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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe NMR-spektroskopischer Messungen die
Strukturen von Proteinen und deren Wechselwirkung mit anderen Molekilen im Rahmen
verschiedener Interaktions- und Transportprozesse an Membranen charakterisiert. Dabei
wurden Proteine untersucht, die entweder direkt mit zelluldren Membranen wechselwirken oder

aber am Transport von Proteinen bzw. Nahrstoffen durch diese Membranen beteiligt sind.

Die Alzheimersche Demenzerkrankung wird gemaf der ,amyloiden Hypothese“ durch das
B-amyloide Protein (AB) ausgeldst. Als Teil seines membranstandigen Vorlauferproteins liegt die
AB-Sequenz in a-helikaler Form vor. Nach der proteolytischen Freisetzung des Peptids unterliegt
dieses jedoch einem Umfaltungsprozess zu einer p-Strang-Konformation, die zur Aggregation
des Peptids fuhrt. Man nimmt an, dass die Wechselwirkung des Proteins mit Membranlipiden an
diesem krankheitsauslésenden Umfaltungsschritt beteiligt ist. In dieser Arbeit wurde daher die
Wechselwirkung von Ap mit krankheitsrelevanten Membranlipiden und Modellmembranen NMR-
spekiroskopisch charakterisiert. Zunachst wurden geeignete wassrige LOsungsbedingungen
identifiziert und die sequentielle Zuordnung des Proteins durchgefiihrt. In dieser rein wassrigen
Lésung liegt das Protein dabei in monomerer Form, in einer eher unstrukturierten, nur teilweise
a-helikalen Konformation vor. Die Wechselwirkung mit Cholesterin bewirkt eine deutliche
Aggregation des Peptids und die durchgefihrten Messungen zeigen, dass diese Interaktion
mafgeblich durch die N-terminale Halfte von AB vermittelt wird. Diese Wechselwirkung ist damit
sehr ahnlich wie die in anderen Studien untersuchte Wechselwirkung mit Gangliosiden. Ein
kleiner Teil des beobachteten Effekts wird dabei auch durch das zum Ldsen von Cholesterin
verwendete Ethanol verursacht. Um die Wechselwirkung von Ap mit Lipiden unter
physiologischeren Bedingungen analysieren zu kénnen, wurden dartiber hinaus Messungen an
sog. Phospholipid-Bizellen durchgefihrt. Dabei handelt es sich um Dispersionen von kurz- und
langkettigen Phospholipiden, die als Modellmembranen fir NMR-Studien in Losung geeignet
sind. Verschiedene Mischungen wurden dabei mit Diffusionsmessungen und *'P-NMR-
Messungen charakterisiert. Dabei konnten auch Cholesterin und ungesattigte Phospholipide in
die Bizellen eingebaut werden. Eine Verldngerung der Kettenldnge der Phospholipide ist jedoch
nur sehr begrenzt moglich. Eine erste Untersuchung zur Wechselwirkung von Ap mit solchen
Bizellen zeigte, dass Ap zwar nur schwach mit diesen interagiert. Es konnten so jedoch fir
langfristige Messungen geeignete, stabile Proben erhalten werden, so dass in Zukunft der

spezifische Einfluss einzelner Lipide in diesem System weiter untersucht werden kann.



Zusammenfassung

Dariliber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit auch Proteine untersucht, die an
Transportvorgangen durch zellulare Membranen beteiligt sind. Im Rahmen des Kerntransports in
eukaryotischen Zellen werden z. B. verschiedene Makromoleklle in Form von Transport-
komplexen durch die Kernporen der Kernmembran ins Zytoplasma transportiert. Durch die
Wechselwirkung des Proteins Ran, das Bestandteil dieser Komplexe ist, mit den sog. Ran-
Bindedomanen kommt es dort zum Zerfall der Komplexe und damit zur Beendung des
Exportprozesses. Um diesen Vorgang besser verstehen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit die
Struktur der zweiten Ran-Bindedomane des Ran-Bindeproteins 2 NMR-spekiroskopisch
charakterisiert. Das Protein zeigt die flir Pleckstrin-Homologie-Domanen typische Faltung eines
B-Fasses aus insgesamt sieben B-Strdngen und einer Uber dem Fass liegenden a-Helix. Das
Protein ist durch flexible Termini und Schleifen sowie durch eine stark geladene Oberflache
gekennzeichnet. Die Struktur enthalt dabei auch den fur diesen Faltungstyp typischen funften (-
Strang, der in den Strukturen der Komplexe von anderen Bindedomanen mit Ran gefehlt hatte.
Dieser Unterschied wird wohl durch die Wechselwirkung dieses Bereichs der Domane mit dem
C-Terminus von Ran verursacht. Dies zeigen auch zuvor durchgefihrte NMR-Messungen zur
Wechselwirkung der Domane mit dem isolierten C-Terminus von Ran. Zusammen liefern diese
Ergebnisse ein klareres Bild von der Beendung von Exportprozessen auf der zytosolischen Seite

der Kernmembran.

Ein weiteres Beispiel fur Transportvorgadnge durch Membranen stellt der Austausch von
Nahrstoffen zwischen den einzelnen Geweben von photosynthetisch aktiven Pflanzen dar.
Dieser erfordert den Transport von Saccharose durch zellulare Membranen mit Hilfe spezieller
Saccharosetransporter. Die SUT2/SUC3-Transporterklasse besitzt dabei im Vergleich zu den
anderen solchen Transportern eine vergrofierte zentrale zytoplasmatische Schleife. Daher wird
fur diese Transporterklasse eine Funktion als Saccharosesensor unter direkter Beteiligung dieser
Schleife diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Struktur der zentralen
Schleifendomane von PmSUC3 NMR-spektroskopisch untersucht. Das Protein scheint isoliert in
Lésung jedoch eine weitgehend ungefaltete Konformation zu besitzen. Dies zeigen
Ubereinstimmend die Analysen der erhaltenen sequentiellen Zuordnung, die Dynamik des
Proteins und die durchgefiuhrten Strukturrechnungen. DarlUber hinaus wurde eine im Rahmen
der postulierten Sensorfunktion mogliche direkte Wechselwirkung mit Saccharose NMR-
spektroskopisch Uberpriift. Die Ergebnisse schlielen eine solche direkte Wechselwirkung oder
gar eine Umfaltung in Anwesenheit von Saccharose jedoch aus. Mdglicherweise ist eine solche
ungefaltete Konformation aber notwendig fur eine Wechselwirkung mit noch zu identifizierenden

Interaktionspartnern der Doméane.



1 Einleitung

Die Zellen aller Lebewesen werden im Wesentlichen durch vier verschiedene Klassen
von Biomolekilen aufgebaut und organisiert: Nukleinsduren, Proteine, Lipide und
Kohlenhydrate. Neben den Nukleinsduren, die die Aufgabe der Speicherung der
Informationen Uber den Aufbau der Zelle Ubernehmen, haben dabei die Proteine eine
zentrale Bedeutung flr die Zelle. Sie werden entsprechend der in den Nukleinsauren
codierten Information synthetisiert und ibernehmen die eigentliche Ausflihrung der in den
Nukleinsauren codierten zellularen Aufgaben. So katalysieren Proteine z. B. in Form von
Enzymen eine Vielzahl chemischer Reaktionen im Rahmen des Stoffwechsels der Zelle, die
sonst gar nicht ablaufen konnten. Andere Proteine bilden Gerlststrukturen im Inneren der
Zelle oder in der extrazellularen Matrix, um so den Aufbau der Zelle bzw. des gesamten
Organismus zu stabilisieren. Ein spezieller Teil dieser GerUstproteine ermdglicht dabei im
Zusammenspiel mit Motorproteinen auch eine Fortbewegung der Zellen. Wiederum eine
andere Gruppe von Proteinen interagiert mit den Nukleinsduren und steuert das Ablesen der

genetischen Informationen und reguliert damit die Synthese neuer Proteine.

Je grofRer und komplexer ein Organismus wird, desto umfangreicher missen solche
Regulationsmechanismen werden, um ein korrektes Zusammenspiel seiner einzelnen
Komponenten gewahrleisten zu kdnnen. Daher interagieren Proteine bei der Ausfiihrung
ihrer Aufgaben oft mit einer Vielzahl anderer Proteine und beeinflussen sich dabei
gegenseitig in ihren Aktivitdten. Eine eigene Klasse von Proteinen dient nur der Aufnahme
von Informationen aus der Zelle oder ihrer Umgebung bzw. der Verarbeitung und
Weiterleitung dieser Information an andere Proteine der Zelle. So entstehen hoch komplexe
Netzwerke von Protein-Protein-Wechselwirkungen, die letztlich die Aktivitat aller Teile der
Zelle steuern. Nur so wird eine Anpassung der Zelle an ihre aktuellen
Umgebungsbedingungen oder die gewebe- oder entwicklungsspezifische Auspragung

bestimmter Merkmale innerhalb eines Organismus mdéglich.

Im Rahmen solcher Regulations- und Steuerungsprozesse kommt auch den Lipiden,
die neben den Proteinen inzwischen zunehmend in den Fokus wissenschaftlichen Interesses
ricken, eine essentielle Funktion zu. Einerseits kénnen Lipide in Form sog. sekundarer
Botenstoffe selbst direkt an Signalleitungswegen beteiligt sein. Andererseits bilden Lipide in

der Zelle Membranen aus, die nicht nur die Zelle von ihrer Umgebung abschirmen, sondern
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auch in der Zelle eine raumliche Trennung bestimmter Prozesse ermdglichen. So kann z. B.
die Verarbeitung der genetischen Information der Nukleinsduren im Zellkern einer
eukaryotischen Zelle rdumlich und/oder zeitlich getrennt von den Ubrigen Prozessen in der
Zelle ablaufen. Eine solche Kompartimentierung der Zelle erweitert ihre Regulations- und
damit Entwicklungsmoglichkeiten erheblich. Darlber hinaus hat sich inzwischen gezeigt,
dass die von den Lipiden gebildeten Membranen nicht homogen aufgebaut sind, sondern
Membranmikrodomanen (lipid rafts) existieren, die sich in ihrer Lipidzusammensetzung von
der umgebenden Membran unterscheiden. Durch diese Mikrostrukturierung kénnen Lipide
die Lokalisation oder Aktivitat von in die Membran eingebetteten Proteinen beeinflussen und

so deren Signalleitungsprozesse modifizieren.

Eine solche Einbettung von Proteinen in Membranen wird fiir die Zelle unter anderem
notwendig, weil die Membran selbst fiir groRere Molekile grundsatzlich nicht permeabel ist.
Folglich ist eine Maschinerie in der Membran notwendig, die weiterhin den geregelten
Austausch diverser Moleklle und Informationen zwischen den einzelnen Teilen der Zelle und
ihrer Umgebung ermdglicht. Diese Aufgabe Ubernehmen in der Membran verankerte
integrale Membranproteine. |hre vielfaltigen Funktionen beinhalten z. B. den Transport von
lonen (lonenkandle) oder Nahrstoffen wie Zuckern (Saccharidtransporter) durch die
Zellmembran, die Weitergabe externer Stimuli ins Zellinnere (Rezeptorproteine) oder den
Transport von Proteinen und Nukleinsauren durch die Kernmembran in Eukaryoten. Auch die
Aktivitat solcher Membranproteine kann durch Wechselwirkung mit anderen Proteinen aber
auch Lipiden aus der Membran im Detail reguliert und so den aktuellen zellularen

Bedingungen angepasst werden.

Die Struktur von Proteinen

Um den Aufbau, die Stoffwechsel- und die Regulationsprozesse und damit die
Funktionsweise einer Zelle im Detail verstehen zu kénnen, ist nicht nur die Kenntnis dartber
noétig, welche Moleklle in der Zelle Uberhaupt vorhanden sind und welche davon miteinander
interagieren. Man bendétigt insbesondere auch das Wissen daruber, wie diese Molekule
aufgebaut sind und wie und warum sie miteinander interagieren. Proteine bestehen aus
linearen Ketten von Aminosauren, die entsprechend der in den Nukleinsduren gespeicherten
Information zusammengesetzt werden. Die genaue Abfolge der Aminosauren in einem
Protein (Primarsequenz) definiert seine zellulare Aufgabe. Mdglich wird die Ausfiihrung
dieser Aufgabe jedoch erst durch die Ausbildung einer definierten raumlichen Struktur, die

sich aber aus der Primarsequenz ergibt. Erst die richtige raumliche Anordnung der einzelnen
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Aminosauren in einem Protein (Faltung) ermoglicht z. B. einem Enzym die Katalyse einer
ganz bestimmten chemischen Reaktion in seinem aktiven Zentrum oder einem
Membrantransporter den selektiven Transport seines Zielmolekils. Auch die
Wechselwirkung zwischen Proteinen ist nur dann mdglich, wenn die Strukturen der Proteine
komplementare, ineinander greifende Oberflachen ausbilden, die eine stabile Bindung der
Proteine aneinander ermdglichen. Die richtige raumliche Faltung ist also von essentieller

Bedeutung fir die Funktion eines Proteins.

Diese Faltung ist jedoch nicht unveranderlich, sondern kann durch auf3ere Faktoren
beeinflusst werden. Das ist auch fir die Regulation der Funktion von Proteinen von
essentieller Bedeutung. Da die Struktur eines Proteins seine Funktion definiert, kann durch
Veranderung der Struktur die Funktion beeinflusst werden. So kann z. B. die Bindung
anderer Proteine oder kleiner Moleklile an einen Membrantransporter Uber induzierte
Strukturanderungen seine Transportaktivitat modifizieren. Andererseits kann es aber auch
vorkommen, dass ein Protein unter bestimmten Bedingungen seine funktionale Konformation
gar nicht annehmen kann bzw. diese verliert, was zu einem Verlust der Aktivitdt dieses
Proteins fuhrt. Dabei kann es unter Umstanden aber auch zur Ausbildung einer veranderten
alternativen Konformation kommen, die moglicherweise sogar eine ,unerwinschte“ Funktion
ausubt. Das wird besonders deutlich im Fall einiger Krankheiten, die auf solch einer
Fehlfaltung von Proteinen beruhen. Dies ist vor allem bei einigen Demenzerkrankungen wie
der Alzheimerschen Erkrankung oder den transmissiblen spongiformen Enzephalopathien
(TSE) der Fall. Dabei aggregieren fehlgefaltete Proteine, bilden Ablagerungen im Gehirn,
fuhren zum Absterben von Neuronen und bewirken so das Auftreten von

Demenzsymptomen bei den betroffenen Patienten (s. u.).

Die Aufklarung von Proteinstrukturen

Die Kenntnis der Struktur bzw. der moglichen strukturellen Zustande eines Proteins ist
damit essentielle Voraussetzung fir das Verstandnis darlber, wie ein bestimmtes Protein
funktioniert, wie es reguliert wird oder wie es krankhafte Veranderungen bewirken kann. Erst
mit Kenntnis der Struktur eines Proteins wird auch eine gezielte Einflussnahme auf diese und
damit die Funktion des Proteins mdglich. So kénnen anhand der bekannten Struktur eines
Proteins z. B. Medikamente entwickelt werden, die spezifisch dessen Enzymaktivitat

inhibieren oder eine krankhafte Fehlfaltung unterdriicken.
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Neben zahlreichen biophysikalischen Methoden, die unterschiedlich detaillierte
generelle Informationen Uber die Struktur von Makromolekilen liefern, gibt es im
Wesentlichen nur zwei verschiedene strukturbiologische Methoden, die eine
Charakterisierung von Proteinstrukturen in atomarer Auflésung erlauben: Die
Réntgenbeugung an Proteinkristallen und die kernmagnetische Resonanzspektroskopie
(NMR). Fur die Aufklarung einer Proteinstruktur mittels Rontgenbeugung muss das
betreffende Protein zunachst kristallisiert werden. Da die daflir geeigneten
Lésungsbedingungen kaum vorhersagbar sind, ist das Auffinden dieser Bedingungen ein
unter Umstanden recht zeitaufwendiger Prozess. Konnten Kristalle des Proteins gewonnen
werden, kann durch Auswertung der Beugung von Roéntgenstrahlen am Kristallgitter die
Struktur des betreffenden Proteins errechnet werden. Durch die langjahrige
Weiterentwicklung und Automatisierung der Technik ist die Strukturaufklarung selbst jedoch
zunehmend schneller méglich. Die gewonnene Struktur im Proteinkristall kann im Vergleich
zu den zellularen Bedingungen jedoch fehlerbehaftet sein, da die starken intermolekularen

Wechselwirkungen im Kristallgitter die Struktur des Proteins beeinflussen kénnen.

Dies wird durch Aufklarung der Proteinstruktur mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
vermieden. Die Proteine werden hier in wassriger gepufferter Lésung untersucht, was den
tatsachlichen Bedingungen im Inneren einer Zelle wesentlich ndher kommt. Fir die NMR-
spektroskopische Untersuchung wird ein Protein mit Radiowellen bestrahlt und dabei das
Resonanzverhalten der Kernspins seiner Atome untersucht. In einem ersten Arbeitsschritt
mulssen dabei zunachst die Signale aller Atome in den beobachteten Spektren identifiziert
werden (sequentielle Zuordnung) und anschlielend kann vor allem aus gewonnenen
Abstandsinformationen der Kerne die Struktur des Proteins berechnet werden. Da jedoch
gerade der erste Arbeitsschritt in der Regel viel Zeit beansprucht, ist eine
Proteinstrukturbestimmung  mittels NMR-Spektroskopie relativ  anspruchsvoll  und
zeitaufwendig. Dafir liefert die NMR-Spektroskopie im Gegensatz zur Kristallstrukturanalyse
auch noch vielfaltige weitere Informationen Uber die untersuchten Proteinstrukturen. Durch
geeignete Messungen koénnen z. B. Informationen Uber die Dynamik der Proteinstruktur
gewonnen werden. Dies erlaubt z. B. Rickschlisse Uber die Mechanistik von
Enzymkatalysen oder Aussagen dariber, welche Teile eines Proteins durch ihre erhdhte
Mobilitdt an einer Umfaltungsreaktion beteiligt sein kdnnten. Dartber hinaus kdnnen nach
der NMR-spektroskopischen Strukturbestimmung eines Proteins sehr einfach Informationen
Uber seine Wechselwirkung mit anderen Molekilen gewonnen werden. Wahrend im Falle der
Rontgenstrukturbestimmung der Komplex aus Protein und Ligand neu kristallisiert werden
muss, konnen in NMR-spektroskopischen Messungen direkt und schnell die an der Bindung

des Liganden beteiligten Reste des Proteins identifiziert werden.
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Gliederung und Inhalte dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden NMR-spektroskopische Methoden eingesetzt, um
Strukturuntersuchungen an Proteinen im Rahmen verschiedener Interaktions- und Transport-
prozesse an Membranen durchzuflihren. Die vielfaltigen Anwendungsmaoglichkeiten der
NMR-Spektroskopie wurden hierbei dazu genutzt, um einerseits direkt den Einfluss von
Membranlipiden auf Proteinstrukturen zu untersuchen und andererseits strukturelle
Aussagen Uber Proteine zu treffen, die am Transport von Proteinen bzw. Nahrstoffen durch
zellulare Membranen beteiligt sind. Nach einer generelle Einfiihrung zu den Grundlagen der
verwendeten NMR-spektroskopischen Methoden (Kapitel 2), folgt daher zunachst ein Kapitel
Uber die Wechselwirkung des p-amyloiden Proteins der Alzheimerschen Erkrankung mit
Membranlipiden (Kapitel 3). Es schliet sich ein Kapitel zur Struktur der zweiten Ran-
bindenden Domane des Ran-Bindeproteins 2 an, die am Transport von Makromolekilen
durch die eukaryotische Kernmembran beteiligt ist (Kapitel 4). Zuletzt folgt ein Kapitel zur
Charakterisierung der zentralen Schleife des pflanzlichen Saccharosetransporters PmSUC3
(Kapitel 5).

Die Alzheimersche Krankheit ist eine hochkomplexe Demenzerkrankung, die zu den
auf Proteinfehlfaltung beruhenden Krankheiten gehort. Gemaf der ,amyloiden Hypothese*
wird sie durch das p-amyloide Protein (Ap) ausgeldst. Dieses wird aus einem
Vorlauferprotein durch proteolytische Spaltung gebildet und macht anschlieRend einen
Umfaltungsprozess von einer a-helikalen zu einer B-Strang-Konformation durch. Dadurch
aggregiert das Protein und bildet Ablagerungen im Gehirn, wobei es zum Absterben der
umgebenden Neuronen und so zum fortschreitenden Absterben des Gehirns der betroffenen
Patienten kommt. An dem krankheitsauslésenden Umfaltungsschritt sollen nach neuesten
Erkenntnissen Membranlipide beteiligt sein. In dieser Arbeit wurden daher NMR-
spektroskopische  Messungen durchgefiihrt, um die Wechselwirkung zwischen
Membranlipiden und AB und die damit verbundenen strukturellen Anderungen in Ap direkt zu

untersuchen.

Ran-bindende Doméanen sind an der Beendung von Transportprozessen auf der
zytosolischen Seite der eukaryotischen Kernporen beteiligt. Proteine und Nukleinsduren
werden dabei in Form von an das Protein Ran gebundenen Komplexen durch die Kernporen
ins Zytoplasma transportiert. Treffen diese Komplexe auf die Ran-Bindedomanen, die
Bestandteil des Kernporenapparats sind, werden sie eingefangen und die zu
transportierenden Makromolekiile werden freigesetzt. Um diesen Prozess besser verstehen

zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe NMR-spektroskopischer Messungen
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die zweite Ran-Bindedomdne des Ran-Bindeproteins 2 untersucht und strukturell
charakterisiert. Zuvor waren bereits NMR-spektroskopische Messungen durchgefihrt
worden, um die Wechselwirkung der Domane mit dem isolierten C-Terminus von Ran zu

untersuchen.

Der pflanzliche Saccharosetransporter PmSUC3 ist am Austausch von Saccharose
zwischen den verschieden Geweben von photosynthetisch aktiven Pflanzen beteiligt. Dabei
unterscheidet sich diese Transporterklasse jedoch von den lbrigen Saccharosetransportern
durch das Vorhandensein einer vergroRerten zentralen zytoplasmatischen Schleife.
Aufgrund verschiedener Befunde wird daher flir diese Transporterklasse eine Funktion als
Saccharosesensor diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wurden daher NMR-
spektroskopische Messungen an der zentralen Schleifendomane von PmSUC3 durchgefinhrt,
um deren Faltung und Dynamik zu charakterisieren. Darlber hinaus wurde eine im Rahmen
der postulierten Sensorfunktion mogliche direkte Wechselwirkung des Proteins mit

Saccharose analysiert.



2 Allgemeine methodische Grundlagen

2.1 NMR-spektroskopische Bestimmung von Proteinstrukturen

NMR-spektroskopische Messungen an wassrigen Proben biologischer Makromolekiile
erlauben die Aufklarung der Strukturen der betreffenden Makromolekiile in atomarer
Auflésung (Stangler et al., 2006; Glntert, 1998). Das Prinzip der NMR-Spektroskopie beruht
dabei auf einer Interaktion der magnetischen Momente von Atomkernen in einem externen
Magnetfeld mit eingestrahlter elektromagnetischer Strahlung aus dem Frequenzbereich von
Radiowellen. Die physikalischen Grundlagen der Methode sind ausgiebig in der Literatur
dokumentiert und sollen hier nicht naher behandelt werden (siehe dazu unter anderem:
Levitt, 2001; Cavanagh et al., 1996). Die Bestimmung einer Proteinstruktur mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie lauft prinzipiell in zwei Phasen ab: Zunachst missen mit Hilfe
geeigneter Messungen moglichst vollstandig die Resonanzfrequenzen aller Atome des
betreffenden Proteins ermittelt werden, um so die durch die einzelnen Atome verursachten
Signale in den aufgenommenen Spektren eindeutig identifizieren zu koénnen. Die so
gewonnene sog. sequentielle Zuordnung liefert dabei bereits erste Hinweise auf die
Sekundarstruktur des untersuchten Proteins. In einer zweiten Phase kénnen aus speziellen
NMR-Experimenten verschiedene strukturelle Informationen Uber das Protein gewonnen
werden, wobei meist Informationen Uber atomare Abstinde eine zentrale Stellung
einnehmen. Diese Informationen werden dann zusammen mit empirischen Daten genutzt,

um die Struktur des Proteins zu berechnen.

2.1.1 Methodik der sequentiellen Zuordnung

In der Phase der sequentiellen Zuordnung wird von moglichst jedem Atom eines
Proteins dessen Resonanzfrequenz bzw. chemische Verschiebung ermittelt. Je vollstandiger
diese Zuordnung geschieht, desto exakter und vollstandiger kdnnen spater die Spektren zur
Gewinnung der strukturellen Parameter ausgewertet werden, wodurch man mehr strukturelle
Informationen erhalt. Die Methodik der sequentiellen Zuordnung von Proteinen beruht auf
dem Vergleich von durch geeignete Messungen erhaltenen Daten Uber die Verknipfung von

Atomen durch Bindungen und Uber die Nahe von Atomen im Raum (Wuthrich, 1986).
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Wahrend fir kleine chemische Verbindungen dabei die Auswertung von
eindimensionalen Spektren ausreichend ist, missen fir Proteine mehrdimensionale
Spektren aufgenommen werden, da sonst die Signaltberlagerung durch zu viele zu ahnliche
Resonanzfrequenzen zu gro3 wird. Fur sehr kleine Proteine und Peptide sind dazu
zweidimensionale homonukleare Spektren nétig, in denen auf den beiden Achsen
Wasserstoffe miteinander korreliert werden, die tber Bindungen verbunden sind bzw. die in
raumlicher Nahe zueinander stehen. Der erste Spektrentyp, die 2D-COSY- bzw. 2D-TOCSY-
Spektren (Braunschweiler und Ernst, 1983), beruht dabei auf der durch die
Bindungselektronen vermittelten sog. skalaren Kopplung (J-Kopplung), wahrend der zweite
Spektrentyp, das 2D-NOESY-Spektrum (Jeener et al.,, 1979), auf dem auf dipolarer
Kopplung beruhenden sog. Kern-Overhauser-Effekt (NOE) basiert. Durch eine Auswertung
der beobachteten Muster an Kreuzsignalen in den Spektren des TOCSY-Typs und
anschlielienden Vergleich mit den beobachteten Signalen in den Spektren des NOESY-Typs

kann die sequentielle Zuordnung durchgefihrt werden.

Bereits bei kleinen Proteinen mit einem Molekulargewicht unter zehn kDa kommt es
jedoch auch in solchen zweidimensionalen Spektren durch die erhéhte Atomanzahl und
erhdhte Linienbreiten der Signale oft schon zu einer zu starken Uberlagerung der
beobachteten Signale. Daher missen solche Proteine bei ihrer Herstellung mit weiteren
NMR-aktiven Isotopen, *C und/oder "°N, angereichert werden. Dies erlaubt anschlieRend
eine Korrelation der Protonen mit den daran gebundenen Heteroatomen mittels der J-
Kopplung. Im einfachsten Fall kénnen z. B. in einem 2D-'H-"N-HSQC-Spektrum
(Bodenhausen und Ruben, 1980) die Amidprotonen eines Proteins mit den direkt daran
gebundenen Stickstoffatomen korreliert werden. Analoges ist fir '*C méglich. Die
Verknupfung dieser Technik mit den oben fir homonukleare 2D-Spektren beschriebenen
Methoden erlaubt dann z. B. fiir ®"N-markierte Proteine die Aufnahme von dreidimensionalen
TOCSY-HSQC- bzw. NOESY-HSQC-Spektren (Marion et al., 1989). Diese besitzen im
Vergleich zu den homonuklearen 2D-Spektren eine deutlich verringerte Signaliiberlagerung
und ermdglichen so die sequentielle Zuordnung der beobachteten Signalsysteme. GroRRere
Proteine werden sowohl mit '°N als auch mit '*C angereichert. Das erlaubt die Aufnahme
einer Serie von sog. Tripelresonanzspekiren, in denen jeweils ganz bestimmte Atome der
Proteinhauptkette oder der Aminosaureseitenketten durch sequentielle J-Kopplungsschritte
miteinander korreliert werden (zur Ubersicht siehe: Holak et al., 1998). Durch eine geeignete
Kombination solcher Tripelresonanzspektren kdénnen dann zunachst die Atome der
Proteinhauptkette und anschlieRend der Aminosaureseitenketten zugeordnet werden (lkura
et al., 1990).
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Fir grofl3e Proteine (Molekulargewicht Gber 20 kDa) wird aber die hohe Linienbreite der
Signale, die durch die mit zunehmender Molekilgrofle immer langsamere Rotation der
Proteine verursacht wird, oft zu einem ernstzunehmenden Problem. Da dieser Effekt auf der
hohen transversalen Relaxationsrate dieser Proteine beruht, kann man durch methodische
Verbesserungen, die dieser erhdhten Relaxationsrate entgegenwirken, eine Linien-
verschmalerung erreichen und so auch groRRere Proteine untersuchen. In der Praxis bewirkt
man dies einerseits durch eine vollstandige oder teilweise Deuterierung des Proteins (Sattler
und Fesik, 1996) und andererseits durch den Einsatz des sog. TROSY-Pulsschemas, das
schmalere Linien in Spektren des HSQC-Typs bewirkt (Pervushin et al., 1997). So konnten
inzwischen auch sehr grof3e Proteine erfolgreich untersucht werden (Kay, 2005; Fiaux et al.,
2002). Gerade die TROSY-Methodik kann dabei ganz allgemein sehr einfach ohne erhéhten

Mess- oder Arbeitsaufwand eingesetzt werden.

2.1.2 Analysen der Sekundarstruktur

Nach Abschluss der sequentiellen Zuordnung kdnnen bereits ohne die Berechnung der
Struktur des untersuchten Proteins bereits erste Hinweise auf dessen Sekundarstruktur
erhalten werden. Der Sekundarstrukturgehalt eines Proteins kann zwar auch schon ohne
vorhandene sequentielle Zuordnung einfach aus der ,Fingerabdruck“-Region eines 2D-
COSY- bzw. 2D-TOCSY-Spektrums abgeschatzt werden (Wishart et al., 1991). Diese
Methode ist jedoch relativ ungenau und liefert nur fir groRere stabil gefaltete Proteine
brauchbare Vorhersagen. Wesentlich genauere Aussagen Uber die Sekundarstruktur-
elemente und ihre Lage im Protein lassen sich nach dem Abschluss der sequentiellen
Zuordnung treffen. Sekundarstrukturelemente (a-Helices, p-Faltblatter) sind durch eine
jeweils gleichartige Konformation des Proteinriickgrats in dem betroffenen Sequenzbereich
gekennzeichnet. Dies fuhrt zu charakteristischen Einflissen auf die chemische Umgebung
vor allem der betroffenen Hauptkettenatome und damit auch auf deren chemische
Verschiebung. Daher weichen die chemischen Verschiebungen innerhalb von
Sekundarstrukturelementen in charakteristischer Weise positiv oder negativ von fur
ungefaltete Bereiche typischen Referenzwerten ab, die aus ungefalteten kurzen
Standardpeptiden gewonnen wurden. Daher kann durch Differenzbildung der beobachteten
chemischen Verschiebungen in einem Protein zu den jeweiligen Referenzwerten auf das
Vorhandensein von Sekundarstrukturelementen zurlick geschlossen werden. Dabei werden
Ublicherweise die chemischen Verschiebungen der H*, C%, CP und C ausgewertet und aus
den beobachteten Abweichungen von den Referenzwerten eine gemeinsame Konsensus-

vorhersage fir die Sekundarstruktur berechnet. Die Berechnung dieses sog. chemical shift
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index (CSI) wurde mafgeblich von Wishart und Mitarbeitern entwickelt (Wishart und Sykes,
1994; Wishart et al., 1992). In der vorliegenden Arbeit wurden auch deren Referenzwerte fur

die chemischen Verschiebungen verwendet (Wishart et al., 1995a).

Die chemischen Verschiebungen einer Aminosaure in einem Protein werden aul3er
durch die vorhandenen Sekundarstrukturelemente jedoch auch durch den Typ der
benachbarten Aminosauren beeinflusst. Daher sollten die Referenzwerte der chemischen
Verschiebungen aus Standardpeptiden vor der Berechnung eines CSI| um die Effekte der
lokalen Nachbaraminosauren bereinigt werden. Wahrend in stabil gefalteten Proteinen der
Effekt durch die Sekundarstrukturelemente dominiert, ist diese Korrektur vor allem fir nicht
oder nur teilweise gefaltete Proteine wichtig, um die verbleibende Teilstrukturierung korrekt
vorhersagen zu konnen. Eine vollstandige Charakterisierung des Effekts durch die
Nachbaraminosauren wurde bisher zwar nicht durchgefihrt, jedoch haben Schwarzinger und
Mitarbeiter dazu durch Messungen an Standardpeptiden vereinfachte lokale Korrektur-
faktoren fur die jeweils sequentiell umgebenden vier Aminosauren entwickelt (Schwarzinger
et al.,, 2001). Diese wurden fur alle CSI-Analysen in dieser Arbeit berucksichtigt. Da im
Spezialfall eines nachfolgenden Prolins in dieser Arbeit aber im Vergleich zu den
umgebenden Aminosauren auch nach der Korrektur nach Schwarzinger noch erhohte
Differenzen der chemischen Verschiebungen auffielen und weil Wishart und Mitarbeiter
speziell fur diesen Fall ein eigenes Set von Referenzwerten ermittelt haben (Wishart et al.,
1995a), wurde nur im Fall eines nachfolgenden Prolins dieses Set fir die Analyse verwendet

und daflr der Korrekturfaktor nach Schwarzinger fr das folgende Prolin nicht berticksichtigt.

Neben der sequentiellen Zuordnung der chemischen Verschiebungen eines Proteins
ermoglichen auch typische Muster von Kreuzsignalen in den NOESY-Spektren des Proteins
Aussagen Uber vorhandene Sekundarstrukturen. Der geordnete Aufbau solcher
Sekundarstrukturen fihrt zu einer charakteristischen Verteilung der Distanzen zwischen den
beteiligten Atomen. Die raumliche Nachbarschaft bestimmter Protonen fiihrt dabei zum
Auftreten von typischen NOE-Signalen in den NOESY-Spektren. Das Vorhandensein eines
solchen Signals bzw. Abstands wird dabei Ublicherweise mit d,(i,i+x) abgekurzt. Die Indices
a und b stehen dabei fir die Typen der beiden beteiligten Protonen und x fir den Abstand
der beiden beteiligten Aminosauren in der Primarsequenz. Ein d,(i,i+1)-Abstand steht z. B.
fir die rdumliche Nachbarschaft eines H* mit dem H“ der unmittelbar nachfolgenden
Aminoséaure. In a-Helices treten dabei z .B. typischerweise dnn(i,i+1)-, dun(i,i+2)-, dap(i,i+3)-,
dun(i,i+3)- und dgn(ii+4)-Kontakte auf (fiir eine vollstdndige Ubersicht siehe: Holak et al.,
1998). Die Identifizierung solcher charakteristischen Signale in den NOESY-Spektren erlaubt

daher Rickschlisse auf die Sekundarstruktur eines Proteins.
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2.1.3 Ermittlung von Strukturbeschrankungen

Fir die Berechnung der Struktur eines Proteins missen nach Ende der mdglichst
vollstandigen sequentiellen Zuordnung moglichst viele strukturelle Daten Uber das Protein
gesammelt werden. Dabei handelt es sich Ublicherweise hauptsachlich um Informationen
Uber interatomare Abstande, die man aus NOESY-Spektren durch die Abstandsabhangigkeit
des Kern-Overhauser-Effekts gewinnen kann. Darliber hinaus kdénnen aber auch noch
andere aus NMR-Messungen erhaltliche Informationen verwendet werden. Dazu zahlen
Daten Uber 1) J-Kopplungen, da diese in charakteristischer Weise von den Diederwinkeln
der zugrunde liegenden Bindungen abhangen (Pardi et al., 1984; Karplus, 1963), 2) sog.
Restdipolkopplungen, die die relative Orientierung von Bindungsvektoren zueinander
anzeigen (Prestegard et al., 2004; Brunner, 2001), 3) Wasserstoffbrickenbindungen, die sich
direkt (Cordier und Grzesiek, 1999) oder indirekt (Harris und Mildvan, 1999) NMR-
spektroskopisch bestimmen lassen, 4) aus den chemischen Verschiebungen vorhergesagte
Torsionswinkel der Proteinhauptkette (Cornilescu et al., 1999) und 5) die chemischen
Verschiebungen selbst (Szilagyi, 1995). In der vorliegenden Arbeit wurden fur die
Strukturberechnungen Distanzdaten verwendet, die mittels automatischer Zuordnung von
NOESY-Spektren mit KnowNOE (Gronwald et al., 2002) gewonnen wurden. Daneben kamen
mit TALOS (Cornilescu et al., 1999) aus den chemischen Verschiebungen berechnete

Hauptkettentorsionswinkel zum Einsatz.

Die automatische Zuordnung von NOESY-Spektren

Da der Kern-Overhauser-Effekt zwischen zwei Atomen von deren Abstand abhangt,
kann aus dem Volumen eines Signals in NOESY-Spektren auf diesen Abstand zurtck
geschlossen werden, sofern die chemischen Verschiebungen des Signals zugeordnet und
damit die das Signal verursachenden Atome bekannt sind. Eine manuelle Zuordnung der
Signale in den aufgenommenen NOESY-Spektren ist jedoch extrem zeitaufwendig, auch da
aufgrund sehr &hnlicher chemischer Verschiebungen von jeweils mehreren Atomen eine
Zuordnung oft nicht eindeutig moglich ist. Es gibt jedoch inzwischen verschiedene
Programme zur automatischen Zuordnung von NOESY-Spektren, die den Zeitbedarf fir
diesen Schritt erheblich verkiirzen (Gronwald und Kalbitzer, 2004; Guntert, 2003). In den
einzelnen Programmen werden dabei jeweils verschiedene Methoden angewendet, um die
bei der Zuordnung auftretenden Uneindeutigkeiten aufzulésen und so mdéglichst viele NOE-
Signale zuzuordnen. In der vorliegenden Arbeit wurde dazu das im Programmpaket
AUREMOL implementierte Modul KnowNOE (Gronwald et al., 2002) verwendet, bei dem
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verschiedene Verfahren zur Aufldsung der auftretenden Uneindeutigkeiten zum Einsatz
kommen. Einerseits verwendet das Programm einen wissensbasierten Ansatz, bei dem
durch den Vergleich mit einer Datenbank von Abstandsverteilungen in bekannten Strukturen
versucht wird, die wahrscheinlichste Zuordnung fiir ein Signal zu finden. Dartber hinaus wird
ein Vergleich mit den Ubrigen ermittelten Atomabstanden durchgefiihrt, da sich mehrere
ermittelte Abstande in raumlicher Nahe zueinander gegenseitig bestatigen (sog. network
anchoring (Herrmann et al., 2002)). Nicht zuletzt handelt es sich bei einer KnowNOE-
Zuordnung jedoch um ein iteratives Verfahren. Bei der Analyse jedes NOE-Signals werden
die in Frage kommenden Zuordnungen mit einer Struktur des Proteins verglichen, um zu
entscheiden, welche der Zuordnungsmoglichkeiten aufgrund der beobachteten
Atomabstande Uberhaupt plausibel sind. Dabei wird anfanglich eine gestreckte Startstruktur
bzw. ein Homologiemodell des Proteins verwendet. Mit den Daten aus der gewonnenen
Zuordnung kann anschlieBend ein verbessertes Strukturmodell errechnet werden, das dann
wieder fur eine verbesserte KnowNOE-Zuordnung der Spektren verwendet werden kann. So
kdnnen in mehreren Schritten die gewonnenen Zuordnungen der NOESY-Spektren und die

dadurch erhaltenen Strukturen gemeinsam iterativ optimiert werden.

Vorhersage von Hauptkettentorsionswinkeln mit TALOS

Wie bereits oben erlautert, hat die Konformation der Proteinhauptkette einen
charakteristischen Einfluss auf die chemischen Verschiebungen der Hauptkettensignale.
Neben einer Auswertung im Rahmen einer CSI-Analyse kann dies auch genutzt werden, um
durch einen Vergleich mit bekannten Strukturen Vorhersagen fiir die Torsionswinkel der
Hauptkette zu treffen. Das Programm TALQOS (Torsion Angle Likelihood Obtained from Shift
and Sequence Similarity) vergleicht dazu die beobachteten chemischen Verschiebungen der
NH, CO, C% CP und der H“ eines Proteins mit einer Datenbank, die die Strukturen und
sequentiellen Zuordnungen bekannter Proteine enthalt (Cornilescu et al., 1999). Dabei
werden die Sequenz und die chemischen Verschiebungen von jeweils drei aufeinander
folgenden Aminosaureresten mit allen entsprechenden Aminosauretripletts in der Datenbank
verglichen, um fir die jeweils mittlere Aminosaure des Tripletts die wahrscheinlichsten
Torsionswinkel vorherzusagen. Eine Vorhersage wird dabei als ,gut‘ klassifiziert, wenn flr
mindestens neun der zehn ahnlichsten Aminosauretripletts in der Datenbank die

Torsionswinkel des mittleren Rests ausreichend gut tibereingestimmt haben.
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2.1.4 Berechnung von Proteinstrukturen

Ist eine ausreichende Anzahl von experimentellen Beschradnkungen aus den
Messdaten ermittelt worden, kann anhand dieser Daten zusammen mit weiteren empirischen
Daten Uber den chemischen Aufbau von Proteinen (z. B. typische Bindungslangen,
Bindungswinkel, atomare van-der-Waals-Radien und elektrostatische Wechselwirkungen)
eine Struktur des betreffenden Proteins berechnet werden (Holak et al., 1998). Zur
Berechnung der Struktur am Computer gibt es prinzipiell verschiedene Verfahren, meistens
werden jedoch sog. Molekulardynamiksimulationen durchgefiihrt. Dabei werden die
experimentellen und empirischen Beschrankungen in energetische (Pseudo-) Potentiale
umgesetzt, aus denen die auf die einzelnen Atome einer gegebenen Struktur wirkenden
Krafte berechnet werden. Ublicherweise ausgehend von einer gestreckten Startstruktur
bewegen sich in der Simulation die Atome des Molekils im Potentialfeld entsprechend der
auf sie wirkenden Krafte bis eine Anordnung mit minimaler Pseudoenergie erreicht ist. Um
dabei ein globales Pseudoenergieminimum zu finden wird dabei oft ein mehrfaches
Aufheizen und Abkuhlen des Systems simuliert (sog. simulated annealing). Eine Struktur mit
minimaler Pseudoenergie steht dabei fur eine maximale Erflllung der experimentellen und
empirischen Vorgaben. In der vorliegenden Arbeit wurden samtliche Strukturberechnungen
mit dem so arbeitenden Molekulardynamikpaket CNS 1.1 durchgefihrt (Bringer et al., 1998).
Dabei erfolgte wie oben beschrieben ein iteratives Wechselspiel zwischen den
Strukturberechnungen mit CNS und neuen Zuordnungen der NOESY-Spektren mit

KnowNOE anhand der erhaltenen pseudoenergiearmsten Strukturen.

Im Anschluss an erfolgreiche Strukturbestimmungen wurden die erhaltenen Strukturen
abschlieftend einer umfassenden Strukturverfeinerung im Losungsmittel Wasser unterzogen.
Dabei werden die Proteine einer Molekulardynamiksimulation in einer Box aus Wasser-
molekilen unterzogen. Dies ermdglicht nicht-kovalente Wechselwirkungen des Proteins mit
den Loésungsmittelmolekilen. Diese im Vergleich zur Simulation ohne Ldsungsmittel
wesentlich realistischere Beschreibung des natirlichen Zustands von Proteinen liefert
bessere NMR-Strukturen als die herkdmmlichen Ansatze, benétigt jedoch viel Rechenzeit
(Xia et al., 2002). In dieser Arbeit wurde daher ein rechenzeitoptimiertes Protokoll von Linge
und Mitarbeitern fir diese Berechnungen verwendet (Linge et al., 2003), wobei das

Molekulardynamikpaket Xplor-NIH 2.9.6 zum Einsatz kam (Schwieters et al., 2006).
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2.1.5 Beurteilung der Qualitat der erhaltenen Strukturen

Um die Qualitdt der aus den Rechnungen erhaltenen Strukturmodelle beurteilen zu
kénnen, wurden jeweils verschiedene Analysen durchgefiihrt. Einerseits wurden die
Strukturen mit dem Programm MOLMOL (Koradi et al., 1996) dargestellt und analysiert. Mit
MOLMOL wurden dabei samtliche, in dieser Arbeit angegebenen, globalen bzw. lokalen
RMSD-Werte berechnet und alle strukturellen Darstellungen erstellt, soweit nicht anders
angegeben. Weiterhin wurden mit Hilfe verschiedener Perl-Skripten die Erfiillung der
experimentellen Vorgaben und die daraus resultierenden Pseudoenergien der erhaltenen
Strukturen untersucht. Mit PROCHECK (Laskowski et al., 1996) wurde die Geometrie der
Strukturen beurteilt und dabei Ramachandranstatistiken erzeugt (Ramachandran et al.,
1963) und die vorhandenen Sekundarstrukturen analysiert. PROCHECK vergleicht dazu die
beobachtete Geometrie mit empirischen Erwartungswerten fir Bindungslangen,
Bindungswinkel, etc. Eine ahnliche Analyse der Geometrien wurde auch mit dem Programm
WHATCHECK (Hooft et al., 1996) durchgefiihrt. AbschlieRend wurde die Ubereinstimmung
der ermittelten Proteinstruktur mit den zugrunde liegenden NOESY-Spektren beurteilt. Dazu
wurde der NMR-spektroskopische R-Wert mit dem RFAC-Modul in AUREMOL berechnet
(Gronwald et al., 2000). Dabei wird aus dem Strukturmodell zusammen mit der sequentiellen
Zuordnung ein  NOESY-Spektrum simuliert und dieses mit dem entsprechenden
experimentell bestimmten Spektrum verglichen. Der R-Wert stellt dabei ein Maly fir die

Ubereinstimmung dieser beiden Spektren und damit die Qualitdt des Strukturmodells dar.

2.2 Untersuchung der Dynamik der Proteinhauptkette

Eine weitere Anwendung der NMR-Spektroskopie ist die Untersuchung von
dynamischen Prozessen in Proteinen. So kann unter anderem die Dynamik der Hauptkette
analysiert werden, um ein Bild der intramolekularen Beweglichkeit des Proteins zu erhalten.
So lassen sich auch besonders flexible Bereiche der Hauptkette ermitteln, denen eine
funktionelle Bedeutung z. B. bei der Bindung von Interaktionspartnern oder bei einer
enzymatischen Katalyse zukommen kann. Die Untersuchung der Hauptkettendynamik ist
unter anderem durch Auswertung des heteronuklearen 'H-"’N-NOE-Effekts der
Hauptkettenamidsignale mdglich (Kay et al., 1989). Die Messung beruht auf der
Abhangigkeit des heteronuklearen Kern-Overhauser-Effekts zwischen dem Proton und dem

Stickstoff einer Amidgruppe von der Beweglichkeit dieser Gruppe. Diese Beweglichkeit setzt
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sich zusammen aus der Rotationsbewegung des gesamten Proteins, beschrieben durch die
Rotationskorrelationszeit t;, und der lokalen internen Beweglichkeit der Hauptkette an dieser
Stelle. Die Messung erfolgt durch Aufnahme von modifizierten HSQC-Spektren, die einmal
mit einer Vorsattigung der Amidprotonen vor der Pulssequenz und einmal ohne diese
Vorsattigung gemessen werden. Bei Vorsattigung der Amidprotonen kann ein bewegungs-
abhangiger Magnetisierungstransfer iber den Kern-Overhauser-Effekt auf den Amidstickstoff
stattfinden. Der 'H-">N-NOE ergibt sich damit durch den Vergleich der Signalvolumina mit

(Lsar) und ohne (Iq) Vorsattigung der Amidprotonen:

\H-N — NOE = L. (1)
eq

Dabei ergibt sich im langsam rotierenden Grenzfall (ont.>>1) ein Maximalwert fir den
'H-">N-NOE von 0,83 (Annahmen: Isotrope Rotation, oy = 60,8 MHz, NH-Bindungsldnge =
1,02 A). Dieser Fall bedeutet, dass sich der NH-Bindungsvektor ausschlieBlich mit der
Gesamtbewegung des Proteins reorientiert. Negative Werte bis zum Minimalwert von -3,5 im
schnell rotierenden Grenzfall (ont.<<1) deuten auf eine im Vergleich zur Gesamtbewegung
stark erhéhte Beweglichkeit der betroffenen Reste hin (Cho et al., 1996).

2.3 Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Mit Hilfe NMR-spektroskopischer Messungen lassen sich auch relativ einfach alle
Prozesse charakterisieren, die einen Einfluss auf die Struktur des untersuchten Molekiils
haben, da die chemischen Verschiebungen sehr sensitiv auf solche Veranderungen
reagieren. Dabei kann es sich z. B. um einen Ubergang der Proteinstruktur zwischen zwei
verschiedenen Konformationen (konformationeller Austausch) oder um das Bindungsereignis
eines Liganden handeln (chemischer Austausch). Bei diesen Prozessen kommt es jeweils zu
einer Veranderung der chemischen Umgebung der betroffenen Atomkerne, wodurch sich
auch deren Resonanzfrequenz andert. Betrachten wir z. B. ein Makromolekil M, an dem das
Bindungsereignis eines Liganden X untersucht werden soll. Dieses Bindungsereignis ist
gekennzeichnet durch die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziations- und Dissoziations-

reaktion ka bzw. kp und die Austauschrate ke, = ka + Kp:

Ka

M+ X MX (2)

D
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Im Gleichgewicht ergibt sich die Gleichgewichtskonstante Kp des Systems aus den

freien Konzentrationen bzw. den Gesamtkonzentrationen des Makromoleklls M (cy bzw.

Total) Total

cm ), des Liganden X (cx bzw. cx ™) und der Konzentration des Komplexes MX (cux) in

folgender Form:

c. -c (C Total —c )(C Total —c )
KD —_ M X _ M MX X MX (3)

CMX CMX

Fur die relativen Populationen Py und Pyx des freien Makromoleklls bzw. des

Komplexes im Gleichgewicht ergibt sich damit:

P, = Cu K,

C C
= bzw. p, =—2 X —1-P (4a bzw. 4b)
cy teuw Kptcy X M

cy teuy Kptcey

Betrachtet man nun NMR-spektroskopisch das Makromolekil M, so unterscheiden sich
die Resonanzfrequenzen der betroffenen Atome von M durch die Wechselwirkung mit X im
Komplex (omx) von denen im freien Zustand (o). Im Gleichgewicht gibt es fiur die
resultierenden Spektren von M dabei drei verschiedene Madoglichkeiten: Ist der
Frequenzunterschied der Signale beider Zustinde Aonx = om - oux sehr viel groler als die
Austauschrate ko, so erhalt man zwei getrennte Signale der beiden Zustande in den
Spektren (langsamer Austausch). Ist ke, dagegen wesentlich groRer als Amowx, so erhalt man
nur ein scharfes gemitteltes Signal (schneller Austausch). Sind kex und Awux etwa gleich
grol3, ergibt sich ein stark verbreitertes gemitteltes Signal (intermediarer Austausch). Im
Folgenden soll nur noch der in der vorliegenden Arbeit aufgetretene Fall schnellen
Austausches  betrachtet werden (fir eine umfassende Beschreibung aller
Austauschprozesse siehe: Bain, 2003). Fir die chemische Verschiebung & des gemittelten

Signals bei schnellem Austausch gilt:
5=PM’5M+PMX'5MXz(l_PMX)'5M+PMX'5MX (5)
wobei 8y und Syx die chemischen Verschiebungen des freien Makromolekils bzw. des

Komplexes darstellen. Lost man Gleichung 3 nach cyx auf, so ergibt sich zusammen mit
Gleichungen 4b und 5 mit A3 = & - 8y und Adux = Smx — Om:

Total Total Total Total 2 Total Total
(c,,  +cy +KD)—\/(CM +c, +K,) —4-¢c,, -cy ©)
2 c Total

M

AS = A5,y -
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Ad stellt dabei die in den Spektren von M beobachtete, durch Zugabe von X induzierte
Anderung der beobachteten chemischen Verschiebungen des Makromolekiils relativ zum
Zustand ohne Liganden dar. Die Beobachtung dieser Anderung erfolgte in der vorliegenden
Arbeit durch Aufnahme einer Serie von 'H-1D- und 'H-">°N-HSQC- bzw. -TROSY-Spektren

mit ansteigenden Konzentrationen des Liganden X.

Aus den Spektren des HSQC-Typs wurde dabei auch ein gewichteter Mittelwert der
Anderungen der chemischen Verschiebungen der Protonen (A8'H) und der Stickstoffe

(A8"N) in folgender Form gebildet:
1
A5=E~(fH|A51H|+|A515N|) (7)

Dabei ist A5 die kombinierte chemische Verschiebungséanderung (in ppm) und f,, ein

Wichtungsfaktor, der abhangig vom Aminosauretyp die unterschiedlichen Varianzen der
chemischen Verschiebungen der Protonen und der Stickstoffe ausgleicht. Zugrunde gelegt
wurden daflir die in der Madison NMR-Datenbank (Seavey et al., 1991) beobachteten
Varianzen dieser chemischen Verschiebungen. Die berechneten und anschliefend

verwendeten Wichtungsfaktoren sind im Anhang 7.5 zusammengefasst.

2.4 NMR-Diffusionsmessungen

Auch das Diffusionsverhalten von Makromolekilen in Lésung kann NMR-
spektroskopisch untersucht werden. Der translationale Selbstdiffusionskoeffizent D eines
kugelférmigen Partikels hangt bei gegebenen Lésungsbedingungen nach der Stokes-

Einstein-Gleichung (Einstein, 1905) von seinem hydrodynamischen Radius R ab:

D= k,T
67, R

(8)

Dabei ist kg die Boltzmannkonstante, T die absolute Temperatur und no die Viskositat des
Losungsmittels. Messungen des Diffusionsverhaltens eines Partikels erlauben somit

Rulckschlisse auf die GroRe bzw. Form des Partikels.
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90° T 180° T
" ) il
A

Grad

Abbildung 2.1: PFG-SE-Pulssequenz

Dargestellt sind die Pulse auf dem Protonen- und Gradientenkanal. § ist die Gradientendauer und g
die Gradientenstarke. A ist die Diffusionsdauer und t die Wartezeit fur die Ausbildung des Spin-Echos.
Abbildung modifiziert nach Loening (Loening et al., 2001).

Die NMR-spektroskopische Messung des Diffusionsverhaltens von Partikeln basiert auf
dem Einsatz von Feldgradientenimpulsen (PFG), mit deren Hilfe ein Spin-Echo (SE) bzw. ein
stimuliertes Echo (STE) erzeugt wird (Hahn, 1950). Alle heute fur Diffusionsmessungen
verwendeten Pulssequenzen basieren dabei auf den PFG-SE- bzw. PFG-STE-
Pulssequenzen, die von Tanner und Mitarbeitern entwickelt wurden (Tanner, 1970; Stejskal
und Tanner, 1965). Das Grundprinzip dieser Messungen soll am Pulsschema einer PFG-SE-
Diffusionsmessung (siehe Abbildung 2.1) erlautert werden. Nach der Praparation des
Systems durch einen anfanglichen 90°-Puls wird die transversale Magnetisierung durch
einen Feldgradienten entlang des Gradienten dephasiert. Durch einen 180°-Puls nach einer
Wartezeit 1 kommt es nach einer weiteren Wartezeit t zur Ausbildung eines Spin-Echos.
Durch einen weiteren Feldgradienten wird dabei die durch den ersten Feldgradienten
bewirkte Dephasierung fur ortsfeste Partikel wieder aufgehoben. Bewegen sich die einzelnen
Partikel jedoch wahrend der beiden Wartezeiten entlang des Feldgradienten, so kann die
Rephasierung nicht mehr vollstandig erfolgen. Es kommt daher zu einem Intensitatsverlust
des betreffenden Signals, der umso groRer ist, je weiter sich der Partikel von seiner
urspriinglichen Position entlang des Gradienten entfernt hat. Durch Auswertung des
Intensitatsverlusts der Signale eines Makromolekiils kann damit sein Diffusionsverhalten

analysiert werden. Fur den Intensitatsverlust gilt dabei:

]i = exp(— Dy*? g252(A —gjj bzw. IHLILJ =-Dy? g252(A —?) (9a bzw. 9b)

0 0

Dabei ist I die Signalintensitat, /, die anfangliche Signalintensitdt ohne Gradient, y die

gyromagnetische Konstante, g die Gradientenstarke, 5 die Gradientendauer und A die
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Diffusionszeit (siehe Abbildung 2.1). Im Rahmen einer Diffusionsmessreihe wird
Ublicherweise die Gradientenstarke g variiert, wahrend die Ubrigen Parameter konstant
gehalten werden. Bei Auftragung des logarithmierten Intensitatsabfalls gegen das Quadrat
der Gradientenstarke ergibt sich somit eine Gerade, deren Steigung proportional zu D ist.
Den Diffusionskoeffizienten eines Proteins kann man damit durch Vergleich mit
Standardproteinen abschatzen, da sich die erhaltenen Steigungen S wie die
Diffusionskoeffizienten verhalten. Unter Annahme kugelférmiger Partikel gleicher Dichte lasst

sich damit auch das Molekulargewicht M des diffundierenden Proteins wie folgt abschatzen:

3 dIn i
S, . I,
M =—=| M, wobei S=———2% (10)

1

Zur Durchfihrung von NMR-Diffusionsmessungen existieren heute eine Reihe weiter
entwickelter Pulssequenzen (JohnsondJr., 1999; Pelta et al., 1998). Dabei wird mit
verschiedenen Strategien einerseits die Minimierung von durch transversale Relaxation
auftretenden Signalverlusten angestrebt, sowie andererseits die Minimierung von sog. Eddy-
Stromen, die durch das schnelle Schalten der Gradientenpulse in der Probe induziert werden
und so Storungen des Spektrums verursachen. In der vorliegenden Arbeit wurden dabei
ausschlieB3lich Messungen auf Basis von stimulierten Echos unter Verwendung von bipolaren
Feldgradientenimpulsen verwendet (BPPSTE: Pelta et al., 1998; Wu et al., 1995a).

2.5 Phospholipid-Bizellen als Modellmembranen

Untersuchungen zur Wechselwirkung von Proteinen und Peptiden mit Membranen mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie in Losung sind im Allgemeinen mit einigen experimentellen
Schwierigkeiten behaftet. So sind Lipide meist nur in sehr geringen Konzentrationen in
wassrigen Proben |6slich bzw. sie bilden aus Membranen aufgebaute Vesikel, die wegen
ihrer GroRe und den damit verbundenen hohen Linienbreiten nur schlecht NMR-
spektroskopisch zuganglich sind. Daher wurden viele bisherige NMR-Studien zur
Wechselwirkung von Proteinen und Lipiden mit Hilfe von Mizellen wie z. B. SDS-Mizellen
untersucht, so auch das in dieser Arbeit untersuchte p-amyloide Protein (Mandal und
Pettegrew, 2004; Shao et al., 1999; Coles et al., 1998). Mizellen sind zwar klein genug, um

sie noch gut NMR-spektroskopisch untersuchen zu kdnnen, besitzen jedoch vdllig anders als
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physiologische Membranen eine stark gekrimmte Oberflache. Dies kann im Vergleich zu
den Bedingungen in einer Membran Artefakte hervorrufen, z. B. dass in den in die Mizellen
integrierten Peptiden eine Krimmung induziert wird (Chou et al., 2002; Vold et al., 1997).
Andererseits sind gréliere integrale Membranproteine in solchen Mizellen oft auch nicht
ausreichend stabil (Sanders und Prosser, 1998). Daher sind Lipidsysteme erstrebenswert,
die den untersuchten Proteinen eine membranahnlichere Umgebung zur Verfigung stellen,

aber dennoch gut NMR-spektroskopisch untersucht werden kénnen.

Ein solches System stellen sog. Phospholipid-Bizellen dar (Prosser et al., 2006;
Katsaras et al., 2005; Marcotte und Auger, 2005; Whiles et al., 2002; Sanders und Prosser,
1998). Dabei handelt es sich um Dispersionen von Phospholipiden, die kurzkettige
Phospholipide, Ublicherweise Dihexanoylphosphatidylcholin (DHPC), und langkettige
Phospholipide, Ublicherweise Dimyristoylphoshatidylcholin (DMPC, siehe Abbildung 2.2),
enthalten. Solche Dispersionen besitzen komplexe Phasendiagramme bei denen zahlreiche
Phasenlbergange in Abhangigkeit von z. B. Temperatur, Lipidkonzentration und dem
Verhaltnis der beiden Lipidarten zueinander auftreten (Harroun et al., 2005). Das molare

Verhaltnis der beiden Lipidarten wird dabei Ublicherweise mit q abgekurzt:

— Clangkettig _ CDMPC (1 1)

Ublicherweise q
C hurzkettig Cprpc

WODb€i Ciangketig UNA Crurzketig die molaren Gesamtkonzentrationen von langkettigen bzw.
kurzkettigen Phospholipiden darstellen. Solche Dispersionen bilden sog. ,Bizellen® aus.
Dabei handelt es sich um scheibenformige Mizellen, die aus einer flachen Zentralregion
bestehen, die einer Lipiddoppelmembran entspricht und vor allem langkettiges Lipid enthalt,
und einem gekrummten Rand, der vor allem aus kurzkettigem Lipid besteht und der den
zentralen Teil gegen das Losungsmittel abgrenzt (siehe Abbildung 2.2). Wa&hrend die
Gultigkeit dieser Morphologie fur Mischungen mit hdheren g-Verhaltnissen und/oder hdheren
Temperaturen derzeit noch Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion ist, ist diese
Morphologie fur kleine g-Werte (q < 2) und niedrige Temperaturen (T < 283 K) inzwischen
generell akzeptiert (Nieh et al., 2005; Harroun et al., 2005; Triba et al., 2005; Glover et al.,
2001; Luchette et al., 2001; Gaemers und Bax, 2001; Nieh et al., 2001).

Nach der anfanglichen Untersuchung solcher Lipid-Dispersionen durch die Gruppe von

Mary Roberts (siehe u. a.: Gabriel und Roberts, 1984) stiel? das System zunachst auf reges

Interesse wegen seiner Fahigkeit, sich in Magnetfeldern auszurichten (Sanders und
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Schwonek, 1992). Phospholipid-Bizellen — p

it ho i /\/\/\/\/\/\j— DMPC =0
mit héheren g-Werten (typisch g = 3) Oj\/
richten sich bei erhdhten Temperaturen R L G

O

typisch 35°C - 40°C) in Magnetfeldern B o
(typ ) g PO
SO aus, dass die zentrale j\/o o
\/\/TO O\p’o\/\T\ DHPC :O

Lipiddoppelmembran der Bizellen
parallel zur z-Achse des Magnetfelds q
orientiert ist. Diese Eigenschaft lasst %??&&8& R&gg 62\8 Q gZ?
sich einerseits zur Untersuchung von 4
Membranproteinen mit Hilfe von ) L

Abbildung 2.2: Phospholipid-Bizellen
Festkorper-NMR-Studien ausnutzen  Aund B: Strukturen der beiden oft verwendeten

. . . Lipide DMPC bzw. DHPC.
(Triba et al., 2006b; De Angelis et al., . Querschnitt einer Bizelle

2004; Sanders und Landis, 1995). Abbildung modifiziert nach Sanders (Sanders und
Prosser, 1998).
Andererseits ermdglichen Ldsungen

orientierter Bizellen die Messung von Restdipolkopplungen bei NMR-Untersuchungen in
Lésung, weil die orientierten Bizellen die isotrope Rotation von gelésten Makromolekilen

zwischen den Bizellen einschranken (Bax, 2003; Tjandra und Bax, 1997).

Im letzten Jahrzehnt ist jedoch klar geworden, dass sich das System der Phospholipid-
Bizellen auch sehr gut zur Untersuchung der Wechselwirkung von Peptiden mit Membranen
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie in Losung eignet (Prosser et al., 2006; Marcotte und Auger,
2005; Glover et al., 2001; Luchette et al., 2001; Vold et al., 1997). Die dazu verwendeten
Lipidmischungen entsprechen grundsatzlich denen fir die oben beschrieben Anwendungen,
jedoch werden Mischungen mit kleineren g-Werten verwendet (0,1 < q < 1,0). Durch den
Uberschuss des kurzkettigen Phospholipids in diesen Mischungen sind die gebildeten
Bizellen kleiner als bei hdheren g-Werten. Der Durchmesser von Bizellen mit g = 0,5 betragt
dabei um die 10 nm (Andersson und Maler, 2006; Whiles et al., 2002; Luchette et al., 2001).
Daher reorientieren diese Bizellen sich so schnell in Losung, dass strukturelle Studien an in
die Bizellen eingebaute oder daran gebundene Peptide mit Hilfe von NMR-
spektroskopischen Messungen in Lésung mdglich werden. Daher werden solche Bizell-
Praparationen als ,schnell rotierend® (fast-tumbling) bezeichnet oder auch als ,isotrop“, weil
eine Orientierung im Magnetfeld nicht mehr auftritt (Triba et al., 2005; Opella und Marassi,
2004; Sanders et al., 1994; Sanders und Schwonek, 1992). Mit Hilfe solcher kleinen Bizellen
konnten bereits zahlreiche erfolgreiche strukturelle NMR-Studien v. a. an verschiedenen
Peptiden durchgefihrt werden (siehe dazu u. a.: Chandrasekhar et al., 2006; Prosser et al.,
2006; Dhanasekaran et al., 2005; Marcotte et al., 2004; Chou et al., 2002; Andersson und
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Maler, 2002), sie sind jedoch auch fur den Einsatz mit anderen Messmethoden wie der CD-

Spektroskopie geeignet (siehe z. B.: Lihrs et al., 2006).

Beim praktischen Einsatz solcher kleinen Bizellen fir die Untersuchung der
Wechselwirkung von Proteinen und Membranen muss neben der Stabilitdt des Proteins in
Anwesenheit der Lipide auch auf eine kritische Mindestkonzentration an Lipiden und auf den
pH-Wert der Proben geachtet werden. Da immer ein kleiner Anteil des DHPCs monomer in
Lésung vorliegt (etwa 5 - 7 mM), nimmt mit zunehmender Verdiinnung der fir die Bizellen
verfugbare Anteil an DHPC ab (van Dam et al., 2004; Glover et al., 2001; Struppe und Vold,
1998). Daher nimmt der Radius der Bizellen bei starker Verdiinnung zu. Fir Bizellen mit q =
0,5 ist deswegen eine Mindestkonzentration an Lipiden von 130 mM (5% w/w) nétig (Glover
et al., 2001). Der pH-Wert der Proben sollte in allen Fallen stabil im Bereich zwischen pH 6,5
und 7,0 bleiben, da die Esterbindungen der Lipide aul3erhalb dieses Bereichs zu schnell
hydrolysiert werden (Ottiger und Bax, 1998; Grit und Crommelin, 1993). Dies kann durch den
Einsatz von Phospholipid-Analoga mit Etherbindungen vermieden werden (Ottiger und Bax,
1999), was jedoch mit stark erhdhten Kosten verbunden ist. In der vorliegenden Arbeit

kamen daher ausschlieRlich regulare Phospholipide zum Einsatz.
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3 Das (-amyloide Protein und seine

Wechselwirkung mit Membranlipiden

3.1 Einleitung

Die Alzheimer-Krankheit (AD) gehdrt zu den haufigsten und schwersten Formen von
Demenzerkrankungen im Alter. Sie flhrt bei den betroffenen Patienten zu einem langsam
voranschreitenden Verlust von Gedachtnis, Urteilsvermégen und klarem Denken bis hin zur
volligen Personlichkeitsveranderung. Weltweit sind bereits etwa 15 Millionen Menschen von
der Krankheit betroffen und aufgrund der ansteigenden mittleren Lebenserwartung wird sich
diese Zahl in Zukunft auch noch weiter erhdhen. Die Krankheit wurde zwar bereits 1907 zum
ersten Mal beschrieben (Alzheimer, 1907) und wird seitdem wegen ihrer hohen Bedeutung v.
a. fur die Industriestaaten intensiv erforscht. Dennoch konnten die molekularen Ursachen der
Krankheit bei weitem noch nicht vollstandig aufgeklart werden, u. a. bedingt durch den
komplexen und gleichzeitig extrem langsamen Krankheitsverlauf. Daher befinden sich
sowohl effektive Therapieansatze als auch diagnostische Methoden fiur die Krankheit noch in
der Entwicklungsphase (zur Ubersicht siehe: Blennow et al., 2006). Es besteht also immer

noch immenser Forschungsbedarf, um der Krankheit Einhalt gebieten zu kénnen.

Im Gehirn der Alzheimer-Patienten finden sich neben einem betrachtlichen Verlust von
Gehirnzellen einerseits sog. amyloide Plaques zwischen den Nervenzellen, d. h. fibrillare
Ablagerungen des B-amyloiden Proteins AB (Glenner und Wong, 1984). Um diese Plaques
herum sind lokale Entziindungsprozesse erkennbar und die Neuronen sind deformiert.
Spater in der Pathogenese der Krankheit finden sich andererseits auch sog. neurofibrillare
Bindel (NFT) in den Zellen, wobei es sich um Fasern des sog. Tau-Proteins handelt.
Aufgrund zahlreicher experimenteller Befunde geht man in der inzwischen weitestgehend
akzeptierten ,amyloiden Hypothese® davon aus, dass dabei das AB-Protein am Anfang der
Ursachenkette in der Pathogenese der Alzheimer Krankheit steht, wahrend die Tau-
Ablagerungen einen sekundaren Prozess darstellen (Tanzi und Bertram, 2005; Hardy und
Selkoe, 2002). Der genaue molekulare Ablauf der einzelnen Schritte von der Bildung von AR

bis zum Ausbruch der Krankheit ist aber noch unklar.
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Die Prozessierung des pB-amyloiden Vorlauferproteins

AB entsteht in den Neuronen durch die proteolytische Spaltung des sog. B-amyloiden
Vorlauferproteins (BAPP) durch die sog. Secretasen (Selkoe, 2001). Weder die
physiologische Funktion von PBAPP selbst noch der einzelnen dabei entstehenden
Spaltstiicke konnte bisher zweifelsfrei geklart werden (zur Ubersicht (ber mégliche
Funktionen siehe: Zheng und Koo, 2006; Reinhard et al., 2005). BAPP ist ein 695 bis 770
Aminosauren grof3es integrales Membranprotein mit einer einzelnen Transmembran-
domane, die auch einen Teil der AB-Sequenz enthalt (siehe Abbildung 3.1). Bei der Spaltung
von BAPP durch die a-Secretase entstehen nur nicht toxische Proteinfragmente (sog. sAPPa

und C83). Diese Variante stellt den Hauptweg der Prozessierung von BAPP dar. Wird BAPP

NH3 B-Secretase-Spalistelle
o [ V
670 II® —— |
671 0¥

E i A =

jedoch zunachst durch die - und

anschliellend durch die y-

Secretase gespalten, entsteht

das Ap-Peptid (neben sog.
sAPPB und  AICD). Die
Prozessierung durch die 7v-
Secretase ist dabei  nicht
vollkommen sequenzspezifisch,

so dass AP in mehreren

unterschiedlich langen Isoformen
vorkommt. Die beiden
Hauptformen sind das 40 Amino-

sauren lange, weniger toxische,

aber Uberwiegend gebildete AP

und das 42 Aminosduren lange,
starker toxische AP4,. Bei der
funktionellen y-Secretase handelt
es sich um einen Komplex aus

mehreren Proteinen  (Wolfe,
Abbildung 3.1:
2006; Edbauer et al., 2003). gchematische Darstellung der Transmembranregion und
Besonders  wichtig fir das AB-Sequenz von BAPP. Die Secretase-Spaltstellen sind in
Rot dargestellt. Sequenzpositionen mit bekannten
AB4o/ABgo-Verhaltnis sind dabei  Mutationen sind gekennzeichnet (Nummerierung bezogen
auf BAPP770). Dabei ist der Wildtyp in Grin dargestellt und
die Mutationen in Gelb. Die Mutationen fiihren i. d. R. zur
Preseniline PS1 und PS2. Vvermehrten Bildung von ABs,. Abbildung modifiziert nach
Nussbaum (Nussbaum und Ellis, 2003)

zwei Membranproteine, die sog.

Mutationen in den beteiligten
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Genen, die jeweils eine verstarkte Produktion des toxischen A, bewirken, fliihren zu den
erblichen, friih im Leben auftretenden Varianten von Morbus Alzheimer. Solche Mutationen
konnten bisher in BAPP, in PS1 und PS2 identifiziert werden (siehe auch Abbildung 3.1). Im
Laufe der komplexen Entwicklung der Krankheit haben noch eine Vielzahl weiterer Molekiile
Einfluss auf die Bildung, die Aggregation und die Beseitigung von AB, von denen einige als
weitere genetische Risikofaktoren fur die Krankheit diskutiert werden. Bisher konnte das
neben den Genen von BAPP, PS1 und PS2 nur fur ein weiteres Gen zweifelsfrei bewiesen

werden, dem Gen des Apolipoproteins ApoE (Tanzi und Bertram, 2005).

Erkenntnisse zur Pathogenese

AB entsteht zunachst in monomerer Form in der Zellmembran der Neuronen. Die
gebildeten Peptide sammeln sich anschlieRend einerseits im Zytoplasma der Neuronen
(Billings et al., 2005; Wirths et al., 2004), zum Uberwiegenden Teil jedoch extrazellular an.
Die urspringlich l6slichen AB-Peptide oligomerisieren und bilden schlieBlich die flir die
Alzheimer-Krankheit typischen Fibrillen der amyloiden Plaques. Inzwischen geht man dabei
davon aus, dass nicht die Fibrillen selbst, sondern lésliche Oligomere die am starksten
toxische Spezies von AP darstellen (Cleary et al., 2005; Klein et al., 2004). Diese Oligomere
sollen in einem ersten kritischen Schritt der Krankheit die synaptischen Transmission
zwischen den Neuronen behindern (Walsh und Selkoe, 2004; Selkoe, 2002). Dartber hinaus
gibt es aber noch zahlreiche andere Erklarungsansatze fir die Toxizitat von AB und die
molekularen Ursachen der Erkrankung. Diese beschaftigen sich u. a. mit Defekten in
axonalen Transportmechanismen (Stokin und Goldstein, 2006), einer Stérung des
Metallionenhaushalts (Gaggelli et al., 2006; Maynard et al., 2005), der Ausldsung von
oxidativem Stress (Andersen, 2004; Varadarajan et al., 2000) insbesondere in den
Mitochondrien (Eckert et al., 2003), der Aktivierung von neuronalen Rezeptoren und der
Auslésung von apoptotischen Signaltransduktionswegen (Verdier et al., 2004; Kawasumi et
al., 2002), der Bildung von Transmembranporen (Quist et al., 2005; Kagan et al., 2002), der
Storung von zellularen Entsorgungsmechanismen (Klionsky, 2006; de Vrij et al., 2004) oder
Storungen im Lipidstoffwechel (siehe unten; Lukiw et al., 2005). Letztlich stellen all diese
beobachteten Phanomene wohl nur einzelne Stationen in der Entwicklung der Krankheit dar,
ihre ursachliche Reihenfolge ist jedoch noch ungeklart. Neben den durch AP verursachten
Stérungen kommt es in spateren Stadien der Erkrankung durch veranderte Kinase- und
Phosphataseaktivitdten auch zur Bildung der intrazelluldren Tau-Ablagerungen, die zu einem
weiteren Absterben von Neuronen und damit zu den schlieRlich immer starker auftretenden

Demenzsymptomen beitragen (Selkoe, 2002).
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Strukturelle Untersuchungen an Ap

Unabhangig vom genauen molekularen Ablauf der einzelnen Stationen der
Alzheimerschen Erkrankung steht nach der amyloiden Hypothese doch immer die
Aggregation von AP ursachlich am Anfang dieser Ereigniskette. Damit kommt der
biophysikalischen Aufklarung dieses Aggregationsprozesses eine zentrale Bedeutung bei
der Erforschung der Krankheit zu. Es gibt daher bereits auch eine Vielzahl von
strukturbiologischen  Studien  zur  Struktur von AB in seinen verschiedenen
Aggregationszustanden (zur Ubersicht siehe: Morgan et al., 2004; Serpell, 2000). Dabei
gestaltet sich speziell die Untersuchung der Fibrillen wegen ihrer Unldslichkeit schwierig
(Temussi et al.,, 2003). In den letzten Jahren konnten jedoch insbesondere mit Hilfe der
Festkorper-NMR-Spektroskopie deutliche Fortschritte gemacht werden und Strukturmodelle
fur die Fibrillen von AB4o (Petkova et al., 2002) und AB4, (LUhrs et al., 2005) ermittelt werden
(siehe Abbildung 3.2 C). Die Peptide sind in den Fibrillen grundsatzlich in parallelen B-
Faltblattern angeordnet, jedoch ist die genaue Quartarstruktur noch unklar (Petkova et al.,
2006), die offenbar auch von den Praparationsbedingungen abhangt (Petkova et al., 2005).
Der N-Terminus des Peptids ist in den Strukturmodellen jeweils ungefaltet. Frei in Losung

dagegen scheinen die Peptide tendenziell eher eine helikale Konformation anzunehmen

Abbildung 3.2: Strukturen von AB

A: Losungs-NMR-Struktur von 1 mM A4 in 100 mM SDS-Lésung (Watson et al., 1998)

B: L&sungs-NMR-Struktur von 2 mM A4, in 80% (v/v) Hexafluorisopropanol (Crescenzi et al., 2002)

C: Modell einer AP4o-Fibrille, basierend auf Festkérper-NMR-Daten (Petkova et al., 2002). Oben
Banderdarstellung, unten atomare Darstellung. Die Reste 1-9 sind ungefaltet und nicht dargestellt.

Abbildung modifiziert nach Bossy-Wetzel (Bossy-Wetzel et al., 2004) und Tycko (Tycko, 2004).
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(siehe Abbildung 3.2 A und B), anscheinend ist die genaue Konformation aber stark von den
verwendeten Ldsungsbedingungen abhangig. Wahrend sich das Peptid bei NMR-
Messungen in rein wassriger Ldésung weitgehend ungefaltet mit einer nur teilweisen
Strukturierung zeigte (Danielsson et al., 2006; Hou et al., 2004; Riek et al., 2001), konnten
durch organische Zusatze unterschiedlich lange helikale Segmente stabilisiert werden
(Crescenzi et al., 2002; Janek et al., 2001; Watson et al., 1998; Coles et al., 1998; Sticht et
al., 1995). Daher geht man davon aus, dass die Sequenz auch als Teil von BAPP vor der
Prozessierung eingebettet in die Membran eine a-helikale Konformation annimmt (Temussi
et al., 2003).

Bei der Aggregation des AB-Peptids kommt es daher zu einer Umfaltung von einer
Lhativen® a-helikalen zu einer alternativen B-Strang-Konformation (Gross, 2000). Dieser
Umfaltungsprozess stellt einen zentralen Schritt in der Entwicklung der Alzheimerschen
Krankheit dar, ist aber noch wenig verstanden. Die Krankheit gehért damit zu den auf
Proteinfehlfaltung beruhenden neurodegenerativen Krankheiten, zu denen zum Beispiel
auch die Parkinsonsche Krankheit oder die TSE-Krankheiten gehéren (Chiti und Dobson,
2006; Chaudhuri und Paul, 2006). Die Aufklarung der Mechanismen des Umfaltungs-
prozesses ist daher fir das Verstandnis der Alzheimerschen Krankheit und die Entwicklung

neuer Therapieansatze essentiell.

Die Bedeutung von Lipiden

Bereits seit langem ist bekannt, dass Lipide malRgeblich an der Pathogenese der
Alzheimerschen Krankheit beteiligt sind. Dabei nimmt insbesondere das Steroid Cholesterin
eine zentrale Rolle ein (Shobab et al., 2005; Hartmann, 2005). So ist bereits seit langem
bekannt, dass das g4-Allel des Gens des Apolipoproteins ApoE einen Risikofaktor flr die
Krankheit darstellt (Mahley et al., 2006). Bei ApoE handelt es sich um das
Haupttransportmolekil fir Cholesterin und andere Lipide im Zentralen Nervensystem.
DarUber hinaus wird dariber diskutiert, dass hohe Cholesterinkonzentrationen im Blut
ebenfalls einen Risikofaktor darstellen (Kivipelto und Solomon, 2006), weswegen
cholesterinsenkende Medikamente als Therapie getestet werden (Sjogren et al., 2006).
Aulerdem ist Cholesterin auch direkt in den amyloiden Plaques von Alzheimer-Patienten
angereichert (Mori et al., 2001).

Weiterhin ist auch die Prozessierung von BAPP lipidabhangig, da die Aktivitat der

Secretasen von der Zusammensetzung der umgebenden Membran abhangig ist. In
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speziellen Membrankompartimenten, den sog. Membranmikrodomanen (lipid rafts), findet
bevorzugt eine zur Bildung von A fihrende Prozessierung statt (Hooper, 2005; Ehehalt et
al.,, 2003). Bei Membranmikrodomanen handelt es sich um Mikrostrukturierungen der
Membran, die etwa zehn nm grof3 sind (Pencer et al., 2005), besonders reich an Cholesterin
und Sphingolipiden sind und einen héheren Ordnungsgrad aufweisen als die umgebende
Phospholipidmembran (Simons und Vaz, 2004; Simons und Ehehalt, 2002). Durch die
unterschiedliche bevorzugte Lokalisation und Aktivitat der einzelnen Secretasen innerhalb
bzw. auRerhalb der Membranmikrodomanen (Urano et al., 2005; Ehehalt et al., 2003) kommt
es zur verstarkten Bildung von AB in den Membranmikrodomanen. Umgekehrt konnte
inzwischen auch gezeigt werden, dass das gebildete Ap wiederum die Synthese der fir
diese Domanen typischen Lipide Cholesterin und Sphingomyelin steuert (Grimm et al.,
2005).

Insbesondere gibt es aber inzwischen auch zunehmend Hinweise, dass die flr
Membranmikrodomanen typischen Lipide direkt an AB binden und so die Oligomerisierung
und Fibrillogenese der AB-Peptide einleiten (Kim et al., 2006; Yanagisawa, 2005a;
Yanagisawa, 2005b; Kawarabayashi et al., 2004; Kakio et al., 2001; Mizuno et al., 1999;
Choo-Smith et al., 1997). Das bedeutet, dass die Lipide direkt an dem molekularen
Umfaltungsprozess von AP beteiligt sind, der die Entwicklung der Alzheimerschen
Erkrankung einleitet. Damit kommt der strukturellen Untersuchung der dabei stattfindenden
Wechselwirkung zwischen AB und den Lipiden eine zentrale Bedeutung bei der Aufklarung

der molekularen Ursachen der Erkrankung zu.

Zielsetzung der Arbeit

Um den Mechanismus der Umfaltung des Ap-Peptids besser zu verstehen, sollten in
dieser Arbeit NMR-Messungen an AB-Peptiden durchgefiihrt werden und dabei der Einfluss
von Lipiden, insbesondere den fir Membranmikrodomanen typischen, auf die Konformation
von AR untersucht werden. Dazu musste zundchst die sequentielle Zuordnung von A
durchgeflhrt werden. Diese ermoglicht es, anschlielend Studien zur Wechselwirkung mit
den Lipiden durchzufuhren. Dazu mussten auch Messungen an isolierten Lipidsystemen
durchgeflihrt werden, um geeignete Bedingungen fiir die Interaktionsstudien mit A zu

finden.
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3.2 Materialien und Methoden

3.2.1 Probenpraparation und -zusammensetzung

Materialien

Eine erste chemisch synthetisierte, nicht isotopenmarkierte Probe von ABs, wurde
freundlicherweise von Prof. Botond Penke von der Universitdt Szeged (Ungarn) zur
Verfugung gestellt. Alle weiteren Proteinproben von ABs wurden von der Firma rPeptide
(Bogard, Georgia, USA) bezogen. Diese waren nicht isotopenmarkiert bzw. "°N-markiert und
wurden mittels rekombinanter Expression in E. coli hergestellt. Die Sequenzen von ARy bzw.
A4, (siehe Anhang 7.2) entsprechen dabei den Resten 672 bis 711 bzw. 713 von BAPP770
(Swiss-Prot Eintrag P05067).

Die Phospholipide DAPC, DCPC, DHPC, DMPC, DMIePC, DPPC und DSPC wurden
von Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA) bezogen. Cholesterin,
Cholesterinethylether und DTPA stammen von Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, USA).
EDTA-d16 und Tris-d11 wurden erhalten von Cambridge Isotope Laboratories (Andover,
Massachusetts, USA).

Probenpraparation

Sofern nicht anders angegeben wurden die lyophilisierten AB-Peptide in 10 mM NaOH
aufgenommen, je nach Sauregehalt der Lyophilisate auch in héher konzentrierten NaOH
Lésungen. AnschlieRend wurde die Suspension ca. eine Minute im Ultraschallbad inkubiert,
bis das Peptid geldst war. AbschlieRend wurden die Pufferstammlésung (typisch 1M Tris-d11
HCI pH 7.3) sowie Stammldsungen lbriger Komponenten zugegeben und der pH-Wert mit
HCI auf den gewlinschten Wert eingestellt. Bei der gesamten Praparation muss ein auch nur

vorubergehendes Abfallen des pH-Werts unter pH 7,0 strikt vermieden werden.

Fir die Praparation der Bizell-Proben wurden die langkettigen Phospholipide in ein
Eppendorf-Probengefald eingewogen. Sofern Cholesterin enthalten war, wurde dieses je
nach bendétigter Menge ebenfalls mit eingewogen bzw. in Form einer 40 mM Stammldsung in

Ethanol zugegeben und das L&sungsmittel mittels Lyophilisation entfernt. Anschliefsend

31



Das f-amyloide Protein und seine Wechselwirkung mit Membranlipiden

wurde das kurzkettige Phospholipid in Form einer 1 M Stammldsung zugegeben. Nach
Zugabe der Ubrigen Komponenten wurde die Suspension so lange bei wechselnden
Temperaturen bewegt, bis sich alles vollstandig gel6st hatte. Bei den Proben mit I&ngeren
Phospholipiden war dabei auch eine starkere Erwarmung der Proben notwendig.

Abschliellend wurde der pH-Wert der Proben kontrolliert.

Fir die Praparation der Probe mit Bizellen und AB wurden die Bizell- und die Ap-
Ldsung zunachst getrennt wie oben beschrieben hergestellt, jedoch mit jeweils dem halben
finalen Losungsvolumen und damit verdoppelten Lipid- bzw. Peptidkonzentrationen. Bei der
Praparation der AB-L6sung war dann eine hoher konzentrierte NaOH Losung notwendig, um
ein Abfallen des pH-Werts unter pH 7,0 sicher zu unterbinden. AbschlieRend wurde die
Bizell-Losung mit der Ap-Losung uberschichtet und vorsichtig mit Hilfe einer Pipette

durchmischt.

Probenzusammensetzungen

Die NMR-Proben fir die sequentielle Zuordnung von AB4o und die Titrationsmessungen
an APy enthielten jeweils 20 mM Tris-d11 HCI pH=7,2, 1 mM EDTA-d16 und 0,1 mM DSS in
92% H,0 / 8% D,0. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 0,45 mM unter Verwendung von

*N-angereichertem Apyo.

Die Proben der Lipid-Bizellen enthielten jeweils 40 mM Tris-d11 HCI pH=7,0 in 92%
H20 / 8% D,0. Die Gesamtlipidkonzentration betrug jeweils 150 mM bei einem g-Faktor von
0,5 (siehe Kapitel 2.5). Das entspricht einer Konzentration von 100 mM des kurzkettigen
Phospholipids und 50 mM der langkettigen Lipide. Als kurzkettige Phospholipide kamen
dabei DHPC und DCPC zum Einsatz. Als langkettige Lipide wurden DAPC, DMPC, DMIePC,
DPPC, DSPC und Cholesterin verwendet. Die genaue Lipidzusammensetzung und die
Konzentrationsverhaltnisse sind jeweils bei den entsprechenden Ergebnissen in Kapitel 3.3

mit angegeben.

Die Probe mit AB4 und Lipid-Bizellen enthielt 40 mM Tris-d11 HCI pH=7,0 und 1 mM
EDTA-d16 in 92% H,O / 8% D,0. Die Gesamtlipidkonzentration betrug wie bei den reinen
Lipidproben 150 mM bei einem g-Faktor von 0,5. Dabei wurden jeweils DHPC (100 mM) und
DMPC (50 mM) verwendet. Die Proteinkonzentration betrug 0,23 mM unter Verwendung von

nicht isotopenangereichertem AByo.
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3.2.2 NMR-Messungen

Samtliche NMR-Messungen an AB- und AB-Lipid-Proben wurden an 600 MHz und 800
MHz Bruker Avance Spektrometern mit TXI- bzw. TCI-Kryoprobenkdpfen (anfanglich noch
mit QXI-Probenkopf) bei 278 K durchgefuhrt. Messungen an Bizell-Proben bzw. ABo-Bizell-
Proben wurden an denselben Geréten bei 293 K bzw. 278 K durchgefiihrt. *'P-NMR-
Messungen wurden an einem 500 MHz Bruker Avance Spektrometer mit QXI-Probenkopf bei
293 K durchgefihrt. Alle Temperaturen wurden dabei mit Hilfe einer Ethylenglykol-Probe
kalibriert (Raiford et al., 1979).

Die chemischen Verschiebungen von Protonen wurden in der Regel auf internes DSS
referenziert. Im Fall von lipidhaltigen Proben wurde diese Referenzierung wegen der
Wechselwirkung von DSS mit den Lipiden nur indirekt durchgefihrt. Dazu wurden das Signal
(1,9 ppm) einer immer in den Proben vorhandenen niedermolekularen Verunreinigung, bei
der es sich um Azetat handeln kénnte (Gottlieb et al., 1997), sowie Parallelmessungen an
Proben mit identischen L&sungsbedingungen ohne Lipide verwendet. Die N bzw. *'P
chemischen Verschiebungen wurden unter Verwendung der Umrechnungsfaktoren von
Wishart und Mitarbeitern (Wishart et al., 1995b) bzw. Maurer und Kalbitzer (Maurer und
Kalbitzer, 1996) indirekt auf DSS referenziert. Alle Spektren wurden mit Hilfe der
Softwarepakete XWINNMR bzw. Topspin (Bruker, Karlsruhe) aufgenommen und prozessiert.
Die weitere Analyse der Spekiren erfolgte mit Hilfe des Softwarepakets AUREMOL
(Gronwald und Kalbitzer, 2004).

Sequentielle Zuordnung von Ay

Zur sequentiellen Zuordnung von A4 wurden 2D-TOCSY- (Mischzeit 55 ms), 2D-
NOESY- (Mischzeit 200 ms), 'H-"®"N-HSQC- bzw. -TROSY-, 'H-">N-TOCSY-TROSY-
(Mischzeit 55 ms) und 'H-""N-NOESY-TROSY-Spektren (Mischzeit 200 ms) bei einer
Protonenfrequenz von 600 Mhz bei 278 K aufgenommen. Die TROSY-basierten (anstatt von
HSQC-basierten) Varianten der genannten 3D-Spektren wurden dabei aufgrund des hohen
Aggregationspotentials von AP auch im Hinblick auf die spateren Messungen zusammen mit

Lipiden verwendet.
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Titrationsstudien zur Wechselwirkung von AB4 mit Cholesterin

Um die Wechselwirkung von AB4e mit Cholesterin zu untersuchen, wurde Cholesterin in
Form einer 40 mM Stammlésung in Ethanol in schrittweise steigenden Konzentrationen zu
einer 15N-AB40-Probe zugegeben. Die Wechselwirkung mit A4 wurde dabei analysiert auf
Basis der beobachteten Signalanderungen in 1D-'H- und 2D-'H-">N-TROSY-Spektren, die
bei 278 K und einer Protonenfrequenz von 800 MHz aufgenommen wurden. Alle TROSY-
Spektren wurden dabei mit einer Auflésung von 2048 * 256 Punkten und einer
Frequenzbreite von 8013 * 2595 Hz aufgenommen. Die anfangliche Konzentration von "°N-
ABs betrug dabei 0,45 mM und Cholesterin wurde in den folgenden molaren
Konzentrationsverhaltnissen (ABso:Cholesterin) zugegeben: 1:0; 1:0,25; 1:0,4; 1:0,6; 1:0,8;
1:1,0 und 1:1,2. Bereits die ersten Zugaben der Cholesterinstammlésung fihrten zu einer
deutlichen Prazipitation der Probe und damit stark abnehmenden Signalintensitaten. Nach
dem ,1:1,2“ Titrationsschritt musste die Messung daher beendet werden. Fur die in den 2D-
'H-"®N-TROSY-Spektren beobachten Anderungen der chemischen Verschiebungen der
einzelnen Amidgruppensignale von AP, wurde jeweils auch ein gewichteter Mittelwert der
Anderungen der chemischen Verschiebungen der Protonen und der Stickstoffe (kombinierte
chemische Verschiebungsanderung Ad) entsprechend Gleichung (7) (siehe Kapitel 2.3)

berechnet.

Eine zweite Titrationsreine an 15N-AB40 mit Ethanol alleine unter ansonsten identischen
Bedingungen wie oben beschrieben wurde als Referenzmessung durchgefiihrt. Dabei
wurden in den einzelnen Schritten jeweils identische Mengen Ethanol wie bei der ersten
Titration zugegeben. AbschlieRend wurde noch ein zusatzlicher Konzentrationsschritt
vermessen, der einem molaren Konzentrationsverhaltnis von 1:1,78 bei der ersten Titration
mit Cholesterin entsprochen hatte. Erst die letzten beiden Titrationsschritte fihrten hierbei zu
einer sichtbaren Prazipitation der Probe. Die Auswertung der erhaltenen Spektren erfolgte in

identischer Weise wie fiir die erste Titrationsreihe mit Cholesterin.

Diffusionsmessungen

Die NMR-Diffusionsmessungen wurden durchgeflihrt auf Basis von 1D-Spektren unter
Verwendung von stimulierten Echos und bipolaren Feldgradientenimpulsen (BPPSTE: Pelta
et al., 1998; Wu et al., 1995). Dabei erfolgte eine Wasserunterdriickung mit Hilfe eines 3-9-
19-WATERGATE-Moduls vor der Aufnahme (Sklenar et al., 1993). Innerhalb einer

Diffusionsmessreihe wurde die Gradientenstarke g systematisch variiert. Fur die
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Diffusionszeit A und die Gradientendauer & wurde bei den einzelnen Messreihen
verschiedene Werte verwendet. Diese sind jeweils bei den entsprechenden Ergebnissen in

Kapitel 3.3 mit angegeben.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Vorversuche zu den Losungsbedingungen

Vor Beginn der sequentiellen Zuordnung des B-amyloiden Proteins mussten zunachst
geeignete Lésungsbedingungen fir das Peptid gefunden werden. In der Literatur gab es
dazu bereits mehrere publizierte NMR-spektroskopischen Messungen (zur Ubersicht siehe:
Morgan et al., 2004; Serpell, 2000), dabei wurden aber anfanglich wegen des starken
Aggregationspotentials von AB v. a. verklrzte AB-Varianten verwendet. Bei spateren
Messungen an unverkiirzten Varianten wurden dann hohe Konzentrationen verschiedener
organischer Verbindungen zugesetzt, die eine helikale Konformation von A stabilisieren und
so die Aggregation hemmen (Crescenzi et al., 2002; Janek et al., 2001; Watson et al., 1998;
Coles et al., 1998; Sticht et al., 1995). Zu Beginn dieser Arbeit gab es erst eine Publikation
zu NMR-Strukturuntersuchungen an unverklrztem AB ohne organische Zusatze (Riek et al.,
2001). Diese wurden jedoch an einer an der Position Methionin 35 oxidierten Variante

durchgefliihrt, was ebenfalls die Aggregation hemmt (Hou et al., 2002).

Da in dieser Arbeit Messungen zur Wechselwirkung von AB mit Lipiden durchgefiihrt
werden sollten, ohne diese durch die Anwesenheit organischer Zusatze oder eine Oxidation
des Peptids zu verfalschen, mussten dazu zunachst geeignete Bedingungen gefunden
werden. Dabei wurde eine Messung in Tris-Puffer angestrebt, da A auch bei der bereits
publizierten Messung unter diesen Bedingungen offenbar ausreichend stabil war (Riek et al.,
2001) und weil das Tris-System auch flr mdgliche anschlieRende Messungen mittels
Hochdruck-NMR-Spektroskopie geeignet ist. Daher wurde versucht, dass Peptid in diesem
Puffer zu I6sen. Erste Versuche und erste NMR-spektroskopische Messungen wurden dabei
zunachst an einer nicht isotopenmarkierten, chemisch synthetisierten Ap4-Probe
durchgefihrt. Dabei erwies sich jedoch die geeignete Behandlung des sehr leicht

aggregierenden Materials als duRerst kritisch.
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Anfanglich |8ste sich das Material kaum bzw. aggregierte teilweise, so dass nur NMR-
Spektren mit einem sehr schlechten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erhalten werden konnten.
Spater wurde jedoch klar, dass es sich wohl um eine pH-induzierte Aggregation des Peptids
handelt. Méglicherweise bedingt durch das Vorhandensein von Triflouressigsaure im
lyophilisierten Material kommt es beim Losen des Materials trotz ausreichender Pufferung zu
einem zumindest voribergehenden Abfall des pH-Werts unter pH 7,0. Im pH-Bereich
zwischen 4,0 und 7,0, nahe dem isoelektrischen Punkt von AP, ist jedoch dessen
Aggregation maximiert (Barrow et al., 1992; Barrow und Zagorski, 1991). Einmal aggregiert,
I6st sich das Peptid auch bei geeignetem pH-Wert nicht mehr selbststandig. Daher muss das
Peptid so gelost werden, dass der pH-Wert dabei niemals den pH-Bereich 4,0 bis 7,0
erreicht. Dazu wird das Peptid direkt in mindestens 10 mM NaOH mit Hilfe von Ultraschall
geldst und erst danach der Puffer zugegeben und der gewilnschte pH-Werte eingestellt.
Diese Methode wurde auch in einer neueren NMR-Studie von A verwendet (Hou et al.,
2004). Alle folgenden Proben von Ap wurden auf diese Weise hergestellt. Dabei hat sich
herausgestellt, dass zumindest rein pH-aggregiertes Material durch sofortige Lyophilisation
und anschlieende Wiederholung des beschriebenen Vorgehens mit einer hdheren NaOH-

Konzentration oft wieder in Lésung gebracht werden kann.

Eine weitere Ursache fur eine mdgliche Aggregation von AB in den NMR-Proben
kdénnen Metallionen wie insbesondere Cu®*, Zn?* und Fe** sein (Maynard et al., 2005). Durch
die extrem hohe Affinitat von Ap speziell fiir Cu®* kénnen bereits die minimalen, typisch als
Verunreinigung in den Puffern enthaltenen Konzentrationen dieser Metallionen ausreichen,
um die Aggregation von A zu induzieren (Huang et al., 2004; Atwood et al., 2000). Daher
mussen die Schwermetallionen in den Lésungen durch geeignete Chelatoren abgefangen
werden. Dazu wurden Tests mit dem Chelator DTPA gemacht, der eine sehr hohe Affinitat
fur die beteiligten lonen hat und effektiv die dadurch verursachte Aggregation von A
verhindert (Huang et al., 2004). Die gebildeten DTPA-Metallionen-Chelate sind jedoch starke
paramagnetische Relaxationsagentien (Wenzel et al., 1982). Die in den Losungen gebildeten
Konzentrationen dieser Chelate waren dabei hoch genug, um eine sichtbare Dampfung der
NOE-Signale von AB in NOESY-Spektren zu bewirken. Der Chelator EDTA dagegen besitzt
zwar eine etwas geringere Affinitat fur die Metallionen und unterbindet die ioneninduzierte
Aggregation von Ap weniger effektiv (Atwood et al., 2000), ist jedoch ein deutlich
schwacheres Relaxationsagens (Wenzel et al., 1982) und flihrte dabei zu keinen deutlichen
Beeintrachtigungen von NOESY-Spektren. Daher wurde allen folgenden Ap-Proben 1 mM
EDTA-d16 zugesetzt.
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Abbildung 3.3:

'H-NMR-Diffusionsmessungen von 0,22 mM Ap, (Dreiecke) und 0,25 mM Ran'®?'® (Sterne).
Messungen jeweils in 40 mM Tris-d11 HCI pH=7,1, 1 mM EDTA-d16 und 0,1 mM DSS in 92% H,0O /
8% D,0O bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz bei 278 K. Die Diffusionszeit A der BPPSTE-
Pulssequenz betrug 500 ms und die Gradientendauer 6 3 ms. Dargestellt ist die Intensitatsabnahme
der Signale mit der Gradientenstarke (A) bzw. die logarithmierte Intensitatsabnahme mit dem Quadrat
der Gradientenstarke (B).

Mit 'H-NMR-Diffusionsmessungen wurde anschlieRend iiberpriift, ob Aps unter den
gewahlten Losungsbedingungen tatsachlich monomer geldst ist. Als Referenz wurde dazu
das gut I8sliche Ran'®2'®-Peptid (siehe Kapitel 4.3.4) herangezogen, das mit einer GroRe
von 28 Aminosauren ahnlich grol3 ist wie AP4. Abbildung 3.3 zeigt das Ergebnis der
Messungen. Man erkennt, dass Af4 tatsadchlich mit sehr &hnlicher Geschwindigkeit wie
Ran'®%%'® diffundiert. Durch Anpassung von Gleichung (9b) an die beobachtete Abnahme der
Signalintensitadten mit zunehmender quadrierter Gradientenstarke und Vergleich der
erhaltenen Steigungen erhalt man mittels Gleichung (10) aus dem Molekulargewicht von
Ran'®2'® (3084 Da) eine Abschéatzung fiir das Gewicht des diffundierenden Aps, von 4201
Da. Durch direkte Anpassung von Gleichung (9a) an die beobachtete Intensitatsabnahme mit
zunehmender Gradientenstarke ergibt sich entsprechend eine Abschatzung von 5421 Da.
Diese Werte stimmen im Rahmen der Messgenauigkeit und der verwendeten Annahmen
recht gut mit dem tatsachlichen Molekulargewicht von monomerem Af4 von 4329 Da

Uberein. Damit kann man davon ausgehen, dass Ap wohl Uberwiegend monomer vorliegt.

Nach Etablierung der Losungsbedingungen wurden alle weiteren NMR-Proben mit der
oben beschriebenen Methodik hergestellt. Dabei wurde kommerziell verfiigbares,
rekombinant hergestelltes Material von AB4 verwendet. Die so erhaltenen Proben lieferten
gut aufgeloste NMR-Spektren. Abbildung 3.4 zeigt dazu ein typisches 1D-Spektrum. Die
Proben blieben auch bei Langzeitmessungen ausreichend stabil, so dass die sequentielle

Zuordnung von A4 unter diesen Bedingungen durchgefuhrt werden konnte.
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5'H/ ppm

Abbildung 3.4:

1H-1D-Spektrum von 0,45 mM 15N-AB40 in 20 mM Tris-d11 HCI pH=7,2, 1 mM EDTA-d16 und 0,1 mM
DSS in 92% H,0 / 8% D,0, aufgenommen bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz bei 278 K. H,O-
Unterdriickung mittels W5-WATERGATE-Sequenz (Liu et al., 1998).

3.3.2 Die sequentielle Zuordnung und Sekundarstruktur von A,

Durchfiihrung der Zuordnung

Die anschlieBende sequentielle Zuordnung von Ay erfolgte nach Standardmethoden
ausschlieRlich auf Basis von 2D-TOCSY-, 2D-NOESY-, 'H-"°N-HSQC-, 'H-"°N-TROSY-, 3D-
'H-""N-TOCSY-TROSY- und 3D-"H-""N-NOESY-TROSY-Spektren. Dabei konnten alle 38 in
den "N-editierten Spektren beobachtbaren Signalsysteme erfolgreich zugeordnet werden.
Die final erhaltene Zuordnung der Hauptkettenamidsignale ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
Diese steht im Wesentlichen in Einklang mit einer publizierten Zuordnung von A4 unter
ahnlichen Bedingungen (Hou et al., 2004). Letztlich betrug die globale Vollstandigkeit der
finalen Zuordnung 100 % fur die beobachtbaren Hauptkettenamidsignale, 100 % aller H,
100 % der H?, 97 % der H, 93 % der H’, 88% der H° und somit insgesamt 95 % aller
Protonen. Die gewonnene Zuordnung ist im Anhang dieser Arbeit in Kapitel 7.3

zusammengefasst.
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Abbildung 3.5: Sequentielle Zuordnung von AP
'H-">N-TROSY von 0,45 mM "°N-AB4 in 20 mM Tris-d11 HCI pH=7,3, 1 mM EDTA-d16 und 0,1 mM
DSS in 92% H,0 / 8% D,0, aufgenommen bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz bei 278 K.

Analyse der gewonnenen chemischen Verschiebungen

Eine grobe Abschatzung des Sekundarstrukturgehalts von AB4o unter den gegebenen
Lésungsbedingungen aus der ,Fingerabdruck®-Region eines 2D-TOCSY-Spektirums nach
der Methode von Wishart und Mitarbeitern (Wishart et al., 1991) liefert einen
Sekundarstrukturgehalt von AP von etwa 84 % unstrukturiert und 16% a-helikal. Diese

Methode ist aber gerade fiir kleinere Proteine und Peptide recht ungenau.

Eine genauere Vorhersage der einzelnen Sekundarstrukturelemente ist durch eine

Analyse der Unterschiede der beobachteten chemischen Verschiebungen eines Proteins zu
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ihren jeweiligen Referenzwerten aus ungefalteten Standardpeptiden mdglich (Wishart und
Sykes, 1994; Wishart et al., 1992). Fir die Analyse der chemischen Verschiebungen von
AB4o wurden dazu deren Differenzen zu den Referenzwerten von Wishart und Mitarbeitern
(Wishart et al., 1995a) berechnet, die zuvor um den Effekt der jeweils lokalen Nachbar-
aminosauren nach der Methode von Schwarzinger und Mitarbeitern (Schwarzinger et al.,
2001) bereinigt worden waren. Die ermittelten Differenzen fiir die H* (ASH*) sind in Abbildung
3.6 dargestellt. Wegen der fehlenden '*C-Markierung des Proteins konnten diese Daten
leider nicht um die aussagekraftigen entsprechenden Differenzen der C* CP und C
chemischen Verschiebungen erganzt werden. Die Analyse der erhaltenen ASH* zeigt, dass
die beobachteten Differenzen der H* insgesamt relativ klein sind (vgl. die entsprechende
Analyse zu der ebenfalls in dieser Arbeit untersuchten Ran-Bindedomane 2, siehe Abbildung
5.7). Der Mittelwert der Betrdge der ASH® betragt nur 0,05 ppm. Dennoch zeigt Aao
tendenziell negative A6H“-Werte, insbesondere in der N-terminalen Region bis Lys16. Dies
deutet auf eine zumindest teilweise o-helikale Konformation des Peptids unter den
gewahlten Bedingungen hin. Auch eine Vorhersage von Hauptkettentorsionswinkeln mit Hilfe
des Programms TALOS (Cornilescu et al., 1999) basierend auf der gewonnenen Zuordnung
liefert als ,gut klassifizierte o-helikale Winkelvorhersagen fir die Reste Ala2, His6, His14
und V39. Dies unterstlitzt die Annahme einer teilweise helikalen Struktur in Losung. Da die
beobachteten ASH*-Werten jedoch insgesamt relativ klein sind und auch die anderen NMR-
Studien an A in rein wassriger Lésung (Danielsson et al., 2006; Hou et al., 2004; Riek et al.,
2001) auf keine stabile a-helikale Konformation unter diesen Bedingungen hindeuten, wurde

in dieser Arbeit nicht versucht, eine Losungsstruktur von A4 zu berechnen.

0.2

e
24

ASH* / ppm

Abbildung 3.6: H*-CSI-Analyse

Differenzen der beobachteten H® chemischen Verschiebungen zu ihren Referenzwerten aus
ungefalteten Standardpeptiden nach Wishart und Mitarbeitern (Wishart et al., 1995a), jeweils bereinigt
um die Effekte der lokalen Nachbarn nach Schwarzinger und Mitarbeitern (Schwarzinger et al., 2001).
Aufgetragen gegen die Sequenz von AB4. X markiert fehlende Zuordnungen.
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3.3.3 Die Wechselwirkung von A, mit Cholesterin

Wegen der generellen hohen Bedeutung des Steroids Cholesterin fur die
Alzheimersche Erkrankung (siehe Kapitel 3.1) und den zunehmenden Hinweisen, dass
Cholesterin und andere fur Membranmikrodoméanen typische Lipide direkt mit Ap
interagieren kénnten (Yanagisawa, 2005a), sollte zunachst versucht werden, direkt die
Wechselwirkung von AB mit Cholesterin zu untersuchen. Dazu wurde eine Titrations-
messung an einer AP4-Probe mit Cholesterin durchgefiihrt. Da Cholesterin selbst in
wassrigen Losungen nahezu unléslich ist (Small, 1986) wurde dieses dabei vorher in Ethanol
gelést, um anschlieBend eine ausreichende Durchmischung mit der Ap-Probe zu
gewahrleisten. Um dabei jedoch Fehlinterpretationen zu vermeiden, die durch das in die
Probe eingebrachte Ethanol verursacht werden kdnnten, wurde anschlief3end eine identische

Titrationsmessung nur mit Ethanol an einer weiteren AB4-Probe durchgefiihrt.

Titrationsstudie von AB4 mit Cholesterin in Ethanol

Die erste Titrationsstudie zur Untersuchung der Wechselwirkung von A4 und
Cholesterin erfolgte durch schrittweise Zugabe der Cholesterinstammlésung in Ethanol zu
einer "N-Ap4o-Probe unter gleichzeitiger Beobachtung der eintretenden Signaldnderungen in
'H-"®N-TROSY-Spektren. Als erstes Zeichen einer Wechselwirkung von A4, mit Cholesterin
kam es beginnend mit der ersten Cholesterinzugabe zu einer immer starkeren Aggregation
der zuvor stabilen Probe. Abbildung 3.7 zeigt dazu die auf das Ausgangspektrum ohne
Cholesterin normierte Abnahme der Singalvolumina in den aufgenommenen "H-">N-TROSY-
Spektren. Bereits bei einer Zugabe von 0,8 molaren Aquivalenten von Cholesterin relativ zu
AB4o sind die Signalvolumina auf unter 5 % des Ausgangswerts abgefallen. Leider flihrte dies
aber auch zu einer kontinuierlichen Abnahme der Spektrenqualitat. Daher musste die
Titrationsreihe bei einem 1,2 fachen molaren Uberschuss von Cholesterin relativ zum ABa4o

abgebrochen werden.

Zusatzlich zu der starken Signalabnahme war in den TROSY-Spektren jedoch auch
eine schnellem Austausch gehorchende, kontinuierliche Anderung der chemischen
Verschiebungen der einzelnen Signale zu beobachten. Aus den beobachteten Anderungen
der "H und N chemischen Verschiebungen wurde ein gewichtetes Mittel entsprechend

Gleichung (7) gebildet, die kombinierte chemische Verschiebungsanderung A8 (siehe
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Kapitel 2.3). Abbildung 3.8 zeigt die beobachteten Anderungen der 'H und "°N chemischen
Verschiebungen sowie die daraus ermittelten Verschiebungsénderungen Ad fur den
Titrationsschritt mit 0,8 molaren Aquivalenten von Cholesterin relativ zu AB4o, der trotz der
bereits geringen Signalintensitaten (siehe oben) noch relativ gut auswertbar war. Man
erkennt, dass die beobachteten Anderungen der chemischen Verschiebungen insgesamt
zwar relativ klein sind. Trotzdem sind deutliche Unterschiede Uber die Sequenz vorhanden,
einige Signale zeigen gar keine Veranderung. Dartber hinaus konnten bereits in zahlreichen
Fallen selbst noch kleine Verschiebungsanderungen im Zusammenhang mit verschiedensten
biologisch relevanten Wechselwirkungen gezeigt werden (siehe z. B.: Lima et al., 2006;
Lysek und Withrich, 2004; Morrison et al., 2003; Laguri et al., 2003), insbesondere auch an
Ap selbst (Williamson et al., 2006).

Betrachtet man die Verteilung der Signalveranderungen uber die Sequenz, so zeigt
sich, dass grofRere Verschiebungen von Signalen nahezu exklusiv auf die N-terminale Halfte
des Peptids bis einschliellich Phe19 beschrankt sind. Besonders stark betroffen sind die
Reste Glu3, Phe4, His6, Glu11 und GIn15 bis Val18, die eine Anderung der kombinierten
chemischen Verschiebungen von mehr als einer Standardabweichung uUber dem Mittelwert
aller Anderungen zeigen. Damit ist einerseits die Halfte des Peptids betroffen, die viele
geladene Reste enthalt, wahrend die wenig betroffene C-terminale Halfte vor allem - ab
Gly29 sogar ausschlieBlich - hydrophobe Reste enthadlt. Andererseits liegen die stark
betroffenen Reste gerade in dem Bereich von AB, in dem Nagetiere, die kaum amyloide
Plaques bilden (Selkoe, 1989), drei Aminosaureaustausche (Arg5Gly, Tyr10Phe und

His13Arg) im Vergleich zur menschlichen Sequenz besitzen (Otvos, Jr. et al., 1993).
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Abbildung 3.8: Verschlebungsanderungen bei der Titration von A4, mit Cholesterin

Anderung der 'H (A) bzw. der N (B) chemischen Verschiebungen und die daraus ermittelten
kombinierten chemischen Verschiebungsanderungen As (C) der Amidsignale in den 'H-">"N-TROSY-
Spektren von 15N-AB40 verursacht durch die Zugabe von 0,8 molaren Aquivalenten von Cholesterin
(40 mM in Ethanol), aufgetragen gegen die Sequenz von AP4. X markiert fehlende Zuordnungen. Z
markiert Signale, die aufgrund der Spektrenqualitdt oder der Uberlappung mit anderen Signalen nicht
aufgelost werden konnten. Der Mittelwert aller A3-Werte ist als durchgezogene Linie und der Mittelwert
plus eine Standardabweichung als gestrichelte Linie dargestellt.
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Eine Analyse der Richtung der beobachteten Anderungen der chemischen
Verschiebungen zeigt, dass diese insbesondere flr die am starksten betroffenen Signale
hauptsachlich in Richtung kleinerer chemischer Verschiebungen sowohl in der Stickstoff- als
auch in der Protonendimension stattfinden. Das spricht flr eine tendenziell starker a-helikale
Konformation von AB4o durch die Wechselwirkung mit Cholesterin in Ethanol. Fir eine starker
ausgepragte pB-Strang-Konformation wirde man dagegen Verschiebungen in die

entgegengesetzte Richtung erwarten (Xu und Case, 2002; Williamson, 1990).

Titrationsstudie von AB4 mit Ethanol

Um den Einfluss des als Lésungsmittel verwendeten Ethanols auf das Ergebnis der
Titrationsstudie mit Cholesterin zu untersuchen, wurde als nachstes eine weitere
Titrationsreihe unter identischen Bedingungen durchgefiihrt, bei der nur Ethanol ohne
Cholesterin in gleichen Mengen wie bei der ersten Titrationsreihe zu AB4, zugegeben wurde.
Abweichend von der ersten Titrationsreihe wurde lediglich ein letzter zusatzlicher
Titrationsschritt mit einer im Vergleich zur ersten Reihe nochmals um die Halfte hoheren

finalen Ethanolkonzentration durchgefiihrt.
Als erster sichtbarer Unterschied zu der ersten Titrationsreihe mit Cholesterin blieb die

Probe bei der zunehmenden Zugabe von Ethanol zunachst stabil und aggregierte nicht. Erst

bei den letzten beiden Schritten der Titrationsreihe, also bei dem Schritt, der dem letzten

1.1 Abbildung 3.9:

1 t Anderung der Volumina der

%0 { % % { Amidsignale in den 'H-"N-
0.9 TROSY-Spektren von 0,45 mM
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3 Zugabe von Ethanol, normiert auf
207 das Ausgangsspektrum ohne
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n abweichung ist jeweils mit
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T 04 angaben von Ethanol sind der
g Vergleichbarkeit mit der ersten
0.3 Titrationsreine wegen zweifach
0.2 aufgetragen: Die obere Skala ist
auf die analoge Untersuchung mit

0.1 Cholesterin ~ bezogen  (siehe
Abbildung 3.7) und die untere gibt
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Schritt der Cholesterin-Titrationsreihe entspricht und bei dem zusatzlichen Titrationsschritt,
kam es auch bei dieser Titrationsreihe - entgegen der Erwartungen (siehe Diskussion 3.4) -
zur Aggregation der Probe. Abbildung 3.9 zeigt dazu die auf das Ausgangspektrum ohne
Ethanol normierte Abnahme der Signalvolumina in den aufgenommenen 'H-'°N-TROSY-
Spektren. Man erkennt, dass die Signalvolumina bis zu dem Titrationsschritt, der dem Schritt
mit einem molaren Verhaltnis von 1:1,0 bei der Titration mit Cholesterin entspricht bzw. eine
Gesamtzugabe von 1,1 % (vol/vol) Ethanol darstellt, stabil bleiben und erst bei den letzten

beiden Titrationsschritten abfallen.

Auch bei dieser Titrationsreihe war in den TROSY-Spektren beginnend mit dem ersten
Titrationsschritt eine schnellem Austausch gehorchende, kontinuierliche Anderung der
chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale zu beobachten. Aus den beobachteten
Anderungen der 'H und N chemischen Verschiebungen wurde erneut eine kombinierte
chemische Verschiebungsanderung Ad entsprechend Gleichung (7) gebildet. Abbildung 3.10
zeigt die beobachteten Anderungen der 'H und "N chemischen Verschiebungen sowie die
daraus ermittelten Verschiebungsanderungen A8 flr den Titrationsschritt mit einer
Ethanolkonzentration von 0,9 % (vol/vol), der dem Titrationsschritt von 0,8 molaren
Aquivalenten von Cholesterin relativ zu AB4 bei der Titration mit Cholesterin entspricht
(siehe oben). Dadurch ist ein direkter Vergleich mit Abbildung 3.8 moglich. Man erkennt,
dass die beobachteten Anderungen der chemischen Verschiebungen von &hnlicher
Grolienordnung sind wie bei der ersten Titrationsstudie mit Cholesterin, dass jedoch die
Verteilung der Anderungen Uber die Sequenz anders ist. Besonders stark von
Signalverschiebungen betroffen sind die Reste Glu11, His13, Leu17, Val 18 und lle32, die
eine Anderung der kombinierten chemischen Verschiebungen von mehr als einer
Standardabweichung Uber dem Mittelwert aller Anderungen zeigen. Damit ergeben sich
folgende wesentliche Unterschiede zu der analogen Titrationsstudie mit Cholesterin in
Ethanol: Die Region Glu3 bis Ser8 ist im Gegensatz zur Studie mit Cholesterin Gberhaupt
nicht von signifikanten Anderungen der chemischen Verschiebungen betroffen. Die Region
Glu11 bis Phe19 ist bei beiden Titrationsuntersuchungen betroffen, jedoch bei der Titration
mit Ethanol allein weniger stark als bei der Titration mit Cholesterin. DarUber hinaus zeigt die
Titration mit Ethanol allein Anderungen der chemischen Verschiebungen der Region lle31

bis Val36, die bei der Titration mit Cholesterin keine auffalligen Anderungen gezeigt hatte.
Die Richtung der beobachteten Anderungen der chemischen Verschiebungen war bei

der Titrationsreihne mit Ethanol allein sowohl in der Stickstoff- als auch in der

Protonendimension fast vollstandig in Richtung kleinerer chemischer Verschiebungen, also
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Abbildung 3.10: Verschiebungsanderungen bei der Titration von AB4 mit Ethanol

Anderung der 'H (A) bzw. der "°N (B) chemischen Verschiebungen und die daraus ermittelten
kombinierten chemischen Verschiebungsanderungen A (C) der Amidsignale in den 'H-">N-TROSY-
Spektren von 15N—A[340 verursacht durch die Zugabe von 0,9 % (vol/vol) Ethanol, aufgetragen gegen
die Sequenz von AB,. Dies entspricht dem Titrationsschritt mit 0,8 molaren Aquivalenten von 40 mM
Cholesterin in Ethanol bei der ersten Titrationsreihe (vergleiche Abbildung 3.8). X markiert fehlende
Zuordnungen. Der Mittelwert aller A3-Werte ist als durchgezogene Linie und der Mittelwert plus eine
Standardabweichung als gestrichelte Linie dargestellt.
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sogar noch exklusiver, als das bei der Titrationsreihe mit Cholesterin in Ethanol der Fall war.
Das spricht fur eine tendenziell starker a-helikale Konformation von AB4 durch die Zugabe
von Ethanol. Dies entspricht dem erwarteten Einfluss von Alkoholen auf die Struktur von
Peptiden (Vieira et al., 2003; Dwyer und Bradley, 2000).

3.3.4 Messungen an schnell rotierenden Phospholipid-Bizellen

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der Wechselwirkung von Proteinen mit
Membranlipiden ist durch die allgemein schlechte Ldslichkeit von Lipiden in wassrigen
Losungen mit experimentellen Schwierigkeiten behaftet. Darlber hinaus spiegeln solche
wassrigen Lipidldsungen auch nur bedingt die physiologische Situation von Membranen
wider. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit zur Wechselwirkung von AB mit
Membranlipiden auch Membranmodelle zum Einsatz kommen, die besser den
physiologischen Bedingungen einer Membran entsprechen. Dazu wurden Mischungen aus
Phospholipiden ausgewahlt, die in Losung kleine schnell rotierende sog. Phospholipid-
Bizellen ausbilden (siehe Kapitel 2.5). Dazu mussten zunachst Messungen zur
Charakterisierung von isolierten Bizellen durchgefihrt werden, um festzustellen, ob sie flr
derartige Messungen geeignet sind. Dabei sollte einerseits auch versucht werden, die
Kettenlange der Fettsauren der Phospholipide noch starker den Gegebenheiten in
physiologischen Membranen anzupassen. Wegen der sich abzeichnenden grofien
Bedeutung von fiir Membranmikrodomanen typischen Lipiden, insbesondere Cholesterin, fiir
die Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung (siehe Kapitel 3.1) sollte andererseits

versucht werden, solche Lipide mit in die Bizellen zu integrieren.

In der vorliegenden Arbeit kamen ausschlieBlich Phospholipid-Bizellen mit einem g-
Wert (siehe Gleichung (11)) von 0,5 zum Einsatz, weil sich diese in anderen Studien fur die
NMR-spektroskopische Untersuchung der Wechselwirkung von Lipiden mit Membranen
etabliert haben (siehe Kapitel 2.5). Die verwendeten Bizell-Proben wurden jeweils mit *'P-
NMR-Messungen und NMR-Diffusionsmessungen untersucht. Abbildung 3.11 zeigt dazu das
$1P_Spektrum der einfachsten verwendeten Phospholipid-Probe, bestehend aus DMPC und
DHPC im molaren Verhaltnis 2:1, das zwei getrennte Resonanzlinien bei knapp -1 ppm
aufweist. Das Signal bei niedrigerem Feld (-0,66 ppm) gehdért dabei zu DHPC und das Signal
bei héherem Feld (-0,76 ppm) zu DMPC. Die Tatsache, dass Uberhaupt zwei getrennte
Resonanzlinien beobachtet werden kénnen, zeigt die raumliche Trennung von DHPC und

DMPC in der Bizelle, da beide Phospholipide in rein organischen Lésungsmitteln in ihrer
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B Abbildung 3.11:
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3P chemischen Verschiebung nicht unterscheidbar sind (Triba et al., 2005; Glover et al.,
2001). Eine Aussage iber die GroRe solcher Bizellen ist mit Hilfe von '"H-NMR-Diffusions-
messungen mdglich, wie sie in Abbildung 3.12 dargestellt sind. Man erkennt, dass das
Diffusionsverhalten einer DMPC/DHPC-Bizelle mit q = 0,5 ahnlich ist, wie das des
Referenzproteins Ovalbumin (Molekulargewicht 44 kDa). Die Bizellen besitzen damit eine
noch gut NMR-spektroskopisch untersuchbare GroRe. In anderen Studien wurde ein
Durchmesser von etwa 8 - 12 nm fir solche q = 0,5 Bizellen ermittelt (Andersson und Maler,
2006; Whiles et al., 2002; Luchette et al., 2001). Aufgrund ihrer hohen Rotationsrate sind
solche Bizellen damit grundsatzlich gut fir NMR-Studien zur Wechselwirkung von Peptiden

mit diesen Bizellen geeignet (siehe dazu u. a.: Prosser et al., 2006).

In weiteren Versuchen wurde anschlielend versucht, die Kettenlange der Fettsduren
starker den physiologischen Gegebenheiten anzupassen, da natirliche Membranen des
zentralen Nervensystems auch deutlich langere Fettsdureketten enthalten kénnen (Sastry,
1985). Tabelle 3.1 zeigt dazu eine Ubersicht der verschiedenen in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Phospholipid-Bizell-Praparationen. Die Ubersicht zeigt, dass eine Erhéhung
der Kettenlange des langkettigen Lipids nur sehr begrenzt auf 16 Kohlenstoffatome maglich
war. Eine weitere Erhéhung der Kettenlange auf 18 oder 20 Kohlenstoffe erforderte dagegen
erheblich erhdohte Temperaturen, um die Lipide Uberhaupt in Losung zu bringen. Eine

Erhéhung der Kettenlange des kurzkettigen Lipids auf acht Kohlenstoffatome hingegen ist
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Abbildung 3.12: Diffusionsmessungen von Bizellen und Referenzproteinen
1H-NMR-Diffusionsmessungen an 150 mM DMPC/DHPC (q = 0,5) (Sterne), Polyacrylamid gRauten),
0,5 mM Ovalbumin (44,3 kDa, Dreiecke), 0,5 mM BSA (66 kDa, Quadrate), 0,25 mM Ran'®*?'® (3,0
kDa, Kreise), jeweils in 40 mM Tris-d11 HCI pH=7,0, 1 mM EDTA-d16 und (auf3er bei der Lipid-Probe)
0,1 mM DSS (Sterne) in 92% H,0 / 8% D,0, aufgenommen bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz
bei 278 K. Die Diffusionszeit A der BPPSTE-Pulssequenz betrug 500 ms und die Gradientendauer & 3
ms. Dargestellt ist die Intensitdtsabnahme der Signale gegen das Quadrat der Gradientenstarke. Bei
dem nicht-linearen Verhalten von Ovalbumin und v. a. von BSA bei niedrigen Gradientenstarken
dirfte es sich um ein Artefakt der Messung bzw. einen Austauschprozess in den Proben handeln. Die
Steigung der Geraden bei hohen Gradientenstarken dirfte dem tatsachlichen Diffusionskoeffizienten
entsprechen.

zwar moglich, fuhrt allerdings zu extrem viskosen Lésungen mit sehr hohen Linienbreiten.
Aulerdem wurde versucht, das fir Membranmikrodomanen typische Lipid Cholesterin
zusammen mit ungesattigten Phospholipiden in die Bizellen mit zu integrieren. Ahnliche
Mischungen waren schon in Studien an groReren Bizellen verwendet worden (Minto et al.,
2004). Dabei hat sich jedoch gezeigt, dass zumindest gleichzeitig nicht mehr als jeweils zehn
Prozent an Cholesterin und ungesattigtem langkettigen Phospholipid relativ zu DMPC
integriert werden konnten. Eine weitere Erhdhung des Anteils auf 20 % oder mehr fuhrt unter

den verwendeten Bedingungen nicht zu I8slichen Proben.
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Spezielle

Lipide (q = 0,5) Zusammensetzung

Anmerkungen

DMPC(C14)/DHPC(C6) Standard-Bizelle, siehe Text

DMPC:DMIePC:Chol = Ldslich, Diffusion ca. 30 % langsamer als

(DMPC+DMIePC+Chol)/DHPC 41 4 4 ohne DMIePC und Chol

DMPC:DMIePC:Chol = Unter den verwendeten Bedingungen nicht

(DMPC+DMIePC+Chol)DHPC 544 "3.9.9 oder 1:1:1  Islich

Léslich, aber langerer Losungsprozess,

dabei leichte Erwarmung nétig. Nur geringe
DPPC(C16)/DHPC Unterschiede in den Spektren bzw. im

Diffusionsverhalten zu DMPC/DHPC

<. 60°C zum Lésen notwendig, wird bei

DSPC(C18)/DHPC Abkiihlung wieder milchig.

<. 70°C zum Lésen notwendig, wird bei
DAPC(C20)/DHPC Abkiihlung wieder milchig.

Loslich, aber langerer Losungsprozess,
DPPC/DCPC(C8) dabei leichte Erwarmung nétig. Extrem

viskos, daher sehr breite Linien und sehr
langsame Diffusion

Tabelle 3.1: Untersuchte Phospholipid-Bizell-Praparationen
Abkurzungen der Lipide siehe Anhang 7.1. Chol = Cholesterin. Die Kettenlange der Fettsaureketten ist
jeweils in Klammern mit angegeben. Fur alle Praparationen gilt g = 0,5.

3.3.5 Die Wechselwirkung von A4 mit Phospholipid-Bizellen

Nach Untersuchung der isolierten Phospholipid-Bizellen wurde abschlieRend
begonnen, die Wechselwirkung von AB4, mit diesen Bizellen zu untersuchen. Dabei wurden
wieder DMPC/DHPC-Bizellen mit g = 0,5 verwendet und an einer nicht isotopenmarkierten
AB4o-Probe untersucht, ob Ap in Anwesenheit dieser einfachen Bizellen stabil bleibt, oder ob
das Peptid durch die Wechselwirkung mit den Lipiden aggregiert. Dies war jedoch nicht zu
beobachten. Die Probe war auch nach vorsichtiger Durchmischung der Halfte der Probe mit
einer Losung der Phospholipid-Bizellen klar und zeigte keine Anzeichen von Aggregation.
Abbildung 3.13 zeigt dazu den Amidbereich des erhaltenen 'H-1D-Spektrums im Vergleich
zu einem Spektrum der zweiten, in gleicher Weise mit Puffer verdiinnten Probenhalfte unter
identischen Bedingungen ohne Lipide. In diesem Frequenzbereich besitzt nur AB Signale,
die Lipide hingegen nicht. Die Qualitat des Spektrums mit Lipiden ist dabei durch den hohen
molaren Uberschuss der Lipide in der Probe und die dadurch sehr niedrige Signalintensitat
von AB relativ zu den Lipiden erheblich schlechter. Solche Probleme kdnnten durch den
Einsatz (teurer) deuterierter Lipide umgangen werden. Im Vergleich erkennt man, dass die
Spektren relativ ahnlich sind, im Detail sind jedoch Unterschiede zu erkennen. Das deutet

auf eine nur schwache Wechselwirkung zwischen AB und den Lipiden hin.
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Abbildung 3.13: Einfluss von Phospholipid-Bizellen auf AB4g

Amidbereich von 1H-1D-Spektren von 0,22 mM A4 in 40 mM Tris-d11 HCI pH=7,0 und 1 mM EDTA-
d16 in 92% H,O / 8% D,0O, aufgenommen bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz bei 278 K.
Oberes Spektrum in Anwesenheit von 150 mM DMPC/DHPC (q = 0,5), aufgenommen mit 256
Wiederholungen. Unteres Spektrum ohne Lipide, aufgenommen mit 16 Wiederholungen. Die
schlechtere Qualitat des oberen Spekirums ergibt sich durch die hohe Intensitat der Lipidsignale im
Aliphatenbereich des Spektrums.

Durchgefuhrte 1H-NMR-Diffusionsmessungen an den AB4e-Proben mit und ohne Lipide
zeigen, dass die Bizellen mit und ohne AP in vergleichbarer Weise diffundieren (siehe
Abbildung 3.14). Die Diffusionsgeschwindigkeit von AB4o selbst nimmt durch die Anwesenheit
der Lipide auf 83,5 % des Werts ohne Lipide ab (berechnet mittels Anpassung von
Gleichung (9a) an die beobachteten Intensitditsabnahmen mit zunehmender
Gradientenstarke). Die Diffusionsgeschwindigkeit einer niedermolekularen Verunreinigung in
den Proben nimmt jedoch durch die Anwesenheit der Lipide sogar auf 76,9 % des Werts
ohne Lipide ab, die Daten sind aber durch die niedrige Intensitat des Signals insbesondere
bei der lipidhaltigen Probe auch relativ stark verrauscht. Dies legt nahe, dass es sich bei der
verringerten Diffusionsgeschwindigkeit von AB4, um einen durch die erhohte Viskositat in der
lipidhaltigen LOsung bedingten Effekt handelt. Auch die Diffusionsmessungen sprechen

damit fur eine allenfalls schwache Wechselwirkung zwischen Af und den Lipiden.
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Abbildung 3.14: Diffusionsmessungen von A4, und Bizellen

1H—NMR—Diffusionsmessungen von 150 mM (q = 0,5) DMPC/DHPC ohne AB4o (Sterne) bzw. mit 0,22
mM AB4 (Dreiecke), von 0,22 mM Ay alleine (Kreise) bzw. mit 150 mM (q = 0,5) DMPC/DHPC
(Quadrate) und von einer niedermolekularen Verunreinigung (Signal bei 1,9 ppm) in der Probe von
A4 alleine (Kreuze) bzw. in der Probe mit 150 mM (q = 0,5) DMPC/DHPC (Sterne). Proben jeweils in
40 mM Tris-d11 HCI pH=7,0, 1 mM EDTA-d16 in 92% H,O / 8% D,0O, aufgenommen bei einer
Protonenfrequenz von 800 MHz bei 278 K. Die Diffusionszeit A der BPPSTE-Pulssequenz betrug 500
ms (fiir die niedermolekulare Verunreinigung nur 150 ms) und die Gradientendauer & 3 ms. Dargestellt
ist die Intensitatsabnahme der Signale gegen das Quadrat der Gradientenstarke.

3.4 Diskussion

Ein zentraler Schritt in der Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung ist die
Umfaltung des krankheitsauslésenden p-amyloiden Proteins AB von einer a-helikalen zu
einer B-Strang-Konformation, die anschlieRend fibrillare Ablagerungen im Gehirn der
Patienten bildet. An diesem kritischen Schritt soll nach neuen Erkenntnissen die
Wechselwirkung von Ap mit Lipiden malgeblich beteiligt sein. Besondere Bedeutung
innerhalb der Lipide hat dabei das Steroid Cholesterin, das tUber mehrere Mechanismen an

der Entstehung der Erkrankung beteiligt zu sein scheint. In der vorliegenden Arbeit wurden
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daher NMR-spektroskopische Messungen zur Wechselwirkung des p-amyloiden Proteins
AB4o mit Cholesterin und Modellmembranen durchgefihrt, um den Einfluss der Lipide auf die

Konformation von AB4o zu untersuchen.

Dazu wurden zunachst geeignete Losungsbedingungen fur das Peptid ermittelt. Die
Aufnahme des kauflichen, lyophilisierten Materials direkt in verdlnnter Natriumhydroxid-
I6sung gestattet die Losung des Peptids in wassrigem Puffer ohne die Zugabe von
organischen Zusatzen. Durch 'H-NMR-Diffusionsmessungen wurde bestatigt, dass APao
unter den gewahlten Bedingungen tatsachlich in monomerem Zustand vorliegt. Dies steht
auch im Einklang mit vergleichbaren anderen Studien an AB4 (Hou et al., 2004; Danielsson
et al., 2002). AnschlieBend konnte die sequentielle Zuordnung von N-AB4 unter diesen
Bedingungen durchgeflihnrt werden. Die Abweichungen der erhaltenen chemischen
Verschiebungen des Peptids von ihren Referenzwerten aus ungefalteten Standardpeptiden
deuten dabei auf eine eher ungefaltete, jedoch vor allem im N-terminalen Bereich zumindest
teilweise a-helikale Konformation des Peptids in Losung hin. Da dieses Ergebnis in Einklang
mit anderen bisher publizierten NMR-Strukturuntersuchungen an ApB steht, die in rein
wassriger LOsung ohne organische Zusatze ebenfalls eine weitgehend ungeordnete
Konformation von AP gezeigt haben (Danielsson et al., 2006; Hou et al., 2004; Riek et al.,
2001), wurde in dieser Arbeit nicht versucht, eine Losungsstruktur von ABso zu berechnen.
Die Etablierung der sequentiellen Zuordnung von Ap unter den gegebenen
Lésungsbedingungen war jedoch Voraussetzung flr die folgenden Studien zur

Wechselwirkung des Peptids mit Lipiden.

3.4.1 Die Wechselwirkung von A4, mit Cholesterin

Zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen ABs und Cholesterin wurden in der
vorliegenden Arbeit entsprechende NMR-Titrationsstudien an AP, durchgefiihrt. Dabei
musste ein organisches Lésungsmittel fur Cholesterin verwendet werden, da dieses nur in
nanomolaren Konzentrationen in wassrigen Lésungen I6slich ist (Small, 1986) und somit
sonst keine ausreichende Durchmischung mit der AB-Lésung gewahrleistet ware. Dazu
wurde Ethanol ausgewahlt, weil es selbst sehr gut in Wasser I8slich ist, aber Cholesterin
dennoch konzentriert genug darin gelést werden kann (Flynn et al., 1979), dass dabei nur
wenig Lésungsmittel in die Proben mit eingebracht wird. Darliber hinaus war bereits in zwei
Studien gezeigt worden, dass Ethanol erst bei wesentlich hdheren als den in dieser Arbeit

verwendeten Konzentrationen einen Einfluss auf die Konformation von A haben bzw. eine
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Aggregation moderat verstarken sollte (Eckenhoff et al., 2004; Vieira et al., 2003). Zur
Untersuchung der Wechselwirkung von AB4 und Cholesterin wurde zunachst eine
Titrationsstudie an 0,45 mM 15N-A[340 mit 40 mM Cholesterin in Ethanol durchgefiihrt.
AnschlielRend wurde eine identische Studie mit Ethanol allein durchgefiihrt, um den Einfluss

des Ethanols auf das beobachtete Ergebnis zu untersuchen.

Bei der Studie mit Cholesterin kam es zu einer starken Wechselwirkung zwischen Af
und Cholesterin, wie bereits die mit der ersten Zugabe beginnende Aggregation der Probe
zeigt. Fur diesen Effekt muss das Cholesterin verantwortlich sein, da die Probe der zweiten
Studie nur mit Ethanol bei denselben Konzentrationen an Ethanol keine Aggregation zeigte.
Darlber hinaus konnten in den Spektren von AB auch schnellem Austausch gehorchende
kontinuierliche Anderungen der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale
beobachtet werden. Die beobachteten Anderungen der chemischen Verschiebungen sind
zwar insgesamt relativ klein, jedoch konnte bereits in zahlreichen Fallen gezeigt werden,
dass Anderungen in dieser GréRenordnung mit biologisch relevanten Interaktionen
einhergehen, so z. B. im Fall des thematisch verwandten Prionproteins (Lima et al., 2006;
Lysek und Withrich, 2004; Vogtherr et al.,, 2003), aber auch bei verschiedenen anderen
Proteinen (Morrison et al., 2003; Laguri et al., 2003). Insbesondere wurden jedoch bei einer
sehr ahnlich angelegten NMR-Studie zur Wechselwirkung von AB4 mit Gangliosid-Mizellen
(Williamson et al., 2006) ahnliche Anderungen derselben GroRenordnung beobachtet, trotz

deutlich héherer Konzentrationen der Ganglioside relativ zu ABgo.

Untersucht man die Verteilung der beobachteten Signalveranderungen uber die
Sequenz von AB, so erkennt man, dass bei der Untersuchung mit Cholesterin groRere
Verschiebungen von Signalen fast ausschliel3lich in der N-terminalen Halfte des Peptids bis
einschliellich Phe19 stattfinden, wahrend der C-Terminus kaum betroffen ist. Besonders
stark betroffen ist die Region Glu3 bis His6 und die Region um Lys16. Die Richtung der
beobachteten Anderung der chemischen Verschiebungen spricht dabei fiir eine starker
a-helikale Konformation von Ao durch die Wechselwirkung mit Cholesterin in Ethanol (Xu
und Case, 2002; Williamson, 1990). Interessant ist dabei einerseits, dass die stark
betroffenen Reste gerade in jenem Bereich von AB liegen, in dem Nagetiere, die kaum
amyloide Plaques bilden (Selkoe, 1989), drei Aminosaureaustausche (Arg5Gly, Tyr10Phe
und His13Arg) relativ zur menschlichen Sequenz besitzen (Otvos, Jr. et al., 1993).
Andererseits hat die bereits erwahnte NMR-Studie zur Wechselwirkung von Afs mit
Gangliosid-Mizellen ebenfalls eine Beteiligung derselben N-terminalen Region gezeigt
(Williamson et al., 2006), wobei ein ahnliches Muster von beteiligten Resten, sowie eine

ahnliche Groflenordnung und Richtung von beobachteten Signalverschiebungen auftraten.
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Dies deutet auf einen ahnlichen Mechanismus bei der Wechselwirkung von APs mit
Cholesterin wie bei der Wechselwirkung mit Gangliosid-Mizellen hin. Ganglioside sind
glykosylierte Sphingolipide, d. h. sie sind mit Cholesterin zumindest insofern vergleichbar, als
sie neben einem hydrophoben Lipidanteil auch Hydroxylgruppen besitzen. Darlber hinaus
konnte in einer kirzlich erschienenen Studie, in der nach Peptiden gesucht wurde, die an Ap
binden und dessen Aggregation beeinflussen, gezeigt werden, dass die Aggregation gerade
durch jene Peptidliganden besonders deutlich verstarkt wird, die an die N-terminalen zehn
Aminosauren von AP binden (Orner et al., 2006). Zusammenfassend zeigen die genannten
Studien und die hier durchgefihrten Messungen damit eine hohe Bedeutung der N-
terminalen Reste von AP flr die Bindung von Lipiden bzw. anderen Liganden und den
Aggregationsprozess von AB. Das ist insofern bemerkenswert als diese Reste von A
offenbar gar keinen Teil der geordneten Fibrillenstruktur der Aggregate bilden (Luhrs et al.,
2005; Petkova et al., 2002).

Vergleicht man nun die durchgefiihrten Untersuchungen mit Cholesterin in Ethanol und
mit Ethanol allein, so ergeben sich folgende Ahnlichkeiten bzw. wesentlichen Unterschiede:
Bei der Titration mit Ethanol allein zeigt die Region um Lys16 ebenfalls starke
Signalverschiebungen, &hnlich wie bei der Titration mit Cholesterin, wenn auch etwas
schwacher ausgepragt. Dabei ist jedoch zu beachten, dass das Ethanol in molaren
Konzentrationen gesehen erheblich starker konzentriert ist als das Cholesterin, die
Wechselwirkung mit Ethanol muss also relativ schwach sein. Zumindest ein Teil des bei der
Titration mit Cholesterin beobachteten Effekts in der Region um Lys16 wird damit wohl durch
eine (wesentlich schwachere) Wechselwirkung mit dem Ethanol selbst verursacht. Da
Ethanol wie Cholesterin eine Hydroxylgruppe besitzt, kdnnte die Wechselwirkung mit dieser
Region durch die Hydroxylgruppe vermittelt werden. Das wirde auch zu der Studie an AB4
mit Gangliosid-Mizellen passen (Williamson et al., 2006), die sehr ahnliche Ergebnisse
gezeigt hat. Gangliosid-Mizellen prasentieren auf ihrer Oberflache zahlreiche Zuckerreste
und damit eine hohe lokale Konzentration an Hydroxylgruppen. Die Titrationsstudie mit
Cholesterin in Ethanol zeigt jedoch auch zwei Regionen in A4, die sich klar von der
entsprechenden Studie mit Ethanol alleine unterscheiden. Einerseits zeigt die Region Glu3
bis His6 nur bei der Titration mit Cholesterin signifikante Verschiebungen. Dies deutet auf
eine spezifische Wechselwirkung dieses Bereichs mit Cholesterin hin. Andererseits zeigt die
C-terminale Region von Ap, vor allem um lle32 herum, nur bei der Titration mit Ethanol
alleine starke Signalverschiebungen. Das bedeutet, dass die durch das Ethanol verursachte
Wechselwirkung in diesem Bereich durch die starkere Wechselwirkung mit Cholesterin

unterdrtickt wird. Die durch die primare Wechselwirkung mit dem Cholesterin in Ap induzierte
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Konformation ist also nicht mehr in der Lage, in diesem Bereich in gleicher Weise wie freies

AB mit Ethanol zu interagieren.

Zur Wechselwirkung von Cholesterin mit Ap existieren in der bisherigen Literatur
unterschiedlich angelegte Studien, jedoch mit sehr widersprichlichen Ergebnissen (siehe
dazu auch: Yanagisawa, 2005a). Etliche Studien haben diese Wechselwirkung zunachst nur
indirekt Gber den Einfluss des Cholesteringehalts von Membranen auf die Aggregation von
AB untersucht, z. B. durch die Entfernung von Cholesterin aus zellularen Membranen.
Wahrend einige dabei zeigen konnten, dass Cholesterin in den Membranen die Aggregation
von Ap fordert (Schneider et al., 2006; Mizuno et al., 1999), haben andere dagegen gezeigt,
dass es keinen Einfluss darauf hat (Kim et al., 2006) bzw. dass die Aggregation durch eine
cholesterinabhangige Insertion von A in die Membran sogar inhibiert wird (Ji et al., 2002).
Gerade zu solch einer mdglichen Insertion von AB in Membranen in Abhangigkeit von
Cholesterin gibt es aber auch wieder véllig gegensatzliche Erkenntnisse (siehe Diskussion
zu den Bizellen unten). Einige wenige Studien haben versucht, die Wechselwirkung
zwischen AP und Cholesterin direkt in vitro zu untersuchen, ebenfalls mit unterschiedlichen
Ergebnissen. Wahrend in manchen dieser Studien keinerlei direkte Interaktion festgestellt
werden konnte (Chauhan et al., 2000; Liang et al., 1996), konnte in anderen Studien eine
Wechselwirkung gezeigt werden (Harris, 2002; Avdulov et al., 1997). Die Tatsache, dass die
bisherigen Studien zu so widerspriichlichen Ergebnissen kommen, kdénnte dabei einerseits
auf unterschiedliche Ausgangszustande in den einzelnen verwendeten AB-Praparationen
zurtckzufiihren sein (Fezoui et al., 2000). Andererseits spielen dabei aber sicher auch die
unterschiedlichen  eingesetzten = Methoden und Vorgehensweisen, sowie die
unterschiedlichen beobachteten MessgroRen eine grolRe Rolle. Die in der vorliegenden
Arbeit durchgefuhrten NMR-Messungen an AP4 in Anwesenheit von Cholesterin
unterstitzen jedoch eindeutig das Stattfinden einer Wechselwirkung zwischen AP4 und
Cholesterin. Diese wird durch den N-terminalen Bereich des Peptids vermittelt und findet
damit in sehr ahnlicher Weise statt, wie die Wechselwirkung des Peptids mit Gangliosid-
Mizellen (Williamson et al., 2006).

Als Nebenergebnis der Arbeiten lasst sich festhalten, dass auch Ethanol alleine
zumindest im Konzentrationsbereich zwischen ein und zwei Volumenprozent eine deutliche
Aggregation von A auslosen kann. Dies steht zwar im Widerspruch zu anderen Studien zur
Wechselwirkung von AB mit Ethanol (Eckenhoff et al., 2004; Vieira et al., 2003),
mdglicherweise tritt eine Aggregation jedoch speziell bei diesen niedrigen Konzentrationen
auf, nicht jedoch bei héheren, in den anderen Studien beobachteten Konzentrationen. Ein

solches Verhalten konnte z. B. auch fur Triflourethanol beobachtet werden (Fezoui und
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Teplow, 2002). Alternativ sind die unterschiedlichen Beobachtungen aber auch wieder auf

unterschiedliche Techniken und AB-Praparationen zurlickzufiihren.

3.4.2 AB4 und Modellmembranen

Nach der Untersuchung der direkten Wechselwirkung zwischen Af und Cholesterin
waren Messungen zusammen mit Modellmembranen, die eine Untersuchung von Protein-
Lipid-Wechselwirkungen unter annahernd physiologischen Bedingungen erlauben, das
nachste Ziel der vorliegenden Arbeit. Um solche Messungen an ApB vorzubereiten, wurden
dabei zunachst Messungen an isolierten Modellmembranen durchgefihrt. Bei diesen handelt
es sich um kleine, schnell rotierende sog. Bizellen aus lang- und Kkurzkettigen
Phospholipiden, die sich in den letzten Jahren in der Literatur vor allem fir NMR-
Untersuchungen zur Wechselwirkung von Peptiden mit Membranen in Ldsung etabliert
haben (Prosser et al.,, 2006; Vold et al., 1997). Die traditionell verwendeten Mischungen
bestehen aus DMPC und DHPC, also Phospholipiden mit einer Fettsdurekettenlange von 14
bzw. sechs Kohlenstoffatomen. Fir die schnell rotierenden Bizellen liegt dabei DHPC in
einem Uberschuss vor. Im Rahmen der Messungen an isolierten Bizellen wurden diese mit
*'IP_.NMR-Messungen und NMR-Diffusionsmessungen untersucht. Die *'P-NMR-Messungen
zeigen dabei die raumliche Trennung der beiden Lipide in der Bizelle. Die
Diffusionsmessungen zeigen, dass die Bizellen im GroRenordnungsbereich eines 40 KDa
Proteins diffundieren und daher prinzipiell geeignet sind, hochauflésende Spektren von

assoziierten Peptiden zu erhalten.

Solche Phospholipid-Bizellen stellen dabei in ihrer Zusammensetzung natirlich nur ein
stark vereinfachtes Modell biologischer Membranen dar. Biologische Membranen enthalten
oft hunderte verschiedener Lipidspezies (Edidin, 2003) und sind damit sowohl bezlglich der
vorkommenden Lipidtypen, als auch bezlglich der Kettenlange der Lipide wesentlich
heterogener aufgebaut als die Membran der Bizellen. So variiert z. B. auch die Kettenlange
von Phospholipiden in Membranen des zentralen Nervensystems zwischen 14 und 24
Kohlenstoffatomen, wobei die Varianten mit 18 Kohlenstoffatomen besonders haufig sind
(Sastry, 1985). Daher wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erste Schritte
durchgefiihrt, um die verwendeten Bizell-Mischungen besser an die Gegebenheiten in

biologischen Membranen anzupassen.

Zunachst wurde versucht, die Kettenlange der verwendeten Phospholipide zu erhdhen.

Dabei hat sich jedoch gezeigt, dass dies zumindest im Rahmen der verwendeten
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Praparationsmethode nur sehr begrenzt mdéglich ist. Eine Erhdhung der Kettenlange des
langkettigen Lipids auf 16 war moglich und flhrte lediglich zu einem langer dauernden
Lésungsprozess. Eine weitere Erhdhung der Kettenldnge auf 18 oder 20 Kohlenstoffe
erforderte jedoch erheblich erhéhte Temperaturen, um die Lipide Uberhaupt in Losung zu
bringen. Bei physiologischen Temperaturen werden die Proben dann jedoch wieder milchig.
Solche Mischungen sind also allenfalls flir Messungen bei hohen Temperaturen geeignet,
dabei ist jedoch zu beachten, dass hierbei auch die Esterbindungen der Lipide wesentlich
schneller gespalten werden (Grit und Crommelin, 1993), die Proben also schneller
unbrauchbar werden. Problematisch ist auch die Erhéhung der Kettenlange des kurzkettigen
Phospholipids. Eine Erhohung auf acht Kohlenstoffatome ist zwar maoglich, die Losungen
werden dadurch jedoch sehr viskos, verbunden mit einer hohen Linienbreite der Signale in
den Spektren und einer sehr langsamen Diffusion der Lipidaggregate. Damit ist es fraglich,
ob solche Mischungen fiir Studien zur Wechselwirkung mit Peptiden geeignet sind. Die
gefundenen Ergebnisse stehen in Einklang mit einer anderen Studie, in der die Kettenlange
in Phospholipid-Bizellen variiert wurde (Triba et al., 2006a). Zwar wurden nur orientierende
Bizellen mit einem g-Faktor von mindestens 3,0 untersucht, jedoch konnte die erfolgreiche
Verwendung von kurz- und langkettigen Phospholipiden mit einer Kettenldnge von sieben
bzw. 16 Kohlenstoffatomen gezeigt werden. Noch langerkettige Lipide wurden jedoch nicht

untersucht.

AbschlieRend wurde in den Studien an den isolierten Phospholipid-Bizellen getestet, ob
sich Cholesterin zusammen mit ungesattigten Phospholipiden in die Bizellen integrieren
ldsst. Ahnliche trimere Mischungen aus gesattigten und ungeséttigten Phospholipiden und
Cholesterin waren bereits in anderen Studien als verbesserte Membrananaloga bzw. als
Modell fir Membranmikrodomanen verwendet worden (Oradd et al., 2005; Minto et al.,
2004). Dabei zeigte sich, dass Mischungen mit jeweils 10 % an Cholesterin und
ungesattigtem langkettigen Phospholipid relativ zu DMPC unter den verwendeten
Bedingungen noch l6slich waren, wahrend Mischungen mit jeweils 20 % oder mehr nicht
mehr 16slich waren. Mdglicherweise sind Cholesterin und ungesattigtes Phospholipid jedoch
getrennt voneinander auch in héheren Anteilen I6slich. In einigen bisherigen Studien an
Bizellen mit grof’en g-Werten wird zwar der Einbau von bis zu 20 % Cholesterin berichtet
(Dave et al., 2005; Lu et al., 2004), auch zusammen mit bis zu 30 % teilweise ungesattigtem
Phospholipid (Minto et al., 2004), dies kann jedoch auch an dem insgesamt wesentlich
héheren Anteil an langkettigen Lipiden in diesen Mischungen liegen. Eine einzelne Studie an
kleinen Bizellen (q = 0,5) berichtet nur den Einbau von 5 % Cholesterin relativ zu DMPC
(Andersson et al., 2006). Zumindest fur Cholesterin ist eine deutliche Steigerung seines

Anteils in den Mischungen jedoch wohl ohnehin nicht notwendig, da die Membranen des
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menschlichen Nervensystems auch nur etwa 7 - 20 % Cholesterin enthalten (O'Brien und
Sampson, 1965). Ungesattigte Fettsaureketten dagegen kénnen auch in héheren Anteilen
vorkommen, ihr Anteil ist jedoch in verschiedenen Geweben, Membranen und Lipiden des

Zentralen Nervensystems sehr unterschiedlich (Sastry, 1985).

Nach der Untersuchung von isolierten Phospholipid-Bizellen wurden in der
vorliegenden Arbeit auch erste Messungen zur Wechselwirkung des B-amyloiden Proteins
mit diesen Membrananaloga begonnen. Dazu wurde eine Studie an nicht
isotopenmarkiertem AP4o in Anwesenheit von DMPC/DHPC-Bizellen (q = 0,5) durchgefihrt.
Die dabei durchgefiihrten NMR-Diffusionsmessungen deuten darauf hin, dass A4 nicht
stabil mit den Bizellen assoziiert ist. Weder Af4 noch die Bizellen andern ihr
Diffusionsverhalten im Vergleich zu den Messungen ohne den Partner, wenn man
Viskositatsunterschiede bertcksichtigt. Dennoch sind in den Spektren von Af4 kleine
Anderungen der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale zu beobachten, die auf
eine zumindest kurzlebige Wechselwirkung hindeuten. Von einer stabilen Insertion des
Peptids in die Membran der Bizelle ist dabei nicht auszugehen, da dann neben einer
Anderung des Diffusionsverhaltens auch deutlichere Anderungen der chemischen

Verschiebungen zu erwarten waren.

Das Ausbleiben einer méglichen stabilen Assoziation von AB4 mit den Phospholipid-
Bizellen in den durchgefuhrten Messungen kann verschiedene Ursachen haben. Denkbare
Ursachen waren z. B. eine fehlende Oberflachenladung der zwitterionischen Bizellen oder
das Fehlen bestimmter Lipidklassen. Auch zu diesen Punkten existieren in der Literatur
jedoch viele zum Teil stark widerspriichliche Erkenntnisse. So finden einige Studien, dass
eine Wechselwirkung von A mit Membranen nur stattfinden kann, wenn die Membranen
dabei eine negative Oberflachenladung besitzen (Bokvist et al., 2004; Terzi et al., 1997;
McLaurin und Chakrabartty, 1997). Andere Studien dagegen finden eine Wechselwirkung
auch mit ungeladenen (zwitterionischen) oder gar mit positiv geladenen Membranen
(Devanathan et al., 2006; Ravault et al., 2005; Ege und Lee, 2004; Kremer et al., 2001).
Weitere Untersuchungen finden eine Insertion von AB in Membranen bzw. eine
Wechselwirkung von AB mit Membranen nur in Anwesenheit von Cholesterin (Micelli et al.,
2004; Subasinghe et al., 2003; Ji et al., 2002). In anderen Studien wurde dagegen gerade
eine Abnahme der Membraninsertion von AP mit steigendem Cholesteringehalt der
Membranen beobachtet (McLaurin et al., 2002; Yip et al., 2001). Bei den geschilderten
gegensatzlichen Ergebnissen dlrften einerseits die unterschiedlichen in den einzelnen
Studien verwendeten Messmethoden und Membranpraparationen eine Rolle spielen.

Andererseits durften die Ergebnisse auch wieder durch die unterschiedlichen Ap-
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Praparationen und damit unterschiedlichen Aggregationszustande von ApB beeinflusst
werden (Fezoui et al., 2000). Dabei ist aber nicht einmal klar, ob eine Aggregation die Lipid-
bzw. Membranbindung fordert (Subasinghe et al., 2003; Avdulov et al., 1997), inhibiert
(Kakio et al., 2004) oder nur das Gleichgewicht zwischen Bindung an die
Membranoberflache und die Insertion ins Membraninnere verschiebt (Eckert et al., 2005).
DarlUber hinaus kdénnten gerade diese Bindung von AB an bzw. die Insertion in die Membran
zwei voneinander getrennte Prozesse darstellen, die jeweils in unterschiedlicher Weise
durch die Membranzusammensetzung beeinflusst werden (Bokvist et al., 2004).
Zusammenfassend legen die durchgeflhrten Studien damit nahe, dass es sich bei der
Wechselwirkung des B-amyloiden Proteins mit Membranen um einen hoch komplexen
Prozess handelt, der vom Zusammenspiel aller Komponenten wie Membranladung und
Zusammensetzung der Membran abhangt. Die einzelnen Einflisse mussen daher bei den

Studien getrennt bericksichtigt werden.

Die Messungen an den Phospholipid-Bizellen zusammen mit AB4 haben jedoch auch
gezeigt, dass dieses System grundsatzlich stabile Proben liefert, die damit auch fir langere
NMR-Messungen geeignet sind. Durch den Einsatz von deuterierten Lipiden kdnnte die
Empfindlichkeit der Messungen an A auch noch weiter gesteigert werden. Das System ist
damit ideal dafur geeignet, die Auswirkungen der Membranzusammensetzung oder ihrer
Oberflachenladung auf die Bindung von AB zu untersuchen. Dabei kdnnen die einzelnen
Einflisse spezifischer Lipide in einer Membranumgebung direkt analysiert werden. In diesem
Zusammenhang ist sicher besonders der Einfluss von Cholesterin interessant, um Aussagen
Uber die immer noch unklare Rolle von Cholesterin auf die Bindung von AB an bzw. eine
mogliche Insertion in Membranen zu gewinnen. So kénnen auch die zuvor gemachten
Studien zur Wechselwirkung von AP mit isoliertem Cholesterin um die Effekte einer
umgebenden Membran erweitert werden. Letztlich kdnnen so detaillierte Erkenntnisse zu
den lipidabhangigen konformationellen Gleichgewichten von AP und damit den der

Alzheimerschen Krankheit zugrunde liegenden Prozessen gewonnen werden.
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4 Die Struktur der zweiten Ran-Bindedomane
von RanBP2

4.1 Einleitung

Der eukaryotische Kerntransport und die kleine GTPase Ran

Ein wesentliches Merkmal aller eukaryotischen Zellen ist die Kompartimentierung der
Zellen durch interne Membranen. So ist auch der Zellkern durch eine Doppelmembran vom
Rest der Zelle abgetrennt. Dadurch wird der Stoffwechsel der DNA im Zellkern raumlich vom
Proteinstoffwechsel im Zytoplasma getrennt, wodurch die Regulations- und damit die
Entwicklungsmaoglichkeiten der Zelle deutlich erweitert werden. Da jedoch weiterhin ein
geregelter Austausch von Proteinen und Nukleinsduren zwischen dem Zellkern und dem
Zytoplasma moglich sein muss, existieren in der Kernmembran spezielle Kanale, die sog.
Kernporenkomplexe (nuclear pore complex, NPC). Dabei handelt es sich um riesige
ringférmige in die Membran eingebettete Proteinaggregate mit fibrillaren Fortsatzen auf
beiden Membranseiten und einer Gesamtmasse von Uber 100 MDa (Lim et al., 2006; Lim
und Fahrenkrog, 2006). Die NPCs ermdglichen den selektiven und gesteuerten Transport
bestimmter Makromolekile zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma. Dieser Transport
erfolgt nicht passiv, sondern aktiv mit Hilfe von speziellen Transportrezeptoren, die an die zu
transportierenden Makromolekile binden. Einen wesentlichen Anteil an der Steuerung des

gesamten Transportvorgangs hat dabei die kleine GTPase Ran.

Ran (Ras-related nuclear protein) gehért zur Superfamilie der kleinen Ras-ahnlichen
GTP-bindenden Proteine und ist neben der Steuerung des Kerntransports auch noch
malfgeblich an der Steuerung weiterer zentraler Prozesse im Inneren des eukaryotischen
Zellkerns beteiligt. So konnte bisher gezeigt werden, dass Ran auch an der Riickbildung der
Kernmembranen und der Kernporen nach der Mitose, dem Aufbau der Mitosespindeln und
der DNA-Replikation beteiligt ist (zur Ubersicht iber die zahlreichen verschiedenen
Funktionen von Ran siehe z. B.: Pemberton und Paschal, 2005; Li et al., 2003; Quimby und
Dasso, 2003; Weis, 2003). Ran reguliert all diese verschiedenen Funktionen mit Hilfe seines

GTPase-Zyklus, d. h. durch den zyklischen Wechsel zwischen einem GTP-gebundenen und
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einem GDP-gebundenen Zustand, in denen Ran jeweils mit unterschiedlichen Effektoren
wechselwirkt. Dieser Zyklus wird durch die Wechselwirkung von Ran mit GTPase-
aktivierenden Proteinen (RanGAP) und einem Guaninnukleotidaustauschfaktor (RanGEF)
kontrolliert, die die Effektorbindung von Ran durch Anderung seines Komplexierungs-
zustands beeinflussen, Ran also jeweils ,deaktivieren® bzw. ,aktivieren“. Da RanGAPs
vorwiegend im Zytoplasma der Zelle lokalisiert sind, wahrend RanGEF (auch RCC1 genannt)
hauptsachlich im Zellkern zu finden ist, entstehen einander entgegen gerichtete Gradienten

von RanGTP und RanGDP Uber die Kernmembran.

»
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0
0
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Abbildung 4.1: Vereinfachte Darstellung der molekularen Abldufe des eukaryotischen Kerntransports

A: Der Transportfaktor NTF2 reimportiert RanGDP. Wiederherstellung von RanGTP durch an
Chromatin gebundenes RanGEF.

B: Zu importierende Frachtmolekille (NLS-markiert) werden durch Bindung an das Importin-
Heterodimer importiert. Die Bindung von RanGTP fiihrt zur Dissoziation des Importkomplexes.

C: Export von Importin-f im Komplex RanGTP. Importin-a. bendtigt zusatzlich den Exportfaktor CAS.
Durch die Wechselwirkung von RanGAP mit RanGTP kommt es zum Zerfall der Exportkomplexe.

D: Zu exportierende Frachtmolekiile (NES-markiert) werden im Komplex mit dem Exportfaktor Crm1
und RanGTP exportiert. Zerfall des Komplexes wie bei C.

Abbildung modifiziert nach Pemberton (Pemberton und Paschal, 2005).
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Fur die Funktion von Ran innerhalb des Kerntransports werden diese Gradienten
genutzt, um die Richtung der verschiedenen Transportprozesse durch die Kernporen-
komplexe zu steuern (siehe Abbildung 4.1). Abgesehen von den RanGAPs und RanGEF
interagiert Ran im Rahmen dieser Transportprozesse dabei vor allem mit zwei verschieden
Typen von Effektormolekilen: Einerseits mit den Transportrezeptoren (sog. Importinen bzw.
Exportinen), die die Bindung an die zu transportierenden Makromolekiile gewahrleisten, und
andererseits mit Ran-Bindeproteinen (RanBPs), die flir die Beendung von Exportprozessen
im Zytoplasma sorgen. Im Fall von Importprozessen (Abbildung 4.1 B) sind die zu
transportierenden Proteine mit einer Kernlokalisationssequenz (nuclear localization signal,
NLS) markiert. Diese wird von Importin-oa. erkannt und der Transportkomplex aus Importin-a.,
Importin-B und Frachtmolekll wird durch die Kernporen in den Zellkern transportiert. Dort
bindet RanGTP an Importin-p, was zum Zerfall des Transportkomplexes flhrt. Der Komplex
aus RanGTP und Importin-3 wandert anschlieBend durch die Kernporen zurlick ins
Zytoplasma (Abbildung 4.1 C). Fur Importin-a. ist zusatzlich der Exportfaktor CAS (cellular
apoptosis susceptability gene) notig. Im Fall von Exportprozessen (Abbildung 4.1 D) werden
die zu transportierenden Substrate Uber ein Exportsignal (nuclear export signal, NES) von
den Exportinen (z. B. Crm1) erkannt. Der Export erfolgt jedoch nur als trimerer Komplex aus
Exportin, RanGTP und Frachtmolekll. Sobald die RanGTP-Importin-Komplexe bzw. die
RanGTP-Exportin-Fracht-Komplexe das Zytoplasma erreichen, binden Ran-Bindeproteine
Uber ihre Ran-Bindedomanen (RanBDs) an das RanGTP in den Komplexen. Die RanBPs
aktivieren daraufhin RanGAP, was zur Hydrolyse des an Ran gebundenen GTPs, dem
anschlieenden Zerfall des RanGDP-Transportin-Komplexes und damit zum Abschluss des
Transportvorgangs fluhrt. RanGDP wird daraufhin mit Hilfe eines speziellen Transportfaktors,
dem nuclear transport factor 2 (NTF2), ins Nukleoplasma zuriick transportiert (Abbildung 4.1
A). Durch den Kontakt mit dem dort lokalisierten RanGEF kann schliellich RanGTP

wiedergewonnen werden.

Die Ran-Bindeproteine

Die Hauptaufgabe der Ran-Bindeproteine im Rahmen des Kerntransports ist die
Beendung von Exportprozessen auf der zytoplasmatischen Seite der Kernporen. Dariber
hinaus sind RanBPs aber auch direkt an einigen speziellen Transportprozessen beteiligt
(siehe dazu u. a.: Lindsay et al., 2002; Englmeier et al., 2001; Lindsay et al., 2001). Alle
eukaryotischen Zellen enthalten RanBP1, ein kleines 23 kDa schweres Protein, das I6slich
im Zytoplasma vorliegt und in niederen Eukaryoten wie S. cerevisiae das Hauptsystem zur

Zerlegung der Exportkomplexe darstellt. In Vertebraten dagegen scheint RanBP2 (Nup358)
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diese Aufgabe zu Ubernehmen, ein 358 kDa schweres Protein, das Bestandteil der
zytoplasmatischen Fibrillen des Kernporenkomplexes ist und das in niederen Eukaryoten
nicht vorkommt. RanBP2 besteht aus einer endstdndigen leucinreichen Region, acht
Zinkfingermotiven, einer zu Cyclophilin-A homologen Doméane und insgesamt vier Ran-
Bindedomanen, die homolog zu RanBP1 sind (Wu et al.,, 1995b; Yokoyama et al., 1995).
Eine moglichst effiziente Zerlegung der Transportfaktorkomplexe durch RanBP2 wird durch
eine  SUMO-1-modifizierte (small ubiquitin-related modifier 1) Variante von RanGAP
gewahrleistet (Mahajan et al., 1997), die iber SUMO-1 direkt an RanBP2 bindet und so in
die unmittelbare Nahe von dessen RanBDs gelangt. RanBP1 scheint in Vertebraten dagegen
nur als Sicherungssystem zur Zerlegung von RanGTP-Importin-Komplexen zu dienen, die

der Zerlegung durch RanBP2 entkommen sind (Bischoff et al., 2002).

Strukturen von Ran-Bindedomanen und Ziele der Arbeit

Im Rahmen der Untersuchung des eukaryotischen Kerntransports wurden in den
letzten Jahren auch die Strukturen von zahlreichen daran beteiligten Proteinen vor allem mit
Hilfe von Kristallstrukturanalysen erfolgreich aufgeklart (zur Ubersicht siehe Madrid und
Weis, 2006; Suiel et al., 2006). Auch zu den Ran-Bindeproteinen waren zu Beginn dieser
Arbeit bereits einige strukturelle Informationen bekannt: Die Struktur der ersten RanBD von
RanBP2 im Komplex mit RanGppNHp (Vetter et al., 1999b) und die Struktur von RanBP1 im
Komplex mit RanGppNHp und RanGAP (Seewald et al., 2002). Bezogen auf ihre Ran-
Bindedoméanen sind diese beiden Strukturen insgesamt recht ahnlich. Die Struktur einer
freien RanBD war bis dahin aber nicht gelést worden. Die Kenntnis einer solchen Struktur ist
jedoch notwendig, um zu verstehen, welchen Einfluss die Bindung von Ran bzw. von
RanGAP auf die Struktur der RanBDs hat. Aus den oben genannten Kristallstrukturen weil3
man, dass Ran zwei Interaktionsflachen mit dem globuldren Teil der RanBDs hat. Die Erste
umfasst Teile der Schalter-1-Region (Reste 28-38) und die f6-a5 Schleife (Reste 153-158).
Die Zweite wird durch den C-Terminus gebildet, der sich um die RanBD herum wickelt
(Seewald et al., 2002; Vetter et al., 1999b). Diese Region von Ran wird auch C-terminaler
Schalter genannt, weil sie bei den verschiedenen Bindungsereignissen grolie
Konformationsanderungen erfahrt, wie man an den bekannten Strukturen von Ran alleine
und im Komplex mit verschiedenen Bindungspartnern erkennen kann. In freiem RanGDP
(Stewart et al., 1998b; Scheffzek et al., 1995) und RanGDP-NTF2 (Stewart et al., 1998a) ist
der C-Terminus auf der Oberflache von Ran selbst gebunden. Fir RanGTP vermutet man
eine kleinere Konformationsanderung dieser Region (Macara, 1999), die genaue Struktur

von RanGTP ist aber immer noch unbekannt. In den bekannten Strukturen von RanGTP im
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Komplex mit Importinen (Lee et al., 2005; Chook und Blobel, 1999; Vetter et al., 1999a) oder
Exportinen (Matsuura und Stewart, 2004) ist der C-Terminus - sofern er in den genannten
Strukturen erkennbar ist - vom globularen Teil von Ran weg gerichtet und ist frei zuganglich.
Daher vermutet man, dass der C-terminale Schalter und insbesondere seine letzten sechs
sauren Reste (D*'EDDDL?'®), die in den verschiedenen bekannten Kristallstrukturen meist
nicht zu erkennen sind, maligeblich an der Erkennung des RanGTP in den
Transportkomplexen durch die RanBDs beteiligt sind (Vetter et al., 1999a; Kuhimann et al.,
1997). Die Wechselwirkung des C-terminalen Schalters mit der RanBD induziert
moglicherweise weitere konformationelle Veranderungen, die schlieRlich eine optimale
Wechselwirkung zwischen Ran und der RanBD gewahrleisten. Um diese
Strukturanderungen besser verstehen zu konnen, sollte im Rahmen dieser Arbeit die
Struktur einer freien RanBD gelést werden, der zweiten RanBD von RanBP2. Im
Zusammenhang mit den zuvor durchgeflihrten Messungen zur Wechselwirkung der RanBD2
mit dem C-Terminus von Ran kann so der molekulare Ablauf der Beendung von

Transportprozessen besser verstanden werden.

4.2 Materialien und Methoden

Materialien

Die Proteinproben von RanBP2-RanBD2AN wurden freundlicherweise von PD Dr.
Jurgen Kuhlmann vom Max-Planck-Institut flir molekulare Physiologie in Dortmund zur
Verflgung gestellt. Die Reste 3 - 129 des RanBD2AN-Konstrukts (Sequenz siehe Anhang
7.2) entsprechen dabei den Resten 2028 - 2154 von RanBP2 (Swiss-Prot Eintrag P49792).
Bei den Resten 1,2 und 130 des Konstrukts handelt es sich um Klonierungsartefakte. Die
Expression und Aufreinigung des Konstrukts wurde von Ddker et al. (Ddker et al., 2002;
Doéker, 2002) beschrieben.

Das Ran'®*?'®.Peptid wurde bei Jerini Peptide Technologies (Berlin) gekauft (nicht
isotopenmarkiert; Reinheit >90% mittels HPLC, 220 nm). Die Reste 1 - 28 entsprechen dabei
den Resten 189 - 216 von Ran (Swiss-Prot Eintrag P17080).

Alle NMR-Proben von RanBP2-RanBD2AN und Ran'®?'® enthielten 10 mM
KoHPO,/KH,PO, pH=6,5, 150 mM Na,SO,4, 10 mM DTE, 1 mM NaNs, 0,5 mM EDTA und 0,1
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mM DSS in entweder 92% H,O / 8% D,O oder 99% D,O. Die Proteinkonzentration der
RanBD2-Proben variierte dabei zwischen 0,7 und 1,4 mM unter Verwendung von "°N- oder
3C-""N-angereichertem RanBP2-RanBD2AN. Bei den Proben des nicht isotopenmarkierten

Ran'®2'®_Peptids betrug die Proteinkonzentration 1,0 mM.

NMR-Messungen

Samtliche NMR-Messungen wurden an 600 MHz und 800 MHz Bruker Avance
Spektrometern durchgefuhrt. Alle Temperaturen wurden dabei mit Hilfe einer Ethylenglykol-
Probe kalibriert (Raiford et al., 1979). Zur weiteren sequentiellen Zuordnung und den
Strukturrechnungen der RanBD2 wurden zusatzlich zu den bereits publizierten Spektren
(Doker et al., 2002; Doker, 2002) ein HCCH-TOCSY- und ein 3C-editiertes 3D-NOESY-
HSQC-Spektrum (Mischzeit 120 ms) am 600 MHz Spektrometer bei 298 K aufgenommen.
Fir die Analyse der Dynamik des Proteinriickgrats wurden 'H-""N-NOEs mittels 'H-"°N-
HSQC-Spektren unter Verwendung von Standardpulsprogrammen (Li und Montelione, 1994)
bei 600 MHz und 298 K gemessen. Die dabei notwendige Breitband-Sattigung der
Amidprotonen erfolgte fur 5 s unter Verwendung einer GARP-Entkopplung (Shaka et al.,
1985). Die Auswertung erfolgte entsprechend Gleichung (1). Fur die sequentielle Zuordnung
und Strukturberechung des Ran'®¥?'®-Peptids wurden Standard 2D-TOCSY- (Mischzeit 80
ms) und 2D-NOESY-Spektren (Mischzeit 200 ms) bei 283 K am 600 MHz Spektrometer

aufgenommen.

Samtliche chemischen Verschiebungen von Protonen wurden auf internes DSS
referenziert und die "*C und "°N chemischen Verschiebungen wurden unter Verwendung der
Umrechnungsfaktoren von Wishart et al. (Wishart et al., 1995b) indirekt auf DSS referenziert.
Alle Spektren wurden mit Hilfe der Softwarepakete XWINNMR bzw. Topspin (Bruker,
Karlsruhe) aufgenommen und prozessiert. Die weitere Analyse der Spektren erfolgte mit
Hilfe des Softwarepakets AUREMOL (Gronwald und Kalbitzer, 2004).

Strukturelle Parameter

Die NOE-Distanzbeschrankungen fiur die Strukturrechnungen wurden mittels manueller
sowie automatischer Zuordnung von NOESY-Spektren unter Verwendung des KnowNOE-
Moduls in AUREMOL (Gronwald und Kalbitzer, 2004; Gronwald et al., 2002) gewonnen.
Dabei wurden fir die RanBD2 ein in H,O aufgenommenes 2D-NOESY-, ein in D,O
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aufgenommenes 2D-NOESY-, ein 'H-""N-NOESY-HSQC- und ein 'H-"*C-NOESY-HSQC-
Spektrum verwendet. Fir das Ran'®?'°-peptid wurden die in H,O bzw. D,O
aufgenommenen 2D-NOESY-Spektren verwendet. Alle Distanzen wurden direkt aus den
Signalvolumina gewonnen. Die verwendeten Wasserstoffbrickenbeschrankungen wurden
unverandert von Rolf Déker GUbernommen (Ddker, 2002). Kurz zusammengefasst wurden
diese auf der Basis von NOE-Informationen und Amidprotonenaustauschschutzfaktoren bei
298 K (Bai et al., 1993) bestimmt. Zusatzlich wurden Torsionswinkelbeschrankungen unter
Verwendung des Programms TALOS (Cornilescu et al.,, 1999) aus den chemischen

Verschiebungen der Hauptkettenatome gewonnen.

Strukturrechnungen

Die Proteinstrukturen wurden mit Hilfe des simulated annealing Protokolls des
Programms CNS 1.1 (Bringer et al., 1998) berechnet. Ausgehend von einer gestreckten
Startstruktur wurden bei der Hochtemperaturphase der Molekulardynamiksimulation dabei
1000 Schritte im Torsionswinkelraum mit einem Abstand von je 0,015 ps bei 50000 K
berechnet. In der ersten Abklhlungsphase wurden beginnend mit einer Starttemperatur von
50000 K wieder 1000 Schritte im Torsionswinkelraum mit einem Abstand von je 0,015 ps
simuliert. In der zweiten Abklhlungsphase wurden dann 3000 Schritte im kartesischen Raum
mit einem Abstand von je 0,005 ps ausgehend von einer Starttemperatur von 3000 K
berechnet. Abschlief3end folgte eine finale Pseudoenergieminimierungsphase bestehend aus
50 Zyklen mit je 300 Schritten. Fur alle Ubrigen Parameter wurden die jeweiligen
Standardwerte des simulated annealing Protokolls von CNS verwendet. Fir die RanBD2
wurde eine Familie von 200 Strukturen und fiir das Ran'®2'-Peptid eine Familie von 500
Strukturen berechnet. Die erhaltenen Strukturen wurden abschlieBRend mit Hilfe des
entsprechenden Protokolls von Linge et al. (Nabuurs et al., 2004; Linge et al., 2003) einer
umfassenden Strukturverfeinerung im Losungsmittel Wasser unter Verwendung von Xplor-
NIH 2.9.6 (Schwieters et al., 2006) unterzogen.

Analysen

Die chemischen Verschiebungen der H*, C*, C und C wurden unter Verwendung des
Programms csi (zu finden unter http://www.pence.ca/software/csi) nach der Methode von
Wishart und Mitarbeitern analysiert (Wishart et al., 1995a; Wishart und Sykes, 1994). Die aus

den Strukturrechnungen erhaltenen Strukturen wurden visualisiert und analysiert unter
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Verwendung der Programme MOLMOL (Koradi et al., 1996), PROCHECK (Laskowski et al.,
1996) und WHATCHECK (Hooft et al., 1996). Zur Kontrolle der Qualitdt der erhaltenen
Strukturen wurde dartber hinaus der NMR-spektroskopische R-Faktor mit AUREMOL
berechnet (Gronwald und Kalbitzer, 2004; Gronwald et al., 2000).

Titrationsstudien

Die Messungen zur Wechselwirkung der RanBD2 mit dem C-Terminus von Ran waren
bereits im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit in Form von Titrationsstudien von
RanBP2-RanBD2AN mit dem Ran'®?'°_Peptid durchgefiihrt worden (Geyer, 2003). Die
Wechselwirkung wurde dabei analysiert durch Beobachtung der Anderung der Amidsignale
in 2D-'H-""N-HSQC- und 2D-'H-""N-TROSY-Spektren, die am 600 MHz Spektrometer bei
schrittweise steigenden Konzentrationen des Ran'®*?'®-Peptids aufgenommen worden
waren. Die anfangliche Konzentration von RanBP2-RanBD2AN hatte dabei 0,5 mM betragen
und das Peptid war bis zu einem bis zu fiinffachen molaren Uberschuss zugegeben worden.
Die kombinierten gewichteten chemischen Verschiebungsanderungen wurden entsprechend
Gleichung (7) bestimmt.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Ausgangspunkt der Arbeit

Die Arbeiten an der Struktur der RanBD2 waren bereits von Rolf Déker begonnen
worden (Doéker, 2002), so dass zu Beginn dieser Arbeit bereits eine weitgehende Zuordnung
von RanBD2 (Doker et al., 2002) und eine vorlaufige, noch relativ schlecht definierte Struktur
vorlagen. Um die Strukturbestimmung des Proteins abschlieRen zu kdnnen, mussten jedoch
die sequentielle Zuordnung vor allem im Bereich der Seitenkettensignale und insbesondere
die eigentliche Struktur noch deutlich verbessert werden. Ein moglichst gut definiertes
Strukturmodell der Domane ist auch wesentliche Voraussetzung fir eine Kkorrekte
Interpretation der Messungen zur Wechselwirkung der Ran-Bindedomane mit dem C-
Terminus von Ran, die bereits im Rahmen der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit
durchgefiihrt worden waren (Geyer, 2003).
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Bei dem zur Strukturaufklarung verwendeten Konstrukt handelt es sich um eine N-
terminal verklrzte Variante der RanBD2-RanBP2, weil mit einem vollstdndigen Konstrukt nur
NMR-Spektren mit einem schlechten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erhalten werden konnten
(Doker, 2002). Das verkurzte Konstrukt erkennt Ran immer noch spezifisch in der GTP-
gebundenen Form, jedoch ist die hohe Affinitat der vollstindigen Domane (2,6 nM) bereits
um den Faktor 500 herabgesetzt. Die Erkennung von RanGTP bleibt aber erhalten, weil
offenbar der C-terminale Schalter die Hauptinteraktionsstelle zwischen Ran und der RanBD
darstellt. Dies zeigen sowohl die bekannten Kristallstrukturen (Seewald et al., 2002; Vetter et
al., 1999b), als auch die 2000-fache Abnahme der Affinitat allein bei Entfernung der letzten
sechs sauren Reste des C-Terminus von Ran (Villa Braslavsky et al., 2000; Richards et al.,
1995) und der sogar voéllige Verlust der Affinitat bei Entfernung des gesamten C-terminalen
Schalters (Nilsson et al., 2002). Die zweite Interaktionsflache zwischen dem globularen Teil

von Ran und der RanBD bleibt in dem verwendeten Konstrukt ebenfalls erhalten.

Die von Rolf Déker fur dieses Konstrukt erhaltene sequentielle Zuordnung basierte auf
NMR-Spektren der folgenden Typen: HNCA, HN(CO)CA, CBCA(CO)NH, CBCANH,
HBHA(CBCACO)NH, HNCO, 2D-NOESY, 'H-">N-HSQC, 'H-"°N-TOCSY-HSQC und "H-"°N-
NOESY-HSQC. Wahrend die anhand dieser Spektren erhaltene Zuordnung fur die
Hauptkettenatome bereits fast vollstdndig war, war die Zuordnung der Seitenkettensignale
noch sehr unvollstdndig und musste daher vor den eigentlichen Strukturrechnungen

verbessert werden.

Abbildung 4.2: Banderdarstellung der vorlaufigen Struktur von RanBD2.
A: Pseudoenergiedrmste Struktur von 200 berechneten.
B: Biuindel der zehn pseudoenergiedrmsten Strukturen von 200 berechneten.
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Die mit dieser Zuordnung erhaltene vorlaufige Struktur basierte auf insgesamt 833
NOE-Distanzbeschrankungen, 29  Wasserstoffbrickenbeschrankungen  und 156
Torsionswinkelbeschrankungen, also im Mittel nur 7,8 Beschrankungen pro Rest des
Proteins. Daher war diese Struktur auch noch relativ schlecht definiert. Abbildungen 4.2 A
und B zeigen dazu die pseudoenergiearmste bzw. ein Blndel der zehn
pseudoenergiedrmsten von 200 berechneten Strukturen. Fir diese zehn pseudo-
energiearmsten Strukturen betragt der globale RMSD-Wert fiir die Reste 7 bis 120 fir alle
Atome des Proteinriickgrats noch 0,149 nm. Bezogen auf diese zehn pseudoenergiearmsten
Strukturen liegen in einem mit PROCHECK (Laskowski et al., 1996) erzeugten
Ramachandrandiagramm 78,6%, 14,7%, 4,9% bzw. 1,8% der Reste in den bevorzugten, den

erlaubten, der groRzlgig erlaubten bzw. nicht erlaubten Bereichen.

4.3.2 Die sequentielle Zuordnung von RanBD2

Fir die folgenden Strukturrechnungen wurde zunachst die bestehende sequentielle
Zuordnung weiter verbessert. Dazu wurden die vorhandenen zwei- und dreidimensionalen
Spektren von RanBD2 teilweise neu ausgewertet. Dabei war insbesondere eine vollstandige
Neuauswertung des HCCH-TOCSY-Spektrums sehr hilfreich. Insgesamt ermdglichte dies
eine deutliche Erweiterung insbesondere der Zuordnung der Seitenkettensignale. Im
Vergleich zur aktuellsten Version der Zuordnung vor Beginn dieser Doktorarbeit (Geyer,
2003) konnten z. B. weitere 18% der C", 4% der C°, 3% der C?, 25% der H', 15% der H® und
12% der H* neu zugeordnet werden. Letztendlich betrug die Vollstandigkeit der finalen
Zuordnung 99% flur die beobachtbaren Hauptkettenamidsignale, 94% fur die Carbonyl-
kohlenstoffkerne, 99% fiir die C%, 100% fir die CP, 50% fiir die C', 17% fir die C°, 5% fir die
Ct, 98% fiir die H* und 100% fiir die H®, 71% der H”, 43% der H® und 13% der HE. Die finale
Zuordnung wurde in der Madison NMR-Datenbank (Seavey et al.,, 1991) unter der

Zugangsnummer 5159 abgelegt.

Basierend auf dieser Zuordnung wurden anschlieRend die vorhandenen zwei- und
dreidimensionalen NOESY-Spekiren iterativ im Wechsel mit Strukturrechungen unter
Verwendung des KnowNOE-Moduls in AUREMOL (Gronwald und Kalbitzer, 2004; Gronwald
et al., 2002) zugeordnet. Die dabei abschlieRend erhaltenen NOE-Distanzbeschrankungen

sind in Abbildung 4.3 A und Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Beschrankungen Anzahl
NOEs
Total 1281
Intraresiduell (i = j) 556
Sequentiell (Ji-j| = 1) 385
Mittlere Reichweite (1 < |i-j| < 5) 146
Grolde Reichweite (]i-j| = 5) 194
Torsionswinkel @; ¥ (TALOS) 182
Wasserstoffbriicken 29
Gesamtzahl der Beschrankungen 1492
Gesamtzahl der Beschrankungen pro Rest 11,5

Statistiken fiir die 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen (von 200 berechneten)

NOE-Verletzungen > 0,03 nm 20,3+1,8
NOE-Verletzungen > 0,05 nm 1,3+£1,0
Verletzungen von Diederwinkeln > 5° 4.4 +1,7
Egesamt -3952 + 152 kJ/mol
Enoe 369 + 10 kd/mol
Ecain 34 £ 4 kJ/mol

Ramachandranstatistik

Bevorzugt 89,3+1,6 %
Erlaubt 83+1,7%
Grof3ziigig erlaubt 1.8+£1,2%
Verboten 0,6+0,5%

NMR-R-Faktor

Gesamt 0,35
Intraresiduelle Signale 0,34
Sequentielle Signale 0,27
Signale mittlerer Reichweite 0,23
Signale grof3er Reichweite 0,20
Interresiduelle Signale 0,24

Durchschnittlicher RMSD vom Mittelwert fir Reste 7 - 1207
Hauptkettenatome 0,072 £ 0,012 nm
Alle schweren Atome 0,135+ 0,010 nm

® Die RMSD-Werte wurden nur fiir den gefalteten Teil von RanBD2AN berechnet (Reste 7
bis 120). Die Termini wurden bei der Berechnung nicht bericksichtigt, weil sie sehr mobil
sind, wie durch die Messung von "H-'>N-NOEs gezeigt werden konnte.

Tabelle 4.1
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4.3.3 Die Struktur von RanBD2

Fir die folgenden Strukturberechnungen wurden 1281 NOE-Distanzbeschrankungen,
29 Wasserstoffbriickenbeschrankungen und 182 Torsionswinkelbeschrankungen verwendet.
Insgesamt wurden also 11,5 Beschrankungen pro Rest des Proteins verwendet und damit
deutlich mehr als fur die Ausgangsstruktur verwendet worden waren. Die Verteilung dieser
NOE-Distanzbeschrankungen auf die Sequenz des Proteins ist in Abbildung 4.3 A
dargestellt. Abgesehen von den beiden Termini und einzelnen Schleifenregionen wird die
Struktur der RanBD2 gut durch die verwendeten experimentellen Beschrankungen definiert.
Die Strukturrechnungen wurden mit CNS 1.1 (Briinger et al., 1998) durchgefiihrt, wobei eine
Familie von 200 Strukturen unter Verwendung der oben genannten Beschrankungen
berechnet wurde. Die erhaltenen Strukturen wurden anschlie®end anhand des Protokolls
von Linge und Mitarbeitern (Linge et al., 2003) im Lésungsmittel Wasser unter Verwendung
von Xplor-NIH (Schwieters et al., 2006) verfeinert. Das Bundel der 20 pseudoenergiedrmsten
erhaltenen Strukturen wurde abschlieRend in der RCSB-Proteindatenbank (Berman et al.,

2000) unter dem Zugangscode 1XKE abgelegt.

Betrachtet man diese 20 pseudoenergiedrmsten der erhaltenen Strukturen, so liegen
89,3%, 8,3%, 1,8% bzw. 0,8% der Reste in den bevorzugten, den erlaubten, den groRzlgig
erlaubten bzw. den nicht erlaubten Bereichen eines mit PROCHECK (Laskowski et al., 1996)
erzeugten Ramachandrandiagramms. Im Vergleich zur Ausgangsstruktur konnten diese
Werte also deutlich verbessert werden. Fir die Reste 7 - 120 der 20 pseudoenergiearmsten
Strukturen betragt der globale RMSD der Hauptkettenatome 0,072 nm, was ebenfalls eine
erhebliche Verbesserung darstellt. Die lokalen RMSD-Werte der Hauptkettenatome sind in
Abbildung 4.3 B dargestellt. Die terminalen Reste von RanBD2 zeigen keine gut definierte
3D-Struktur und wurden daher bei der Berechnung des globalen RMSD-Werts nicht
bertcksichtigt. Das Fehlen einer geordneten Struktur in diesen Bereichen wird dabei durch
eine hohe interne Beweglichkeit der beteiligten Reste verursacht. Dies konnte durch die
Messung von heteronuklearen 'H-""N-NOE-Werten bestatigt werden. Diese sind in
Abbildung 4.4 dargestellt. Die negativen 'H-""N-NOE-Werte fiir die Termini des Proteins
weisen auf eine hohe Mobilitdt der jeweiligen Reste hin, vergleichbar mit der von
ungefalteten Peptiden. Zur Uberprifung der Qualitdt der erhaltenen Strukturen wurden
daruber hinaus R-Faktoren mit AUREMOL berechnet (Gronwald et al., 2000). Diese liegen in
einem Bereich wie er fur gut definierte NMR-Strukturen zu erwarten ist. Die strukturellen
Parameter der Strukturrechnung und der 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen sind in

Tabelle 4.1 zusammengefasst. Die erhaltene Struktur ist in Abbildung 4.5 A dargestellt.
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Abbildung 4.3: NOE—Beschrankungen und lokale RMSD-Werte von RanBD2

A: Verteilung der NOE-Beschrankungen auf die Sequenz.

B: Lokale RMSD-Werte der Hauptkettenatome der 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen.
Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile (B-Strange) und Schleifen (a-Helices) dargestellt.

Die Analyse der H* C“ C und C" chemischen Verschiebungen (Wishart et al., 1995a;
Wishart und Sykes, 1994) unter Verwendung des Programmes csi fihrt zur Vorhersage von
insgesamt sieben B-Strangen (Glu7 bis Arg19, Arg30 bis Lys39, Leu46 bis Arg51, Ans61 bis
Thre5, Thr67 bis Leu73, Asp77 bis Ser85 und Leu94 bis Lys100) und von einer a-Helix
(Glu105 bis Leu120). Dies stimmt gut mit den Sekundarstrukturelementen tberein, die in der
berechneten Struktur der RanBD2 mit Hilfe von PROCHECK (Laskowski et al., 1996)
identifiziert werden kénnen. Im Ensemble der 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen reicht -
Strang 1 von Glu7 bis Asp21, B-Strang 2 von GIn26 bis Asn40, B-Strang 3 von Leu46 bis
Arg52, B-Strang 4 von Lys57 bis Trp63, B-Strang 5 von Leu70 bis Pro72, g-Strang 6 von
Trp80 bis Asp86, B-Strang 7 von Lys93 bis Lys100 und die a-Helix von Pro104 bis Leu120.
Folglich sind die B-Strange 1 bis 4 und 7 minimal langer als Uber die chemischen
Verschiebungen vorhergesagt, wahrend B-Strange 5 und 6 geringfligig kurzer sind. Da bei
mittleren Auflosungen Sekundarstrukturelemente in Strukturen Ublicherweise eher zu kurz
bestimmt werden, kdnnten p-Strdnge 5 und 6 sogar noch etwas langer als in der

berechneten 3D-Struktur sein.
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Abbildung 4.4:

'H-""N heteronukleare NOEs der Hauptkettenamidgruppen, bestimmt bei einer 1H-Frequenz von 600
MHz bei 298 K unter Verwendung von 1H-15N-HSQC-Spektren. P kennzeichnet Proline und X
fehlende Zuordnungen bzw. nicht aufgeloste Signale. Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile (B-
Stréange) und Schleifen (a-Helices) dargestellt.

Die Sekundarstrukturelemente der RanBD2 sind in Form eines B-Fasses angeordnet,
wobei die B-Strange zwei rechtwinklig angeordnete antiparallele p-Faltblatter bilden und die
a-Helix quer dariber liegt (siehe Abbildung 4.5 A). Diese Anordnung entspricht der haufig
anzutreffenden Faltung von Pleckstrin-Homologie-Domanen (PH-Domanen: Saraste und
Hyvonen, 1995) und den dazu &hnlichen phosphotyrosinbindenden Domanen (PTB-
Doménen: Yan et al., 2002). Wie die niedrigen "H-">N-NOE-Werte (siehe Abbildung 4.4) und
die erhohten lokalen RMSD-Werte (siehe Abbildungen 4.3 B und 4.5 A) zeigen, handelt es
sich bei der Schleife zwischen den B-Strangen 6 und 7 um den am starksten flexiblen Teil
des Proteins unter Ausnahme der beiden Termini. Im Gegensatz zu den mittels
Roéntgenkristallographie bestimmten homologen Strukturen der RanBD1 von RanBP2 (Vetter
et al., 1999b) und von RanBP1 (Seewald et al., 2002) beinhaltet die ermittelte Struktur der
RanBD2 auch den fiinften B-Strang, der typischer Bestandteil der Faltung von PH-Doménen
ist, jedoch in besagten Kristallstrukturen fehlt (siehe Abbildung 4.5). Dieser Unterschied
kénnte durch die Wechselwirkung der RanBDs mit der C-terminalen a-Helix von Ran
verursacht werden, da Ran in den genannten Kristallstrukturkomplexen vorhanden ist und

die terminale Helix gerade entlang dieses Teils der Peptidkette der RanBD verlauft. Die
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Aufldsung der beiden Kristallstrukturen ist jedoch mit 2,9 A bzw. 2,7 A relativ schlecht. Eine
Schlauchdarstellung (siehe Abbildung 4.5, untere Reihe), die die Unsicherheit der
Atomkoordinaten veranschaulicht, die sich aus den kristallographischen B-Faktoren bzw. den
lokalen RMSD-Werten der Lésungsstruktur ergibt, zeigt, dass gerade diese Region des
Proteins in den Kristallstrukturen schlechter definiert ist als in der RanBD2-RanBP2-Struktur.
Daher koénnte es sich bei dem Fehlen von B-Strang 5 in den Kristallstrukturen auch um ein

Problem der Kristallstrukturbestimmungen handeln.

Abbildung 4.5: Strukturen der Ran-Bindedomanen im Vergleich

A: NMR-Struktur von RanBD2-RanBP2

B: Kiristallstruktur von RanBD1-RanBP2 im Komplex mit Ran (Vetter et al., 1999b)

C: Kiristallstruktur von RanBP1 im Komplex mit Ran und RanGAP (Seewald et al., 2002)

Obere Reihe: Banderdarstellung der Struktur und ihrer Sekundarstrukturelemente

Untere Reihe: Schlauchdarstellung, wobei die Schlauchdicke den lokalen mittleren RMSD vom Mittel

fir die C*-Atompositionen der 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen der RanBD2 von 200

berechneten veranschaulicht. Fir die Kiristallstrukturen wurden die RMSD-Werte der C*-

Atompositionen mittels der Debye-Waller-Gleichung RMSD:\/E unter Annahme einer isotropen
81’

Atombewegung aus den kristallographischen B-Faktoren berechnet.

In allen Darstellungen sind jeweils nur die Strukturen der RanBD abgebildet, alle jeweils in derselben
Ansicht nach optimaler Uberlagerung der Hauptkettenatome.
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Abbildung 4.6: Elektrostatisches Oberflachenpotential der RanBD2

A: Oberflachenpotential der pseudoenergiedrmsten Struktur, Orientierung des Molekils wie in
Abbildung 4.5 A

B: Wie in A nach einer Rotation von 90° um die z-Achse. Die basische Bindungsoberflache, an die
das DEDDDL-Motiv von Ran bindet, ist in der Mitte erkennbar.

Die stark geladene Oberflache der erhaltenen RanBD2-Struktur zeigt auch eine
basische Bindungsoberflache, die von Arg14, Lys16, Lys100 und Lys102 gebildet wird und
an die die C-terminalen letzten sechs sauren Reste von Ran (D*'EDDDL?®) binden
(Abbildung 4.6). Dieses Bindungsverhalten war bereits von Vetter und Mitarbeitern (Vetter et
al., 1999b) aus der Kristallstruktur der RanBD1 im Komplex mit Ran postuliert worden,
obwohl die entsprechenden Reste von Ran in der Struktur nicht aufgeldést waren. In der
dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit (Geyer, 2003) konnte die Wechselwirkung der

RanBD2 mit diesen Resten von Ran jedoch auch experimentell bestatigt werden.

4.3.4 Die Wechselwirkung von RanBD2 mit dem C-Terminus von Ran

Im Rahmen der Veroffentlichung der RanBD2-Struktur wurden auch die Ergebnisse
aus diesen friheren Arbeiten (Geyer, 2003) zur Wechselwirkung der RanBD2 mit dem C-
Terminus von Ran nochmals vollstandig Uberarbeitet und aktualisiert. So wurde die NMR-
Struktur des fiir die Interaktionsstudien verwendeten Ran'®?®.Peptids einer
Strukturverfeinerung im Lésungsmittel Wasser anhand des Protokolls von Linge und

Mitarbeitern (Linge et al., 2003) unter Verwendung von Xplor-NIH (Schwieters et al., 2006)
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unterzogen. Die dabei in die
Strukturrechnung eingeflossenen
Beschrankungen und die strukturellen
Parameter der 20 pseudoenergie-
armsten Strukturen sind in Tabelle 4.2
zusammengefasst. Die erhaltene
Struktur des Peptids ist in Abbildung
4.7 dargestellt.

Im finalen Ensemble der 20
pseudoenergiearmsten Strukturen
kann mit PROCHECK (Laskowski et
al., 1996) eine a-Helix identifiziert
werden, die die Reste Pro3 — Ala16
(Ran Reste Pro191 - Ala204)
umfasst. Dies stimmt mit der Analyse
der H* chemischen Verschiebungen
von Ran'?'® {iberein (Geyer, 2003).
Die Reste der Termini scheinen
dagegen flexibel zu sein und zeigen

keine definierte Struktur.

Daruber hinaus wurden flr
alle durchgefiihrten Titrations-
untersuchungen an der RanBD2
nochmals vollstandig die kombinierten
gewichteten chemischen Verschie-
bungsanderungen A8 (entsprechend
Gleichung (7)) unter Verwendung von
neu aus der Madison NMR-Datenbank
(Seavey et al., 1991) berechneten
aktuellen Wichtungsfaktoren
bestimmt. AbschlieRend konnten die
SO erhaltenen chemischen
Verschiebungsanderungen der
einzelnen Untersuchungen auf der
Oberflache der in dieser Arbeit

Beschrankungen

Anzahl

NOEs
Total
Intraresiduell (i = j)
Sequentiell (Ji-j| = 1)
Mittlere Reichweite (1 < |i-j| < 5)
GroRe Reichweite (|i-j| 2 5)
Torsionswinkel @; ¥ (TALOS)
Gesamtzahl der Beschrankungen
Gesamtzahl der Beschrankungen pro Rest

278
131
93
53
1
18
296
10,6

Statistiken fiir die 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen (von 500 berechneten)

NOE-Verletzungen > 0,03 nm
NOE-Verletzungen > 0,05 nm
Verletzungen von Diederwinkeln > 5°

Ecesamt
Enoe

Ecain

Ramachandranstatistik
Bevorzugt
Erlaubt
GroRzugig erlaubt
Verboten

NMR-R-Faktor
Gesamt
Intraresiduelle Signale
Sequentielle Signale
Signale mittlerer Reichweite
Signale groRer Reichweite
Interresiduelle Signale

00

0x0

-832 + 46 kJ/mol

9,5+ 2,2 kJ/mol
1,5+ 2,3 kJ/mol

727+86%
217£90%
23+32%
33£35%

0,36
0,15
0,24
021
0,20
0,23

Durchschnittlicher RMSD vom Mittelwert fur Reste 3 - 16 (Ran Reste 191 - 204)*

Hauptkettenatome
Alle schweren Atome

0,075+ 0,019 nm
0,133+ 0,018 nm

® Die RMSD-Werte wurden nur fiir den geordneten Teil von Ran'®*?'® berechnet (Reste 3

bis 16).

Tabelle 4.2

Abbildung 4.7: NMR-Struktur von Ran'®*%"°
A: Banderdarstellung der pseudoenergiearmsten

Struktur aus 500 berechneten

B: Darstellung der Proteinhauptkette der 20 pseudo-

energiearmsten Strukturen
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ermittelten finalen Struktur der RanBD2 dargestellt werden, um die jeweiligen

Bindungsoberflachen der einzelnen Peptide zu charakterisieren.

Da jedoch keine neuen Messungen zur Wechselwirkung der RanBD2 mit dem C-
Terminus von Ran mehr durchgefihrt wurden und damit die erhaltenen Aussagen auch
inhaltlich im Vergleich zu denen aus der vorangegangenen Diplomarbeit im Wesentlichen
dieselben geblieben sind, sollen die Daten an dieser Stelle nicht nochmals detailliert erértert
werden. Kurz zusammengefasst zeigen sie eine spezifische Bindung des Ran'®*?'®-Peptids
an die RanBD2 in einer den entsprechenden Kristallstrukturen (Seewald et al., 2002; Vetter
et al., 1999b) vergleichbaren Weise, obwohl das isolierte DEDDDL-Motiv von Ran alleine
keine spezifische Bindung gezeigt hatte. Diese Ergebnisse sind in der zusammenfassenden
Veroffentlichung samtlicher Daten zur Struktur der RanBD2 und ihrer Wechselwirkung mit

dem C-Terminus von Ran (Geyer et al., 2005) ausfihrlich dargestellt.

4.4 Diskussion

Ran-Bindeproteine leiten durch die Bindung ihrer Ran-Bindedoméanen an die kleine
GTPase Ran die Beendung von Exportvorgangen durch die eukaryotische Kernmembran auf
der zytosolischen Seite der Kernporen ein. Um die Wechselwirkung der Ran-Bindedomanen
mit Ran besser zu verstehen, sollte in der vorliegenden Arbeit die Struktur der freien zweiten
Ran-Bindedomane von RanBP2 NMR-spektroskopisch untersucht werden. Ausgehend von
einer unvollstdndigen Zuordnung und einer nur schlecht definierten vorlaufigen Struktur
(Doker, 2002) wurde dazu zunachst die sequentielle Zuordnung des Proteins vor allem im
Bereich der Seitenkettensignale deutlich erweitert. AnschlieRend wurden durch eine iterative
automatische Zuordnung der NOESY-Spektren neue Strukturen berechnet und diese
abschlieftend einer Strukturverfeinerung im Lésungsmittel Wasser unterzogen. Das letztlich
erhaltene Ensemble der 20 pseudoenergiearmsten Strukturen aus der Strukturrechnung
entspricht einer gut definierten NMR-Struktur, wie unter anderem die RMSD-Werte des
Bilindels, seine Ramachandranqualitat und die berechneten R-Werte zeigen (siehe Tabelle
4.1).

Die so erhaltene Ldsungsstruktur der RanBD2-RanBP2 besitzt die typische p-Fass-

Faltung von Pleckstrin-Homologie-Domanen (PH-Domanen: Saraste und Hyvonen, 1995)

bzw. phosphotyrosinbindenden Doméanen (PTB-Doméanen: Yan et al., 2002) bestehend aus
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sieben B-Strangen und einer dartiber liegenden a-Helix. Diese Struktur steht im Einklang mit
der aus den H* C% C und CP chemischen Verschiebungen ermittelten Sekundérstruktur der
Doméane. Wie die gemessenen heteronuklearen 'H-'’N-NOE-Werte der Hauptketten-
amidgruppen zeigen, besteht die Domane aus einem durch die genannten
Sekundarstrukturelemente gebildeten stabilen Kern sowie hochgradig flexiblen Termini. Von
den Schleifen des Proteins ist daruber hinaus die Schleife zwischen den B-Strangen 6 und 7
besonders flexibel. Dabei handelt es sich aber offenbar um eine typische Eigenschaft von
PH-Domanen, wie z. B. Probleme bei der sequentiellen Zuordnung dieser Region im
Rahmen der NMR-Strukturbestimmungen von anderen PH-Domanen zeigen (Auguin et al.,
2004; Fushman et al., 1995). Eine weitere fir PH-Domanen typische Eigenschaft der hier
vorgestellten RanBD2-Struktur ist ihre stark geladene Oberflache (Saraste und Hyvonen,
1995; Gibson et al., 1994).

Im Gegensatz zu den Kristallstrukturen der homologen RanBD1 von RanBP2 im
Komplex mit Ran (Vetter et al., 1999b) bzw. von RanBP1 im Komplex mit Ran und RanGAP
(Seewald et al., 2002) enthalt die Struktur auch den flnften B-Strang, der typischer
Bestandteil der PH-Domanenfaltung ist (Saraste und Hyvonen, 1995). Insgesamt betrachtet
sind die beiden Ran-Bindedomanen der genannten Kristallstrukturen einander sehr ahnlich,
wenn man deren Auflésung berlicksichtigt, wahrend einige strukturelle Unterschiede zur
RanBD2 NMR-Struktur erkennbar sind. Im Folgenden sollen diese Unterschiede detaillierter
betrachtet werden. Fur diese strukturellen Vergleiche werden zunadchst jeweils die
Hauptketten der beiden zu vergleichenden Strukturen optimal Uberlagert. Anschliel3end
werden nur Differenzen - also lokale paarweise RMSD-Werte - zwischen den beiden
Hauptketten in Betracht gezogen, die groRer sind als die Summe der lokalen
Koordinatenunsicherheiten der beiden Strukturen. Fur die NMR-Struktur wird diese
Koordinatenunsicherheit dabei durch den lokalen mittleren RMSD zum Mittel des NMR-
Ensembles reprasentiert und fur die Kristallstrukturen durch den lokalen RMSD-Wert, der
sich aus den kristallographischen B-Faktoren errechnet (siehe dazu die Bildunterschrift zu
Abbildung 4.5).

Vergleicht man RanBD1-RanBP2 und RanBP1 auf diese Weise (siehe Abbildung 4.8
A), ergeben sich nur fir zwei Bereiche der Bindedomane kleine Unterschiede, namlich die
Schleife zwischen B-Strangen 1 und 2 und das Ende von B-Strang 6. An beiden Stellen
besitzt RanBP1 zwei bzw. eine Aminosaureinsertion im Vergleich zu RanBD1-RanBP2 und
den anderen RanBDs von RanBP2, die durch ihren rdumlichen Anspruch eine kleine

Reorientierung der Hauptkette in diesen Bereichen bewirken. Vergleicht man die
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Abbildung 4.8: Unterschiede zwischen den Strukturen von Ran-Bindedomanen

A: Vergleich von RanBP1 (Seewald et al., 2002) mit RanBD1-RanBP2 (Vetter et al., 1999b). Die
Pfeile markieren die Stellen, an denen RanBP1 zwei bzw. eine Aminosaureinsertion im Vergleich
zu den RanBDs von RanBP2 besitzt.

B: Vergleich von RanBD2-RanBP2 (diese Arbeit) mit RanBD1-RanBP2 (Vetter et al., 1999b).

Dargestellt sind jeweils die lokalen paarweisen RMSD-Werte der Hauptketten der beiden betrachteten

Strukturen abzuglich der lokalen Koordinatenunsicherheiten (NMR-Struktur: mittlerer RMSD zum

Mittel, Kristallstrukturen: aus den B-Faktoren berechneter RMSD; siehe Bildunterschrift zu Abbildung

4.5), aufgetragen gegen die Sequenz von RanBD2. Negative Werte bedeuten somit, dass der

beobachtete Strukturunterschied innerhalb der Koordinatenunsicherheiten liegt. Die Sekundarstruktur

von RanBD2 ist durch Pfeile (B-Strénge) und Schleifen (a-Helices) dargestellit.

RanBD2-RanBP2 NMR-Struktur mit RanBD1-RanBP2 (siehe Abbildung 4.8 B), stellt die
Umorientierung des in Losung flexiblen N-Terminus der RanBD2 den gréften Unterschied
zwischen den beiden Strukturen dar. Dies wird unmittelbar begleitet von einer kleinen
Umorientierung des Endes des ersten B-Faltblatts (Anfang von B-Strang 1 und Ende von -
Strang 2 inklusive der Schleife danach). Weiterhin gibt es Konformationsunterschiede in der
Schleife zwischen den B-Strangen 1 und 2 und der sehr flexiblen Schleife nach p-Strang 6.
Dartber hinaus kommt es zu einer kleinen Reorientierung der gesamten Region zwischen
dem Ende von B-Strang 4 und dem Anfang von B-Strang 6 inklusive dem gesamten (-Strang

5. AbschlielRend gibt es eine kleine Veranderung der Lage der C-termialen a-Helix
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insbesondere ihres Endes. Wenn man die RanBD2-Struktur mit RanBP1 vergleicht, sind die
Unterschiede sehr ahnlich zu den eben flir RanBD1-RanBP2 beschriebenen, da die beiden
Kristallstrukturen wie oben beschrieben ja sehr ahnlich sind. Zusammenfassend lasst sich
damit feststellen, dass fir das Fehlen von B-Strang 5 in den beiden publizierten
Kristallstrukturen von Ran-Bindedomanen (Seewald et al.,, 2002; Vetter et al., 1999b)
einerseits zwar nicht vollig ausgeschlossen werden kann, dass dieser Unterschied lediglich
durch die im Vergleich zur NMR-Struktur niedrigere Auflosung der Kristallstrukturen
verursacht wird (siehe Abbildung 4.5). Es erscheint andererseits jedoch plausibel, dass
dieser Unterschied durch die Bindung der C-terminalen Helix von Ran an diesen Bereich der
RanBD verursacht wird. In den beiden Kristallstrukturkomplexen ist die C-terminale Helix von
Ran um die RanBD gewickelt, interagiert dabei mit der B-Strang 5 Region der Bindedomane

und fuhrt dadurch wahrscheinlich zu der beobachteten Reorientierung dieser Region.

Dieser Schluss wird durch die Ergebnisse aus der dieser Arbeit vorangegangenen
Diplomarbeit unterstiitzt (Geyer, 2003). Die dort durchgefiihrte NMR-Titrationsstudie an der
RanBD2 mit einem Peptid, das den letzten 28 Aminosauren des C-Terminus von Ran
entspricht, zeigt unter anderem auch eine starke Wechselwirkung dieses Peptids mit dem f3-
Strang 5 der Ran-Bindedoméne. Dies kann durchaus auch zu einer Anderung der lokalen
Konformation der Hauptkette flihren, was den Verlust des Sekundarstrukturelements zur
Folge hat. Diese Untersuchung zeigte auch die spezifische Interaktion dieses Peptids mit
einer basischen Bindungsoberflache auf der hier berichteten Struktur der RanBD2, die von
Arg14, Lys16, Lys100 und Lys102 gebildet wird (siehe Abbildung 4.6 B). Die Bindung der
letzten sechs sauren Reste von Ran an diese basische Oberflache war bereits zuvor aus der
Kristallstruktur der RanBD1 im Komplex mit Ran postuliert worden (Vetter et al., 1999b),
obwohl die entsprechenden Reste von Ran in der Struktur nicht aufgelost waren. Die
Titrationsstudie mit dem Ran'®?'°_Peptid konnte diese Vermutung bestitigen. Die NMR-
Struktur dieses Peptids wurde in der vorliegenden Arbeit nochmals einer
Strukturverfeinerung im Lésungsmittel Wasser unterzogen. Die Tatsache, dass das Peptid in
Lésung eine a-Helix wie im vollstandigen Ran bildet, macht es wahrscheinlich, dass dieser
Bereich von Ran auch in den Komplexen mit Importinen eine Helix bildet. In den
entsprechenden Kristallstrukturen (Chook und Blobel, 1999; Vetter et al., 1999a) ist dieser
Bereich zwar zur Lésung exponiert, jedoch konnten die endstandigen Reste von Ran nicht

oder nur teilweise aufgelost werden.

Zusammenfassend stehen die Daten aus dieser Arbeit und der vorangegangenen
Diplomarbeit in Einklang mit Modellen des eukaryotischen Kerntransports, die von einer

Erkennung der Exportkomplexe durch die RanBDs Uber den in den Komplexen exponierten
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Ran C-Terminus ausgehen (Bischoff et al., 2002; Nilsson et al., 2001; Vetter et al., 1999a;
Richards et al., 1995). Dass dieser Terminus in den Transportkomplexen frei zuganglich ist,
konnte bereits in verschiedenen biochemischen Studien (Plafker und Macara, 2002; Nilsson
et al.,, 2001; Hieda et al., 1999) und den entsprechenden Kristallstrukturen (Chook und
Blobel, 1999; Vetter et al., 1999a) gezeigt werden. Die auf der zytoplasmatischen Seite der
Kernporen lokalisierten Ran-Bindedomanen erkennen diese ,Markierung® des
Transportkomplexes, binden dariber an das RanGTP in den Komplexen und erméglichen
durch das Wegfangen des Ran C-Terminus auch den Zugang von RanGAP zu RanGTP
(Madrid und Weis, 2006; Richards et al., 1995). Dies fuhrt schlieRlich tber die Hydrolyse des
gebundenen GTPs zum Zerfall des Transportkomplexes und damit zur Beendung des

Exportprozesses.
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5 Die zentrale Schleife des

Saccharosetransporters PmSUC3

5.1 Einleitung

Der Nahrstofftransport in Pflanzen

Wie in allen hoch entwickelten vielzelligen Lebewesen sind auch in héheren Pflanzen
einzelne Aufgaben im Organismus auf jeweils dafiir spezialisierte Organe verteilt. So sind z.
B: die photosynthetisch aktiven Gewebe der Blatter auf die Assimilation von CO, und den
Aufbau organischer Verbindungen spezialisiert, wahrend die Aufnahme von Wasser und
Mineralstoffen in den Wurzeln stattfindet. Da aber alle Gewebe der Pflanze sowohl auf
organische Nahrstoffe als auch auf Wasser und Mineralstoffe angewiesen sind, ist ein
effizientes System zur Umverteilung dieser Substanzen zwischen den verschiedenen
Geweben notwendig. Dazu haben die Pflanzen ein vaskulares System entwickelt. die sog.
Leitblndel. Diese lassen sich in zwei funktionelle Einheiten gliedern: Das Xylem und das
Phloem. Das Xylem dient dem Transport von Wasser und Mineralstoffen aus der Wurzel zu
den Blattern, wahrend das Phloem fir den Transport organischer Nahrstoffe in entgegen
gesetzter Richtung sorgt. Bei den im Phloem transportierten Photoassimilaten handelt es
sich um eine Vielzahl verschiedener Zuckerverbindungen, den am weitesten verbreiteten

Transportzucker stellt jedoch das Disaccharid Saccharose dar (Lalonde et al., 2004).

Im Phloem erfolgt der Transport der Nahrstoffe je nach Pflanzenart in den sog.
Siebzellen oder den kernlosen Zellen der sog. Siebréhren. Der Austausch von Nahrstoffen
mit den Zellen der umgebenden Gewebe kann je nach Pflanzenart grundsatzlich entweder
symplastisch, d. h. Uber Plasmodesmata, oder apoplastisch erfolgen, d. h. durch
Zellmembranen hindurch. Generell sind aber nicht alle Zellen einer Pflanze Uber
Plasmodesmata verbunden (Oparka et al., 1994). Bei hoheren Pflanzen findet z. B. auch die
Beladung des Phloems mit Nahrstoffen in den photosynthetisch aktiven Geweben in der
Regel auf apoplastischem Weg statt (Lalonde et al.,, 2004). Daher benétigen Pflanzen
membranstandige Transportproteine, die den einzelnen Transportzuckern in den

verschiedenen Geweben den Durchtritt durch die Plasmamembranen ermdglichen.
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Pflanzliche Saccharosetransporter

Bereits in den 60er Jahren wurde die Existenz eines solchen aktiven Transportsystems

fur den Haupttransportzucker Saccharose postuliert (Sovonick et al., 1974). Zunachst konnte

die Existenz eines solchen Systems in biochemischen Studien aber nur indirekt gezeigt

werden. In den 90er Jahren gelang jedoch schliellich die Klonierung und Charakterisierung

des ersten Saccharosetransporters aus Spinat (Riesmeier et al., 1992), von dem inzwischen

zahlreiche Homologe identifiziert werden konnten (Lalonde et al., 2004). Die Nomenklatur

der Saccharosetransporter ist in der Literatur dabei leider nicht einheitlich, meist werden

diese aber mit SUT (Sucrose Transporter) oder mit SUC (Sucrose Carrier) abgeklrzt.

Phylogenetische Analysen der bekannten Saccharosetransporter haben gezeigt, dass sich

diese in insgesamt drei Unterfamilien
untergliedern: Die sog. SUT1/SUC2-
Familie, die SUT2/SUC3-Familie und
die SUT4-Familie (siehe Abbildung 5.1).
Pflanzen besitzen dabei jeweils mehrere
verschiedene Transporter, Arabidopsis
enthdlt z. B. insgesamt neun
Saccharosetransportergene, sieben
davon aus der SUT1-Familie (Sauer et
al., 2004). Da Pflanzen mehrere
Saccharosetransporter gleichzeitig
besitzen, handelt es sich beim
Saccharosetransport offenbar um einen
hochkomplexen und detailliert
regulierten Prozess bei dem die
einzelnen Transporter neben der reinen
Transportfunktion jeweils spezialisierte
Aufgaben Ubernehmen, wie z. B. die
spezifische Steuerung des Saccharose-
transports in bestimmten Geweben oder

Entwicklungsstufen.

Bei den Saccharosetransportern
handelt es sich um integrale
Membranproteine, die insgesamt zwolf

a-helikale Transmembrandomanen

Periplasma

LeSUT1

NH»>
Zytoplasma

Periplasma

LeSUT2

% NH2o
Zytoplasma
Periplasma

LeSUT4

Zytoplasma eSS

Abbildung 5.1:

Vergleich  der  postulierten  Strukturen  der
Saccharosetransporter des SUT1/SUC2-,
SUT2/SUC3- und SUT4-Typs am Beispiel der
Transporter aus Lycopersicon esculentum. Der
verlangerte N-Terminus und die verlangerte
zytoplasmatische Schleife des SUT2/SUC3-Typs
sind erkennbar. Abbildung modifiziert nach Lalonde
(Lalonde et al., 2004).
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Periplasma Periplasma

Zytoplasma

Abbildung 5.2: Strukturen von Transportern der major facilitator superfamily

Links der LacY-Transporter aus E. coli (Abramson et al., 2003), in der Mitte der GlpT-Transporter aus
E. coli (Huang et al., 2003) und rechts der EmrD-Transporter aus E. coli (Yin et al., 2006). Abbildung
modifiziert nach Locher (Locher et al., 2003) und Yin (Yin et al., 2006).

besitzen (siehe Abbildung 5.1). Der N- und der C-Terminus liegen dabei zusammen mit flinf
der elf Schleifenregionen auf der zytoplasmatischen Membranseite. Die Proteine
untergliedern sich in zwei homologe Halften aus jeweils sechs Transmembrandomanen. Die
Transporter sind daher offenbar aus einer Genduplikation eines nur sechsspannigen
Vorlauferproteins entstanden, das urspringlich nur ein nicht-kovalentes Dimer bildete
(Lalonde et al., 2004). Wie in elektrophysiologischen Messungen gezeigt werden konnte,
handelt es sich bei den Saccharosetransportern um Protonen-Saccharose-Cotransporter mit
einer 1:1 Stochiometrie bzgl. des Transports von Protonen und Saccharose (Boorer et al.,
1996). Damit gehdéren die Saccharosetransporter zur Familie der Glykosid-Pentosid-
Hexuronid/Kationen-Symporter, bei der es sich wiederum um ein Mitglied der major facilitator
superfamliy (MFS) von Membrantransportern handelt. Von den zahlreichen Mitgliedern
dieser Superfamilie konnten bisher nur die Strukturen von drei verschiedenen Transportern
aus Bakterien aufgeklart werden (siehe Abbildung 5.2): Die Strukturen der Laktosepermease
(Mirza et al., 2006; Abramson et al., 2003), des Glyerin-3-Phosphat-Transporters (Huang et
al., 2003) und des Multidrug-Transporters EmrD (Yin et al., 2006). Alle drei zeigen eine
grundsatzlich ahnliche Anordnung der zwolf Transmembranhelices in der Membran, die
damit ein typisches Merkmal der MFS-Transporter zu sein scheint. Die Hauptunterschiede
zwischen den Strukturen liegen in den zum Inneren der Pore gerichteten Helices, da die

Pore den jeweiligen Substraten optimal angepasst sein muss.

Die Klasse der SUT2/SUC3-Transporter

In Dikotyledonen geht die Unterteilung der Saccharosetransporter in drei Unterfamilien

mit strukturellen oder funktionellen Unterschieden einher, so sind z. B. die Affinitaten der
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einzelnen Familien flr Saccharose unterschiedlich. Die SUT2/SUC3-Familie unterscheidet
sich dabei besonders stark von den anderen beiden Unterfamilien. Kennzeichnend fir diese
Familie sind v. a. ein verlangerter N-Terminus und eine vergrof3erte zentrale Schleife, die die
beiden Halften des Transporters verbindet (siehe Abbildung 5.1). Teile dieser beiden
Verlangerungen sind dariber hinaus zwischen verschieden Spezies hoch konserviert, sogar
zwischen Mono- und Dikotyledonen. Innerhalb der zentralen zytoplasmatischen Schleife gibt
es dabei zwei hoch konservierte Sequenzbereiche, die als central conserved boxes (CCB)
CCB1 und CCB2 bezeichnet werden (siehe Abbildung 5.3). Die hohe Konservierung der
Sequenzen auch zwischen nur entfernt verwandten Pflanzenarten spricht fir eine wichtige
spezifische Funktion dieses Transportertyps, insbesondere da dieser Transporter scheinbar

in allen hoheren Pflanzen vorkommt.

Dennoch scheint der SUT2-Transportertyp zumindest unter Standardbedingungen nicht
Uberlebensnotwendig fur die Pflanzen zu sein (Barth et al., 2003). Dartber hinaus konnte
zwar eine Saccharosetransportaktivitdt gezeigt werden (Schulze et al., 2000; Meyer et al.,
2000), jedoch scheint die konservierte Insertion in der zentralen Schleife nicht flr diese
Transportaktivitat notwendig zu sein (Meyer et al., 2000). Fur die Insertion im N-Terminus ist
das noch unklar (Meyer, 2003; Schulze et al., 2000). Aufgrund dieser Befunde wird flr den
SUT2-Transporter eine Funktion als Sensorprotein fir die Saccharosekonzentration oder
-flussrate diskutiert (Lalonde et al., 2004). Die vergréRerte zentrale Schleife, die im
Zytoplasma lokalisiert ist (Barth, 2005), kdnnte dabei entweder an der Sensorfunktion
beteiligt sein, oder aber die Wechselwirkung mit anderen Proteinen insbesondere anderen
Saccharosetransportern vermitteln. All diese Uberlegungen sind jedoch zum momentanen

Zeitpunkt noch spekulativ.

Zytoplasmatische Schleife

T™E 1 [P ;| - . 2 AN SR 7 IR, BBs:scimssromimsk 0% e wmen nse o 5 (TR I [ R ™7
AtSUT2  WFL € VITY-FAKEIPFTSNKPTRIQDSAPLLDD-LQSKGLEHSKU--N---NGT-ANGIKYE-RVERDTDEQFGNSENEH- DGPGSVLVNLLTSLRHLPPAMIEWETVMALTIH
BoSUC3 DSAPLLDD-LQPEGLEHSKSE=N-=--HGA-ANGINYE-RVEROMOGHLEKSNNEH- DGPGSVLVNLLTSLRHLPPAM

CsSUTZ  MEE - CA WTTYAFACEVPLTVNQPNHLTDSAPLLDD-PQRTAIQ-SKSKHDMPAAPN-ANGNKVESGHERDANLKHISKKAE -DPNGS ANDGPGAVLVNL LTSLRHLPPAMAVVEVVMALTIH
LeSUTZ2 WEL € VILY-FANEVPLSPKQYKRMSDSAPLLDS-PONTGFDLSQSKRELQYRNSVANNES-EMGHVADONSPKNEEQRPDKDOG! DSPGAVLVNLLTSLRHLPPAMHEWETVMAL T
StSuUTZ2  WMFL € VTLY-FANEVPLSPKQYKRLSDSAPLLDS-PQNTGFDLSQSKRELQSVNSVANNES-EMGRVADNSPKNEEQRPDKDOG DSPGAVLVNLLTSLRHLPPAMASWIEEVMALTIW
WsUC12 WEL € VILY-FACEVPLMAYQPHHLSDSAPLLDN-PQQIGFONSKSKLDMSAVDNAT -GNNPESSYEINKNAKHLTPIVQ-E ISDGPGAVLVNLLTSLRHLPPAMAEWECVMALSH
PmSUC3  WEEASCE WY =FAKEYPLTPKHPHHLSDSAPLLDNEPQQNGSELSKLEIDTEFRHVPLEVKP-D-GHGMONDIVG-RKISED-DNTSLUTDSPGAVLVNLLTSLRHLPPAMASVEVVMALETIN

0sSUT4  (MFLLFCMSVTLY-FAHEIPLEPTDAQRLSDSAPLLNG----- SRODNNASNEQPRNGALPNGHT-D-GSNVPANSNAEDSNSNRENVEVFHNDGPGAVLVNILTSMRHLPPGMY. WL LVMAL TW
CCB1 CCB2Z
VFLTLCTLVTLY-FANEVPLT===-- DSAPLLDN-PQ==G=E =SKS==Ne=n=mn= ANG===F=G=F=D=N=K======NRE -DGPGAVLVNLLTSLRHLPPAM TVMALTW
D E DKD v
D QH L

Abbildung 5.3: Sequenzvergleich von Saccharosetransportern

Vergleich der Sequenzen der zentralen Schleifen von Saccharosetransportern des SUT2/SUC3-Typs
aus Arabidopsis (AtSUT2), Brassica oleraceae (BoSUC3), Plantago major (PmSUC3), Citrus sinensis
(CsSUT2), Lycopersicon esculentum (LeSUT2), Vitis vinifera (VvSUC12) und Oryza sativa (OsSUT4).
Transmembranbereiche (TM), die zytoplasmatische Schleife und konservierte Sequenzbereiche
(CCB) sind gekennzeichnet. Perfekt konservierte Reste sind in rot dargestellt, in vier Spezies
konservierte Reste in orange und in drei Spezies konservierte Reste in blau. Abbildung modifiziert
nach Lalonde (Lalonde et al., 2004).
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Zielsetzung der Arbeit

Um einen Einblick in die physiologische Funktion der SUT2/SUC3-Transporter und
insbesondere ihrer zentralen zytoplasmatischen Schleife zu erhalten, sollte in dieser Arbeit
ein Konstrukt der isolierten Schleifendomane NMR-spektroskopisch charakterisiert werden.
Die zentrale Schleife der SUT2/SUC3-Transporter ist mit fast 100 Aminosauren deutlich
langer als die entsprechenden Schleifen aus den bekannten MFS-Strukturen (siehe oben,
dort jeweils 25 bis 44 Aminsauren) und kdnnte damit durchaus eine eigenstandige Faltung
besitzen. An Proteinproben eines Konstrukts der zentralen Schleife des SUC3-Transporters
aus Plantago major sollte zundchst die sequentielle Zuordnung ermittelt und spater die
Struktur der Doméane charakterisiert werden, um dadurch Aussagen uber deren mogliche
Funktion zu erhalten. Da flir die zentrale Schleife auch eine Beteiligung an der postulierten
Sensorfunktion diskutiert wird, sollte in diesem Zusammenhang insbesondere auch eine

mdgliche direkte Wechselwirkung mit der Saccharose Uberprift werden.

5.2 Materialien und Methoden

Materialien

Die Proteinproben der zentralen Schleifendoméne des Saccharosetransporters
PmSUC3 aus Plantago major wurden freundlicherweise von Prof. Norbert Sauer von der
Universitat Erlangen zur Verfugung gestellt. Die Reste 2-95 dieses sog. plB42-Kontrukts
(Sequenz siehe Anhang 7.2) entsprechen dabei den Resten 277-370 von PmSUC3 (Swiss-
Prot Eintrag Q7X9X8). Bei den Resten 1 bzw. 96-100 des Konstrukts handelt es sich um
Klonierungsartefakte bzw. die Affinitdtsmarkierung zum Aufreinigen des Proteins. Die
Klonierung, Expression und Aufreinigung des Konstrukts wurde von Inga Barth (Barth, 2005)

beschrieben.
Die NMR-Proben von pIB42 enthielten 9,2 mM K,HPO4,/KH,PO, pH=6,5 und 0,1 mM

DSS in 93% H,O / 7% D,O. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 0,92 mM unter

Verwendung von ®N-angereichertem bzw. nicht isotopenmarkiertem plB42.
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NMR-Messungen

Samtliche NMR-Messungen wurden an 600 MHz und 800 MHz Bruker Avance
Spektrometern mit TXI- bzw. TCI-Kryoprobenkopfen bei 283 K durchgefiihrt. Die Temperatur
wurde dabei mit Hilfe einer Ethylenglykol-Probe kalibriert (Raiford et al., 1979). Zur
sequentiellen Zuordnung wurden 2D-TOCSY- (Mischzeiten 55 und 80 ms), 2D-NOESY-
(Mischzeiten 80 bis 150 ms), 'H-">’N-HSQC- bzw. -TROSY-, 'H-">N-TOCSY-HSQC- bzw. -
TOCSY-TROSY- (Mischzeiten 55 ms und 80 ms) und 'H-""N-NOESY-TROSY- bzw.
-NOESY-HSQC-Spektren (Mischzeit 150 ms) aufgenommen. Fur die Analyse der Dynamik
des Proteinriickgrats wurden 'H-">N-NOEs mittels 'H-">°N-HSQC-Spektren unter Verwendung
von Standardpulsprogrammen (Li und Montelione, 1994) bei 600 MHz gemessen. Die dabei
notwendige Breitband-Sattigung der Amidprotonen erfolgte flir 5 s unter Verwendung einer

GARP-Entkopplung (Shaka et al., 1985). Die Auswertung erfolgte entsprechend Gleichung
(1).

Samtliche chemischen Verschiebungen von Protonen wurden auf internes DSS
referenziert und die '°N chemischen Verschiebungen wurden unter Verwendung der
Umrechnungsfaktoren von Wishart et al. (Wishart et al., 1995b) indirekt auf DSS referenziert.
Alle Spektren wurden mit Hilfe der Softwarepakete XWINNMR bzw. Topspin von Bruker
prozessiert. Die weitere Analyse der Spektren erfolgte mit Hilfe des Softwarepakets
AUREMOL (Gronwald und Kalbitzer, 2004).

Strukturelle Parameter

Die NOE-Distanzbeschrankungen fur die Strukturrechnungen wurden mittels
automatischer Zuordnung von NOESY-Spektren unter Verwendung des KnowNOE-Moduls
in AUREMOL (Gronwald und Kalbitzer, 2004; Gronwald et al., 2002) gewonnen. Dazu
wurden ein 2D-NOESY- und ein 'H-"N-NOESY-HSQC- bzw. -NOESY-TROSY-Spektrum
verwendet. Alle gewonnenen Distanzen wurden direkt aus den Signalvolumina gewonnen.
Zusatzlich wurden Torsionswinkelbeschrankungen unter Verwendung des Programms
TALOS (Cornilescu et al.,, 1999) aus den chemischen Verschiebungen der

Hauptkettenatome gewonnen.
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Strukturrechnungen

Die Proteinstrukturen wurden mit Hilfe des simulated annealing Protokolls des
Programms CNS 1.1 (Bringer et al.,, 1998) berechnet. Ausgehend von einer gestreckten
Startstruktur wurden bei der Hochtemperaturphase der Molekulardynamiksimulation dabei
1000 Schritte im Torsionswinkelraum mit einem Abstand von je 0.015 ps bei 50000 K
berechnet. In der ersten Abkuhlungsphase wurden beginnend mit einer Starttemperatur von
50000 K wieder 1000 Schritte im Torsionswinkelraum mit einem Abstand von je 0.015 ps
simuliert. In der zweiten Abkuhlungsphase wurden dann 3000 Schritte im kartesischen Raum
mit einem Abstand von je 0.005 ps ausgehend von einer Starttemperatur von 3000 K
berechnet. Abschliel3end folgte eine finale Pseudoenergieminimierungsphase bestehend aus
30 Zyklen mit je 300 Schritten verwendet. Fur alle Gbrigen Parameter wurden die jeweiligen

Standardwerte des simulated annealing Protokolls von CNS verwendet.

Analysen

Die chemischen Verschiebungen der H* wurden manuell und unter Verwendung des
Programms csi (zu finden unter http://www.pence.ca/software/csi) nach der Methode von
Wishart und Mitarbeitern analysiert (Wishart et al., 1995a; Wishart und Sykes, 1994). Dabei
wurden auch zusatzlich die Effekte der jeweils umliegenden Aminosauren nach der Methode
von Schwarzinger und Mitarbeitern (Schwarzinger et al., 2001) und dabei insbesondere der
Effekt nachfolgender Proline (Wishart et al., 1995a) berilicksichtigt.

Darlber hinaus wurden Vorhersagen fir die Sekundarstruktur von plB42 aus der
Aminosauresequenz mit Hilfe der Programme GOR4 (Garnier et al., 1996), HNN (Guermeur,
1997), Jpred (Cuff et al.,, 1998), nnPredict (Kneller et al., 1990), NPS@ (Combet et al.,
2000), Prof (Ouali und King, 2000), PSlpred (McGuffin et al., 2000), SOPMA (Geourjon und
Deleage, 1995) und SSpro (Pollastri et al., 2002) berechnet. AuRerdem wurde die
Sekundarstruktur aus einem 2D-TOCSY-Spektrum nach der Methode von Wishart und
Mitarbeitern (Wishart et al., 1991) abgeschatzt.

Die aus den Strukturrechnungen erhaltenen Strukturen wurden unter Verwendung des
Programme MOLMOL (Koradi et al., 1996) visualisiert.
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NMR-Titrationsstudie zur Wechselwirkung von plB42 und Saccharose

Um eine mdogliche direkte Wechselwirkung der zentralen Schleife von PmSUC3 mit
Saccharose zu untersuchen, wurde Saccharose in Form einer 100 mM bzw. 1M
Stammldsung in 10 mM K;HPO4/KH,PO, pH=6,5 in 95% H,O / 5% D,O in schrittweise
steigenden Konzentrationen zu der plB42-Probe bis zu einem zwanzigfachen molaren
Uberschuss zugegeben. Die Wechselwirkung zwischen den beiden Molekiilen wurde dabei
analysiert auf Basis der beobachteten Signalédnderungen in 1D-'H- und 2D-'H-'°N-TROSY-
Spektren, die bei 283 K und einer Protonenfrequenz von 800 MHz aufgenommen wurden.
Alle TROSY-Spektren wurden dabei mit einer Auflésung von 2048 * 512 Punkten und einer
Frequenzbreite von 8013 * 2595 Hz aufgenommen. Die anfangliche Konzentration von plB42
betrug dabei 0,92 mM und Saccharose wurde in folgenden molaren
Konzentrationsverhaltnissen (plB42 zu Saccharose) zugegeben: 1:0; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,4;
1:0,7; 1:1,0; 1:2; 1:3; 1:5; 1:7; 1:10; 1:15 und 1:20.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Ausgangspunkt der Arbeit

In dieser Arbeit wurde die isolierte zentrale Schleifendomane des
Saccharosetransporters PmSUC3 aus Plantago major mittels NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Dazu wurden Proteinproben eines entsprechenden Konstrukis
freundlicherweise von Prof. Norbert Sauer von der Universitat Erlangen zur Verfligung
gestellt. Zunachst waren nicht isotopenmarkierte Proteinproben des Konstrukts aus Plantago
major (plB42) und eines gleichartigen Konstrukts aus Arabidopsis thaliana (plB41)
untersucht worden. Dabei hatte sich bei den ersten NMR-Messungen gezeigt, dass das
pIB42-Konstrukt aus Plantago deutliche bessere Spektren lieferte. Daher wurden die NMR-
Strukturuntersuchen voéllig auf das Plantago-Konstrukt beschrankt. Da der zur Expression
des plB42-Proteins verwendete entsprechende E.coli-Stamm jedoch nur ein schlechtes
Wachstum auf Minimalmedium zeigte, wurde auf eine Markierung mittels '*C-Glukose
verzichtet und lediglich eine '°N-Markierung des Proteins vorgenommen. Die Klonierung,
Expression und Reinigung samtlicher beteiligter Konstrukte ist in der Dissertation von Inga
Barth (Barth, 2005) beschrieben. Das letztlich verwendete plB42-Konstrukt enthalt dabei die
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A Abbildung 5.4:
Auftrennung von 2ug plB42 nach der finalen

10 o A Aufreinigung auf einem 15%igen Polyacrylamidgel nach
Coomassie-Farbung, dargestellt fur das nicht
isotopenmarkierte Protein.
Abbildung Glbernommen von Inga Barth (Barth, 2005).

Reste 277 - 370 von PmSUC3 und eine C-terminale 6xHIS-Markierung zum Aufreinigen des
Proteins. Das Konstrukt besitzt ein Molekulargewicht von 11,1 kDa und einen isoelektrischen
Punkt von 5,9. Die zur Beurteilung der Reinheit des Proteins durchgeflihrte Analyse mittels

Polyacrylamidgelelektrophorese ist in Abbildung 5.4 dargestelit.

5.3.2 NMR-Messungen und sequentielle Zuordnung

Die verfugbaren Proben von pIB42 lieferten gut aufgeloste NMR-Spektren und zeigten
sich auch bei Langzeitmessungen als sehr stabil. In Abbildung 5.5 ist ein 1D-Spektrum des
Proteins dargestellt und man erkennt ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis. Die Dispersion
der Amidprotonensignale ist jedoch relativ gering, sie sind zwischen 7,9 und 8,9 ppm verteilt.
Darlber hinaus sind keine Signale im Methylprotonenbereich unter 0,8 ppm zu erkennen, die
auf einen hydrophoben Kern des Proteins hindeuten wirden. Eine globulare Faltung des
Proteins ist daher trotz des hohen Anteils hydrophober Aminosauren eher unwahrscheinlich,

was jedoch das Vorhandensein lokaler Sekundarstrukturelemente nicht ausschlieft.

Da wegen der fehlenden '*C-Markierung der zur Verfiigung stehenden Proteinproben
keine auf J-Kopplung basierenden typischen Tripelresonanz-Zuordnungspektren
aufgenommen werden konnten, erfolgte die anschlieliende sequentielle Zuordnung von
pIB42 ausschlieRlich auf Basis von 2D-TOCSY-, 2D-NOESY-, 'H-""N-HSQC- bzw. -TROSY-,
3D-"H-"°N-TOCSY-HSQC- bzw. -TOCSY-TROSY- und 3D-'H-""N-NOESY-TROSY- bzw.
-NOESY-HSQC-Spektren. Die Zuordnung der genannten 3D-Spektren allein basierend auf
den NOE-Informationen erwies sich dabei anfanglich als ausgesprochen schwierig. Das

Protein besitzt eine deutlich inhomogene Aminosaureverteilung (u. a. 13% Leu, 13% Asx,
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Abbildung 5.5:

'H-1D-Spektrum von 0,92 mM "N-pIB42 in 9,2 mM K,HPO4/KH,PO, pH=6,5 und 0,1 mM DSS in 93%
H.O / 7% D,O, aufgenommen bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz bei 283 K. H,O-
Unterdriickung mittels W5-WATERGATE-Sequenz (Liu et al., 1998).

12% His, 10% Pro, 9% Glx), so dass etliche Aminosauredupletts bzw. -tripletts in der
Primarsequenz mehrfach vorkommen. Zudem waren die chemischen Verschiebungen der
Seitenkettesignale innerhalb eines bestimmten Aminosauretyps meist sehr ahnlich, so dass
eine eindeutige ldentifizierung schwierig war. Erst eine nochmalige Neuaufnahme aller 3D-
Zuordnungsspektren am 800 MHz Spektrometer mit Kryoprobenkopf mit im Vergleich zu den
Standardbedingungen verdoppelter Auflésung in der indirekten Protonendimension flhrte
letztlich zum Erfolg. Von den 89 prinzipiell in den N-editierten Spektren beobachtbaren
Signalsystemen waren dabei 81 in den Spektren tatsachlich beobachtbar (u. a. lieferte die

6xHIS-Markierung nur ein gemeinsames Signalsystem) und konnten zugeordnet werden.

Neben den Hauptsignalen waren jedoch v. a. in den 2D-'H-">°N-HSQC- bzw. -TROSY-
Spektren oft zusatzliche schwache Nebensignale zu erkennen (siehe Abbildung 5.6). Diese
kénnten zu einer zweiten, nur schwach populierten, alternativen Konformation von plB42
gehoren. Dabei konnte es sich z. B. um eine bereits teilweise aggregierte Konformation
handeln, da die Proben v. a. an der Grenzflache zur Luft zu aggregieren begannen.
Alternativ kdnnte es sich dabei aber auch um die Signale einer nicht vollstandig exprimierten,
also verkilrzten Version von plB42 (oder auch eines anderen Nebenprodukis aus der
Expression) handeln, die in der Aufreinigung des Proteins nicht entfernt werden konnte, vgl.
dazu die schwache Bande uber der Hauptbande auf dem SDS-PAGE-Gel in Abbildung 5.4.
Die Signale dieser zweiten Konformation oder dieses zweiten Produkts waren aber in den
3D-Spektren nur sehr schwach oder gar nicht erkennbar, so dass eine zusatzliche

Zuordnung dieses zweiten Signalsets nicht moglich war.
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Abblldung 5.6: Sequentielle Zuordnung von plB42

'H-"°"N-HSQC-Spektrum von 0,92 mM '

°N-pIB42 in 9,2 mM K,HPO,/KH,PO, pH=6,5 bei 283 K

aufgenommen bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz.

Die fUr die Hauptsignale letztlich erhaltene Zuordnung der Hauptkettenamidsignale ist

in Abbildung 5.6 dargestellt. Letztendlich betrug die globale Vollstandigkeit der finalen

Zuordnung (ohne Berlcksichtigung der 6xHIS-Markierung, der nur ein gemeinsames

Signalsystem liefert) 96 % fir die beobachtbaren Hauptkettenamidsignale, 96 % der H®, 94
% der HP, 86 % der H", 78 % der H°, 28% der H* und somit insgesamt 82 % aller Protonen.

Die gewonnene Zuordnung ist im Anhang dieser Arbeit in Kapitel 7.4 zusammengefasst.
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5.3.3 Analysen der Struktur und Dynamik

Automatische Sekundarstrukturvorhersagen

Um erste Anhaltspunkte fir die potentielle Struktur der zentralen Schleifendoméane zu
erhalten, wurde zunéachst versucht, mit bioinformatischen Methoden Strukturinformationen
aus der Primarsequenz von plB42 abzuleiten. Eine BLAST-Suche (Altschul et al., 1997) der
Sequenz in der RCSB-Proteindatenbank bekannter Strukturen (Berman et al., 2000) brachte
jedoch keine statistisch signifikanten Ergebnisse. Auch die drei bekannten Strukturen von
MFS-Transportern tauchen dabei nicht auf, diese besitzen aber auch nur wesentlich kirzere
zentrale Schleifenregionen. Strukturen von Proteinen mit einer vergleichbaren
Primarsequenz wie plB42 wurden bisher also noch nicht aufgeklart. Anschlielend wurden
die

Sekundarstruktur von plB42 gemacht. Acht der neun verwendeten Programme beruhen

mit  verschiedenen  Sekundarstrukturvorhersageprogrammen Vorhersagen fir
dabei auf jeweils einem Vorhersagealgorithmus, wahrend der NPS@-Server (Combet et al.,
2000) bereits eine Konsensusvorhersage aus insgesamt elf Methoden bereitstellt. Die

Ergebnisse der einzelnen Vorhersagen sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst.

Die Vorhersagen zeigen alle eine weitestgehend ungefaltete Struktur von piB42,
lediglich fiur die C-terminale Region um Leu84 sagen alle Methoden eine kirzere o-Helix
voraus, die also inmitten des konservierten Sequenzbereichs CCB2 liegt. Die Lange dieser
Helix variiert jedoch zwischen den einzelnen Vorhersagen, teilweise wird auch ein kurzer -

Strang direkt vor der Helix vorhergesagt. Darlber hinaus tendieren alle verwendeten

Sekundirstrukturvorhersagen fiir plB42

Methode Vorhersage®
1 21 41 61 81

GOR4® MAKEVPLTPKHPHHLSDSAP LLNEPQONGSENSEEEIDNE BRHVPLEVKPDGHGMONDNY BRRISEDONTSLTDSPCANE NNEEISEREFPAMHHHERH
HNN® MAKEVPLTPKHPHHLSDSAP LLNEPQQNGSEESKEEIDTE FRHVPLEVKPDGHGMDNDIV GREISEDDNTSLTDSEEENE HNEEESERHLPPAMHHHHHH
Jpred® MAKEVPLTPKHPHHLSDSAP LLNEPQQNGSELSKLEIDTE FRHVPLEVKPDGHGMDNDIV GRKISEDDNTSLTDSPGAVE VNUEESERHLPPAMHHHHHH
nnPredict®  MAKEVPLTPKHPHHLSDSAP LLNEPQONGSELSKLEIMEE FRHVPLEVKPDGHGMDNDIV GRKISEDDNTSLTDSPGAVE VEENS!RHLPPHENIEE-HHH
Prof' MAKEVPLTPKHPHHLSDSAP LLNEPQQNGSELSKLEHEE [BRHVPLEVKPDGHGMDNDIV GRKISEDDNTSLTDSPGAVE MNBESEEHPPAMHHHHHH
PSlpred® MAKEVPLTPKHPHHLSDSEE BCNEPCENESENSE cIDTE  FRHVPLEVKPDGHGMDNDIV GRKISEDDNTSLTDSPEENE WNEEISERH RS- HHH
SOPMA" MAKEVPLTPKHPHHLSDSAE ENEPQONGSEISEEEIDTE  FRHVPEEVKPDGHGMDNEIV GRKISEDDNTSETDSPGAVE VEEEISERHLPPAMHHHHHH
SSpro' MAKEVPLTPKHPHHLSDSAP LLNEPQQNGSELSKLEIDTE FRHVPLEVKPDGHGMDNDIV GRKISEDDNTSLTDSPCENE HNEEISERHLPPAMHHHHHH
NPS@ MAKEVPLTPKHPHHLSDSAP LLNEPQONGSEESEBEIDTE FRHVPLEVKPDGHGMDNDIV GRKISEDDNTSLTDSPGAVE VEEEISEEHLPPAMHHHHHH

*Farben: - = a-Helix, Grlin = p-Strang. Grau: Konservierte Sequenzbereiche CCB1 (E4 - L35) und CCB2 (T73 - M94), soweit diese nicht
durch Vorhersagen tberlagert werden.
Referenzen: °(Garnier et al., 1996), “(Guermeur, 1997), (Cuff et al., 1998), *(Kneller et al., 1990), {(Quali und King, 2000), (McGuffin et al.,
2000), "(Geourjon und Deleage, 1995), (Pollastri et al., 2002), ((Combet et al., 2000).

Tabelle 5.1: Sekundarstrukturvorhersagen fir plB42
Die Vorhersage mit NPS@ stellt bereits eine Konsensusvorhersage aus insgesamt elf verschiedenen
Methoden dar (incl. u. a. GOR4, HNN und SOPMA) und ist daher abgesetzt dargestellt.
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Methoden zur Vorhersage einer weiteren kurzen a-Helix im Bereich Ala19 - F41, jedoch sind
hier die Vorhersagen wesentlich heterogener (siehe Tabelle 5.1). Auch dieser Bereich liegt
innerhalb eines konservierten Sequenzbereichs, am Ende der CCB1-Sequenz. Die
automatischen Sekundarstrukturvorhersagen lassen also insgesamt zwar keine ausgepragte
3D-Struktur erwarten, jedoch werden gerade fiir die beiden konservierten Sequenzbereiche
CCB1 und CCB2 a-helikale Vorhersagen ausgegeben, was neben dem hohen Grad der
Konservierung ihre Bedeutung fiir die noch unbekannte Funktion der zentralen Schleife des
Saccharosetransporters unterstreicht. Solche rein sequenzbasierten Sekundarstruktur-
vorhersagen sind jedoch auch oft stark fehlerbehaftet, so liefert z. B. eine NPS@-
Konsensusvorhersage fir das ebenfalls in dieser Arbeit untersuchte Protein RanBD2
falschlicherweise eine fast vollstandig a-helikale Vorhersage, obwohl das Protein die Struktur

eines B-Fasses hat (siehe Kapitel 4).

Analyse der sequentiellen Zuordnung

Der Sekundarstrukturgehalt eines Proteins kann mittels NMR-Spektroskopie bereits
ohne sequentielle Zuordnung einfach aus der ,Fingerabdruck®-Region eines 2D-COSY- bzw.
-TOCSY-Spektrums grob abgeschatzt werden (Wishart et al., 1991). Eine derartige Analyse
liefert fur die plB42-Proben einen Sekundarstrukturgehalt von 79% unstrukturiert, 19% o-
helikal und 2% B-Strang. Diese Werte passen gut zu der mit bioinformatischen Methoden

vorhergesagten Sekundarstruktur (s. 0.).

Eine genauere Vorhersage der einzelnen Sekundarstrukturelemente ist aus den
Differenzen der chemischen Verschiebungen der H*-Kerne (und sofern zugeordnet der C%,
C" und C) zu den jeweiligen Referenzwerten aus ungefalteten Standardpeptiden méglich
(Wishart und Sykes, 1994; Wishart et al., 1992). Dazu wurden die Differenzen der
beobachteten chemischen Verschiebungen zu den Referenzwerten von Wishart und
Mitarbeitern (Wishart et al., 1995a) berechnet, die zuvor um den Effekt der jeweils lokalen
Nachbaraminosauren nach der Methode von Schwarzinger und Mitarbeitern (Schwarzinger
et al., 2001) bereinigt worden waren. Die ermittelten Differenzen fiir die H* (ASH®) sind in
Abbildung 5.7 A dargestellt. Um einen Anhaltspunkt fir die typische GréRenordnung solcher
Differenzen fir ein gefaltetes Protein zu erhalten, ist in Abbildung 5.7 B zusatzlich die
entsprechende Analyse fir die ebenfalls in dieser Arbeit untersuchte RanBD2 (siehe Kapitel
4) dargestellt. Man erkennt an den Werten der RanBD2 deutlich, dass die H*-Werte eines

gefalteten Proteins im Bereich der Sekundarstrukturelemente deutlich und systematisch von
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Abbildung 5.7: H*-CSI-Analysen

Differenzen der beobachteten H® chemischen Verschiebungen zu ihren Referenzwerten aus
ungefalteten Standardpeptiden nach Wishart und Mitarbeitern (Wishart et al., 1995a), jeweils bereinigt
um die Effekte der lokalen Nachbarn nach Schwarzinger und Mitarbeitern (Schwarzinger et al., 2001).
Aufgetragen gegen die Sequenzen von plB42 bzw. RanBD2.

A: plB42. B: RanBD2. Beide Graphiken sind in derselben Skalierung aufgetragen. Der besseren
Erkennbarkeit wegen ist der Graph in A zusatzlich nochmals vergrofRert dargestellt (roter Kasten). Bei
B ist zusatzlich die Sekundarstruktur der RanBD2AN-Struktur in Form von Pfeilen (B-Strange) und
Schleifen (a-Helices) dargestellt. X markiert fehlende Zuordnungen.

den Referenzwerten abweichen: B-Strange ergeben positive ASH*-Werte und o-Helices
negative A3H"-Werte. Darlber hinaus erkennt man, dass auch in Schleifenbereichen
deutliche Abweichungen von den Referenzwerten moglich sind (vgl. z. B. die Schleife

zwischen den B-Strangen eins und zwei von RanBD2).

Im direkten Vergleich mit RanBD2 zeigt sich daher deutlich, dass die beobachteten
chemischen Verschiebungen von plB42 nur unwesentlich von den fir ein ungefaltetes Peptid
zu erwarteten Werten abweichen. Der Mittelwert der Betrage der ASH” von pIB42 (0,035
ppm) liegt um mehr als eine Grofkenordnung unter dem der ASH* von RanBD2 (0,505 ppm).
Die an pIlB42 beobachteten ASH*-Werte entsprechen damit der GroRe von ASH*-Werten, wie

sie an kunstlich entfalteten Proteinen beobachtet wurden (Yao et al., 2001). Dartber hinaus

96



Die zentrale Schleife des Saccharosetransporters PmSUC3

ist die Verteilung der Abweichungen Uber die Sequenz von plB42 weit weniger systematisch
als bei RanBD2. Der einzige Teil von plB42, in dem eine langere Sequenz von Aminosauren
hintereinander eine etwas deutlichere Abweichung in die gleiche Richtung zeigt, ist die
Region Pro9 - Asp17, bei dem die Abweichungen Richtung a-Helix tendieren. Ansonsten
sind die Abweichungen eher statistisch verteilt. Eine automatisierte Analyse der H”
chemischen Verschiebungen von plB42 mit dem Programm csi auf Basis der Methode von
Wishart und Mitarbeitern (Wishart und Sykes, 1994) liefert nur fir die Reste Thr39 - Arg42
eine o-helikale Vorhersage, ansonsten werden ungefaltete Bereiche vorhergesagt. Das
Programm csi berlcksichtigt allerdings noch nicht die Einfliisse der lokalen Nachbarn nach
Schwarzinger und Mitarbeitern (Schwarzinger et al., 2001), was aber gerade flr
weitestgehend ungefaltete Peptide und Proteine von grolier Bedeutung ist, weil bei diesen
die beobachteten Abweichungen grundsatzlich relativ gering sind. Da auch fir plB42 die
Berlcksichtigung dieser lokalen Korrekturfaktoren deutlichen Einfluss auf die gesamte
Analyse hat, kénnte die Vorhersage des helikalen Segments durch das Programm csi eine
Folge der fehlenden lokalen Korrektur sein. Insgesamt lasst sich damit zusammenfassend
festhalten, dass die Analyse der beobachteten 3H* chemischen Verschiebungen von plB42
auf eine eher ungefaltete Struktur hindeutet. Wegen der fehlenden '*C-Markierung konnten
leider keine zusatzlichen ®*C chemischen Verschiebungen ausgewertet werden, die noch
sensitiver auf das Vorhandensein von Sekundarstrukturelementen reagieren (Yao et al.,
2001).

Darliber hinaus wurden die

Winkelvorhersagen fiir plB42

ermittelten chemischen
. Rest > Y AD AW Konformation
Verschiebungen von plB42 zur Val05 10665 12383  23.89 20,62 B
Vorhersage von Torsionswinkeln Leu07 96,39 14281 2582 21,70 p
o Throg 90,55 13502 18,84 20,98
mit Hilfe des Programms TALOS P
Glu24 86,39 13297 20,85 30,64 B
(Cornilescu et al., 1999) benutzt. Glu31 6850  -37,99 9,82 10,72 o
Die Analyse lieferte fir Lys34 -73,21 -31,22 8,67 12,40 o
_ ) Lys49 88,31 13589 20,36 26,23 p
insgesamt zwolf Reste 4460 9508 12991 27,65 14,68 B
Torsionswinkelvorhersagen, die Glugé 67,32  -35,11 9,62 16,16 o
y . . Ser75 9163 13759 24,06 31,64
als ,gut” klassifiziert wurden. Die P
Leus3 7170 29,12 11,4 23,83 a
erhaltenen  Werte fir die Leus? 6564 3454 1157 23,71 a

Torsionswinkel sind in Tabelle
. Tabelle 5.2: TALOS-Vorhersage
5.2  zusammengefasst.  Die  Ergebnis der Vorhersage der Hauptkettentorsionswinkel ®
Vorhersagen entsprechen und W mit TALOS (Cornilescu et al., 1999) mit Angabe der
jeweiligen Fehler A® und AW. Die Konformation gibt an, ob
sowohl a-helikalen als auch B- die Winkelkombination einer a-Helix (o) oder einem -

Strang-Konformationen und sind Strang (B) entspricht.
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nicht deutlich gruppiert, sondern Uber die gesamte Primarsequenz von plB42 verteilt. Der
Vergleich der fur plB42 ermittelten Zuordnung mit einer Datenbank bekannter Strukturen
liefert also durchaus Hinweise auf das Vorhandensein von Sekundarstrukturmerkmalen in
plB42. Die gewonnenen Vorhersagen der Torsionswinkel konnten dartuber hinaus auch fur

die anschlieRenden Strukturrechnungen verwendet werden (s. u.).

Konformationelle Dynamik der Proteinhauptkette

Die Dynamik der Proteinhauptkette der zentralen Schleifendomane von PmSUC3
wurde durch Messung von "H-"°N-NOEs basierend auf 'H-'">"N-HSQC-Spektren bei 600 MHz
Protonenfrequenz gemessen. Die flr die einzelnen Hauptkettenamidgruppen von plB42
erhaltenen 'H-">N-NOE-Werte sind in Abbildung 5.8 dargestellt. Man erkennt, dass die Werte
im Vergleich zu denen eines gefalteten Proteins (vgl. die Werte von RanBD2 in Abbildung
4.2) relativ klein ausfallen. Der Mittelwert betragt gerade einmal 0,14 und ist damit dem
anderer ungefalteter Proteine vergleichbar (vgl.: Meyer, 2005). Wie haufig zu beobachten,
besitzen die Termini des Proteins eine besonders hohe Beweglichkeit und zeigen negative
'H-">N-NOE-Werte. Ohne Beriicksichtigung dieser besonders flexiblen Termini betragt der
Mittelwert aller Werte 0,17. Auch die 'H-">°N-NOE-Messung bestatigt damit, dass pIB42 keine

ausgepragte globulare Faltung besitzt, da die Proteinhauptkette hierfliir eine zu hohe interne

0.5+
0.4

0.3

0.2
0.1
0.0- XXX P IP PX P P P .IIP P | PPl X X X XX
) o o =) o o o o o
I - « ] < o © ~ @ =

-0.1-
-0.2-
-0.34

-0.4

-0.5

Abbildung 5.8:

'H-">N heteronukleare NOEs der Hauptkettenamidgruppen aufgetragen gegen die Sequenz von
plB42. Bestimmt bei einer 'H-Frequenz von 600 MHz bei 283 K unter Verwendung von "H-""N-HSQC-
Spektren. P kennzeichnet Proline und X fehlende Zuordnungen. Bei dem fur Rest 100 angegebenen
Wert handelt es sich um das dem 6xHIS-Markierung zugeordnete Signal, so dass es sich wohl um
einen gemittelten Wert fur die Reste 95 - 100 handelt.
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Beweglichkeit besitzt. Die einzige Region die minimal erhéhte 'H-"°N-NOE-Werte besitzt, ist
der Bereich Leu83 bis His89, der Mittelwert betragt hier 0,29. Das ist gerade der Teil
innerhalb der konservierten Sequenz CCB2, far den sowohl die
Sekundarstrukturvorhersagealgorithmen als auch TALOS das Vorhandensein einer a-Helix
vorhersagen. Mdoglicherweise liegt hier ein zumindest im Zeitmittel teilweise o-helikal

strukturierter Bereich vor.

Strukturrechnungen und NOE-Analysen

Nach Abschluss der sequentiellen Zuordnung wurden flir die anschlieRenden
Strukturrechnungen die vorhandenen 2D-NOESY- und 3D-NOESY-HSQC-Spektren von
plB42 unter Verwendung des KnowNOE-Moduls in AUREMOL (Gronwald und Kalbitzer,
2004; Gronwald et al., 2002) ausgehend von einer gestreckten Startstruktur zugeordnet.
AnschlieRend wurden aus den erhaltenen Zuordnungen Distanzlisten fir die
Strukturrechnungen mit Hilfe des RELAX-Moduls in AUREMOL erzeugt. In mehreren
Iterationen wurden anschliefiend 100 oder 200 Strukturen mit CNS 1.1 (Briinger et al., 1998)
anhand der erhaltenen Distanztabellen berechnet und die pseudoenergiearmsten Strukturen
jeweils fur eine neue KnowNOE-Zuordnung verwendet. Dabei wurden insbesondere auch die
einzelnen KnowNOE-Parameter wie das Distanzlimit oder die Verschiebungstoleranzen
variiert. Typischerweise wurden so fur die einzelnen Strukturrechnungen nach dem
Vereinigen der Distanzlisten und Entfernen  mehrfach  vorhandener  NOE-
Distanzbeschrankungen jeweils Distanztabellen mit etwa 600 bis 1000 verschiedenen NOEs
erhalten und flr die Rechnungen verwendet. Das entspricht sechs bis zehn
Distanzbeschrankungen pro Rest von plB42. Darlber hinaus wurden bei einem weiteren Teil
der Strukturrechnungen neben den Distanzlisten zusatzlich die mit TALOS erhaltenen

Winkelvorhersagen mit einbezogen.

Trotz zahlreicher Versuche war es jedoch leider nicht mdglich, eine wenigstens
teilweise gut definierte Struktur in den einzelnen Strukturrechnungen zu erhalten. Die
erhaltenen Strukturen lagen jeweils vollstandig oder fast vollstandig in einer ungefalteten
Konformation vor und zeigten nur selten Sekundarstrukturelemente. Diese waren darlber
hinaus stark variabel und konnten nicht auf einen bestimmten Bereich von plB42 eingegrenzt
werden. Daher besallen die Bundel der jeweils 20 pseudoenergiearmsten Strukturen einer
Rechnung auch jeweils noch sehr hohe RMSD-Werte flir die Hauptkettenatome im Bereich
mehrerer nm. Auch die zusatzliche Einbeziehung der mit TALOS erhaltenen

Winkelvorhersagen fuhrte zu keinen besseren Ergebnissen.
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Um das Vorhandensein von a-Helices manuell zu tberprifen, wurde abschliefend v. a.
in den als a-helikal vorhergesagten Bereichen der plB42-Sequenz (siehe oben) das
Auftreten dafiir typischer NOE-Signale in den NOESY-Spektren Uberpriift. Die Uberpriifung
des typisch a-helikalen dgg(i,i+3)-Kontaktes war dabei oft nicht moglich, da die
entsprechende Region der 2D-NOESY-Spektren durch die GroRe des Proteins und die
innerhalb eines Aminosauretyps sehr dhnlichen chemischen Verschiebungen teilweise sehr
stark Uberlagert ist. In den '°N-editierten NOESY-Spektren war jedoch eine einfache
Uberprifung der typischen dyy und d,n-Kontakte méglich. Dabei war bereits im Rahmen der
sequentiellen Zuordnung aufgefallen, dass Uber weite Teile der Sequenz von plB42
einerseits deutliche dyn(i,i+1)-Kontakte zu beobachten waren, wahrend andere dyn-Kontakte
nur selten vorhanden waren. Andererseits waren meist starke d.(i,i+1)-Kontakte erkennbar,
sonstige d,n-Kontakte hingegen nur sehr vereinzelt. Damit fehlen auch die typisch a-
helikalen d.n(i,i+3)- und d.n(i,i+4)-Kontakte. Gerade das gleichzeitige Auftreten von
dnn(i,i+1)- und don(iyi+1)-Kontakten Gber langere Sequenzbereiche ist jedoch ein typisches
Anzeichen flr flexible, ungefaltete Sequenzbereiche, in denen nur zeitlich gemittelte lokale
Konformationen beobachtbar sind (Yao et al., 2001; Dyson und Wright, 1991).

Zusammenfassend lassen die Strukturrechnungen und NOE-Analysen damit ebenfalls
auf eine im Wesentlichen unstrukturierte Konformation von plB42 schliel3en, die weder eine

globulare Faltung noch einzelne lokale fest definierte Sekundarstrukturelemente besitzt.

5.3.4 Die Wechselwirkung mit Saccharose

Aufgrund seiner besonderen Eigenschaften wird fir den SUT2/SUC3-Typ von
Saccharosetransportern unter anderem eine Funktion als Saccharosesensor diskutiert (siehe
Kapitel 5.1). Da eine Beteiligung der zentralen Schleife des Transporters an solch einer
Sensorfunktion durchaus auch eine direkte Wechselwirkung mit der zu Uberwachenden
Saccharose einschlielRen konnte, sollte auch die Wechselwirkung der Schleifendomane mit
Saccharose untersucht werden. Dazu wurde eine NMR-Titrationsstudie an einer plB42-
Probe mit steigenden Konzentrationen an Saccharose durchgefuhrt. In insgesamt dreizehn
anfanglich kleinen, anschlieBend gréReren Schritten wurden steigende Mengen einer 100
mM bzw. 1M Saccharosestammldésung bis zu einem finalen zwanzigfachen molaren
Uberschuss zu der Probe zugegeben und dabei die Signalveranderungen sowohl in 1D- als
auch in 2D-"H-">’N-TROSY-Spektren beobachtet. Im Rahmen der Aufldsung der Spektren
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Abbildung 5.9: Titration mit Saccharose

Ausschnitte aus den 'H-1D-Spektren von "°N-plB42 bei Zugabe von steigenden Konzentrationen von
Saccharose, aufgenommen bei einer Protonenfrequenz von 800 MHz bei 283 K. Der Ausschnitt ist so
gewahlt, dass nur plB42-Singale aber keine Saccharosesignale zu sehen sind. Die Startkonzentration
von plB42 betrug 0,92 mM in 9,2 mM K,HPO,/KH,PO, pH=6,5 und 0,1 mM DSS in 93% H,O / 7%
D,0. Die Zugabe von Saccharose erfolgte in Form einer 100 mM bzw. 1M Stammidsung in 10 mM
KoHPO4/KH,PO,4 pH=6,5 in 95% H,O / 5% D,0. Das molare Verhaltnis von plB42 zu Saccharose ist
jeweils links neben den Spektren angegeben. Der Ubersichtlichkeit halber ist hier nur jeder zweite
Schritt der aufgenommenen Titrationsreihe gezeigt.

konnten dabei jedoch keinerlei Signalverdnderungen beobachtet werden. Abbildung 5.9 zeigt
dazu einen nicht von den durch die Saccharose verursachten Signalen Uberlagerten Bereich
der aufgenommenen 1D-Spektren. Wie man gut erkennen kann, wird trotz der stark
ansteigenden Saccharosekonzentrationen das Ausgangsspektrum von pIlB42 ohne
Saccharose selbst bei einem zwanzigfachen molaren Uberschuss nahezu perfekt
reproduziert. Eine Wechselwirkung der isolierten zentralen Schleifendomane von PmSUC3
mit Saccharose oder gar eine Umfaltung der Domane in Anwesenheit von Saccharose kann

daher zumindest unter den verwendeten Bedingungen voéllig ausgeschlossen werden.
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5.4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die zentrale Schleife des Saccharosetransporters
PmSUC3 aus Plantago major NMR-spektroskopisch charakterisiert. Diese Schleife ist im
Zytoplasma lokalisiert (Barth, 2005), im Vergleich zu den beiden anderen homologen
Klassen von pflanzlichen Saccharosetransportern deutlich vergroRert, aber nicht flr die
Saccharosetransportaktivitdt notwendig. Dennoch sind Teile dieser Domane zwischen
verschiedenen Arten stark konserviert, sie sind also offenbar funktionell wichtig. Daher wird
fur diesen Transportertyp eine Sensorfunktion diskutiert, wobei die zentrale Schleife die
eigentliche Sensorfunktion oder eine Funktion bei der Protein-Protein-Wechselwirkung v. a.
mit anderen Transportern Ubernehmen kénnte (Lalonde et al.,, 2004). Die zentrale
Schleifendoméane ist mit einer Lange von knapp 100 Aminosduren dabei einerseits
wesentlich groRer als die entsprechenden Schleifen anderer Transporter aus der major
facilitator superfamily, deren Strukturen bereits aufgeklart werden konnten (siehe Abbildung
5.2). Andererseits kann bei solch einer GroRe grundsatzlich bereits eine globulare Faltung
erwartet werden, da das bereits mit deutlich kiirzeren Sequenzen mdglich ist, (vgl. z. B.:
Gueguen et al., 2006; Mygind et al., 2005). Um Einblicke in die potentielle Funktion der
zentralen Schleifendomdne von PmSUC3 zu erhalten, sollte daher ein Proteinkonstrukt
dieser Domane (pIB42) mit Hilfe der NMR-Spektroskopie strukturell charakterisiert werden.

Dabei sollte auch eine mdgliche direkte Wechselwirkung mit Saccharose Uberprift werden.

Als erster Schritt dazu mussten zunachst die chemischen Verschiebungen von plB42
sequentiell zugeordnet werden. Da wegen der fehlenden *C-Markierung der zur Verfiigung
stehenden Proteinproben keine auf J-Kopplung basierenden typischen Tripelresonanz-
Zuordnungspektren aufgenommen werden konnten, wurde die Zuordnung allein basierend
auf NOE-Informationen durchgefiihrt. Dies gestaltete sich wegen der beobachteten starken
Ahnlichkeit der einzelnen chemischen Verschiebungen innerhalb eines Aminoséuretyps
verbunden mit dem haufigen Auftreten einzelner Aminosauretypen zunachst schwierig.
Letztlich konnte mit Hilfe von héher aufgelosten 3D-Spektren die sequentielle Zuordnung
jedoch erfolgreich abgeschlossen werden und ein GroBteil aller 'H chemischen

Verschiebungen zugeordnet werden.

Im nachsten Schritt sollten anhand der NMR-spektroskopischen Messungen und
Strukturrechnungen strukturelle Aussagen uber plB42 gewonnen werden. Zwar deuten
schon 1D-Spektren auf das Fehlen einer klassischen globularen Faltung hin, jedoch konnte
von dem Vorliegen einzelner lokaler Sekundarstrukturelemente ausgegangen werden. Mit

mehreren zur Verfigung stehenden Sekundarstrukturvorhersagealgorithmen (siehe Tabelle
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5.1) konnten zunachst v. a. a-helikale Segmente in den beiden Kkonservierten
Sequenzbereichen CCB1 und CCB2 von plB42 vorhergesagt werden, was neben dem
hohen Grad der Konservierung ihre Bedeutung flir die noch unbekannte Funktion der

zentralen Schleife des Saccharosetransporters unterstreicht.

Die Auswertung der ermittelten chemischen Verschiebungen deutet jedoch auch auf
eine weitgehend ungefaltete Struktur von pIB42 hin. Die Differenzen der H* chemischen
Verschiebungen zu ihren sequenzkorrigierten Referenzwerten aus ungefalteten
Standardpeptiden (Schwarzinger et al., 2001; Wishart et al., 1995a) sind im Vergleich zu
gefalteten Proteinen insgesamt relativ gering und liegen im Bereich der fur ein kinstlich
entfaltetes Protein zu erwartenden Differenzen (Yao et al., 2001). Dartber hinaus sind diese
Differenzen nicht deutlich Gber die Sequenz gruppiert, wie es fir langere
Sekundarstrukturelemente zu erwarten ware. Lediglich das Segment der Reste Pro9 - Asp17
tendiert einheitlich etwas deutlicher Richtung a-Helix. Eine automatisierte Analyse der
chemischen Verschiebungen mit Hilfe des Programms csi (Wishart und Sykes, 1994) lieferte
dagegen fur die Reste Thr39 - Arg42 eine a-helikale Vorhersage, jedoch kdnnte das auch an
der dabei fehlenden Sequenzkorrektur der Referenzwerte der chemischen Verschiebungen
liegen. Die ebenfalls auf der sequentiellen Zuordnung basierende Vorhersage von
Hauptkettentorsionswinkeln mit Hilfe des Programms TALOS (Cornilescu et al., 1999) lieferte
hingegen Hinweise auf das Vorhandensein mehrerer Uber die Sequenz verteilter
Sekundarstrukturelemente (siehe Tabelle 5.2). Insgesamt ist damit das Bild aus der Analyse
der chemischen Verschiebungen nicht ganz einheitlich, deutet aber auf eine eher ungefaltete
Konformation mit einer hdchstens teilweisen Strukturierung hin. Diese Beurteilung wird
dariiber hinaus auch durch 'H-"N-NOE Messungen unterstiitzt. Diese zeigen eine
insgesamt sehr hohe interne Beweglichkeit und damit geringe Strukturierung des

Proteinrtickgrats von plB42.

Bei den anschlielienden Strukturrechnungen konnte ebenfalls weder eine geordnete
globulare Struktur noch stabile einzelne Sekundarstrukturelemente von plB42 ermittelt
werden. Dabei flihrte auch der Einsatz der ermittelten Hauptkettentorsionswinkel zu keinen
besseren Resultaten. Dieses Ergebnis konnte mdglicherweise an grundsatzlichen
Problemen bei den Strukturrechnungen gelegen haben, die wegen der starken Ahnlichkeit
der einzelnen chemischen Verschiebungen innerhalb eines Aminosauretyps, verbunden mit
der Anhaufung einzelner Aminosauretypen aufgetreten sein konnten. Dies flihrt bei den
KnowNOE-basierten Zuordnungen der NOESY-Spekiren zu einer erhéhten Anzahl von
Zuordnungsmaglichkeiten fir einzelne NOEs, so dass diese haufiger nicht zugeordnet

werden konnen. Weiterhin erhoht sich durch die ahnlichen chemischen Verschiebungen je
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nach gewahlter Distanzgrenze der KnowNOE-Zuordnung auch die Wahrscheinlichkeit von
Fehlzuordnungen. Solche potentiellen Probleme lassen sich aber nur durch eine sehr
zeitaufwandige vollstandig manuelle Zuordnung der NOESY-Spektren umgehen. Zumindest
das Vorhandensein von typisch a-helikalen NOEs wurde jedoch auch manuell Gberprift.
Dabei hat sich gezeigt, dass typisch a-helikale d,n-Kontakte fehlen, wahrend Uber weite
Teile der plB42-Sequenz sowohl deutliche dyn(i,i+1)- als auch d,(i,i+1)-Kontakte auftreten.
Diese Kombination ist jedoch auch typisch flir sehr bewegliche, ungefaltete Sequenz-
bereiche, in denen nur zeitlich gemittelte lokale Konformationen beobachtbar sind (Yao et al.,
2001; Dyson und Wright, 1991). Eine solche durch eine hohe interne Beweglichkeit des
Proteins (siehe oben) verursachte zeitliche Mittelung der Konformation flihrt auch zu zeitlich
gemittelten NOE-Distanzbeschrankungen. Dies ist eine weitere mdgliche Erklarung dafur,
dass in den Strukturrechnungen keine einheitlichen Sekundarstrukturelemente definiert
werden konnten. Die Strukturbestimmung nur kurzfristig vorhandener Strukturierungen allein
Uber die NOE-Informationen ist generell schwierig (Dyson und Wright, 2004). Insgesamt
deuten damit neben den chemischen Verschiebungen und der hohen internen Beweglichkeit
auch die Strukturrechnungen und NOE-Analysen auf eine weitgehend ungeordnete Struktur

der isolierten zentralen Schleifendomane von PmSUC3 hin.

Unabhangig von der Struktur der Domane ermdglicht die Etablierung ihrer
sequentiellen Zuordnung eine detaillierte NMR-spektroskopische Charakterisierung ihrer
Wechselwirkungen mit moglichen Interaktionspartnern. Da fir den SUT2/SUC3-Typ von
Saccharosetransportern unter anderem eine Funktion als Saccharosesensor diskutiert wird,
kdme dabei insbesondere eine direkte Wechselwirkung der zentralen zytoplasmatischen
Schleife mit der dabei zu Uberwachenden Saccharose in Betracht. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit auch die Wechselwirkung des plB42-Konstrukts mit Saccharose mit Hilfe
einer NMR-spektroskopischen Titrationsreihe untersucht. Dabei konnten jedoch selbst bei
einem letztlich erreichten zwanzigfachen molaren Uberschuss von Saccharose relativ zur
Schleifendomane keinerlei Signalveranderungen des Proteins in den Spektren beobachtet
werden. Eine stabile direkte Wechselwirkung einzelner Reste der Domane mit Saccharose
oder gar eine Faltung des Proteins in Anwesenheit von Saccharose kann damit zumindest
unter den verwendeten Bedingungen sicher ausgeschlossen werden. Sofern der SUCS3-
Transporter also tatsachlich eine Funktion als Saccharosesensor haben sollte, ibernehmen
dabei wohl die Reste im Inneren der Pore, die sonst auch fiir den Transport von Saccharose
verantwortlich sind, die Wechselwirkung mit dem Zucker. Auch die Beteiligung der zentralen
Schleife an der normalen Transportfunktion des Proteins ist damit eher unwahrscheinlich.
Dies steht jedoch in Einklang mit Studien an Deletionsmutanten, die gezeigt haben, das die

Schleife nicht fir die regulare Transportfunktion notwendig ist (Meyer et al., 2000).
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Zusammenfassend deuten die in dieser Arbeit durchgefihrten NMR-Messungen damit
auf eine weitgehend ungeordnete Struktur der isolierten zentralen Schleifendoméane von
PmSUC3 sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Saccharose hin.
Moglicherweise ist jedoch das Fehlen einer geordneten Struktur auch auf das Fehlen
anderer externer Faktoren zurlickzuflihren. Dabei sind verschiedene Moéglichkeiten denkbar.
Es konnte z. B. sein, dass sich eine ,korrekte” Faltung von plB42 nur im Komplex mit den
anderen zytosolischen Teilen von PmSUC3 ausbilden kann. Dabei kommt hauptsachlich der
lange freie N-Terminus des Proteins in Frage. Dieser ist deutlich langer als die Ubrigen
verbleibenden zytosolischen Sequenzbereiche (vgl.: Barker et al., 2000), ist im Vergleich zu
den beiden Ubrigen Transporterklassen verlangert und enthalt dariber hinaus ebenfalls
zwischen den Spezies konservierte Sequenzbereiche (Barth, 2005), die auf eine wichtige
Funktion hindeuten. Eine Klarung dieser Fragestellung ware mit weiteren NMR-
Titrationsstudien an plB42-Proben mit einem dem N-Terminus entsprechenden Peptid relativ
einfach mdglich. Im Falle einer Umfaltung von pIB42 waren deutliche Signalverdnderungen

in den Spektren des Proteins zu erwarten (siehe unten).

Eine weitere Moglichkeit stellt die Ruckfaltung der zentralen Schleife von PmSUC3 in
die Kanalpore bzw. die Membran selbst dar. Ein solches strukturelles Motiv konnte bereits
bei anderen Zuckertransportern wie z. B. dem Melobiosetransporter von E. coli (Ding, 2004).
oder auch verschiedenen spannungs- oder ligandengesteuerten lonenkanalen gefunden
werden (Zhorov und Tikhonov, 2004). Die Teile der Proteinkette, die dabei in die Pore
hineinreichen, koénnten dabei die Transporteigenschaften oder die Porenselektivitat
beeinflussen. Fir die zentrale Schleifendomane von PmSUC3 konnte zu dieser Frage mit
Hilfe von Antikdrperuntersuchungen bisher nur gezeigt werden, dass die Schleife zumindest
nicht bis auf die extrazellulare Seite des Kanals hinausreicht, sondern ganz oder teilweise
zytosolisch lokalisiert ist (Barth, 2005). Dennoch ware eine zumindest teilweise Ruckfaltung
in die Kanalpore oder die angrenzende Membran theoretisch moglich und wirde zu dem
relativ hohen Anteil hydrophober Aminosauren (45%) passen. Die Untersuchung dieser
Frage ware jedoch sehr komplex, da eine strukturelle Untersuchung an einem komplett

rekonstituierten PmSUC3-Kanal notwendig ware.

Eine dritte Moglichkeit ware schliel3lich, dass es sich beim Fehlen einer geordneten
Struktur der isolierten Schleifendomane nicht um ein durch die Messbedingungen
verursachtes ,Artefakt‘, sondern einfach um den physiologisch aktiven Zustand dieser
Doméane handelt. Eine Faltung der Domane ware dann nur im Rahmen einer
Wechselwirkung mit Effektormolekilen moglich, wie z. B. mit anderen Kanalen, deren

Transporteigenschaften beeinflusst werden. Leider konnten bisher im Rahmen einer
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einzelnen Hefe-Zweihybrid-Analyse aber keine Interaktionspartner der zentralen
Schleifendoméane identifiziert werden (Meyer, 2003), weitere Untersuchungen sind dazu

notig.

Das Konzept eines Proteins, das in seiner nativen Form nicht gefaltet, sondern
weitestgehend ungefaltet ist, ist dabei nichts Ungewodhnliches und findet in der
wissenschaftlichen Literatur der letzten Jahre zunehmend Beachtung (zur Ubersicht siehe:
Fink, 2005; Tompa, 2005; Dyson und Wright, 2005). Solche intrinsisch ungefalteten Proteine
(IUPs) falten sich erst ganz oder teilweise, wenn sie mit ihren jeweiligen Effektormolekilen
wechselwirken, d. h. Bindungs- und Faltungsprozess sind gekoppelt. In manchen Fallen
kann es auch im ungebundenen Zustand schon eine gewisse Strukturierung geben, in
anderen Fallen ist eine solche Strukturierung nur unter den dicht gedrangten Bedingungen
im Zellinneren stabil (vgl. z. B.: Dedmon et al., 2002). IUPs sind an einer Vielzahl zellularer
Prozesse beteiligt, wie z. B. Signaltransduktions- oder Regulationsprozessen. Die hohe
Mobilitat ihrer Proteinhauptketten ist dabei immer von entscheidender Bedeutung fir die

Erfullung der jeweiligen Aufgabe, z. B. um ein Effektorprotein komplett umwickeln zu kénnen.

Die Strukturen solcher intrinsisch ungefalteten Proteine werden insbesondere mit Hilfe
der NMR-Spektroskopie untersucht (Dyson und Wright, 2004), da diese mehr dynamische
Informationen als die Rdntgenstrukturanalyse liefert. Im Fall einer Faltung des Proteins im
direkten Zusammenhang mit der Wechselwirkung mit dem Interaktionspartner kébnnen dann
deutliche Anderungen der chemischen Verschiebungen des untersuchten Proteins
beobachtet werden, so z. B. beim N-Protein von Phage A (Prasch et al., 2006) oder der
Kinase-Inhibierungsdomane von p21 (Wang et al., 2005). Obwohl es sich bei solchen
Interaktionspartnern neben Proteinen grundsatzlich auch um kleine Liganden handeln kann
(Tompa, 2005), kann fir die zentrale Schleife von PmSUC3 aber zumindest eine Faltung
zusammen mit dem nahe liegenden Liganden Saccharose aufgrund der durchgefiihrten
Messungen ausgeschlossen werden. Sobald jedoch andere potentielle Interaktionspartner
der Domane identifiziert sind, waren weitere NMR-Titrationsuntersuchungen mit diesen
sicher sehr lohnenswert. Moéglicherweise kann das Protein tatsachlich erst zusammen mit

den richtigen Effektorproteinen bzw. Liganden eine geordnete Struktur ausbilden.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungen

(O]

Tc

AD
AICD
APP
BLAST
BPPSTE
BSA
C83
CAS
CCB
CNS
Crm1
CSi
DAPC
DCPC

DHPC
DMPC
DMlePC
DPPC
DSPC
DSS
DTPA
EDTA
GDP
GTP
Gpp(NH)p
HSQC
IUP
MFS
NES
NFT
NLS
NMR
NOE
NOESY
NPC
NTF2
Nup

PC
PAGE
PDB

Resonanzfrequenz

Rotationskorrelationszeit

Alzheimer’s disease

APP intracellular domain

Amyloid precursor protein

Basic local alignment search tool

Bipolar pulse pair stimulated echo

Bovines Serumalbumin

83 Reste langes C-terminales Fragment von APP
Cellular apoptsis susceptability gene

Central conserved box

Crystallography and NMR system
Chromosome region maintenance 1
Chemical shift index
1,2-Diarachidoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dioctanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
(Trivialname: ,....Dicapryloyl...")
1,2-Dihexanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dimyristoleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsaure
Diethylentriaminpentaessigsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Guanosindiphosphat

Guanosintriphosphat
5’-Guanosyl-[f,y-imido]-triphosphat

Hetero single quantum coherence

Intrinsically unstructured protein

Maijor facilitator superfamliy

Nuclear export signal

Neurofibrillary tangles

Nuclear localization signal

Nuclear magnetic resonance

Nuclear Overhauser enhancement

Nuclear Overhauser enhancement and exchange spectroscopy

Nuclear pore complex

Nuclear transport factor 2
Nucleoporin

Phosphocholine

Polyacrylamide gel electrophoresis
Protein data base
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PFG

PH
PmSUC3
PTB

Ran
RanBD
RanBP
RanGAP
RanGEF
RCC1
RCSB
RMSD
sAPPa/B
SDS

SE

STE
SUMO-1
SuUC
SUT
TALOS
TFA
TOCSY
Tris
TROSY
TSE
WATERGATE

Pulsed field gradient
Pleckstrin homology
Saccharosetransporter der SUT2/SUC3-Klasse aus Plantaga major
Phosphotyrosine binding
Ras-related nuclear protein
Ran-Bindedoméne
Ran-Bindeprotein

Ran GTPase activating protein

Ran guanine nucleotide exchange factor
Regulator of chromosome condensation 1
Research collaboratory for structural bioinformatics

Root mean square deviation

soluble APP fragment o/f3
Sodium dodecyl sulfate

Spin echo

Stimulated echo
Small ubiquitin-like modifier 1
Sucrose carrier

Sucrose transporter
Torsion angle likelihood obtained from shift and sequence similarity
Trifluoressigsaure
Total correlation spectroscopy

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Transverse relaxation-optimized spectroscopy

Transmissible spongiforme Enzephalopathie

Water suppression by gradient-tailored excitation

7.2 Sequenzen der verwendeten Proteine

Primarsequenzen der verwendeten Proteine:

AB4o
ABa2
RanBD2AN

Ran189—216

pIB42

DAEFRHDSGY
DAEFRHDSGY

GSGEEDEKVL
EVNGKLRMLM
MWLASDESDG
LLDIPLQTPK

MDPALAAQYE

MAKEVPLTPK
FRHVPLEVKP
VNLLTSLRHL

EVHHOKLVFEF
EVHHOKLVEFEF

YSQRVKLFRF
RREQVLKVCA
DAKLEQLAAK

HDLEVAQTTA

HPHHLSDSAP
DGHGMDNDIV
PPAMHHHHHH

AEDVGSNKGA
AEDVGSNKGA

DAEVSQWKER
NHWITTTMNL
FKTPELAEEF

LPDEDDDL

LLNEPQONGS
GRKISEDDNT

ITIGLMVGGVV
ITGLMVGGVV

GLGNLKILKN
KPLSGSDRAW
KOKFEECQRL

ELSKLEIDTE
SLTDSPGAVL

IA
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7.3 Sequentielle Zuordnung von A4

Rest| N HM He HP HY H? HE und Gbrige H
D1 - - 413 2,66/2,79

A2 | 1238 | 8,14 4,29 1,35

E3 | 1206 | 8,56 4,16 1,89 2,10/2,21

F4 | 1221 | 8,42 4,52 2,98 7,14 7,23
R5 | 1242 | 8,22 4,24 1,60/1,70 1,47 3,11 7,39
H6 | 122,1 | 8,50 4,47 3,01/3,08 7,01 7,84
D7 | 122,0 | 8,44 4,59 2,65

S8 | 116,8 | 8,52 4,35 3,87/3,90

G9 | 110,9 | 863 | 3,85/3,92

Y10 | 120,3 | 8,04 4,50 2,92/3,01 7,04 6,76
E11| 122,8 | 8,48 417 1,80 2,16

V12 | 1214 | 8,19 3,91 1,93 0,76/0,85

H13 | 122,8 | 8,35 4,56 3,00 6,91 7,79
H14 | 1214 | 8,24 4,51 2,97/3,06 6,93 7,82
Q15| 121,7 | 848 4,24 1,96/2,04 2,31 6,98/7,67
K16 | 123,3 | 8,49 4,24 1,74/1,78 1,38/1,43 1,66 2,97
L17 | 1241 | 8,37 4,31 1,59 1,42 0,83/0,90

V18 | 121,8 | 8,11 4,01 1,88 0,72/0,82

F19 | 124,7 | 8,38 4,56 2,90/2,97 7,15 7,29
F20 | 123,3 | 8,34 4,54 2,91/3,06 7,23 7,2717,31
A21 | 1265 | 8,35 4,19 1,35

E22 | 120,3 | 8,47 417 1,89 2,25

D23 | 1221 | 8,54 4,63 2,62/2,73

V24 | 121,0 | 8,28 4,11 2,17 0,93
G25| 112,0 | 8,66 3,96

S26 | 1157 | 8,25 4,40 3,87/3,90

N27 | 120,8 | 8,58 4,72 2,80/2,86 7,01/7,74

K28 | 1219 | 847 4,25 1,76/1,87 1,41/1,45 1,66 2,99
G29 | 109,8 | 8,52 3,90

A30 | 1238 | 8,14 4,29 1,35

131 | 121,1 | 8,30 4,12 1,83 0,86/1,18/1,49 0,86

132 | 126,7 | 8,42 4,14 1,84 0,91/1,20/1,48 0,91
G33| 1134 | 8,60 3,91

L34 | 121,9 | 8,17 4,32 1,58 1,58 0,86/0,91
M35 | 122,3 | 8,57 4,51 2,02 2,50/2,57
V36 | 122,8 | 8,37 4,10 2,07 0,93
G37| 1135 | 8,72 3,96
G38 | 108,9 | 837 | 3,92/3,99
V39 | 120,2 | 8,20 4,16 2,07 0,92
V40 | 128,7 | 7,94 4,03 2,03 0,89

Sequentielle Zuordnung von °N-AB, in 20 mM Tris-d11 HCI pH=7,2, 1 mM EDTA-d16 und 0,1 mM
DSS in 92% H,0 / 8% D,0 bei 278 K. Alle Angaben in ppm.
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7.4 Sequentielle Zuordnung von plB42

Rest| N HM He HP HY H? H® und Gbrige H
M1

A2

K3 4,26 1,78/1,92 1,43

E4 | 123,7 | 8,71 4,27 1,90 2,23

V5 | 1242 | 850 4,40 2,06 0,94

P6 4,40 2,27 1,86 3,69/3,86
L7 | 1231 | 8,54 4,34 1,53/1,63 1,53 0,86/0,90
T8 | 118,2 | 8,30 4,56 4,11 1,22

P9 4,34 1,98/2,25 1,77 3,69
K10 | 121,8 | 8,51 4,17 1,67 1,31/1,39 1,67 2,96
H11 | 1214 | 8,46 4,87 3,00/3,05

P12 4,34 1,92/2,21 1,76

H13

H14 | 1199 | 8,77 4,62 3,11

L15 | 124,2 | 845 4,33 1,59 1,59 0,84
S16 | 116,1 | 8,45 4,40 3,84/3,89

D17 | 1226 | 8,43 4,62 2,68

S18 | 1156 | 8,23 4,42 3,84

A19 | 1273 | 8,32 4,56 1,35

P20 4,34 1,98/2,25 1,84 3,60
L21 | 122,6 | 8,46 4,29 1,55/1,61 1,55 0,86
L22 | 1232 | 8,35 4,34 1,55/1,63 1,55 0,84/0,90
N23 | 119,3 | 8,51 4,68 2,68/2,76

E24 | 1224 | 8,35 4,56 1,86/2,02 2,25

P25 4,38 2,27 1,88 3,68/3,79
Q26 | 121,2 | 8,66 4,29 1,98/2,08 2,37

Q27 | 122,7 | 8,62 4,33 1,96/2,12 2,35

N28 | 126,1 | 8,30 4,50 2,72/2,76

G29 | 1146 | 852 | 3,93/3,99

S30 | 116,2 | 8,48 4,42 3,89

E31| 1229 | 8,78 4,27 1,96/2,06 2,23/2,29

L32 | 122,6 | 8,26 4,31 1,57/1,65 1,57 0,84/0,90
S33 | 1164 | 8,32 4,36 3,88

K34 | 1232 | 8,29 4,29 1,74/1,84 1,43 1,65 2,96
L35 | 122,7 | 8,19 4,31 1,57/1,63 1,57 0,84/0,90
E36 | 122,1 | 8,40 4,27 1,92/2,02 2,21/2,27

137 | 1216 | 8,20 413 1,84 0,88/1,16/1,45 0,88
D38 | 1244 | 8,54 4,68 2,66/2,74

T39 | 114,7 | 8,20 4,21 4,21 1,18

E40 | 1226 | 8,43 417 1,88/2,02 2,13

F41 | 120,9 | 8,22 4,50 3,00/3,07 7,16
R42 | 122,9 | 8,08 4,23 1,63/1,68 1,49 3,11 7,28
H43 | 121,2 | 8,51 4,58 3,07

V44 | 1242 | 8,25 4,36 2,04 0,92

P45 4,34 2,27

L46 | 123,0 | 8,44 4,27 1,55/1,61 1,55 0,88
E47 | 1229 | 8,49 4,29 1,90/1,96 2,15/2,23
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Rest N HN H* HP HY H? H¢ und Gbrige H
V48 | 1236 | 8,41 4,05 1,98 0,88

K49 | 127,8 | 8,66 4,62 1,70/1,78 1,43 1,65 2,96
P50 4,42 1,92/2,29 1,78 3,64/3,91

D51 | 120,7 | 8,53 4,54 2,66

G52 | 109,5 | 8,46 3,91

H53 | 118,6 | 8,47 4,66 3,17/3,27

G54 | 110,2 | 8,66 3,93

M55 | 119,9 | 8,44 4,52 1,98/2,12 2,51/2,58

D56 | 121,2 | 8,48 4,56 2,60/2,72

N57 | 118,8 | 8,44 4,66 2,72/2,80

D58 | 120,6 | 8,41 4,58 2,62/2,68

159 | 120,7 | 8,09 4,11 1,88 0,86/1,18/1,45 0,86

V60 | 124,1 | 8,23 4,01 2,06 0,94

G61| 112,4 | 8,54 3,91

R62 | 121,0 | 8,10 4,29 1,74/1,78 1,59 3,15 7,30
K63 | 124,2 | 8,56 4,34 1,72/1,80 1,37/1,43 1,67 2,98

164 | 123,6 | 8,46 4,15 1,86 0,90/1,18/1,45 0,90

S65 | 119,7 | 8,47 4,46 3,84/3,88

E66 | 1234 | 8,68 4,27 1,92/2,08 2,27

D67 | 120,6 | 8,36 4,56 2,58/2,68

D68 | 120,8 | 8,28 4,58 2,66/2,72

N69 | 119,8 | 8,53 4,76 2,80/2,88

T70 | 1146 | 8,31 4,29 4,29 1,22

S71| 118,3 | 845 4,44 3,88

L72 | 1241 | 8,37 4,40 1,61/1,68 1,61 0,84/0,92

T73 | 113,7 | 8,12 4,31 4,23 1,16

D74 | 122,6 | 8,33 4,62 2,60/2,66

S75| 1171 | 8,29 4,74 3,84

P76 4,40 2,03/2,29 1,96 3,72

G77 | 109,2 | 8,58 3,89

A78 | 123,9 | 8,08 4,27 1,37

V79 | 119,7 | 8,16 4,01 2,04 0,92

L8o | 125,9 | 8,33 4,34 1,57/1,65 1,57 0,84

ve1l | 121,1 | 8,16 3,99 2,04 0,90

N82 | 122,1 | 8,52 4,66 2,74/2,85

L83 | 123,2 | 8,38 4,27 1,63/1,67 1,63 0,84/0,90

L84 | 121,1 | 8,30 4,31 1,59/1,74 1,67 0,84/0,91

T85 | 113,3 | 8,01 4,25 4,25 1,20

sS86 | 1176 | 8,19 4,40 3,89

L87 | 1234 | 8,17 4,31 1,53/1,63 1,53 0,84/0,90

R88 | 120,5 | 8,15 4,23 1,72 1,57 3,15 7,30
H89 | 119,7 | 8,34 4,64 3,05/3,13

L90 | 125,2 | 8,27 4,58 1,49/1,55 1,49 0,86/0,88

P91

P92 4,30 2,01/2,25 1,86 3,64/3,81

A93 | 123,7 | 8,47 4,21 1,31

M94 | 119,2 | 8,38 4,36 1,90 2,41/2,47
6xHIS| 125,6 | 8,23 4,38 3,02/3,17

Sequentielle Zuordnung von 15N-pIB42 in 9,2 mM K;HPO4/KH,PO, pH=6,5 und 0,1 mM DSS in 93%
H,O / 7% D,0 bei 283 K. Alle Angaben in ppm.
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7.5 Wichtungsfaktoren fur die Titrationsexperimente

Wichtungsfaktoren f,, entsprechend Gleichung (7), Kapitel 2.3. Die Wichtungsfaktoren

wurden berechnet aus den in der Madison NMR-Datenbank (Seavey et al., 1991)
beobachteten Varianzen der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen relativ zu
denen der Amidstickstoffe. Die entsprechenden Statistiken dieser chemischen
Verschiebungen finden sich unter www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statsel.htm. Die verwendeten

Wichtungsfaktoren basieren auf der am 19.01.2006. aktualisierten Statistik.

Aminosdure | Wichtungsfaktor f,
Ala 6.32
Cys 7.02
Asp 6.95
Glu 6.07
Phe 5.88
Gly 6.06
His 6.09

lle 6.36
Lys 6.38
Leu 6.11
Met 6.03
Asn 6.42
Gin 6.37
Arg 6.23
Ser 6.25
Thr 7.81
Val 7.03
Trp 5.56
Tyr 6.00
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mich auch ganz herzlich bei allen anderen, nicht namentlich genannten Mitgliedern des
Instituts bedanken, die mir wahrend meiner Arbeit mit Rat und Tat zur Seite standen und mir

durch die angenehme Atmosphare die Arbeit erleichtert haben.
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Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig verfasst und keine anderen

als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.

Regensburg, November 2006

(Peter Geyer)
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