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1. Einleitung

1 Einleitung

Die kernmagnetische Resonanz (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) ist die einzige experi-
mentelle Technik, mit deren Hilfe die Struktur und die Dynamik von biologischen Makro-
molekilen und ihrer Komplexe in Lésung mit atomarer Auflésung bestimmt werden kénnen
(PALMER & PATEL, 2002). Die groRe Bedeutung der NMR-Spektroskopie fir das Verstandnis
der Wirkungsweise von Biomolekilen (z.B. Protein-Protein-Wechselwirkungen in der Si-
gnaltransduktion) wurde durch die Verleihung des Nobelpreises fir Chemie 2002 an Kurt
Wathrich fur seine ,,Entwicklung der Kernmagnetischen Resonanzspektroskopie zur Bestim-
mung der dreidimensionalen Struktur von biologischen Makromolekilen in Losung™ (lber-
setzt nach www.nobel.se/chemistry/laureates/2002/) unterstrichen.

Seit der ersten mittels NMR-Spektroskopie geldsten Struktur des BUSI (Bull Seminal Pro-
tease Inhibitor; WILLIAMSON et al., 1985) hat die NMR-Spektroskopie gegenuber der klassi-
schen Methode der Strukturbestimmung, der Rontgendiffraktion an Einkristallen (erste
Struktur von Myoglobin: KENDRU et al., 1960, erste Struktur von H&moglobin: PERUTZ, 1960)
stark aufgeholt. Mittlerweile sind 15 % der in der Protein Data Bank (PDB) veroffentlichten
Strukturen (Februar 2003: 3102 NMR-Strukturen) mit Hilfe der NMR-Spektroskopie be-
stimmt worden. Dieser grof3e Erfolg beruht auf vielen Entwicklungen: technischen, wie z.B.
stabileren Magneten mit hoheren Feldstéarken, oder spektroskopischen, wie die Aufnahme von
heteronuklearen dreidimensionalen NMR-Techniken (KAY et al., 1990). Neue Techniken der
NMR-Spektroskopie, wie TROSY (PERVUSHIN et al., 1997), CRINEPT (RIEK et al., 1999)
oder CRIPT-TROSY (FIAuX et al., 2002), haben die GroRenbeschrankung der NMR-Spektro-
skopie an Makromolekilen von anfénglich 5 bis 10 kDa auf nunmehr circa 900 kDa ver-
schoben. Cross-Saturation (TAKAHAHI et al., 2000) und Transfer Cross-Saturation
(NAKANISHI et al., 2002) ermdglichen die Identifikation von Bindungsflachen zwischen Pro-
teinen groRer 150 kDa. Eine weitere bedeutende Entwicklung der letzten Jahre in der Struk-
turbestimmung mittels NMR-Spektroskopie ist die Verwendung von anisotropen Grof3en. Ein
Beispiel hierfir ist die Messung von Restdipolkopplungen an partiell orientierten Proteinen
(TJANDRA & BAX, 1997). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden zur Messung homonu-
klearer Restdipolkopplungen (BRUNNER et al., 2000) wie das MOCCA-SIAM-Experiment
(MOGLICH et dl., 2002) entwickelt. Unter Verwendung dieser Methoden ist der NMR-Spek-

troskopiker inzwischen gut gertstet, um biologische Fragestellungen zu l6sen.

Diatomeen dominieren in den Ozeanen das Phytoplankton und die Algenbliiten (KEmP et al.,
2000) und besitzen einen betrachtlichen Anteil an der Nettoprimérproduktion (WERNER,
1



1. Einleitung

1997). Besonders bekannt sind sie wegen des Formenreichtums und der feinen Musterung
ihrer Zellwande aus amorphem Siliziumdioxid. Diese artspezifischen Muster werden bei der
Zellteilung reproduziert. Die Bildung dieses nanostrukturierten Siliziumdioxids unterliegt der
genetischen Kontrolle (MANN, 1993). Wesentliche zellbiologische Prozesse der Schalenbil-
dung, wie deren Bildung in Slica Deposition Vesicles (SDVs), wurden durch elektronenmi-
kroskopische Untersuchungen aufgeklart. Aufnahmestudien von Silizium flhrten zu der
Entdeckung, dass Kieselséure durch aktive Transporter in der Plasmamembran aufgenommen
wird (AzaM & VOLCANI, 1981). Biochemische Untersuchungen zeigten, dass die Zellwande
der Diatomeen ein Kompositmaterial aus amorphem hydratisiertem SiO, und anderen organi-
schen Komponenten wie Proteinen, Polysacchariden und Polyaminen sind (NAKAJMA &
VOLCANI, 1969; HECKY et al., 1973; KROGER et a., 2000). Es gibt Belege, dass ein Tell die-
ser organischen Komponenten die Bildung des amorphen SiO; in einem Prozess der Selbstor-
ganisation kontrollieren (KROGER et al., 2001; SUMPER, 2002; KROGER et al., 2002). Das Ver-
standnis der daran beteiligten Prozesse ist nicht nur fir die Biologie von grofem Interesse,
sondern auch fir die Materialwissenschaften. Nanostrukturierte Materialien wie Zeolithe
dienen als Molekularsiebe (KReSGE et al., 1992), Katalysatoren oder Filtermaterialien (Huo et
al., 1994; FIrouzi et al., 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit wird die erste Struktur eines Zellwandproteins einer Diatomee, die
PSCD4-Doméne des Proteins Pleuralin-1, mittels NMR-Spektroskopie in Lésung bestimmt.
Hierzu werden moderne Techniken der NMR-Spektroskopie wie Restdipolkopplungen ver-
wendet. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, Hinweise auf die Funktion der PSCD-Domanen zu be-

kommen.



2. Biologische Zusammenhéange

2 Biologische Zusammenhange

2.1 Zelwandbildung bel Diatomeen

Diatomeen sind photosynthetische eukaryotische Einzeller. Sie bilden die grofite Klasse der
Algen, die Bacillariophyceae (SITTE et al., 1991). Sowohl in maritimen als auch in StRwas-
serhabitaten sind sie ubiquitér verbreitet und haben einen erheblichen Anteil an der biologi-
schen Primé&rproduktion (WERNER, 1977). Diatomeen sind von einer zweiteiligen Zellwand
(Frustel) aus amorphem hydratisiertem Siliziumdioxid (SiO, x n H,O n « 1) umgeben, wel-
ches organische Komponenten wie Proteine und Polysaccharide enthalt (VoLcANI, 1981). Die
Zellwénde offenbaren in der elektronenmikroskopischen Aufnahme ein sehr formenreiches
und fein gemustertes Erscheinungsbild. Die Morphologie der Schalen wird zur taxono-
mischen Klassifikation der Diatomeen genutzt. Nach der Symmetrie unterscheidet man zwei
Ordnungen, die rotationssymmetrischen Centrales und die bilateralsymmetrischen Pennales
(SITTE et al., 1991). Abbildung 2.1 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme der Zell-
wand der marinen Diatomee Cylindrotheca fusiformis aus der Ordnung der Pennales. Die
Bilateralsymmetrie ist bei C. fusiformis nicht ohne weiteres ersichtlich, da die beiden sich
uberlappenden Schalenhalften (Thecen) in Richtung der L&ngsachse umeinander gewunden
sind, was an den umlaufenden SiO,-Béandern gut zu erkennen ist.

Abbildung 2.2a zeigt den schematischen Aufbau der Zellwand von C. fusiformis. Die obere
Schalenhdlfte ist die Epitheca, die etwas kleinere, untere die Hypotheca. Jede Theca ist aus
der Epi- bzw. Hypovalva und den sich daran anschlieenden silifizierten Grtelbédndern auf-
gebaut. Jede Valva besteht aus einer so genannten Raphe und den sie einschlieBenden nicht
silifizierten Bereichen. Die Bildung der Valva (auBer nach der geschlechtlichen Teilung im-
mer einer Hypovalva) und der Gurtelbander geschieht in speziellen Zellkompartimenten, den
Slica Deposition Vesicles (SDV), deren Entstehung an die Mitose geknipft ist. Durch

Exocytose, welche bei einer Valva fast die gesamte Flache einer Zelle betrifft, gelangen die

Abb. 2.1: Transmisionselektronenmikroskopische Aufnahme der Zellwand von Cylindrotheca
fusiformis. Parallele Reihen von SiO,-Bander laufen entlang der Langsachse um die Zelle. Der

Balken entspricht 2,5 um (aus KROGER et al., 1999)
3



2. Biologische Zusammenhange

Zellwandbestandteile an ihren extraplasmatischen Bestimmungsort (VOLCANI, 1981). Die Ge-
samtheit der Gurtelbander bilden das Cingulum. Die Giirtelbander des Uberlappungsbereiches
von Epi- und Hypotheca werden als pleurale Bander bezeichnet.

Der molekulare Mechanismus der speziesspezifischen Musterbildung wird momentan noch
nicht gut verstanden, obwohl er fur die Nanotechnologie von grofRer Bedeutung waére. Ein
vorgeschlagenes Modell geht davon aus, dass Proteine und/oder Polysaccharide eine organi-
sche Matrix innerhalb des SDVs bilden, welche die SiO>-Morphogenese steuert (HECKY et al.,
1973; ROBINSON & SULLIVAN, 1987; PICKETT-HEAPS et al., 1990; KROGER €t al., 1994). Die
Charakterisierung solcher Matrixkomponenten wird dadurch erschwert, dass es bisher noch
nicht moglich war, die SDVs zu isolieren. Allerdings gelang es KROGER et a. (1994, 1996)
mehrere Zellwandproteine zu isolieren.

Die erste entdeckte Proteinfamilie ist die der mit EDTA (Ethylendiamintetraethylammonium)
von der isolierten Zellwand extrahierbaren Frustuline (KROGER €t al., 1994, 1996). Dies sind
kalziumbindende Glycoproteine, die sich auf der Oberflache der Zellwand befinden. Frustu-
line wurden auch in einer weiteren Diatomeenart der Ordnung Pennales gefunden. Alle
Frustuline enthalten mindestens zwei hoch konservierte so genannte ACR-Doménen. ACR
bezeichnet saure cysteinreiche Domanen, welche vermutlich ein EF-Handmotiv ausbilden
(KROGER €t d., 1994).

Zusétzlich gibt es weitere organische Zellwandbestandteile, welche nicht mit EDTA und SDS
(Sodiumdodecylsulfat) extrahierbar sind, die also fester an bzw. in der Zellwand verankert
sind (KROGER et al., 1997). Diese werden erst nach Auflésung der Zellwand mit wasserfreier
Flussséure (HF) freigesetzt. Dies sind die Proteinfamilie der Pleuraline (friher HEPs, HF-

extrahierbare Proteine, KROGER et al., 1997; KROGER & WETHERBEE, 2000, siehe Abschnitt

a Epivalva b

Raphe

Rapheband Epitheca

Cingulum Teilungs-

- furche

:|pleurc|Ie Bdnder
nicht silifizier-
te Region Fibula

Hypotheca

Hypovalva

Abb. 2.2: Schematische Darstellung einer Zellwand von C. fusiformis im Querschnitt (a) und (b)
einer Diatomee im Stadium der Zellteilung (nach KROGER & WETHERBEE, 2000)
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2. Biologische Zusammenhange

2.2 und 2.3), die Silaffine (KROGER €t al., 1999, 2001, 2002) und verschiedene Polyamine
(KROGER et d., 2000). Silaffine sind polykationische Peptide mit posttranslational modifi-
zierten Aminosaureresten. Eine der gefundenen Modifikationen besteht in der Bindung von
Polyaminen an die Seitenketten von Lysinresten (Kroger et al., 2001). Sowohl die Polyamine
(Kroger et al. 2000), wie auch die Silaffine (KROGER et a., 2001) katalysieren in vitro die
SiO,-Prazipitation aus Kieselsdureldsungen. In vivo steuern beide vermutlich die Morpho-
genese der SiO»-Strukturen (KROGER et al., 2000, 2001, 2002), wobei die Phosphorylierung
von Serin- und Hydroxylsinresten von wesentlicher Bedeutung ist. Daraus leitet SUMPER
(2002) ein neues Modell der Phasenseparation zur Nanostrukturierung des amorphen SIO, in
Diatomeen ab.

2.2 DiePleuralineund ihre Beteiligung an der Differenzierung der
Theca von Cylindrotheca fusiformis

Die Mitglieder der Familie der Pleuraline sind nicht durch EDTA- und SDS-Behandlung aus
der isolierten Zellwand extrahierbar, sondern werden erst nach Auflésung der SiO,-Bestand-
teile der Frustel mit wasserfreier Flusssaure freigesetzt. In EDTA/SDS behandelten Zellwén-
den sind die Pleuraline dem Verdau durch Pronase zuganglich. Dies zeigt, dass die Pleuraline
nicht physikalisch in die Zellwand eingeschlossen sind, sondern sich auf der Oberflache der
Zellwand befinden (KROGER et a., 1997). Deshalb kann man annehmen, dass die Pleuraline
uber kovalente Bindungen mit der Zellwand verkniipft sind, zum Beispiel tber Zucker durch
O-glykosidische Bindungen oder durch Phosphodiesterbindungen, welche beide durch HF
gespalten werden (MORT & Lamport, 1977). Eine andere Mdglichkeit ist die von HECKY et al.
(1973) und von LoBEL et al. (1996) vorgeschlagene Bindung zwischen OH-Gruppen der
Pleuraline und Silanolgruppen des hydratisierten SiO, (KROGER et a., 1997).

Alle drel beschriebenen Mitglieder der Pleuralinfamilie zeigen den gleichen modularen Auf-
bau (s. Abb. 2.3) aus einer N-terminalen Prasequenz (Aminosauren (AA) 1-4 in Pleuralin-1),
einem prolinreichen Bereich (AA 46-82, 65 % Proline in Pleuralin-1), 3 bis 5 prolinreichen
PSCD-Domaénen (87 bzw. 89 AA lang), welche in Abschnitt 2.3 eingehend beschrieben wer-
den und einer fir jedes Pleuralin unterschiedlichen C-terminalen Doméne (AA 576-946,
7,5% Proline in Pleuralin-1, KROGER €t a., 1997). Die Sequenz der Pleuraline zeigt keine

/D—T- 1 2 - 3 4 - 5

1

N-terminale prolinreicher PSCD-Domdnen C-terminale Domdne
Présequenz Bereich

Abb. 2.3: Schematischer Aufbau des Pleuralin-1 von C. fusiformis (nach KROGER et al., 1997)



2. Biologische Zusammenhange

signifikante Sequenzhomologie zu anderen Proteinen in den géngigen Datenbanken. Pleura-
line sind mit einem berechneten pl < 4 stark negativ geladen (KROGER & SUMPER, 1998).
Posttrandlationale Modifikationen (Saccharide werden durch HF-Behandlung abgespalten)
wurden nicht untersucht. Der Name Pleuraline beschreibt ihr Vorkommen auf der inneren
Oberflache der pleuralen Bander der Epitheca (vgl. Abb. 2.2), welches durch Immunlokalisa-
tion bestimmt wurde (KROGER et d., 1997).

Die Funktion der Pleuraline ist noch nicht vollstdndig verstanden, allerdings wurde durch
Immunlokalisation ihre Beteiligung an der Differenzierung der Theca gezeigt (KROGER &
WETHERBEE, 2000), weshalb in Abb. 2.4 ein kurzer Uberblick tber den Zellzyklus von C.
fusiformis gegeben wird. Einen ausfihrlichen Uberblick tiber die Zellwandbildung gibt z.B.
Volcani (1981). Nach der Zellteilung wird in beiden Tochterzellen ein SDV gebildet, in dem
eine neue Hypovalva entsteht. Die sich vergroRernden Zellen wandern auseinander, so dass
jede Tochterzelle eine alte Theca erhélt, die zu einer Epitheca wird und eine neue, aus dem
SDV exozytierte Hypovalva. Nach der Trennung beider Zellen wachsen die Protoplasten, wo-
bei die Frustel durch die Anlagerung neuer Girtelbdnder am Rand der neuen Hypotheca ver-
grolert wird. KROGER und WETHERBEE (2000) haben gezeigt, dass die Pleuraline niemalsim
SDV vorkommen, sondern wéhrend der Zellteilung in die Teilungsfurche (vgl. Abb. 2.2)

Epivalve

Epitheca ~YPlasma-
membran }

Cytosol

B&nder

Hypovalva

-
a—
&

(4)

Abb. 2.4: (a) zeigt den Zellzyklus einer Diatomee, (b) ihren schematischen Aufbau aus dem
Protoplasten und der sie vollstandig umgebenden Frustel (vgl. Abb. 2.2). (1) Cytokinese und Bil-
dung des Valva-SDV in jedem Protoplasten. (2) Wachstum der SDV und Bildung einer neuen
Hypovalva innerhalb des SDV. (3) Exocytose der neu gebildeten Valven. (4) Trennung der bei-
den Tochterzellen. (5) Aufeinander folgende Bildung und Sekretion der Gurtelbander. (6) DNA-
Replikation (aus KROGER et al., 2000)
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2. Biologische Zusammenhange

exocytiert werden. VVon dort wandern sie an die innere Oberflache der pleuralen Bander der
Epitheca und sind dort wahrend des gesamten Zellzyklus (einschlieBlich der Interphase)
nachweisbar. Das organische Material im Uberlappungsbereich verbindet Epi- und Hypotheca
fest miteinander, um eine Grenze als Schutz des Protoplasten zu bilden. Wahrend der Cytoki-
nese muss diese allerdings kontrolliert gelockert werden (WATERKEYN & BIENFAIT, 1987).
Deshalb spekulieren KROGER und WETHERBEE (2000), dass Serin- und Threoninreste der
Pleuraline auf der Epitheca durch O-glykosidische Bindungen mit Hydroxylgruppen einer
vermuteten callosischen Schicht auf der Hypotheca fest verbunden sind. Wahrend der Zell-
teilung wirde diese Schicht dann abgebaut werden. Allerdings sind noch keine organischen
Komponenten spezifisch fur die Hypotheca identifiziert worden, ebensowenig wie die Glyko-

sylierung der Pleuraline.

2.3 Die Proteindoméane PSCD4 aus Pleuralin-1

Im Rahmen dieser Arbeit wird die PSCD4-Doméne aus dem 100 kDa schweren Protein
Pleuralin-1 (ehemals HEP200, KROGER et al., 1997) NMR-spektroskopisch (Nuclear Magne-
tic Resonance) charakterisiert. Das namengebende Merkmal der PSCD-Doménen (entspre-
chend dem Einbuchstabencode der AA) ist die Haufigkeit der Aminoséurereste Prolin (22 %),
Serin (11 %), Cystein (11 %) und Aspartat (9 %). Zusammen machen sie tber 50 % der Ami-
nosauren jeder Domane aus. In Abbildung 2.4 ist die Sequenz der 5 PSCD-Domanen aufge-
tragen. Man erkennt, dass die aus 87 bzw. 89 Aminosauren aufgebauten Domanen sich in der
Sequenz stark dhneln. Sie zeigen 73 bis 91 % Sequenzidentitat zueinander. Sie alle besitzen
10 Cysteinreste, deren Position konserviert ist. Die PSCD-Doménen 3 und 4 folgen direkt
aufeinander, die Doménen 1 und 2, 2 und 3 sowie 4 und 5 sind durch kurze Sequenzen von 5,
11 bzw. 28 Aminosdaureresten getrennt (KROGER €t al., 1997).

Die Sequenz der PSCD-Domanen sind aus der DNA-Sequenz des Pleuralin-1-Gens abgelei-
tet. Deshalb ist nicht bekannt, ob die PSCD4-Domane posttranslationale Modifikationen wie

Glykosylierungen oder ungewohnliche Aminosaurereste wie Hydroxyproline enthélt.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 89
PSCD4 EPSSQPSDCG EVIEECPIDA CFLPKSDSAR PPDCT--AVG RPDCNVLPFP NNIGCPSCCP FECSPDNPMF TPSPDGSPPN CSPTMLPSP
PSCD1 N¥*****E*A D¥LA**k*k**E Xk *k*kY**¥ASk **Q*k[——SF* **k*k*kDA**Th QN ANA*XRIk*A Tr*kR¥kkkkk kkkkkkhk kT Fdkkkh*TN
PSCD2 **xkkAkkkkk *kkkkk*k[, kT Kkk*kThkkDPhk *kkhkkko—kkk khkkDkkkdkk kAT AR*AKKk* kokkkkkkkkd khkkkkhdkhkk khkkkkrkTk
PSCD3 A*****k*kQkA **kkQk k¥ *¥E Kk *kkYGr* Sk AL*k*k kDDA *N ***k kDA **kTh QFKNK*A**A **kkR¥kkdkkk hkkhkhhhk ok *hkkkMrrk

PSCD5 Q¥*****E*A D¥LAL**Y*T ***k*kFD*¥*Sk ***x**¥DPS*N ****DK*STA IDFT**Th*% TQrR¥kkkkk Shkkkhkkk\V FkkkhMhhk

Abb. 2.4: Sequenzvergleich der 5 PSCD-Domanen des Pleuralin-1. Die PSCD-Domaénen sind
entsprechend ihrer Position zum N-Terminus im Pleuralin-1 nummeriert. Sterne kennzeichnen
Aminosauren, welche mit denen der in dieser Arbeit untersuchten PSCD4-Doméane identisch
sind. Die Positionen der 10 konservierten Cysteine sind durch graue Balken unterlegt (nach
KROGER et al., 1997) 7
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3 Material und Methoden

3.1 Probenpréaparation

3.1.1 PSCD4-Proben

Die NMR-Messungen wurden an einem 112 Aminosduren langen HissPSCD4-Konstrukt
durchgefuhrt. Dieses wurde von Herrn Gerhard Lehmann in der Gruppe von Herrn Prof.
Sumper (Universitat Regensburg) kloniert und in E. coli Uberexprimiert (WENZLER et al.,
2001). Die Sequenz des HissPSCD4 ist in Abb. 3.1 gezeigt. Zur Expression von °N- bzw.
15N-13C-isotopenmarkiertem Protein wurden die E. coli Zellen in M9-Medium (SAMBROOK et
al., 1989) mit N-Ammoniumchlorid bzw. **N-Ammoniumchlorid und **Cg-D-Glucose
angezogen. Die NMR-Messungen erfolgten in einem 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6,5)
mit einer Proteinkonzentration von ca. 10 mg/ml und 10 % D,0. Zusétzlich enthielt die Lo6-
sung 0,1 mM EDTA, 1 mM NaNgz, 1 uM Leupeptin, 1 uM Pepstatin, 1 uM BPTI (Bovine
Pancreatic Trypsin Inhibitor) und als interne Referenz 0,1 mM DSS (4,4-Dimethyl-4-
Silapentan-Sulphonséure). Der pH-Wert der Proben wurde mit einem Knick-761-pH-Meter
unter Verwendung einer 3-mm-Glaselektrode gemessen, ohne den Isotopeneffekt des Deuteri-
ums in den Proben zu beriicksichtigen. Durch Zugabe von NaOH bzw. HCI wurde der pH-
Wert gegebenenfalls korrigiert. NMR-Proben in D,O wurden durch zweimalige Gefrier-
trocknung und anschlieBende Aufnahme des Proteins in DO erhalten. Alle Messungen er-
folgten bei T = 298 K. Fur Zeitrdume langer als 5 Tage zwischen einzelnen Messungen
wurden die Proben bei —20 °C aufbewahrt.

Fir die Messungen der Restdipolkopplungen in anisotroper Losung wurde zu der °N-
markierten Probe 7,5% "/, des Bicellsystems DIODPC/CHAPSO/CTAB (4,3:1:0,1;

CAVAGNERO et al., 1999) gegeben.

1 10 20 30 40 50
SRCIEERET MMPSPEPSSQ PSDCGEVIEE CPIDACFLPK SDSARPPDCT

60 70 80 90 100
AVGRPDCNVL PFPNNIGCPS CCPFECSPDN PMFTPSPDGS PPNCSPTMLP

110
SPSPSAVTVP LT

Abb. 3.1: Sequenz der rekombinanten HissPSCD4-Doméne, welche in den NMR-Untersuchun-
gen verwendet wurde. Die PSCD4-Domane ist mit schwarzen Buchstaben dargestellt, zusatzli-
che Aminosauren aus Pleuralin-1 in Grau. Inverse Buchstaben kennzeichnen ein fir die Expres-
sion und Aufreinigung ligiertes Peptid. Die im Weiteren verwendete Nummerierung der Amino-
sauren bezieht sich auf diese Abbildung 8
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3.1.2 HPr-Proben

Die Messungen von Wildtyp-HPr-Protein (Histidine-Containing Phosphocarrier Protein) aus
Staphylococcus carnosus erfolgte an den NMR-Proben von GORLER et a. (1999) bel T =
298 K.

3.1.3 BPTI-Proben

BPTI (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) wurde in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,2,
0,1 mM EDTA, 0,1 mM DSS in 500 pL 95 % H,0/5 % D,0 angesetzt. Partielle Orientierung
wurde durch Zusatz von 3 bis 9% "/, des Bicellsystems DMPC/DHPC/CTAB (3:1:0,1 "/y)
(VOLD & PROSSER, 1996; OTTIGER & BAX, 1998; LOSONCzI & PRESTEGARD, 1998) erreicht.
Die Messungen der COSY-Experimente wurden bei T = 308 K durchgefuhrt, die der
MOCCA-SIAM-Experimente bei T = 305 K.

3.1.4 Verwendete Chemikalien

Die Lipidkomponenten der eingesetzten Bicellsysteme sowie die **C-Glucose und N-Am-

moniumchlorid wurden von folgenden Herstellern bezogen:

Verbindung Hersteller
CHAPSO Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA
DIODPC Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
DHPC Larodan AB, Malmd, Schweden
DMPC Larodan AB, Malmd, Schweden
CTAB Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
13CE;-D-GIucose Martek Biosciences Corporation, Columbia, USA
*N-Ammoniumchlorid Martek Biosciences Corporation, Columbia, USA

Alle weiteren Chemikalien wurden (wenn nicht anders vermerkt) von der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland) mit Reinheitsgrad p.a. bezogen. Die Lésungen wurden mit entioni-

siertem und filtriertem Wasser (Millipore) hergestellt.

3.2 Spektrenaufnahme und -auswertung

Die Spektren wurden an Bruker DMX500-, DRX600- bzw. DMX800-Spektrometern mit ei-
ner Protonenresonanzfrequenz von 500,13, 600,13 bzw. 800,13 MHz und der Software
XWINNMR 2.6 (Bruker, Karlsruhe) aufgenommen. Die Temperatureinstellung der Spek-

trometer wurde mit Ethylenglykol als externer Referenz (RAIFORD et al., 1979) tberprift.
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Die Aufnahme der dreidimensionalen (3D) Spektren erfolgte in der Regel mit 1024 Daten-
punkten in der direkten *H-Dimension, mit 64 Datenpunkten fiir den an das direkt detektierte
Proton gebundenen *°N bzw. **C, wobei die Frequenzunterscheidung mit der Echo-Antiecho-
Methode (SCHLEUCHER et al., 1994) erfolgte. Die zweite indirekte Dimension (*H bzw. *3C)
wurde mit 128 Datenpunkten und mit TPPI (Time Proportional Phase Incrementation;
MARION & WUTHRICH, 1983) oder States-TPPI (MARION et a., 1989) zur Frequenzunter-

scheidung aufgenommen.

3.2.1 Zuordnung der chemischen Verschiebung und Vorhersage von
kanonischen Sekundarstrukturelementen der PSCD4-Domaéane

Eine gute Ubersicht tiber die Zuordnungsstrategien der chemischen Verschiebungen in Pro-
teinen und die dabei verwendeten NMR-Experimente geben SATTLER et al. (1999). Alle
Spektren fir die Zuordnung der PSCD4-Domane wurden bei 600,13 MHz Protonenresonanz-

frequenz und T = 298 K aufgenommen.

Zuordnung der Hauptkette

Die sequentielle Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Atome des Proteinriickgrats
erfolgte mit den folgenden heteronuklearen Experimenten: *H->N-HSQC (MULLER, 1979;
BAX et a., 1990; KAY et a., 1992), HNCA (KAY, et a., 1990; GRzESIEK & BAX, 1992,
STONEHOUSE et d., 1995), CBCA(CO)NH (GRzeSIEK & BAX, 19923, 1993), HBHA(CO)NH
(GRZESIEK & BAX, 1993, MUHANDIRAM & KAY, 1994), H-"*N-TOCCSY HSQC (Mischzeit
100 ms; Bax & DAvis, 1985; KAy et d., 1992), *H-">"N-NOESY HSQC (Mischzeit 100 ms;
Marion et a., 1989a; KAy et al., 1992). Aufgrund der hohen Anzahl von Prolinresten im
HissPSCD4 wurde das Prolin-editierte CDCA(NCO)CAHA-Spektrum (BOTTOMLEY €t al.,
1999) aufgenommen. Die Zuordnung der Carbonylverschiebungen erfolgte mittels des
HNCO- (KAy et a., 1990; GRzEsIEK et a., 1992; STONEHOUSE et a., 1995) und des
HACACO-Experimentes (KAY et a., 1990).

Zuordnung der Seitenketten

Die chemischen Verschiebungen der H® und CP der Seitenkettenatome wurden aus den eben-
falls flr die sequentielle Zuordnung verwendeten CBCA(CO)NH- und HBHA(CO)NH-Expe-
rimenten bestimmt. Zur Bestimmung der chemischen Verschiebungen der restlichen aliphati-
schen C-Atome und der direkt daran gebundenen Protonen dienten das H(C)CH-TOCSY-
(KAy etal., 1993) , das (H)CC(CO)NH-TOCSY- (MONTELIONE et al., 1992; CARLOMAGNO et
al., 1996; SATTLER et al., 1999) und das H(CC)(CO)NH-TOCSY-Experiment (MONTELIONE

10
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et a., 1992; SATTLER et al., 1999). Mehrdeutige oder fehlende Zuordnungen, speziell fur die
Prolinreste wurden teilweise wéhrend der Zuordnung der NOESY-Spektren (s. 3.2.2) geklart
bzw. erhalten. Die chemischen Verschiebungen der Seitenketten CO- und NH,-Gruppen der
Asparagin- und Glutaminseitenketten sind dem HNCO bzw. dem HNCA-Spektrum entnom-
men, die der Carboxygruppe der Aspartat- bzw. Glutamatseitenkette dem HACACO-
Experiment. Die N*-Verschiebungen der Argininreste wurden mit Hilfe des HNCA-Spek-
trums bestimmt. Die in D,O bei einer Protonenresonanzfrequenz von 800,13 MHz aufge-
nommenen *H-'H-NOESY- (JEENER et al., 1979; KUMAR et al., 1980) und *H-'H-TOCCSY-
Experimente (BRAUNSCHWEILER & ERNST, 1983; Bax & DAvis, 1985), sowie das *H-C-
NOESY-HSQC-Spektrum (Mischzeit, 100 ms; SCHLEUCHER et al., 1994) wurden zur
Zuordnung der Ringprotonen der Aromatenseitenketten verwendet. Das *H-'H-NOESY-
Experiment wurde mit einer dem NOESY vorgeschalteten TOCSY-Mischsequenz aufge-
nommen, so dass Differenzen der chemischen Verschiebungen zwischen NOESY und
TOCSY aufgrund einer Probenerwdrmung durch die Pulse der MLEV17-TOCSY-Mischse-
quenz eliminiert werden. Die TOCSY-Mischzeit betrug 80 ms, die Mischzeit fur den
NOESY-Transfer 65 ms.

Vorhersage von Sekundarstrukturelementen

Die chemische Verschiebung eines Spins enthélt Informationen tber seine chemische Umge-
bung und die lokale Konformation des Molekiils. Statistische Analysen an Peptiden und Pro-
teinen haben gezeigt, dass die chemischen Verschiebungen einiger Hauptkettenatome eine
starke Abhangigkeit von der Sekundarstruktur des Proteinrlickgrats besitzen (SzIAGYI &
JARDETZKY, 1989; PASTORE & SAUDEK, 1990; WISHART et a., 1991). Deshalb wurden die
Abweichungen der chemischen Verschiebung von den Werten des entsprechenden Kerns in
einem ungefalteten Hexapeptid (so genannte Random-Coil-Verschiebung) analysiert. Dabei
beobachtet man fiir die chemischen Verschiebungen der C%-, CP- und C*-Kerne eine Tieffeld-
verschiebung relativ zu den Random-Coil-Werten, wenn sie in helikalen Strukturen vorliegen,
hingegen eine Hochfeldverschiebung in B-Faltblattern. Die H®-Verschiebungen zeigen ein
umgekehrtes Verhalten. Die chemischen Verschiebungen fur Reste, denen ein Prolin folgt,
wurden wie von WISHART et al. (1995a) vorgeschlagen korrigiert, da sie sonst das Vorliegen
eines [B-Faltblattes vorspiegeln. Zur Quantifizierung dieser Abweichungen und zur Vorher-
sage von kanonischen Sekundarstrukturelementen wurde das Computerprogramm CSI (Che-
mical Shift Index) von WISHART et al. (1994) verwendet.

Ein anderer Ansatz zur Vorhersage von Sekundarstrukturelementen aus den chemischen Ver-

schiebungen von C%-, CP-, C*-, H%-und HM-Kernen, bei denen die Diederwinkel @ und ¥
11
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abgeleitet werden, liegt dem Computerprogramm TALOS zugrunde (CORNILESCU et al.,
1999). Die Diederwinkel @ und &, welche die Konformation des Proteinriickgrats festlegen,
nehmen in kanonischen Sekundéarstrukturelementen nur bestimmte Werte an (RAMACHAN-
DRAN et al., 1963). Im Programm TALOS werden durch eine Datenbanksuche homologe Be-
reiche (Tripeptide) in Proteinen mit bekannter Struktur gesucht. Fur die 10 besten Treffer,
dass heiRt homologe Aminosduren und gute Ubereinstimmung zwischen den gemessenen
chemischen Verschiebungen des Proteinriickgrats und denen der homologen Tripeptide aus
der Datenbank, werden die Winkel @ und & der mittleren Aminosaure ausgegeben. Wenn
diese Wertepaare in einem engen Bereich des Ramachandran-Diagramms zusammenfallen,
nimmt man an, dass die beiden Diederwinkel fur diese Aminosdure im zu untersuchenden
Protein ebenfalls in diesem Bereich liegen und man sie dann sogar als Einschrankungen fir

die Strukturrechnung verwenden kann.

3.2.2 Bestimmung von Einschrankungen fir die Strukturrechnung der
PSCD4-Domane

Abstandsinfor mationen aus NOESY -Spektren

Die wichtigsten Informationen fiir die Strukturbestimmung mittels NMR-Spektroskopie sind
die Abstandsinformationen zwischen Protonenpaaren (WUTHRICH, 1986). Die Quelle flr
diese Informationen ist die Messung des Kernoverhausereffekts (Nuclear Overhauser Effect,
NOE; OVERHAUSER, 1953; NOGGLE & SHIRMER, 1971). Der Kernoverhausereffekt beruht auf
dem Polarisationstransfer zwischen dipolar gekoppelten Protonen, wenn die Population eines
oder mehrerer Spins gestort wird. Die zeitliche Anderung der Magnetisierung in einem Sys-
tem aus 2 Spins mit einem Kernspin von % kann durch folgende Ratengleichungen beschrie-

ben werden (HAUSSER & KALBITZER, 1989):

szA__ A naAY B_nqB

a PAM; =M =0,s(M; =My) [3.1]
dmv B

dtz :_pA(MzB_M(;B)_UAB(MzA_MoA) [3.2]

Hierin sind pa und ps die Spin-Gitter-Relaxationsraten der Kerne A und B, gag die Kreuzre-
laxationsrate zwischen den beiden und Mg die Gleichgewichtsmagnetisierung im thermischen
Gleichgewicht. Fir ein isoliertes Zwei-Spin-System ist die Intensitdt des NOE-Signals pro-
portional zum Produkt aus der Mischzeit 7, und der Kreuzrelaxationsrate. Die Kreuzrelaxati-
onsrate ist proportional zum Inversen der sechsten Potenz des Abstandes rag zwischen den

beiden Kernen (CAVANAGH et al., 1996):

12
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| OT, g 012 [3.3]

Die Annahme des isolierten Zwei-Spin-Systems ist nur fur sehr kurze Mischzeiten exakt. Fur
die hier verwendete Mischzeit 7, = 100 ms mussten eigentlich noch weitere Effekte wie die
Spindiffusion und der Ricktransfer der Magnetisierung berticksichtigt werden, welche die Si-
gnalintensitat verfélschen konnen. Dies wird durch die Verwendung eines experimentellen
Fehlers der ermittelten Abstande in der Strukturrechnung berucksichtigt.

Zur Strukturrechnung wurden Abstandsinformationen aus dem *H-*N- und dem H-*C-
NOESY-HSQC-Spektrum, jeweils bei 600,13 MHz *H-Resonanz (T = 298 K) aufgenommen,
verwendet. Die Eichung der Abstidnde auf die beobachteten Signalintensititen erfolgte auf
sequentielle HY-HM-Distanzen (zwischen direkt benachbarten Aminoséuren, ca. 0,22 nm) fiir
das N-editierte Experiment und intraresiduale HP*-HP*-Distanzen (ca. 0,22 nm) im *C-
editierten Spektrum. Der Fehler wurde mit £35% angenommen, wobei als untere Grenze
(Abstand — Fehler) der van-der-Waals-Abstand von 0,18 nm verwendet wurde.

Die Zuordnung der NOE-Signale erfolgte manuell. Zur Unterstutzung der manuellen Zuord-
nung wurden wéhrend aller Stadien der Strukturbestimmung aus den berechneten Strukturen
(s. 3.3) mit dem Computerprogramm RELAX (GORLER & KALBITZER, 1997) NOESY -Spek-
tren zurlickgerechnet. Die vom Programm RELAX riickgerechneten und zugeordneten
Spektren wurden dann mit den experimentellen Spektren verglichen, um Mehrdeutigkeiten

der manuellen Zuordnung zu eliminieren.

Wasserstoffbrickenbindungen

Wasserstoffbrickenbindungen spielen eine Schlisselrolle fur die Faltung und Stabilisierung
von Proteinen (JEFFREY & SAENGER, 1991). DINGLEY und GRzESIEK (1998) konnten in
Watson-Crick-Basenpaaren in einer RNA-Doppelhelix erstmals Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen zwei N-Atomen, die als H-Akzeptor bzw. H-Donor wirken, durch Messung
ihrer skalaren Kopplung mittels NMR-Spektroskopie direkt nachweisen. Diese skalare *"Jun-
Kopplung betrégt ca. 7 Hz und zeigt, dass Wasserstoffbriickenbindungen in gewissem Mal3e
den Charakter einer kovalenten chemischen Bindung tragen.

Zwischen den in Proteinen an den Wasserstoffbriickenbindungen beteiligten Atomen N und
C* des Proteinriickgrats ist die skalare *"Jyc-Kopplung nur 0,3 bis 0,8 Hz groR (CORDIER &
GRZESIEK, 1999; CORNILESCU et al., 1999a). Diese kleine Kopplung reicht aber aus um einen
Magnetisierungstransfer zwischen den beiden Atomen der Wasserstoffbriickenbindung zu
beobachten, indem man die Transferzeit von normalerweise 16,5 ms (1/4 1JNc) deutlich ver-
langert. Um die Signale zwischen dem N- und dem C‘-Atom der VVorganger-Aminosaure zu

minimieren, welche eine Kopplung *Juc = 15 Hz besitzen (JURANIC et al., 1996), wird eine
13
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Transferzeit von 1/(*Jnc) = 66 ms verwendet. Zur Uberpriifung, ob die Signale wirklich auf
Transfer Uber eine Wasserstoffbriickenbindung beruhen und nicht tber die Kopplung des C*
des VVorgéngers, wurde ein Kontrollexperiment mit 16,5 ms Transferzeit aufgenommen.

Aufgrund der starken Relaxation wéhrend der langen Transferzeit wurden fir das H(N)CO-
Experiment 312 FIDs aufaddiert (Scans), wobei eine Datenmatrix von 512 x 1024 Punkten

aufgenommen wurde.

Winkelinformationen aus den 3JyN ya- und den 3Jyan-K opplungen

Die Konformation des Riickgrats von Polypeptiden wird vollstdndig durch Angabe der beiden
Diederwinkel @ und ¥ beschrieben (RAMACHANDRAN et al., 1963). Von KARPLUS (1959)
wurde ein semi-empirischer Zusammenhang zwischen solchen Diederwinkeln und der skala-
ren 3J-Kopplung tber die 3 den Winkel aufspannenden Bindungen, die so genannte Karplus-
Kurve, beschrieben:

J = Acos?(¢p+6) + Bcos(p+8) +C [3.4]

@ist der Diederwinkel, A, B, C und &sind Parameter, welche fur den jeweiligen Diederwin-

kel (z.B. ®)mit Hilfe der zugehorigen 3J-Kopplung und bekannten NMR- oder Kristallstruk-
turen bestimmt werden miissen. Fiir den Winkel @ und die *JyNya-Kopplung bzw. fir ¢ und

3J4an wurden folgende Parametrisierungen von WANG und Bax (1996 bzw. 1995) verwendet:

]
uN

, =6,98E0s? (@ — 60°) —1,38 [Eos(® — 60°) +1,72 [3.5]

H
3 — 2 o o
3,0, = -088[E0s? (¢ +60°) - 0,61[E0s¥ +60°) - 0,27 [3.5]

Solche 3J-Kopplungen sind als Signalaufspaltung z.B. im COSY-Spektrum (JEENER, 1971;
AUE et al., 1976) messbar, die dann mittels der Karplus-Kurve als Einschrankungen in der
Strukturrechnung verwendet werden kénnen. Allerdings kommt es bei grélReren Proteinen im
COSY-Spektrum aufgrund der Linienbreite zur teilweisen Ausléschung der durch die J-
Kopplung aufgespalteten Signale. Die Bestimmung der Kopplungskonstante ist oft fehlerhaft,
da die Signalaufspaltung eine Funktion von Kopplung und Linienbreite ist (NEUHAUS et al.,
1985; LUDVIGSEN et al., 1991; SMITH et al., 1991). Kirzlich wurde ein Verfahren entwickelt,
bei welchem die Gesamtintensitit des Spektrums in die Bestimmung der Kopplung eingeht
(ACME, Amplitude-Constrained Multiplet Evaluation, DELAGLIO et al., 2001).

In gréReren Proteinen ist die Qualitdt des Spektrums oft wegen der oben genannten Aus-
I6schung gering. Des Weiteren wird die Auswertung und eindeutige Zuordnung der Multi-
pletts durch Signalliberlagerungen erschwert. Deshalb wurden die oben genannten Kopplun-

gen aus E.COSY-Spektren (Exclusive Correlation Spectroscopy, GRIESINGER et al., 1985)

14
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entnommen. Im E.COSY erhalt man besonders einfache Kopplungsmuster, wobei alle Signale

Inphase-Signale sind. In Abb. 3.1 ist ein typisches Kopplungsmuster aus dem HNCA-
E.COSY zur Bestimmung der *JyNya-Kopplung (SEiP et al., 1992; Cal et al., 1999), gemessen

am HissPSCD4, gezeigt. In der indirekten **C-Dimension ist das Signal durch eine zusétzliche
groRe Kopplung zu einem dritten Kern, die *J4aca-Kopplung (ca. +140 Hz), aufgespaltet, so
dass die beiden durch 'JcacB (ca. +35 Hz) weiter aufgespalteten Dubletts sich nicht tiberla-

gern. Aus diesem Grund kann die 3JNya-Kopplung direkt als Differenz der Signalpositionen

in direkter Dimension (*H) bestimmt werden.

Zur Bestimmung der 3J.an-Kopplungen wurde das HCACO[N]-E.COSY (WANG & BAX,
1995) verwendet. Hierbei erfolgt die E.COSY-Aufspaltung durch die *Jyc-Kopplung (<15
Hz). Das Spektrum wurde mit einer Auflésung von 0,59 Hz / Punkt fiir *H®, 2,1 Hz / Punkt
fur °C und 42,4 Hz / Punkt fir **C® und 16 Scans pro FID aufgenommen. Die Signalpositio-
nen wurden beim HCACO[N]-E.COSY mit der in XWINNMR 2.6 implementierten Routine

bestimmt.

Restdipolkopplungen
Raumlich anisotrope GrolRen wie die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung oder die
Anisotropie der chemischen Verschiebung werden normalerweise in der Flissigkeits-NMR

durch schnelle isotrope Bewegungen zu null ausgemittelt. Diese GroRen enthalten anderer-

S,/ ppm
3 E 51,50
JyNye= 7,0-Hz 3
S |« F
= 52,00
< = £ 52,50
J - - 53,00
H(Xc(x E
CE;% E 53,50
Joouch :
= - "=t 5400

8,55 8,50 8,45 8,40 8,/ ppm

Abb. 3.1: Ausschnitt aus dem HNCA-E.COSY-Spektrum (600,13 MHz) von 0,8 mM HisgPSCD4
in einem 10 mM Natriumphosphatpuffer (90% H,O, 10% D,0, pH 6,5, T = 298 K). Gezeigt ist
das Kreuzsignal von Asparagin 64 bei einer *>N-Verschiebung von 120,1 ppm. Die Auflésung des
Spektrums (aufgenommen mit 8 Scans pro FID ) betragt 0,8 Hz / Punkt fir *H, 19,5 Hz / Punkt fiir
N und 7,7 Hz / Punkt fiir *C "
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seits wertvolle Strukturinformationen, die in der Festkdrper-NMR-Spektroskopie ausgenutzt
werden. Aber auch bei der NMR-Spektroskopie in Lésung haben sie durch partielle Orientie-
rung (s.u.) in den letzten Jahren stark an Bedeutung gewonnen (GAYATHRI, 1982; BASTIAAN
et al., 1987; EMSLEY, 1996; TJIANDRA & BAX, 1997). Die Restdipolkopplung zwischen zwei

Kernen 1 und 2 ist gegeben durch:
(Dy) = DlZSZZS%coszﬂ —%%%sinzﬁcoswé [3.6]

g und ¢ sind die Polarwinkel des Kernverbindungsvektors der Kerne 1 und 2 im Hauptach-
sensystem (HAS) des molekularen Orientierungstensors S; (s. Abb. 3.2). D1 ist die statische

Dipolkopplungskonstante, gegeben als:

[3.7]

Mo ist die magnetische Permeabilitat des Vakuums, y1 und y» sind die gyromagnetischen Ver-
héltnisse der Kerne 1 und 2 und h das Planck’sche Wirkungsquantum. Der Abstand ri, der
beiden Kerne wird gegebenenfalls zeitlich gemittelt, angedeutet durch die spitzen Klammern.
Der Ordnungsparameter S (0 < S< 1) beschreibt die Einfliisse intramolekularer Bewegungen,
verschieden von der Umorientierung des Gesamtmole-

kils. Relaxationsstudien am Kalteschockprotein aus z4
Thermotoga maritima (TmCsp) ergeben ein S = 0,89 £

0,03 in Bereichen der kanonischen Sekundarstruktur und

S=0,77 £ 0,07 in den beweglicheren Schleifen (KREMER, 1

5
=y

pers. Mitteilung). Der Ordnungsparameter S kann in be-
weglicheren Proteinbereichen wesentlich Kkleiner als 1
sein und folglich die gemessene Restdipolkopplung nach

unten skalieren. Der Einfluss von S muss deshalb in der  Abb. 3.2: Lage des Kernverbin-

) dungsvektors im molekilfesten
Strukturrechnung beachtet werden. Szz beschreibt den  pHayptachsensystem des Orien-

tierungstensors (aus MOGLICH,

Orientierungsgrad des Molekdls, gegeben als Mittel der 2001)

Lage des Molekuls zum Magnetfeld Bo:
2 i
IdCDJ’d@sin@@cosz o —EHD(O,CD)
§0052(9—£>= 09 P 20

. = (3

[3.9]

2 1

d® (dOsinOP(O,®
! ! snoP(6,®)

© und @ sind die Winkel zwischen den Hauptachsen des Orientierungstensors und Bay.
P(©,®) beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass das Molekil eine bestimmte Orientierung
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3. Material und Methoden

gegentiiber Bg einnimmt. Sxx, Syy und Sz sind die drei Hauptwerte des spurlosen Orientie-
rungstensors mit |Szz| = [Syy| = |Sxx|. Der Asymmetrieparameter 7 ist wie folgt definiert:

(SXXS;SW) [3.9]

Die statische Dipolkopplungskonstante fiir die hier untersuchte Dyn-Kopplung in einem

[7:

Protein betragt —24 kHz. Andererseits ist die *Jqn-Kopplung ca. 94 Hz, weshalb die zu mes-
sende Restdipolkopplung nur wenige Hertz groB sein sollte. Restdipolkopplungen dieser Gro-
Renordnung erhalt man bei Orientierungsgraden Szz von 10~ bis 1072, Zur Orientierung des
Proteins werden der NMR-Probe orientierende Medien wie Lipid-Bicell-Systeme zugesetzt (s.
3.1; TIANDRA & BAX, 1997).
Die Orientierung des Mediums wurde anhand der Aufspaltung des Deuteriumsignals von
HDO vor und nach Aufnahme des eigentlichen Spektrums tberprift und quantifiziert (FINER
& DARKE, 1974). Flr die hier verwendeten geringen Orientierungsgrade ist der Hamiltopera-
tor fur die Spin-Spin-Kopplung gegeben als:

AN = 2773, + (D iz 1o [3.10]
Dies bedeutet, dass man in einem Spektrum in anisotroper Lésung als Signalaufspaltung Jes
die Summe aus skalarer und dipolarer Kopplung beobachtet. Somit erhélt man die Restdi-
polkopplung als Differenz von Jg, bestimmt in anisotroper Losung, und der skalaren Kopp-
lung, gemessen in isotroper Lésung.
Zur Messung der Dyn-Kopplung wurde das gleiche *H-">N-HSQC-Experiment wie in 3.2.1
verwendet, welches in indirekter *>N-Dimension nicht entkoppelt wurde. Die Aufldsung be-
trug 2,0 Hz / Punkt fiir *H und 1,2 Hz / Punkt fiir die *>N-Dimension, in welcher die HN-Auf-
spaltung gemessen wurde. Das isotrope Spektrum wurde mit 40 Scans pro FID aufgenom-
men, das anisotrope mit 72.
Zur Verwendung der Restdipolkopplungen in der Strukturrechnung (s. 3.3) werden aus der
Verteilung der gemessenen Kopplungswerte die Hauptwerte des Orientierungstensors abge-
schatzt (CLORE et al., 1998).

3.2.3 Relaxationsuntersuchungen an der PSCD4-Domaéane

Die NMR-Spektroskopie ermdglicht mit Hilfe der >N-Relaxationsstudien Untersuchungen
der Dynamik von Proteinen bzw. von individuellen Amidgruppen des Proteinriickgrats auf
der Piko- bis Nanosekundenzeitskala. Fur eine ausfiihrliche Darstellung der Relaxations-

theorie sei auf die Literatur verwiesen (z.B. CAVANAGH et al., 1996; VAN DE VEN, 1995).
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Die Relaxationsuntersuchungen erfolgten alle bei 500,13 MHz Protonenresonanzfrequenz und
T=298K.

T1-Relaxation

Zur Messung der longitudinalen Ty -Relaxationszeit wurden Inversion-Recovery-'H-N-
HSQC-Spektren verwendet (FARROW et al., 1994). Die in einem refokussierten INEPT-Schritt
(Insensitive Nuclel Enhanced by Polarisation Transfer; MORRIS & Freeman, 1979; Cavanagh
et al., 1996) vom *H auf das N iibertragene Magnetisierung Sk wird durch einen 90°-Puls in
-5 Uberfihrt, welche wahrend einer variablen Zeit T relaxiert. Danach wird die verbleibende
Magnetisierung fur die Evolution in transversale Magnetisierung Uberfihrt, bevor sie zur De-
tektion Uber einen INEPT-Transfer zurlick auf das Proton transferiert wird. Zur Unterdri-
ckung von zeitabhangigen Effekten der dipolaren IS-Kreuzrelaxation und der Dipol-Dipol-
CSA-Kreuzkorrelation (Chemical Shift Anisotropie) werden die Protonen wahrend des Zeit-
intervalls T entkoppelt.

Die spektralen Breiten der T;-Messungen betrugen 11,5 ppm (Parts per Million, s. z.B.
HAUSSER & KALBITZER, 1989) in der *H-Dimension (F2) und 40 ppm in *>N-Dimension (F1).
Es wurden Datenmatrices mit 512 x 1024 Punkten und 16 Scans pro FID fir Zeiten T = 10,
20, 40, 80, 160, 160, 320, 640, 1280 und 2560 ms aufgenommen.

Die Volumina der Signale wurden mit dem Programm AUREMOL bestimmt (GEYER et al.,
1995), wobei 100 Iterationen bis zu einer Integrationsgrenze von 0,3 der maximalen Signal-
intensitat und einer maximalen Breite von 100 Hz in F1 und 75 Hz in F2 durchgefihrt wur-
den. Die aus den Spektren zur Messung von Ty erhaltenen Volumina I(t) wurden mit einer

abfallenden Exponentialfunktion angepasst:
I (t) = IBasl - (I Basl IO)* e_Rl*t [311]
Dabei ist 1o das maximale Signalvolumen ohne Relaxation, Igay €in Term, welcher Fehler in

der Basisebene berucksichtigt, t die Zeit und Ry = 1/ Ty die longitudinale Relaxationsrate. o,

Isasg Und Ry werden bei der Anpassung als freie Parameter behandelt.

To-Relaxation

Zur Messung der transversalen T,-Relaxationszeit wurden *H-"N-HSQC-Spektren mit einer
Carr-Purcell-Meiboom-Gill-Sequenz (CPMG; CARR & PURCELL, 1954; MEIBOOM & GILL,
1958) unterschiedlicher L&nge T verwendet (FARROW et al., 1994).

Dabei werden die Protonen, wahrend die durch einen refokusierten INEPT-Schritt erzeugte
Magnetisierung S relaxiert, durch eine Folge von 180°-Pulsen entkoppelt. Dabei muss der

Abstand zwischen den 180°-Pulsen kurz genug sein, um J-Kopplungseffekte zu eliminieren.
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Nach der CPMG-Sequenz und der **N-Evolution wird die Magnetisierung auf das Proton zu-
ricktransferiert und detektiert.

Die spektralen Breiten der T,-Messungen betrugen 11,5 ppm in der *H-Dimension (F2) und
40 ppm in **N-Dimension (F1). Es wurden Datenmatrices mit 256 x 1024 Punkten und 16
Scans pro FID fur variable CPMG-Dauer T = 8; 16; 24; 39,9; 63,9; 95,8; 127,7; 159,7; 159,7;
255,5; 319,4; 479 und 798,4 ms aufgenommen.

Die Integration der Volumina und die Bestimmung von T, wurden analog zu der fur T; be-

schriebenen durchgefunhrt.

Heteronuklearer NOE
Der heteronukleare N{*H}-NOE, d.h. die Auswirkung der Sattigung eines Amidprotons auf
den direkt gebundenen Stickstoff, wird durch den Vergleich von zwei Spektren gemessen,
wobei ein Spektrum mit Sattigung und ein Spektrum ohne Séttigung von *H™ aufgenommen
wird. Die NOE-Intensitét ergibt sich aus dem Verhaltnis der Volumina mit (Isy) und ohne Sat-
tigung (Ire):

NOE = I, /| zer [3.12]
Die Sattigung von *H erfolgt wahrend einer Dauer von 3 s, durch eine Abfolge von 120°-
Pulsen in einem Abstand von je 5 ms (MARKLEY et al., 1971). Die Messung der heteronuklea-
ren NOEs wurde nach FARROW et al. (1994) durchgefiihrt, wobei die FIDs fur die Spektren
mit und ohne Sattigung in einem einzigen Experiment aufgenommen wurden und anschlie-
RBend in zwei Experimente aufgetrennt wurden. Durch dieses Verfahren werden Stérungen
vermindert, da beide Experimente unter gleichen Bedingungen aufgenommen werden.
Die beiden Spektren wurden mit einer spektralen Breite von 12 ppm (*H, F2) und 53,5 ppm
(**N, F1) mit 160 x 2048 Punkten und 128 Scans pro FID aufgenommen. Die Bestimmung

der Signalvolumina erfolgte wie flr T, beschrieben.

3.2.4 Prozessierung und Auswertung der NMR-Spektren

Die Referenzierung der Spektren erfolgte fiir die Protonen auf das der Probe zugesetzte DSS,
die der Heterokerne indirekt nach den IUPAC-Richtlinien (WISHART et al., 1995; MARKLEY
et al., 1998). Die Spektren wurden mit dem Computerprogramm XWINNMR 2.6 prozessiert.
Zur Erhohung der Auflésung erfolgte vor der Fouriertransformation in allen Dimensionen
eine Extrapolation (Linear Prediction oder Zerofilling) der aufgenommenen Signale (FID,
Free Induction Decay).

Zur Auswertung der Spektren fanden die Programme AURELIA 2.7.10 (Bruker; NEIDIG,

1995) und AUREMOL (Bruker; GANSLMEIER, 2002; GRONWALD et al., 2002) Verwendung.
19



3. Material und Methoden

3.3 Berechnung von Proteinstrukturen der PSCD-Domaéanen

3.3.1 CNS

Zur Berechnung der Strukturen der PSCD-Doménen wurde das Computerprogramm CNS 1.0
(Crystallography & NMR System, BRUNGER et al., 1998) verwendet. Diesem liegt das Verfah-
ren des Smulated Annealing (KIRKPATRICK €t a., 1983) zugrunde. Die Anzahl der experi-
mentell bestimmten Einschrankungen der Struktur, wie Proton-Proton-Abstande, Winkelein-
schrankungen und Restdipolkopplungen (s. 3.3.2) reichen noch nicht aus um die Protein-
struktur zu berechnen. Deshalb werden zusatzlich weitere so genannte empirische Informatio-
nen wie Bindungslédngen, Bindungswinkel und van-der-Waals-Wechselwirkungen, in die
Strukturrechnung mit einbezogen. Alle Einschrdnkungen werden durch Potentiale beschrie-
ben und zu einer Energiefunktion Ep zusammengefasst. Von einer zufélligen, gestreckten
Startstruktur ausgehend werden die Newton’schen Bewegungsgleichungen:
Fi(t)=-0E 4 (t) [3.13]

fur jedes Atom i und sehr kurze Zeitintervalle (10 s) numerisch gelést. Zu Beginn der
Strukturrechnung wird das System in der Hochtemperaturphase auf 50 000 K aufgeheizt, so
dass die Atome eine hohe kinetische Energie besitzen und das sich faltende Molekil Poten-
tialbarrieren Gberwinden kann, um lokale Minima wieder zu verlassen und einen grof3en Kon-
formationsraum ,,abzusuchen®. Im weiteren Verlauf der Strukturrechnung wird die Tempe-
ratur in zwei langsamen Abklhlungsphasen gesenkt und die experimentellen Potentiale im-
mer starker gewichtet, so dass man eine Struktur mit moglichst geringer Energie erhélt. Im
Idealfall hat die Struktur das globale Minimum erreicht. Um dies sicherzustellen, werden
viele verschiedene Strukturen ausgehend von verschiedenen Startstrukturen berechnet. Wenn
diese konvergieren, liegen die erhaltenen Endstrukturen mit grof3er Wahrscheinlichkeit in der
Né&he des globalen Minimums. Die mittlere quadratische Abweichung (RMSD) des
Strukturblindels zur Struktur mit der geringsten Energie wurde in dieser Arbeit mit dem
Programm MolMol (KONRADI et al., 1996) berechnet. Sie gibt ein Mal3 daftr, wie gut die
Struktur definiert ist. Allerdings darf dieser Parameter nicht Uberinterpretiert werden, da er
von vielen Parametern, wie der GroRe der Fehler der experimentellen Einschrdnkungen oder
der Anzahl der gerechneten Strukturen abhéngt.

In CNS wird das Smulated Annealing in der Hochtemperaturphase und der Phase der
schnellen Abkihlung im Torsionswinkelraum durchgefiihrt, in der Phase der langsamen Ab-

kiihlung im kartesischen Ortsraum. Nur in dieser langsamen Abkuhlung und der folgenden
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Energieminimierung werden die Restdipolkopplungen in CNS, wie von CLORE et al. (1998,
1998a) beschrieben, zur Bestimmung der Struktur verwendet.

In dieser Arbeit wurde das Standard-S mulated-Annealing-Protokoll von CNS 1.0 mit den in
3.2.2 beschriebenen Einschrankungen fir die Strukturrechnung der PSCD4-Domane ver-
wendet. Allerdings wurde der finale Gewichtungsfaktor fiir die Restdipolkopplungen von 50
auf 0,1 gesenkt, so dass die Energien pro verletzter Einschrankung fiir die Proton-Proton-
Absténde in der gleichen GroRRenordnung liegen wie die der Restdipolkopplungen.

Die sehr umfangreichen Ausgabedateien von CNS, in denen alle Schritte und auch die Verlet-
zung der einzelnen Einschréankungen protokolliert werden, wurden mit dem Computerpro-

gramm Cnsstat von STEINER (2001) ausgewertet.

3.3.2 ARIA

Zur Losung des Mehrdeutigkeitsproblems bei den Positionen der Disulfidbriicken in der
PSCD4-Domane wurden die in CNS implementierten Routinen von ARIA (Ambiguous
Restraints for Iterative Assignment; NILGES, 1995; NILGES & O’DONOGHUE, 1998; LINGE et
al., 2001) verwendet. Dieses Skript erlaubt die Verwendung von mehrdeutigen Distanzein-
schrankungen fur nicht eindeutig zugeordnete NOE-Kontakte. In einem iterativen Prozess
ordnet ARIA automatisch NOESY-Spektren zu und berechnet mit diesen Zuordnungen, sowie
mit den manuell gefundenen Einschrankungen ein Strukturbiindel mit CNS. Die aus diesen
Strukturen erhaltene Information wird dann im ndchsten Zuordnungsschritt verwendet, um
Mehrdeutigkeiten zu eliminieren. Unbekannte Positionen von Disulfidbriicken kénnen eben-
falls als mehrdeutige Abstandseinschrankungen in der Strukturrechnung mit ARIA verwendet
werden (NILGES et al., 1997). Das hier verwendete Standardprotokoll von ARIA fiihrt 8

Iterationen von Zuordnung und folgender Berechnung von je 20 Strukturen aus.

3.3.3 Modell der 5 PSCD-Domanen aus dem Protein Pleuralin-1

Zur Modellierung der Struktur der 5 PSCD-Doménen aus Pleuralin-1 wurden fur die Doma-
nen 1, 2, 3 und 5 Einschrankungen fur die Strukturrechnung von den experimentell fur die
Doméne 4 bestimmten (vgl. 3.2.2) abgeleitet. Da in allen 5 PSCD-Doménen die Lage der 10
Cysteinreste konserviert ist, wurden die Positionen der Disulfidbriicken auf die anderen 4
Doménen ubertragen (1. Cys der Sequenz mit letztem Cys etc.). Entsprechend der in Abb. 2.4
gezeigten Ubereinstimmungen der Sequenzen wurde eine Proton-Proton-Distanz von PSCD4

auf eine andere Domaéne Ubertragen, wenn beide Aminosauren der daran beteiligten Protonen

21



3. Material und Methoden

identisch konserviert sind. Die Fehler fur diese Abstandseinschrankungen wurden ebenfalls
ubernommen.

Mit den so erzeugten Einschrankungen fur die Doménen 1, 2, 3 und 5, den experimentell be-
stimmten fur die PSCD4-Doméne und den oben fiir PSCD4 genannten Parametern wurde mit
CNS 90 Strukturen fur die Aminoséuren 88 bis 581 des Pleuralin-1 (KROGER €t al., 1997) be-
rechnet. Fur die Sequenzen zwischen den PSCD-Doménen wurden keine experimentellen
Einschrankungen in der Strukturrechnung verwendet.

Die Struktur mit der geringsten Gesamtenergie aller 90 Strukturen wurde mit CNS, unter
Verwendung zusatzlicher so genannter Nicht-NOE-Kontakte (Mindestabstande > 3 nm) zwi-
schen den einzelnen PSCD-Domanen, verfeinert. Die 25 insgesamt verwendeten Nicht-NOE-
Kontakte zwischen jeweils direkt benachbarten Doménen, sowie zwischen Doméne 1 und 5,
tragen der experimentell gefundenen Tatsache Rechnung, dass die PSCD4-Domaéne in Lésung
nicht aggregiert. Die Nicht-NOE-Kontakte wurden um einen Faktor 10 stdrker gewichtet als
die experimentell ermittelten NOE-Kontakte.

Gegeniiber dem in 3.3.1 beschriebenen CNS-Protokoll wurden fir die Strukturverfeinerung
folgende Anderungen vorgenommen: Hochtemperaturphase: T = 3000 K, Anzahl der Mini-
mierungsschritte = 500; erste langsame Abkuhlungsphase: T = 2000 K, Schritte = 1000;
zweite langsame Abkihlungsphase: T = 700 K, Schritte = 2000; Anzahl der berechneten
Strukturen: 30.

3.3.4 Ladungsverteilung

Die Berechnung der Ladungsverteilung der PSCD-Domanen erfolgte mit dem Computerpro-
gramm MolMol flr ann&hernd physiologische Bedingungen. Es wird angenommen, dass die
lonenkonzentration der Zellwand der des Meerwassers mit einer NaCl-Konzentration von
etwa 500 mM (CzIHAK, 1990) entspricht. Folgende Parameter wurden in MolMol verwendet:
Dielektrizitatskonstante fur das Losungsmittel: 80 (H2O; ADAM et al. 1995); Dielektrizitats-
konstante des Proteins: 2 (Vorgabe von MolMol); Radius des Lésungsmittels: 0,14 nm (Vor-
gabe); lonenradius gemittelt aus den Radien von Na® und CI~ (0,095 nm bzw. 0,181 nm;
MOORE, 1972): 0,138 nm; Atomladung: simplecharge (Vorgabe). Die dargestellte Oberflache

entspricht den van-der-Waals-Radien der Atome des Proteins.

3.3.5 Interaktion der PSCD4-Doméane mit Kieselsaure

Ein mdoglicher Interaktionspartner der PSCD-Doménen in vivo sind Zellwandbestandteile aus

amorphem SiO,. Zur Untersuchung dieser potentiellen Wechselwirkung wurde die PSCD4-
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Doméne mit Kieselsdure titriert. Wenn die PSCD4-Domane mit der Kieselsdure reagiert bzw.
wechselwirkt, sollte dies zu Strukturanderungen fiihren, welche wiederum als Anderungen der
chemischen Verschiebung sichtbar werden wirden.

Freie monomere Kieselsaure ist in neutralen Losungen nicht stabil. Deshalb wurde sie vor
jedem Titrationsschritt aus der Vorlaufersubstanz Tetramethoxysilan (TMOS, Si(CHz3)g,
Sigma-Aldrich, Missouri, USA) mit 1 mM Salzséure freigesetzt. Die monomere Kieselséure
ist nur wenige Minuten stabil, bevor sie unter Freisetzung von H,O polymerisiert. Es wurde
versucht, diesen Prozess der Polymerisation durch Aufnahme von eindimensionalen (1D)
2Si-NMR-Spektren zu charakterisieren. Dies war allerdings aufgrund der groBen
Linienbreiten der SiOy-Polymere und der Tatsache, dass nur TMOS mit der natlrlichen
Haufigkeit an 2°Si zur Verfilgung stand, nicht méglich. Um ein Si-Spektrum zu erhalten,
mussten zu viele FIDs aufaddiert werden, so dass die Zeitauflésung der Messungen niedrig
war.

Die Versuchsreihe erfolgte an einem anderen Konstrukt der PSCD4-Doméne, bestehend aus
den Aminosduren 14 bis 112 der HissPSCD4-Domane, gefolgt von 6 Histidinresten. Auf-
grund der groRen Ubereinstimmung der Signalpositionen in den HSQC-Spektren beider
PSCD-Konstrukte kann beiden Domanen eine gleiche Faltung zugrunde gelegt werden. Die
Messungen erfolgten in einem Probenréhrchen aus Glas bei 500,13 MHz Protonenresonanz-
frequenz, T = 298 K, 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,5), 10% D,0O, 0,1 mM DSS und
einer Proteinkonzentration von ca. 0,8 mM. Das Probenvolumen betrug zu Beginn der Mess-
reihe 300 pl. Die zugegebene Konzentration an Silizium wurde anhand des Methylsignals des
bei der Spaltung des TMOS freigesetzten Methanols in 1D-'H-Spektren tberpriift. In einem
weiteren Schritt wurde der selben PSCD-Probe TMOS direkt ohne vorherige Aktivierung mit
HCI zugegeben, so dass die monomere Kieselsaure direkt in Anwesenheit der PSCD-Doméne
durch Hydrolyse des TMOS durch H,O entsteht. Es wurde das in 3.2.1 angegebene HSQC-
Experiment verwendet. VVor der Prozessierung der Spektren wurde in beiden Dimensionen die
Anzahl der Punkte durch Zerofilling verdoppelt.

Die genauen Versuchsbedingungen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:
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Nr. | V(Si-Lsg.) /| cena(Si) /| Anzahl | Anzahl der Datenpunkte in Auf- Inkuba-
des it mM? der = = nahme- | tions-_
HSQC Scans dauer /h | zeit/h

1 1,5 0,5 8 2048 512 2,15 0,5

2 1,5 1,0 8 2048 512 2,15 3,2

3 4,5 4,0 8 2048 512 2,15 6,1

4 — 4,0 8 2048 512 2,15 9,0

5 — 4,0 48 2048 512 12,90 20,0

6 6,0 2,0 16 2048 256 2,15 1,0*

7 — 2,0 16 2048 256 2,15 9,5

8 — 2,0 16 2048 256 2,15 25,5

9 — 2,0 16 2048 256 2,15 32,0
10 — 2,0 16 2048 256 2,15 36,0

! Jeweils zugegebenes Volumen an TMOS-L6sung in 1 mM HCI (HSQC 1-5) bzw. zusatzlich zugegebene
TMOS-L6sung in H,O (HSQC 6-10).

2 Siliziumkonzentration: in den HSQC-Spektren 1-5 vor der Zugabe durch HCI aktivierte Kieselsaure, in
den Spektren 6-10 das zusatzlich als TMOS zugesetzte Silizium.

% Zeit, in der die Probe seit der ersten Zugabe von Si-Lésung (T = 298 K) inkubiert hat. Ca. 30 min nach
Zugabe von Si-Lésung wurde jeweils das nachste HSQC-Experiment gestartet.

* Nach Spektrum 5 wird die Zeit nach Zugabe der TMOS-L6sung angegeben. Vor der Messung 5 wurde die
Probe 72 h bei 4 °C und ca. 3 Wochen bei —20 °C gelagert.

3.4 Methodische Arbeiten zur Messung von Restdipolkopplungen

3.4.1 Vorhersage des magnetischen Suszeptibilitatstensors flr
diamagnetische Proteine

Ein weiterer Mechanismus zur partiellen Orientierung von Makromolekilen in Lésung, neben
der Verwendung von orientierenden Medien (s. 3.1 und 3.2.2), ist die Wechselwirkung des
Molekils mit dem &uReren magnetischen Feld (GAYATHRI et al., 1982; BOTHNER-BY et al.,
1985; BASTIAAN et al., 1987). Eine partielle Orientierung tritt auf, wenn das Molekdl ent-
weder ein permanentes magnetisches Dipolmoment (paramagnetische Molekiile; BOTHNER-
By et al., 1981) oder eine Anisotropie der magnetischen Suszeptibilitat besitzt. Letzteres ist
auch die Ursache fur die Ausrichtung der orientierenden Medien im Magnetfeld (LOSONCZI &
PRESTEGARD, 1998).

Die Energie eines diamagnetischen Molekuls in einem duflReren Magnetfeld ist gegeben durch:
1M 1 10 1 . [
E, o.=——XaB: +—A)(BZB§COSZQ——B+—5)(BZSIHZQCO 20)7 [3.14]
A 20 47 o)

mit der isotropen magnetischen Suszeptibilitat:

Xor =130 + Xy * Xz) [3.15]
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der Anisotropie:

DX = X, ~ 12X~ Xy) [3.16]
und der Asymmetrie:
N = X ~ Xy [3.17]

Xoo Xyy Und Xz sind die Hauptwerte des magnetischen Suszeptibilitatstensors xi; mit |xz| >
LXyyl = |Xxx|, wobei dessen Hauptachsensystem mit dem des Orientierungstensors S; zusam-
menféllt.

Die Wahrscheinlichkeit P(©,®) aus GI. [3.8] ist hier durch den Boltzmannfaktor exp(—
Ema/KT) gegeben. Dieser kann durch das erste Glied einer Taylor-Reihe als (1 — Emag/KT)
angenahert werden, da |Ema| << KT. Aus den Gl. [3.8] und [3.14] lassen sich Ausdriicke fur

Sz und 1, abhéngig vom Magnetfeld und der magnetischen Suszeptibilitat, herleiten
(BOTHNER-BY et al., 1985):

DxBE
3.18
Sez = 1541, KT [3.18]
3
=>A 3.19
=5 Ay [3.19]

Unter Verwendung der GI. [3.15]-{3.17] l&sst sich der magnetische Suszeptibilitatstensor
Xnas IN einen isotropen und einen anisotropen Teil X s auftrennen:

B}(av 0 OH H—A)(ln 0 OH

Xins = XaE+X'mas=00 X O OF2 D -0x(+n) 0 g [320]
Jo o xHH o 0 2nxH

wobei E die Einheitsmatrix ist.

Wie aus GlI. [3.18] und [3.19] zu erkennen ist, héngt die Orientierung im Magnetfeld nur von
der Magnetfeldstarke, der Temperatur, sowie der Anisotropie und der Asymmetrie des ma-
gnetischen Suszeptibilitatstensors ab, jedoch nicht von dessen isotropem Anteil. Des Weiteren
wird deshalb nur noch der anisotrope Anteil X a5 betrachtet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Computerprogramm in ANSI C erstellt, welches den
anisotropen Teil des magnetischen Suszeptibilitatstensors fur Proteine bekannter Struktur
vorhersagt. Die wesentlichen Beitrdge zur Suszeptibilitat des Gesamtmolekils leisten hierbei
die Peptidbindungsebenen und die aromatischen Seitenketten (TJANDRA et al., 1996). Der
magnetische Suszeptibilitatstensor der Peptidbindungsebene kann als rotationssymmetrisch

angenommen werden (77 = 0) mit Ay = —1,76 % 107 m® (TIGELAAR & FLYGARE, 1972;
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3. Material und Methoden

WILLIAMSON & ASAKURA, 1993). Die Z-Achse des
Tensors steht senkrecht auf der Peptidbindungs-
ebene.

Die magnetischen Suszeptibilitatstensoren fur die

Seitenketten des Histidins, des Phenylalanins und

des Tyrosins sind ebenfalls rotationssymmetrisch,

mit der Z-Achse senkrecht zur Ebene der aro-

matischen Ringe und Werten fir Ay von —6,66 X X X
34 3 33 3 33 .3

107 m*, —1,26 X 10 m” bzw. —1,18 X 107 m Abb. 3.3: Lage des Hauptachsen-

(GIESSNER-PRETTRE & PULLMAN, 1987). systems des magnetischen Suszepti-
bilithtstensors (rot) einer aromatischen

Den anisotropen Antell des magnetischen Suszepti- Seitenkette (grau) im Molekulkoordi-

L i natensystem (schwarz) und die Defi-

bilitatstensors des Gesamtmolekils im Molekil-  pition der winkel 9 und ¢. Die x-Achse

liegt in der x-y-Ebene des Molekulkoor-

koordinatensystem erhalt man als: .
dinatensystems

X mal = ZRkIX’HAS,kI Ry [3.21]

mit X fask dem anisotropen Anteil des magnetischen Suszeptibilitatstensors der einzelnen
aromatischen Seitenketten bzw. der Peptidbindungsebene, angezeigt durch den Index I, in
ihrem jeweiligen Hauptachsensystem. Der Index k z&hlt die einzelnen Gruppen durch. Ry
bzw. dessen reziproke Matrix, sind die Transformationsmatrizen, durch welche der magneti-
sche Suszeptibilitatstensor einer einzelnen Gruppe in das Molekulkoordinatensystem trans-
formiert wird. Die Transformationsmatrix ist gegeben durch:

Hcos¢ sing OH El 0 0

Ry =Au (84,20 )Au 8, xy)=0-sing cosp 0O cosg sndQ [3.22]

H 0 0 1HB) -sind cos¢H
wobei Ay jeweils eine Rotation um die xg- bzw. zg-Achse des Tensors X nasx beschreibt.
Die z g-Achse steht jeweils senkrecht auf der Peptid- bzw. Ringebene (s. Abb. 3.3), die x g-
Achse wird jeweils so gewéhlt (da der Tensor rotationssymmetrisch ist), dass sie senkrecht
auf der zg-Achse und der z-Achse des Molekiilkoordinatensystems steht. Fir diesen
Spezialfall reichen fir die Transformation des Tensors ins Molekulkoordinatensystem zwei
Drehungen aus. Die Winkel @, bzw. i sind, wie in Abb. 3.3 gezeigt, die von den Achsen X &
und x bzw. yg und y eingeschlossenen Winkel. Durch Diagonalisierung des Tensors X mol
werden dessen Eigenwerte bestimmt, die dessen Anisotropie und Asymmetrie beschreiben (s.
Gl. [3.16]{3.19]).
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Die hier entwickelte Routine zur Vorhersage des anisotropen Anteils des magnetischen Sus-
zeptibilitatstensors aus einer Proteinstruktur ist inzwischen auch in das Computerprogramm
AUREMOL integriert worden (s. Abb. 3.4). Die von AUREMOL erzeugte Ausgabedatei gibt
die Eigenwerte und die Eigenvektoren sowohl fiir das gesamte Molekul als auch fiir die ein-
zelnen Anteile der Peptidbindungsebenen und der aromatischen Seitenketten aus.

3.4.2 Messung von homonuklearen DyNya-Restdipolkopplungen

Wie in Abschnitt 3.2.2 schon gezeigt, enthalten Restdipolkopplungen wertvolle Strukturin-
formationen. In Abschnitt 3.2.2 wurden Restdipolkopplungen in heteronuklearen Spinsys-
temen betrachtet. Aber auch in homonuklearen Spinsystemen treten solche Restdipolkopp-
lungen auf. Homonukleare Restdipolkopplungen sind besonders zur Untersuchung von Mole-
kulen interessant, die nicht isotopenmarkiert vorliegen, wie z.B. aus Muskelzellen prapariertes
Aktin oder Myosin aus Saugern (STRAUB, 1943).

COSY-Experiment

Das COSY-Experiment wurde zur Messung von homonuklearen Restdipolkopplungen an
Oligosacchariden (BOLON & PRESTEGARD, 1998) und an DNA (HANSEN et al., 1998) verwen-
det. Von HANSEN et al. (1998) wurden an DNA langreichweitige dipolare Proton-Proton-
Wechselwirkungen mittels des DCOSY-Experiment (Dipole Coupling Spectroscopy) unter-
sucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Anwendbarkeit des COSY-Experiments zur Messung
von homonuklearen Dynpa-Restdipolkopplungen an Proteinen demonstriert (BRUNNER et al.,
2000).

Die Aufnahme der Spektren erfolgte am Protein BPTI (s. 3.1.3), 600,13 MHz Protonenreso-
nanzfrequenz, T =308 K mit 0, 3, 5, 7 und 9% DMPC/DHPC/CTAB (s. 3.1.4) als orientie-
rendem Medium. Die Referenzierung der Spektren erfolgte auf DSS, welches um Interaktio-

AUREMOL 1.0.1 Oct 29 2002

Magnetic Susceptibility

Abb. 3.4: Das Computerprogramm AUREMOL mit dem Aufruf der darin implementierten Routine
zur Vorhersage des magnetischen Suszeptibilititstensors im Programmpunkt Utilities 7
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nen mit dem orientierenden Medium zu vermeiden, in einer verschlossenen Glaskapillare
(L&nge 100 mm, AulRendurchmesser 1 mm) in das Probenréhrchen gegeben wurde. Die digi-
tale Auflosung in der direkten Dimension betrug 0,2 Hz. Die chemischen Verschiebungen zur
Zuordnung der Signale wurden der Arbeit von WAGNER et al. (1987) entnommen. Die HN-H®-
Kopplungen wurden durch Anpassung der Linienform in der direkten Dimension an Uberla-
gerte Lorentzlinien bestimmt, um Fehler, welche aufgrund von Ausléschungen der sich
uberlagernden Signale in Antiphase auftreten, zu eliminieren (NEUHAUS et al., 1985).

Der Grad der Orientierung und die Einflusse des Proteins auf das DMPC/DHPC/CTAB-Me-
dium wurden mittels der Quadrupolaufspaltung des Deuteriumsignals des HDO untersucht.
Zur Uberpriifung der Ubereinstimmung der gemessenen Kopplungen mit der Struktur wurde
der Orientierungstensor mit den Computerprogrammen SVD (Sngle Value Decomposition;
Losonczl, 1999) und Module (DOSSET et al., 2001) unter Verwendung den Koordinaten der
Kristallstruktur des BPTI (PARKIN et al., 1996; PDB-Eintrag 1BPI) bestimmt. Dies erlaubt die

Berechnung der erwarteten Restdipolkopplungen aus der Struktur.

MOCCA-SIAM-Experiment

Eine weitere im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und am BPTI getestete Methode zur Mes-

sung von homonuklearen DyNya-Restdipolkopplungen an Proteinen ist das MOCCA-SIAM-
Experiment (MOGLICH, 2001; MOGLICH et a., 2002). Aufgrund der simultanen Aufnahme von
Inphase- und Antiphase-Multipletts (SIAM; PRASCH et al., 1998) ermdglicht es eine sehr ge-
naue Bestimmung der Kopplungskonstanten, da ein von TITMAN & KEELER (1990) entwi-
ckeltes Verfahren angewendet werden kann. Der Magnetisierungstransfer im SIAM-Experi-
ment basiert auf einer Hartmann-Hahn-Sequenz (HARTMANN & HAHN, 1962). Hier wurde von
uns eine sowohl auf skalare wie dipolare Kopplung optimierte MOCCA-Sequenz (Modified
Phase-Cycled Carr-Purcell; KRAMER et al., 2001) verwendet.

Abb. 3.5 zeigt das Prinzip des MOCCA-SIAM-Experiments, in dem wahrend einer TOCSY -
Mischsequenz (MOCCA-XY16) verschiedene Wege des Koharenztransfers stattfinden. Im
Falle eines Systems aus zwei Spin-¥2-Teilchen wird Magnetisierung des Spins 1 (I1z), hier des
HY in Magnetisierung des Spins 2 (I2z), dem H", und in Null-Quantenkoharenz (ZQy =
l1vlox — l1xloy) zwischen den beiden Spins transferiert. Fur reine skalare Kopplung Ji; ist die

Transferfunktion gegeben durch (BRAUNSCHWEILER & ERNST, 1983):

l, - |, cos?(r,)+1,,sn?(m,)-2Q, sin(2,,) [3.23]
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In den meisten TOCSY-Spektren wird nur der Transferweg tber l,z, der zu in inphase
aufgespaltenen Signalen fiihrt, selektiert. Der Weg 112—ZQy, der in wy in antiphase und
in wy in inphase aufgespaltene Signale liefert, wurde meist ignoriert oder unterdriickt
(BRAUNSCHWEILER & ERNST, 1983; BAX & DAvIs, 1985). Andererseits enthélt der zweite
Transferweg ebenfalls wertvolle Informationen und die Aufnahme beider Wege ermdglicht
die genauere Bestimmung der Kopplungskonstante (s.u.). Die Magnetisierung |,z und die Ko-
héarenz ZQy besitzen die gleiche Koherdnzordnung p = 0 (CAVANAGH et al., 1996), so dass sie
nicht ohne weiteres separiert werden kénnen. Der ,, Trick® beim SIAM-Experiment ist, dass
die Kohérenz ZQy durch einen fiir Spin 2 selektiven 180°-Puls in Doppel-Quantenkoherénz
(DQy = lyylox + lixloy) mit p = 2 Gberfihrt wird (PRASCH et al., 1998). Nun kénnen diese
beiden Zustande durch die Verwendung eines Null-Quanten-Filters (ZQF) bzw. eines Doppel-
Quanten-Filters (DQF) getrennt werden (s.u.).

Im rechten Teil der Abb. 3.5 sind die typischen Kopplungsmuster der Signale des ZQF- und
des DQF-MOCCA-SIAM-Experiments gezeigt. In der indirekten wy-Dimension ist die Auf-
spaltung der Signale inphase, wogegen sie in den COSY-artigen Experimenten in antiphase
ist. Im SIAM-Experiment flihrt deshalb eine Entkopplung in wy zu einer Intensitétssteigerung
der Signale und zu weniger Uberlappungen im gesamten Spektrum, wogegen eine Entkopp-
lung des COSY-artigen Spektrums zu einer Ausloschung der Signale fiihrt (PRASCH et al.,
1998).

ZQF-MOCCA-SIAM

MOCCA I ZQF ®0: §
Izz—>22—’“% ‘.%
/ ) )

/ ®, / ppm ®, / ppm

1Z \ DQF-MOCCA-SIAM
iy DQF £ £

1X

20,= —> po,- ——|JQF [0 @f
_ s G]

]lYIZX IIXIZY ]1Y12X+[1X]2Y ©, / ppm ©, / ppm

COSY

@O 5
O @z 9

o, / ppm ®, / ppm

ohne ,- mit ;-

Entkopplung Entkopplung

Abb. 3.5: Prinzip des MOCCA-SIAM-Experiments: links sind die wichtigsten wahrend des Expe-
riments erzeugten Zustande, beschrieben als Produktoperatoren flir ein Zweispinsystems,
gezeigt, rechts sind die fur das null- bzw. doppel-quanten-gefilterte MOCCA-SIAM- (ZQF- bzw.
DQF-) und das COSY-Experiment typischen Multiplettstrukturen mit und ohne Entkopplung in der
indirekten w;-Dimension gezeigt. Schwarze Kreise symbolisieren positive, weil3e Kreise negative
Intensitéaten 29



3. Material und Methoden

Abb. 3.6 zeigt das verwendete Pulsprogramm des MOCCA-SIAM-Experiments. Die experi-
mentellen Details sind der Bildunterschrift zu entnehmen. Die Trégerfrequenz der Rechteck-
pulse und fur die Detektion lag bei 6,5 ppm, die Einstrahlfrequenz der Gaullkaskaden (Q3,
Q5) bei 4,3 ppm. Die von der Tragerfrequenz verschiedene Einstrahlfrequenz von Q3 und Q5
wurde durch Phasenmodulation erreicht. Dies erhélt, im Gegensatz zum Schalten der Tréger-
frequenz, die Phasenkohérenz zwischen den Spins. Die Lange der Gaullkaskaden betrug tg =
n/ Avg, wobei n eine ganze Zahl ist und Avg die Differenz aus Tragerfrequenz des Spektrums
und der Einstrahlfrequenz der Q3- bzw. Q5-Pulse, um Artefakte durch Phasenfehler zu Ver-
hindern. Vor dem ersten 90°-Puls wurde 1 s lang mit phasen-modulierten Rechteckpulsen der
Dauer von je 100 ms das Wasser vorgesattigt. Die Rechteckpulse, die selektiven Pulse und die
Z-Gradienten vor der t;-Evolutionszeit dienen der selektiven und artefaktfreien Anregung der
H® (Spin 1). Alle tibrige Magnetisierung wird durch den ersten Rechteckpuls und den Gra-
dienten G; dephasiert. Somit ist zu Beginn der Evolutionszeit nur Magnetisierung Iy vorhan-
den, die sich in Abhdngigkeit von der Larmorfrequenz Q; entwickelt. Der Sandwich-Puls in

der Mitte von t, wirkt als ein selektiver 180°-Puls auf Spin 2 (H") und dient der Entkopplung

Basiselement:
T
A A
2149] 3
X X -X -x O

DN =~

X -X
. X X ﬁ
2

¢ p1 nmll
G, G, G, G

G] 2 2 3 3

Abb. 3.6: Pulssequenz des MOCCA-XY16-SIAM-Experiments mit u,-Entkopplung. Schmale und
breite Rechtecke: breitbandige 90= und 180°Pulse, kleine glockenférmige Symbole: fiir den H°-
Bereich selektive 90°-Pulse, Q5 mit einer Dauer von 4,5 ms (EMSLEY & BODENHAUSEN, 1992),
groRe glockenférmige Symbole: fiir den H%-Bereich selektive 180>-Pulse, Q3 mit einer Dauer von
1,8 ms. Die Phasen der Pulse sind jeweils Uber den Symbolen angegeben. Die Phase ®, wurde
nach dem TPPI-Modus inkrementiert, der Phasenzyklus fir den letzten 90°-Puls und den Empfan-
ger waren @;: x, —x fir den FID1 und y, —y fur den FID2; ®: X, —X flir den FID1 und y, —y fur FID2.
Zur Artefaktreduzierung wurde auf alle Phasen zusatzlich der CYCLOPS-Phasenzyklus (HOULT &
RICHARDS, 1975) angewendet. Der Kasten tber der MOCCA-XY16-Mischsequenz zeigt deren Ba-
siselement, bestehend aus einem Zeitintervall "/2, einem 180°-Puls der Dauer d und der Phase &
und einem weiteren Zeitintervall %/,, wobei A=88 ps,d =40 usund D =X, y, X, ¥, Y, X, Y, X, =X, =Y,
=X, =Y, =Y, =X, =Y, =X (XY16; GULLION et al., 1990; LizAK et al., 1991). G;—G,4 sind z-Gradienten mit
einer Dauer von je 800 ps. Die relative Starke der Gradienten ist G4, = G3 = 1,5 G, = 1,5 G;. Fir ein
Zweispinsystem sind die charakteristischen Operatoren, welche wahrend des Experiments
auftreten gezeigt
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der beiden Spins. Auf die t;-Evolution folgt ein 90°-Rechteckpuls mit der Phase —x, welcher
die Magnetisierung —l1y cos(Qit1) in 11z cos(Qit;) umwandelt. Der folgende Gradient G,
dephasiert die verbleibende transversale Magnetisierung, so dass zu Beginn der MOCCA-
XY 16-Mischsequenz nur die Magnetisierung I,z existiert.

Die von KRAMER et al. (2001) entwickelte MOCCA-XY16-Sequenz ist eine modifizierte
Carr-Purcell-Sequenz, bestehend aus 180° Rechteckpulsen der L&nge d mit einem Abstand A.
Der Zusatz XY16 steht fir den verwendeten XY16-Phasenzyklus (GULLION et al., 1990;
Lizak et al., 1991). Die MOCCA-XY16-Sequenz hat — verglichen mit anderen TOCSY-
Mischsequenzen — sowohl fiir skalare, wie fur dipolare Kopplung eine sehr gute Transfereffi-
zienz. Ein optimaler Skalierungsfaktor fiir den dipolaren Transfer erhalt man fur ein Verhalt-
nisvon A4/ d=2,2 und 4 =88 us und longitudinalen Transfer 1,z —1,7 (KRAMER et al., 2001).
Die Lange der Mischsequenz betrug 25 ms.

Wie schon weiter oben erwahnt, erzeugt die Mischsequenz sowohl Magnetisieurung I,z und
Null-Quantenkoharenz ZQy. Die Letzere wird durch einen selektiven 180°-Puls auf Spin 2,
implementiert als ein Sandwich-Puls, in Doppel-Quantenkoherdnz umgewandelt. Durch die
Aufnahme von zwei getrennten FIDs mit unterschiedlichen Phasen ®; fiir den letzten 90°-Puls
und ®, fur den Detektor (s. Abb. 3.6) kdnnen beide Transferwege in einem Experiment ge-
messen werden. Bei der anschlieBenden Prozessierung des Spektrums werden sie aufaddiert
bzw. voneinander subtrahiert, so dass die resultierenden Phasenzyklen (®;[FID1] £ ®;[FID2]
und @ [FID1] = D [FID2]) einem Null-Quanten- bzw. einem Doppel-Quantenfilter ent-
sprechen (PRASCH et al., 1998).

Die gleichzeitige Messung von Inphase- und Antiphase-Spektren ermdglicht die Extraktion
der Kopplungen mit einem von TITMAN & KEELER (1990) entwickelten Verfahren, welches in
Abb. 3.7 fur die Frequenzdoméne veranschaulicht ist. Mathematisch l&sst sich dieses Verfah-
ren leichter in der Zeitdoméne beschreiben. Ein Schnitt durch ein einzelnes COSY -artiges
(ZQF) bzw. ein TOCSY-artiges (DQF) Multiplett kann als Funktion S(t) bzw. S;(t) beschrie-

ben werden:
Sc(t) = AcL(t) Sin(7d 1) [3.24]
S; (1) = A L(t) COS(7 1) [3.25]
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Hierin ist Ac bzw. At ein Amplitudenfaktor, L(t) ein Faktor, der die Einflisse der Entwick-
lung unter der chemischen Verschiebung, passive Kopplungen und Dampfung durch Relaxa-
tion oder Feldinhomogenitaten beschreibt und Jxv die experimentelle aktive Kopplung zwi-
schen den beiden Spins 1 und 2. Der Sinus- bzw. Cosinus-Term flihren zu einer Anti- bzw.
Inphase-Aufspaltung der Linien in der Frequenzdomane.

Im Titman-Keeler-Verfahren erfolgt eine Multiplikation der experimentellen Funktionen &

und Sy mit den Faktoren cos(Tiiext) bzw. sin(Ttext):
Sc (1) = AcL(t)SIN(70 4, 1) COS(7 1) [3.26]

S, (t) = A, L(t) cos(7d ,,,t) Sin(7d ., t) [3.27]
Im Allgemeinen werden die in Gl. [3.26] und [3.27] beschriebenen Funktionen unterschiedli-
che Multipletts liefern. Allerdings, wie leicht zu erkennen ist, sind die Funktionen identisch,
wenn Jaiiv = Jiest (TITMAN & KEELER, 1990). Im Titman-Keeler-Verfahren wird Jies SO lange
variiert, bis beide Funktionen identisch sind und man somit Jay ermittelt hat.
Zusammen mit Herrn Andreas Mdglich wurde eine Routine entworfen, um dieses Verfahren

fur mit XWINNMR prozessierte Spektren zu automatisieren. Dieses wurde von MOGLICH

ZQF-SIAM Jrest
Jaktiv n n |
Cosinus Sinus
inphase antiphase
Jaktiv
Jtest
Sinus Cosinus
antiphase inphase
DQF-SIAM
EXPERIMENT DATENPROZESSIERUNG

Abb. 3.7: Prinzip des Titman-Keeler-Verfahrens zur Bestimmung von Kopplungskonstanten:
Oben ist ein TOCSY-artiges inphase aufgespaltenes Signal des ZQF-SIAM gezeigt, das als eine
Singulett-Linienform, welche mit einem durch Ju, inphase aufgespaltenen Deltadublett gefaltet
ist, betrachtet werden kann. Entsprechend kann das unten gezeigte COSY-artige Antiphasen-
Dublett des DQF-SIAM als die gleiche Linienform, welche mit einem antiphase aufgespaltenen
Deltadublett gefaltet ist, betrachtet werden. In der grauen Box auf der rechten Seite der Abbil-
dung ist die Prozessierung der beiden Signale, als Faltung mit einem durch Jis aufgespaltenen
Anti- bzw. Inphasen-Deltadubletts, gezeigt. Wenn Jauiv = Jiest, dann sind die beiden resultierenden
Antiphase-Signale identisch. Diese Identitat ist der wesentliche Punkt des Titman-Keeler-Verfah-
rens zur genauen Bestimmung der aktiven Kopplungskonstante (nach TITMAN & KEELER, 1990)
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(2001) im Computerprogramm cslone.c implementiert und zur Ermittlung der Kopplungs-
konstanten verwendet.

Die Aufnahme der Spektren erfolgte am Protein BPTI (s. 3.1.3) bel einer Protonenresonanz-
frequenz von 500,13 MHz, T = 305 K und mit 4% DMPC/DHPC/CTAB (s. 3.1.4) als orien-
tierendem Medium. Die Anregungsbreite der Q3- und Q5-Pulse betrug 1900 bzw. 1370 Hz,
die der MOCCA-Sequenz 7 kHz. Fir das isotrope Spektrum wurden 16 Scans pro FID1 bzw.
FID2 aufaddiert, fiir das anisotrope Spektrum 32. In wy; wurden 2048 Punkte aufgenommen,
in w, 16384. Die spektrale Breite in wy betrug 7 ppm und die in wy 6,7 ppm.

Bei der Prozessierung des Spektrums wurden die abwechselnd in einem Experiment aufge-
nommenen FIDs 1 und 2 jeweils addiert bzw. subtrahiert, so dass die Anzahl der Punkte in
der indirekten Dimension auf 1024 reduziert wurde. Das DQF-Spektrum bendtigt in der di-
rekten Dimension eine zusétzliche Phasenkorrektur nullter Ordnung, alle anderen Prozessie-

rungsparameter sind identisch.

Mit den gemessenen DyNya-Kopplungen und der NMR-Struktur des BPTI (WAGNER et al.,
1987; BERNDT et al., 1992; PDB-Eintrag 1PIT) bzw. der Kristallstruktur (WLODAWER et al.,
1987; PDB-Eintrag 6PTI) wurde mit den Computerprogrammen SVD und DipoCoup
(MEILER et al., 2000) der Orientierungstensor bestimmt. Das Computerprogramm Pales
(ZWECKSTETTER & BAX, 2000) wurde zur Vorhersage des Orientierungstensors aus dem
Diffusionstensor benutzt.

Neben der linearen Korrelation zwischen experimenteller (exp) und berechneter (ber)

Restdipolkopplungen (D1») liefert der von CORNILESCU et al. (1998) definierte Qualitatsfaktor
¥ (i), - (o), Fn -1

Q= |- ,
Y o), ~(oz)™ N

ein gutes Kriterium fir die Glte der Struktur. Hierin ist N die Anzahl der Kopplungen und

[3.28]

ittel : . : :
<Df§p>mm der Mittelwert der experimentellen Kopplungen. Die Autoren geben an, dass ein

Qualitatsfaktor kleiner 0,3 eine gute Ubereinstimmung der Kopplungen mit der Struktur

nachweist.

3.4.3 HPr: Von der Magnetfeldstarke abhangige Effekte
Erste Messungen von GORLER und BRUNNER (pers. Mitteilung) ergaben fur die skalare

3J.Npa-Kopplung bei 800,13 MHz Protonenresonanzfrequenz im COSY-Experiment groRere

Werte als bei 500,13 MHz Protonenresonanzfrequenz. Eine mogliche Erklarung ist die
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Orientierung des HPr-Molekiils im Magnetfeld (TOLMAN et al., 1995; TJIANDRA et al., 1996).
Um dies zu 0Oberprifen, wurde mit dem in 3.4.1 beschriebenen Programm und mit den
Koordinaten fur die Struktur des Wildtyp-HPr aus Staphylococcus carnosus (KALBITZER et
al., 2000; PDB-Eintrag 1QR5) der magnetische Orientierungstensor vorhergesagt. Mit diesem
Tensor wurden dann die durch Orientierung im Magnetfeld (800,13 verglichen mit 500,13

MHz Protonenresonanzfrequenz) zu erwartenden Restdipolkopplungen DgNya und Dpy
berechnet und mit den experimentell bestimmten verglichen (s. 3.4.1). Die experimentellen
Kopplungen D sind gegeben als Differenz der gemessenen effektiven Kopplung bei 800,13

MHz und 500,13 MHz Protonenresonanzfrequenz.

Zur Bestimmung der skalaren 3JNya-Kopplung mit hoher Genauigkeit wurde das MOCCA-
SIAM-Experiment (s. 3.4.2) bei 500,13 und 800,13 MHz Protonenresonanzfrequenz aufge-
nommen. Dabei wurden die selektiven Q3- und Q5-Pulse bei 800,13 MHz Protonenresonanz-
frequenz auf /g der Lange bei 500,13 MHz verkiirzt, so dass die Anregungsbreiten auf der
ppm-Skala identisch waren. Die Kopplungswerte wurden mit Hilfe des Titman-Keeler-Ver-
fahrens (s. 3.4.2) aus den Spektren extrahiert. Fir einzelne Signale wurde die Kopplung zu-
sdtzlich durch Auslesen von eindimensionalen Schnitten aus dem In- bzw. Antiphase-Spek-
trum durch Anpassen der Signale als zwei Uberlagerte Lorentzfunktionen mit dem Computer-
programm Origin® (Microcal Software Inc.) bestimmt. Flr das Inphase- bzw. das Antiphase-
Spektrum wurden jeweils Datenmatrices von 512 x 16384 Punkten aufgenommen, wobei 48
(500,13 MHz) bzw. 32 Scans pro FID (800,13 MHz) aufaddiert wurden. Die Aufldsung der
prozessierten Spektren betrug in direkter Dimension (F2) 0,12 Hz / Punkt bzw. 0,20 Hz /
Punkt fur 500,13 bzw. 800,13 MHz Protonenresonanzfrequenz und 3,42 Hz / Punkt bzw. 5,47
Hz / Punkt in der indirekten Dimension (F1).

Eine weitere Methode zur Messung von Kopplungskonstanten sind Spektren, bei denen die
Signalintensitat direkt durch die GroRe der interessierenden skalaren Kopplung moduliert
wird (NERI et al., 1990). Ein von TJANDRA et al. (1996) entwickeltes *Jus-moduliertes *H-
>N-HSQC-Experiment wurde zur genauen Messung der “Jyi-Kopplungen bei beiden Ma-
gnetfeldstarken verwendet. Dabei wurde in das auch sonst in dieser Arbeit verwendete
HSQC-Experiment mit Echo-Antiecho-Frequenzselektion nach der t;-Evolution ein zusétzli-
ches Element eingebaut. Dieses bestand aus einem Zeitintervall A gefolgt von zwei zen-
trierten 180°-Pulsen selektiv fiir *H bzw. N und einem weiteren Zeitintervall A. Die beiden
180°-Pulse verhindern eine Evolution der Magnetisierung unter der chemischen Verschiebung
wiahrend der Dauer 24, wohingegen sich die *Jun-Kopplung wahrend der Zeit 24 entwickelt.
Durch Analyse des Pulsprogramms mit dem Produktoperatorformalismus (S@RENSEN et al.,
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1983) erhélt man fiir die Magnetisierung zu Beginn der Detektion, unter Vernachlassigung
der Relaxation folgenden Ausdruck: Iy cos(Qst;) cos(21t SN 4), wobeli Iy der Produktopera-
tor fiir x-Magnetisierung des *H" ist, Qs die Resonanzfrequenz des Spins S, dem N und t;
die Evolutionszeit in indirekter Dimension (*°N). Es ist zu erkennen, dass die Intensitat des
beobachteten Signals in Abhangigkeit von *J4n und 4 moduliert wird. Es wurden fir beide
Magnetfeldstarken 11 Spektren mit Werten fir 4 von 22 bis 32 ms im Abstand von je 1 ms
aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen fur die Identifizierung der Signale wurden
aus GORLER (1998) entnommen. Die Signalvolumina wurden mit AURELIA bestimmt
(GEYER et al., 1995). Die Integration wurde mit 10 Iterationsschritten bis zu einer Signalin-
tensitat von 0,5 der Maximalen Signalintensitat und einer maximalen Breite von je 30 Hz in
F1 und F2 durchgefihrt. Die aus den Spektren erhaltenen VVolumina 1(24) wurden mit folgen-
der Funktion angepasst (TJANDRA et al., 1996):

1(24) = 1, O~ 1 5oy, + cos(2779,,,4))* €25 [3.29]

Basl
Dabei ist 1o das maximale Signalvolumen ohne Relaxation und 4 = 0, lgag €in Term, welcher
Fehler in der Basisebene beriicksichtigt, und R, die effektive Relaxationsrate von **N, her-
vorgerufen, durch transversale Relaxation, nicht aufgeldste langreichweitige *H->N-Kopp-
lungen und durch Inhomogenitaten des Magnetfeldes. Bei der Anpassung mit dem Programm
Origin werden all diese Grél3en als freie Parameter behandelt. TIANDRA et al. (1996) geben

fur dieses Verfahren eine Genauigkeit der bestimmten Kopplungen von bis zu £0,02 Hz an.
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4 Ergebnisse

4.1 Strukturbestimmung der PSCD4-Domaéane

4.1.1 Ergebnisseder Zuordnung der chemischen Verschiebungen und der
Vorhersage von kanonischen Sekundarstrukturelementen

'H-N-HSQC-Experiment

Die Zuordnung der chemischen Verschiebungen erfolgte wie in 3.2.1 beschrieben. Abb. 4.1
zeigt das zugeordnete *H->N-HSQC-Spektrum des HissPSCD4-K onstrukts. Von den Amino-
gruppen der Hauptkette ohne das N-terminale histidinreiche Peptid zur Aufreinigung des
Konstrukts (alle weiteren Zahlenangaben zur Zuordnung beziehen sich auf diese ,,verkirzte*
Sequenz) konnten 94 % zugeordnet werden. Fiir die Seitenketten wurden die chemischen Ver-
schiebungen der Amidgruppen der Asparagin- und Glutaminreste, sowie die der Aminogrup-

pen der Argininreste vollstandig zugeordnet. Die Signale im *H-">N-HSQC-Spektrum zeigen
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Abb. 4.1: Zugeordnetes *H-">’N-HSQC-Spektrum (600,13 MHZ) von 0,8 mM HisgPSCD4 in einem
Puffer aus 90% H,0, 10% D,0O, 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6,5), 0,1 mM DSS und T =
298 K. Die Beschriftung der Signale gibt den Aminoséaurerest im Einbuchstabencode und die
Position in der Primarsequenz wieder. Die Aminsignale der Argininseitenketten sind mit einem
kleinen e versehen. Die beiden Amidsignale der Asparagin- bzw. der Glutaminseitenketten sind
durch horizontale Linien verbunden und mit kleinem d bzw. e gekennzeichnet
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eine groRe Dispersion von ca. 107 bis 131 ppm in der *°N- und von ca. 6,7 bis 9,6 ppm in der
'H-Dimension. Dabei fallt auf, dass besonders Reste im Sequenzbereich von Aminoséure 30
bis 90 im Randbereich des Spektrums liegen. Die grof3e Dispersion der chemischen Verschie-
bungen dieser Reste lasst den Schluss zu, dass zumindest der Kernbereich der PSCD4-
Domane eine definierte Struktur besitzt.

Im mittleren Bereich des Spektrums, besonders von 115 bis 120 ppm (**N) und 8,2 bis 8,7
ppm (*H) ist zu erkennen, dass die Signale stark tiberlagert sind. Dies wird in erster Linie
durch die in hoher Anzahl im weniger stark strukturierten N- und C-terminalen Bereich der
Primarsequenz vorkommenden Serinreste verursacht. Die Serine kommen in den PSCD-
Doménen zu 57 % im Sequenzmotiv Pro-Ser-Pro bzw. Pro-Ser-Xxx (Xxx steht fiir eine belie-
bige von Pro verschiedene AA) vor. Dies l&sst eine ahnliche chemische Umgebung der ein-
zelnen Serinreste vermuten, was wiederum die geringe Dispersion erklart.

Einige Aminoséuren, wie z.B. das Leucin 38 oder Glycin 89, zeigen im 2-dimensionalen (2D)
HSQC-Spektrum mit seiner hohen Aufldsung eine Aufspaltung der Signale. Eine Ursache
konnte die in geringem Male auftretende cis/trans-Isomerie nahe benachbarter Prolinreste
sein (s. 4.1.2). Mehrere Reste des C-Terminus (z.B. Ala 106 und Thr 102) weisen 2 Signale
im 'H-"N-HSQC-Spektrum auf. Dies deutet darauf hin, dass der flexible C-Terminus (s.
4.1.3) in mehreren Konformationen vorliegt. Diese konnte auf der cis/trans-lsomerie der den
Resten Alanin 106 und Threonin 112 nahe benachbarten Prolinresten beruhen. Darauf deuten
die Intensitatsverhéltnisse von 1:20 bzw. 1:10 der beiden Signale fur Alanin 106 bzw.
Threonin 112 hin, die in etwa dem Auftreten von cis- und trans-lIsomeren in Proteinen

entsprechen (WElss et al., 1998).

Umfang der Zuordnung der chemischen Verschiebungen

Eine Liste der zugeordneten chemischen Verschiebungen ist dem Anhang 9.1 zu entnehmen.
Es konnten 95 % der C°%-, 92 % H®- und 72 % der Carbonyl-Verschiebungen des Proteinriick-
grats zugeordnet werden. Es war moglich, 87 % der CP-Resonanzen und 92 % der HP-Reso-
nanzen zuzuordnen. Die Zuordnung der restlichen Kerne der Seitenketten erfolgte zu 72 % fur
aliphatische C-Kerne, zu 82 % fir aliphatische Protonen, zu 50 % flr aromatische Protonen
und zu 78 % flr die Carbonyl- und Carboxy-Gruppen.

Die Reste Glutamat 29, Prolin 61, Threonin 84 und Prolin 91 konnten in keinem der aufge-
nommenen Spektren identifiziert werden. Die sequentiell benachbarten Aminosduren des
Glutamat 29 zeigen alle Signale geringer Intensitat. Dies konnte damit erkl&rt werden, dass in

diesen Bereichen mittlerer konformationeller Austausch stattfindet, der zu starken Linienver-
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breiterungen und damit zur Abnahme der Signalintensitat bzw. zu einem vollstandigen Ver-
schwinden der Signale der beteiligten Reste flihrt.

Auf die Reste Thr 84 und Pro 91 folgt direkt ein Prolin, auf Pro 61 folgt die Sequenz Phe-Pro,
so dass fiir diese 3 Reste die Zuordnungsstrategie tiber die auf dem *H-"N-HSQC basieren-
den 3D-Experimente erschwert ist. Eine Identifikation von einzelnen chemischen Verschie-
bungen dieser Reste im **C-NOESY-HSQC-Experiment war aufgrund der hohen Anzahl der
Prolinreste in der Sequenz und der dadurch auftretenden Uberlagerungen in den entspre-

chenden Bereichen des Spektrums nicht méglich.

Analyse der chemischen Verschiebungen und Vorhersage der Sekundarstruktur

Die chemischen Verschiebungen der C®-Kerne sind im oxidierten Zustand, d.h., wenn sie
uber eine Disulfidbriicke verkniipft sind um ca. 3 ppm Kleiner als im reduzierten freien Zu-
stand (AS c.(CYSreduziert) = 55,4; WISHART et al., 1995a). Fur die CP-Kerne ist der Effekt noch
grolRer. Die Verbrickung zweier Cysteine fuhrt zu einer Zunahme der chemischen Verschie-
bung von & ¢ (CySreduziert) = 28,0 um ca. 13 ppm auf & ¢ (CySoxidiert) = 41,1 ppm.

In der PSCD4-Doméne beobachtet man fiir alle zehn Cysteinreste Verschiebungen der C°-
Kerne kleiner 57,6 ppm und fir die CP-Kerne (CP von Cys 31 nicht zugeordnet) Verschiebun-
gen groRer 36 ppm bzw. groRer 38 ppm fir Cysteinreste denen ein Prolin bzw. eine andere
Aminosdure folgt. Dies zeigt, dass in der PSCD4-Domaéne alle zehn Cysteinreste tiber Disul-
fidbriicken verbunden sind. Fiir den GroRteil der Amidgruppen im *H-">N-HSQC-Spektrum
ist nur ein Signal zu identifizieren. Aufgrund dieser Tatsache kann man annehmen, dass die
Positionen der finf gebildeten Disulfidbricken in allen Molekilen einheitlich sind und
PSCD4 somit, bezogen auf die Disulfidbriicken, als einheitliches Isomer vorliegt.

In Abb. 4.2 ist die Abweichung der Werte der chemischen Verschiebungen von den Random-
Coil-Werten fiir die H%, C%-, CP- und C*-Kerne gezeigt. Fiir den Kernbereich der PSCD4-
Domane von Aminosaure 30 bis 90 sind signifikante Abweichungen der chemischen Ver-
schiebungen von den Random-Coil-Werten zu erkennen. Dies, sowie die Verbriickung der
Cysteine, belegt die aus dem *H-*N-HSQC-Experiment gewonnene Erkenntnis, dass der
Kern der PSCD4-Domane eine definierte Struktur aufweist. Die Aminosdauren im N- und be-
sonders im C-terminalen Bereich der Doméne zeigen deutlich kleinere Abweichungen ihrer
chemischen Verschiebungen von den Random-Coil-Werten als die des Kernbereiches. Dies
ist ein Indiz, dass sie weniger stark strukturiert sind.

Die chemischen Verschiebungen der H®-Kerne der Reste Aspartat 34 bis Threonin 50 sind,

mit Ausnahme des Aspartat 48, alle Hochfeld-verschoben, die der entsprechenden C%-Kerne
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sind groltenteils Tieffeld-verschoben. Dies wirde nach WISHART et al. (1995a) eine a-heli-
kale Sekundarstruktur dieses Bereichs vorhersagen. Dem widerspricht aber die Hochfeldver-
schiebung der CP-Kerne, die auf eine gestreckte p-Faltblatt-artige Sekundarstruktur hindeutet.
Fur die Aminosauren Asparagin 58 bis Isoleucin 66 deuten die Tieffeldverschiebung der H°-
Kerne und die Hochfeldverschiebung der C®-Kerne auf die Ausbildung eines [-Faltblatt-
strangs hin, wohingegen die Verschiebungen der CP- und C*-Kerne auf die Ausbildung einer
Helix hindeuten. Die Verschiebungen der H®-, C%- und C'-Kerne zeigen fiir die Sequenz von
Prolin 69 bis Prolin 73 die Ausbildung eines (3-Faltblattstrangs an, allerdings im Widerspruch
zu den Verschiebungen der CP-Kerne.

Die Analyse der chemischen Verschiebungen mit den Computerprogrammen CSI und
TALOS (s. 3.2.1) sagen fur die PSCD4-Domane keinerlei kanonische Sekundarstrukturele-
mente voraus. VVon den fir jedes Tripeptid vorhergesagten @/ ¥£Winkelpaaren liegen nie alle
zehn in einem engen Bereich (wie von TALOS vorgegeben) des Ramachandran-Diagramms.
FUr drei der Tripeptide liegen immerhin 8 der 10 Winkelpaare in diesem Bereich. Um die
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Abb. 4.2: Abweichungen der chemischen Verschiebungen (Ad) von den Random-Coil-Werten
(Ad.; s. 3.2.1) in Abhangigkeit der Sequenz von HisgPSCD4, beginnend mit AA-Rest 10. Fir
Reste auf die ein Prolin folgt wurden die entsprechenden Random-Coil-Werte aus WISHART et al.
(1995a) zur Berechnung der Abweichung verwendet
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Ausbildung eines Sekundarstrukturelements vorhersagen zu kénnen, mussen aber die Winkel-
paare mehrerer aufeinander folgender Tripeptide in den Winkelbereich der a-Helix oder des
[3-Faltblatts fallen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Analyse der chemischen Verschiebungen keine
kanonischen Sekundarstrukturelemente fir die PSCD4-Doméne vorhersagt. Eine mdogliche
Erklarung hierfur ist, dass fir die ungewohnliche Sequenz der PSCD4-Domane die oben
genannten empirischen Ansétze wegen einer schlechten Datenbasis trotz des Vorkommens
von Sekundarstrukturelementen versagen. Eine Datenbanksuche (http://pir.georgetown.edu
/pirwww/search/fasta.html) mit dem Algorithmus FASTA (PEARSON & LIPMAN, 1988) in den
Datenbanken PIR-PSC, Swiss-Prot, TreEMBL, RefSeq, GenPept und PDB ergab als besten
Treffer, auller den Proteinen der Pleuralin-Familie, das Mitochondrien-assoziierte cysteinrei-
che Protein aus Spermien von Mus musculus (Hausmaus) mit einem e-Faktor von 0,062 und
33 % Sequenzidentitat.

Andererseits sprechen auch die Analyse der NOE-Kontakte (s. 4.1.2) und die Ergebnisse der
Strukturrechnung (s. 4.1.4) dafir, dass die PSCD4-Domane keine kanonischen Sekundér-
strukturelemente ausbildet.

Aufgrund der schlechten Konvergenz der von TALOS vorhergesagten Winkelpaare kdénnen

daraus keine Winkeleinschrdnkungen fir die Strukturrechnung gewonnen werden.

4.1.2 Experimentell bestimmte Einschrankungen fur die Strukturrechnung

Restdipolkopplungen
Insgesamt konnten aus dem isotropen und dem anisotropen nicht entkoppelten *H->N-HSQC-
Experiment 46 *H-"N-Restdipolkopplungen fiir die Aminogruppen des Proteinriickgrats und
zwei fur die Aminogruppen der beiden Argininseitenketten bestimmt werden. Die Werte die-
ser Kopplungen sind dem Anhang 9.3 zu entnehmen. Als Fehler fur die Bestimmung der ef-
fektiven Kopplung im anisotropen und der skalaren Kopplung im isotropen Sepektrum wurde
jeweils dessen digitale Auflosung in der ®N-Dimension von 1,2 Hz angenommen. Daraus
ergibt sich der maximale Fehler der Restdipolkopplung als Summe dieser beiden zu 2,4 Hz,
da sich die Restdipolkopplung als Differenz aus effektiver und skalarer Kopplung ergibt (s.
3.2.2).
Fur die Strukturrechnung kénnen nur Restdipolkopplungen in nicht flexiblen Bereichen des
Proteins mit einem Ordnungsparameter S nahe 1 verwendet werden, da in flexibleren Berei-
chen mit S < 1, die gemessenen Restdipolkopplungen betragsmaRig verkleinert werden. Wie
die Ergebnisse der Analyse der chemischen Verschiebungen und die Relaxationsstudien (s.
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4.1.3) zeigen, sind die beiden Termini des HissPSCD4-Konstrukts flexibel. Die Seitenketten
in Proteinen sind meist flexibler als das Proteinriickgrat. Deshalb werden nur die *H-'>N-
Restdipolkopplungen der Aminogruppen der Hauptketten von Isoleucin 33 bis Aspartat 79 in
der Strukturrechnung verwendet.

Um die Restdipolkopplungen als Einschrankungen fir die Strukturrechnung verwenden zu
kdnnen, muss man die Hauptwerte §; des Orientierungstensors abschatzen. Fir den Fall, dass
die Orientierungen der *H-""N-Kernverbindungsvektoren im Protein einheitlich und isotrop
verteilt sind, zeigt das Histogramm der *H->N-Restdipolkopplungen die gleiche Form wie die
Anisotropie der chemischen Verschiebung in einem Pulverspektrum (GRANT, 1996). Die
grofiten gemessenen Restdipolkopplungen entsprechen der Orientierung des Kernverbin-
dungsvektors parallel der Z-Achse (¢ = 0) bzw. parallel der Y-Achse (¢ = 90, ¢ = 90) des
Orientierungstensors in dessen Hauptachsensystem. Der Wert mit der grofiten Haufung ent-
spricht der Orientierung parallel zur X-Achse (J = 90, ¢ = 0). Diese Werte entsprechen somit
~$77D12, —=SyyD12 und —S¢xD1.

Abb. 4.3 zeigt das Histogramm fir die in der Strukturrechnung verwendeten *H-">N-Restdi-
polkopplungen der HisgPSCD4-Domane. Aus diesem Histogramm l&sst sich —S7zD12 = 22 Hz,
—S/yD12 = =18 Hz und —S«xD12 = -4 Hz abschatzen. Dabei ist anzumerken, dass die Werte
fir —=S7zD12 und —=SyyD12 generell unterschatzt werden, da die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Kernverbindungsvektor in einem Kegel um die Z- bzw. die Y-Achse mit dem Offnungswin-
kel 2@ liegt, durch sin@ gegeben ist. Deshalb wurde aus —SxxD12, —SyyD12 und der Tatsache,
dass der Tensor spurlos ist —SyzD1, berechnet. Aus diesen Werten lassen sich der Orientie-
rungsgrad Sy = 9,2:10 und der Asymmetrieparameter 77 = 0,636 (Gl. 3.9) berechnen. Daraus
ergeben sich die im Computerprogramm CNS zu verwendenden Parameter a; = -S§,7D1,/ 2 =
11 und ay/ a1 = %3 = 0,424,

'SxxD12 = '4;0
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24 _-18,0 \ \ 'SYVD12
1 N NRY =220
T NN
0 N

25204540 5 0 5 10 15 20 25
Restdipolkopplung / Hz
Abb. 4.3: Histogramm, welches die Verteilung der in der Strukturrechnung verwendeten *H-°N-
Restdipolkopplungen der HissPSCD4-Domane bei T = 298 K in 7,5% "/, des Bicellsystems

DIODPC/CHAPSO/CTAB zeigt. Die Hauptwerte S; des Orientierungstensors konnen wie ange-
deutet aus dieser Verteilung bestimmt werden (CLORE et al., 1998) a1
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Vor und nach der Messung des anisotropen HSQC-Spektrums wurde eine Aufspaltung des
HDO-Signals von 19,6 und 23,2 Hz gemessen. Diese Aufspaltung ist ein MaR flr die Orien-
tierung des verwendeten Bicellsystems. Wenn die Orientierung stabil ist, sollte vor und nach
der Messung der Restdipolkopplungen die Aufspaltung gleich sein. In diesem Fall war die
Orientierung des Mediums im Magnetfeld zu Beginn des HSQC-Experiments noch nicht voll-
standig. Dies ist jedoch kein Problem fir die Bestimmung der Restdipolkopplungen, da der
leicht zunehmende Orientierungsgrad zwar im Laufe des Experiments zu einem Auseinander-
wandern der beiden Signale eines Multipletts fiihrt, deren Schwerpunkt aber unveréndert
lasst. Insgesamt flhrt dies zu einer Linienverbreiterung und zu einer zeitlichen Mittelung der

beobachteten Aufspaltung (also der Kopplung) tber den jeweiligen Orientierungsgrad.

Winkelinformationen aus den 3JyN ya- und den 3Jyan-K opplungen

Aus dem HNCA-E.COSY-Spektrum (s. 3.2.2) konnten insgesamt 41 3JyN pa-Kopplungen
bestimmt werden (s. Anhang 9.2). Der Fehler ergibt sich aus der Bestimmung der Position
zweier Signale und addiert sich zum Gesamtfehler der skalaren Kopplung auf. Fir die Inter-
polation einer Signalposition wird als Fehler £0,5 Hz, circa die Hélfte der digitalen Auflésung
(0,8 Hz, s. 3.2.2) angenommen. Somit ergibt sich der Fehler der Kopplung zu +1 Hz. Als Ein-
schréankungen fiir die Strukturrechnung wurden 30 Kopplungen innerhalb der Sequenz der
PSCD4-Domane (AA 16 bis AA 103 des HisgPSCD4-Konstrukts) verwendet. Kopplungen
mit Werten zwischen 6 und 8 Hz wurden nicht in die Strukturrechnung einbezogen, da sie
durch Mittelung Uber mehrere Konformationen zustande kommen koénnen und so zu einer
gemittelten, aber nicht existierenden Konformation fuihren wiirden.

Uber den gesamten Wertebereich des Winkels ¥ variiert die im HCACO[N]-E.COSY-Spek-

trum (s. 3.2.2) beobachtete 3Jyan-Kopplung nur von —0,16 bis —1,76 Hz, also um insgesamt
1,6 Hz. Die Auswertung ist verglichen mit dem HNCA-E.COSY noch erschwert, da die Auf-
spaltung des Multipletts durch die passive *Jnc-Kopplung nur 15 Hz betragt, die Linienbreite
auf halber Hohe in der C*-Dimension aber 7 bis 14 Hz betragt. Die Position der Signalmaxima
und die Linienform wird deshalb durch Uberlagerungen oft verfalscht. Die Linienbreite auf
halber Héhe in der *H-Dimension, in der auch die Kopplung bestimmt wurde, betragt 15 bis
20 Hz. Zur Bestimmung der Signalpositionen wurde an 1-dimensionale Schnitte die Linien-
form angepasst. Nimmt man einen Fehler fur die Signalposition von +0,3 Hz an, so ergibt sich
fur die Kopplung ein Fehler von £0,6 Hz. Aufgrund dieses grol3en Fehlers, verglichen mit der
Grolle des Wertebereichs von 1,6 Hz, zusammen mit der Mehrdeutigkeit der Karplus-Kurve

und den moglichen Abweichungen der Winkel-Kopplungsbeziehung von der empirischen
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Karplus-Kurve, wurden die 3Jyan-Kopplungen nicht al's Einschrankungen in der Strukturrech-
nung verwendet. Die genaue Bestimmung der Kopplungen und ihre Verwendung in der
Strukturrechnung ist nur bei hervorragender Qualitat der Spektren und kleinen Linienbreiten,
d.h. kleinen Proteinen und Peptiden (< 60 AA) oder bei sehr gutem Signal-zu-Rausch-Ver-
héltnis, d.h. hoher Proteinkonzentration, hoher Magnetfeldstarke und Verwendung eines

Cryo-Probenkopfes, mdglich.

Wasserstoffbrickenbindungen aus dem H(N)CO-Experiment

Aufgrund der Relaxation wahrend der langen Transferzeit im H(N)CO-Experiment (s. 3.2.2)
ist das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis trotz 312 aufaddierter FIDs relativ schlecht. Es kann nur
eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Carbonylgruppe des Serinrestes 43 und der
Amidgruppe des Alaninrestes 51 identifiziert werden. Die anderen Signale sind entweder Si-
gnale zwischen der Amidgruppe einer Aminosaure und der Carbonylgruppe ihres VVorgéngers,
da die *Jnc-Kopplung von 15 Hz abweicht und somit der Transfer nicht refokussiert wird,
oder zwischen den Amidgruppen des Rickgrats von Asparaginen oder Aspartaten und ihrer
Carbonyl- bzw. Carboxygruppe ihrer Seitenkette. Die 3Jyc-Kopplung zwischen diesen Grup-
pen liegt etwa in der gleichen GroRenordnung wie die *Jyc-Kopplung tiber Wasserstoffbri-
ckenbindungen.

Der Abstand zwischen dem Proton und dem Protonen-Akzeptor (H:-O) betragt normalerweise
0,18 bis 0,20 nm und zwischen Protonen-Donor (N) und Protonen-Akzeptor 0,27 bis 0,30 nm.
Fur die Strukturrechnung wurden etwas groRere Abstandsgrenzen, namlich 0,18 bis 0,25 nm

und 0,23 bis 0,35 nm verwendet.

Abstandsinfor mationen aus NOESY -Spektren

Die zur Bestimmung der NOE-Kontakte verwendeten Spektren sowie ihre Abstandseichung
sind in 3.2.2 beschrieben. Die hohe Anzahl einiger Aminosauren, besonders Prolin, Serin,
Cystein und Aspartat in der Primdarsequenz des HissPSCDA4, sowie die geringe Anzahl an aro-
matischen Aminosauren im Kern des Proteins (4 Phenylalanine), fiihren zu vielen Signallber-
lagerungen in den Spektren und zu Mehrdeutigkeiten der chemischen Verschiebungen.
Aufgrund dieser Probleme wurden zur Auswertung hauptsachlich die 3-dimensionalen *H-
N- und H-*C-NOESY-HSQC-Experimente verwendet. Die Zuordnung der NOE-Kontakte
erfolgte in einem iterativen Prozess: In einem ersten Schritt wurden eindeutige NOE-Kontakte

in den NOESY-Spektren identifiziert. Diese Abstandsinformationen, die Restdipolkopplun-

gen, die *JyNqa-Kopplungen sowie die biochemisch bestimmten Positionen der Disulfidbrii-

cken (s.u.) wurden als Einschrankungen fur erste Strukturrechnungen verwendet.
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Mit diesen ersten Strukturen und daraus mit dem Computerprogramm RELAX (s. 3.2.2) zu-
rickgerechneten NOESY-Spektren wurden dann Mehrdeutigkeiten bei der Zuordnung der
NOE-Kontakte, eliminiert und weitere NOE-Kontakte identifiziert, um in einer neuen Struk-
turrechnung verwendet zu werden. Diese Schritte wurden mehrfach wiederholt, bis keine wei-
tere eindeutige Zuordnung von NOE-Kontakten mehr maglich war.

Mittels des Computerprogramms cnsstat (s. 3.3.1) wurden Verletzungen der NOE-Kontakte in
den Strukturrechnungen analysiert. NOE-Kontakte die h&ufig verletzt wurden, wurden anhand
der NOESY-Spektren Uberpruft und gegebenenfalls mit groReren Fehlergrenzen versehen
oder nicht als Einschrankung fir die Strukturrechnung verwendet. Die folgende Tabelle gibt
einen Uberblick tiber die fiir die Berechnung der endgiiltigen Struktur (s. 4.1.4) verwendeten
eindeutigen NOE-Kontakte:

Art der NOE-Kontakte® Anzahl der Kontakte | Anzahl der Kontakte
AA 15 bis AA 103 AA 30 bis AA 94
intraresidual 253 231
interresidual: |i—j| = 1 64 62
Ruckgrat-Ruckgrat 20 19
Rickgrat-Seitenkette 30 29
Seitenkette-Seitenkette 14 14
interresidual: 1 < |i—j| <5 52 52
Ruckgrat-Ruckgrat 3 3
Rickgrat-Seitenkette 17 17
Seitenkette-Seitenkette 32 32
interresidual: |i—j| =2 15 15
interresidual: |i—j| = 3 28 28
interresidual: |i—j| =5 9 9
interresidual: |i—j| = 5 91 88
Rickgrat-Ruckgrat 3 3
Rickgrat-Seitenkette 38 37
Seitenkette-Seitenkette 50 48
interresidual: |i—j| = 4 10 10
Gesamt 460 433

Yi und j sind die Positionen der am NOE-Kontakt beteiligten Aminoséuren in der
Sequenz der HisgPSCD4-Domane.

Die Anzahl der zugeordneten NOE-Kontakte ist fir ein Protein dieser Grolie vergleichsweise
gering, andererseits ist hierzu zu bemerken, dass 433 der 460 zugeordneten NOE-Kontakte im
Kernbereich des HisgPSCD4-Konstrukts von Aminoséure 30 bis 94 liegen. Einige NOE-
Kontakte im Kernbereich des Proteins kénnen aufgrund von Uberlagerungen und Mehrdeu-
tigkeiten nicht zugeordnet werden. Fir die Aminoséuren der N- und C-Termini sind nur we-
nige NOE-Kontakte in den NOESY-Spektren beobachtbar. Im Bereich der Termini konnten

nur 27 NOE-Kontakte zugeordnet werden, davon waren 22 intraresidual. Dies ist in guter
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Ubereinstimmung mit der Analyse der chemischen Verschiebungen (4.1.1) und den Relaxati-
onsstudien (4.1.3), die zeigen, dass die Termini eine héhere Flexibilitat aufweisen und kaum
strukturiert sind.

In Proteinen kann die Aminosaure Prolin als cis- oder als trans-Isomer vorliegen. Die Prolin-
ringe kdnnen dabei verschiedene Konformationen (,,up®, ,,down®, ,twist*) ausbilden, welche
anhand von NMR-Parametern unterschieden werden kénnen (CAl et al., 1995). In Abb. 4.4
sind die cis- und trans-Isomere eines Prolinrestes gezeigt. Wie leicht zu erkennen ist und von
WUTHRICH et al. (1984) gezeigt wurde, sind die Abstande zwischen dem H"- und dem H°-
Proton der dem Prolin in der Sequenz vorangehenden Aminosaure und den H°-Protonen des
Prolinrestes deutlich kleiner als die zu dessen H-Proton. Im cis-Isomer beobachtet man das
umgekehrte Verhalten der Abstande. Dies bedeutet, dass man in den NOESY-Spektren an-
hand des Auftretens von NOE-Kontakten zwischen H"gy bzw. H%;y und H.1 die trans-Form
und zwischen H gy bzw. H%y und H . die cis-Form identifizieren kann.

Abb. 4.5 zeigt einen Ausschnitt aus dem *H-*C-NOESY-HSQC-Spektrum, in dem fiir einige
Proline die entsprechenden Kontakte H®g—H%.1) zu erkennen sind. Fir die Prolinreste 39, 47,
63 und 73 konnten H%;—H%..1) NOE-Kontakte identifiziert werden. Firr die Prolinreste 46, 55
und 69 konnten zusétzlich zu den H®;—H%.1) NOE-Kontakten noch die H;—HC.1 NOE-
Kontakte zugeordnet werden. Somit konnte fir diese sieben Prolinreste das Vorliegen in der
trans-Form gezeigt werden. Fir die anderen Prolinreste war es nicht méglich NOE-Kontakte
zwischen den H- und H®-Protonen des Vorgangers und des Prolinrestes zu identifizieren. Bei
vier Prolinresten (61, 85, 99 und 100) ist eine der beiden beteiligten Aminoséuren Uberhaupt
nicht in den NOESY-Spektren identifiziert (s. 4.1.1), bei einigen anderen zeigen die Vorgan-
geraminosauren keine Signale im *H-">N-NOESY-HSQC-Experiment. Die Aminosauren der
Termini besitzen insgesamt sehr wenig NOE-Kontakte (s.0.).

Anhand der Differenz aus CY- und CP-Verschiebung kénnen die beiden Isomere ebenfalls un-

terschieden werden (SCHUBERT et al., 2002). cis-Prolin besitzt eine Differenz der beiden

Abb. 4.4: cis-trans-Isomere einer Xxx-Pro-Peptidbindung. Die H%-Atome sind schraffiert, R sym-
bolisiert die Seitenkette der beliebigen Aminosaure Xxx (aus WUTHRICH, 1986)
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chemischen Verschiebungen groRer 9 ppm, trans-Prolin kleiner 7 ppm. Alle Proline im Kern-
bereich des Proteins zeigen Differenzen kleiner 7 ppm und liegen deshalb in der trans-Form
vor. Fur die Prolinreste, fur welche die CP- und C¥-Verschiebungen nicht zugeordnet werden
konnten, wurden in der Strukturrechnung die haufiger auftretende trans-Form angenommen.

Die Konformation der Prolinringe erhalt man aus der Analyse der Intensitaten von Kreuzsi-
gnalen zwischen durch drei kovalente Bindungen getrennten Protonen der Prolinreste in
TOCSY-Spektren mit kurzer Mischzeit (ca. 10 ms) und NOESY-Spektren (CAl et al., 1995).
Hierzu missen nahezu alle Protonen eines Prolinrestes in 2-dimensionalen TOCSY- und
NOESY-Experimenten identifizierbar und integrierbar sein. In Abb. 4.5 ist zu erkennen, dass
die Bereiche der H¥C®-Verschiebungen im 3-dimensionalen Spektrum stark tiberlagert sind.
Fur die HP/CP- und HY/C¥-Kerne der Prolinreste ist die Dispersion der chemischen Verschie-
bungen geringer als fiir die H¥C%-Verschiebungen, so dass ein GroRteil der Verschiebungen
nicht zugeordnet werden konnte. Aus diesem Grund konnte die Konformation der Prolinringe

nicht weiter analysiert werden.

Biochemische Bestimmung der Positionen der Disulfidbriicken
Aufgrund der geringen Anzahl an eindeutig zuzuordnenden NOE-Kontakten wurde durch

Herrn Lehmann in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Sumper versucht, durch Verdau des
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Abb. 4.5: Ausschnitt aus dem 'H-"*C-NOESY-HSQC-Experiment (600,13 MHz) von 0,8 mM
HisgPSCD4 in einem 10 mM Natriumfhosphatpuffer (90% H,0, 10% D,0, pH 6,5, T = 298 K).
Gezeigt ist ein Ausschnitt bei einer **C-Verschiebung von 49,95 ppm, der die Kontakte zu den
H®/C® einiger Prolinreste zeigt. Es sind nur Kreuzsignale zwischen den H®-Protonen von Prolin-
resten und den H%-Protonen ihrer Vorgéanger beschriftet. Die Mischzeit betrug 100 ms, die Auflo-
sung des Spektrums (aufgenommen mit 16 Scans pro FID) betragt 2,3 Hz / Punkt in der direkten
'H-Dimension (33), 18,8 Hz / Punkt in der indirekten *H-Dimension (32) und 80,6 Hz / Punkt fiir
3¢ (31)
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HissPSCD4-Konstrukts mit Proteasen, die Positionen der 5 ausgebildeten Disulfidbriicken zu
bestimmen. Das HisgPSCD4-Konstrukt erwies sich als sehr stabil gegeniiber dem Verdau mit
spezifischen Proteasen. Nur durch mehrfachen und abwechselnden Verdau des Proteins mit
den unspezifischen Proteasen Subtilisin und Proteinase K konnte der Kern der PSCD4-Do-
méane gespalten werden. Die Produkte des Verdaus wurden aliquotiert, um durch (-Mercap-
toethanol die Disulfidbriicken der Fragmente in einem Aliquot zu reduzieren. AnschlieRend
folgte eine Aufreinigung der einzelnen Fragmente mittels RP-HPLC (Reversed Phase High
Performance Liquid Chromatography, C18-Gel-Sdule). Fragmente, die unterschiedliche Si-
gnale in den Chromatogrammen mit und ohne Reduktion der Disulfidbriicken ergaben, wur-
den mittels Edman-Abbau identifiziert. Durch dieses Verfahren konnten die Positionen von
drei Disulfidbriicken bestimmt werden (s. Abb. 4.6). Die PSCD4-Doméne ist auf sich selbst
zuriickgefaltet, der erste Cysteinrest ist mit dem letzten verbriickt, der zweite in der Sequenz
mit dem vorletzten, sowie die beiden mittleren miteinander.

Es konnten keine Fragmente aufgereinigt werden, die nur die Cysteinreste 31 und 36 bzw. die
direkt benachbarten Cysteinreste 71 und 72 enthielten. Dies ist ein Indiz dafir, dass die Cyste-

ine 36 und 49 Gber Disulfidbricken mit den Cysteinresten 71 und 72 verbunden sind.

4.1.3 Ergebnisse der Relaxationsstudien am HissPSCD4-K onstr ukt

MaRe fir die Beweglichkeit einer Amidgruppe in einem Protein sind die Intensitéit des hete-
ronuklearen ®N{*H}-NOE und die Relaxationsraten R; und R,. Abb. 4.7 zeigt die *N{*H}-
NOE-Intensitat und die Relaxationsraten in Abhé&ngigkeit von der Sequenz.

Die ®N{*H}-NOE-Intensitaten haben fiir den Kernbereich der PSCD4-Domane von Cystein-
rest 24 bis Methioninrest 82 Werte von fast 0,8. Die meisten Reste in diesem Bereich, die
geringere NOESs besitzen, haben ein schlechteres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, so dass ihr
Fehler groRer ist als fur die anderen Werte und die Abweichungen nicht signifikant sind. Die
NOEs in den Randbereichen der eigentlichen PSCD4-Doméne sind deutlich kleiner als die im

24 31 36 49 57
---DCGEVIEECPIDACFLPKSDSARPPDCTAVGRPDCNVL

\ 2 i

—--SCNPPSGDPSPTFMPNDPSCEFPCCSsPCGINNPFP
94 76 72 68

Abb. 4.6: Mit biochemischen Methoden bestimmte Positionen der drei Disulfidbriicken zwischen
den Cysteinresten 24-94, 31-76 und 57—68. Uber die Verbriickung der restlichen vier Cystein-
reste gaben die biochemischen Analysen keinen Aufschluss. Allerdings zeigen NOE-Kontakte (s.
4.1.4), dass die Cysteinreste 36 und 49 mit 71 und 72 verknipft sind. Diese zwei moglichen Ver-
briickungen sind mit roten und schwarzen gestrichelten Linien angedeutet
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Kernbereich. Fir die Aminosduren des N- und des C-Terminus des HissPSCD4-Konstrukts
nehmen die NOESs negative Werte an.

Die NOE-Werte von ca. 0,8 zeigen, dass der Kernbereich der PSCD4-Domane nur eine ge-
ringe Beweglichkeit des Proteinriickgrats aufweist. Hingegen nimmt diese Beweglichkeit zu
den Termini hin deutlich zu. Die Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten 24 und 94 liegt
bereits in einem Bereich mit einer grélieren Dynamik als die des Kernbereichs der Doméne.
Die NOE-Werte von fast —2, welche fir den C-Terminus des HissPSCD4-Konstrukts beob-
achtet werden, zeigen, dass dieser sehr flexibel ist. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der
Tatsache, dass fiir mehrere Reste des C-Terminus zwei Signale im *H-N-HSQC-Spektrum
zu beobachten sind und dieser mindestens zwei Konformationen einnimmt, welche vermut-
lich miteinander in langsamem Austausch stehen.

Bei den R;-Werten beobachtet man fir den C-Terminus ebenfalls kleinere Raten als fir den

Kernbereich. Dies ist ein weiterer Beleg fur die hohere Beweglichkeit des C-Terminus. Zwi-

TMMPS PEPSSQPSDCGEVIEECPIDACFLPKSDSARPPDCTAVGRPDCNVLPFPNNIGCPSCCPFECSPDNPMFTPSPDGSPPNCSPTMLPSPSPSAVTVPLT

- TMMPS PEPSSQPSDCGEVIEECPIDACFLPKSDSARPPDCTAVGRPDCNVLPFPNNIGCPSCCPFECSPDNPMFTPSPDGSPPNCSPTMLPSPSPSAVTVPLT

TMMPS PEPSSQPSDCGEVIEECPIDACFLPKSDSARPPDCTAVGRPDCNVLPFPNNIGCPSCCPFECSPDNPMFTPSPDGSPPNCSPTMLPSPSPSAVTVPLT

Abb. 4.7: Ergebnisse der Relaxationsmessungen bei 500,13 MHz Protonenresonanzfrequenz
in Abhéngigkeit der Sequenz von HisgPSCD4, beginnend mit AA-Rest 10. Die schraffierten,
nach unten zeigenden Balken symbolisieren die Prolinreste, fir die aufgrund des fehlenden H"
keine Werte gemessen werden konnen. Oben ist der heteronukleare **N{*H}-NOE gezeigt. Die
hellen Balken sind Werte fur Signale mit schlechtem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis. In der Mitte
und unten sind die longitudinale Relaxationsrate R; und die transversale Relaxationsrate R,
gezeigt. Die Fehlerbalken entsprechen der fir die Anpassung der Signalintensitaten mit dem
Programm Origin erhaltenen Standardabweichung
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schen den Werten fur den N-Terminus und den Kernbereich ist allerdings kein Unterschied zu
erkennen. Jedoch sind die Fehler der Werte fur Methionin 10 und Glutamat 16 relativ groR, so
dass diese Werte nur begrenzt aussagefahig sind.

Fir die transversale Relaxationsrate R, sind die Werte fiir die Reste der beiden Termini, in
Einklang mit den Werten der *H{**N}-NOE-Intensitat, deutlich kleiner als fiir den Kernbe-
reich. Aufgrund der geringeren Aufnahmedauer der Experimente zur Messung von R, gegen-
uber denen zur Messung von Ry, war das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis schlechter, so dass fur

einige Aminosauren nur die Bestimmung der longitudinalen Relaxationsrate moglich war.

4.1.4 Struktur der PSCD4-Domane

Lage der Disulfidbricken

Erste Strukturrechnungen mittels CNS mit den eindeutig zugeordneten NOE-K ontakten und
den weiteren in 4.1.2 beschriebenen Einschrankungen, sowie den drei biochemisch bestimm-
ten Disulfidbriicken (s. 4.1.2) zeigten eine schlechte Konvergenz der berechneten Strukturen.
Die CP-Atome der Cysteinreste 36, 49, 71 und 72, welche aufgrund der beobachteten chemi-
schen Verschiebungen (s. 4.1.1) verbrickt sein missen, wiesen in einem GroRteil der erhalte-
nen Strukturen Abstédnde groier als 0,4 nm auf. Bei den Strukturen mit geringeren Abstanden
der CP-Atome gab es keine bevorzugten Cysteinpaare, so dass die Position der beiden Disul-
fidbriicken nicht bestimmt werden konnte. Mehrere NOE-Kontakte zwischen den Cysteinres-
ten 71 und 72 und dem Cysteinrest 49, sowie zwischen ihren Nachbarn (HN4g—HN71, HY 40—
H, HP-H%1, HP%eH%, HsHP 7, HY s—H%1, HO%H%1, HP g H1, HP%6H%2,,
HNs—H 72, HY s0—HP 71, HP 40-HY'g9) zeigen, dass Cystein 49 sich in raumlicher Nachbar-
schaft zu Cystein 71 und 72 befindet und vermutlich mit einem der beiden Cysteine verbrickt
ist. FUr das Cystein 36 sowie seine Nachbarn sind keine langreichweitigen NOE-Kontakte
identifizierbar, ebenso wie fir Threonin 50 und Alanin 51. Dies ist dadurch zu erkléren, dass
diese Reste an der Oberflache des Molekiils liegen. Die Reste 46 bis 49 und 69 bis 72 liegen
hingegen im Innern der Struktur.

Trotz der fehlenden langreichweitigen NOE-Kontakte des Cysteinrestes 36 kann aufgrund der
raumlichen Nahe des Cysteinrestes 49 zu den Cysteinresten 71 und 72 geschlossen werden,
dass Cystein 49 mit 71 oder 72 verknUpft ist und somit Cystein 36 mit 72 oder 71. Die Ver-
knupfung 36 mit 49 und die Ausbildung eines Achtringes zwischen den Cysteinen 71 und
72 wird dadurch ausgeschlossen. Mittels Strukturrechnungen mit dem Computerprogramm

ARIA (s. 3.3.2) wurde versucht zwischen diesen beiden Mdéglichkeiten fir die Disulfidbri-

49



4. Ergebnisse

cken zu unterscheiden. Dazu wurden vier mehrdeutige Disulfidbriicken von Cystein 71 zu
Cystein 36 oder Cystein 49 und von 72 zu 36 oder 49, sowie von 49 zu 71 oder 72 und von 36
zu 71 oder 72 definiert. Allerdings konvergierte der iterative Prozess von zusétzlicher auto-
matischer NOE-Zuordnung und Strukturrechnung nicht zu einer der beiden Verbriickungen.
In zwei Laufen des Programms ARIA mit unterschiedlichen Startwerten fir den Zufallsgene-
rator (,random seed*) wiesen nur 14 bzw. 12 der 20 energiedarmsten Strukturen von 60 ge-
rechneten des achten Iterationsschrittes die eine Verbriickung auf, wahrend die restlichen die
andere aufwiesen. Die RMSD-Werte dieser Strukturen mit jeweils gleichem Muster der Di-
sulfidbriicken waren grofer als 0,36 nm. Eine Unterscheidung zwischen den beiden Méglich-
keiten fur die Disulfidbriicken war somit nicht moglich.

Im Folgenden wurden deshalb mit CNS zwei Sétze von Strukturrechnungen mit jeweils einer
der beiden Mdglichkeiten fiir die funf Disulfidbricken (2494, 31-76, 5768 + 36—71/49-72

Abb. 4.8: Vergleich von Strukturbiindeln der 17 energiearmsten Strukturen von je 900 mit CNS
gerechneten Strukturen. Links: Disulfidbriicken 36—71 (gelb), 49—72 (magenta). Rechts: Disulfid-
bricken 36—72 (turkis), 49—71 (dunkelviolett). Die anderen drei Disulfidbriicken sind jeweils iden-
tisch: 24-94 (rot), 31-76 (grun) und 57—68 (blau). Die oberen Strukturbiindel zeigen die Reste 15
bis 103, die unteren die Reste 30 bis 80. Der RMSD, berechnet fur das Proteinriickgrat und die
Reste 30 bis 80, ist 0,1096 nm fur die besten 17 Strukturen mit den Disulfidbricken 36—71/49—72
(rechts) und 0,1915 nm fur die mit den Disulfidbriicken 36—72/49—71 (links) 50
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Abb. 4.9: Vergleich der RMSD-Werte der beiden Strukturrechnungen mit unterschiedlicher
Disulfidverbriickung. Gezeigt ist der RMSD-Wert in Abhangigkeit der Anzahl der energiedrmsten
Strukturen. Kreise: Disulfidbriicken 36—71/49—-72, Dreiecke: Disulfidbricken 36—72/49—71

bzw. 36—72/49—71; im Weiteren werden diese Satze kurz mit 36—71/49—72 bzw. 36—72/49-71
bezeichnet) durchgefihrt. Fir jeden Satz wurde dabei in mehreren Zyklen Strukturen berech-
net, um mit diesen weitere am Anfang mehrdeutige NOE-Kontakte zuzuordnen bzw. den
Strukturen widersprechende Abstandseinschrankungen zu eliminieren. Aus diesem Grund
unterscheiden sich die fur die Berechnung der beiden Satze verwendeten NOE-Kontakte. Fir
den Satz 36—71/49—72 konnten 15 NOE-Kontakte mehr eindeutig zugeordnet werden als fur
36—72/49—71. Die damit erhaltenen Strukturbiindel sind in Abb. 4.8 dargestellt.

In beiden Sé&tzen ist die Struktur von N- und C-Terminus, einschlieBlich der Disulfidbriicke
24-94, schlecht definiert. Sie nehmen in der Strukturrechnung in Ubereinstimmung mit den
Relaxationsmessungen (s. 4.1.3) mehrere Konformationen ein.

Der Kern beider Strukturbundel wird durch mehrere, durch die Disulfidbriicken zusammenge-
haltene Schleifen gebildet. Die Strukturen mit den Disulfidbriicken 36—71/49—72 sind kom-
pakter als die mit den Disulfidbriicken 36—72/49—71. Die Abweichungen des Kernbereichs
(Rest 30 bis 80) zwischen den energiedrmsten Strukturen (RMSD) sind fir den Satz 36—71
149—72, wie in Abb. 4.9 gezeigt ist, deutlich geringer. Dies ist auch direkt an den Strukturbiin-
deln in Abb. 4.8 erkennbar. Fiir die energiedarmsten 17 Strukturen aus 900 berechneten ist der
RMSD 0,1096 nm fur 36—71/49—72 und 0,1915 nm fir 36—72/49-71.

Die aus der CNS-Rechnung erhaltenen Energiebeitrage (Mittelwert = Standardabweichung)

der in Abb. 4.8 gezeigten Strukturen sind in der folgenden Tabelle gezeigt:
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Art der Verbriickung 36—71/49—-72 | Verbrickung 36—72/49—-71
Verletzung Energie / kJ-mol™ Energie / kJ-mol™
Evan-der-waals 2449+ 7,5 444+ 41
Ebiederwinkel 175,4 + 6,5 56,9+ 2,2
Egindungen 304+ 15 70+ 0,5
Ewinkel-aromatenringe 29,0+ 3,8 44+ 0,6
Enoe 170,0+ 5,5 21,3+ 25
ERestdipolkopplungen 209+ 2,4 10,3+ 2,1
Eskalare-kopplungen 423+ 7,7 12,0+ 3,0
Ecesamt 713,7 £+ 10,7 156,1 + 6,6

Die deutlich geringeren Energiebeitrage von 36—72/49—71 sind auf die geringere Anzahl der
in der Strukturrechnung verwendeten Abstandseinschrankungen, besonders von langreich-
weitigen NOE-Kontakten, zuriickzufuhren. Strukturrechnungen mit der gleichen Anzahl von
NOE-Kontakten ergeben fiir 36—71/49—72 vergleichbare Energiebeitrage (nicht gezeigt).

Aufgrund der kompakteren Struktur, dem geringeren RMSD-Wert und der besseren Uberein-
stimmung der Struktur mit den langreichweitigen NOE-Kontakten zwischen den Cysteinen
49, 71 und 72 sowie ihren Nachbarn kann eine Entscheidung fur die Disulfidverbrickung
zwischen Cystein 36 und 71 und zwischen Cystein 49 und 72 getroffen werden (s. Abb. 4.10).
Im Folgenden wird nur noch diese betrachtet. Eine direkte Identifizierung der Lage der Disul-
fidbriicken anhand von NOE-Kontakten ist aufgrund der geringen Anzahl der NOE-Kontakte
des Cysteinrestes 36 und seiner Nachbarn, sowie von Uberlagerungen in den NOESY -Spek-
tren in den Bereichen der Cystein- und Prolinreste und der hohen Anzahl sehr ahnlicher che-

mischer Verschiebungen und dadurch verursachter Mehrdeutigkeiten nicht méglich.

Struktur

Abb. 4.11 stellt den Kern der PSCD4-Domane von Aminoséure 30 bis 80 dar. Gezeigt ist das
Proteinriickgrat sowie die Cystinreste. Anhand einer Analyse dieser Strukturen mit dem in
MolMol implementierten Algorithmus von KABSCH und SANDER (1983) konnten keine kano-

nischen Sekundarstrukturelemente identifiziert werden.

24 31 36 49 57
---DCGEVIEECPIDACFLPKSDSARPPDCTAVGRPDCNVL

\

---SCNPPSGDPSPTFMPNDPSCEFPCCSPCGINNPFP

94 /6 72__ 68
/1

Abb. 4.10: Verknupfung der 10 Cysteinreste der PSCD4-Doméne Uber Disulfidbriicken. Die mit
biochemischen Methoden bestimmten Positionen von drei Disulfidbriicken sind schwarz einge-
zeichnet (s. 4.1.2), die aus der Strukturrechnung bestimmten Positionen rot
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Der Kern der PSCD-Domaéne bildet drei wohl definierte Schleifen aus, welche durch drei Di-
sulfidbriicken (36—71, 49—-72, 57—68) stabilisiert sind. Die Schleifen werden von den Resten
37 bis 48, 50 bis 56 und 58 bis 67 gebildet. Die PSCD4-Domane bildet einen neuen Faltungs-
typ aus. Die drei Schleifen liegen wie die Bléatter eines Kleeblatts, zusammengehalten durch
Disulfidbriicken zu den sequentiell nahe benachbarten Cysteinen 68, 71 und 72. Die gréRten
Bereiche dieser Schleifen liegen an der Oberflache des Molekils und sind somit dem Lo6-
sungsmittel zugénglich. Die Reste 32 bis 34, 46 bis 49, 57 bis 60, 70 bis 72, sowie der Rest 74
sind fast komplett im Innern der Struktur und dem Lésungsmittel kaum zuganglich, wie Ana-
lysen mit dem Computerprogramm Procheck-NMR (LAskowski et al., 1996) ergaben.

Die Struktur der N- und C-Termini ist, wie in Abb. 4.8 zu sehen, kaum definiert. Die Reste
zwischen den Cysteinen 24 und 31, sowie zwischen den Cysteinen 76 und 94 bilden zwei
flexible Schleifen aus.

Oberflachenpotential und funktionelle Gruppen

Aufgrund der von KROGER und WETHERBEE (2000) postulierten Wechselwirkung der Pleura-
line mit anderen organischen Komponenten der Zellwand (s. 2.2) sind die funktionellen
Gruppen und die Ladung auf der Oberflache der PSCD4-Doméne von besonderem Interesse.
In Abb. 4.12 ist zu erkennen, dass die gesamte Oberflache des Kernbereichs der PSCD4-Do-
méne durch saure Seitenketten der sieben Aspartat- und finf Glutamatreste negativ geladen
ist. Eine Ausnahme hiervon bilden 2 basische Bereiche: ein groRerer, der von den beiden
raumlich benachbarten Resten Lysin 40 und Arginin 45 gebildet wird, sowie ein Kleinerer,

gebildet durch den Argininrest 45. Die beiden basischen Bereiche liegen auf einer Seite der

c- 180° ..

- Termini

N-
Termini

Abb. 4.11: Strukturbiindel der 20 energiearmsten von 1000 berechneten Strukturen der PSCD4-
Doméne von Aminoséaure 30 bis 80. Der RMSD fiir das Proteinrlickgrat dieser Strukturen von
Rest 30 bis 80 betragt 0,1096 nm. Die Cystinreste sind farblich hervorgehoben: griin: 31-76,
gelb: 36—71, magenta: 49—72, blau 57—68. Das rechte Strukturbindel ist gegeniiber dem linken
um 180°gedreht 53



4. Ergebnisse

Doméne mit einem Abstand von ca. 20 nm. Dabei liegen die Seitenketten von Lysin 40 und
Arginin 45 parallel zueinander und ragen in das umgebende Losungsmittel, wie im rechten
Teil von Abb. 4.12 zu erkennen ist.

Dieser zeigt die energiedarmste von 1000 gerechneten Strukturen der PSCD4-Domaéne in der
Kalottendarstellung. Die Seitenketten verschiedener geladener und funktioneller Reste sind
dabei farblich hervorgehoben. Auffallig ist, dass die sauren Seitenketten der Glutamate und
Aspartate gleichmé&Rig Gber die Oberflache verteilt sind, mit Ausnahme des Bereichs zwi-
schen den beiden basischen Bereichen. Dieser wird von mehreren aliphatischen Resten (L38,
P39, P46, A51, V52), dem Phenylalanin 37 und dem Cystein 36 gebildet. Allerdings zeigen
die meisten Seitenketten dieser Reste ins Innere des Proteins und das polare Rickgrat dieser
Reste ist der Oberflache zugewandt.

C-Terminus

C-Terminus

Abb. 4.12: Energiedrmste Struktur der PSCD4-Doméane aus 1000 berechneten. Gezeigt sind die
Reste 15 bis 103. Links: Oberflachenpotential der PSCD4-Doméne. Blau gefarbte Flachen
zeigen ein positives, rot gefarbte ein relativ negatives elektrostatisches Potential an. Mitte: Zur
Orientierung ist das Proteinriickgrat mit den Cystinresten gezeigt (Farbgebung wie in Abb. 4.11).
Rechts: Kalottenmodell mit geladenen und polaren Gruppen: griin: Serin, gelb: Threonin, hell-
blau: Lysin, dunkelblau: Arginin, hellrot: Glutamat, dunkelrot: Aspartat, helles Orange: Glutamin,
dunkles Orange: Asparagin. Die unteren Strukturen sind gegentber den oberen um 180°gedreht
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Die polaren Serin- und Threoninreste liegen zu 70% aulRerhalb des gut strukturierten Kern-
bereichs der Doméne (Rest 30-80).

Qualitat der Struktur

In Abb. 4.13 ist ein Ramachandrandiagramm flr die PSCD4-Doméne gezeigt. Flr die ener-
giedrmste Struktur aus 1000 berechneten liegen 22 % der @/ Y¥-Winkelpaare im bevorzugten
Bereich, 34,9 % im zusatzlich erlaubten Bereich, 28,6 % im groRziigig erlaubten Bereich und
14,3 % im nicht erlaubten Bereich. Die Einteilung dieser Bereiche wurde vom Computerpro-
gramm Procheck-NMR Ubernommen. Sie beruht auf einer Statistik der @&/ Y-Winkelpaare in
hochaufgel6sten Rontgenstrukturen von Proteinen in der PDB-Datenbank. Fir ein gutes
Strukturmodell sollten mehr als 90 % der Winkelpaare im bevorzugten Bereich liegen.

Aus diesem Gesichtspunkt ware die Struktur als qualitativ schlecht einzuordnen. Die uber das
Ramachandrandiagramm von Procheck-NMR ermittelte Aquivalentauflosung ist 0,4 nm. Al-
lerdings weisen die meisten der Statistik zugrunde liegenden Proteine in der PDB-Datenbank

auch kanonische Sekundarstrukturelemente auf.
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Abb. 4.13: @ und $¥Winkel der energiearmsten Struktur aus 1000 berechneten: rot: Gebiet fur
bevorzugte Winkel, gelb: zusatzlich erlaubte Gebiete, cremefarben: gro3ziigig erlaubte Gebiete,
weil3: nicht erlaubte Gebiete. Die Erstellung dieses Ramachandran-Diagramms und die Eintei-
lung der Gebiete erfolgte mit dem Computerprogramm Procheck-NMR (LASKOwsKI et al., 1996)
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Wie der Sequenzvergleich der PSCD4-Domane mit anderen Proteinen in den gangigen Daten-
banken ergab (vgl. 4.1.1), ist ihre Sequenz sehr ungewdhnlich und zeigt keine Homologie zu
den Sequenzen bekannter Proteine. Der geringe Anteil an Winkelpaaren in den bevorzugten
Bereichen des Ramachandrandiagramms kann deshalb, zumindest fur den gut definierten
Kernbereich, durch die ungewdhnliche Sequenz und die daraus resultierende ungewdhnliche
Struktur der PSCD4-Domane erkléart werden. Die Auflosung fiir den Kern der Struktur ist
somit sicher héher einzuschatzen als die von Procheck-NMR angegebenen 0,4 nm.

Fur die Struktur der beiden Termini ist die Auflésung gering. Dies liegt aber in der Struktur
dieser Domane selbst begriindet. Fir die Aminosauren in diesen Bereichen sind nur sehr we-
nig NOE-Signale in den NOESY-Spektren zu beobachten. Dies ist in guter Ubereinstimmung
mit den Messungen der >N{*H}-NOEs.

4.1.5 Strukturmodell der finf PSCD-Domanen aus Pleuralin-1
Abb. 4.14 zeigt das Oberflachenpotential eines Modells aller fiinf PSCD-Domaénen des Pro-

teins Pleuralin-1. Die Berechnung des Modells erfolgte wie in 3.3.3 beschrieben.

Das Modell zeigt, dass alle funf PSCD-Domaénen einen kompakten und geladenen Kernbe-
reich besitzen. Diese sind durch verschieden lange, groBtenteils ungeladene Sequenzabschnit-
te getrennt. Die Kerne aller finf Doménen sind wie der der PSCD4-Doméne negativ geladen,
wiederum mit Ausnahme einzelner basischer Bereiche.

Die Anordnung der Doménen dieses Modells relativ zueinander ist zufallig, da fir die Se-
quenzen zwischen den Domanen und zwischen den Domanen selbst nur sehr wenig Abstands-
einschrdnkungen verwendet worden sind. Aufgrund der Tatsache, dass die PSCD-Doménen
stark negativ geladen sind und die PSCD4-Doméne in Lésung nicht aggregiert, ist anzuneh-
men, dass die fiinf PSCD-Domaénen im Pleuralin-1 keine feste Quartarstruktur ausbilden, son-

dern flexibel, wie Perlen auf einer Schnur, angeordnet sind.

4.1.6 Wechselwirkung der PSCD4-Doméane mit Kieselsaure

Eine mdgliche Funktion der PSCD-Domanen kodnnte deren Bindung an die SiO,-Bestandteile
der Zellwand sein. Um dies zu untersuchen, wurden, wie in 3.3.5 beschrieben, erste Wech-
selwirkungsstudien der PSCD4-Domane mit Kieselsaure anhand von *H-">N-HSQC-Expe-
rimenten durchgefiihrt. Durch die Zunahme des Methylsignals des Methanols (0= 3,4 ppm)
konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse des TMOS in Salzséure bzw. nach direkter Zu-

gabe zur NMR-Probe, und somit die Freisetzung der Kieselsaure, funktioniert hat.
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Die Zugabe der Kieselsaure fuhrt zu keinen Veranderungen in den NMR-Spektren, weder zu
Signalverschiebungen noch zu Intensitatsanderungen. Dies legt den Schluss nahe, dass keine
Wechselwirkung zwischen der PSCD4-Doméne und der Kieselséure stattgefunden hat. Eine
Wechselwirkung mit der Kieselsdure musste, zumindest im direkten Interaktionbereich, zu
einer Anderung der lokalen Struktur und somit zu Anderungen in den *H-"N-HSQC-Spektren
fuhren.

Dieses Ergebnis kann eine Interaktion der PSCD-Domé&nen mit amorphem SiO, in vivo nicht
ausschlieen. In vivo konnten noch andere Komponenten, wie z.B. Enzyme, welche die
PSCD-Domaénen oder die Kieselsaure aktivieren, beteiligt sein. Andererseits kénnen auch

methodische Ursachen eine Interaktion verhindern. Eine Mdglichkeit wére, dass die Kiesel-

C-Terminus

C-Terminus

Abb. 4.14: Oberflachenpotential des Modells der finf PSCD-Doméanen aus dem Protein
Pleuralin-1. Blau gefarbte Flachen zeigen ein positives, rot gefarbte ein relativ negatives elektro-
statisches Potential an. Gezeigt ist das Modell mit der geringsten Gesamtenergie. Die untere
Struktur ist gegenlber der oberen um 180° gedreht

57



4. Ergebnisse

saure mit der Glaswand des Probenrdhrchens wechselwirkt und gar nicht frei bzw. als Oligo-
mer in Lésung ist. Um dies zu tberpriifen, misste mittels NMR-Spektroskopie an #Si-ange-
reicherter Kieselsdure das ganze System besser charakterisiert werden. Eine weitere experi-
mentelle Mdglichkeit, um eine Interaktion zu erreichen, ware die Veranderung der Bedingun-

gen wie Salzgehalt, lonenstarke, pH und Temperatur.

4.2 Methodische Arbeiten zur Messung von Restdipolkopplungen

4.2.1 Lage der magnetischen Suszeptibilitatstensoren in HPr und Melittin

Mit dem in 3.4.1 beschriebenen Computerprogramm wurde fir die beiden Proteine Melittin,
dem Gift der Honigbienen (Apis melifica) und fiir HPr aus Staphylococcus carnosus der ma-
gnetische Suszeptibilitatstensor vorhergesagt. Die Lage ihrer Hauptachsensysteme ist in Abb.
4.15 gezeigt. Melittin ist ein helikales Peptid aus 26 Aminosduren. Fir den magnetischen
Suszeptibilitatstensor des Melittins erhalt man die Anisotropie Ay = 1,2-10° m® und die
Asymmetrie 3y = 4,0-10* m®. a-Helices besitzen aufgrund der besonderen Anordnung der
Peptidbindungsebenen eine relativ hohe Anisotropie der magnetischen Suszeptibilitat, wie
man auch im Fall des Melittins sieht. Ein anderes eindrucksvolles Beispiel fiir diese hohe
Anisotropie der magnetischen Suszeptibilitat ist das helikale Rhodospin in den Purpurmem-
branen von Rhodobakter, welches die Ursache fir die Orientierung dieser Membranen im
Magnetfeld sind. Sie werden auch als orientierende Medien zur Messung von Restdipol-

kopplungen verwendet (KOENIG et al., 1999).

Abb. 4.15: Darstellung des Proteinriickgrats von HPr aus Staphylococcus carnosus (links) und
von Melittin aus Apis melifica. Neben den Strukturen ist schematisch die Lage des Hauptachsen-
systems ihres magnetischen Suszeptibilitatstensors eingezeichnet
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Fur das HPr mit zwei langen Helices und fiinf aromatischen Seitenketten erhadlt man Ay =
3,5-10® m® und 5y = 1,410 m®. Mit Gleichung [3.19] kann man den Orientierungsgrad
Syz berechnen. Fir die groRte der NMR-Spektroskopie momentan zugéngliche Feldstarke von
23,4 T (1000 MHz Protonenresonanzfrequenz) und T = 298 K ergibt sich Sy» zu 8,6-10° bzw.
2,46-10° fiir Melittin bzw. HPr und 77 zu 0,5 bzw. 0,6. Aus Gleichung [3.6] lasst sich leicht
abschatzen, dass man fiir die *H-">N-Restdipolkopplung, verursacht durch magnetische Ori-
entierung, Werte von maximal 0,25 bzw. 0,6 Hz fiir das Melittin bzw. das HPr beobachten
kann.

Diese Effekte sind trotz verfeinerter Experimente zur Messung solcher Restdipolkopplungen
noch zu gering, um fir die Strukturbestimmung genutzt werden zu kénnen. Hierflr missten
die Effekte wenigstens um einen Faktor 5 bis 10 groRer sein. Allerdings wéren hierzu Ma-
gnetfeldstarken entsprechend 2200 bis 3000 MHz Protonenresonanzfrequenz nétig, welche in

den nachsten Jahren wohl nicht realisierbar sind.
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4.2.2 Messung von homonuklearen Restdipolkopplungen am BPTI

COSY-Experiment
Zur Bestimmung des Vorzeichens der Restdipolkopplung muss das Vorzeichen der effekti-

ven, im isotropen und anisotropen Spektrum gemessenen Kopplung bekannt sein. Im isotro-

pen Fal ist Jgf = Jsaa FUr die hier untersuchten 3\]Hv\lHo(-KoppIungen liegen die Werte zwi-
schen +4 und +14 Hz. Aus dem COSY-Spektrum ist das VVorzeichen der Kopplung nicht be-

stimmbar. Dies bedeutet, dass man den Orientierungsgrad gering halten muss, damit Jgaar <

KD12>‘ gilt, so dass das Vorzeichen der Restdipolkopplung Uber das bekannte VVorzeichen der

skalaren Kopplung bestimmt werden kann. Allerdings zeigen die Signale im COSY-Spektrum
auch ein unterschiedliches Verhalten fiir positive und negative Restdipolkopplungen. Nega-
tive Restdipolkopplungen fiihren zumindest bei geringen Orientierungsgraden zu einer Ver-
ringerung von Jg; und somit, besonders wenn Jg: Kleiner als die Linienbreite wird, zu einem
Ausloschen der Antiphase-Signale und einer Abnahme der Signalintensitat. Dies ist beispiels-

weise fur das Kreuzsignal des Arginin 53 gut zu erkennen (Abb. 4.16). Auch bei héheren Ori-
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Abb. 4.16: Intraresiduale H"-H%-Kreuzsignale der Aminosaurereste Alanin 27 (oben) und Arginin
53 (unten) bei verschiedenen Konzentrationen des orientierenden Mediums und 600,13 MHz
Protonenresonanzfrequenz. Die Anderungen der chemischen Verschiebungen beruhen haupt-
sachlich auf dem Einfluss der magnetischen Suszeptibilitat. Aufgrund von Wechselwirkungen des
DSS mit dem DMPC/DHPC/CTAB-Medium ist dessen *H-Signal stark verbreitert, was die genaue
Messung der chemischen Verschiebung erschwert. Um dies zu umgehen wurde DSS in einer
verschlossenen Glaskapillare dem Probenrdhrchen zugesetzt. Diese fuhrt fir alle Signale bei ge-
gebener Konzentration an orientierendem Medium zu identischen Suszeptibilitats-Verschiebun-
gen. Diese konnten durch die Verwendung eines kugelfomigen GefalRes fur das DSS vermieden
werden (HOMER, 1984). Die kugelférmigen DSS-Gefal3e fuhrten jedoch zu grol3en Linienverbrei-
terungen und wurden deshalb nicht verwendet (nach BRUNNER et al., 2000) 60
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entierungsgraden treten diese Signale nicht wieder im Spektrum auf, obwohl bel stark negati-
ver Restdipolkopplung der Betrag der effektiven Kopplung wieder zunimmt. Die Ursache
hierfur ist, dass die Linienbreiten bei hoheren Orientierungsgraden stark zunehmen, wie z.B.
am Kreuzsignal des Alanin 27 (Abb. 4.16) zu erkennen ist. Die Hauptursache sind passive
residuale dipolare Kopplungen zu rdumlich benachbarten Kernen, die mit hdheren Orientie-
rungsgraden ebenfalls zunehmen. Anhand dieser charakteristischen Ausléschung der Signale
koénnen negative Restdipolkopplungen relativ leicht identifiziert werden. Die Messung von
negativen Restdipolkopplungen wird jedoch durch den schnellen Intensitatsabfall der Signale
erschwert bzw. meist ganz verhindert.

In den COSY-Spektren der anisotropen Proben treten auch durch reinen dipolaren Transfer
vermittelte Kreuzsignale zwischen rdumlich benachbarten Protonen auf (vgl. BRUNNER et al.,

2000). Diese werden hier nicht weiter betrachtet, da das Vorzeichen dieser Kopplungen, auf-

grund einer fehlenden Referenz wie der skalaren 3J.Npa-Kopplung, nicht bestimmt werden
kann.

Bei einer Konzentration des orientierenden Mediums von 5 % konnten fiir 20 Reste des BPTI

Dunpa-Restdipolkopplungen bestimmt werden (Abb. 4.17). Von den 58 Aminosauren des
BPTI sind vier Reste Proline, welche kein H" besitzen, und sechs Glycine, da bei ihnen die

Analyse der HN-H®-Kopplung durch die zwei H®-Protonen kompliziert wird. \Von den ver-

bleibenden Aminosduren konnte die Dynya-Restdipolkopplung fir 42 % der Reste bestimmt
werden. Fir weitere neun Reste konnte das Vorzeichen, wie oben beschrieben, aus der
schnellen Abnahme der Signalintensitat vorhergesagt werden. Diese Reste sind in Abb. 4.17
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Abb. 4.17: Links: Vergleich zwischen gemessenen (x) und berechneten (o) *DyNy¢-Restdipol-

kopplungen des Proteins BPTI in 5% “/, DMPC/DHPC/CTAB. Die Minuszeichen am unteren
Rand der Abbildung zeigen Aminosaurereste an, fir die, aufgrund der schnellen Abnahme der
Intensitéat der Kreuzsignale, eine negative Restdipolkopplung vorhergesagt werden kann, aber
keine Werte fur die effektive Kopplung bestimmt werden kénnen. Die Kreuzsignale der Ami-
nosaurereste 20 und 30 (durch einen Pfeil gekennzeichnet) liegen unter dem Wasserartefakt und
kénnen deshalb nicht ausgewertet werden. Rechts: Korrelation zwischen den gemessenen und
den berechneten *D,N@-Restdipolkopplungen (nach BRUNNER et al., 2000) 61
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durch ein Minuszeichen gekennzeichnet. Mit dem Computerprogramm SVD wurde aus den

gemessenen Kopplungen und einer Kristallstruktur des BPTI (PARKIN et al., 1996) der Orien-

tierungstensor vorhergesagt. Mit diesem lassen sich die aus der Struktur erwarteten Dynpo-
Restdipolkopplungen berechnen (Abb. 4.17). Die gemessenen Kopplungen stimmen gut mit
den berechneten Werten tberein (Abb. 4.17, rechts). Die aus dem Signalabfall vorhergesagten
negativen Restdipolkopplungen werden durch die aus dem Tensor und der Struktur berech-

neten Kopplungen ebenfalls bestatigt.

MOCCA-SIAM-Experiment

In Abb. 4.18 sind die Inphase- (DQF) und Antiphase-SIAM-Spektren (ZQF) des BPTI in ei-
ner anisotropen Lésung von 4% “/, DMPC/DHPC/CHAPSO gezeigt. Die Spektren sind in
der indirekten Dimension (0;) entkoppelt. Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis und die Aufl6-
sung des Spektrums ist fuir die meisten Signale sehr gut. Allerdings erkennt man, dass auch im
ZQF-SIAM-Spektrum eine Ausldschung von Signalen mit einer grof3en negativen Restdipol-
kopplung, wie z.B. flr Alanin 25 oder das Glutamat 29 (vgl. Abb. 4.17), auftritt. Im DQF-
SIAM zeigen diese Signale keine sichtbare Aufspaltung durch die effektive Kopplung und
besitzen eine geringe Linienbreite. Wie bei dem in anisotroper Lésung aufgenommenen
COSY-Spektrum, treten im SIAM-Spektrum, mit der auf dipolaren Transfer optimierten
MOCCA-Mischsequenz, durch reine dipolare Kopplung vermittelte Kreuzsignale auf. Bei-
spiele hierfiir sind die Kreuzsignale zwischen dem raumlich benachbarten H* von Isoleucin
18 und dem H" von Isoleucin 19 oder zwischen dem HP® und dem H" von Cystein 30. Ein
weiteres spektroskopisches Phanomen ist das Auftreten eines dritten Signals in den Kreuzsi-
gnalen der Glycinreste mit einer Resonanzfrequenz, welche der gemittelten Resonanzfrequenz
ihrer beiden H%-Kerne entspricht. Die selektiven Entkopplungspulse in der Mitte der t;-Evo-
lutionszeit, mit einer Dauer von insgesamt 9 ms, wirken fir die beiden H® eines Glycinrests
wie eine bandselektive TOCSY-Mischsequenz (GLASER & QUANT, 1996). Somit wird in der
Mitte der t;-Evolutionszeit Magnetisierung von H®® mit einer Resonanzfrequenz s =
21 (H*®) auf H* mit einer Resonanzfrequenz «p = 21w (H®?) transferiert und umgekehrt.
Diese Magnetisierung erfahrt wéhrend der t;-Evolutionszeit eine Entwicklung unter der ge-
mittelten Resonanzfrequenz amiva = (as + @) / 2. Eine genaue theoretische Betrachtung
dieses Phanomens ist in MOGLICH et a. (2002) gegeben.

In Abb. 4.19 ist fiir einen 1-dimensionalen Schnitt durch das Kreuzsignal von Isoleucin 18 das
Verfahren nach Titman und Keeler zur Bestimmung der effektiven Kopplungskonstante de-

monstriert. Man sieht, dass der normierte RMSD in Abhéangigkeit von Jeg ein wohl
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Abb. 4.18: Zugeordnetes ZQF-SIAM (oben) und DQF-SIAM (unten) von 2,0 mM BPTI in 50 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 6,2), 0,1 mM EDTA, T = 305 K in 4% "/, DMPC/DHPC/CTAB. Die
Beschriftung der Signale gibt den Aminosaurerest im Einbuchstabencode und die Position in der
Primarsequenz wieder. Es treten auch Kreuzsignale auf, die auf reinem dipolarem Transfer beru-

hen, wie z.B. zwischen dem H® von Isoleucin 18 und dem H" von Isoleucin 109.

Bemerkenswert

sind die mit Sternen markierten Signale der Glycinreste mit zwei nicht degenerierten H-Ver-
schiebungen, mit deren gemittelter Resonanzfrequenz. Diese Signale entstehen durch einen
TOCSY-Transfer, vermittelt durch die selektiven Entkopplungspulse in der Mitte der t;-Zeit, mit

einer Dauer im Millisekundenbereich
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definiertes Minimum aufweist. Dieses entspricht der effektiven Kopplungskonstante, welche
zur Aufspaltung des Signals fiihrt. Das Minimum kann durch eine Anpassung an ein Polynom
zweiter Ordnung (s. Abb. 4.19) mit noch héherer Prazision bestimmt werden. Der Fehler fir
die Bestimmung einer einzelnen Kopplung mit diesem Verfahren betragt weniger als +0,2 Hz.
Die mit diesem Verfahren bestimmten Kopplungskonstanten sind in Tab. 4.1 dargestellt. Die
in isotroper LGsung gemessenen skalaren Kopplungen zeigen eine gute Ubereinstimmung mit
den von PARDI et al. (1984) veroffentlichten Werten. Ein Diagramm der mit dem SIAM-
Experiment bestimmten skalaren Kopplungen als Funktion der von PARDI et al. bestimmten
Kopplungen zeigt eine Steigung von eins mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,981
(MOGLICH et dl., 2002).

Zur Bestimmung des Orientierungstensors (s. 3.4.2) wurden nur die 19 Restdipolkopplungen
von Aminosdureresten in Bereichen von kanonischen Sekundarstrukturelementen verwendet.
Abb. 4.20 zeigt, dass die Korrelation zwischen den berechneten und den gemessenen Restdi-
polkopplungen von Resten in den Sekundarstrukturelementen gut ist. Der Korrelationskoeffi-
zient betragt 0,960. Der Qualitatsfaktor (Gl. [3.28]) ist 0,259, was ebenfalls zeigt, dass die ge-
messenen Restdipolkopplungen in guter Ubereinstimmung mit der Struktur des BPTI sind.

In Abb. 4.20 sind durch offene Kreise auch die Reste, welche aul3erhalb der Sekundarstruktur-

elemente liegen, dargestellt. Es féllt auf, dass der Betrag der gemessenen Kopplung fir diese
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Abb. 4.19: Links: Demonstration des Titman-Keeler-Verfahrens am H"-H%-Kreuzsignal von Iso-
leucin 18 in anisotroper Losung. Ein 1-dimensionaler Schnitt durch das inphase aufgespaltene
Kreuzsignal des DQF-SIAM wurde mit einem mit Jit = 10,4 Hz antiphase aufgespaltenen Delta-
dublett gefaltet (schwarz). Entsprechend wurde das antiphase aufgespaltene Signal des ZQF-
SIAM mit einem mit identischem Jis; aufgespaltenen inphase Dublett gefaltet (rot). Die Differenz
der beiden ist in Grau gezeigt. Die Intensitat der Signale ist in willkirlichen Einheiten (w.E.) ange-
geben. Rechts: Normalisierter RMSD zwischen den gefalteten Schnitten des Inphase- und des
Antiphase-Signals in Abhéngigkeit von Jis; (Kreise). Die rote Linie zeigt die Anpassung der Werte
nahe des Minimums (gefiillte Kreise) an ein Polynom zweiter Ordnung Y = aX?+ bX +c (a =
0,189, b =-3,935 und ¢ = 20,526. Ein klar definiertes Minimum ist bei 10,4 Hz zu erkennen (nach
MOGLICH et al., 2002) 64
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Tab. 4.1: Kopplungskonstanten des Proteins BPTI, bestimmt in isotroper (iso) und anisotroper
(aniso) Losung, sowie die gemessenen und aus dem Tensor berechneten (ber.) Restdipolkopp-
lungskonstanten. Es sind nur die Reste angegeben, fir welche die Kopplungskonstante in isotro-
per Losung bestimmt werden konnte. Zum Vergleich sind in der zweiten Spalte die von PARDI et
al. (1984) bestimmten Kopplungskonstanten angegeben. Die letzte Spalte zeigt an, ob ein Rest in

einem kanonischen Sekundarstrukturelement liegt oder nicht (nach MOGLICH et al., 2002)

Rest Jpargi / Hz Jiso / HZ Janiso/ Hz | <D1,>/Hz | ber. <D1,>/Hz |sek. Strukt.
Asp 3 3,8 3,5 — — — nein
Cys5 4,9 4,8 53 0,5 0,8 ja
Leu 6 8,1 8,4 9,6 1,2 1,3 ja
Tyr 10 10,1 9,8 8,3 -15 -0,2 nein
Lys 15 8,7 8,7 9,4 0,7 0,9 nein
Ala 16 7,4 8,0 8,5 0,5 19 nein
Arg 17 9,3 9,4 8,6 -0,8 -0,7 nein
lle 18 9,2 8,8 10,4 1,6 14 ja
lle 19 6,9 6,8 6,4 -0,4 -0,2 ja
Tyr 21 10,2 9,7 10,2 0,5 0,3 ja
Phe 22 9,1 9,0 10,6 1,6 18 ja
Tyr 23 6,7 7.3 7,2 -0,1 0,1 ja
Asn 24 8,7 9,4 10,4 1,0 11 ja
Ala 25 3,9 3,2 — — — nein
Lys 26 6,1 6,2 4,8 -1,4 -1,9 nein
Ala 27 7,8 8,0 8,6 0,6 0,8 nein
Leu 29 7,0 7,5 8,8 13 1,0 ja
Cys 30 9,1 8,9 8,2 -0,7 -0,3 ja
GIln 31 10,2 9,5 — — — ja
Thr 32 8,1 8,0 8,5 0,5 0,6 ja
Phe 33 7,1 7.4 7,1 -0,3 0,3 ja
Val 34 8,8 8,4 8,4 0,0 0,3 ja
Arg 39 6,9 7,2 7,1 -0,1 0,3 nein
Lys 41 10,2 10,2 10,2 0,0 0,7 nein
Asn 43 7.4 7,6 7.9 0,3 0,4 nein
Asn 44 7,9 7,8 7,3 -0,5 -0,3 nein
Phe 45 10,0 10,2 11,0 0,8 0,6 ja
Lys 46 6,1 5,8 5,7 -0,1 -1,1 nein
Ser 47 8,3 8,2 10,0 18 18 ja
Glu 49 4,3 3,6 — — — ja
Asp 50 4,9 4,4 4,8 0,4 0,6 ja
Met 52 52 4,4 — — — ja
Arg 53 4,1 4,2 — — — ja
Thr 54 6,5 6,6 7,7 11 1,0 ja
Cys 55 9,4 9,2 10,1 0,9 1,0 ja
Ala 58 5,7 6,2 6,8 0,6 — nein

! Die Kristallstruktur enthalt firr diesen Rest aufgrund einer fehlenden Elektronendichte keine Koordinaten

Reste meistens kleiner ist as die der berechneten. Diese Reste in den flexibleren Bereichen
des Proteins besitzen einen kleineren Ordnungsparameter S (s. 3.4.1) als die Reste in den Se-
kundarstrukturelementen. Wie leicht in Gl. [3.6] zu erkennen ist, wird die effektive Kopplung

durch den Ordnungsparameter betragsméaliig verkleinert.
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Abb. 4.20: Korrelation zwischen den gemessenen und den berechneten *Dynpa-Restdipolkopp-
lungen. Zur Berechnung des Orientierungstensors und des Korrelationskoeffizienten wurden nur
Kopplungen von Aminosaureresten in den Sekundarstrukturelementen mit einem Ordnungspa-
rameter S nahe eins verwendet (geflllte Kreise). Der Korrelationskoeffizient betragt 0,960.
Kopplungen von Aminosaurereste in den flexibleren Schleifen sind als offene Kreise dargestellt
(nach MOGLICH et al., 2002)

Die Lage des Orientierungstensors ist in Abb. 4.21 gezeigt. Firr den Orientierungsgrad des
Tensors erhalt man S,z = 3,1-10™ und den Asymmetrieparameter 17 = 0,42. Die Z-Achse des
Hauptachsensystems des Orientierungstensors ist nahezu parallel zur L&ngsachse des Mole-
kiils. Die Lage dieser Achse stimmt gut mit der Z-Achse des mit dem Computerprogramm
Pales bestimmten Diffusionstensors des BPTIs Uberein. Dies ist durch die von ALBA et al.
(1999) gemachte Beobachtung zu erklaren, dass die Orientierung eines Proteins im

DMPC/DHPC-Medium hauptséchlich durch sterische Wechselwirkungen zustande kommt.

Abb. 4.21: Darstellung des Proteinriickgrats von BPTI, sowie die Lage des aus den Kopplungen
und der Struktur bestimmten Hauptachsensystems des Orientierungstensors. Die rechte Struktur
ist gegentber der linken um 90°gedreht (aus MOGLICH, 2001)
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4.2.3 Von der Magnetfeldstarke abhangige Effekte: Ergebnisse der
Messungen am Protein HPr

GORLER und BRUNNER (pers. Mitteilung) fanden fiir die skalare 3JyNya-Kopplung bei 800,13
MHz Protonenresonanzfrequenz im COSY-Experiment fiir einen Grof3teil der Reste groliere
Werte als bei 500,13 MHz Protonenresonanzfrequenz (s. Abb. 4.22 und Tab. 4.2). Die grofite
Zunahme der skalaren Kopplung um bis zu 1,5 Hz sind fiir Aminosauren in den drei a-Heli-
ces von Rest 17 bis 29, 48 bis 53 und 72 bis 86 zu beobachten. In den 4 B-Faltbléttern (Reste
2-8, 3237, 40-43 und 59-66) sind die maximalen Effekte kleiner 0,5 Hz. Die Lage der Se-

kundarstrukturelemente ist der Arbeit von KALBITZER et al. (2000) entnommen.
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Abb. 4.22: Abhangigkeit der ®Jynya- und *Jun-Kopplungen des HPr von der Magnetfeldstarke.
Aufgetragen ist die Differenz der Kopplungen (AJer) bei 800,13 und 500,13 MHz Protonenreso-
nanzfrequenz in Abhangigkeit der Sequenz des HPr: AJex(COSY), Ale(SIAM): Differenz der
3JuNpa-Kopplungen, gemessen mit dem COSY- bzw. MOCCA-SIAM-Experiment: Adpe(HVH®),
AJpe(HN): Fir die beiden Magnetfeldstarken (800 bzw. 500 MHz *H-Resonanzfrequenz) aus dem
in 4.2.1 bestimmten magnetischen Suszeptibilitatstensor berechnete Dynpa- bzw. Dyn-Restdi-
polkopplung. AJex(HSQC): Differenz der 3Jynwa-Kopplungen, gemessen mit J-modulierten HSQC-
Experimenten
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Tab. 4.2: 3Jynya-Kopplungen des HPr bei 500,13 und 800,13 MHz Protonenresonanzfrequenz,
sowie die aus dem in 4.2.1 bestimmten magnetischen Suszeptibilitdtstensor fir diese Resonanz-
frequenzen zu erwartenden DynNya-Restdipolkopplungen. 2Junua(SIAM): mit dem MOCCA-SIAM-
Experiment gemessen. 3Juynya(COSY): mit dem COSY-Experiment gemessen (BRUNNER, pers.
Mitteilung). Es sind nur Reste aufgefiihrt, fir die mindestens im SIAM- oder im COSY-Experiment
bei beiden Magnetfeldstarken die Kopplungskonstante bestimmt werden konnte

Rest | 3JuNpa(SIAM)/HZ |23pNna(COSY)/Hz| DpNua Rest | 2JuNpa(SIAMY/HZ |231Nna(COSY)/Hz| Do
500 MHz | 800 MHz | 500 MHz | 800 MHz /Hz 500 MHz | 800 MHz | 500 MHz | 800 MHz /Hz

Glu 2 9,2 9,6 9,7 9,4 0,05 Lys45| 7,6 8,2 — — | 0,03
GIn 3 8,2 8,6 8,8 8,9 0,01 lle 47 4,0 3,2 — — | 0,00
Gin4 7,4 7,6 7,8 8,0 0,05 Met48| 4,2 4,0 — — | -0,06
Ser5 9,4 9,6 9,9 9,9 0,02 Val 50 3,4 4,0 5,1 6,3 0,04
Tyr 6 9,8 9,6 9,6 9,9 0,04 Met51| 4.8 50 6,0 6,6 | -0,10
Thr7 9,8 9,8 9,9 | 10,0 | -0,01 Ser52| 4,8 50 — — | -0,02
lle 8 7,2 7.4 7.9 77 | 0,04 Leu53| 6,0 6,0 6,6 6,6 | 0,04
lle 9 9,6 9,6 9,7 | 10,3 | -0,05 Val 55 — — 6,1 55 | 0,07
Asp 10| 5,8 6,0 — — 0,02 Asp 58| 6,8 7,0 — _ 0,15
Glu 11 4.0 4.4 _ — 0,06 Ala 59 5,4 5,2 — _ 0,04
Thr12 | 9,0 8,8 9,7 | 104 | 0,07 Glueo| 9,0 9,0 9,4 9,6 | 0,00
lle 14 9,2 9,0 9,6 9,8 0,03 lle 61 9,8 9,8 10,5 10,3 0,04
Arg17| 7.8 8,0 8,0 8,5 | -0,04 Thr62 | 9.2 9,4 — — | 0,04
Thr20| 3,8 3.4 4,5 6,0 | -0,08 lle 63 9,6 9,8 | 10,0 | 10,4 0,04
Met21| 5,2 54 — — | -0,05 Tyr 64 — — 9,7 9,5 0,01
Leu22| 4,0 4,2 5,1 6,1 | -0,05 Ala65 | 92 9,2 9,4 9,7 0,06
Val 23 4.8 5,2 — — | -0,04 Asp 66 9,4 9,8 — — | -0,02
GIn 24 4.2 4,0 — — | -0,10 Asp 69| 10,0 10,0 — _ 0,07
Thr25| 54 5,4 6,2 6,4 | -0,02 Glu70| 4,4 4,0 2,8 4,0 | -0,10
Ala26 | 3,6 4,0 — — | -0,02 Ala71 | 5,0 5,0 6,3 6,2 | -0,03
Ser 27 3,6 3,8 3,0 4,0 | -0,06 Asp72| 5,8 5,8 — — | -0,01
Lys28 | 6,4 6,8 6,2 7,0 | -0,06 lle 74 4,6 3,6 5,0 58 | -0,11
Phe 29| 9,2 9,2 9,3 9,3 | -0,07 GIn 75 4.2 4,0 — — | -0,05
Asp 32| 7.8 8,4 — — | -0,07 Ala76 | 4,6 4,4 — — | -0,03
lle 33 9,6 94 | 10,1 | 10,3 | 0,08 lle 77 5,2 5,0 6,0 6,6 | 0,00
GIn34| 100 | 10,0 | 10,3 | 10,5 | -0,01 Thr78 | 44 4,4 — — | -0,09
Leu35| 9.2 9,6 9,9 | 10,1 0,05 Asp79| 44 4,0 — — | -0,07
Gluse| 9,0 9,4 9,8 | 10,0 0,03 val80 | 4,8 5,2 6,3 6,3 0,01
Tyr 37 — — 9,3 94 | -0,01 Leu8l| — — 5,0 4,7 | -0,07
Asn38| 6,8 7,0 — — 0,07 Ser82| 58 6,0 6,4 7,0 | -0,05
Lys40| 9,6 9,4 9,5 9,4 0,06 Lys83| 3,6 3,6 5,0 53 | -0,03
Lys4l| 9,4 9,4 9,6 9,7 0,02 Glugd| 74 7,4 7,6 7,6 | -0,05
Val42 | 9,6 9,8 _ _ 0,00 Leu 86 — — 4.8 5,2 0,00
Asn 43| 5.8 5,4 — — 0,04 Thr 87 9,2 9,8 9,9 10,0 0,01
Leud44| 5.2 5,4 — — | -0,07 Glu 88 6,4 6,6 6,4 6,6 —

Um dieses Phanomen zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die JNpa-Kopplung
bei 500,13 und 800,13 MHz Protonenresonanzfrequenz mit dem MOCCA-SIAM-Experiment
unter Verwendung des sehr genauen Titman-Keeler-Verfahrens bestimmt (vgl. 4.2.2 und
5.2.1). Es féllt auf, dass die Unterschiede der Kopplungen bei beiden Feldstérken in der Regel
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kleiner als 0,5 Hz sind und sowohl negativ als auch positiv sind. GoRere Effekte von —0,8
bzw. —1,0 Hz sind nur fir die beiden Isoleucinreste 47 und 74 beobachtbar. Die meisten Ef-
fekte sind also kleiner als der Fehler zur Bestimmung der Kopplungen. Der maximale Fehler
der Differenz der Kopplungen ist £0,4 Hz, die Summe der Fehler der beiden einzelnen Mes-
sungen. Bemerkenswert ist, dass, bei 500,13 MHz *H-Resonanzfrequenz, die aus den SIAM-
Spektren mit dem Titman-Keeler-Verfahren extrahierten Kopplungskonstanten um bis zu 0,8
Hz kleiner sind als die aus dem COSY-Spektrum ermittelten.

Die Bestimmung der Kopplungskonstante als Abstand der beiden Signalmaxima ist oft feh-
lerhaft, da die Signalaufspaltung eine Funktion von Kopplung und Linienbreite ist (NEUHAUS
et al., 1985). Aus diesem Grund wurden im COSY-Experiment die Kopplungen durch Anpas-
sung der Signale an zwei Uberlagerte Lorentzfunktionen bestimmt. Dieses Verfahren kann,
wie in Abb. 4.23 an Schnitten durch das Inphase- und das Antiphase-Signal des Threoninres-

tes 20 des SIAM-Spektrums demonstriert wird, zu falschen Werten fuhren. Aus dem Inphase-
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Abb. 4.23: Links: 1-dimensionaler Schnitt durch das Kreuzsignal des Threoninrestes 20
(schwarz) im DQF- (oben) und ZQF-SIAM-Experiment (unten), sowie eine Anpassung der Lini-
enform an zwei Uberlagerte Lorentzfunktionen (rot). Rechts: Simulation von Feldinhomogenitaten
bzw. Mikroheterogenitaten der chemischen Umgebung: Die links gezeigten Schnitte durch das
Kreuzsignal von Threonin 20 wurden in Schritten von 1 Hz um =3 Hz verschoben (kleine farbige
Signale) und dann aufaddiert. Die roten Kurven zeigen die Anpassung des aus der Addition
resultierenden Signals (schwarz) an zwei Uberlagerte Lorentzfunktionen. Die aus der Anpassung
der Kurven erhaltenen “Jynpya-Kopplungen, sowie deren Fehler, sind in den Diagrammen ange-
geben 69
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Signal bestimmt man eine Kopplung von 4,3 Hz, aus dem Antiphase-Signal eine Kopplung
von 5,85 Hz, wenn man die Linienbreite des Inphase-Signals verwendet und wéhrend der An-
passung konstant hélt, und einen Wert von 4,6 Hz, wenn man die Linienbreite wéhrend der
Anpassung als freien Parameter verwendet. Aus dem Titman-Keeler-Verfahren ermittelt man
einen Wert von 3,8 Hz fur den Threoninrest 20. Aus dem Antiphase-Signal des Threoninres-
tes 20 bei 800,13 MHz *H-Resonanzfrequenz erhalt man eine Kopplung von 6,15 Hz.

Eine Linienverbreiterung, wie sie zum Beispiel durch Inhomogenitaten des Magnetfeldes Uber
den Bereich der NMR-Probe von hier £3 Hz oder durch einen Austausch zwischen mehreren
Konformationen auftreten kann, verstarkt diese Unterschiede noch. Sie flhrt beim Inphase-
Signal zu einer Verkleinerung der ermittelten Kopplung um 0,2 Hz und flr das Antiphase-
Signal zu einer VergroRerung um 2,6 Hz gegeniiber den nicht verbreiterten Signalen.

Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedlichen Kopplungskonstanten kénnte die Orientie-

rung des HPr-Molekiils im Magnetfeld sein. Um dies zu Uberprifen wurde mit dem in 4.2.1

vorhergesagten Orientierungstensor die zu erwartenden DyNya- und Dyy-Restdipolkopplun-

gen bei einer Zunahme der *H-Resonanzfrequenz von 500,13 auf 800,13 MHz berechnet (s.

Abb. 4.22). Die zu erwartenden Effekte betragen maximal +0,15 Hz fiir DyNgo und +0,25 Hz
fur Dnp.

Die “Juw-Kopplungen wurden aus den Signalintensitaten von J-modulierten HSQC-Spektren
(s. 3.4.3) bestimmt. Die daraus ermittelten Restdipolkopplungen sind in Abb. 4.22 gezeigt.
Die Anpassung der Signalintensitaten an Gl. [3.29] ist fur den Threoninrest 20 in Abb. 4.24
demonstriert. Wie leicht zu erkennen ist, zeigen die Datenpunkte eine gute Ubereinstimmung
mit der Funktion aus Gl. [2.29], allerdings ist der Fehler mit £0,2 Hz deutlich gréRer als der

von TJANDRA et al. (1996) fur dieses Verfahren angegebene Fehler von £0,02 Hz.
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Abb. 4.24: Intensitaten (in willkirlichen Einheiten; w.E.) der Kreuzsignale des Threoninrestes 20
in den J-modulierten HSQC-Experimenten bei 500,13 (links) und 800,13 MHz 'H-Resonanzfre-
quenz (rechts) in Abhéngigkeit der Lange des Zeitintervalls 4. Die roten Kurven zeigen die An-
passung der Daten an Gl. [3.29]. Die daraus erhaltenen *J.n-Kopplungen und Fehler sind in den
Diagrammen angegeben 70
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5 Diskussion

5.1 Die PSCD4-Domaéne des Zellwandproteins Pleuralin-1

5.1.1 Die NMR-Struktur der PSCD4-Domaéane

Primarstruktur und Homologe der PSCD4-Doméne

Die PSCD4-Doméne besitzt eine sehr ungewohnliche Sequenz, mit einem hohen Anteil der
Aminosaurereste Prolin, Serin, Cystein und Aspartat. Eine Datenbanksuche mit dem Algo-
rithmus FASTA (s. 4.1.1) zeigt, dass keine den PSCD-Domaéanen homologe Proteine beschrie-
ben sind. Eine Homologie-Suche, die nur auf einem Vergleich der Sequenzen beruht, ist
normalerweise nicht geeignet funktionelle bzw. strukturelle Homologe mit geringer Sequenz-
homologie zu entdecken (HOBOHM & SANDER, 1995). Allerdings lieferte auch eine Daten-
banksuche mit dem Ansatz PropSearch (HOBOHM & SANDER, 1995; http://www.infobiosud.
univ-montpl.fr/SERVEUR/PROPSEARCH)/propsearch.html) keine funktionellen Homologen
der PSCD-Domanen. PropSearch beruht auf dem Vergleich von tber 100 verschiedenen aus
der Sequenz ableitbaren Eigenschaften wie Aminosdurezusammensetzung, Anteil der
aromatischen Aminosduren und dem isoelektrischen Punkt. Die Ergebnisse der beiden
Datenbanksuchen weisen darauf hin, dass die PSCD4-Doméne keine Homologen in den
géngigen Datenbanken besitzt, so dass man davon ausgehen kann, dass sie einen neuen

Faltungstyp besitzt.

Sekundarstruktur der PSCD4-Doméne

Die Analyse der chemischen Verschiebungen mit den Computerprogrammen CS| und
TALOS sowie die Abweichungen von den Random-Coil-Werten (s. 4.1.1) ergab, dass die
PSCD4-Domane keine kanonischen Sekundérstrukturelemente aufweist. Moglicherweise ver-
sagen diese, auf statistischen Ansétzen beruhenden Methoden zur Vorhersage der Sekundér-
struktur, bei der ungewohnlichen Primaérstruktur der PSCD4-Doméne, da der der Statistik zu-
grunde liegenden Satz an Proteine keine Homologen der PSCD4-Domane enthalt.

Allerdings liefert auch die Auswertung der NOESY-Spektren keine fur die kanonischen Se-
kundarstrukturelemente typischen NOE-Kontakte (WUTHRICH, 1986). Die Analyse der Ter-
tiarstruktur der PSCD4-Domane mit dem Kabsch-Sanders-Algorithmus flhrte zu keiner

Identifizierung von Sekundarstrukturelementen.
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Aufgrund der Tatsache, dass die PSCD4-Domaéne keine Sekundarstrukturelemente ausbildet
ist sie nach der hierarchischen Klassifikation der Strukturen von Proteindomédnen CATH

(ORENGO et al., 1997) in die Klasse 4 mit wenig Sekundérstrukturelementen einzuordnen.

Strukturbestimmung der PSCD4-Domaéne

Das Fehlen von homologen Proteinen bedeutet fur die Strukturaufklarung, besonders in der
Anfangsphase, dass man auch keine Modellstruktur besitzt, welche die Zuordnung der
NOESY-Spektren, z.B. durch Riickrechnung der Spektren, erleichtern konnte.

Ein wesentliches Probleme bei der Strukturbestimmung der PSCD4-Doméne war die Tatsa-
che, dass wenige Aminosauretypen einen hohen Anteil der Gesamtsequenz ausmachen. Dies
fihrte zu vielen Uberlagerungen in den Spektren und zu vielen Mehrdeutigkeiten bei der Zu-
ordnung der NOE-Kontakte. Dies und die Tatsache, dass insgesamt nur wenige NOE-Kontak-
te pro Aminoséurereste in den NOESY-Spektren zu sehen waren, verhinderten die Bestim-
mung der Position der funf Disulfidbriicken mittels NMR-spektroskopischer Methoden.

Die Ausbildung von flnf Disulfidbriicken wurde tber die chemischen Verschiebungen nach-
gewiesen. Drei der finf Disulfidbriicken konnten mittels proteolytischem Verdau der PSCD-
Doméne und Edman-Abbau lokalisiert werden. Fur die beiden restlichen war dies nicht
mdoglich, da keine der bekannten Proteasen zwischen zwei direkt benachbarten oxidierten
Cysteinen das Proteinrlickgrat spaltet. Deshalb wurden diese Positionen anhand der besseren
Konvergenz der Strukturrechnung bestimmt (s. 4.1.4). Allerdings besitzen die berechneten
Strukturen mit der Verbrickung 36—72/49—71 etwas geringere Energien als die mit der Ver-
brickung 36—71/49—72. Wie in 4.1.4 gezeigt, kann mittels NOE-Kontakten, aufgrund ihrer
Mehrdeutigkeiten bzw. ihres Fehlens, nicht zwischen den beiden Verbriickungen unterschie-
den werden. Eine Mdglichkeit die getroffene Entscheidung weiter zu belegen, wére der di-
rekte Nachweis von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Carbonylgruppe von Cystein
71 und den Aminogruppen von Aspartat 48 und Cystein 49. Die 10 energiedrmsten Strukturen
mit der Verbrickung 36—71/49—72 weisen zwischen dem O-Atom von Rest 48 bzw. 49 und
dem H" von Rest 71 einen mittleren Abstand von 0,173 + 0,025 nm bzw. 0,213 + 0,053 nm
auf. Die Strukturen mit der Verbruckung 36—72/49—71 weisen hingegen Abstande gréRer 0,5
nm auf. Mit dem bei 600,13 MHz Protonenresonanzfrequenz aufgenommenen HNCO-Spek-
trums (s. 4.1.2) war die Identifizierung dieser Wasserstoffbriickenbindungen aufgrund der
schlechten Spektrenqualitat nicht moglich. Allerdings sollte dieser Nachweis durch Messung
eines HNCO-Experiments bei 800 MHz *H-Resonanzfrequenz mit dem seit kurzem verfiigha-

ren Cryo-Probenkopf moglich sein. Durch die Kihlung der elektronischen Bauteile des Cryo-
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Probenkopfes und des Vorverstarkers wird das elektronische Rauschen unterdriickt, so dass
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis um einen Faktor 3 bis 4 groRer ist.

Die Tatsache, dass man fur alle Reste aul3er denen des C-Terminus nur einen Satz von Signa-
len im Spektrum identifizieren kann, zeigt, dass die Verknupfung der Disulfidbriicken der in
E. coli exprimierten PSCD4-Domane einheitlich ausgebildet ist. Dies ist ein guter Hinweis,
dass dies die energetisch giinstigste Konformation ist, die vermutlich der nativen Konforma-
tion innerhalb des Pleuralin-1 entspricht. Derzeit wird in der Arbeitsgruppe von Herrn Sum-
per natives Pleuralin-1 aufgereinigt, um durch proteolytischen Verdau und anschlieRenden
Edman-Abbau den Nachweis, dass die Verbrickung der PSCD4-Doméne der nativen Disul-
fidverbriickung entspricht, zu fiihren.

Die Verwendung von Restdipolkopplungen als Einschrankungen in der Strukturrechnung mit
CNS war nur mit einer geringen Gewichtung moglich. Bei starker Gewichtung stieg sowohl
die Energie als auch der RMSD der Strukturen an. Dies zeigt, dass die Restdipolkopplungen
teilweise den anderen verwendeten Einschrankungen wie den NOE-Kontakten widersprachen.
Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass die Struktur der PSCD-Domaéne aus vielen Schleifen
besteht und relativ flexibel ist. Aufgrund der Flexibilitat konnen die gemessenen Restdipol-
kopplungen durch den Ordnungsparameter S betragsméfig verkleinert werden. Die Verwen-
dung dieser verkleinerten Restdipolkopplungen in der Strukturrechnung fuhrt zu einer fal-
schen Lage der HN-Kernverbindungsvektoren und somit zu starken Anderungen im Protein-
rickgrat, was wiederum zu Verletzungen der Abstandsinformationen aus den NOESY-
Spektren fihrt.

Tertiarstruktur der PSCD4-Doméne

Die Tertidrstruktur der PSCD4-Domane besteht aus einem wohl strukturierten Kernbereich
und flexibleren wenig strukturierten Termini. Der Kernbereich wird von mehreren Schleifen
gebildet, die durch Disulfidbriicken stabilisiert sind. Die aus dem Ramachandran-Diagramm
bestimmte Auflésung betrdgt 0,4 nm, da nur 22 % der @/ Y¥-Winkelpaare im bevorzugten Be-
reich liegen. Dies erklart auch die relativ hohen Energien der Strukturen. Auffallig ist, dass
auch die @/ ¥£Winkelpaare einiger Reste aus dem Bereich der Termini, fir die keine NOE-
Kontakte als Einschrankungen in der Strukturrechnung verwendet wurden, in den gro3ziigig
und nicht erlaubten Bereichen des Ramachandran-Diagramms liegen. Dies legt den Schluss
nahe, dass die Energieminimierung wahrend der Strukturrechnung mit CNS nicht ausreichend
war. Um dies zu Uberpriifen wurde die energiedrmste Struktur in einem zusatzlichen Schritt
mit CNS weiter energieminimiert. Dies fihrte nur zu einer geringfligigen Abnahme der Ener-

gie um maximal 10 %, allerdings nicht zu wesentlichen Verbesserungen des Ramachandran-
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diagramms. Eine weitere Moglichkeit der Energieminimierung wére die sehr Rechenzeit auf-
wendige Minimierung der Doméne in einer Wasserbox.

Die Auflésung von 0,4 nm 18Rt sich sicher teilweise durch die geringe Anzahl an experimen-
tellen Einschrankungen fir die Strukturrechnung erklaren. Allerdings zeigen die NOESY-
Spektren aber auch nur eine begrenzte Anzahl von NOE-Signalen fir die Reste im Kernbe-
reich der PSCD4-Doméne und nur intraresiduale NOE-Signale fur die Reste in den beiden
Termini. Aufgrund des hohen Anteils weniger Aminosduren an der Primarstruktur des PSCD
waren einige dieser NOE-Kontakte wegen Uberlagerungen oder Mehrdeutigkeiten der chemi-
schen Verschiebungen nicht zuzuordnen. Die geringe Zahl an NOE-Signalen ist ein Indiz da-
fir, dass die gesamte Struktur sehr locker und relativ flexibel ist. Dies ist in guter Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen der Relaxationsuntersuchungen, die besonders die grolie

Dynamik der beiden Termini zeigen.

Einteilung der Struktur der PSCD4-Domane in eine Proteinfamilie

Wie die Analyse der Sekundarstruktur gezeigt hat (s.0.) gehért die PSCD4-Doméane nach
CATH zur Klasse der Proteine mit wenig Sekundérstrukturelementen. Die automatische Zu-
ordnung von Proteindoménen z.B. flr die Einteilung nach SCOP (MuRrzIN et al., 1995;
http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/) beruht meist auf der Analyse der Sekundérstrukturele-
mente und war somit fiir die PSCD4-Domane nicht méglich.

Das Programm Dali (HOLM & SANDER, 1983; http://wwwz2.ebi.ac.uk/dali) beruht auf der paar-
weisen Uberlagerung von Proteinstrukturen mittels Distanz-Matrices. Die Datenbanksuche
mit Dali ergab, dass es in der PDB-Datenbank keine der PSCD4-Doméne &hnliche Struktur
gibt. Das Protein mit der besten Ubereinstimmung hat einen Z-Wert von 0,4. Z-Werte kleiner
2,0 zeigen, dass zwei Proteine einander un&hnlich sind. Dies zeigt, dass die PSCD4-Doméne

einen neuen bis jetzt unbekannten Faltungstyp ausbildet.

Funktion der PSCD4-Doméne

Uber die Funktion der Pleuraline ist nur bekannt, dass sie an der artspezifischen Morphoge-
nese der Zellwand beteiligt sind und im Uberlappungsbereich von Epi- und Hypotheca lokali-
siert sind (KROGER & WETHERBEE, 2000).

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Interaktionsstudien (s. 4.1.6) sind keine
Aussagen Uber mogliche Wechselwirkungen der PSCD4-Domane mit der Kieselséure oder
der SiO,-Bestandteilen der Zellwand mdoglich.

Betrachtet man die Ladungsverteilung auf der Oberflache der PSCD4-Domane, so fallt auf,

dass diese fast komplett negativ geladen ist, mit Ausnahme zweier basischer Bereiche (s.
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4.1.4). Moglicherweise ist diese Ladungsverteilung fur die Wechselwirkung der PSCD4-Do-
méne mit anderen Zellwandkomponenten und somit fir die Funktion der PSCD-Domanen
bzw. der Pleuraline essentiell. Durch Mutation der zwei Argininreste und des Lysinrestes
konnte deren Bedeutung fir die Ausbildung der Struktur der PSCD4-Doméne untersucht
werden.

Auf der Oberfldche der PSCD4-Domane liegen gut zugénglich eine groRe Zahl von OH- und
NH-Gruppen, die moglicherweise glykosyliert sein kénnen. 70 % der OH-Gruppen der Serin-
und Threoninreste liegen an der Oberflache der PSCD4-Doméne. Dies unterstiitzt Vermutung
von KROGER und WETHERBEE (2000), dass diese Uber O-glykosidische Bindungen mit Hydro-
xylgruppen einer postulierten callosischen Schicht auf der Hypotheca fest verbunden sind.
Die Verankerung der Pleuraline an der Zellwand tber glykosidische Bindungen wird auch
durch die Tatsache unterstiitzt, dass die Pleuraline nicht durch Auflésung der Zellwand mit
Ammoniumfluorid (SWIFT & WHEELER, 1992) aus der Zellwand extrahiert werden kdnnen
(LEHMANN & KROGER, pers. Mitteilung). Ammoniumfluorid 16st wie HF die SiO,-Bestand-

teile der Zellwand auf, spaltet aber keine O-glykosidischen Bindungen.

5.1.2 Strukturmodell der funf PSCD-Domanen aus Pleuralin-1

Aufgrund der hohen Sequenzidentitat innerhalb der PSCD-Domanen war es moglich mit den
Ergebnissen aus der Strukturbestimmung der PSCD4-Doméne ein Modell aller 5 PSCD-Do-
méanen aus Pleuralin-1 zu erstellen. Es zeigt sich, dass in allen Doménen die Oberflache nega-
tiv geladen ist, mit Ausnahme weniger basischen Bereichen. Deshalb kann man spekulieren,
dass diese Ladungsverteilung wichtig flr die Funktion der PSCD-Doménen ist.

Die relative Lage der Doménen innerhalb des Modells ist zufallig, da fir die Reste zwischen
den Domanen keine Einschrankungen flr die Strukturrechnung aus den Ergebnissen der
PSCD4-Domane abgeleitet werden konnten. Wie Studien zur Immunlokalisation von KROGER
und WETHERBEE (2000) und die Zuganglichkeit des Pleuralins fur den Abbau mit Pronase
(KROGER €t d., 1997) zeigen, ist Pleuralin-1 auf der Oberflache der Zellwand dem umgeben-
den Wasser exponiert. Da die PSCD4-Domane in Lésung nicht aggregiert, kann angenommen
werden, dass die einzelnen Domanen innerhalb des Pleuralins ebenfalls nicht aggregieren.
Vielmehr sind sie vermutlich flexibel wie die Perlen auf einer Schnur angeordnet, getrennt
durch Peptide unterschiedlicher Lange. Diese Flexibilitdt kann es ihnen dann ermdglichen,
mit verschiedenen Komponenten der postulierten callosischen Schicht oder anderen Zell-

wandbestandteilen zu interagieren.
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5.2 Methodische Arbeiten zur Messung von Restdipolkopplungen

5.2.1 Vergleich von COSY- und MOCCA-SIAM-Experiment zur Messung
der Dynya-Restdipolkopplung in Proteinen

Sowohl das COSY - wie auch das MOCCA-SIAM-Experiment erlauben die Bestimmung von

homonuklearen Dynpo-Restdipolkopplungen in Proteinen. Beide unterscheiden sich aber
deutlich in der Genauigkeit, mit der diese bestimmt werden kénnen. Die Korrelation zwischen
den aus dem MOCCA-SIAM-Experiment ermittelten Restdipolkopplungen und den berech-
neten ist deutlich groRer als die der Restdipolkopplungen aus dem COSY-Experiment. Der
Fehler fur die Bestimmung der effektiven Kopplung aus dem COSY-Experiment betragt, je
nach Qualitét der Signale, £1,0 bis +2,0 Hz. Im MOCCA-SIAM-Experiment ist der Fehler der
bestimmten Kopplungskonstanten kleiner als +0,2 Hz, da die simultane Aufnahme von
Inphase- und Antiphase-Signalen die Verwendung des Verfahrens nach TITMAN und KEELER
(1990) zur Extraktion der Kopplungen ermdglicht. Aufgrund der héheren Genauigkeit reichen
zur Messung der Restdipolkopplungen mit dem MOCCA-SIAM-Experiment kleinere Orien-
tierungsgrade aus. Die geringeren Orientierungsgrade resultieren in einer besseren Qualitat
der Spektren.

Hohe Orientierungsgrade fiihren aufgrund der grofReren Restdipolkopplungen zu einer Aus-
I6schung der Antiphase-Signale sowohl im COSY- als auch im ZQF-SIAM-Experiment. Im
COSY-Experiment tritt dieser Effekt schon bei geringeren Orientierungsgraden auf, da die
Signale in beiden Dimensionen antiphase sind. Passive Kopplungen zwischen dem H®-Spin
und skalar gekoppelten HP-Spins oder zu raumlich benachbarten dipolar gekoppelten Spins
konnen in einer starken Linienverbreiterung resultieren. Solche Linienverbreiterungen bewir-
ken in der indirekten Dimension des COSY-Experiments, so wie in der direkten Dimension
von COSY- und ZQF-SIAM-Experiment eine Ausléschung der Antiphase-Signale. Im SIAM-
Experiment sind die Signale in der indirekten Dimension jedoch immer inphase, so dass in
dieser Dimension keine Ausléschung der Signale stattfindet. Diese Tatsache ermdglicht eine
Entkopplung der HN-H®-Kopplung wahrend der t;-Evolutionszeit des MOCCA-SIAM-Expe-
riments. Die Entkopplung fiihrt zu einer zusétzlichen Verbesserung des Signal-zu-Rausch-
Verhéltnisses im MOCCA-SIAM-Experiment.

Die geringere Ausléschung der Signale durch negative und passive Kopplungen im MOCCA-
SIAM-Experiment, welche durch die Aufnahme bei geringeren Orientierungsgraden noch

zusatzlich vermindert wird, ermdglicht die Bestimmung von negativen Restdipolkopplungen.
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Ein weiterer Vorteil des MOCCA-SIAM-Experiments ist, aufgrund der Entkopplung in der
indirekten Dimension, die geringere Flache der Signale. Dadurch weisen die Spektren weni-
ger Uberlagerungen und weniger Verfalschungen der Signalform auf.
Die Wasserunterdriickung im MOCCA-SIAM-Experiment ist sehr gut, so dass auch fir den
Cysteinrest 30, welcher im COSY-Experiment durch den Wasserartefakt nicht auszuwerten
war, die skalare und die Restdipolkopplung bestimmt werden konnte.

Mit dem MOCCA-SIAM-Experiment konnten insgesamt 29 sowohl positive als auch nega-

tive Dynpo-Restdipolkopplungen mit hoher Genauigkeit bestimmt werden, wohingegen das
COSY-Experiment nur die Bestimmung von 20 positiven Kopplungen zuliel3.

Das Vorzeichen der Kopplung von Signalen, die durch reinen dipolaren Transfer vermittelt
werden, kann mit keinem der beiden Experimente bestimmt werden. Allerdings kann der Be-

trag dieser Restdipolkopplungen zur Evaluation einer Proteinstruktur verwendet werden. Die

dazu notwendige Kenntnis Uber der Lage des Orientierungstensors kann aus den DyNya-Rest-
dipolkopplungen und der Struktur bestimmt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das MOCCA-SIAM-Experiment die Bestimmung

skalarer 3JuNpa-Kopplungen, sowie positiver und negativer Dynpa-Restdipolkopplungen mit
hoher Genauigkeit ermdglicht und deshalb, sowie aufgrund der besseren Spektrenqualitat,
dem COSY-Experiment deutlich tiberlegen ist. Die Nachteile des COSY-Experiments, welche
auf der geringeren Genauigkeit der Bestimmung der Kopplungen beruhen, lieRen sich durch
die Verwendung des von DELAGLIO et al. (2001) entwickelten ACME-Verfahrens (s. 4.2.1),
zur Extraktion der Kopplungen, vermindern. Dieses Verfahren ermdglicht die Bestimmung
der effektiven Kopplung mit einem minimalen Fehler von bis zu +0,5 Hz, der aber immer
noch groRer ist als bei der Bestimmung nach dem Titman-Keeler-Verfahren im SIAM-Expe-

riment.

5.2.2 Von der Magnetfeldstarke abhangige Effekte: Kopplungsmessungen
am HPr aus Staphylococcus carnosus

Eine mogliche Erklarung fiir die deutlich groBeren 3Junpa-Kopplungskonstanten bei 800,13
gegeniiber 500,13 MHz 'H-Resonanzfrequenz konnte die Orientierung des HPr-Molekiils im
Magnetfeld aufgrund seiner Anisotropie der magnetischen Suszeptibilitat sein. Weitere Er-
klarungen wéren Linien-verbreiternde Effekte, wie Mikroheterogenitaten der Proteinkonfor-

mation oder Inhomogenititen des Magnetfeldes.
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Die aus dem vorhergesagten Orientierungstensor berechneten DyNyo- und Dyy-Restdipol-
kopplungen sind deutlich kleiner as die in den COSY -Spektren beobachteten Effekte. Au-
Rerdem sind sie, im Gegensatz zu den in den COSY-Spektren beobachteten Effekten, sowohl
negativ als auch positiv. Die Differenzen der aus den SIAM-Spektren bestimmten Kopplun-
gen liegen in der gleichen GréRenordnung wie die vorhergesagten Restdipolkopplungen. Al-
lerdings sind die zu erwartenden Restdipolkopplungen immer noch Kleiner als der Fehler fir
die Bestimmung mittels dem Titman-Keeler-Verfahren aus dem SIAM-Experiment. Das Glei-
che gilt fur die aus den J-modulierten HSQC-Experimenten bestimmten Restdipolkopplun-
gen. Diese Experimente zeigen, dass die aufgrund der magnetischen Orientierung zu erwar-
tenden Restdipolkopplungen kleiner als der experimentelle Fehler von £0,4 Hz sind. Dies
belegt, dass die magnetische Orientierung nicht als Ursache fir die im COSY-Spektrum be-
obachteten Phdnomene in Frage kommt. Die Lage des fiir das HPr vorhergesagten magneti-
schen Orientierungstensors ist anhand der SIAM- und der J-modulierten HSQC-Experimente
aufgrund ihres zu grol3en Fehlers nicht Uberprufbar.

Mikroheterogenitaten der Konformation, d.h., unterschiedliche Konformationen, welche sich
in langsamem Austausch miteinander befinden, fiihren zu mehreren Signalen im Spektrum,
Sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen in der GréfRenordnung der Linien-
breite, so beobachtet man keine aufgelOsten Signale, sondern nur eine Linienverbreiterung.
Diese Linienverbreiterung ist abhdngig von der Magnetfeldstérke, da die Verschiebungsande-
rung auf der ppm-Skala bei verschiedenen Feldstarken gleich ist, somit aber auf der Fre-
quenzskala mit der Feldstarke zunimmt. Dies heif3t, dass die zu erwartende Linienverbreite-
rung durch Mikroheterogenitaten bei 800 MHz *H-Resonanzfrequenz groRer ist als bei 500
MHz.

Wie in Abb. 4.24 demonstriert wurde, fuhrt eine Linienverbreiterung zur Bestimmung einer
groleren effektiven Kopplungskonstanten aus einem COSY-artigen Antiphase-Signal und
einer kleineren effektiven Kopplungskonstanten aus einem TOCSY-artigen Inphase-Signal.
Wie leicht aus den GI. [3.24]-3.27] zu erkennen ist, ist das Verfahren nach Titman und Kee-
ler, das sowohl das Inphase- als auch das Antiphase-Signal zur Bestimmung der Kopplungen
verwendet, unabhéngig von der Linienform. Folglich treten die bei der Bestimmung der
Kopplungskonstanten aus den COSY-Spektren beobachteten Effekte nicht auf. Die kleineren,
mittels der SIAM-Spektren ermittelten Werte zeigen, dass die in den COSY-Spektren bei 800
MHz 'H-Resonanzfrequenz zu beobachtende Zunahme der effektiven Kopplungen auch bei
500,13 MHz *H-Resonanzfrequenz auftritt.
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Dass die groRten Effekte bei Resten in den a-Helices auftreten, lasst sich leicht erklaren. In

den a-Helices sind die Werte der Junya-Kopplungen normalerweise kleiner 7 Hz und in den
[-Faltblattern groRer als 9 Hz. Somit ist die Ausldschung der beiden Antiphase-Signale, bei
gleicher Linienbreite, fiir die Reste in den Helices mit ihrer kleineren Aufspaltung groRer als
flr die Reste in den [3-Faltblattern. Somit fuhren kleine zusétzliche Linienverbreiterungen bei
den Resten in den a-Helices zu einer starkeren Signalausldschung und daher zu einer Be-
stimmung von groReren effektiven Kopplungen.

Zusatzliche Linienverbreiterungen in den bei 800,13 MHz *H-Resonanz gemessenen COSY-
Spektren, kdnnen die beobachteten groieren effektiven Kopplungskonstanten erkléaren. Aller-
dings l&sst sich die Ursache der Linienverbreiterungen nicht aus den Spektren bestimmen. Um
die Mikroheterogenitaten des HPr-Molekiils nachzuweisen, missen Linienverbreiterungen
durch grolRere Inhomogenitaten des Magnetfeldes, verursacht durch einen schlechteren Shim,
ausgeschlossen werden. Wenn dies der Fall ware, dann kdnnte man durch Messung der

COSY-Spektren bei verschiedenen Magnetfeldstdrken aus der Zunahme der effektiven

3J.Npa-Kopplungskonstanten die GroRe der Mikroheterogenitéten abschatzen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die erste Struktur eines Zellwandproteins einer Kieselalge mit Fllssig-
keits-NMR-Spektroskopie bestimmt. Das Verstandnis der Prozesse, die an der Bildung dieser
reich gemusterten und flr jede Art spezifischen SiO,-Zellwand beteiligt sind, sind von gro-
Rem Interesse fur die Materialwissenschaften, im Besonderen fur das Gebiet der Nanotechno-
logie. Diese Prozesse sind auch aus Sicht der Okologen interessant, da die Kieselalgen eine
wichtige Quelle fiir die Biomineralisation und Sedimentation darstellen. Im Rahmen dieser
Arbeit haben wir ebenfalls eine neue Methode zur Messung von homonuklearen Restdipol-

kopplungen mit besonders hoher Genauigkeit —das MOCCA-SIAM-Experiment entwickelt.

Das Objekt meiner Studien war die PSCD4-Doméne des Zellwandproteins Pleuralin-1 aus
Cylindrotheca fusiformis. Die PSCD-Domanen (87 bzw. 89 AA) sind hoch konserviert und
wurden nur in den Mitgliedern der Pleuralin-Familie (friiher HEP) gefunden. Der Name
PSCD bezieht sich auf die am haufigsten vorkommenden Aminoséuren (~22% Pro, ~11%
Ser, ~11% Cys und ~9 % Asp). Wéhrend die PSCD-Doméanen 70 % bis 92 % Sequenzidenti-
tat untereinander aufweisen, zeigen sie keine signifikante Homologie zu anderen Proteinen in
den gangigen Datenbanken. Aufgrund der ungewdhnlichen Aminosédurezusammensetzung
erwarteten wir ein neues Faltungsmotiv, welches das PSCD4 auch tatsachlich ausbildet.
Die chemischen Verschiebungen des rekombinanten HissPSCD4-Konstrukts (112 Aminosau-
ren) wurde unter Verwendung moderner multidimensionaler NMR-Experimente zugeordnet.
Die Zuordnung wurde durch den ungewoéhnlich hohen Anteil an Prolinen behindert. Da sie
kein HN-Atom besitzen, unterbrechen die Proline das Standard-Verfahren zur Zuordnung des
Proteinrtickgrats. Um dieses Problem zu umgehen, wurde das fur Proline selektive
CDCA(NCO)CAHA-Spektrum verwendet.
Aufgrund der signifikanten Abweichungen der chemischen Verschiebungen von den Ran-
dom-Coil-Werten, scheint der Kern der Domane gut strukturiert zu sein. Allerdings deuten die
Analysen der chemischen Verschiebungen mit den Computerprogrammen CSI und TALOS
darauf hin, dass PSCD4 keine kanonischen Sekundéarstrukturelemente ausbildet. Die Bestim-
mung der Struktur in Losung wurde durch die relativ geringe Anzahl an beobachtbaren NOE-
Kontakten erschwert. Des Weiteren kommt es, aufgrund des Uberwiegens weniger nicht aro-
matischer Aminosauren, zu vielen Uberlagernungen in den Spektren. Um diese Hindernisse
zu umgehen, wurde die Position von drei der fiinf Disulfidbricken, ihre Existenz ist anhand
ihrer chemischen Verschiebungen gezeigt, mit biochemischen Methoden, wie enzymatische
Spaltung, HPLC-Analyse, Massenspektroskopie und Edman-Abbau bestimmt. Um die Mehr-
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deutigkeit der beiden tbrigen Disulfidbriicken zu l6sen, wurden Strukturen mit beiden Mo6-
glichkeiten mit dem Computerprogramm CNS berechnet bzw. die Mdglichkeit im in CNS
implementierten Skript ARIA zur mehrdeutigen Zuordnung von Einschrdnkungen benutzt.
Zusatzlich zu den Positionen der Disulfidbriicken und den Abstandsinformationen aus den
NOESY-Spektren wurden Restdipolkopplungen zwischen dem H™ und N gemessen, welche
sehr wertvolle Strukturinformationen enthalten. Informationen tber den Diederwinkel @ wur-
den dem HNCA-E.COSY-Spektrum entnommen. Wasserstoffbriickenbindungen wurden mit-
tels des modifizierten HNCO-Experiments direkt nachgewiesen. Die Struktur der PSCDA4-
Doméne, ebenso wie ein Modell aller finf PSCD-Doménen aus Pleuralin-1 wurde mittels
Smulated Annealing mit dem Computerprogramm CNS berechnet.

Der Kern der PSCDA4-Struktur enthalt keine klassischen Sekundarstrukturelemente und zeigt
ein neues Faltungsmotiv. Er besteht aus mehreren Schleifen, welche durch die finf Disulfid-
briicken verbunden sind. Der RMSD des Kerns ist 0,109 nm (Proteinrtckgrat, Reste 30 bis
80). Die aus dem Ramachandran-Diagramm bestimmte Auflésung der Struktur ist 0,4 nm.
Die zwei Termini sind flexibel, was durch die Relaxationsuntersuchungen bestatigt wurde.
Mit dem Computerprogramm Dali konnte gezeigt werden, dass es in der PDB-Datenbank kei-
ne der PSCD4-Doméne &hnlichen Strukturen gibt. Deshalb ist anzunehmen, dass die PSCDA4-

Doméne einen neuen Faltungstyp besitzt.

Aufgrund dieser Struktur kann Gber die Funktion des Proteins spekuliert werden. Die gesamte
Oberflache ist aufgrund von sauren Seitenketten von 12 Asparaginen und Glutamaten negativ
geladen, mit Ausnahme zweier basischen Bereiche, gebildet von Arginin- 45 und Lysin 40,
sowie von Arginin 54. Wie Studien zur Immunlokalisation (KROGER & WETHERBEE, 2000)
und die Zuganglichkeit fur den Abbau mit Pronase (KROGER et a., 1997) zeigen, ist Pleura-
lin-1 auf der Oberflache der Zellwand dem umgebenden Wasser exponiert. Da die PSCDA4-
Domane in LOsung nicht aggregiert, kann man spekulieren, dass die finf PSCD-Domanen des
Pleuralin-1 wie Perlen auf einer Schnur aufgereiht sind, verbunden durch verschieden lange
Peptide. Diese Annahme wird von den Modellrechnungen fiir ein Protein aus allen 5 PSCD-
Domanen bestétigt. Auf der Oberflache der PSCD-Domaéne ist eine groRe Anzahl potentiell
modifizierbarer funktioneller Gruppen, wie die Seitenketten von Aspartaten, Asparaginen,
Serinen und Threoninen. diese kdnnen kovalent mit anderen organischen Komponenten der
Zellwand, z.B. Oligosacchariden verkniipft sein. Solche Verknlpfungen konnten die Mor-
phologie der Zellwandbildung kontrollieren (KROGER & WETHERBEE, 2000). Die dreidimen-

sionale Struktur ermdglicht gezielte Mutagenesestudien um diese Hypothese zu tiberprifen.

81



6. Zusammenfassung

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde eine Methode zur genauen Messung von HY-H®-
Restdipolkopplungen an unmarkierten Proteinen etabliert. Das MOCCA-SIAM-Experiment
erlaubt die Bestimmung von Kopplungskonstanten mit weit htherer Genauigkeit und hoherer
Sensitivitat als das COSY-Experiment. Der Fehler fir die Restdipolkopplungen ist bei guter
Spektrenqualitét +0,4 Hz. Dadurch kénnen die Restdipolkopplungskonstanten auch bei gerin-
geren Orientierungsgraden gemessen werden und Untersuchungen zur Orientierung im Ma-
gnetfeld, wie hier fur das HPr gezeigt, durchgefiihrt werden.

Aufgrund der hoheren Qualitat der Spektren, gegenliber dem COSY, erlaubt das MOCCA-
SIAM-Experiment die Bestimmung von H"-H®-Restdipolkopplungen mit negativem Vorzei-
chen. Die Qualitat der mit dem MOCCA-SIAM-Experiment bestimmten Restdipolkopplun-
gen wurde am BPTI (iberpriift, wobei sich fir 19 HN-H*-Restdipolkopplungen innerhalb der

Sekundérstrukturelemente ein Qualitatsfaktor Q = 0,286 ergab.
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9.1 Diechemischen Verschiebungen von HissPSCD4

Tyr 2 CA 57,79 Pro 15 CB 31,47 Pro 21 CA 62,92
Tyr 2 CB 40,55 Pro 15 HB3 2,21 Pro 21 HA 477
Tyr 2 C 175,33 Pro 15 HB2 1,90 Pro 21 CB 32,20
Tyr 3 N 114,95 Pro 15 CG 26,92 Pro 21 HB3 2,32
Tyr 3 HN 7,65 Pro 15 CD 50,69 Pro 21 HB2 1,95
Tyr 3 CA 59,00 Pro 15 HD3 3,67 Pro 21 CG 27,12
Tyr 3 HA 477 Pro 15 HD2 2,79 Pro 21 CD 50,33
His 5 CA 56,70 Pro 15 C 177,97 Pro 21 C 176,98
His 5 HA 3,97 Glu 16 N 115,59 Ser 22 N 116,88
His 5 CB 30,07 Glu 16 HN 8,16 Ser 22 HN 857
His 5 HB3 3,20 Glu 16 CA 5518 Ser 22 CA 58,49
His 5 HB2 311 Glu 16 HA 381 Ser 22 HA 4,37
His 5 C 176,39 Glu 16 CB 31,00 Ser 22 CB 64,28
His 8 CA 55,00 Glu 16 HB3 2,18 Ser 22 HB3 3,92
His 8 CB 31,16 Glu 16 HB2 211 Ser 22 HB2 3,84
His 9 N 120,41 Glu 16 CG 3L,79 Ser 22 C 174,32
His 9 HN 8,35 Glu 16 HG 2,63 Asp 23 N 121,37
His 9 CA 56,17 Glu 16 CD 177,06 Asp 23 HN 8,44
His 9 HA 4,65 Pro 17 CA 63,18 Asp 23 CA 53,64
His 9 CB 30,27 Pro 17 HA 4,45 Asp 23 HA 457
His 9 HB 3,08 Pro 17 CB 3L,79 Asp 23 CB 40,34
His 9 C 175,59 Pro 17 HB3 2,28 Asp 23 HB3 2,67
Thr 10 N 114,95 Pro 17 HB2 1,97 Asp 23 HB2 251
Thr 10 HN 812 Pro 17 CG 26,89 Asp 23 CG 180,07
Thr 10 CA 61,36 Pro 17 CD 48,88 Asp 23 C 176,70
Thr 10 HA 412 Pro 17 HD3 3,85 Cys 24 N 118,48
Thr 10 CB 70,11 Pro 17 HD2 3,75 Cys 24 HN 8,30
Thr 10 HB 4,02 Ser 18 N 115,59 Cys 24 CA 56,90
Thr 10 CG2 21,20 Ser 18 HN 8,43 Cys 24 HA 4,56
Thr 10 HG2 1,20 Ser 18 CA 5743 Cys 24 CB 40,52
Thr 10 C 172,91 Ser 18 HA 433 Cys 24 HB3 3,17
Met 11 N 120,41 Ser 18 CB 61,17 Cys 24 HB2 3,10
Met 11 HN 791 Ser 18 HB 3,80 Cys 24 C 175,20
Met 11 CA 5874 Ser 19 N 117,16 Gly 25 N 109,17
Met 12 N 123,62 Ser 19 HN 8,30 Gly 25 HN 8,49
Met 12 HN 8,01 Ser 19 CA 58,15 Gly 25 CA 45,68
Met 12 CA 52,73 Ser 19 HA 4,38 Gly 25 HA 3,86
Pro 13 CA 62,82 Ser 19 CB 64,00 Gly 25 C 174,87
Pro 13 HA 438 Ser 19 HB 3,80 Glu 26 N 120,29
Pro 13 CB 31,50 Ser 19 C 174,30 Glu 26 HN 8,00
Pro 13 HB3 2,19 Gln 20 N 122,03 Glu 26 CA 58,06
Pro 13 HB2 1,89 Gln 20 HN 8,30 Glu 26 HA 414
Pro 13 CG 26,98 Gln 20 CA 5327 Glu 26 CB 29,63
Pro 13 HG 1,92 Gln 20 HA 472 Glu 26 HB 2,05
Pro 13 CD 50,57 Gln 20 CB 29,13 Glu 26 CG 3590
Pro 13 HD3 3,77 Gln 20 HB3 2,13 Glu 26 HG 227
Pro 13 HD2 3,65 Gln 20 HB2 1,97 Glu 26 C 176,20
Ser 14 N 114,63 Gln 20 CG 3329 va 27 N 116,50
Ser 14 HN 7,98 Gln 20 HG 240 va 27 HN 7,01
Ser 14 CA 5519 Gln 20 CD 180,45 lle 28 CA 60,09
Ser 14 HA 439 Gln 20 NE2 111,74 lle 28 HA 4,18
Ser 14 CB 65,53 Gln 20 HE21 7,56 lle 28 CB 38,20
Pro 15 CA 62,94 Gln 20 HE22 6,86 lle 28 HB 1,86
Pro 15 HA 4,36 Gln 20 C 174,09 lle 28 CGl 26,45
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lle
lle
lle
lle
lle
lle
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu
Glu

28
28
28
28
28
28
30
30
30
30
30
30
30
30
31
31
31
31
31
32
32
32
32
32
32
32
32
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
34
34
34
34
34
34
34
34
34
35
35
35
35
35
35
35
36
36
36
36
36

HG13 1,46
HG12 1,18
CG2 17,38
HG2 0,90
CD1 12,04
HD1 0,84

N 122,66
HN 834
CA 5520
HA 465
CB 32,60
HB 1,97
HG 235

C 175,50
N 123,94
HN 8,09
CA 52,67
HA 4,65
HB 3,07
CA 63,36
HA 447
CB 3243
HB3 2,29
HB2 1,99
CG 26,91
CD 50,70
HD 4,09

N 120,41
HN 8,02
CA 59,56
HA 427
CB 39,20
HB 1,76
CGl1 26,54
HG13 1,32
HG12 0,95
CG2 17,38
HG2 0,86
CD1 13,10
HD1 0,78

C 176,30
N 130,69
HN 9,02
CA 57,13
HA 446
CB 36,00
HB3 227
HB2 1,85
CG 18411
C 173,25
N 131,50
HN 7,95
CA 5345
HA 411
CB 19,77
HB 1,32

C 177,89
N 113,98
HN 7,66
CA 57,96
HA 4,30
CB 38,20

Cys
Cys
Cys
Phe
Phe
Phe
Phe
Phe
Phe
Phe
Phe
Phe

Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Pro
Pro
Pro
Pro
Pro
Pro
Pro
Pro
Pro
Pro
Pro

AT I

36
36
36
37
37
37
37
37
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
41
41
41
41
41
41
41
41
41
42
42
42

HB3
HB2

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
HD

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD3
HD2

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG3
HG2
CD
HD
CE
HE
HZ

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
HG

HN
CA

3,20
2,35
174,87
116,55
8,06
59,03
4,13
36,60
3,26
2,76
7,16
174,55
120,73
7,12
53,16
4,47
40,87
1,73
1,47
26,45
0,94
24,85
0,84
62,36
4,34
31,81
2,34
1,84
27,65
2,09
49,50
3,84
3,63
177,91
118,80
8,66
58,50
3,88
31,26
1,89
1,75
26,45
1,60
1,28
28,35
1,71
41,41
2,96
8,29
176,85
109,17
7,57
56,89
4,23
62,23
4,07
3,76
4,74
174,03
125,55
7,97
53,69

42
42
42
42
42
42
43
43
43

43
43
43

ERERRRRR

45
45
45
45

45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
46
46
46
46
46
46
46
46
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
48
48
48
48
48
48
48

HA
CB
HB3
HB2
CG

HN
CA
HA
CB
HB

HN
CA
HA
CB
HB

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG3
HG2
CD
HD
NE
HE
Ccz

CA
HA
CB
HB3
HB2
CD
HD3
HD2
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD3
HD2

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2

Anhang

4,58
43,54
3,02
2,40
178,96
178,12
124,91
8,95
60,10
4,17
62,77
3,96
174,45
123,94
9,41
51,55
4,27
17,91
1,31
177,59
122,66
7,63
54,76
4,19
30,73
1,78
1,59
27,52
2,29
1,87
43,01
3,06
127,48
6,75
159,21
175,39
61,17
4,52
29,12
2,28
1,88
50,49
3,92
2,94
60,63
4,42
31,79
2,24
1,89
26,99
2,03
48,88
3,75
3,59
177,30
120,73
8,73
54,22
517
39,27
2,89
2,47
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Asp
Cys
Cys
Cys
Cys
Cys
Cys
Cys
Cys
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Val

Val

Val

Val

vd

vd

vd

vd

vd

vd

Val

Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Arg
Pro

Pro

Pro

Pro

48
48
49
49
49
49
49
49
49
49
50
50
50
50
50
50
50
50
50
51
51
51
51
51
51
51
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
53
53
53
53
53
53
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
55
55
55
55

CG

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2

HN
CA
HA
CB
HB
CG2
HG2

HN
CA
HA
CB
HB

HN
CA
HA
CB
HB
CG1
HG1
CG2
HG2
C

N
HN
CA
HA3
HA2
C

N
HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD
NE
HE
Ccz
C
CA
HA
CB
HB3

178,75
178,53
122,34
8,03
56,89
4,24
39,80
3,30
2,36
176,81
109,49
8,57
64,37
3,65
67,04
4,27
22,18
1,26
176,68
124,26
7,14
53,16
4,41
18,44
1,67
178,62
108,20
7,02
59,03
4,69
30,19
2,59
21,14
0,95
18,44
093
175,99
106,92
7,51
45,68
4,04
3,88
174,03
113,66
7,69
48,88
5,06
28,06
1,82
1,53
24,32
1,45
39,27
3,37
124,58
9,27
159,054
174,22
64,37
4,12
30,72
2,29

55
55
55
55
55
55
55
55
56
56
56
56
56
56
56
56
56
57
57
57
57
57
57
57
57
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
59
59
59
59
59
59
59
59
59
59
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
62
62

HB2 214
CG 26,95
HG3 2,60
HG2 2,08
CD 49,95
HD3 3,90
HD2 3,48

C 177,98
N 116,55
HN 9,55
CA 5422
HA 419
CB 36,60
HB3 2,75
HB2 2,51
CG 181,70
C 175,43
N 114,95
HN 7,40
CA 56,36
HA 430
CB 43,01
HB3 3,35
HB2 3,05

C 172,60
N 117,84
HN 7,29
CA 51,02
HA 4,68
cB 37,13
HB3 3,26
HB2 222
CG 177,30
ND2 113,34
HD21 7,97
HD22 6,71

C 173,60
N 119,12
HN 8,05
CA 60,10
HA 435
CB 35,00
HB 191
CG1 20,05
HG1 0,83
CG2 20,05
HG2 0,77

N 118,48
HN 7,65
CA 51,02
HA 4,78
CB 43,54
HB3 1,63
HB2 1,28
CG 26,99
HG 1,65
CD1 23,78
HD1 1,03
CD2 25,39
HD2 0,91
CA 5529
HA 529

Phe
Phe
Phe
Phe
Phe
Phe
Phe

62
62
62
62
62
62
62
63
63
63
63
63
63
63
63
63
63
63
63
64
64
64
64
64
64
64
64
64
64
64
64
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
66
67
67
67
67
67

9. Anhang
CB 39,80
HB3 321
HB2 3,03
HD 752
HE 7,58
HzZ 787
C 17491
CA 6223
HA 425
CB 32,86
HB3 2,10
HB2 1,76
CG 27,52
HG3 2,19
HG2 1,80
CD 50,49
HD3 4,12
HD2 294
C 17740
N 120,09
HN 849
CA 5262
HA 473
CB 3927
HB3 3,01
HB2 2,88
CG 176,82
ND2 111,74
HD21 7,64
HD22 6,90
C 17686
N 11591
HN 8,40
CA 5262
HA 497
CB 3767
HB3 3,03
HB2 2,80
CG 178,04
ND2 111,09
HD21 7,57
HD22 6,77
C 17585
N 111,42
HN 7,75
CA 60,10
HA 4,76
CB 3820
HB 213
CGl 26,45
HG13 1,30
HG12 0,65
CG2 16,84
HG2 0,78
CD1 13,64
HD1 0,65
Cc 177,00
N 11366
HN 8,69
CA 46,73
HA2 3,86
HA3 3,79
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67
68
68
68
68
68
68
68
68
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
69
70
70
70
70
70
70
70
71
71
71
71
71
71
71
71
72
72
72
72
72
72
72
72
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
74
74
74
74
74
74
74

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2

CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG3
HG2
CD
HD

HN
CA
HA
CB
HB

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2

CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG3
HG2
CD
HD3
HD2

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2

176,38
119,45
9,01
55,83
4,40
41,94
3,19
2,72
173,38
61,17
4,78
31,79
2,26
2,00
25,92
2,19
1,50
49,95
3,80
174,35
111,74
8,26
58,06
4,31
64,04
377
17313
121,37
7,68
53,16
5,28
43,01
3,04
2,95
170,75
116,88
9,15
51,55
5,14
41,94
317
2,89
172,78
62,23
4,77
32,86
273
1,84
28,05
2,91
2,32
52,09
4,37
3,61
176,91
127,48
9,31
60,10
4,28
38,20
3,38
3,15

74
74
74
74
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
76
76
76
76
76
76
76
76
77
77
77
77
77
77
77
77
78
78
78
78
78
78
78
78
78
78
78
79
79
79
79
79
79
79
79
79
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80

HD 7,23
HE 7,37
HZ 7,32

C 176,64
N 114,55
HN 9,20
CA 5743
HA 397
CB 29,66
HB3 2,18
HB2 1,89
CcG 37,13
HG3 2,38
HG2 2,31
Ch 177,22
C 177,37
N 117,52
HN 7,43
CA 51,58
HA 443
CB 36,30
HB3 2,86
HB2 231

C 170,86
N 113,66
HN 6,95
CA 5316
HA 4,87
CB 6544
HB3 3,92
HB2 3,38

C 176,86
CA 63,74
HA 452
CB 30,95
HB3 227
HB2 2,02
CG 26,57
HG 1,80
CD 50,34
HD3 3,90
HD2 3,70

C 175,95
N 116,87
HN 7,90
CA 53,69
HA 4,60
CB 40,16
HB3 2,70
HB2 2,43
CG 179,85
C 175,87
N 122,01
HN 741
CA 519
HA 465
CB 3811
HB 3,00
ND2 112,06
HD21 7,56
HD22 6,93

C 173,51

Pro

81
81
81
81
81
81
81
81
81
81
81
81
82
82
82
82
82
82
83
83
83
83
83
85
85
85
85
85
85
85
85
85
85
86
86
86
87
87
87
87
87
87
87
87
87
87
88
88
88
88
88
88
88
88
88
89
89
89
89
89
89
90

CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG3
HG2
CD
HD3
HD2

HN
CA
HA
HB3
HB2
CA
HA
CB
HB3
HB2
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD

HN
CA
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG

HN
CA
HA2
HA3

Anhang

62,80
4,40
32,63
2,26
1,92
27,03
2,70
2,06
50,89
3,85
3,68
176,63
122,66
8,40
55,18
4,33
1,86
1,53
56,28
4,34
39,23
2,74
2,71
61,70
4,51
33,93
2,43
2,05
24,85
1,91
50,27
3,96
175,40
115,27
8,06
55,07
64,58
4,39
31,39
2,33
1,94
27,26
2,06
50,96
3,67
176,80
114,95
7,85
53,65
4,56
40,23
2,86
2,61
180,56
176,85
108,53
8,24
45,00
4,23
3,65
174,70
118,48
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Pro
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Met
Met
Met
Met
Met
Met

90
90
90
90
90
92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
94
94
94
94
94
94
94
94
95
95
95
95
95
95
95
96
96
96
96
96
96
96
96
97
97
97
97
97
97
97
98
98
98
98
98
98

HN 8,10
CA 5754
HA 4,65
CB 62,22
HB 3,87
CA 63,03
HA 4,43
CB 3145
HB3 2,23
HB2 1,91
CG 26,86
HG 1,98
CD 50,65
HD 3,69

C 176,49
N 121,37
HN 8,25
CA 54,01
HA 4,62
CB 39,56
HB 271
CG 17642
ND2 112,06
HD21 7,42
HD22 6,98

C 174,98
N 118,80
HN 8,37
CA 54,60
HA 472
CB 40,34
HB3 3,26
HB2 3,00

C 173,92
N 118,30
HN 843
CA 56,30
HA 476
CB 63,24
HB3 3,88
HB2 3,78
CA 6351
HA 443
CB 3212
HB3 224
HB2 1,90
CG 27,06
CD 50,65
C 176,75
N 113,98
HN 8,20
CA 62,05
HA 4,50
CB 69,70
HB 417

C 174,56
N 122,01
HN 8,20
CA 5507
HA 4,43
CB 3247
HB 1,95

98

98

98

99

99

99

99

99

99

99

99

99

99

99

99

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
101
101
101
101
101
101
102
102
102
102
102
102
102
102
102
102
103
103
103
103
103
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
105
105
105
105
105

CG
HG

HN
CA
HA
CB
HB
CG
HG
CD1
HD1
CD2
HD2
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD3
HD2

HN
CA
HA
CB
HB
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD

HN
CA
HB3
HB2
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD

HN
CA
HA
CB

31,62
2,47
174,23
122,33
7,88
52,06
4,23
41,20
1,68
26,35
1,68
23,32
1,06
25,09
0,93
62,74
4,41
31,63
2,22
1,86
27,04
1,98
50,49
378
3,66
176,13
116,87
8,35
55,91
4,43
63,93
3,85
62,58
4,16
33,67
2,36
2,08
24,85
1,91
49,47
3,53
177,16
117,20
8,61
56,33
3,87
3,80
63,39
4,77
31,53
2,25
1,99
27,03
1,95
50,49
3,69
176,90
114,95
8,40
58,06
4,43
64,04

Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
\£|
\£|
\£|
\£|
\£:|
\£:|
\£:|
\£:|
Va
\£:|
vad
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr

105
105
106
106
106
106
106
106
106
107
107
107
107
107
107
107
107
107
107
107
108
108
108
108
108
108
108
108
109
109
109
109
109
109
110
110
110
110
110
110
110
110
110
110
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
112
112
112
112

HB

HN
CA
HA
CB
HB

HN
CA
HA
CB
HB
CG1
HG1
CG2
HG2

HN
CA
HA
CB
HB
HG2

HN
CA
HA
HB
HG2
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
HG
CD
HD

HN
CA
HA
CB
HB3
HB2
CG
CD1
HD1
CD2
HD2

HN
CA
HA

Anhang

3,87
174,25
125,87
8,28
52,91
4,19
18,59
1,38
177,48
119,12
8,08
62,20
4,10
32,19
2,06
20,35
0,93
20,35
0,88
176,28
118,80
8,25
62,20
4,33
70,11
4,11
1,18
174,05
124,26
8,18
59,54
4,43
2,09
0,91
62,40
4,42
37,72
2,46
2,00
25,43
1,89
50,34
3,50
175,50
127,80
9,36
55,83
4,32
42,06
1,78
1,65
26,92
24,58
1,02
23,61
0,94
176,88
119,77
7,70
62,75
4,13
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9. Anhang

9.2 3Junwa-Kopplungen, bestimmt aus dem HNCA-E.COSY -Spektrum

AA 3JHNHA- ) in Strukturrech2r1ung
Kopplung / Hz verwendet

Met 11 8,5 nein
Glu 16 7,2 ja
Ser 19 4,7 ja
Asp 23 55 ja
Cys 36 4,3 ja
Leu 38 4.8 ja
Lys 40 2,8 ja
Ser 41 6,0 ja
Asp 42 4,5 ja
Ser 43 3,2 ja
Ala 44 7,1 nein
Arg 45 3,3 ja
Asp 46 3,1 ja
Cys 49 2,4 ja
Thr 50 3,9 ja
Ala 51 5,5 ja
Glu 52 8,4 ja
Arg 54 5,9 ja
Asp 56 4,3 ja
Cys 57 8,0 ja
Asn 58 6,1 ja
Val 59 5,6 ja
Leu 60 7.5 nein
Asn 64 7,0 nein
Asn 65 7,3 nein

lle 66 8,2 ja
Cys 68 1,8 ja
Cys 71 6,0 ja
Cys 72 5,3 ja
Phe 74 2,0 ja
Glu 75 3,8 ja
Asp 79 8,1 ja
Met 82 7,1 nein
Ser 90 4,2 ja
Asn 93 5,5 ja
Thr 97 8,5 ja
Ala 106 5,6 nein
Val 107 7,5 nein
Thr 108 7,2 nein
Val 109 7.9 nein
Thr 112 8,6 nein

! Der Fehler fiir die Bestimmung der Kopplung ist +1,0 Hz.
% In der Strukturrechnung wurden nur J-Kopplungen < 6,0 Hz
oder = 8,0 Hz der Aminoséaurereste 15 bis 103 verwendet.
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9.3 H-N-Restdipolkopplungen

9. Anhang

O e W i
Met 11 -93,0 -98,0 -5,0 nein
Ser 18 -92,7 -79,9 12,8 nein
Ser 19 -94,1 -97,7 -3,6 nein
Gin 20 -94,7 -97,0 -2,3 nein
Asp 23 -94,4 -94.,8 -0,4 nein
lle 28 -92,7 —94,2 -1,5 nein
lle 33 -92,0 -98,8 -6,8 ja
Asp 34 -95,2 -113,2 -18,0 ja
Cys 36 -93,5 -100,2 -6,7 ja
Lys 40 -93,3 -93,7 -0,4 ja
Ser 41 -92,1 -83,9 8,2 ja
Asp 42 -94,7 -81,9 12,8 ja
Ser 43 -94,4 -90,5 3,9 ja
Ala 44 94,1 -91,1 3,0 ja
Arg 45 -94,4 -100,2 -5,8 ja
Arg 45e -95,5 -94,3 1,2 nein
Asp 48 -95,4 -100,6 -5,2 ja
Cys 49 94,1 -83,9 10,2 ja
Thr 50 -93,9 -84,8 9,1 ja
Ala 51 94,4 -97,6 -3,2 ja
Val 52 -92,4 -82,1 10,3 ja
Gly 53 -93,8 -100,2 -6,4 ja
Arg 54 94,1 91,4 2.7 ja
Arg 54e -92,4 -89,4 3,0 nein
Asp 56 -93,5 -78,8 14,7 ja
Cys 57 -92,7 -90,7 2,0 ja
Asn 58 -92,1 —-94,8 2,7 ja
Val 59 -93,3 -97,1 -3,8 ja
Leu 60 -92,4 -98,4 -6,0 ja
Asn 64 —-95,3 -83,1 12,2 ja
Asn 65 -95,9 -101,2 -5,3 ja
lle 66 -92,1 -89,4 2,7 ja
Gly 67 -95,6 -1034 -7,8 ja
Cys 68 -95,8 -88,5 7.3 ja
Cys 71 -93,0 -87,5 5,5 ja
Cys 72 -93,7 -91,7 2,0 ja
Glu 75 -95,7 -91,4 4,3 ja
Cys 76 -935 -87,5 6,0 ja
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9. Anhang

Ser 77 -91,5 —95,2 -3,7 ja

Asp 79 -92,4 -85,9 6,5 ja

Ser 90 -94,1 -96,5 -2,4 nein
Asn 93 -94,1 -95,4 -1,3 nein
Met 98 94,7 91,4 3,3 nein
Ala 106 —-94.4 -101,5 -7,1 nein
Val 107 -92,1 -102,9 -10,8 nein
Thr 108 -94,1 -101,4 -7,3 nein
Val 109 -93,8 -103,7 -9,9 nein
Thr 112 -92,7 -89,4 3,3 nein

! Der Fehler fur die Bestimmung von Jiseon DZW. Janisotrop WUrde mit 1,2 Hz angenommen. Somit
ergibt sich der maximale Fehler fir die Restdipolkopplung, welcher fiir diese Einschrankungen

in der Strukturrechnung verwendet wurde, zu +2,4 Hz.

2 In der Strukturrechnung wurden nur Restdipolkopplungen zwischen den Riickgratatomen H"
und N aus dem rigiden Kern des Proteins von Aminosaurerest 30 bis 80 verwendet.
® Das kleine e hinter der Nummer des Aminosaurerestes zeigt an, dass es sich um das N°—~Atom

der Argininseitenkette handelt.
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