-Spektren wurden zur Strukturaufkldarung Distanzeinschrinkungen

(NOEs), Einschridnkungen dihedraler Winkel und Wasserstoffbriicken entnommen.

3.12.1.1 Distanzeinschrankungen aufgrund von NOEs

Die Identifizierung und die Quantifizierung der NOEs aus zweidimensionalen und
dreidimensionalen NOESY-Spektren wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Peter Bayer
durchgefiihrt. Die Einteilung der NOE Intensititen wurde in drei Klassen
vorgenommen: stark (1.8(1-2.507), mittel (1.801-4.317) und schwach (1.8(1-5.8(1). Fiir
nicht stereospezifisch zugeordnete Protonen von Methyl- oder Methylengruppen und
aromatischen Ringen wurde eine Modifikation der obengenannten Werte
vorgenommen. Alle Abstinde, die solche Pseudoatome enthielten, wurden um 0.5

[erhoht [86].

3.12.1.2 Distanzeinschrankungen aufgrund von Wasserstoffbriicken

Durch Aufnahme eines NOESY-Spektrums und einer Reihe von HSQC Spektren in
D,0 konnten stabile Amidprotonen ermittelt werden, die einen langsamen
chemischen Austausch zeigen (Minuten bis Stundenbereich). Sie wurden in Form von

Wasserstoffbriicken als Abstandseinschrankungen in die Strukturberechnung
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miteingebracht. Dazu wurden jeweils zwei NOEs gesetzt: dyno = 1.7 — 2.3 [] zwi-
schen Wasserstoff und Akzeptorsauerstoff und dy.o = 2.4 - 3.3 [1 zwischen Donator-

stickstoff und Akzeptorsauerstoff [88].

3.12.1.3 Einschrankungen dihedraler Winkel

Die Analyse von °J(Hn-Hg)-Kopplungskonstanten liefert Informationen iiber die
Torsionswinkel @ der Peptidkette. Mit Hilfe von Gleichung 3-4 [89] wurden die aus
den HNHA Spektren ermittelten Kopplungskonstanten in dihedrale Winkel
umgerechnet. Fiir diesen Teil der Auswertung wurden die Intensitdtsverhiltnisse
zwischen Kreuzresonanzen und Diagonalpeaks im HNHA Spektrum mittels

Gleichung 3-5 in Kopplungskonstanten umgerechnet [78].

3J(Hn-Hq) = 6.4 cos”> ©-1.4 cos © +1.9 (Gleichung 3-4)
mit ©=[®—60°]
Scross/Sdiag = -tan” (211 ¢ - *J(Hn-Hq)), (Gleichung 3-5)

dabei ist 2 die Mischzeit in HNHA-Experiment. Fiir die Messung an Parvulin wurde
20 =10.026 s gewihlt. Die so ermittelten dihedralen Winkel wurden als experimentelle
Parameter in X-PLOR-98 (Molecular Simulations Inc., USA) eingesetzt (Kapitel
3.13)

3.12.2 Sekundarstrukturbestimmung nach Wishart

Die chemischen Verschiebungen der Hy-Protonen wurden mit Hilfe des von Wishart
et al.[90] entwickelten Algorithmus interpretiert. Fiir jede Aminosdure wurde aus der
Differenz zwischen tatsdchlich beobachteter Hy-Protonen-Verschiebung und dem
entsprechenden Wert in ungeordneten Strukturen (random coil) ein chemischer
Verschiebungsindex abgeleitet. Eine Differenz kleiner als — 0.1 ppm enspricht dabei
einem Index von — 1, Differenzen grosser als 0.1 ppm einem Index von +1. Ist der
chemische Verschiebungsindex fiir einen Abschnitt von drei oder mehr Aminosduren
—1 (+1), so wird in diesem Bereich eine helikale Sekundarstruktur ([-Faltblatt)
erwartet. Genauso hingen die chemischen Verschiebungen von Kohlestoffatomen
(Cq, CO) von ihrer lokalen magnetischen Umgebung im Protein ab [91]. Die Kerne
erfahren in einer a-Helix oder einem [(-Faltblatt cine charakteristische Hoch- bzw.
Tieffeldverschiebung gegeniiber den Frequenzen, die bei ungeordneten Peptiden

beobachtet werden [92]. Da jeder einzelner der Verschiebungwerte durch lokale
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Einfliisse von diesem Schema abweichen kann, werden die drei unabhéngigen
Verschiebungparameter in einem Verschiebungsindex geméfl ihrer Relevanz

kombiniert.

3.13 Strukturberechnung mit X-PLOR
Fir die Strukturberechnung wurde ein molekulardynamischer Ansatz nach der
Strategie des simulated annealing mit nachfolgendem refinement gewdhlt. Die
Strukturberechnungprotokolle wurden freundlicherweise von Dr. Peter Bayer zur
Verfligung gestellt. Die Strukturberechnung erfolgte mit Hilfe von X-PLOR-98
(Molecular Simulations Inc., USA) [93].
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4. Ergebnisse

4.1 Klonierung und Expression von hPar14 in Escherichia coli

Das in der Literatur beschriebene Verfahren zur Reinigung von hParl4 [32] liefert
zwar natives Protein ohne ,, Tag®, ist aber sehr arbeitsintensiv und aufwendig. Da man
fiir Strukturaufklarung von hPar14 mittels der NMR Spekrtoskopie groere Mengen
an isotopenmarkierten Protein benoétigt, sollte mit der Herstellung eines
Expressionssystem begonnen werden, das eine hohe Expressionsrate und eine
einfache Reinigung des Edukts ermdglicht. Es konnte dabei auf Verfahren zuriick-
gegriffen werden, die sich in der Literatur bereits fiir diese Zwecke bewéhrt haben
[94]. hParl4 sollte als Fusionsprotein mit einem N- oder C-terminalen ,,Tag® expri-
miert und anschlieend iiber eine Affinitdtschromatographie gereinigt werden. Das an
das Sdulenmaterial gebundene Fusionsprotein ld6t sich danach mit einer
hochkonzentrierten Losung von kompetitivem Ligand wieder von der Sdule eluieren
und durch eine spezifische Protease, deren Erkennungsstelle sich zwischen ,,Tag* und
dem eigentlichen Protein befindet, spalten. Ziel des ersten Teils der Arbeit war es,
Glutathion-S-transferase und Hexahistidin als mogliche Fusionsanteile auf ihre
Eignung zur Herstellung von hPar14 zu testen. Da die entsprechenden Reinigungs-
protokolle unabhéngig vom exprimierten Protein sind, kdnnte auf die zeitraubende

Entwicklung eines speziellen Reinigungsprotokolls verzichtet werden.

4.1.2 Herstellung eines GST-Fusionproteins

4.1.2.1 Ausgangspunkt: pGEX-4T-2-hParl14

In einem ersten Ansatz wurde hParl4 aus dem Stamm E. coli M15, der mit dem
Plasmid pGEX-4T-2-hParl4 transformiert war, gereinigt. Das im Folgenden mit
»pGEX-4T-2-hPar14* bezeichnete Konstrukt wurde der Plasmidsammlung (im Labor
vorhanden) entnommen. Das Konstrukt pGEX-4T-2-hPar14 war so konzipiert, dass
sich fiir das Glutathione-S-transferase-hPar14-Fusionsprotein eine Aminosaure-
sequenz ergab, die eine Thrombinspaltstelle genau vor der Position Methionin-1 des

hPar14 aufwies.

4.1.2.2 Isolierung von GST- hPar14-Fusionsprotein
Mit E. coli M15/pGEX-4T-2-hParl4 wurden Fermentationen wie im Kapitel 3.8
beschrieben durchgefiihrt. In der Regel konnten 30 g Zellen (Feuchtgewicht) aus 6 1
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Medium geerntet werden. Abbildung 4-1 zeigt die E. coli-Zellextrakte vor und
wihrend der Expression. Die Expression des GST-hPar14 nach Induktion lie sich
dabei durch die Zunahme einer Proteinbande im SDS-Polyacrylamidgel im
Molekularmassenbereich zwischen 36 und 55 kDa verfolgen. Die Zellen wurden drei
Stunden nach Induktion geerntet und das GST-hParl4-Fusionsprotein nach

Aufschluss iiber eine Affinitdtschromatographie gereinigt (Kapitel 3.8).

1 2 3 4 5

55kDa —)p R = ==

T T — e ——— ST

Abb. 4-1: Expression des GST- hPar14-Fusionsproteins in E.coli M15. Das Kulturmedium
wurde mit einer stationdren Ubernachtkultur von E. coli M15 angeimpft und bei 37 °C unter
Schitteln inkubiert. Nach der Induktion der rekombinanten Proteinexpression mit IPTG
wurden zu den angegebenen Zeiten Proben genommen, mit SDS-Probenpuffer versetzt und
nach Erhitzen mittels 15%iger SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 3.7.1) analysiert.
Bahn 1: Molekulargewichtsstandard; Bahn 2 bis 4: Zellextrakt 60, 120, 180 Minuten nach der
Induktion; Bahn 5: Zellextrakt vor der Induktion.

4.1.2.3 Abspaltung des GST-Teils vom Fusionsprotein

Um optimale Spaltungsbedingungen zu bestimmen, wurde das Fusionsprotein in
einem Milliliter des Elutionsbettvolumens einer Thrombin-Spaltungsreaktion unter-
worfen. Die Thrombinkonzentration (Spaltungseinheiten) und die Bedingungen (mit
oder ohne Schiitteln) wurden variiert. Wahrend der 24stiindigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden mehrere Proben fiir eine denaturierende Polyacrylamid-
gelektrophorese (Abb. 4-2) entnommen. Die Spaltung des GST-hPar14 lief3 sich durch
die Zunahme zweier Proteinbanden im SDS-Polyacrylamidgel bei 14 kDa (hPar14)
und zwischen 21 und 31 kDa (GST) und die Abnahme der GST-hParl4 Bande
zwischen 36 und 55 kDa verfolgen. Die Bande bei 14 kDa wurde durch N-terminale
Sequenzierung als hParl4 identifiziert. Im Vergleich mit der publizierten
Aminosdurensequenz [32] enthielt das so gewonnene hParl4 zwei zusitzliche
Aminosduren am N-Terminus, die von der Thrombinspaltstelle nach der Spaltung

iibrig geblieben waren. Die grofften Proteinausbeuten (sieche Abb. 4-2) ergaben sich
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nach 24stiindiger Inkubation (Raumtemperatur und Schiitteln) mit 80 Spaltungs-
einheiten Thrombin. Spdter durchgefiihrte Spaltungsansidtze wurden unter diesen

Bedingungen gefahren.

1234567829 10 1112
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Abb. 4-2: Kinetik der Thrombinspaltung (Ausschnitt): Trennung der Reaktionsprodukte durch
15% ige SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 3.7.1) 2 h (4, 5,6),4 h (7, 8,9) und 24 h
(10, 11, 12) nach dem Start der Spaltungsreaktion. Bahn 1: Molekulargewichtsstandard; Bahn
2: Fusionsprotein vor der Zugabe des Thrombins in 1ml des Elutionsbettvolumens; Bahn 3: 5
pg von hPar14 als Standard; Bahn 4 bis 12: Produkte einer Spaltungsreaktion mit X Einheiten
des Thrombins pro 1 ml des Elutionsbettvolumens nach der Elution des Fusionproteins von
Glutationsepharose; Bahn 4, 7, 10: ohne Schiitteln, X = 20; Bahn 5, 8, 11: Schiitteln; X = 20,
Bahn 6, 9,12: Schiditteln, X = 80.

4.1.2.4 Trennung der Fragmente nach Thrombin-Spaltung

Die Trennung des hParl4 von ungespaltenem Fusionsprotein, abgespaltenem GST
und von Thrombin wurde mit Hilfe der Kationenaustauschchromatographie (Kap. 3.8)
durchgefiihrt (Abb. 4-3). Insgesamt konnten durchschnittlich 10 mg hPar14 aus einer

Fermentation mit 6 | Medium gewonnen werden.
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Abb. 4-3: Trennung der Fragmente nach Thrombin-Spaltung mittels Kationenaustausch-
chromatographie (Kap. 3.8). Gleiche Volumenanteile der Reinigungsfraktionen wurden mittels
15%iger SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (Kap. 3.7.1.) analysiert. Bahn 1: Molekular-
gewichtsstandard; Bahn 2-3: GST und Thrombin enthaltende Fraktionen; Bahn 4-6: Zwi-
schenfraktionen. Bahn 6 enthielt proteolytische Abbauprodukte des hPar14; Bahn 7 und 8:
hPar14 enthaltende Fraktionen.

s <«— GST

. v <— hPar14



4.Ergebnisse 33

4.1.3 Etablierung des E. coli M15/pQE70- hPar14 Expressionssystems

Das oben beschriebene (Kap. 4.1.2) E.coli-Expressionssystem M15/pGEX-4T-2-
hParl4 ist zum Produzieren von "N, "C-markierten hParl4 fiir NMR-
Untersuchungen nicht optimal. Da bei einer '“C-Isotopenmarkierung fiir die
Herstellung 10 mg von hPar14 mindestens 12 g *C-Glukose (2 g pro 1 Liter Medium)
bendtigt werden, ist das Verfahren zur Reinigung von hParl4 mittels GST-
Fusionssystem sehr kostspielig und wurde daher nicht weiter verfolgt. Deshalb sollte
in einem zweiten Ansatz versucht werden hPar14 fusioniert mit einem Hexa-Histidin-

Anhang herzustellen.

4.1.3.1 PCR-Klonierung von hPar14 in pQE70

Das hPar14-Gen wurde in die Sph I- und Bgl Il- Schnittstellen des Vektors pQE70
kloniert, um eine Expression als Fusionsprotein mit einem Hexa-Histidin-Anhang
C-terminal zu hPar14 zu erméglichen. Hierfiir wurde die DNA-Sequenz von hParl4
aus dem pGEX-4T-2-hParl14-Konstrukt mit den Primern 1 und 2 (Tabelle 3-2) in
einer PCR amplifiziert (Kap. 3.6.2). Primer 1 und 2 waren so konzepiert, dass sie im
5’-Bereich die Sph I- und Bgl Il- Schnittstelle enthielten und im 3’-Bereich
komplementir zu dem gewiinschten Sequenzabschnitt des hPar14-Gens waren und
mit pGEX-4T-2-hPar14 hybridisieren konnten. Als Ergebnis der PCR-Reaktion
wurde ein DNA-Fragment mit der GroBe des hParl4;_;3,-Gens erhalten, das um die
Sph I-Schnittstelle am 5’-Ende und um die Bgl Il — Schnittstelle am 3’-Ende
verlangert war. Das so gewonnene Gen wurde mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen geschnitten und mit dem analog geschnittenen Vektor pQE70
ligiert (Kap. 3.6.5, 3.6.6). Nach Transformation in E. coli M15 und Selektion auf
Ampicillin und Kanamycin wurde die Plasmid-DNA isoliert (Kap. 3.6.3). Die
Sequenzierung der DNA ergab, dass die ermittelte Sequenz mit der gewiinschten

Sequenz des hPar14,.13;-Gens identisch war.

4.1.3.2 Expression von hPar14 mit C-terminalem Hexa-Histidin-Anhang

Die Expression von hParl4-6His erfolgte in E. coli M15. Abbildung 4-4 zeigt das
E.coli-Zellextrakt vor und wihrend der Test-Expression. Die Expression des
hPar14-6His nach Induktion lie3 sich dabei durch die Zunahme einer Proteinbande im

SDS-Polyacrylamidgel im Molekularmassenbereich zwischen 14 und 21 kDa
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verfolgen. Die Identitit dieser Bande als hPar14-6His wurde durch N-terminale

Proteinsequenzierung nach Edman bestitigt (Kap. 3.7.2).

B 3 . /<« 21kDa
hPar14-6His —J> 5 SR <€ 14kDa

Abb. 4-4: Expression von hPar14-6His in E. coli M15. Das Kulturmedium wurde mit einer
stationdren Ubernachtkultur von E. coli M15 angeimpft und bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert. Nach der Induktion mit IPTG wurden zu den angegebenen Zeiten Proben ent
nommen, mit SDS-Probenpuffer versetzt und nach Erhitzen mittels SDS-Poly-
acrylamidelektrophorese (Kap. 3.7.1) analysiert. Bahn 1 bis 3: Gesamtzellfraktion 60, 120,
180 Minuten nach Induktion; Bahn 4: Gesamtzellfraktion vor Induktion; Bahn 5: Molekular-
gewichtsstandard.

4.1.3.3 Miniprep-Isolierung des hPar14-6His

Die sechs Histidinreste, die C-terminal an hParl4 gekoppelt worden sind, besitzen
eine hohe Affinitit zu zweiwertigen Metallionen, wie zum Beispel Ni 2+, so dass das
6His-markierte Protein aus dem Rohextrakt von E. coli M15 durch Affinitéts-
chromatographie an einer Nickelchelat-Matrix (Ni-NTA) gereinigt werden konnte
(Kap. 3.9.3). Das hParl4-6His wurde durch Waschen mit Imidazol (30 mM) von
unspezifisch gebundenen Proteinen getrennt. Anschliessend wurde das hPar14-6His
mit 250 mM und 500 mM Imidazol eluiert und seine Molmasse durch SDS-Poly-
acrylamidelektrophorese bestimmt (Abb. 4-5). Sie betrug ~ 14 kDa. Wie Abbildung
4-5 zeigt, liegt hPar14-6His nach diesem Reinigungsschritt nahezu homogen vor
(Bahnen 1 und 2). Wihrend der Grofteil aller zelluldren Proteine schon bei einer
Imidazolkonzentration von 30 mM eluierte (Bahnen 3 und 4), konnte das stark

gebundene Fusionsprotein mit 250 mM/500 mM eluiert werden.

4.1.3.4 Untersuchung zur ldentitat von hPar14-6His
Um zu tUberpriifen, ob das hPar14-6His wie das “ungetagte” hPar14 gefaltet ist oder

sich die Faltung durch sechs N-terminale Histidinreste gedndert hat, wurden die
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Abb. 4-5: Test-Reinigung des hPar14-6His. Gleiche Volumenanteile der Aufarbeitungs- und
Reinigungsfraktionen wurden mittels 15%iger SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (Kap.
3.7.1) analysiert. Bahn 1: Molekulargewichtsstandard; Bahn 2: Uberstand nach dem
Zellaufschluss (Kap. 3.9.2); Bahn 3: Uberstand nach der Abtrennung der Ni-NTA Resin (Kap.
3.9.3) mit spezifisch gebundenen hPar14-6His; Bahn 4: Erster Waschschritt mit 30 mM
Imidazol; Bahn 5: Letzter Waschschritt mit 30 mM Imidazol; Bahn 6: Elution des Fusions-
proteins mit 250 mM Imidazol; Bahn 7: Elution des Fusionsproteins mit 500 mM Imidazol.

ppn 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Abb. 4-6: Uberlagerung der 'H-NMR Spektren von hPar14-6His (grin gezeichnet) und
hPar14 (rosa gezeichnet) im Aliphatenbereich. Die Proteinkonzentrationen betrugen 20 uM
und 500 pM in 10% D,O, pH 6.5. Die ubrigen Parameter fir die Aufnahme der Spekiren
waren wie in Kap. 3.11.3 beschrieben. Das 'H-NMR Spektrum von hPar14-6His wurde mit
erhohter Anzahl (532) Scans aufgenommen.
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"H-NMR-Spektren (Kap. 3.11) beider Proteine im Uberlagerungsmodus von
XwinNMR (Bruker, Karlsruhe) verglichen.

Da sich die Spektren durch Anwesenheit der sechs N-terminalen Histidinreste in
hPar14-6His (2H und 4H Protonen) im Amidprotonenbereich (7-10 ppm) erheblich
unterschieden, wurde nur auf den Aliphatenbereich (-1 bis 5 ppm) des Spektrums
zuriickgegriffen (Abb. 4-6). Die hochfeldverschobenen Protonen im Bereich von — 0.2
bis 1.0 ppm sind identisch, was auf die gleiche Tertidrstruktur beider Proteine
schlieBen 1d6t. Das eHn-Proton (dieser Teil des Spektrums ist nicht abgebildet) des
Imidazolrings von Trp84 findet man in beiden Spektren bei der gleichen chemischen

Verschiebung (10.3 ppm).

4.1.4 N, ¥Cc-Markierung von hPar14

PN, C-markiertes hPar14-6His wurde mit Hilfe des E. coli M15/pQE70-hParl4
Expressionssystems von Dr. Holger Bang innerhalb der Arbeitsgruppe in gréferen
Mengen isoliert. Insgesamt konnten durchschnittlich 30 mg hPar14-6His aus einer
Fermentation mit 6 1 Medium gewonnen werden. Das Histidin-markierte Protein lief3
sich im Vergleich zum GST-Fusionskonstrukt nicht nur mit einer hheren Ausbeute
gewinnen, sondern es konnte auch die ,, Tag“-Abspaltung vermieden werden, was die
Reinigung beschleunigt und erleichtert. Das so gewonnene N, '*C-markierte
hPar14-6His wurde fiir den NMR-Versuch zur Modellsubstratbindung eingesetzt. Der

5N, *C-markierten hParl4 wurde

grofite Teil des in dieser Arbeit verwendeten,
jedoch zu Beginn der Arbeit von Dr. Jens Rahfeld gereinigt [32] und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Damit wurden die Strukturaufklarung von

hPar14, und die "N-HSQC-Titrationen mit den DNA-Oligonukleotiden durchgefiihrt.

4.2 NMR-Struktur von hPar14 in Lésung

4.2.1 Homonukleare zweidimensionale Experimente

Fiir die Aufklarung der Sekundédr- und Tertidrstruktur des Proteins wurden die in
Kapitel 3.11.4 beschriebenen Spektren verwendet. Begonnen wurde mit der
Identifizierung der Spinsysteme aus zweidimensionalen Spektren einer unmarkierten

Probe.
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4.2.1.1 Identifizierung der Spinsysteme mit Hilfe von 2D-Spektren

Einige typische Spinsysteme konnten direkt {iber ihre charakteristischen
Verschiebungen identifiziert werden [53]. Dabei wurden hauptsichlich die
Fingerprintregionen der TOCSY- und COSY-Spektren ausgewertet. In Abb. 4-7 ist
dies exemplarisch fiir Aminosduren Ala37, Ala98, Vall03, Aspl07, Lys108 und
Val127 dargestellt.
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Abb. 4-7: Fingerprint-Region des TOCSY-Spektrums von hPar14. Die Spinsysteme fir die
Aminosauren Ala37, Ala98, Val103, Asp107, Lys108 und Val127 wurden eingezeichnet.
Verschiebungen sind auf den Achsen in ppm angegeben.

Mit dieser Methode konnten viele, aber nicht alle Spinsysteme vollstindig zugeordnet
werden. Vor allem bei langkettigen Aminosduren (z.B. Ile124, Ile125) fehlten die
Kreuzresonanzen der y und 0 Protonen, da hier der Magnetisierungstransfer entlang
der Seitenkette durch die auftretende Relaxation abgeschwicht wurde. Bei
Aminosduren, die in Helices oder loop-Regionen liegen (z.B. Leu44 und LeulOl1),

wurde der Magnetisierungstransfer zusétzlich durch die kleine 3 J(Hn-Hg)-Kop-
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plungskonstante vermindert, so dass Spinsysteme aus diesen Regionen nur schwach
oder gar nicht zu beobachten waren.

In vielen Féllen musste daher auf das NOESY Spektrum zuriickgegriffen werden.
Intraresiduale NOEs, die die rdumliche Nachbarschaft von Protonen innerhalb einer
Aminosdure anzeigen und daher weitestgehend den TOCSY-Resonanzen entsprechen,
konnen zur Identifizierung von Spinsystemen verwendet werden. In den {iber-
wiegenden Fillen unterscheiden sich diese NOEs von interresidualen, also solchen,
die von Protonen verschiedener Aminosduren erzeugt werden, durch ihre Intensitit.
Intraresiduale NOEs sind deutlich stdrker als interresiduale und lassen sich in
Verbindung mit einem COSY Spektrum zur Identifizierung und Vervollstindigung
von Spinsystemen nutzen. Mit Hilfe dieser Strategie konnten unter anderem die
Systeme der Aminosduren Ile43 und Leu58 zugeordnet werden.

Wihrend sich in den Spektren von Parvulin die Spinsysteme der Faltblattstrange 1, 2
und 4 durch die groBe Dispersion der Resonanzen der darin befindlichen
Amidprotonen leicht isolieren und zuordnen lieBen, {iberlappten die entsprechenden
Resonanzen einiger Helices und loop-Regionen stark. Die Spinsysteme Ile52, Ser60
bis Arg63, Tyr71 bis Gly80 (und damit die gesamten a-Helix3) und Ala97 bis Vall10
(Teil der a-Helix-4 und der daran anschlieenden loop-Region) konnten aus diesen
Griinden nicht mit Hilfe der 2D-Spektren zugeordnet werden. Dies war der
Hauptgrund fiir eine *C- und ""N- Isotopenmarkierung von hParl4 und die

anschliessende Durchfithrung mehrdimensionaler Experimente.

4.2.1.2 Sequentielle Zuordnung der Spinsysteme mit Hilfe von 2D-Spektren

Die sequentielle Zuordnung der gefundenen und identifizierten Spinsysteme erfolgte
durch Auswertung der sequentiellen dnn, dan und dgny NOEs. Ausgehend von einer
Hqy-Hn-Kreuzresonanz  von  Aminosdure A im  COSY-Spektrum kann die
entsprechende Hq-Hn-Resonanz der in der Kette folgenden Aminosdure B dadurch
identifiziert werden, dass sie die chemische Verschiebung des Hg-Protons von A
(Hq(1)) und des Hn-Protons von B (Hn(i+1)) aufweisen muf3. Die beiden Protonen
sind weder geminal noch vicinal miteinander verbunden, sind aber weniger als 5 A
voneinander entfernt. In diesem Falle ist ein NOESY-Spektrum sehr hilfreich, in dem
die rdumliche Verkniipfungen zweier Protonen in Form von Kreuzresonanzsignalen

(NOEs) sichtbar sind. An der Kreuzungsstelle der beiden Hy-Hn-Resonanzen zweier
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benachbarter Aminosduren im COSY Spektrum muf3 deshalb ein NOE im NOESY-
Spektrum zu finden sein. Das resultierende chaintracing der Aminosaurenkette, ist in
Abbildung 4-8 exemplarisch fiir die Aminosduren Ile125 bis Lys131 (viertes
B-Faltblatt mit C-Terminus) in der Ho-Hn-Region des NOESY-Spektrums dargestellt.
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Abb. 4-8: Chaintracing der Aminosauren lle125 bis Lys131 im Fingerprint-Bereich. Dargestellt
ist eine Uberlagerung von COSY-Spektrum (rot-blau) und NOESY-Spektrum (griin). Die
Verschiebung ist auf beiden Achsen in ppm aufgefiihrt.

Die Zuordnung der aromatischen Ringsysteme zu ihren aliphatischen Seitenketten
erfolgte tiber intraresiduale NOEs von Ringprotonen zu den B-Protonen (z.B. Hs Phe
oder Tyr). Die Proline, die als Iminosduren keine Hy-Resonanz aufweisen, konnten
nach Zuordnung aller NOEs tiber die Hq(i)-Hs(i+1)-NOEs identifiziert werden. Die
Hq(i)-H5(i+1)-NOEs sind charakteristisch fiir trans-Xaa-Pro Bindungen. Sie konnten
fiir alle Proline mit Ausnahme von Proll4 gefunden werden. Durch die starke
Uberlappung im random coil Bereich waren einige Resonanzen von Aminosiuren

Lys4 bis Gly35 des Aminoterminus nicht eindeutig zu identifizieren.
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4.2.2 Heteronukleare Spektren

Da eine komplette Zuordnung aller Resonanzen mit homonuklearen 2D-Spektren
nicht durchfiihrbar war, wurden heteronukleare Experimente mit '°N/'*C-markiertem
hPar14 aufgenommen.

Mit Hilfe der dreidimensionalen Spektren war es wegen der Einfilhrung zweier
weiteren Dimensionen und der daraus folgenden groBeren Dispersion der Signale in
der Stickstoff- und Kohlenstoffdimension moglich, die bis dahin in den 2D-Spektren
getroffenen Zuordnungswege zu bestitigen und die noch fehlenden Aminosduren

sequenzspezifisch zuzuordnen.

4.2.2.1 Zuordnung der Heterokernresonanzen des Proteinrickgrats

Um die in homonuklearen Spektren {iiberlagerten Signale voneinander zu trennen,
bedient man sich der NMR-Techniken, die das Spektrum durch eine zusétzliche
Heterokern-Dimension entzerren. Einen einfachen Fall der Erweiterung auf zwei
Dimensionen stellt das '"N-HSQC-Spektrum dar, das oftmals als Baustein weiterer
komplexerer Spektren verwendet wird. In Abbildung 4-9 ist ein 'H-{"’N}
heteronukleares NOESY Spektrum von hParl4 abgebildet. Im normalen (direkt
detektierten) ’N-HSQC-Spektrum entspricht jede Resonanz (Peak) der NH Gruppe
einer Aminosdure. Im Unterschied zum HSQC-Spektrum enthélt das invers
detektierte '°N heteronukleare NMR-Spektrum zusitzlich Informationen iiber die
Beweglichkeit der einzelnen NH Gruppen. NH Gruppen mit hoher Beweglichkeit
(schneller als die Gesamtbewegung des Proteins = Tumbling) zeigen negative hetero-
NOEs. NH-Gruppen, die relativ unbeweglich sind und sich nur mit dem gesamten
Molekiil reorientieren, weisen positive NOEs auf. Negative hetero-NOEs sind daher
in ausgedehnten flexiblen loop-Regionen und den nicht strukturell eingebundenen C-
und N-Termini von Proteinen zu erwarten.

Aus Abbildung 4-9 wird ersichtlich, dass die negativen hetero-NOEs zu dem
aminoterminalen Teil von hParl4 gehoren, was darauf hinweist [84,85], dass der
Aminoterminus sich in einer anderen Zeitskala als der Rest des Proteins bewegt. Dies
zusammen mit der Position der entsprechenden Resonanzen im random coil-Bereich
bestitigt, dass sich im Sequenzbereich von K4 bis G34 der Sequenz keine
Sekundarstrukturelemente befinden und der Aminoterminus flexibel und ungefaltet

vorliegt.
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Abb. 4-9: "H-{">N} NOE Spektrum von hPar14. Die hetero-NOEs fiir die Aminosauren K4 bis
R131, mit Ausnahme der Proline, wurden eingezeichnet. Blaue Resonanzen entsprechen den
negativen hetero-NOEs von Aminosauren K4-G34.

In HSQC und hetero-NOE Spektren von hParl4 ist zu erkennen, dass die meisten
NH-Resonanzen, die in den zweidimensionalen Spektren mit anderen {iberlagert
waren, nun in der zweiten Dimension aufgespreizt werden konnten. Das gilt zum
Beispiel fiir die Resonanzen der Aminosduren Met52, Met62, Glu53, Glyl21. Wie
jedoch die Gruppe von Peaks bei der *N-Frequenz 122 ppm (Cys45, Valll6 und
I1e24) zeigt, sind hier noch Uberlagerungen vorhanden. Um diese aufzulésen und die
Resonanzen der Seitenketten zuordnen zu konnen, wurde die dritte Dimension und die
Doppelmarkierung mit >C und '°N verwendet.

Fiir doppelt markierte Proben lassen sich Informationen iiber Riickgrat-Resonanzen

und die [-Kohlenstoffatomen aus der Kombination von HNCA und CBCACONH
gewinnen. Durch die Auswertung der Signale im HNCA-Spektrum, wo jedes H-
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Atom mit seinem N-Atom und dem Cq der eigenen und der vorherigen Aminosiure
verknlipft werden kann, konnten mit Ausnahme von Ala76, Arg 77 und GIn78 alle
Spinsysteme der hParl4-PPlase-Domine (Asn36 bis Lys131) durch Cyq-CO-N-Cq
Verbindung sequenziell zugeordnet werden. Das resultierende sequentielle Zuordnung
der Aminosdurenkette ist in Abbildung 4-10 exemplarisch fiir die Cy, Hy, N-Reso-
nanzen der Atome der Aminosduren Met52 bis Leu58 aus 0-Helix1 dargestellt.
Obwohl sie sich theoretisch durch ihre relative Intensitdt unterscheiden, (i-1)-Kor-

relationen sind wegen der kleineren “J(Ni-Cq i1 )-Kopplung schwicher als die Signale

der J(N;-Cq j)-Kopplung, waren die Signale in diesem Spektrum manchmal von recht

dhnlicher Intensitit oder auch {iberlagert, was die zuverldssige Identifizierung

erschwerte.

M52 118,735 ES3 124,045 [A5d 121,391 M55 116,609 |[E56 118,735 K57 118,735 [L58 121,922

Abb. 4-10: Sequentielle Zuordnung von Cg-Resonanzen der Aminosauren Met52 bis Leu58
im HNCA-Spektrum. Dargestellt sind die "°C-'H Ebenen mit verschiedenen >N-Koordinaten.
Die Verschiebung ist oben ("°N) und unten ('H) in ppm aufgefihrt.

Die restlichen C4, Hy, N—Resonanzen der 35 Aminosduren des Aminoterminus kon-
nten nur teilweise verknlipft werden. Die Cy-CO-N-Cqy Verkniipfungen zwischen den
Resten Metl bis Ser21 fehlten, ab Asp22 konnte sequenzspezifisch zugeordnet
werden. Die zugehorigen Cg-Frequenzen der eigenen und der vorherigen
Aminoséuren lieBen sich bereits anhand ihrer chemischen Verschiebungen [92] aus
dem CBCACONH-Spektrum gewinnen. Die zugehorige Carbonylkohlenstoffe
wurden durch die HNCO, bzw. HNCACO-Experimente ermittelt.
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4.2.2.2 Zuordnung der Seitenkettensignale

Die Resonanzen der Seitenkettenprotonen kénnen mit Hilfe eines '“N-editierten
TOCSY Spektrums (’N-TOCSY-HSQC) zugeordnet werden. Dieses Spektrum
enthdlt in einer Projektionsrichtung ein '"N-HSQC in einer zweiten ein
homonukleares TOCSY, in dem selektiv nur die Spinsysteme {iber den
Amidprotonenresonanzen zu sehen sind. Basierend auf der Zuordnung aller NH-
Resonanzen, konnen die zugehorigen Spinsysteme ausgelesen werden. Bei den
N-TOCSY-HSQC-Experiment wird fiir den Magnetisierungstransfer die "J(Hx-H;)
Kopplung genutzt, die jedoch bei n > 3 weniger effektiv wird und durch die Relaxa-
tion wihrend der TOCSY-Mischzeit (T;p-Relaxation) zusétzlich abgeschwécht wird.
Im Spektrum von hPar14 konnten die Frequenzen fast aller a- und 3-Protonen, sowie
einiger y-Protonen zugeordnet werden. Die Resonanzen von Protonen langkettiger
Aminosduren blieben wie schon im homonuklearen TOCSY-Spektrum meist
unsichtbar.

Um die lbriggebliebenen Protonen- und Kohlenstoffresonanzen der Seitenketten
moglichst vollstindig zuordnen zu kénnen, wurden zusitzlich ein HBHACONH, ein
BC editiertes TOCSY (*C-TOCSY-HSQC) sowie ein HCCH-TOCSY aufgenommen.
Wahrend man im HBHACONH die Resonanzen der restlichen [-Protonen finden
konnte, diente das "’C-editierten TOCSY zur Identifizierung von Protonen- und
Kohlenstoffresonanzen langkettiger Aminosduren und von Iminoséuren (Proline). Da
sich bei der Aufnahme eines *C editierten TOCSYs hnliche Probleme stellen wie
bei der "N editierten Variante, wurden zur Erginzung ein HCCH-TOCSY
aufgenommen. Dieses Experiment nutzt zum Magnetisierungstransfer die grof3e
'J(C-C) Kopplung von 30 Hz. Die bis hierhin getroffene sequenzspezifische
Zuordnung aller Resonanzen wurde mit Hilfe eines ’N-NOESY-HSQC iiberpriift.
Wie das homonukleare NOESY -Spektrum bietet diese dreidimensionale Ausfiihrung
die Moglichkeit entlang des Riickgrats der Aminosdurekette zu ,,wandern® (siche
chaintracing, Kapitel 2). Der Vorteil gegeniiber des 2D-Spektrums ist jedoch, die
hohere Dispersion und damit eine erhohte Eindeutigkeit bei der NOE-Suche. Ein
weiterer Vorteil ist, dass die Uberlagerungen von NOEs, die zwischen Amid- und
aliphatischen Protonen einerseits und Ring- und aliphatischen Protonen andererseits

entstehen, aufgehoben werden.
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Das chaintracing anhand eines '"N-NOESY-HSQC Spektrums ist in Abbildung 4-11
exemplarisch anhand der Resonanzen von Aminosére Glu96 bis Leul01 aus a-Helix-

4 dargestellt.
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Abb. 4-11: Identifizierung der Spinsysteme nach der sequenzspezifischen Zuordnung der Ca,
Hn, N—Resonanzen zu den jeweilli1gen Atomen der Aminosauren am Beispiel von GIlu96 bis
Leu101. Dargestellt sind die 'H-'H Ebenen des '°N-NOESY-HSQC-Spekrums mit
verschiedenen '°N-Koordinaten. Die Verschiebung ist in ppm aufgefihrt.

Mit Hilfe der hier beschriebenen Experimente konnten die Resonanzen aller Protonen,
Stickstoff- und Kohlenstoffatome des N-Terminus ab Asp22 - Gly34 und der PPlase-
Domidne von hParl4 (Gly35 - Lysl31) mit Ausnahme der Frequenzen von
Aminosdure Gly79 und Gly92 zugeordnet werden. Die Zuordnung der schwachen
Resonanzen von Ala76, Lys77 und GIn78 blieb unsicher. Die chemischen Ver-

schiebungen finden sich in [95].

4.2.3 Bestimmung von Sekundarstrukturparametern
Die Sekundérstruktur von Parvulin wurde iiber drei unabhingige Parameter bestimmt:

Abweichungen der chemischen Verschiebung vom Durchschnittswert fiir Peptide (der
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so genannte chemical shift index), aus der Grosse der *J(Hx-Hq)-Kopplungkonstanten

und aus spezifischen NOEs.

4.23.1 Bestimmung der Sekundarstruktur mit Hilfe der chemischen
Verschiebungsanalyse

Zwischen den chemischen Verschiebungen der verschiedenen Atome (Cq, Cg, CO und
Hy) und der ausgebildeten Sekundérstruktur besteht ein direkter Zusammenhang
(Kap. 3.12.2).
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Abb. 4-12: Graphische Darstellung der Abweichungen der einzelnen chemischen
Verschiebungen in hPar1435.43; von den random coil-Werten. Oben sind die
Sekundarstrukturelemente von hPar14 schematisch dargestellt: ,Pfeile” bedeuten -
Faltblattstrange und ,Réhren“ o-Helices. Zur Berechnung der Hy-Verschiebungsindizes
(CSI) wurde die Methode von Wishart et al [90] verwendet. Die Balken kennzeichnen die
Differenz zu den random coil-Werten, die grofRer (Balken nach oben) oder kleiner (Balken
nach unten) als 0.1 ppm ist. Fiir die chemische Verschiebung von C, und CO sind absolute
Differenzen in ppm von den random coil-Werten als Balken dargestellt.
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In Abbildung 4-12 sind die Abweichungen der verschiedenen Kerne von den random
coil-Werten aufgezeigt. Aufgrund des in Kap. 3.12.2 definierten Algorithmus erhalt
man fiir die Bereiche Asn36 - Cys45, Gly80 - Met85, Valll0 - Thr118, Phel22 -
Gly129 eine Vorhersage auf 3—Faltblattstruktur, in der Region Lys50 - Lys59, Arg63
- Tyr71, Pro93 - Leul01 eine auf a-helikale Struktur. Alle drei Gruppen (Ca, CO und
Hq) (Abb.4-12) weisen in ihren Verschiebungsparametern gute Ubereinstimmung auf.
Fiir die Aminosduren Lys4 - Gly35 (soweit zugeordnet) blieb die Abweichung der
chemischen Verschiebung von den random coil-Werten < + 0.1 ppm (CSI = 0), was

auf nicht vorhandene Sekundarstrukturelemente in diesem Bereich hinweist.

4.2.3.2 Quantitative Bestimmung der 3J(Hy-Hq)-Kopplungskonstante

Aussagen tiber die Sekunddrstruktur konnen auch aufgrund der dihedralen Winkel
gemacht werden, die durch die Karplus-Gleichung (Kap. 3.12.1.2) in Verbindung zur
vicinalen *J(Hn-Hq) Kopplungskonstante steht. Die Kopplungskonstante *J(Hy-Hq)

Wou3 : 33 i2w3 : 68 W2w3 3 16 Wowd : 27 2w3 3 32 Wwow3 3 41 hwd : 47 |
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Abb. 4-13: '"H-'"H Ebenen des HNHA-Spektrums von hPar14 mit verschiedenen '°N-
Koordinaten. Jeder Ausschnitt stellt ein Kreuzresonanz-Diagonalresonanzpaar fir Hy-H,
einer Aminosaure dar. Die Kreuzresonanzen (positiv) sind rot gezeichnet, die Diagonal-
resonanzen (negativ) sind blau. Die chemische Verschiebung ist in ppm aufgefihrt.
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erschlieft sich im Tripelresonanz-Experiment HNHA aus dem Intensitdtverhéltnis
von Kreuzsignal zu Diagonalsignal. Die Kreuzresonanz-Diagonalresonanzpaare sind
exemplarisch fiir den mittleren Teil des [3-Faltblatt-1 in Abb. 4-13 dargestellt.

In Abbildung 4-14 sind die im HNHA ausgewerteten Kopplungskonstanten gegen die
Sequenzposition aufgetragen. Kopplungskonstanten von > 7 Hz fiir sequentiell
aufeinanderfolgende Aminosduren charakterisieren einen Faltblattstrang, Konstanten
< 6 Hz einen a-helikalen Bereich. Die Konstanten in loop-regionen variieren stark bei
sequentiell aufeinanderfolgenden Resten. Wie in Abb. 4-14 zu sehen ist, war die
Bestimmung der Sekundirstruktur in diesem Falle nicht immer aussagekréftig: nur die
B-Faltblattstrange-1 und 3 und a-Helices-1, 2 und 4 konnten eindeutig identifiziert
werden. Fiir die [3-Faltblattstringe-2 und 4 und o-Helix-3 konnte hingegen keine

Aussage getroffen werden.
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Abb. 4-14: Aus HNHA-Spektrum bezogene 3J(HN-HG)-KoppIungskonstanten in hPar14. Der
random coil-Bereich ist durch horizontale Linien markiert. Entsprechend ihrer
Kopplungskonstanten wurden dihedrale Winkeleinschrankungen bei der Rechnung
berlicksichtigt. Hohe Kopplungskonstanten sind charakteristisch fir Faltblattstrukturen,
niedrige fir helikale Bereiche. Oben sind die Sekundarstrukturelemente von hPar14
schematisch dargestellt: ,Pfeile“ bedeuten -Faltblattstrdnge und ,Rdhren“ o—-Helices.

4.2.3.3 Analyse von NOE-Kreuzresonanzen
Obwohl die in den Kapiteln 4.2.3.1 und 4.2.3.2 aufgefiihrten Punkte die
Strukturbestimmung unterstiitzen, beruht die Strukturberechnung zum gréften Teil

auf der Bestimmung dihedraler Einschrankungen aufgrund von NOEs. Bestimmte
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sequentielle und medium range-NOE sind typisch fiir Sekundérstrukturelemente [53].
Die in hPar14 gefundenen NOEs sind in Abbildung 4-15 aufgefiihrt. Die in den
vorausgehenden Kapiteln beschriebenen Sekundirstrukturelemente werden durch die

entsprechenden NOEs deutlich charakterisiert.
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Abb. 4-15: Ubersicht Uber sequentielle und mittelreichweitigen NOEs. Es sind auBerdem
diejenigen Aminosauren markiert, fir die dihedrale Winkelbeschrankungen gefunden wurden
(bezeichnet mit J4n) oder deren Amidproton in D,O langsam austauschen (bezeichnet mit o).
Bei den NOEs bezeichnen Zahlen hinter den Angaben die relativen Sequenzpositionen. Die
Intensitat der NOEs wird in dieser Abbildung nicht berlicksichtigt.
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Die fiir eine helikale Sekundarstruktur charakteristische Beobachtung von sukzessiven
dnn—NOEs mit gleichzeitig auftretenden dyn2-NOESs konnte fiir die Sequenzabschnitte
von Lys50 bis Lys59, Met62 bis Tyr71 und Pro93 bis Leul01 gemacht werden. Die
Lage der a-Helices wurde durch das Vorhandensein von dgn3, dogs und dgna-NOEs

bestitigt.

4.2.3.4 Austausch von Hy-Protonen in D,O

In ungefalteten Peptidketten tauschen die Amidprotonen des Proteinriickgrats in einer
D,0-Losung mit den Deuteronen des Losungsmittels aus. Amidprotonen sind deshalb
im NMR-Spektrum eines Peptids in D,O nicht sichtbar. Kommt es jedoch zur
Behinderung des Austauschs durch Einbau von Amidprotonen in Wasserstoffbriicken,
konnen diese Protonen im NMR-Spektrum oft selbst nach mehrer Stunden oder Tagen

noch beobachtet werden.
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Abb. 4-16: Schematische Darstellung der Faltblatter 31-B4. Beobachtete NOEs (schwarze
Pfeile) und auf der Grundlage langsam austauschender Amidprotonen (graue Kreise) postu-
lierte Wasserstoffbriicken (gestrichelte Linien) sind eingezeichnet.
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Insgesamt wurden 39 Aminosduren im D,O-"N-HSQC-Spektrum von hParl4
identifiziert, deren Hy-Proton nach drei Tagen in DO nicht vollstdndig ausgetauscht
hatten: Val38, Lys39, Val40, Arg4l, His42, Ile43, Leud4, Cys45, Lys50, Ile51,
Met52, Glu53, Ala54, Met 55, Glu56, Lys57, Leu58, Lys59, Val67, Ala68, Ala69,
GIn70, Tyr71, Ser 72, Asp74, Met85, Ala98, Phe99, Alal00, LeulO1, Valllo,
Aspl13, Valll6, Thr118, Tyr122, His123, Ile124, Ile125, Met126, Vall127, Glul28,
Gly129, Argl30.

Wie man aus Abbildung 4-16 entnehmen kann, liegen die genannten Aminosduren in
Sekundarstrukturelementen vor. Nicht austauschende Amidprotonen wurden als
,» Wasserstoffbriicke™ interpretiert und als Distanzeinschriankung in der anschlieBenden

Strukturberechnung verwendet.

4.2.3.5 Zusammenfassende Charakterisierung der Sekundarstrukturelemente

Die Sekundérstrukturelemente sind schematisch in Abb. 4-17 dargestellt. In dem N-
terminalen Teil (Metl - Gly35) sind keine Sekundérstrukturelemente vorhanden. Die
a-helikalen Bereiche befinden sich im Sequenzbereich von Lys50 bis Arg77 (,,Helix-
loop-helix“- Motif, bestehend aus drei a—Helices und dazwischenliegenden loop-
Regionen) und Pro93 -LeulO1 (a—Helix-4). Wahrend a—Helix-3 nur aus einer heli-
kalen Windung besteht (Asp74 - Arg77), erstreckt sich o—Helix-1 iiber 10 Reste bzw.
tiber 2.5 Windungen (Lys50 - Lys59), die beiden anderen (02, 04) — je iiber 9 Reste
bzw. liber 2.3 Windungen (Arg63 - Tyr71 und Pro93 - LeulOl). Es gibt vier
B-Stringe, die antiparallel angeordnet sind. Die Aminosduren Ile43 - Cys45
(B1) bilden mit dem Abschnitt Gly80 - Met85 (32) ein antiparalleles 3—Faltblatt aus,
das sehr gut durch die entsprechnden NOEs und Wasserstoffbriicken definiert ist
(Kapitel 4.2.3.4). Die Aminosduren Ala37 - Cys45 des ersten Stranges (31 bilden
zusitzlich mit den Resten Phel22 - Glyl129 (4) noch ein antiparalleles [—Falt-
blatt aus. Ein drittes antiparalleles B—Faltblatt (33) wird durch die reste Valll0 -
Thr112 und Valll6 - Lys119 gebildet so, dass die beiden aufeinander folgenden

Prolinreste (Prol14, Pro115) dem Lésungsmittel exponiert sind.
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Abb. 4-17: Schematische Darstellung der Sekundarstrukturelemente von hPar14. Die
Faltslatter sind mit 31 - B4, die Helices mit a1 - a4 bezeichnet. Die Lage der Sekundar-
strukturelemente wurde mit Hilfe von typischen NOEs, dihedralen Winkeln und Wasser-
stoffbriicken bestimmt.

4.2.4 Berechnung und Charakterisierung der dreidimensionalen Struktur
Mit Hilfe der aus den NMR-Spektren gewonnen Informationen wurde unter

Verwendung des X-PLOR-98-Programms die Struktur des hPar14 berechnet.

4.2.4.1 Strukturberechnung

Die Strukturberechnung erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Peter Bayer, der
freundlicherweise die XPLOR-98 Protokolle zur Verfiigung stellte.

Die aus den Spektren erhaltenen NOEs und Kopplungskonstanten sowie in D,O
langsam austauschende Amidprotonen wurden als experimentelle Daten wie in
Kapitel 3.13 besprochen in ein simulated annealing Protokoll gesteckt. Insgesamt
wurden im Rahmen dieser Arbeit 1042 NOEs gefunden, davon 120 intraresiduale und
922 interresiduale. Letztere lassen sich noch einmal unterteilen in 397 long range-
NOE:s (i, i+5), 167 medium range-NOEs (i, i+2 bis i, i+4) und 358 sequentielle NOEs.
Im Durchschnitt wurden fiir die Strukturberechnung zehn NOEs pro Aminosédure
herangezogen. Bereiche niedriger Definition sind vor allem die loop-Regionen, solche
hoher Definition die rigiden Sekundérstrukturen. Am meisten (bis zu 40) NOEs
fanden sich zu langkettigen aliphatischen oder aromatischen Aminoséduren, die in das

Proteininnere hereinragen, beispielsweise His42, 1le43, Leu58, Phe64, Val67, Tyr71,
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Phe94, Phel22, His123 und Ile125. Daneben dienten 71 3J(HN-HO()-Kopplungs-
konstanten zur Bestimmung einer gleichen Anzahl an dihedralen Winkeln und 38 in
D,0 langsam austauschende Amidprotonen zur Festsetzung von Wasserstoftbriicken.

Im Computer wurde das Autheizen einer ungefalteten Peptidkette mit der Sequenz
von hParl4 auf 2000 K simuliert (10 ps) und das Protein anschlieBend einer
langsamen Abkiihlphase unterzogen (simulated annealing). Wahrend der Kiihlzeit
(5ps) erhilt die Peptidkette die Moglichkeit, die experimentellen und die als
Parameter vorgegebenen Einschrinkungen zu erfiillen Abweichungen werden dabei
mit einem energetischen Term bestraft. Eine nach jedem Abkiihlschritt eingesetzte
Energieminimierungsphase sorgt dafiir, dass am Ende der Rechnung ein
dreidimensional gefaltetes Molekiil entsteht, das alle Einschriankungen weitestgehend
erfillt. Um eine Abhédngigkeit des Resultats von den Ausgangskoordinaten der
ungefalteten Startstruktur auszuschliessen, wurden 50 Strukturen mit jeweils unter-
schiedlichen Startwerten kalkuliert. Abb. 4-17 zeigt die Auftragung der Gesamt-
energie der Strukturen und den Strafterm fiir NOE-Verletzungen nach steigender
Energie. Das Profil des Strafterms zeigt, dass die Strukturen bis etwa 25 nahezu
gleiche Energien besitzen und dann ein Anstieg des Energieterms zu sehen ist. Die
ersten 25 Strukturen wurden deshalb zu einem Ensemble zusammengefasst, das die

Parvulinstruktur reprédsentiert.
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Abb. 4-17: Energieprofil von 50 berechneten Strukturen. m- Gesamtenergie;e-Energie der
Verletzungen der experimentellen Daten (NOEs). Die Skala an der Ordinate ist logarithmisch.
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4.2.4.2 Qualitat der Strukturen

Die Qualitit der berechneten Strukturen kann anhand von Energien und
Standardabweichungen abgeschitzt werden. Die einzelnen Energieterme geben dabei
einen Anhaltspunkt iiber die Abweichung der Strukturen von der Idealgeometrie und
von den experimentellen Daten. Die Durchschnittswerte der Energien und der
Standardabweichungen von der idealen Geometrie sind in Tabelle 4-1
zusammengefasst.

Der relative hohe RMSD-Wert (1.45 = 0.16 A), der aus den 25 ausgewihlten
Strukturen fiir das gesamte Proteinriickgrat berechnet wurde, sinkt deutlich bis zu
0.81 A, wenn die flexiblen loop-Regionen (Cys45 - Lys50, Lys58 - Phe64, GIn70 -
Asp81, Thr86 - Prol15, Lys119 - Tyr122) von der Rechnung ausgenommen werden.
Die deutlich bessere Konvergenz der Sekundirstrukturelemente deutet darauf hin,
dass die globale Struktur gut definiert ist, es aber flexible oder weniger gut definierte

Bereiche im Protein gibt.

Tabelle 4-1: Durchschnittliche Energie- und RMSD-Werte fir die 25 ausgewahlten Strukturen.

Durchschnittliche Energien Energie, kcal/mol
Etotal 24349
Ewow 13.9+2.7
Enoe 11.5+2.9
Eangle 177135
Ebond 71+£1.6
Eimproper 33.946.6
Einedral 0.2+0.01
Standardabweichungen RMSD
Bindungsléngen (A) 0.002+0.0004
Bindungswinkel (Grad) 0.571£0.115
Lmproper‘ Winkel (Grad) 0.47+0.095
NOE (A) 0.055+0.008
dihedrale Winkel(Grad) 0.014+0.003
RMSD-Werte der 25 Strukturen untereinander RMSD(A)
Proteinriickgrat (Sekundarstrukturbereiche) 0.81+0.07
Schweratome (Sekundarstrukturbereiche) 1.29+0.08
Proteinrickgrat (36-131) 1.45+0.16
Schweratome (36-131) 2.0840.16
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Die unterschiedliche Flexibilitit einzelner Sequenzabschnitte ist in Abbildung 4-18
dargestellt. Die flexiblen Bereiche, die fiir den hohen RMSD-Wert des gesamten
Proteinriickgrates verantwortlich gemacht sind, befinden sich in den loop-Regionen
von Arg77 - Gly79, Thr86 - Gly92 und Prol02 - Prol09. Die Abschnitte mit
niedrigeren lokalen RMSD-Werten stehen in Ubereinstimmung mit den Bereichen, in

denen sich die Sekundirstrukturelemente befinden

Abb. 4-18: ,Wurst“-Darstellung (MOLMOL [97]) einer Uberlagerung von 25 Strukturen von

hPar143¢.431. B-Faltblatter sind griin, a-helikale Bereiche rot markiert. Abbildung wurde aus
[96] entnommen.

4.2.4.3 Die Tertiarstruktur von hPar14

Die Tertidrstruktur von hParl14 34.13; besteht aus einem vierstrangigen gekriimmten [3-
Faltblatt, das wie die Innenfliche einer Hand um die a-Helix-4 gewunden ist
(Anordnung Paaafap). a-Helices-1, 2 und 3 befinden sich auf der konvexen Seite
des Faltblattgeriists. Dies ist dreidimensional in Abb. 4-19 dargestellt. Die
Seitenketten der hydrophoben Reste Leu58, Phe64 und Val67 der amphiphatischen
o—Helices-1 und 2 machen VDW-Kontakte zu den Seitenketten von Ile43 und Ile124
der Faltblattstringe 1 und 4. Der Kern des Proteins wird durch die hydrophoben
Seitenketten der aromatischen Aminosduren Phe94 und Phe99, der a-Helix-4 und den

langkettigen Aminosduren Leud4, Leu82, Leul25 aus den [-Faltblattern gebildet.
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Abb. 4-19: Tertiarstruktur von hPar143¢ 43¢. Dargestellt (MOLSCRIPT [98]) ist der Verlauf des
Proteinrickgrates. Die Sekundarstrukturelemente sind rot flr Helices und griin fir Faltblatter
dargestellt.

4.3 Untersuchungen zur Interaktion von hPar14 mit einem Modelsubstrat

In einem PPlase-Aktivititstest wurde nachgewiesen, dass hParl4 fiir bestimmte
Substrate eine schwache PPlase ist [32]. Bei diesem Assay konnte die cis/trans-
Isomerisierung der Xaa-Pro-Peptidbindung eines Tetrapeptid-4-Nitroanilids, in dem
der Aminosdurerest Xaa zur Ermittlung der Substratspezifititen von PPlasen durch
eine Reihe proteinogener Aminosdurereste ersetzt wurde, spektrophotometrisch
verfolgt werden. Fiir das Oligopeptid Succinyl-Ala-Arg-Pro-Phe-para-nitroanilin ist
die Spezifitit der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung durch hPar14 am hochsten
mit einem k../Ky -Wert von 4x10° M'xs™!. Da das natiirliche zelluldre Substrat fiir
hParl4 bis jetzt noch nicht bekannt ist, sollte in der vorliegenden Arbeit die
Interaktion zwischen hPar14 und dem Modellsubstrat aus dem PPlase-Aktivitdtstest
charakterisiert werden. Es sollte untersucht werden, welche Anderungen in der

Struktur von hPar14 bei der Bindung auftreten.
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4.3.1 Einflul’ der Substratbindung auf die chemische Verschiebung

Welche Aminosiurereste von hParl4 mit dem Modelsubstrat wechselwirken, wurde
anhand zweidimensionaler '’N-HSQC-Spektren bestimmt (Kap. 3.11.5.1). hParl4
wurde 15N,”C-markiert eingesetzt, so dass ausschlieflich die vom Protein
stammenden Resonanzen in den Spektren sichtbar waren. Eine Anderung der
chemischen Verschiebung (‘H oder '’N) der Resonanzen bei der Modelsubstratzugabe
deutet auf Bindung hin. So konnen durch eine Analyse dieser Anderungen
Sequenzregionen von hParl4 identifiziert werden, die an der Bindung des Model-
substrates beteiligt sind. In Abbildung 4-20 ist eine Uberlagerung der ""N-HSQC-
Spektren von hPar14 in An- und Abwesenheit des Modelsubstrates dargestellt.
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Abb. 4-20: Ausschnitt aus der Uberlagerung der ">N-HSQC-Spektren von "°N, "*C-markiertem
hPar14 (0.2 mM) in Anwesenheit (hellblaue Konturlinien) und Abwesenheit (rosa Konturlinien)
von 0.2 mM (1:1) Modelsubstrat (Kap. 3.11.5.1). Die Pfeile zeigen die Richtung der Ver-
schiebungen einzelner Resonanzen nach der Modelsubstratzugabe (1:1) an. Die NMR-
Spektren wurden bei 300 K 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.5 mit 150 mM KCI, 1.5 mM MgCl, ,
10% (v/v) D,O aufgenommen. Die ubrigen Parameter fir die Aufnahme der Spektren waren
wie in Kap. 3.11.4 beschrieben.

Fiir 55 Resonanzen &dnderten sich die chemischen Verschiebungen bei Zugabe des
Peptids (Anhang A). Die Anderung der chemischen Verschiebung ASgesam: (Abb.
4-21A) wurde als Adgesamt = {(A61\1H)2+(A6H)2}1/2 ermittelt, wobei Adx einer
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Verschiebungsdifferenz in ppm entspricht und die Indizes fiir die entsprechenden

Kerne stehen.
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Abb. 4-21: Anderungen der chemischen Verschiebung. A: Auftragung der im "°N-HSQC-
Spektrum ermittelten Anderungen der chemische Verschiebung in ppm von NH-Resonanzen
nach der Modelsubstratzugabe (1:1) gegen die Sequenzposition. B: RASMOL-Darstellung
von hPar1434.431. Aminosauren, die im Komplex mit dem Modellsubstrat im HSQC-Spektrum
deutlich verschobene Signale (mehr als 0.09 ppm) zeigen sind blau mit ihren VDW-Radien
dargestellt.

Anderungen der chemischen Verschiebung treten sowohl bei Resonanzen von
Aminosduren der [3-Stringe-1 und -2 auf, als auch bei Resonanzen von Aminosduren
aus den o-Helices-3 und 4. Anderungen von mehr als 0.09 ppm weisen die Reste
Argdl, 1le43, Ala76, Gly83, Thr86, Met90, Val91, Phe94 auf, welche in Abb. 4-21B
blaugefirbt dargestellt sind.

4.3.2 EinfluB der Substratbindung auf die Austauschraten von Hy-Protonen in
D,O

In D,0 tauschen die meisten labilen Protonen innerhalb der Totzeit des Experiments
mit Deuteronen aus (siche Kap. 3.11.5.3). Die Intensititen der {brigen
Resonanzsignale im *N-HSQC-Spektrum nehmen mit der Zeit ab. Aus der zeitlichen
Abnahme der Intensitit des Resonanzsignals, wie es fir Val67 im freien und
substratgebundenen Zustand von hParl4 in Abbildung 4-22 dargestellt ist, 148t sich

eine Austauschrate ks bestimmen (Anhang C).
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Abb. 4-22: Amidprotoaustausch am Beispiel des Amidprotons von Val67: rot - in Abwesenheit
(kex =0.012 = 0.001 min'1), blau — in Anwesenheit (ke =0.007 = 0.001 min'1) des
Modelsubstrates (1:1 Komplex).

Diese Austauschraten sind in Abbildung 4-23 invers gegen die Sequenzposition der

Aminosduren aufgetragen.
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Abb. 4-23: A: Auftragung der im D20-15N-HSQC-Spektrum ermittelten 1/k.,—Werte gegen die
Sequenzposition in Anwesenheit (rote Kreise) und Abwesenheit (schwarze Kreise) des
Modelsubstrats. B: RASMOL-Darstellung von hPar1434.131. Aminosauren, die im Komplex mit
dem Modelsubstrat Anderungen in den Amidprotonaustauschraten zeigen, sind geférbt
dargestellt. Dabei bedeutet blau: Amidprotonaustauschrate erniedrigt sich; grun:
Amidprtotonaustauschrate erhoht sich (*-nicht signifikant).
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Ein verlangsamter Austausch in Anwesenheit des Modelsubstrates ist fiir die
Amidprotonen von Resten aus dem mittleren Teil des vierstringigen [-Faltblatts
(His42, Ile43, Leud4, His123, Ilel124, Ile125) charakteristisch. Die Austauschraten
von Amidprotonen aus der oben genannten Region, die sich im Durchschnitt bei
einem Wert zwischen 0.025 - 0.030 min"' in freiem Zustand des Proteins befinden,
sinken auf 0.013 - 0.015 min" bei Bindung des Modelsubstrats. Eine Ausnahme
macht His42, bei dem die Differenz zwischen den Austauschraten des Amidprotons
vor und nach Modelsustratzugabe 0.17 min™' betréigt. Die Anwesenheit des Substrats
beeinflusst auch die Amidprotonaustauschraten von Met52, Ala54, Met55, Glu56,
Lys57, Leu58, Lys59, aus der a-Helix-1 und Ala68 aus a-Helix-2. Allerdings sind die
Anderungen in diesem Falle geringer: von durchschnittlich 0.020 - 0.022 (ohne
Substrat) auf 0.018 - 0.019 (mit Substrat) min"'. Im Gegensatz zu der bisherigen
Tendenz, sinkende Austauschraten von Amidprotonen bei Substratzugabe zu
beobachten, stehen steigende Austauschraten von Amidprotonen der Reste LeulO1
und Valll0 (in Abb. 4-23B griin geférbt), die die loop-Region zwischen a-Helix-4
und B-Strang-3 begrenzen. Im Falle von LeulO1 steigt die Austauschrate erheblich

und die Differenz vor und nach der Substratzugabe betrigt 0.16 min™.

4.3.3 Einflul’ der Substratbindung auf die T - Zeiten

Die Bindung eines Substrats kann sowohl zur Anderung der Molekiilbewegung
(tumbling) als auch zur Anderungen in den Schwingungen des CH und NH
Bindungsvektors fiihren. Beide ,,Phdnomene* haben Einflul auf die T; - Zeiten (R; -
Raten) des Amidstickstoffs, welche daher als intrinsische Sonde zur Beschreibung
von Anderungen in der Beweglichkeit des Proteins dienen kénnen. Zur Bestimmung
der Relaxatonszeiten T, wurden Spektren mit inversion recovery-Wartezeiten (Kap.
3.11.4) aufgenommen und wie im Kap. 3.11.5.4 beschrieben ausgewertet (Anhang B).
Wihrend der Wartezeiten im Experiment kommt es zur Relaxation und damit zu einer
Abschwichung der vorhandenen Magnetisierung. Da die Magnetisierung proportional
der Intensitit einer Resonanzlinie im Spektrum ist, 146t sich aus der
wartezeitabhdngige Abnahme der Intensitit des Resonanzsignals eine Relaxationsrate
R; bestimmen, die dem T; umgekehrt proportional ist. Dies ist in Abbildung 4-24
exemplarisch fiir Lys117 von hParl4 im freien und substratgebundenen Zustand

dargestellt.
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Abb. 4-24: Intensitatsabfall der Amidstickstoffresonanz von Lys117 durch T, - Relaxation: rot-
in Abwesenheit (T4 = 384 + 33 ms), blau — in Anwesenheit (T, = 470 £ 45 ms) des
Modelsubstrates.

Die Unterschiede in den Relaxationszeiten (T;) aller Amidstickstoffatome von hParl14
zwischen freiem und modelsubstratgebundenem Zustand sind in Abbildung 4-25

dargestellt.
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Abb. 4-25: Anderungen in den T, - Zeiten der Amidstickstoffatome. A: Auftragung der
Anderungen in T, — Zeiten, die nach Substratbindung beobachtbar waren, gegen die
Sequenzposition der Aminosaurereste. Die roten Linien bezeichnen den Signifikanzbereich
(Anderungen von mehr als 80 ms). B: RASMOL-Darstellung von hPar1436.43,. Aminoséauren,
die im Komplex mit dem Modelsubstrat signifikante Anderungen in den T, zeigen, sind rot
gefarbt.
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Es kommt zu einer Zumahme der T; - Zeiten der Amidstickstoffatome der
Aminosduren Asp81, Leu82 aus [(-Strang-2 und Phe94, GIn95, Ala98, Phe99, die
hydrophober Bestandteil der amphiphatischen a-Helix-4 sind. Die absolute Differenz
betrdgt im Falle von Phe94 und GIn95 mehr als 250 ms. Eine Verringerung der T; -
Zeiten von 80 - 100 ms tritt in den [-Faltblattern auf (Argd1, Gly49, Asp113, Lys117,
Glyl121, Ile125).

4.4 Untersuchungen des hPar14-DNA Komplexes

In Rahmen der Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Zelluldre Biologie der Max-
Planck-Forschungstelle in Halle (Dr. Christine Rascher) wurden DNA-Sequenzen
gefunden, die in einem casting-Verfahren hohe Affinitit zu hParl4 zeigten. Aus
diesen Sequenzen konnte eine consensus-Sequenz abgeleitet werden - die CAAAT-
box. Ziel der im Folgenden beschriebenen Experimente war es, dic Bindung des
hPar14 an DNA spektroskopisch nachzuweisen und den Einfluss der Variation
einzelner Basenpaare aus der consensus-Sequenz auf das Bindungsverhalten zu

bestimmen.

4.4.1 Untersuchungen an hPar14-ds-Oligonukleotid-Komplexen

4.4.1.1 Fluoreszenztitrationen zur Bestimmung des Einflusses einzelner
Basenpaarvariationen der consensus-Sequenz auf die Bindung

Um den Einfluss der Variation einzelner Basenpaare der consensus-Sequenz auf das
Bindungsverhalten von hParl4 zu bestimmen, wurden Fluoreszenztitrationen mit
Oigonukleotiden durchgefiihrt, deren Sequenzen sich in je einem Basenpaar
unterschieden (Kap. 3.10.2). Dafiir wurden chemisch synthetisierte Oligonukleotide
verwendet (Tabelle 3-2, sowie Tabelle 4-2, Nr. 3-14). Die Oligonukleotidkonstrukte
waren so konzipiert, dass nach der Anlagerung des komplementédren Stranges 10-bp
Doppelstrange entstanden, die durch einen TTTT-Loop verkniipft waren (Abb. 4-27).
Ein solches DNA-Konstrukt sollte die monomerische intramolekulare Anlagerung
ermdglichen und die Stabilitdit des Oligonukleotidkonstrukts erhéhen. Mittels
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die
Oligonukleotide in Losung in Form eines Doppelstanges (> 90%) vorliegen (Dr. Peter

Bayer, personliche Mitteilung).
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An den Oligonukleotiden 3 bis 9 (Tabelle 4-2) wurde der Austausch
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je eines einzelnen Basenpaares in der CAAAT-box vorgenommen,
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wihrend die Oligonukleotide 10 bis 12 Poly-A-Sequenzen
verschiedener Lédnge enthielten. Das Oligonukleotid 13 besitzt

einen Teil der T7-Primersequenz und wurde als unspezifischer
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Binder verwendet.

- a Abb. 4-27: Beispiel eines Oligonukleotidkonstruktes, das fur
spektroskopische Untersuchungen sowie flr einen Gelretardationassay
verwendet worden ist
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Das hParl4 enthilt einen Tryptophanrest, der eine Fluoreszenzanregung bei einer
Wellenldnge von 295 nm ermdglicht. Bei dieser Wellenldnge zeigten alle
verwendeten Oligonukleotide keinen ausgeprédgten inner filter-Effekt (Kap. 3.10.2).
Wie in Abb. 4-28 dargestellt ist, wird die Tryptophan-Fluoreszenz von hParl4 bei
Zugabe von ds-Oligonukleotiden erniedrigt. Diese Anderung der Fluoreszenz konnte

zur Bestimmung einer Dissoziationskonstante (Kg-Wert) genutzt werden.
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Abb. 4-28: Fluoreszenztitrationskurven.Titration von hPar14 (200 nM) mit einem ds-
Oligonukleotid, dessen Sequenz die CAAAT-box enthielt, (untere Kurve) und einem
unspezifischen ds-Oligonukleotid (obere Kurve). Die Oligonukleotidsequenzen sind in Tabelle
4-2 (Nr. 3 und 13) angegeben. Die Titration wurde in 20 mM Phosphatpuffer, pH 6.5, 20 mM
NaCl bei 285 K durchgefiihrt.

Fiir die in Abbildung 4-28 dargestellten Daten (Kap. 3.10.2) ergaben sich ein K4-Wert
von 230 £ 66 nM und ein maximales Quenchen der Fluoreszenz von 30% bei

Bindung von hParl4 an ein ds-Oligonukleotid, das die CAAAT-box enthielt, und ein
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Kg4-Wert von ca. 1000 nM und ein maximales Quenchen von 20% im Falle eines
unspezifischen Binders. Die Erniedrigung der Fluoreszenz wurde benutzt, um die
Bindungsstochiometrie und so den Anteil an DNA gebundenen hPar14 abzuschitzen.
Die maximale Anderung der Fluoreszenz sollte erreicht sein, wenn alle hParl4-
Molekiile an das Oligonukleotid gebunden sind. Die Fluoreszenztitratioskurve fallt im
Anfangsteil nahezu linear ab und l4uft dann in die Séttigung. Der Schnittpunkt der
Anfangsteigung mit der Sittigungsgeraden ergibt die Konzentration an ds-
Oligonukleotid, dic im Falle des CAAAT-box enthaltenden Oligos der eingesetzten
hPar14-Konzentration (ca. 200 nM) é&quivalent ist. Im Falle des unspezifischen
Binders (Abb. 4-28, rechts) ist die Analyse der Bindungsstochiometrie nicht moglich,
weil keine Séttigung erreicht wurde. Auf gleiche Weise wurde das Bindungsverhalten
anderer Oligonukleotide (2 bis 12 in Tabelle 3-2, sowie Tabelle 4-2) untersucht und in

Tabelle 4-2 zusammengefasst.

Tabelle 4-2: Ergebnisse der Fluoreszentitration von hPar14 mit verschiedenen
Oligonukleotiden (Kap. 3.10.2). Angegeben ist die laufende Nummer des fir die
Fluoreszenztitration verwendeten Oligonukleotides, die Nukleotidsequenz in 5’-> 3’-Richtung,
die maximale Fluoreszenzanderung bei Titration von hPar14 mit diesem Oligonukleotid, der
K¢-Wert und die Bindungsstdchiometrie von hPar14 zu jedem Oligonukleotid, sowie die
Fluoreszenzanderung bei Titration von BSA mit dem Oligonukleotid. Fett gedruckte
Buchstaben bezeichnen das variierte Fragment in der Oligonukleotidsequenz. Es bedeuten:
Max% - maximale Fluoreszenzanderung; Ky — Dissoziationskonstante in nM; B — Bindungs-
stdchiometrie; K - maximale Fluoreszenzanderung im Kontrollversuch mit BSA.

Nr. Sequenz hPar14 | hPar14, | hPar14 K
) Kg, M )
Max% B
3 GATGCAAATGTTTTCATTTGCATC 30 230460 1:1 -
4 GATGAAAATGTTTTCATTTTCATC 20 145+36 1:1 -
5 GATGCCAATGTTTTCATTGGCATC 25 2804100 1:1 -
6 GATGCACATGTTTTCATGTGCATC 22 256455 1:1 -
7 GATGCAACTGTTTTCAGTTGCATC 26 425+190 1:1 -
8 GATGCAAAGGTTTTCCTTTGCATC 28 3201150 1:1 -
9 GATGAAAACGTTTTCGTTTTCATC 35 3501130 1:1 -
10 GATAAAAATGTTTTCATTTTTATC 16 181+30 1:1 -
11 GTAAAAAATGTTTTCATTTTTTAC 18 69421 1:1 -
12 GAAAAAAAAGTTTTCTTTTTTTTC 14 200440 1:1 -
13 CGACTCACTATTTTTAGTGAGTCG 20 1000 - -
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Wie in der Tabelle 4-2 dargestellt, ist dic Affinitit von hParl4 zu solchen ds-
Oligonukleotiden am hochsten, die eine AAAT- Sequenz besitzen (Oligonukleotide
Nummer 3, 4, 10, 11, K4 < 230 nM). Anderungen einzelner Basenpaare in dieser box
fiihrten zu einem geringem Anstieg des Kg-Wertes (Oligonukleotide Nummer 5-9,
Tabelle 4-2; K4 > 230 nM), der abhingig davon war, an welcher Position ein
Basenpaar ausgetauscht wurde. Das Oligonukleotid 13 (Tabelle 4-2), das die T7-
Primer-Sequenz enthdlt und an dem gleichzeitig zwei Basenpaare ausgetauscht
wurden, bindet in UM-Bereich an das hPar14. Im Oligonukleotidkonstrukt 11 wurden
im Vergleich zu Oligonukleotid 10 die Basenpaare 2 und 3 revertiert, was einen
zweifachen Anstieg des Kyg-Wertes zur Folge hatte. Der Vergleich zwischen den
Oligonukleotiden 11 und 12 zeigt, dass eine poly-A-Sequenz alleine nicht fiir eine
hohe Affinitdt ausreichend ist. Zwei Thymidin-Reste an den Positionen 3 und 9 der

Sequenz sind hierfiir zusétzlich notwendig.

4.4.1.2 Gelretardationsassay mit hPar14 und ds-Oligonukleotid

Um die Bindung von hPar14 an DNA mit einer unabhingigen Methode zu bestétigen,
wurde ein Bindungstest in Form eines Gelretadationsassays durchgefiihrt. Dazu wurde
das Oligonukleotid Nummer 11 mit einem K4-Wert von 69 + 21 nM (Tabelle 4-2) am
Ende mit 5’-Fluorescein markiert (MWG-Biotech, Ebersberg) und zur Bindung an
hPar14 eingesetzt. Mit diesem Ansatz wurde eine Gelektrophorese, wie im Kapitel

3.7.1 beschrieben, durchgefiihrt (Abb. 4-29).
1 2

hPar14-Oligonukleotid-Komplex —

Freies Oligonukleotid -

Abb. 4-29: Gelretardationsassay mit hPar14 und dem ds-Oligonukleotid 11 (K-Wert von 69 +
21 nM), dessen Sequenz das TAAAAAAT-Motiv enthalt. Auf das 7.5%ige Polyacrylamidgel
(Kap.3.7.1) wurden folgende Proben aufgetragen: (1) 1.8 ug ds-Oligonukleotid und 0.6 ug
hPar14; (2) 1.8 pg ds-Oligonukleotid.

Dabei wird das ungebundene Oligonukleotid bei Bestrahlung mit UV-Licht als

einzelne Bande sichtbar (Abb. 4-29, 2). In Bahn 1, wo dem fluoresceinmarkiertem
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Oligonukleotid eine dquimolare Menge an hParl4 zugegeben worden ist, kann man
eine zweite Bande mit langsameren Laufverhalten beobachten. Zusammen mit einer
Abnahme der Intensitdt der ds-Oligonukleotid-Bande, 146t dies auf die Ausbildung
eines DNA-hPar14-Komplexes schlieBen. Dieser Test liel keine Riickschliisse auf die
Bindungskonstante zu, weil die Fluoreszenzdetektion nicht sensitiv genug war, um
eine quantitative Auswertung vorzunechmen. Es konnte jedoch die Bindung eines
Komplexes aus Oligonukleotid 11 (Tabelle 4-2) mit dem TAAAAAAT - Motiv und
hPar14 gezeigt werden.

4.4.1.3 NMR-Spektroskopie

4.4.1.3.1 Beobachtung der Komplexbildung mit *H-NMR

Von einer 0.2 mM Losung des Oligonukleotid 11 (Tabelle 4-2) wurden 1D-
Protonenspektren (Kap. 3.11.4) vor und nach der Zugabe einer &quimolaren Menge an

hPar14 (stdchiometrisch 1:1) aufgenommen. Die Uberlagerung des Iminopro-

tonenbereiches beider Spektren ist in Abbildung 4-30 zu sehen.

LN L B B By B B L L e o e
14,10 14,00 13,90 13,80

1370 130 135
Abb. 4-30: Uberlagerung der Iminoprotonenbereiche der 1D-Protonenspektren von
Oligonukleotid 11 (Tabelle 4-2) in Abwesenheit (violette Konturlinie) und Anwesenheit 1:1
stéchiometrisch des hPar14 (griine Konturlinie). Die NMR-Spekrten wurden bei 300 K von 0.2
mM Oligonukleotidldsung in 10 mM Phosphatpuffer pH 6.5 mit 150 mM KCI, 1.5 mM MgCl,,
10% (v/v) D,O aufgenommen.Die Ubrigen Parameter fir die Aufnahme der Spekiren waren
wie in Kap. 3.11.4 beschrieben.

Die Iminoprotonen von Thymidinresten, die in A-T-Basenpaaren eingebaut sind, sind
vom schnellen Austausch mit dem Losungsmittel geschiitzt. Sechs der acht
Iminoprotonen sind im Spektrum von Oligonukleotid 11 sichtbar. Die Zugabe einen
dquimolaren Menge von hParl4 fiihrt zu Anderungen in der chemischen
Verschiebung aller sechs Signale. Dies weist auf eine Anderung in der elektronischer

Umgebung der Iminoprotonen hin, wie sie bei Komplexbildung auftritt.
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4.4.1.3.2 Bestimmung des Bindungsinterfaces von hParl14;.13;

Zu einer 200 UM hParl14-Losung wurde konzentrierte DNA-LOsung schrittweise
zugesetzt. Dabei wurde die Konzentration des Oligonukleotid 11 (Tabelle 4-2) jeweils
um 20 uM erhoht (bis zum Molarverhiltnis hPar14 zu Oligo 1:1.15) und nach jedem
Titrationsschritt ein °’N-HSQC-Spektrum aufgenommen. Um die Protonensignale im
Amidprotonenbereich von hParl4 unabhidngig vom Oligonukleotid beobachten zu
kénnen, wurde '"N-markiertes hPar14 verwendet. Eine Anderung der chemischen
Verschiebung (°N- oder 'Hy-) der Proteinresonanzen bei Oligonukleotidzugabe
deutet auf Bindung hin. So konnen durch eine Analyse dieser Anderungen
Sequenzregionen von hParl4 identifiziert werden, die bei der Bindung an das
Oligonukleotid beteiligt sind. In Abbildung 4-31 ist eine Uberlagerung der '°N-
HSQC-Spektren von freiem hParl4 und Spektren nach jedem Titrationsschritt

dargestellt.
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Abb. 4-31: Ausschnitt aus der Uberlagerung der N-HSQC-Spektren von N-markiertem
hPar14 (0.2 mM) bei der Titration mit dem Oligonukleotid 11 (Tabelle 4-2). Die Pfeile zeigen
die Richtung der Verschiebungen einzelner Resonanzen wahrend der Titration an. Die NMR-
Spektren wurden bei 300 K im 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.5 mit 150 mM KCI, 1.5 mM
MgCl,, 10% (v/v) D,O aufgenommen. Die Ubrigen Parameter fir die Aufnahme der Spekiren
waren wie in Kap. 3.11.4 beschrieben.

Fiir mehrere Proteinresonanzen dnderten sich die chemischen Verschiebungen bei

Oligonukleotidzugabe. Diese Resonanzen gehdren zu Aminoséureresten, die sich auf
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einer Seite der PPlase-Domédne konzentrieren (Abb. 4-32) oder sich auch im

unstrukturierten N-Terminus des Proteins befinden (Tabelle 4-3).

Val91  phe120

Thr118

Met85 ; Dy @4 His48

Abb. 4-32: Modelldarstellung der PPlase-Domane von hPar14. Das Proteinrtckgrat ist blau
gefarbt. Aminosauren, die im Komplex DNA-hPar14,.43; im HSQC-Spektrum verschobene
Signale zeigen, sind farbig mit allen Atomen dargestellt. Gezeigt sind die van der Waals-
Radien der einzelnen Atome. Gelb dargestellt sind Aminosdauren mit hydrophoben
Seitenketten, rot jene mit hydrophilen.

4.4.1.3.3 Untersuchungen zum Bindungsverhalten von hPar14;s.13;

Die mit hParl4,3; durchgefiihrten NMR-Experimente zeigen, dass die Amino-
sdurereste, die zum unstrukturierten N-terminus von hPar14 gehéren, an der Bindung
des Oligonukleotids beteiligt sind. Um zu {iberpriifen, ob diese Aminosduren auch
essentiell fiir die Bindung sind oder ihre Abwesenheit die Bindung auf irgendeine
Weise beinflussen konnte, wurde eine '’N-HSQC-Titration, wie im Kap. 3.11.5.2
beschrieben, mit N-terminal verkiirztem hParl4,s.3; durchgefiihrt. Wahrend der
Titration wurden Anderungen in den 1HN-chemischen Verschiebungen der 1HN,lsN-
Resonanzsignale von Aminosduren beobachtet, die im Falle von hPar14,_3; sensitiv
auf DNA-Zugabe reagiert hatten (Tabelle 4-3). Wie in Abbildung 4-33 exemplarisch
dargestellt, ist die Anderung der 1HN-chemischen Verschiebung von Phe94ny bei
DNA-Zugabe im Falle von hPar14,s.13; geringer als bei hPar14_3;.

Die nach Fitten der Daten auf eine quadratische Gleichung (siech Kap. 3.10.2,
Gleichung 3-2) gewonnenen Dissoziationskonstanten (Ky4-Werten) der Bindung sind

in Tabelle 4-3 zusammengefasst.
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Abb. 4-33: Anderung der 'Hy-chemischen Verschiebung wihrend der Titration mit ds-
Oligonukleotid 11 (Tabelle 4-2) am Beispiel der NH Gruppe der Aminosdure Phe94.Die
Titration von 200 uM hPar14,_.13; (obere Kurve) bzw. hPar14,5 43, (untere Kurve) erfolgte bei
300 K (10 mM Phosphatpuffer, pH 6.5 mit 150 mM KCI, 1.5 mM MgCl, , 10% (v/v) D,0) bis

zum molaren Verhaltniss 1 : 1.15 (Protein : Oligo).

Tabelle 4-3: Ergebnisse der 'N-HSQC-Titration (Kap. 3.11.5.2) von hPar14 mit dem
Oligonukleotid 11 (Tabelle 4-2). Angegeben ist der Aminosdurename und die Ky-Werten bei
der Bindung von hPar14,_43; und hPar14,5.13; an das Oligonukleotid 11. Hochgestellt: 1) keine
Bestimmung des Ki-Wertes moglich; 2) die Aminosauren sind in N-terminal verkirztem
hPar14 (hPar14,s.13;) nicht vorhanden; 3) keine Anderung der 'Hy-chemischen Verschiebung

der entsprechenden Resonanz wahrend der '®N-HSQC-Titration.

Rest Kd, uM Kd, uM Rest Kd, uM Kd, uM
hPar14,_434 hPar14.5.131 hPar14,_13; | hPar14,5.13
Gly8 <1 -9 Met52 <50 > 200
Gly10 -7 -2 Met55 -0 -0
Lys11/14 12.8 -2 Ala76 5.9 -9
Gly15 2.4 -2 Met85 <50 > 200
Ala17 8.5 -9 Gly8s 15 -9
Ala18 -7 -2 Val91 1.2 > 500
Gly35 24.3 32.7 Phe94 2.1 > 800
Asn36 6.7 11.1 GIn95 <1 -9
His48 6.1 26.5 Thr118 <50 -9
Gly49 9.9 39.9 Phe120 10.7 -3
lle51 25 > 500
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In Abbildung 4-34 sind die Aminosduren von hParl4,s3; graphisch dargestellt,
deren Ky4-Werte sich durch das Fehlen der N-terminalen 25 Aminosduren nur gering

verschlechtert haben und kleiner 50 UM sind.

Abb. 4-34: Modelldarstellung der PPlase-Domane von hPar14. Das Proteinriickgrat ist blau
gefarbt. Aminosauren, die im Komplex DNA-hPar14,5 434, sowie im Komplex DNA-hPar144_43
gleiche Affinitdt zu DNA zeigen, sind farbig mit allen Atomen dargestellt. Gezeigt sind die van
der Waals-Radien der einzelnen Atome. Gelb dargestellt sind Aminosduren mit hydrophoben
Seitenketten, rot jene mit hydrophilen.

4.4.2 Wechselwirkung von hPar14 mit ss-Oligonukleotiden

Um die Bindung von hParl4 an ss-Oligonukleotide zu untersuchen, wurden die
Affinititen von ss-poly-A und ss-poly-T Einzelstrang-DNA zu hPar14 mit Hilfe der
Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Die Titrationsexperimente wurden wie im Kap.
3.10.2 beschrieben durchgefiihrt. In Abbildung 4-35 ist das Ergebnis der
Fluoreszenztitration von hPar14 mit ss-poly-A dargestellt.

Die experimentellen Daten kdnnen in bester Ndherung mit einer linearen Gleichung
beschrieben werden, da bei Zugabe von ss-poly-A keine Sittigung erreicht wurde.
Dieser Befund zusammen mit einer Erniedrigung der intrinsischen Fluoreszenz kann
sowohl mit der Prézipitation des Proteins durch ss-DNA als auch mit einer niedrigen
Affinitdt des Proteins zu diesem Oligo erkldrt werden. Die Titration mit ss-poly-T
lieferte das gleiche Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Die NMR-spektroskopische
Charakterisierung der Wechselwirkung von hPar14 mit ss-Oligonukleotiden war nicht
durchfiihrbar. Schon wéhrend der Probeprédparation war die deutliche Triibung der

Losung mit Bildung eines weissen Niederschlags zu erkennen, was auf die
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Prazipitation des Proteins durch DNA in deisem Konzentrationsbereich (200 uM)
hindeutet.

Relative Fluoreszenz bei 348 nm
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Abb. 4-35: Titration des hPar14 (200 nM) mit einem ss-poly-A unter Beobachtung der
Tryptophan-Fluoreszenz als Bindungssignal. Die Anpassungskurve zeigt den besten Fit der
Daten auf eine lineare Gleichung (R=0.846). Die Titration wurde in 20 mM Phosphatpuffer,
pH 6.5, 20 mM NaCl bei 285 K durchgefiihrt.

4.4.3 Wechselwirkung von hPar14 mit einem RNA-Oligonukleotid

Um die Affinitdt von hParl4 fiir RNA zu iiberpriifen, wurden Fluoreszenztitrationen
wie im Kap. 3.10.2 beschrieben mit dem RNA-Oligonukleotid 14 (Tabelle 3-2)
durchgefiihrt. Das Oligonukleotidkonstrukt war wie im Kap. 4.4.1.1 konzipiert, mit
der Ausnahme der loop-Region, die aus UUCG bestand [99].

Kd = ca. 1000 nM

Relative Fluoreszenz bei 348 nm
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Abb. 4-36: Titration des hPar14 (200 nM) mit einem Ribooligonukleotid unter Beobachtung
der Tryptophan-Fluoreszenz als Bindungssignal. Die Oligonukleotidsequenz ist in Tabelle 4-2
angegeben. Die Anpassungskurve zeigt den besten Fit der Daten an eine quadratische
Gleichung (R = 0.997), die die hPar14-Ribooligonukleotid Bindung beschreibt (Kap. 3.10.2).
Die Titration wurde in 20 mM Phosphatpuffer, pH 6.5, 20 mM NaCl bei 385 K durchgefihrt.
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In Abbildung 4-36 ist das Ergebnis der Fluoreszenztitration von hParl4 mit dem
DNA-Oligonukleotid dargestellt. Die Auswertung der Daten (Kap. 3.10.2) ergab
einen Kg-Wert von mehr als 1000 nM und ein maximales Quenchen von 16%. Die
Analyse der Bindungsstochiometrie war nicht moglich, weil keine Sattigung erreicht

wurde.
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5. Diskussion

5.1 hPar14 besitzt eine FKBP-ahnliche Topologie

Die in dieser Arbeit fiir hParl4 aufgeklarte Topologie mit ihrer BacoBafp -
Anordnung von Sekundirstrukturelementen wurde in der Literatur bereits fiir hPinl
beschrieben [47]. Die Uberlagerung der PPlase-Dominen beider Parvuline (Abb. 5-1)
mit Hilfe des Programms DALI [100] ergibt einen Cq RMSD-Wert von 2.4 A, was
auf einen hohen topologischen Verwandschaftsgrad hinweist. Dies ist umso
bemerkungswerter, weil die Vergleichsstruktur von hPinl mit einem Dipeptid
kokristallisiert wurde und damit eine zur freien PPlase-Doméne verdnderte

Konformation aufweisen sollte.

Abb. 5-1: Stereo-Darstellung der Uberlagerung von Strukturen der hPin1- und hPar14-PPlase
Domaénen. Die Uberlagerung erfolgte auf die C,-Atome folgender Aminosauren: Val55 -
Val62, Thr81 - lle89, Phe104 — GIn110, Gly121 — Phe126, Pro149 — Asp153, lle156 — Thr162
von hPin1 (rot) und Val38 — Cys45, Lys50 — Leu58, Phe64 — GIn70, Asp81 — Thr86, Pro115
—Lys121, Tyr122 — Glu128 von hPar14 (blau).

Die Riickgratatome beider PPlase-Doménen konvergieren in den Bereichen der
Sekundarstrukturelemente und unterscheiden sich nur in der Position der a-Helix-4
und der loop-Regionen (Abb. 5-1). Ursache dafiir konnte in der Bindung des
Dipeptids zu finden sein. Solange jedoch keine Struktur des freien hPinl vorliegt,
bleibt dies spekulativ. Neben der topologischen Verwandtschaft gibt es einen
wesentlichen strukturellen Unterschied zwischen beiden PPIase-Doménen: der fiir die
Phosphatgruppen-Bindung verantwortliche Loop (Lys63 - Arg80) in hPinl ist in
hParl4 zu einer kurzer Schleife (Glu46 — Gly49) reduziert, was strukturell darauf



5. Diskussion 73

hindeutet, dal Parvulin keine hohe Spezifitdt fiir phosphorylierte Substratmolekiil
besitzt. Bei einer Datenbanksuche mit Hilfe von DALI [100] wurde neben hPinl auch
FKBP12 (z-score = 3.4, rmsd Ca = 2.3 A; PDB-ID: 1fkj) als Strukturhomolog von
hPar14 identifiziert. Die Vermutung, dass die Parvuline eine FKBP-dhnliche
Topologie besitzen, wurde bereits nach der Uberlagerung der hPinl-PPlase-Domine
mit einer FKBP-Domine aufgestellt [47]. Diese beiden Strukturen konvergieren in
den Sekundirstrukturelementen [31,32,33,4 und a4 (beziiglich hPinl-
Nomenklatur) mit einem RMSD-Wert von 4.57 A [47]. Anhand der #hnlichen
Topologie kann man die Parvuline (hPinl und hPar14) und die FKBP-Proteine zu
einer Gruppe zusammenfassen und das gemeinsame Faltungsmotiv als FKBP —
Superfold beschreiben. In Abbildung 5-2 sind exemplarisch Vertreter des FKBP —
Superfolds in einer Schemazeichnung dargestellt. Das vierte vorgestellte Protein
(Abb. 5-2D) ist keine PPlase, sondern ein E.coli Transkriptspaltungsfaktor (GreA tcf;
PDB-ID: 1gtj).

ey o By By

Abb. 5-2: Schemazeichnung der FKBP-ahnlichen Topologien: (a) FKBP12, (b) hPin1, (c)
hPar14, (d) GreA tcf. Sekundarstrukturelemente sind als Vierecke (B-Faltblatter) und Rdhren
(a-Helices), loop-Regionen als Linien dargestellt. Die Sekundarstrukturelemente, die die
strukturelle Zugehdrigkeit zur FKBP—Topologie bestimmen, sind schwarz dargestellt.

Die Entstehung einer gemeinsamen Topologie in zwei PPlase Familien, die keine
Sequenzhomologie zueinander aufweisen [101], 14Bt sich auf zwei Arten erkléren.
Entweder stammen Parvuline und FKBPs von einer einzigen ,,Proto-PPlase® ab [101]

(phylogenetische Verwandtschaft) oder es kam zu strukturellen Ahnlichkeiten
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unabhingig von einer eventuellen Verwandtschaft (funktionelle Anndherung). Nimmt
man die Sequenzhomologie als Malstab fiir den evolutiondren Abstand zweier
Proteine, sollten hPar14 und hPinl (34.2% Identitdt) ndher untereinander verwandt
sein als beide zu FKBP Vertretern [102]. Die Suche nach struktureller Verwandtschaft
mit Hilfe von DALI [100] brachte Ahnlichkeiten von hParl4 zu Fragmenten der
Proteinkinase C (z-score = 3.4, rmsd Ca = 3.2 A; PDB-ID: 1bdy-A) und der
Phospholipase A2 (z-score = 2.1, rmsd Ca = 3.7 A; PDB-ID: Irlw) ans Tageslicht.
Aufgrund der wenigen vorliegenden strukturellen Daten 1dBt sich nicht eindeutig
ableiten, ob es einen FKBP Superfold-Vorldufer gab, aus dem sich Proteine mit
spezialisierten Aufgaben und die Proto-PPlase entwickelt haben oder, ob die
Parvuline und FKBP sich in Laufe der Evolution funktionell gendhert und einen
minimalen Fold entwickelt haben, der fiir die Ausiibung der PPlase Aktivitit
ausreichend ist. Die strukturellen Unterschiede (Abb. 5-2, grau gezeichnete Elemente)
sind Trager der Individualitdt der Proteine und der daraus erwachsenen funktionellen

Spezialisierung.

5.2 Die aktiven Zentren der Parvuline sind konserviert

Einen zusdzlichen Beweis fiir den gemeinsame Ursprung von hParl4 und hPinl
liefert ein Vergleich der vermutlichen katalytischen Zentren beider PPlase-Doménen.
Die Zugehorigkeit von Aminosduren zum katalytischen Zentrum von hPinl wurde
sowohl aufgrund von Mutationsstudien (Cys113Ala/Ser, His157Ala) als auch durch
eine rdumliche Nachbarschaft zum gebundenen Dipeptid Ala-Pro in der hPinl-
Kristallstruktur (His59, His157, Cysl113, Ser154) festgestellt. Uberlagert man die
beiden Parvulinstrukturen, dann nehmen die in der Sequenz entsprechenden
homologen oder identischen Aminosduren von hParl4 auch rdumlich &hnliche
Positionen ein (Abb. 5-3). Cys113, dessen Austausch durch ein Alanin eine 123-fache
und durch ein Serin eine 20-fache Erniedrigung der PPlase Aktivitdt von hPinl in
vitro bewirkt, ist in hPar14 durch ein Aspartat (Asp74) ersetzt. Die unterschiedlichen
funktionellen Gruppen der Seitenketten konnten Ursache der Unterschiede bei der
Katalyse oder Substratbindung zwischen beiden Parvulinen sein. Nimmt man an, dass
die Thiolgruppe des Cysl13 in hPinl bei einem nukleophilen Angriff am
Carbonylkohlenstoff der zu isomerisierenden Peptidbindung beteiligt ist [47], dann
konnte der Carboxylgruppe des Asp74 in hParl4 auch eine wichtige Rolle bei der
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Katalyse zukommen. Zwar haben die bisher untersuchten Cys113-hPinl-Mutanten in
vitro eine niedrigere PPlase-Aktivitit, dies konnte jedoch auch durch eine
mutationsverursachte lokale Destabilisierung oder partielle Entfaltung an dieser Stelle
erklart werden, nicht nur durch die Abwesenheit der essentiellen katalytischen
Aminosaure [47].

Fir die beiden Histidinreste, die innerhalb der Parvulin-Familie 100%ige
Sequenzkonservierung aufweisen, konnte ebenso eine rdumliche Konservierung in
hPar14 und hPinl-Strukturen beobachtet werden. Der Austausch von His157 (hPinl)
zu Alanin bewirkt den Verlust der PPlase-Aktivitit in vitro und in vivo [19], was auf
eine essentielle Beteiligung dieses Aminosdurerestes bei der Katalyse hinweist. Die

rdumliche Position dieses Restes in hPar14 wird von His123 eingenommen.

123/H157 gk .
N ALY STasI
' !
$D74/C113
HA42/H59 j
=
M90/M130
: ~ L82/L122

Abb. 5-3: Uberlagerung der vermutlichen aktiven Zentren des hPin1 (blau) und hPar14 (rot).
Das Proteinrtickrat des hPar14 ist grau gefarbt.

Das Vorkommen einer ,,Prolinring-Tasche® in hPar14, die analog zu der in hPinl [47]
aus hydrophoben Seitenketten von Leu82, Met90 und Phe94 (Leul22, Met130 und
Phel34 in hPar14) gebildet wird, weist darauf hin, dass die Lage des Prolinringes
eines Substrates innerhalb des aktiven Zentrums wihrend der Katalyse der cis/trans-

Isomerisierung rdumlich konserviert ist.
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5.3 Neuordnung des alignment von Parvulinsequenzen bezlglich ihrer PPlase-
Domanen

Ein erster Sequenzvergleich von Vertretern der Parvulin-Familie wurde 1999 von Dr.
Jens Rahfeld publiziert [32]. Zu dieser Zeit war nur die Tertidrstruktur des hPinl
bekannt [47], was keinen Struktur-basierten Vergleich mit anderen Vertretern zuliel3.
Mit Hinblick auf die gewonnene hParl4-Struktur 1aBt sich eine Neuordnung des
Sequenzvergleichs zwischen den PPlase-Doménen festlegen (Abb. 5-4). Dabei stellt
man fest, dass in mehreren Parvulinsequenzen von verschiedenen Organismen ein
Cys (Cysl13 in hPinl) durch ein Asp ersetzt worden ist. Die phosphatspezifischen
Parvuline haben ein Cystein im katalytischen Zentrum, die Parvuline vom hPar14-
Typ ein Aspartat. In prokaryotischen Parvulinen kommt beides vor.

Ser154, ein weiterer Rest aus dem vermutlichen katalytischen Zentrum von hPinl
[47], ist bei allen phosphatspezifischen Parvulinen konserviert. An seiner Stelle
kommen sowohl in den hParl4 - Homologen als auch in den prokaryotischen
Parvulinen verschiedene hydrophobe (Phe, Val, Leu, Ile, Gly) Aminosduren vor. Ein
moglicher Grund fiir diesen Austausch konnte sein, dass bei der Katalyse
unterschiedliche Substrate isomerisiert werden oder dass Ser154 in hPinl keine aktive
Rolle bei der Katalyse spielt. Ser154 wurde nur aufgrund seiner rdumliche Ndhe zum
Imidazolring des His157 dem katalytischen Zentrum zugeordnet (Kristallstruktur des
hPinl [47]). Dies konnte auch fiir Thr118 in hPar14 (Thr152 in hPinl) gelten (Abb. 5-
3), fiir das in den Parvulinsequenzen von Abb. 5-3 ein konservierter Austausch zu
einem Serin moglich ist (die Position wird entweder von einem Threonin in 55% oder
einem Serin in 45% aller Sequenzen von Abb. 5-3 eingenommen). Der Abstand
zwischen der Hydroxylgruppe des Thr118 und dem €H-Proton des Imidazolrings von
His123 in hPar14 betriigt 2 - 3 A.

Elf Aminoséurereste sind in den Parvulinsequenzen hochkonserviert (beziiglich der
hPar14-Sequenz: His42, Leud4, Ala54, Ala68, Ser72, Gly80, Gly83, Phe94, Ala97,
Glyl21, His123), davon haben nur drei Reste polare Seitenketten: His42, His123 und
Ser72. Das Serin befindet sich in direkter Nachbarschaft des katalytisch beteiligten
Cys113 (hPinl)/Asp74 (hPar14) und konnte hypothetisch eine Rolle bei der Katalyse

spielen.
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Abb. 5-4: Sequenz-alignment von Parvulinen aus verschiedenen Species.
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Die nicht-phosphatspezifischen eukaryotischen Parvuline unterscheiden sich von allen
anderen Vertretern durch die Erweiterung eines Sequenzabschnitts (Abb. 5-4, Region
in violet) im C-terminalen Bereich des Proteins. Dies wird eingehend in Kapitel 5.4

diskutiert.

5.4 Unterschiede in loop-Regionen und Oberflachenladungen liefern eine Basis
fur die Funktionalitat der Parvuline

In Proteinfamilien, zu denen zahlreiche Vertreter gleicher Topologie gehdren, kommt
die Vielfalt physiologischer Funktionen durch sekundire Anderungen innerhalb
flexibler loop-Regionen zustande. Ein prominentes Beispiel fiir diese Strategie liefert
die Immunoglobulin Familie, eine Gruppe an Proteinen, bei denen variable loop-
Regionen zur Erkennung von Liganden eingesetzt werden. Antikorper benutzen die
Sequenzvariabilitit in den complementary-determining regions und die
darausfolgende dreidimensionale Topologie als Erkennungsmotiv fiir die
Antigenbindung [103].

Auch die Parvuline, hPinl und hParl4, weisen innerhalb der PPlase-Domaénen eine
homologe Faltung auf und behalten den Aufbau des aktiven Zentrums bei,
katalysieren aber die cis/trans-Isomerisierung unterschiedlicher Substrate. Es stellt
sich daher die Frage, worin die strukturellen Unterschiede fiir die funktionelle Varianz
liegen.

Wie schon erwihnt, unterscheiden sich die PPlase-Doménen in einer loop-Region
(Abb. 5-4, Region in gelb) zwischen [(-Faltblatt-1 und der a-Helix-1, die bei hPinl
aus 17 Aminosduren besteht und bei hParl4 nur aus 4. In Abbildung 5-1 ist diese
loop-Region auBlerhalb der liberlagerten Sequenzabschnitte (Unterschrift zu Abb. 5-1)
zu sehen. Die Darstellung der Struktur von hPar14 mit dem Programm GRASP [104]
ermdglicht es, die Ladungsverteilung an seiner Oberfliche zu visualisieren und aus
dem Vergleich mit der hPinl-Oberfliche Aussagen iiber die Struktur-
Funktionbeziehung zu gewinnen. Hierbei wird ersichtlich, daf3 die loop-Region in der
hPinl-Kristallstruktur, die die Reste Lys63, Arg68 und Arg69 enthilt, eine
Wechselwirkungsstelle fiir die negativ geladene dianionische Phosphatgruppe von
Phosphoserin oder -threonin des Substrates darstellt [47]. Die drei Aminosédurereste
befinden sich in rdumlicher Ndhe zueinander und bilden dabei eine positiv geladene

Grube aus, die die Phosphatgruppe (im Falle von hPinl-Kristallstruktur — Sulfat)
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umgibt (Abb. 5-5D). Zum Unterschied von hPinl, wird bei der cis/trans -
Isomerisierung im Falle von hPar14 eine Arg-Pro-Peptidbindung (Keo/Ky = 4x10° M
'xs1) [32] bevorzugt. Die strukturelle Basis dafiir konnte die Existenz einer
negativgeladenen Grube in der Néhe des aktiven Zentrums von hPar14 sein, die eine
Wechselwirkung mit einer positiv geladenen Seitenkette der Aminosdure N-terminal
zu Prolin favorisiert. Sie liegt bei hParl4 an der Position, an der bei hPinl eine
positive Grube ist und wird von den Seitenketten Asp74 und Glu64 geformt (Abb. 5-
5A). Deshalb kann die Hypothese erstellt werden, dass ein fiir hParl4 geignetes
Substrat eine Xaa-Pro Einheit besitzt, wobei Xaa eine Aminosdure mit positiv
geladener Seitenkette oder eine postranslational modifizierte Aminosiure (Arg/Lys)
sein konnte. Bei der Analyse der Oberfliche von hParl4 konnte eine 18 A-lange
Grube identifiziert werden, die von His42 in Richtung des Thr112 und His48 verlduft
und in der Lage ist eine gestreckte Polypeptidkette aufzunehmen. Diese Grube hat
einen Knick in der Nidhe der sogenannten ,Prolinring-Tasche®. Nach grober
Abschétzung stellt man fest, da} sich sechs bis acht Aminosduren des Substrates im
,Kern“ des Proteins wihrend der Peptidyl-Prolyl cis/trans-Isomerisierung befinden
konnen. Eine vergleichbare Polypeptidbindungsstelle wurde auf der Oberfldche des
hCypl8 identifiziert, in die mindestens 9 Aminosdurereste eines HIV-1-p24

Fragmentes hineinpassen [105].

Mit Hilfe der Pogramme GRASP und INSIGHT98 (Molecular Simulations Inc.,
USA) konnten in hParl4 Salzbriicken, die zur Stabilitit der PPlase-Doméne
beitragen, identifiziert werden. Im Gegensatz zu hPinl, wird die a-Helix-2 von
hPar14 duch Wechselwirkung von Seitenketten der Aminoséuren Arg63 und Glu66
stabilisiert. Die rechteckige Anordnung von Ladungen (Abb. 5-5B) auf der dufleren
Seite des [3-Faltblattgeriist von hParl4, bestehend aus zwei Salzbriicken (Seitenketten
Glu128 /Lys39 und Asp81/Arg41) und ist in hPinl durch eine Triade Asp121 - Arg56
- Glul63 ersetzt.
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Surface Potential

Phel20

Cys113
Ser111
Ser114
Lys117

Met106 Aspl13

Abb. 5-5: GRASP-Darstellung der Oberflaiche der PPlase-Doméanen von hPin1 und hPar14.
Dargestellt ist die Ladungsverteilung auf der Proteinoberflache (rot-sauer, blau-basisch). A:
Die Lage einiger Aminosauren in dem vermutlichen aktiven Zentrum von hPar14.
Konservierte Aminosaureresten sind rot, gelb, grin und violett dargestellt. Die Farben
kodieren fir die entspechenden raumlichen Analoga in hPin1 (sieh 5-4D); B: Aufsicht auf die
vier Aminosauren von hPar14, deren Seitenketten zwei Salzbriicken ausbauen (Lys39,
Arg41, Asp81, Glu128); C: Die negativ geladene Grube auf hPar14 (Asp107 und Asp113) mit
hydrophober Umgebung (Met55, Leu58, Met106, Pro109, Val110, Phe111, Pro114 und
Met126); D: Aufsicht auf das aktive Zentrum von hPin1.

Eine weitere strukturelle Besonderheit von hParl4 betrifft den Aufbau der loop —
Region, die a-Helix-4 und (3-Faltblatt-3 verbindet und im Vergleich zu hPinl um drei
Aminosiuresten verlingert ist. Der groBe Abstand (10 A) des Loops vom vermuteten
katalytischen Zentrum und die sequentielle Zusammensetzung der Aminosduren

deuten weiniger auf eine Beteiligung bei der Katalyse als auf eine Funktion als
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docking-site fiir Wechselwirkungspartner hin. Diese mutmaBliche Bindungsstelle
besteht aus einem negativ geladenen Kerngebiet, das von Seitenketten von Aspl07
und Aspll3 gebildet wird, und einer hydrophoben Umgebung, die von den
Seitenketten der Aminosduren Met55, Leu58, Metl06, Prol109, Valll10, Phelll,
Pro114 und Met126 geformt wird (Abb. 5-5C).

Der mittelere Teil des [B-Strang-3 (Thr112 (i), Asp113 (i+1), Prol14 (i+2), Prol15
(1it3)) ist in hParl4 am Aufbau des [-Faltblattgeriistes nicht beteiligt (keine
Wasserstoffbriicken zu [3-Strang-1), wie es bei hPinl der Fall ist, sondern bildet eine
»Ausbuchtung® (Abb. 4-16, Kap. 4.2.3.4). Solche ,,Wendeknickstrukturen®, die keine
a-helikale Konformation aufweisen und bei denen der Abstand zwischen Ca(i) und
Cq(i+3) nicht mehr als 7 A betrigt (5.2 — 5.5 A im Falle von hParl14), werden als
B-Turns bezeichnet [106]. B-Turns lassen sich anhand der Riickgrattorsionswinkel der
zweiten und dritten Aminosdure des viergliedrigen Turns in 6 (I, I’, II, II’, VIa, VIb)
Klassen einordnen [107]. Dabei treten in den VIb-Turns zwischen den Resten i+1 und
i+2 immer cis-Peptidbindungen auf. In den meisten Féllen nimmt Prolin die
i+2-Position e¢in. Alle anderen [B-Turns zeigen eine all-trans-Konformation der
Peptidbindungen. In diesen wird Prolin am hiufigsten in der Position i+1 gefunden
[108]. Die VIb-Turns werden in Proteinen vorwiegend aus stukturellen Griinden
»eingesetzt“ und fithren zu einer giinstigeren Konformation, die lokal zu einer
Stabilisierung der Peptidkette beitrdgt (z.B. Absittigung von Wasserstoftbriicken,
Ladungsneutralitit und so weiter) [107].

Fiir alle Xaa-Pro-Bindungen in hPar14 mit Ausnahme von Asp113 - Prol14 (Teil der
»Ausbuchtung®) konnten die NOEs gefunden werden, die das vorliegen einer trans-
Konformation bestdtigen. Im Falle von Prol14 lies sich weder die trans- noch cis-
Konformation eindeutig bestétigen. Eine mogliche Erklérung ist das Vorliegen einer
gemischten cis/trans-Population in diesem Teil der Peptidkette. Welche
Konformationszustand stirker populiert ist, 146t sich nicht eindeutig beurteilen.
Simulationsrechnungen liefern nahezu gleiche Energiewerte, Struktur und
Oberflachenpotenziale fiir ein Prol 14 und Prol14.,,s — Protein.

Ein dhnliches Pro-enthaltendes Motiv ist auch in der Struktur des humanen FKBP12
vorhanden [109]. Die hier vorkommende ,,Bulge“-Region mit der Sequenz Ser(39)—
Arg—Asp—Arg-Asn-Lys-Pro(45) unterbricht den [3-Strang-5 (Abb. 5-2A). Die relative

Position des unterbrochenen [-Strangs zur a-Helix (Teil des gemeinsames FKBP-
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Superfolds, Abb. 5-2) ist in beiden Proteinen (hParl4 (a-Helix-4) und hFKBP12)
dhnlich. Das in dem ,,Bulge* vorhandene Prolin ist kein cCis-Prolin, weist aber einen
ungewOhnlichen Wert fiir den Riickgrattorsionswinkel auf. Wéhrend alle Xaa-Pro-
Bindungen in hFKBP12 durchschnittlich einen ¢-Winkel von — 53 Grad haben, liegt
dieser Wert fiir Pro45 bei — 37 Grad (PDB-ID: 1fkt). Bakterielle FKBPs besitzen auch
einen ,,Bulge®, wie z.B - E. coli SlyD (Ser(25)-Pro-Val-Ser-Ala-Pro(30)). FKBPs aus
Archea (bis jetzt in 10 Genome gefunden) haben eine 13 Aminosédurerest Erweiterung
der ,,Bulge“-Region [110]. Nach der Deletion der ,,Bulge“-Region im FKBP17 von
Archaebakterium Methanococcus thermolithotrophicus bleiben 0.4% der PPlase-
Aktivitdt (Trypsin-gekoppelter Aktivititstest) und 62% der Chaperon-Aktivitit
(Rhodanese-Faltung) erhalten. Diese Anderungen in der Aktivitit korrelieren mit
Anderungen der Sekundirstruktur, die durch CD bestimmt wurden [110].

Welche Funktion der kleine viergliedrige 3-Turn in hPar14 ausfiihrt ist unbekannt. Es
ist aber sehr wahrscheinlich, dass er einen Beitrag zu einer giinstigeren Konformation
von hParl4 leistet. Es wire moglich, daB im Komplex mit dem Substrat bzw.
Wechselwirkungspartner die Aminosduren an dieser Stelle eine andere Konformation
annehmen. 3-Turns sind die Angriffspunkte an der Oberfliche von Proteinen, welche
nicht kovalenten Kriften den kleinsten Widerstand entgegensetzen [106]. Das
Vorliegen einer gemischten cis/trans-Pro Population im B-Turn von hPar14 stimmt
mit der Tatsache iiberein, dal alle 3-Turns keine stabile Konformation aufweisen

[106].

5.5 Die Bindung von Succinyl-Ala-Arg-Pro-Phe-para-nitroanilin an hParl4
verandert dessen Konformation

Mit Hilfe der Signalverschiebungsanalyse konnte die Bindungsregion fiir das
Modelsubstrat Succinyl-Ala-Arg-Pro-Phe-para-nitroanilin auf hParl4 identifiziert
werden (Kapitel 4.3.1, Abb. 4-21B). Innerhalb dieser Region liegen zwei Reste
(Phe94/Phel34, Met90/Met130), die zwischen hPar14 und hPinl rdumlich konserviert
sind und zur ,,Prolinring-Tasche* gehdren [47].

Einige Amidprotonen von Aminosduren von hParl4, die an Wasserstoffbriicken des
B-Faltblattgeriistes beteiligt sind (Abb. 5-6) und sich in der Ndhe des Bindungstelle
befinden, weisen im Enzym-Substrat-Komplex gegeniiber dem freien Protein einen

verzogerten Austausch von Amidprotonen gegen Deuteronen auf.
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verursacht werden [112]. In der Tat, ist

der verlangsamte Amidprotonaustausch in guter Ubereinstimmung mit gleichzeitig
sinkenden R;-Relaxationsraten (steigenden T;-Zeiten) der Amidstickstoffe von
Aminosduren aus dieser Region (Kapitel 4.3.3, Abb. 4-25). Die Abnahme der
R;-Relaxationsraten bedeutet eine verringerte Dynamik der Riickgratsatome. Das
Proteinriickrat im obengenannten Bereich wird durch die Bindung des
Modelsubstrates steifer.

Die Amidprotonen von Aminosduren LeulOl und Valll0, die die letzte
Wasserstoffbriicke der a-Helix-4 und die erste des B-Strang-3 aufbauen, tauschen im
Enzym-Substrat-Komplex schneller aus. Die groBBere Molekiildynamik spiegelt sich in
den steigenden R;-Austauschraten (sinkenden T;-Zeiten) der Amidstickstoffe
o-Helix-4 wider. Es dass 0-Helix-4 in

innerhalb der ist zu vermuten,

substratgebundener Konformation seine Position bezogen auf das gesamte

Proteinriickgrat verandert.

5.6 hPar14 ist ein DNA-bindendes Protein
Wihrend fiir die zentrale PPlase-Doméne (hParl4;4.131) gezeigt werden konnte, dass

sie fiir die cis/trans-Isomerisierung von Modellsubstraten verantwortlich ist [32], war
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die Funktion der basischen N-terminalen Doméne (hParl4;3s) unbekannt. Da alle
Wechselwirkungen von hPinl mit anderen Proteinen durch seine N-terminale WW-
Doméne vermittelt werden [45], lag es nahe, dass auch die basische Domine von
hParl4 an der intermolekularen Wechselwirkung beteiligt ist. Eine &hnliche N-
terminale Erweiterung konnte auch in Proteinsequenzen anderer eukaryotischer
Parvuline des hPar14-Typs gefunden werden (Abb. 5-7). Eine Suche in der Expasy
Datenbank (Molekcular Biology Server, Swiss Institute for Bioinformatics) mit Hilfe
des Programms PSORT ergab eine bevorzugte Aufenthaltswahrscheinlichkeit (94.1%)

dieser Doméne im Zellkern von Eukaryoten.

hPar14,4s MPPKGKSGSGKAGKGGAASGSDSADKKAQGP -- KGGGNAVKVRHILC
mouse MPPKGKSGSGKGGKGGAASGSDSADKKSQGP -- KGGGNAVKVRHILC
D.dis MPPK - KPAE- KNAKKPAAGG- K-ADKKGKGDDAKGG I TQVKVRHILC

Abb. 5-7: Sequenzvergleich der N-termini von Parvulinen aus Mensch, Maus und
Dictyostelium. Die Farbe der Aminosauren bedeuten: Blau — identisch, rot — Angehorigkeit zur
PPlase-Domane.

In Rahmen der Zusammenarbeit mit Dr. Christine Rascher wurden DNA-Sequenzen
erhalten, die in einem casting-Verfahren hohe Affinitdt zu hPar14 zeigten und die
consensus-Sequenz CAAAT aufwiesen. In in vitro Bindungsstudien (Fluoreszenz-
titrationen) mit verschiedenen doppelstringigen Oligonukleotiden (Kap. 4.4), die
Variationen der consensus-Sequenz enthielten, konnte ein DNA-Konstrukt gefunden
werden, das eine optimale Bindungssequenz (K4~ 60 nM, 12 °C) besall und auch fiir
NMR-Studien geignet war. Strukturelle Untersuchungen dieses Komplexes auf
atomarer Ebene mit Hilfe der NMR zeigten, dass die beiden Doménen von hPar14 an
der DNA-Binding beteiligt sind.

Sechs von einundzwanzig an der DNA-Wechselwirkung beteiligten Aminosdurereste
gehoren zum N-Terminus von hParl4, darunter sind die beiden konservierten (Abb.
5-7) Alanine, Alal7 und Alal8, und eines der konservierten Lysine, Lysl1 oder
Lys14. Untersuchungen an N-terminal verkiirztem Parvulin (hParl4,s.13;) zeigen eine
herabgesetzte Affinitit zu DNA.

Die an der Wechselwirkung mit der DNA beteiligten Aminosduren der PPlase-
Domine bilden eine hydrophobe Oberfliche, die von vier polaren Resten begrenzt
wird. Eine dhnliche Oberflachentopologie wurde fiir das interface von high-mobility

group B (HMGB) Dominen beschriecben. HMGB-Domidnen sind in sequenz-
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spezifischen Transkriptionsfaktoren, wie SRY und Lef-1, sowie in chromosomal
assozierten HMG1 und HMG2 Proteinen vorhanden [113]. Sie zeichnen sich durch
eine hochkonservierte L-formige Anordnung von drei a-Helices aus. Die DNA-
Bindungstelle besteht aus hydrophoben Aminosduren, die sich der Oberfldche der
kleinerer Grube der doppelstringien DNA so anpassen, dass ihre Seitenketten in
direkte Wechselwirkung mit den Basen treten. Im Lef-1/DNA-Komplex interkaliert,
beispielsweise, die Methylgruppe von Methionin (Metl3) zwischen zwei Adenin-
basen [114]. Die Aminosdurereste 9, 12 und 13 aus a-Helix-1 und 43 aus a-Helix-4
sind in allen HMGB-Domaénen fiir die DNA-Bindung essentiell. In Lef-1 sind Leu9,
Phel2, Metl3, Metl6 und Arg43 fiir die Wechselwirkung verantwortlich.
Interessanterweise, besitzt auch hParl4 ein dhnliches Motiv, das aus His48, Ile51,
Met52, Met55 (a-Helix-1) besteht (Abb. 5-8). Dabei ersetzt His48 den Leu9-Rest von
Lef-1, wihrend die anderen drei Resten in beiden Proteinen identisch sind.
Maoglicherweise bindet das so aufgebaute dreidimensionale Modul des hPar14 in die
kleine Grube der doppelstrangigen DNA. Legt man diese Hypothese zugrunde dann
konnte der N-terminus die Rolle der C-terminalen basischen Doméne von Lef-1 iiber-
nehmen. Sie bindet in die grofe Grube der DNA und initiiert durch Ladungs-

neutralisierung eine Beugung des DNA-Doppelstranges.

LEF-1/11-19 -AFMLYMKEM -
hPar14/50-58 -KIMEAMKLK-

Abb. 5-8: Uberlagerung der o—Helices von hPar14 und Lef-1. Dargestellt sind der Verlauf des
Proteinriickgrates von hPar145y.5¢ (violett) und Lef-144.49 (blau) und die Aminosauren, die am
Aufbau der Wechselwirkungstelle mit der DNA in Lef-1 beteiligt sind (gelb), sowie ihre
raumlichen Analoga in hPar14 (rot).
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Hierfiir spricht auch die Sequenzhomologie des N-Terminus (hParl4;37) zu
Proteinsequenzen von HMG17 (HMGN) [32]. HMGN-Proteine sind im Zellkern der
Sdugetiere vorhanden, wo sie bei der Modifikation der Struktur von Chromatinfasern
eine Rolle spielen. Die durch Interaktion von HMGN-Proteinen mit Nukleosomen
verursachte partielle Entfaltung von Chromatinfasern ermdéglicht die Transkription
oder Replikation der DNA, wodurch der Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus
eingeleitet wird [115]. Abbildung 5-9 illustriert die Homologie zwischen dem N-
terminalen Sequenzbereich von hParl4 (hParl4,3;) und NLS- und CHUD-
Sequenzbereich [116] von HMGI17. Fir die mogliche Beteiligung von hParl4
wihrend der S-Phase des Zellzyklus spricht auch der Befund, da3 die AAAT-box, an
die hParl4 bindet, in Promotorsequenzen von verschiedenen Proteinen vorkommit,
wie z.B. im transformierenden Wachstumsfaktor [3-1 (TGF- 3), der die Transkription
von Cyclin-abhingigen Kinaseinhibitoren hoch-reguliert. Moglich ist jedoch auch,
dal3 hPar14 cine Rolle bei der Chromosomenkondensation spielt, die wihrend der M-

Phase des Zellzyklus auftritt.

hParl4 HUMAN/1-37 MPPKGKSGSGKAGKGGZA..ASGSDSADKKAQGPKGGGNA

BOVIN/48-89

CHICK/48-89 SEKVPKGKKGKADAGKEGNNPAENGDAKTDQAQKAEGAGDA
HUMAN/48-89 GEKVPKGKKGKADAGKEGNNPAENGDAKTDQAQKAEGAGDA
MQOUSE/48-89 GEKVPKGKKGKADAGKDANNPAENGDAKTDQAQKAEGAGDA
PIG/48-89 GEKVPKGKKGKADAGKDGNNPAENGDAKTDQAQKAEGAGDA
RAT/48-89 GEKVPKGKKGKADAGKDANNPAEDGDAKTDQAQKADGAGDA
EST/49-90 GEKLPKGRKGKADAGKDGNNPAKNRDASTLQSQKAEGTGDA

NS CHUD.

Abb. 5-9: Sequenzvergleich von HMG17-Proteinen aus verschiedenen Species und N-
Terminus des hPar14. NLS - Kernlokalisationssignal der HMG17-Proteine; CHUD -
Chromatin-entfaltende Doméane der HMG17-Proteine. Aminosaurereste, die innerhalb der
bekannten HMG17-Sequenzen und des N-terminalen Sequenzbereichs von hPar14 identisch
sind, wurden rot-gefarbt dargestellt. Aminosaurereste, die dhnlichen Seitenkettencharakter
besitzen, wurden blau-gefarbt dargestellt.



6. Zusammenfassung 87

6. Zusammenfassung

In der vorliegender Arbeit wurde die Struktur des humanen Parvulin 14 (hParl4) in
Losung mit Hilfe zwei- und dreidimensionaler NMR-Experimente untersucht. hPar14
ist eine PPlase der Parvulin-Familie mit unbekannter zelluldrer Funktion.

Durch die Aufnahme und Auswertung von 2D- und 3D-NMR-Spektren konnten 1042
NOEs, davon 120 intraresiduale und 922 interresiduale, 71 dihedrale Winkeln und 38
Wasserstoffbriicken ermittelt werden, die spiter fiir die Strukturrechnung als
experimentelle Daten eingesetzt worden sind. Die so gewonnene Struktur des hPar14
ist gut definiert (RMSD-Wert fiir das gesamte Proteinriickgrat 1.45 + 0.16 A) und
besteht aus einem vierstringigen gekriimmten [3-Faltblatt, das die a-Helix-4 umgibt.
a-Helices-1, 2 und 3 befinden sich auf der konvexen Seite des Faltblattgeriists. Der
N-Terminus des Proteins besteht aus 35 Aminosiureresten und liegt unstrukturiert
VOr.

Die hParl4-PPlase-Domine weist eine hPinl-PPlase-Domine-dhnliche Topologie
auf, die als Subtopologie des FKBP-Superfolds gesehen werden kann. Ein Vergleich
zwischen PPlase-Doménen von hParl4 und hPinl zeigt, dass die rdumlichen
Positionen der an der Katalyse beteiligten Aminosduren konserviert sind. Die Position
von Aminosdure Cysl13 des hPinl wird in hParl4 von Asp74 eingenommen. In
hPar14 ist die loop-Region zwischen dem [3-Strang-1 und der a-Helix-1 gegeniiber
hPinl verkiirzt, was fiir den Verlust der Affinitit zu phosphorylierten Substraten
verantwortlich gemacht werden kann. Ein Vergleich der Oberflachenladungen von
hPar14 und hPinl zeigt, da8 ein hParl4-Substrat vermutlich eine Aminosdure mit
positiv geladener Seitenkette vor dem Prolin enthalten sollte. Die a4/[33-loop-Region,
die im hParl4 im Vergleich zu hPinl verldngert ist, ist zusammen mit dem Prolin-
haltigen VIb-Turn aus dem B-Strang-3 am Aufbau einer mutmaflicher Bindungsstelle
fiir einen unbekannten Wechselwirkungspartner beteiligt.

NMR-Untersuchungen zeigen, dass das Modelsubstrat Succinyl-Ala-Arg-Pro-Phe-
para-nitroanilin in eine hydrophobe Grube des hParl4 bindet. Die Bindung des
Substrates verursacht Anderungen in den Amidprotonaustauschraten und den
T,-Zeiten eciniger Stickstoffatome des Proteinriickgrats von hParl4. Die davon
betroffenen Aminosduren befinden sich im [3-Faltblattgeriist und in der a4/B3-loop-

Region.
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Mit Hilfe der Fluoreszenz- und NMR-Spekrtoskopie konnte die Bindung von hPar14
an DNA nachgewiesen werden. Ein optimal geignetes DNA-Konstrukt fiir den
spekrometrischen Nachweis der Bindung wurde selektiert und besitzt eine

GTAAAAAATGTTTTCATTTTTTAC-Sequenz, deren mittleren Teil nach der

Anlagerung der komplementére Stringe einen TTTT-Loop ausbildet. Der K4-Wert fiir
die Bindung von hParl14 an dieses Oligonukleotid liegt bei 12 °C im nanomolaren
(bestimmt durch Fluoreszenztitrationen) und bei 27 °C im mikromolaren Bereich
("’N-HSQC-NMR-Titrationen). Untersuchungen mit N-terminal verkiirztem Parvulin
(hPar14,5.13;) zeigen eine herabgesetzte Affinitdit zu DNA. Durch ein NMR-
Interfacemapping, das auf der Anderung der chemischen Verschiebungen von
Resonanzen im ’N-HSQC-Spektrum basiert, konnte eine mégliche Bindunsstelle fiir
DNA auf der PPlase-Doméne des hParl4 identifiziert werden. Sie setzt sich aus
Seitenketten von elf hydrophoben und vier polaren Resten zusammen. Sechs Reste
aus dem unstrukturrierten N-Terminus von hParl4 sind ebenfalls an der DNA-
Wechselwirkung beteiligt. Das DNA-Bindungsmotiv ist vermutlich eine Helix-loop-
Helix-Schleife auf der konvexen Seite des Faltblattgeriists von hPar14. Ahnliche
Bindungstellen wurde fiir HMGB-Dominen beschrieben. Die Rolle des
unstrukturierten N-Terminus von hPar14 bei der DNA-Binung besteht vermutlich in
der Stabilisierung des Komplexes durch Bindung in die groe Grube und einer
einhergehenden Ladungsneutralisierung, wie es fiir Transkriptionsfaktoren
beschrieben wurde.

Die Frage, welche Funktion erfiillt eine DNA-bindende PPlase im Kern und im
Cytoplasma der menschliche Zelle, bleibt unbeantwortet. Eine Rolle bei der Initiation
der S-Phase des Zellzyklus oder bei der Chromosomenkondensation wéhrend der M-
Phase scheint moglich zu sein. Weitere Untersuchungen zur Beantwortung dieser

Frage sollten auf zelluldrer Ebene duchgefiihrt werden.
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8. Anhang

Anhang A: Anderungen der chemische Verschiebung von N-H — Resonanzen in N-HSQC-

Spektrum durch Bindung eines Komplexes von hPar14 mit dem Modelsubstrat, pH 6.5, 300K.

Rest | A'H-Schift, Hz | A °N-Schift, Hz | Rest A "H-Schift, Hz | A ™N-Schift, Hz
Val38 - -0.0280 Asp81 -0.0210 0.0250
Lys39 0.004 0.012 Leu82 0.0210 -0.0290
Val40 0.007 0.049 Gly83 -0.0190 -0.1330
Arg41 - 0.1220 Met85 0.006 0.0880
His42 0.004 0.037 Thr86 0.005 -0.1010

lle43 -0.0140 -0.2980 Arg87 0.007 0.037
Leu44 - 0.049 Ser89 0.02 0.037
Glu46 0.007 - Met90 -0.034 0.0840
Lys47 0.013 0.086 Val91 0.223 0.203
His48 - -0.0750 Phe94 -0.0450 -0.098

lle51 -0.005 -0.0860 GIn95 0.0260 0.0220
Met52 -0.009 -0.0560 Glug6 0.011 -0.0140
Leu58 0.007 - Alag97 -0.0290 -0.0380
Arg63 0.006 0.0940 Phe99 0.0230 -0.0340
Phe64 0.0290 0.0710 Ala100 0.005 -0.0330
GIn65 0.008 -0.0130 Leu101 -0.014 0.030
Glu66 0.011 0.012 Asp107 - -0.0190
Val67 0.011 0.024 Lys108 0.005 -0.0480
Ala68 0.017 0.061 Phe111 0.010 -0.050
Ala69 -0.009 0.078 Lys117 - 0.055
Ser72 0.0190 -0.0590 Phe120 - 0.086
Glu73 0.009 0.024 Tyr122 0.007 0.116
Asp74 -0.020 0.033 lle124 0.0320 -0.0460
Lys75 0.011 - lle125 0.0210 0.0550
Ala76 0.011 0.1550 Met126 0.0180 0.132
Gly80 0.0380 -0.0220 Glu128 0.004 0.122

Lys130 -0.0210 -0.0670
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Anhang B: Relaxationszeiten T, bei 11.74 T (Protonenrequenz 500,130 MHz) und 300 K

fur "*N-markiertes hPar14 in Abwesenheit und Anwesenheit von Modelsubstrat.

Rest T1, s ohne T1, s mit Rest T1, s ohne T1, s mit
Modelsubstrat Modelsubstrat Modelsubstrat Modelsubstrat
Ala37 0.303 + 0.044 0.295 + 0.022 Ala76 0.330 £ 0.055 0.359 £ 0.028
Val38 | 0346 +0.035 | 0.365+0.030 Gly80 0.388+0.074 | 0.350 +0.036
Lys39 | 0.283+0.032 | 0.340+0.026 | Asp8l 0.366 + 0.057 | 0.247 +0.047
Vald0 | 0483+0.156 | 0459+0.039 | Leud8Z | 0415+0.049 | 0.323+0.032
Arg41 | 0.365+0.039 | 0.450 + 0.050 Glys3 0.325+0.035 | 0.377 +0.037
His42 | 0376+0.040 | 0.361+0.040 | Met8S | 0287+0.027 | 0.322+0.038
lle43 | 0.296+0.040 | 0.270 +0.041 Thré6 | 0320+0.054 | 0.368 +0.022
Leud4 | 0.203+0.043 | 0.331+0.032 | Argd87 | 0.360+0.075 | 0.403+0.031
Glud6 | 0.384+0.050 | 0.392+0.037 | Met90 | 0297+0.037 | 0.313+0.038
Lys47 | 0.375+0.032 | 0.351+0.022 | Phe94 | 0318 +0.040 | 0.055+0.008
Gly49 | 0269+0.049 | 0.358+0.063 | GIN9S | 0375+0.044 | 0.067 +0.010
LysS0 | 0.369+0.043 | 0.394+0.040 | Gl96 | 0351+0.036 | 0.319+0.037
lle51 | 0.375+0.043 | 0.314+0.018 | Ala98 0.284 +0.019 | 0.187 +0.004
Met52 | 0321+0.036 | 0.354+0.024 | Phe99 | 0438+0.053 | 0.344 +0.028
Glud3 | 0.323+0.028 | 0.360+0.022 | Al2100 | 0.345+0.034 | 0.406 +0.028
Alad4 | 0369+0.032 | 0.364+0.009 | Leul01 | 0365+0.036 | 0.401+0.039
MetS5 | 0.382+0.058 | 0.315+0.033 | Val103 | (0426+0.058 | 0.480 +0.040
Glus6 | 0.354+0.029 | 0.335+0.026 | Serl04 | 0366+0.035 | 0.346 +0.029
Lys57 | 0.316+0.021 | 0.332+0.030 | G105 | 0422+0.056 | 0.402+0.017
LeudS8 | 0.309+0.064 | 0.334+0.019 | Metl06 | (0304+0.026 | 0.357 +0.036
Ser60 | 0.400+0.038 | 0.415+0.025 | Asp107 | 0.327+0.032 | 0.325+0.023
Gly61 | 0.376+0.040 | 0.359+0.025 | Vall10 | 0354+0.073 | 0.334+0.035
Met62 | 0.370+0.031 | 0.379+0.016 | Phel11 | 0360+0.045 | 0.421+0.033
Argé3 | 0.374+0.039 | 0.364+0.024 | Thr112 | 0343+0.039 | 0.415%0.020
Phe64 | 0334+0.034 | 0.392+0.035 | Asp113 | 0.398+0.055 | 0.504 +0.030
GIn65 | 0.353+0.049 | 0.347+0.028 | Lys117 | 0368+0.033 | 0.470+0.037
Glu6é | 0.375+0.053 | 0.363+0.025 | Thr118 | 0.380+0.045 | 0.395+0.026
Val67 | 0.402+0.054 | 0.398+0.021 | Phel120 | 0257+0.025 | 0.320+0.026
AlaB8 | 0.368+0.038 | 0.353+0.031 | G121 | 0381+0.060 | 0.461+0.027
AlaB9 | 0341+0.028 | 0.303+0.026 | Tyr122 | 0308+0.032 | 0.343+0.042
GIn70 | 0.397+0.049 | 0375+0.035 | His123 | 0.334+0.038 | 0.370+0.017
Tyr71 0.365 + 0.040 0.413 + 0.036 lle125 0.379 £ 0.049 0.289 £ 0.024
Ser72 | 0.374+0.037 | 0.363+0.031 | Vall27 | 0368+0.060 | 0.368 +0.033
Glu73 | 0.295+0.047 | 0.328+0.036 | Glu128 | 0334+0.035 | 0.333 +0.021
Asp74 | 0375+0.035 | 0.353+0.038 | G129 | 0297 +0.027 | 0.374+0.017
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Anhang C: Austauschraten von Amidprotonen (hPar14) gegen Deuteronen in Abwesenheit

und Anwesenheit des Modelsubstrats bei pD 6.5 und 300 K.

Austauschrate Austauschrate Austauschrate | Austauschrate
Rest ohne mit Rest ohne mit

Modelsubstrat, Modelsubstrat, Modelsubstrat, | Modelsubstrat,

min™ min™ min™ min™
Val40 0.0560 + 0.0135 0.033 £ 0.0086 | Ala68 0.0174 +0.0025 | 0.0118 £0.0017
Arg41 0.0487 £ 0.0021 | 0.0267 + 0.0022 | Ala69 0.0422 +0.0140 | 0.0379 +0.0046
His42 ~0.2 0.0268 £ 0.018 | Tyr71 0.0201 +0.0005 | 0.0184 +0.0033
lle43 0.0308 + 0.0308 | 0.0184 +0.0008 | Ser72 0.0242 +0.0062 | 0.0108 +.0026
Leud4 0.0213 + 0.0023 0.013 £0.0018 | Ala100 0.0343 +0.0028 | 0.0743 +0.0080
Cys45 0.0155+ 0.0018 | 0.0122 + 0.0023 | Leu101 | 0.0298 +0.0081 ~0.2
lle51 0.0160 + 0.0008 | 0.0143 £ 0.0014 | Val110 | 0.0195 +0.0017 | 0.0198 +0.0016
Met52 0.0211 £ 0.0008 | 0.0148 +£0.002 | Thr112 | 0.0471 £0.0092 | 0.0185 +0.0010
Glu53 0.0343 £ 0.0049 | 0.0299 £ 0.0042 | Thr118 | 0.0313 £0.0013 | 0.027 + 0.003
Ala54 0.0216 £ 0.0017 | 0.0138 £ 0.0023 | Tyr122 | 0.0249 +0.0006 | 0.0170 +0.0012
Met55 0.0217 £ 0.0011 | 0.0144 £ 0.0014 | His123 0.0275 +0.0046 | 0.0174 +0.0033
Glu56 0.0171 £ 0.0011 | 0.0112 £ 0.0012 | lle124 0.0155 £0.0013 | 0.0101 £0.0009
Lys57 0.0227 £ 0.0004 | 0.0158 £ 0.0016 | lle125 0.089 + 0.0009 | 0.0065 +0.0007
Leu58 0.0152 £ 0.0005 | 0.0085 + 0.0008 | Val127 0.0171 £0.0011 | 0.0131 £0.0019
Lys59 0.0276 £ 0.0008 | 0.0172 £ 0.0017 | Glu128 | 0.0253 £0.0020 | 0.0192 +0.0019
Val67 0.0120+ 0.0005 0.0068+ 0.0008
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