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Zusammenfassung

Die NMR-Spektroskopie zeichnet sich bei der Charakterisierung von Proteinen
besonders darin aus, dass sie es erlaubt, das Verhalten von Proteinen bei Anderungen der
Umgebungsbedingungen oder Wechselwirkungen mit anderen Molekilen im atomaren Detail
zu verfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Kombination von hochauflésender NMR-
Spektroskopie mit der Anwendung von hohem hydrostatischen Druck dazu genutzt,
Faltungsintermediate des menschlichen Prionproteins zu stabilisieren und zu charakterisieren.
Zudem wurde die Wechselwirkung von Proteinen mit anderen Proteinen und kleinen
Liganden NMR-spektroskopisch charakterisiert. Es wurde die Bindung von Proteinen und
Lipiden an die PDZ2-Domane der Phosphatase PTP-Bas sowie die Wechselwirkung des
Proteins HPr mit dem Enzym HPrK/P im Detail analysiert.

Infektiose Prionen rufen schwere neurodegenerative Erkrankungen hervor, die
Ubertragbare spongiforme Enzephalopathien (TSES) genannt werden. Gemaél der protein only
Hypothese bestehen diese Prionen einzig aus PrP*°, einem Isomer des zellul4ren Prionproteins
PrP. Die Umfaltung des Wirtsproteins PrP® durch das infektisse PrP> fiihrt zur
speziesspezifischen Ausbreitung dieser Krankheiten. Durch Anwendung von Druck bis zu
200 MPa gelang es, Faltungsintermediate des menschlichen Prionproteins huPrP(23-230) und
des verkirzten huPrP(121-230) zu stabilisieren und diese mittels NMR-Experimenten zu
charakterisieren. Signifikante Unterschiede in der Druckantwort beider Fragmente weisen nur
E186, H187, T192, E207, E211 und Y226 auf, was darauf hindeutet, dass der ungefaltete N-
Terminus (Reste 23-120) hier kurzlebige Interaktionen mit dem strukturierten Kern (Reste
121-230) eingeht. Die Hochdruckdaten deuten darauf hin, dass das Prionprotein in zwei
Konformationen N; und N vorliegt, die eine recht geringe Differenz ihrer molaren freien
Enthalpien von 3,0 kJ/mol aufweisen. Bei Normaldruck liegen bereits 29 % des Proteins in
der druckstabilisierten Form N, vor. Es liegt ein zweiter konformationeller Austauschprozess
zu zwei Faltungsintermediaten I; und I, vor. Die molaren freien Enthalpien des Ubergangs
liegen bei 10,8 kJ/mol (I;) und 18,6 kJ/mol (I;). Weiterhin deutet die Druckantwort des

eigentlich ungefalteten N-Terminus (Reste 23-120) auf die Existenz von vier Teilbereichen
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hin, die in schnellem konformationellen Austausch mit gefalteten Strukturen stehen, deren
Anteil sich mit dem Druck erhoht. Die druckempfindlichsten Regionen des menschlichen
Prionproteins sind die Schleife zwischen B-Strang 1 und a-Helix 1 sowie die dem
Losungsmittel zugéngliche Seite von a-Helix 3. Hier kdnnte der Eintrittspunkt des infektitsen
Konformers bei der Umwandlung zu PrP* liegen. In dieser Arbeit durchgefiihrte Vergleiche
mit der Druckabhdngigkeit des Prionproteins aus Hamstern zeigen, dass sich die
konformationelle Heterogenitéat beider Proteine vor allem in diesen Bereichen unterscheidet.
Hierin konnte die molekulare Ursache der Artenbarriere fiir die Ubertragung von
Prionerkrankungen zwischen Mensch und Hamster liegen. Dies erlaubt allgemeine

Rickschliisse auf die Mechanistik von Artenbarrieren bei TSEs.

PTP-Bas ist als menschliche Proteintyrosinphosphatase Bestandteil zelluldrer
Signalverarbeitungssysteme. Ihre Proteinbindefahigkeit wird unter anderem durch alternatives
Spleien ihrer PDZ2-Doméne reguliert. Wahrend PDZ2a Proteine wie das Tumor-
supressorprotein APC bindet, zeigt die Spleillvariante PDZ2b diese Fahigkeit nicht mehr. In
dieser Arbeit wird die NMR-spektroskopisch bestimmte Struktur der PDZ2b présentiert. Die
strukturelle Ursache der Anderung der Bindungsspezifitat ist eine Reorientierung der Schleife
zwischen B-Strang 2 und 3, die in der PDZ2b flinf zusatzliche Aminosduren enthélt. Dies
fihrt zu einer Umstrukturierung der Proteinbindetasche. In NMR-Titrationsstudien konnte
dennoch eine schwache Bindung eines C-terminalen APC-Peptids mit einer
Dissoziationskonstante von 540 uM detektiert werden. Eine festere Bindung wird allerdings
durch den sterischen Anspruch der Insertion verhindert. Neben Proteinen kann die PDZ2-
Doméne auch Phosphatidylinositolphosphate (PIPs) binden. In NMR-Titrationsstudien konnte
gezeigt werden, dass die PDZ2b Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat mit einer
Dissoziationskonstante von 230 uM bindet. Die Bindetasche Uberlappt in weiten Teilen mit
der Proteinbindetasche, was vermuten l&sst, dass sich die beiden Bindungen kompetitiv
beeinflussen. Durch Bindungsstudien an verschiedenen PIPs gelang es zum ersten Mal, einen
strukturellen Mechanismus der PIP-Bindung durch PDZ-Doménen zu identifizieren und ein
Modell des Komplexes zu erstellen. Es gibt hierbei nur geringe Spezifitat fur die
Phosphorylierung des Inositolrings. Fir die Bindung sind hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen dem Protein und den Fettséureketten essentiell. Die PIP-vermittelte
Membranassoziation der PDZ2 wird zusatzlich durch einen negativ geladenen Bereich auf der
Proteinoberflache verstarkt. So kann PTP-Bas in bestimmte PIP-reiche Membranbereiche
gelenkt werden.
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Als weiteres Beispiel flr Protein-Protein-Interaktionen wurde die Wechselwirkung
von HPr aus Staphylococcus aureus mit der HPr-Kinase/Phosphatase (HPrK/P) aus
Staphylococcus xylosus quantifiziert. HPr und HPrK/P sind Teile eines Phosphat
Ubertragenden Systems, das zur Aufnahme von Kohlenhydraten in die Zelle dient. Durch
NMR-spektroskopische Messungen wurde die Dissoziationskonstante und die Stéchiometrie
der Bindung von HPr an die HPrK/P auf 0,10 mM und ein Molekil HPr pro HPrK/P-

Monomer bestimmt.



1 Einleitung

Proteine zahlen auf Grund ihrer zahlreichen Aufgaben zu den bedeutendsten
biologischen Makromolekilen. S&mtliche lebenden Organismen sind von der Funktion und
dem korrekten Zusammenspiel vieler verschiedener Proteine abhangig. Als Katalysatoren,
Enzyme genannt, beschleunigen Proteine biochemische Reaktionen und ermdglichen so den
Ablauf  verschiedenster  Stoffwechselwege.  Zusétzlich  erlaubt die  Aktivierung
beziehungsweise Hemmung dieser Enzyme eine effektive Regulation der von ihnen
katalysierten Stoffwechselwege. Je komplexer der Organismus, desto umfangreichere
Regulationen werden nétig. Hierbei konnen Proteine sowohl als Signalgeber als auch als
Empfanger dienen, die dann das Signal in Stoffwechselaktivitdt oder eine bestimmte
Genaktivitat umsetzen. Durch das Zusammenschalten verschiedener Molekdle lassen sich
komplexe Signalleitungs- und Verrechnungsnetzwerke bilden. Diese ermdglichen auf
moleklarer Ebene die Organisation des Aufbaus und des Stoffwechsels von Zellen und
Geweben bis hin zu hoch komplexen Organismen wie Pflanzen, Tieren und Menschen.
Zusatzlich dienen Proteine als strukturbildende Molekiile in Zytoskelett und extrazellulérer
Matrix. Auch werden Bewegungsvorgange auf zelluldrer Ebene bis hin zur makroskopisch
auffalligen Muskelbewegung von Tieren und Menschen von Proteinen ermdglicht. Somit
bilden Proteine eine sehr wichtige und &uflerst heterogene Gruppe von biologischen
Makromolekilen aus hoch spezialisierten Mitgliedern mit jeweils fest definierten Aufgaben.

Jedes einzelne Protein ist aus einer ganz bestimmten Abfolge linear aneinander
gereihter Aminosauren aufgebaut. In dieser Primarstruktur oder Sequenz ist die komplette
Information enthalten, die das Molekil und seine Aufgaben definiert. Aber erst die aus der
Sequenz der verknipften Aminosduren gebildete rdumliche Struktur, die Konformation,
ermoglicht die Bewaltigung einer ganz bestimmten Aufgabe. So bilden sich
Substratbindungstaschen oder Interaktionsflachen fir Komplexe aus mehreren Einzel-
molekilen und es kommen funktionelle Gruppen in rdumliche Nahe, wodurch die Katalyse
chemischer Reaktionen begiinstigt wird. Gezielte Anderungen von einer Konformation in eine

andere liegen der Weitergabe von Informationen an Interaktionspartner oder gerichteten
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Bewegungen zu Grunde. Kann das Protein sich nicht korrekt falten oder wird es durch dufere
Einflusse entfaltet, verliert es die Fahigkeit, seine Funktion auszuliben. Haufig sind Proteine
aus verschiedenen Doménen aufgebaut, die jeweils einen ganz bestimmten Teil der Funktion
des ganzen Proteins Ubernehmen. Domdénen sind meist etwa 100 Aminoséuren grole
Proteinteilstiicke, die unabhédngige Faltungseinheiten darstellen, die auch abgetrennt ihre
natlrliche Konformation einnehmen und funktionell aktiv sind. Um gewinschte
Wechselwirkungen zu begunstigen und das Finden der Partner zu beschleunigen, werden
zusétzlich oft einzelne Molekile mit Hilfe spezialisierter Interaktionsdomanen oder mit Hilfe

spezialisierter Geristproteine zu multimeren Komplexen zusammengefasst.

Besonders augenscheinlich wird die Bedeutung der Faltung der Aminosaurekette zu
einer definierten rdumlichen Struktur im Zusammenhang mit Krankheiten wie beispielsweise
der Alzheimerschen oder der Creutzfeldt-Jakob Krankheit. Hierbei nimmt jeweils ein
bestimmtes Protein statt seiner funktionellen Konformation eine weitere fehl gefaltete Form
ein, die wiederum die Krankheitssymptome hervorruft. Man muss demnach das Bild, nach
dem eine bestimmte Aminosduresequenz nur zu einer definierten Konformation fiihrt,
erweitern. Vielmehr kann ein Protein durchaus in verschiedenen Konformationen vorliegen
und Faltungszwischen- und Ubergangszustande einnehmen. Je nach Umgebungsbedingungen
und Anwesenheit von Interaktionspartnern verschieben sich die Populationen dieser Zustande.
So kann etwa ein Enzym durch Bindung eines allosterischen Inhibitors von seiner aktiven in
eine inaktive Konformation Uberfiihrt werden. Im Extremfall fihrt die Verschiebung des
konformationellen Gleichgewichts wie oben beschrieben zu einer krankheitsauslésenden

Form.

Zum Verstandnis der molekularen Details der vielféltigen Proteinfunktionen ist es also
notig, Kenntnis von der rdumlichen Struktur zu haben. Erst damit wird es maéglich, gezielt in
die entsprechenden Prozesse einzugreifen und beispielsweise Medikamente gegen
faltungsbedingte  Krankheiten zu entwickeln. Eine Vielzahl biochemischer und
biophysikalischer Methoden liefert Informationen Uber den Zustand von Proteinen, ihre
Faltung und Stabilitdt, die Lage von konformationellen Gleichgewichten sowie die
Organisation von Einzelmolekilen zu multimeren Komplexen. Ein vollstdndiges Bild erhalt
man allerdings erst, wenn es gelingt, die rdumliche Struktur im atomaren Detail zu
bestimmen. Die zwei wichtigsten Methoden hierfir sind die magnetische

Kernresonanzspektroskopie (NMR) und die Rontgenbeugung an Proteineinkristallen. Gelingt
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es, das Protein beziehungsweise den Proteinkomplex von Interesse in ausreichender Qualitét
zu kristallisieren, lassen sich in relativ kurzer Zeit hochaufgeldste Strukturmodelle erhalten.
Allerdings besteht trotz des hohen Losungsmittelgehalts von Proteinkristallen die Gefahr,
Artefakte durch die Kristallpackung und die Kristallisierungsbedingungen zu erhalten. Hier
liegt der Vorteil der NMR-Spektroskopie, die es erlaubt, Proteinstrukturen in Loésung also
nahe den physiologischen Bedingungen zu bestimmen. Allerdings ist die Strukturbestimmung
mittels NMR bisher weniger automatisierbar und damit oft zeitaufwendiger als die
Kristallographie. Desweiteren stof3t die NMR bei grol3en Molekilen und Komplexen schnell
an die Grenzen ihrer Leistungsfahigkeit. Auf der anderen Seite bietet die NMR die
Madglichkeit, eine Reihe weiterer Informationen Uber die Eigenschaften des Proteins zu
erhalten, die der Kristallographie nicht oder nur eingeschrankt zuganglich sind. Dazu zahlen
vor allem dynamische Eigenschaften, das Verhalten bei der Bindung von Liganden und
anderen Proteinen sowie die Verschiebung von konformationellen Gleichgewichten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die NMR-spektroskopische Strukturanalyse zur
Untersuchung von Protein-Ligand- und Protein-Protein-Wechselwirkungen eingesetzt.
Desweiteren wurde die Vielseitigkeit der NMR zur Untersuchung von Faltungsintermediaten
und konformationellen Gleichgewichten genutzt, um die molekularen Grundlagen von durch
Proteinfaltung bedingten Krankheiten néher zu ergriinden. Die Arbeit gliedert sich in die
Beschreibung der methodischen Grundlagen (Kapitel 2), Untersuchungen an
Faltungsintermediaten von Prionproteinen (Kapitel 3) und Interaktionsstudien an der
Proteindoméne PDZ2 (Kapitel 4) und dem Protein HPr (Kapitel 5).

In Kapitel 3 werden Untersuchungen an Faltungsintermediaten des menschlichen
Prionproteins vorgestellt. Das Prionprotein (PrP) kann neben seiner zelluldren Form (PrP®) in
einer alternativ gefalteten Form vorliegen (PrP*), die verschiedene Formen von
neurodegenerativen Erkrankungen, die spongiformen Enzephalopathien, auslost. PrP® ist laut
Stanley Prusiners protein only Hypothese alleiniger Bestandteil der infektiésen Prionen, die
verantwortlich fiir die Ubertragung der transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE)
sind. PrP® und PrP*° sind in ihrer Primarstruktur identisch, d.h. der dramatische Unterschied
zwischen normaler zellul&rer Funktion einerseits und infektidser Form andererseits muss in
ihrer raumlichen Struktur begrundet sein. Daher wurde in dieser Arbeit die konformationelle
Heterogenitat von PrP® untersucht und versucht Faltungsintermediate des PrP“—Prp>

Ubergangs zu stabilisieren und strukturell zu charakterisieren. Auf solche konformationellen
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Gleichgewichte und Ubergdnge lasst sich prinzipiell durch  Anderung der
Umgebungsvariablen chemisches Potential, Temperatur und Druck Einfluss nehmen.
Hydrostatischer Druck ist dabei besonders geeignet Proteinaggregationen, wie sie auch bei
der PrP-Umfaltung vorkommen, zu untersuchen, da sich Monomere, Multimere und
Aggregate stark in ihrem molaren Volumen unterscheiden. So lassen sich im Idealfall

praaggregative Formen von Proteinen stabilisieren und charakterisieren.

Kapitel 4 beschreibt die Charakterisierung der Interaktionsmdglichkeiten der PDZ2
von PTP-Bas. PDZ-Domanen sind typische Proteineinheiten zur Vermittlung von Protein-
Protein-Interaktionen. Sie finden sich oft in membranassoziierten oder -nahen
GerUstproteinen und organisieren ihre Interaktionspartner zu lokalen Netzwerken.
Desweiteren koénnen sie Phosphatidylinositolphosphate (PIP) spezifisch binden, wodurch
vermutlich ihre Membranlokalisation gefordert wird. In dieser Arbeit werden die strukturellen
Grundlagen der Protein- und PIP-Bindung der PDZ2-Domdane der menschlichen
Proteintyrosinphosphatase PTP-Bas naher beleuchtet. PDZ2 von PTP-Bas existiert in zwei
SpleiRalternativen, PDZ2a und PDZ2b. Wahrend PDZ2a bestimmte Proteine und PIP binden
kann, ist PDZ2b ausschlieBlich in der Lage PIP zu binden. Dieser Unterschied in den
Bindungseigenschaften wurde durch den Vergleich der rdumlichen Strukturen untersucht.
Dazu musste zundchst die vorhandene unzureichend aufgeltste Struktur der PDZ2b verbessert
werden. AnschlieBend wurde das Bindungsverhalten NMR-spektroskopisch untersucht und
ein Komplex von PDZ2b mit PIP modelliert.

Als weiteres Beispiel einer Protein-Protein-Interaktion wurde die Wechselwirkung des
Histidinenthaltenden Phosphotransportproteins (HPr) aus Staphylococcus aureus mit der HPr-
Kinase/Phosphatase NMR-spektroskopisch quantifiziert (Kapitel 5). HPr ist ein zentrales
Protein in der Aufnahme von Kohlenhydraten in Bakterienzellen mittels des
Phosphoenolpyruvat-abhangigen Phosphotransferasesystems (PTS). In diesem System dient
HPr als Teil eines Phosphat-Shuttles, das eine Phosphatgruppe von Phosphoenolpyruvat auf
Kohlenhydrate transferiert. Eine zweite Funktion von HPr ist die Beteiligung an der
Regulation des PTS. Dies wird durch eine ATP-abhangige Phosphorylierung des Ser46 des
HPr aus Staphylococcus aureus ermdglicht. Die Phosphorylierung erfolgt durch die
bifunktionale Kinase/Phosphatase HPrK/P. Eine exakt gesteuerte Interaktion von HPr mit
HPrK/P ist demnach fur die Regulation des Kohlenhydrathaushaltes der Bakterienzelle von

grolRer Bedeutung.



2 Methodische Grundlagen

2.1 NMR-spektroskopische Proteinstrukturbestimmung

Proteinstrukturen in Losung lassen sich mit Hilfe von NMR-spektroskopisch
gewonnenen Daten in atomarer Auflosung berechnen. Dazu missen zun&chst die
Resonanzfrequenzen bzw. chemischen Verschiebungen der einzelnen Atome des Proteins
ermittelt werden. Je vollstdndiger die eindeutige Zuordnung der Signale zu den
dazugehorenden Atomen ist, desto einfacher und exakter kann damit dann mit Hilfe spezieller
NMR-Spektren die Strukturinformation ermittelt werden. Die Methodik der sequentiellen
Zuordnung der Signale der einzelnen Atome der Aminosdurekette eines Proteins wurde
mafRgeblich von Kurt Withrich entwickelt (Wuthrich, 1986), wofur er 2002 mit dem
Nobelpreis fur Chemie ausgezeichnet wurde. Da mit zunehmender Anzahl der Atome die
Zuordnung vor allem auf Grund der Uberlagerung von Signalen immer schwieriger und
uneindeutiger wird, werden zusatzliche Experimente genutzt, die neben den Protonensignalen
die Ermittlung der chemischen Verschiebungen von **N- und '*C-Kernen erlaubt. Dazu
mussen die Proteine allerdings vorher mit diesen Isotopen angereichert werden, da die
naturlich haufigsten Isotope N und *2C fiir die NMR-Spektroskopie nicht geeignet sind.
Dann kann mit so genannten Tripelresonanzexperimenten, bei denen die Signale der
Stickstoff- und Kohlenstoffkerne sowie der Protonen des Proteinruckgrats miteinander
verknlpft werden, eine Zuordnung der entsprechenden Atome erfolgen. Mit Hilfe von
Spektren, die die Signale dieser Heterokerne mit denen der daran gebundenen Protonen
korrelieren, lassen sich dann Uneindeutigkeiten in den Protonensignalen auflésen (Ferentz &
Wagner, 2000).

Ist die sequentielle Zuordnung der NMR-Signale zu den entsprechenden Kernen
maoglichst vollstandig bekannt, lassen sich aus speziellen NMR-Experimenten Informationen
uber die rdumliche Struktur des Proteins gewinnen. Dazu zahlen vor allem Atom-Atom-

Abstandsinformationen aus NOESY-Spektren, die auf der Abstandsabhangigkeit des Kern-
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Overhauser-Effekts beruhen. Weiterhin kénnen Diederwinkel aus J-Kopplungsdaten ermittelt
werden oder Wasserstoffbriicken mittels NMR detektiert werden. Strukturelle Information
erhdlt man auch aus Restdipolkopplungen und letztlich direkt aus den chemischen
Verschiebungen (Hausser & Kalbitzer, 1989; Ferentz & Wagner, 2000). Die experimentellen
Daten werden gemeinsam mit empirischen Daten Uber die chemische Struktur von
Aminosauren und Proteinen (Bindungslangen, Bindungswinkel, van-der-Waals-Radien von
Atomen, elektrostatische Wechselwirkungen usw.) zu einem Modell der Proteinstruktur
zusammengesetzt. Dies erfolgt meist durch Molekulardynamiksimulationen, bei denen
ausgehend von einer Startstruktur versucht wird, die Abweichungen von den experimentellen
und empirischen Vorgaben durch Verdnderung der Positionen der einzelnen Atome zu
minimieren (Nilges, 2001). In der vorliegenden Arbeit wurden Distanzdaten aus mit
KnowNOE (Gronwald et al., 2002) automatisch zugeordneten NOESY-Spektren verwendet.
Zusétzlich kamen mit TALOS (Cornilescu et al., 1999) aus den chemischen Verschiebungen
berechnete Torsionswinkel der Proteinhauptkette zur Strukturbestimmung zum Einsatz.

Berechnet wurden die Modelle mit dem Molekulardynamikpaket CNS (Briinger et al., 1998).

Bestimmung von Torsionswinkeln mit TALOS

Die Stellung der Proteinhauptkette, die durch ihre Torsionswinkel bestimmt ist,
beeinflusst die chemischen Verschiebungen der Hauptkettensignale. Somit kann aus der
Verteilung der chemischen Verschiebungen tber die Hauptkette auf die Torsionswinkel riick
geschlossen werden. Das Programm TALOS (Torsion Angle Likelihood Obtained from Shift
and Sequence Similarity (Cornilescu et al., 1999)) verwendet dabei die Verschiebungen der
N, c® c% CP und der H® Dabei vergleicht TALOS die entsprechenden chemischen
Verschiebungen des zu untersuchenden Proteins mit einer Datenbank von bereits mittels
NMR geloster Strukturen. Durch Vergleich von Sequenz und chemischen Verschiebungen
von jeweils drei aufeinander folgenden Aminosdureresten mit der Datenbank, werden die

wahrscheinlichsten Torsionswinkel ermittelt.
Automatisierte Auswertung von NOESY-Spektren
Um interatomare Abstédnde aus Signalen von NOESY-Spektren zu erlangen, ist es

notwendig, die das Signal verursachenden Atome an Hand ihrer chemischen Verschiebungen

zu identifizieren. Dies ist eine recht zeitraubende Arbeit, weshalb es eine zunehmende Anzahl
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von Computerprogrammen gibt, die die Spektrenauswertung (teil-)automatisieren.
Erschwerend kommt hinzu, dass die Zuordnung auf Grund von zu dhnlichen Verschiebungen
mehrerer Atome oft nicht eindeutig moglich ist. Eine Reihe verschiedener Strategien haben
zum Ziel, diese Uneindeutigkeiten aufzulésen und mdoglichst viele Signale eines NOESY-
Spektrums eindeutig zuzuordnen. Viele von ihnen sind in Programmen zur automatisierten
Spektrenauswertung umgesetzt (Guntert, 2003; Gronwald & Kalbitzer, 2004). Ein
grundlegender Ansatz ist es, zundchst aus einem Strukturmodell zu ermitteln, welche NOE-
Kontakte Uberhaupt mogliche Erklarungen des Signals sein kdnnen, um so unplausible
Zuordnungsmaoglichkeiten auszuschlielen. Mit den Daten aus dem neu zugeordneten
Spektrum kann dann ein verbessertes Strukturmodell errechnet werden, dass wiederum zur
Verbesserung der Auswertung des Spektrums dient. So kann iterativ die Zuordnung des
NOESY-Spektrums gemeinsam mit dem Strukturmodell optimiert werden. Bleibende
Mehrdeutigkeiten ~ kdnnen  dann  beispielsweise als mehrdeutige  experimentelle
Beschrankungen in die Modellberechnung einflieBen (Nilges, 1995). Eine andere Mdglichkeit
ist es, durch wissensbasierte Ansétze, d.h. durch Vergleich mit Daten aus schon bekannten
Strukturen, aus den vorhandenen Zuordnungsvarianten die wahrscheinlichste auszuwahlen.
Diesen Weg geht auch das in der vorliegenden Arbeit verwendete Programm KnowNOE
(Gronwald et al., 2002). Letztlich kénnen die getroffenen Zuordnungen durch wechselseitigen
Vergleich verifiziert werden. Im so genannten network anchoring wird Gberprift, ob eine aus
dem Spektrum ermittelte Distanzbeschrdnkung durch andere in rdumlicher Nahe gestltzt

wird.

Analyse und Qualitatsbewertung von Strukturmodellen

Zur Analyse und Visualisierung der berechneten Strukturmodelle wurde in dieser
Arbeit durchgdngig MOLMOL (Koradi et al., 1996) verwendet. Auch alle
Strukturdarstellungen wurden mit diesem Programm erstellt. Die Qualitatsbewertung der
Modelle erfolgte durch Vergleich mit den experimentellen VVorgaben und den NMR-Spektren
sowie durch Analyse der Geometrie. Hierzu vergleicht PROCHECK (Laskowski et al., 1996)
die berechneten Strukturen mit empirisch bestimmten Erwartungswerten fir Bindungsléangen,
Bindungswinkel, van-der-Waal-Kontakte usw., um auf moégliche Fehler in der Geometrie
schlieRen zu konnen. Die Ubereinstimmung des Modells mit den NMR-Spektren des Proteins
erfolgt durch Berechnung des NMR-spektroskopischen R-Wertes (Gronwald et al., 2000). Zu

diesem Zweck wird aus dem Strukturmodell ein NOESY-Spektrum simuliert und dieses mit
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dem gemessenen verglichen. Der R-Wert errechnet sich als MaR fir die Ubereinstimmung

zwischen simuliertem und gemessenem Spektrum.

2.2 Chemischer und konformationeller Austausch

Andert sich die chemische Umgebung eines Atomkerns, so &andert sich seine
Resonanzfrequenz bzw. chemische Verschiebung J. Befindet sich der Kern in einem so
genannten chemischen oder konformationellen Austauschprozess zwischen zwei Zustéanden,
hat er also zwei unterschiedliche chemische Umgebungen, was prinzipiell zu zwei
verschiedenen Signalen im NMR-Spektrum fuhrt. Dieser Austauschprozess kann
beispielsweise die Bindung eines Liganden oder der Ubergang zwischen verschiedenen
Konformationen des Proteins sein. Der Ubergang zwischen Zustand A und B ist
gekennzeichnet durch die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und Ruckreaktion Kpi, und
Krick und die Austauschrate Kex=Knin+Krick.

A=""B

oo (2.0)
Im Gleichgewicht ergibt sich Gleichung 2.2 mit der Gleichgewichtskonstanten K=Kpin/Krick

und den Konzentrationen von A und B ca bzw. cg.

K=-% (2.2)

Das Aussehen des resultierenden NMR-Spektrums hangt vom Verhaltnis der Austauschrate
kex und dem Abstand der Frequenzen der Zustdnde A und B Aw=wa-ws ab. Ist die
Austauschrate deutlich kleiner als der Frequenzunterschied der Signale (kex<<Aw) ergeben
sich zwei getrennte Signale der Zustande A und B. Man spricht dann von langsamem
Austausch. Im schnellen Austausch gilt kex>>Aw. Dann fallen die beiden Signale zu einem
scharfen gemittelten Signal zusammen. Sind Austauschrate und Aw in etwa gleich groR3, dem
so genannten intermedidren Austausch, ergibt sich ein stark verbreitertes Signal. Bei
Ubergang vom langsamen zum intermedidren Austausch werden die Signale zunéchst breiter
und fallen schlielflich in einem gemittelten Signal zusammen. Nimmt die Austauschrate
weiter zu, wird die Linie wieder schmaler bis sich das Bild des schnellen Austauschs ergibt.
Die Theorie des chemischen Austauschs in der NMR ist unter anderem in Ubersichtsartikeln

von Alex Bain sowie Wang und Palmer beschrieben (Bain, 2003; Wang & Palmer 111, 2003).
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Fur den in GI. 2.1 beschriebenen Vorgang hangen die Wahrscheinlichkeiten, dass sich
das Molekdl in Zustand A (Pa) bzw. in Zustand B (Pg) befindet wie in Gl. 2.3 beschrieben
von der Gleichgewichtskonstanten K ab.

c 1 K
y e

P, = (2.3)

c A+Cq T14K
Befinden sich A und B im langsamen Austausch, so zeigt das Spektrum zwei Signale mit den
chemischen Verschiebungen der Einzelzustande o bzw. dg. Die Intensitét (1) bzw. die Flache
der Signale hangt dann von dem Anteil des jeweiligen Zustands am chemischen
Gleichgewicht ab (Gl. 2.4).

I, =const-P, I, =const- P, (2.4)
Im schnellen Austausch fallen die Signale der beiden Zustdnde zu einem zusammen, wobei
die chemische Verschiebung des gemittelten Signals einen Wert zwischen da und og
einnimmt, in Abhéngigkeit der Gleichgewichtslage (Gl. 2.5).

0 =P, + P60, (2.5)

Fur die Bindung eines Liganden B an ein Makromolekil A nach Gl. 2.6 ergibt sich fur
die Wahrscheinlichkeit, dass A frei vorliegt (Pa) bzw. dass ein Komplex vorliegt (Pag) Gl.
2.7. Wobei cs' und cg' die Gesamtkonzentration von A bzw. B darstellt, also die
Konzentration von freiem A oder B plus die Komplexkonzentration. Kp ist die

Dissoziationskonstante des Komplexes.

A+B——AB (2.6a)

K, = CCACB (2.6b)
AB

P, =1-P, :1—%@; +0f + Ky —4/(ch +¢f +Kp)?—4chel) 2.7)

A
Damit lassen sich gemal? Gl. 2.4 und GI. 2.5 die zu erwartenden Signale fiir langsamen und

schnellen Austausch berechnen.

Betrachtet man die Signalvolumina in zweidimensionalen HSQC-Spektren, so ist
zusatzlich zur Verschiebung des Gleichgewichts ein mdglicher Signalverlust wéhrend des
Polarisationstransfers zu bertcksichtigen. Dabei sind verschiedene Félle mdglich. Die
Korrelationszeit des Austauschprozesses zx=1/kex kann viel kleiner oder viel groRer als die
Wartezeiten 27 in den n Polarisationstransferperioden sein. Daher kommt es zu

unterschiedlichen Auswirkungen der T,-Relaxation wahrend des Prozesses, was vor allem
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dann ins Gewicht fallt, wenn die beiden Zustdnde des Austausches deutlich unterschiedliche
transversale Relaxationszeiten T, haben. Mit den transversalen Relaxationszeiten fir freies
bzw. gebundenes Molekil A, Toa und Toag, der fir den INEPT relevanten
Kopplungskonstante J und den Konstanten Ca’ und Cag’ ergibt sich fir die Magnetisierung
Ma in erster Naherung Gl. 2.8. Mit Toa=aTag ergibt sich dann fur Mag GI. 2.9.

27

M, =C.P,(sin27)" (e )" (2.8)

27a

M,y = ClyPus (Sin2707)" (e )" (2.9)
Findet zeitliche Mittelung weder wahrend der Mischzeit (zx>>17) noch wahrend der

Detektion (zx>>1/Aw) statt, ergibt sich das Signalvolumen V4 durch GI. 2.10.

2t

V, =C,P,(sin2dz) (e )" (2.10)
Bei zeitlicher Mittelung wahrend t aber weder wahrend der Evolution t; noch wahrend der
Detektion t; (zx<<zund zx>>1/Aw) ergibt sich Va durch GI. 2.11.

2 (Py+(1-Py)a)

V, =C,P,(sin2dz)" (e ™* )" (2.11)
Gl. 2.12 gilt, wenn Mittelung in allen Zeitperioden auftritt (zx<<7und 7x<<1l/Aw).

~ (P +1-Py)a)

V, =C,sin(2dz)" (e ™ )" (2.12)
Durch Normierung der Signalvolumina auf das Signalvolumen V, in Abwesenheit des
Liganden (Pa=1) vereinfachen sich die Gleichungen 2.10-12 zu

VA

JA_p 2.13

v, A (2.13)

fur z>>7und >>1/Aw, zu

2m
V ———(Pa+(1-Pp)a-1)
_A _ PAe Taa (214)
VO
fir ex<<zund z,>>1/Aw sowie zu
2m
V ———(Pa+(1-P,)a-1)
YA _g T (2.15)
VO

flr zey<<zund <<l/Aw.
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2.3 Hochdruck-NMR

Proteine liegen nicht in einer einzigen Konformation vor, sondern sind dynamische
Strukturen, die alternative Konformationen einnehmen koénnen. So kdnnen unter anderem
Enzymaktivitaten oder Affinitdten zu Bindungspartnern gesteuert werden. Daher ist es nicht
ausreichend, nur die am starksten populierte Hauptkonformation strukturell zu
charakterisieren, um ein vollstandiges Bild des Proteins und seiner Funktions- und
Interaktionsmoglichkeiten  zu  erhalten.  Weiterhin  ist die  Untersuchung von
Faltungsintermediaten von besonderem Interesse, um die Mechanismen der Proteinfaltung zu
verstehen. Bei Faltungskrankheiten, bei denen Proteine in fehl gefalteten, aggregierenden
Formen vorliegen, ist die Stabilisierung von prdaggregativen Intermediaten die einzige
Madglichkeit, die fehl gefaltete Form hochauflésenden Strukturanalysen zuganglich zu
machen. Die Stabilisierung solcher Intermediate sowie das Verschieben konformationeller
Gleichwichte kann prinzipiell durch Variation der Umgebungsbedingungen erreicht werden.
Grundsatzlich fallen darunter das chemische Potential, die Temperatur und der Druck. Bei der
Untersuchung von Proteinen werden vor allem Variationen von pH-Wert und
Salzkonzentrationen  sowie chaotrope  Agenzien wie  Ammoniumchlorid  oder
Guanidiniumhydrochlorid eingesetzt. Beim Einsatz denaturierender Agenzien ist allerdings zu
beachten, dass es je nach Protein zu unterschiedlichen spezifischen und unspezifischen
Wechselwirkungen kommen kann. Die h&ufig angewandte Temperaturvariation bietet den
Vorteil, dass sie leicht auch in kleinen Schritten ohne hohen Aufwand experimentell
zuganglich ist. Verkompliziert wird die Auswertung von Temperaturreihen durch die
Tatsache, dass Temperaturvariationen die Gesamtenergie des Systems und das Volumen
beeinflussen. Bei Druckvariationen lassen sich diese Probleme umgehen, da Stérungen eines
Systems von geldsten Makromolekiilen durch Druck einzig von der Volumenédnderung des
Prozesses abhangen (Silva et al., 2001). Die zur Beeinflussung von Proteinkonformationen
notigen Driucke von bis zu mehreren hundert MPa erfordern aber deutlich hoheren
experimentellen Aufwand. Dafiir bietet hoher hydrostatischer Druck interessante
Madglichkeiten zur Beeinflussung vor allem von Proteinfaltung und Proteinaggregation, die so
mit anderen Methoden nicht zu erreichen sind. Durch die Kombination verschiedener
Methoden lassen sich die Variationsmoglichkeiten und die Anzahl an Konformationen, die
Messungen zuganglich sind, noch deutlich erweitern.
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Hoher Druck bevorzugt generell Zustande mit niedrigem Volumen. Konformationelle
Zustande von Proteinen in Ldsung unterscheiden sich voneinander in ihrem Ordnungsgrad
und ihrer Solvatation/Hydrathiille. Uberginge zwischen verschiedenen Konformationen
fihren daher zu einer Anderung des molaren Volumens und lassen sich durch
Druckanderungen beeinflussen. Teilentfaltete und entfaltete Zustande sowie so genannte low-
lying excited states (Akasaka & Li, 2001) von Proteinen sind ungeordneter als der native
Zustand und somit stdrker solvatisiert und haben ein geringeres spezifisches Volumen.
Grinde hierfir sind das Aufbrechen von Salzbriicken und die damit verbundene
Hydratisierung, die Hydratisierung von zusétzlich dem Ldsungsmittel ausgesetzten
Aminosaureresten und die Volumenverringerung durch den Verlust von Packungsdefekten in
der nativen Struktur (Silva et al., 2001). Solche Packungsdefekte oder Kavitdten im
hydrophoben Kern von Proteinen werden unter hohem Druck von Wassermolekilen besetzt.
Dies behindert die hydrophoben Wechselwirkungen im Kern, die das Protein stabilisieren,
wodurch es letztlich entfaltet wird (Hummer et al., 1998). Dieses Besetzen von hydrophoben
Kavitdaten durch Wasser unter Druck und die damit einhergehende Destabilisierung des
Proteins konnte von Collins und Mitarbeitern anhand von Kristallstrukturen einer
Lysozymmutante mit einer groRen Kavitat unter verschiedenen Drucken direkt nachgewiesen
werden (Collins et al., 2005). Da die Anderungen des molaren Volumens bei der
Proteinfaltung recht klein sind, l&sst sich eine Komplettentfaltung erst bei hohen Driicken von
mehreren hundert MPa erreichen. Durch Kombination mit Variation von Temperatur und
Losungsbedingungen lassen sich die bendtigten Dricke allerdings reduzieren. Neben der
Entfaltung von Proteinmonomeren lasst sich durch Druckeinwirkung auch Einfluss auf
Protein-Protein- oder Protein-Ligand-Interaktionsflachen nehmen. So kann durch hohen
Druck beispielsweise die Dissoziation eines dimeren Proteins erreicht werden (Abb. 2.1). Die
Effekte, die hoher hydrostatischer Druck auf konformationelle Gleichgewichte ausubt, sind in
Abb. 2.2 noch einmal zusammengefasst. Einerseits wird jedes einzelne Konformer des
Gleichgewichts durch den Druck beeinflusst und leicht verandert, zum anderen verschiebt
sich die Lage des konformationellen Gleichgewichts hin zu dem Konformer mit dem
niedrigsten molaren VVolumen. So kdnnen durch geeignete Wahl des Drucks und der tbrigen
Bedingungen Zusténde eines Proteins Experimenten und Messungen zuganglich gemacht
werden, die auf Grund ihrer geringen Population bei Normalbedingungen nicht detektierbar
sind (Akasaka, 2003).
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a) Druckeffekt auf jedes Konformer
b) Verschiebung des konformationellen
Gleichgewichts

Bl B I .
B B mn v
—>
Bl v
.v N 4 4

Abb. 2.1: Effekte von hydrostatischem Druck auf Abb. 2.2: Druck beeinflusst jedes

Proteindenaturierung (@) und Dissoziation  (b). einzelne  Konformer in  einem
Hydrophobe Wechselwirkungen (gelb) werden durch das Gleichgewicht (a) und verschiebt
Eindringen von Wasser (rot) in Kavitdten des Proteins gleichzeitig die Lage des
unterbrochen (nach Silva et al. (Silva et al., 2001)). konformationellen Gleichgewichts (b).

Proteinaggregate wie sie vor allem in faltungsbedingten Krankheiten wie der
Alzheimerschen Krankheit, der Creutzfeldt-Jakob Krankheit oder der Parkinsonschen
Krankheit auftreten, sind strukturellen Untersuchungen schwer zuganglich. Von besonderem
Interesse ist hierbei die Charakterisierung von kurzlebigen Intermediaten der Um- bzw.
Fehlfaltung. Auch hier kann die Anwendung von Druck einen wertvollen Beitrag leisten. Es
konnte bereits fur eine Reihe von Proteinen gezeigt werden, dass ihre Aggregation durch
Druck gesteuert werden kann. So kann durch Druckerh6hung unter anderem Transthyretin
reversibel in einen préaggregativen Zustand gebracht und dort stabil gehalten werden.
Weiterhin lassen sich Aggregate und Fibrillen aus beispielsweise Transthyretin oder a-
Synuclein durch bestimmte Druckvariationen dissoziieren. Dies liegt in der nicht optimalen
Packung der Aggregationsflachen vieler Proteinaggregate und Proteinfibrillen begrindet
(Foguel et al., 2003). Die umfangreichen experimentellen Mdglichkeiten, die
Hochdruckanwendungen zur Untersuchung von Proteinaggregation und Fehlfaltung bieten,
sind unter anderem in Ubersichtsartikeln von Theodore Randolph und Co-Autoren sowie
Debora Foguel und Jerson Silva zusammengefasst (Randolph et al., 2002; Foguel & Silva,
2004).

Die Kombination von Hochdruckanwendungen mit hoch auflésender Flussigkeits-

NMR-Spektroskopie bietet als einzige Methode die Mdglichkeit, die oben beschriebenen
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Faltungsintermediate und low-lying excited states in atomarer Aufldsung zu charakterisieren.
Dies konnte in einer Reihe von Studien eindrucksvoll unter Beweis gestellt werden (Jonas et
al., 1998; Akasaka, 2003; Kamatari et al., 2004; Kremer, 2006). Hierflir gibt es zweli
grundsatzliche experimentelle Ansatze: 1) Die Konstruktion spezieller Hochdruck-
Probenkdpfe (Ballard et al., 1998) und 2) die so genannte Yamada-Glaszellenmethode
(Yamada, 1974; Price & Ludemann, 1997). Die Glaszellenmethode, bei der sich die Probe in
einer druckfesten Kapillare befindet, die in einen Hochdruckautoklaven eingesetzt wird, bietet
den Vorteil, in herkdbmmlichen Probenkdpfen und Spektrometern eingesetzt werden zu
konnen. Dies erlaubt im Gegensatz zu den aufwendig =zu konstruierenden
Hochdruckprobenkopfen, prinzipiell alle géngigen NMR-Experimente durchfiihren zu
kdonnen. Limitierend ist hierbei das geringe Probenvolumen in den dickwandigen
Hochdruckkapillaren, was zu einem sehr schlechten Signalzurauschverhaltnis fiuhrt. Die
bisher besten Ergebnisse lassen sich in relativ diinnwandigen Saphirzellen mit 1,72 mm
Innendurchmesser und 3,14 mm  AuBendurchmesser erreichen, die fir alle
Hochdruckexperimente in dieser Arbeit verwendet wurden (Arnold et al., 2003; Kremer et al.,
2004). Mit dem verwendeten Saphirzellenhochdruckautoklavensystem ldsst sich der Druck in
der Probe direkt beim Einsatz in herkdmmlichen Spektrometern zwischen Normaldruck und

200 MPa variieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde der hydrostatische Druck auf die zu untersuchende
Proteinldsung in mehreren Schritten zwischen Normaldruck und 200 MPa variiert. Die
dadurch hervorgerufenen Veranderungen wurden durch 1D-'H-Spektren und 2D-'H-°N-
TROSY-Spektren verfolgt. Es wurden die chemischen Verschiebungen, die Intensitat und die
Linienbreite der einzelnen Signale betrachtet. Die Anderung der chemischen Verschiebung
uber den Druck wurde durch ein Polynom zweiter Ordnung angenahert (Gleichung 2.16).
oo(po, T) stellt die chemische Verschiebung unter Normaldruck bei der Temperatur T dar. By
ist der lineare, B, der quadratische Druckkoeffizient fiir die Anderung der chemischen

Verschiebung.
5(p,T) = 6,(Pe,T)+B,(T)(P— Py) + B, (T)(P~ Py)° (2.16)

Um die Druckabhéngigkeit der Signale, die durch die Faltung des Proteins verursacht wird,
von den generellen Druckeffekten auf die Signale des jeweiligen Aminosduretyps
unterscheiden zu kénnen, wurden B; und B, entsprechend korrigiert. Hierzu wurden von B;
und B, die linearen bzw. quadratischen Druckkoeffizienten der jeweiligen Aminoséure

gemessen an den ungefalteten Standardtetrapeptiden Gly-Gly-X-Ala abgezogen (Arnold et al.,
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2002; Kremer et al., 2004). So erhielt man die korrigierten Druckkoeffizienten flr das Protein
Bl* und Bz*.

Befinden sich zwei Konformationen in schnellem Austausch relativ zur NMR-
Zeitskala (siehe Kapitel 2.2), lasst sich die beobachtete chemische Verschiebung als
gewichtetes Mittel der chemischen Verschiebungen der beiden Konformationen , und 4,
durch Gleichung 2.17 beschreiben. K ist die Gleichgewichtskonstante bei gegebenem Druck
und der Temperatur T, R die allgemeine Gaskonstante und AG die Differenz der freien
Enthalpien beider Zusténde.

AG
) 0, + 0, exp(— ﬁ)

5 =

1 K
= o, +
1+K 1+K

1+ exp(— &) &0
RT

Die freie Enthalpie bei Normaldruck 4Gy lasst sich dann durch Gleichung 2.18 ermitteln, die

AG als Funktion des Drucks bei konstanter Temperatur beschreibt (Akasaka & Li, 2001). AV

ist das molare Reaktionsvolumen und 4/ die Kompressibilitat. Der quadratische Term von Gl.

2.18 ist fur Proteine relativ klein und wurde in der vorliegenden Arbeit vernachléssigt.
1
AG(P) = AG, +AV (= po) + 5 AB(P = Py)° (2.18)

Befinden sich die beiden Konformationen im langsamen Austausch (Kapitel 2.2), dann gilt
fir die Gleichgewichtskonstante K Gleichung 2.19 und fir die Signalintensitdt bzw. das
Signalvolumen | des nativen Zustands Gleichung 2.20. Dabei wird angenommen, dass das
Gleichgewicht bei Normaldruck komplett auf Seiten des nativen Zustands liegt. 1o ist die
Intensitat bei Normaldruck. Fir die Berechnung von 4G gilt dann wieder GlI. 2.18.

110

1(p)

lo

K = (2.19)

I
I(p)=—2> (2.20)
1+ exp(- éﬁ_;)
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2.4 Untersuchung von Proteininteraktionen mittels NMR-

Spektroskopie

Die Interaktion mit anderen Molekilen ist eine der wichtigsten Aufgaben von
Proteinen. Protein-Protein- und Protein-Ligand-Interaktionen dienen der Regulation, der
Signalleitung und der Organisation von strukturellen und funktionellen Komplexen. Die
NMR-Spektroskopie bietet eine Reihe von Madoglichkeiten zur Charakterisierung und
Quantifizierung solcher Interaktionen (Zuiderweg, 2002; Meyer & Peters, 2003). So lassen
sich die fir die Bindung wichtigen strukturellen Elemente sowohl auf Seiten des Proteins als
auch des Liganden ermitteln. Dies kann unter anderem zur Entwicklung und Optimierung von
mdoglichen Medikamentmolekilen genutzt werden (Roberts, 2000; Peng et al., 2004). Die
umfangreichsten und detailliertesten Informationen dazu lassen sich aus der Komplexstruktur
ermitteln. Diese ist mittels NMR-Spektroskopie allerdings oft nicht zu bestimmen, da
Proteinkomplexe haufig allein durch ihre GroRBe die Grenzen der spektroskopischen
Techniken erreichen. Des Weiteren lassen sich intermolekulare NOE-Distanzbeschrankungen,
die fir die Strukturbestimmung nétig sind, nur bei hoch affinen Bindungspartnern messen, die
langlebige Wechselwirkungen eingehen. Ein Bild des Komplexes lasst sich dennoch aus
Teildaten konstruieren, die durch verschiedene Experimente gewonnen werden kdnnen. So
kann beispielsweise der Umriss der Interaktionsflache durch die Anderung der chemischen
Verschiebungen der an der Bindung beteiligten Atome ermittelt werden. Weiterhin andern
sich bei Bindung die dynamischen Eigenschaften sowohl der Proteinhauptkette aber vor allem
auch der Seitenketten, was sich wiederum NMR-spektroskopisch verfolgen l&sst. Auch kann
die Ubertragung von Anregungsenergie von einem Bindungspartner auf den anderen durch
den so genannten transferierten NOE auch bei kurzlebigen Komplexen quantifiziert werden.
Weitere Methoden zur Untersuchung von Proteininteraktionen sind unter anderem in
Ubersichtsartikeln von Bernd Meyer und Thomas Peters, von Erik Zuiderweg sowie von
Andrew Atkinson und Bruno Kieffer aufgefuhrt (Zuiderweg, 2002; Meyer & Peters, 2003;
Atkinson & Kieffer, 2004). In dieser Arbeit wurde die Interaktionsflache des Proteins durch
Anderung der Spektren bei Titrationsexperimenten bestimmt. Von Seiten des Liganden aus

wurden die Interaktionen durch Sattigungstransferdifferenzspektroskopie untersucht.
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Titrationsexperimente

Zu einer definierten Menge eines Proteins wurden in mehreren Schritten bestimmte
Mengen des Bindungspartners hinzugegeben und jeweils 1D-'H- und 2D-'H-"N-HSQC-
Spektren aufgenommen, bis der Bindungspartner in mdglichst hohem Uberschuss vorlag.
Dabei verschiebt sich die Lage des chemischen Gleichgewichts zwischen freiem Protein und
Protein im Komplex zunehmend auf Seiten des Komplexes. Die dadurch verursachten
Anderungen im Spektrum geben Auskunft Uber die Bindung. Die Theorie zu diesen
Anderungen ist in Kapitel 2.2 beschrieben. Eine deutliche Anderung eines Signals im
Spektrum zeigt an, dass sich das das Signal verursachende Atom im Komplex in starker
raumlicher Nahe zum Liganden befindet, oder der Bereich des Proteins, in dem das Atom
liegt, bei der Bindung strukturellen Umorientierungen unterworfen ist. So lasst sich die Lage
der Bindungsflache identifizieren. Durch die Verfolgung der Anderungen im Spektrum bei
verschiedenen Konzentrationsverhéltnissen von Protein und Ligand kann man zusétzlich die

Bindungsstérke quantifizieren (siehe Gleichungen 2.6 und 2.7).
Sattigungstransferdifferenzspektroskopie

Sattigungstransferdifferenzspektroskopie (STD) ist eine geeignete Methode, die
Bindungsfahigkeit von kleinen Molekilen an ein Protein zu testen. Da meist die Signale des
Liganden detektiert werden, sind bei dieser Methode nur kleine Proteinmengen notwendig,
was einen nicht zu vernachlassigenden Vorteil darstellt. Desweiteren werden durch STD auch
Interaktionsstudien an groBen Proteinen der NMR zuganglich (Meyer & Peters, 2003).
Grundsatzlich besteht das STD-Experiment aus zwei einzelnen Experimenten, den so
genannten on-resonance und off-resonance Experimenten. Im on-resonance Teil werden vor
der eigentlichen Messsequenz frequenzselektive Impulse in die Probe eingestrahlt, deren
Frequenz in Resonanz mit dem Rezeptorprotein aber in keiner Resonanz mit dem Liganden
steht. Das Rezeptorprotein wird somit vorgesattigt. Durch Spindiffusion breitet sich die
Vorséttigung Uber das ganze Makromolekll aus. Tritt ein Ligand mit dem Rezeptor in
Wechselwirkung, so nimmt er durch Kreuzrelaxation einen Teil dieser Sattigungsenergie auf.
Treten in der Sattigungsphase mehrere Ligandmolekiile nacheinander mit dem Rezeptor in
Wechselwirkung, wird der Effekt von wenigen Proteinmolekilen auf viele Ligandmolekdle
Ubertragen, was der geringen notwendigen Proteinmenge zu Grunde liegt. Im off-resonance

Experiment wird dieselbe Impulsfolge verwendet. Allerdings wird hier bei den
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Vorséttigungsimpulsen eine Frequenz verwendet, die weder mit dem Rezeptor noch mit dem
Liganden in irgendeiner Resonanz steht. Vergleicht man das on-resonance mit dem off-
resonance Spektrum, haben die Signale, die vorgesattigt wurden, niedrigere Intensitaten. Im
vollstandigen STD-Experiment wird dann die Differenz von off- und on-resonance Spektrum
gebildet. Fur die Signalintensitaten gilt: Istp = log - lon. Im Differenzspektrum sind dann nur
noch vorgesattigte Signale sichtbar. STD-Signale zeigen somit an, dass der entsprechende
Ligand an das Protein bindet. So kann leicht eine Reihe von Liganden auf ihre
Bindungsfahigkeit hin getestet werden. Bei groReren Liganden ist es ferner mdglich, die
Epitope des Liganden, die an der Interaktion direkt beteiligt sind, zu ermitteln (Mayer &
Meyer, 2001). Je nadher ein Epitop an den Rezeptor kommt, desto effektiver ist der
Sattigungstransfer, was zu groReren STD-Signalen fiihrt (Abb. 2.3).

== H "
Abb. 2.3: Bestimmung des Bindungs-

H epitops durch STD. Protonen des

Liganden mit direktem Kontakt zum

H H H vorgesattigten Rezeptor (groRes ,HY)

erfahren starkeren Sattigungstransfer

zunehmende als Protonen auf der dem Rezeptor

Sattigung abgewandten Seite des Liganden
(kleine ,H").

2.5 Protein-Ligand-Docking

Strukturmodelle  von  Protein-Protein- und  Protein-Ligand-Komplexen  sind
experimentell oft nicht oder nur mit hohem zeitlichen Aufwand zu bestimmen, vor allem
wenn es sich um kurzlebige Komplexe mit geringer Affinitat handelt. Zum Verstandnis der
Proteininteraktion ist aber detaillierte Kenntnis der Komplexstruktur unerlésslich. Hier kann
ab-initio Docking, also die Vorhersage der Komplexstruktur aus den Strukturen der
Einzelkomponenten, einen Ausweg bieten (Taylor et al., 2002; Fradera & Mestres, 2004; van
Dijk et al., 2005). Die entscheidenden Punkte dabei sind die Reprasentation des Systems im
Rechenalgorithmus, die Methode, mit der der Konformationsraum abgesucht wird und die

Bewertung der Ergebnisse.
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Die direkte Repréasentation der Molekile in rdumlichen Koordinaten ist die am
flexibelsten einsetzbare aber auch die rechenintensivste Methode. Gitter- oder
oberflachenbasierende Reprasentationen sind hierzu gangige Alternativen. Nun missen die
einzelnen Molekiile zueinander in Position gesetzt werden, um die mdglichst optimale Lage,
wie sie im Komplex vorliegt, zu finden. Dieses Absuchen der Molekilorientierungen kann
durch systematisches Absuchen des Raumes durch Translation und Rotation der Molekiile in
diskreten Schritten erfolgen. Jede dieser Orientierungen muss dann bewertet werden, in wie
weit gunstige und unglinstige Wechselwirkungen zwischen den Molekilen vorliegen. Die am
besten bewertete Orientierung dient als Modell fir die Komplexstruktur. Will man dabei gute
Ergebnisse erzielen, muss man den Raum in moglichst Kkleinen Schritten abrastern und
umfangreiche Bewertungsberechnungen durchfiihren. Da dies sehr rechenzeitaufwendig ist,
wird das systematische Absuchen oft nur in sehr groben Schritten durchgefihrt, um
Startmodelle fur weitere Modellverfeinerungen zu erhalten. Diese Verfeinerung erfolgt durch
Methoden wie Pseudoenergieminimierung, Molekulardynamik, Monte-Carlo Methoden oder
genetische Algorithmen. Den Methoden gemein ist, dass sie versuchen, die Pseudoenergie des
jeweiligen Modells zu minimieren. Die Pseudoenergie ist ein BewertungsmaRB flr die Qualitat
des Modells und errechnet sich aus den gunstigen und ungunstigen Wechselwirkungen der
Interaktionspartner in der jeweiligen Orientierung. Diese Bewertung des Strukturmodells, das
scoring, ist von wesentlicher Bedeutung fur ein gutes Dockingergebnis. Hierfir werden je
nach Dockingmethode verschiedene Parameter in unterschiedlicher Detailtreue errechnet.
Dazu zdhlen unter anderem intermolekulare  van-der-Waals-Wechselwirkungen,
elektrostatische Wechselwirkungen, Anzahl von Wasserstoffbricken und das Bedecken
hydrophober Flachen. Je genauer das scoring erfolgt, desto besser kann ermittelt werden,
welche der Strukturmodelle, die sich aus dem Docking ergeben haben, am wahrscheinlichsten
den tatsachlichen Komplex représentieren. Allerdings erhoht ein detailliertes scoring den
Rechenzeitbedarf erheblich.

Treten Rezeptor und Ligand in Wechselwirkung, so verhalten sie sich in aller Regel
nicht wie starre Puzzleteile, sondern beeinflussen gegenseitig ihre Konformation. Will man
ein moglichst gutes Dockingergebnis erlangen, ist diese Flexibilitdt sowohl beim Absuchen
des Konformationsraums als auch beim scoring zu berticksichtigen. Die einfachste Variante
hierzu ist das so genannte soft docking. Hierbei werden die Atome nicht wie bei einfachen
Dockingmethoden als feste Kugeln, sondern als diffuse Sphé&ren mit zunehmender

Pseudoenergiebarriere zum Mittelpunkt hin behandelt, was zu einer gewissen Variabilitat der
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Molekiiloberflachen fiihrt. GroRere strukturelle Anderungen lassen sich aber nur
verwirklichen, wenn in den Pseudoenergieminimierungsschritten des Dockings nicht nur die
Orientierung der Molekile zueinander variiert wird, sondern auch die Koordinaten der
einzelnen Atome innerhalb des Molekils variabel werden. Selbstverstandlich sind hierflr
wesentlich mehr Koordinatenberechnungen pro Dockingschritt durchzufuhren als bei starren
Molekilmodellen. Somit erhoht sich der Rechenzeitbedarf auf ein Vielfaches. Ein weiterer
Nachteil des flexiblen Dockings ist, dass es deutlich mehr mégliche Lésungen gibt, die sich
zudem in ihren Pseudoenergien nur wenig unterscheiden. Das hat zur Folge, dass das scoring
in aller Regel nicht zu einem eindeutigen Ergebnis fuhrt.

Um Uneindeutigkeiten beim scoring zu minimieren und das Dockingergebnis zu
verbessern, erlauben einige Dockingprogramme, zusétzliche Daten einzubringen. Im
datenbasierten Docking kommen Informationen (ber die Bindungsflachen der
Interaktionspartner zum Einsatz. Diese kodnnen beispielsweise aus Analyse homologer
Komplexe,  Sequenzvergleichen,  Mutationsstudien  oder = NMR-spektroskopischen
Bindungsstudien kommen (siehe Kapitel 2.4). Die (experimentellen) Daten kdnnen entweder
zum Filtern der Ergebnisse, also beim scoring, oder direkt wahrend der Modellberechnung
mit einbezogen werden. Dazu werden die VVorgaben in Pseudopotentiale umgesetzt und zur

Funktion fur das scoring bzw. fir die Pseudoenergieminimierung hinzugeflgt.

Docking mit HADDOCK

In der vorliegenden Arbeit wurde das Computerprogramm HADDOCK (Dominguez et
al., 2003) zur Berechnung von Strukturmodellen von Protein-Ligand-Komplexen verwendet.
HADDOCK ist ein datengetriebenes Dockingprogramm, d. h. experimentelle Daten werden
wahrend der Pseudoenergieminimierung und beim scoring eingesetzt. Die Molekiile werden
zur  Berechnung komplett durch  kartesische  Koordinaten  reprasentiert.  Die
Pseudoenergieminimierung erfolgt durch Molekulardynamik mit simulated annealing
basierend auf dem Computerprogramm CNS (Briinger et al., 1998). Der Dockinglauf erfolgt
in drei Schritten. Zunéchst wird ausgehend von zufélligen Startorientierungen der Molekiile
eine Pseudoenergieminimierung durch Translation und Rotation starrer Molekile
durchgefuhrt (rigid body docking). In der zweiten Phase werden die am Besten bewerteten
Modelle aus dem rigid body docking in drei simulated annealing Lé&ufen

pseudoenergieminimiert. Dabei werden je nach Nutzereinstellung Teile der Bindungspartner
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zunehmend flexibler gehandhabt. Im zweiten annealing werden zunéchst die Seitenketten der
Bindungsflachen fir Bewegungen frei gegeben, im dritten annealing auch die
Proteinhauptkette. Als dritte Phase fihrt HADDOCK eine weitere Pseudoenergieminimierung
durch, bei der das umgebende Losungsmittel (Wasser) mit einbezogen wird. Zur Bewertung
der Komplexmodelle kénnen dann die unterschiedlichen Pseudoenergien aus dem CNS-
Kraftfeld sowie die Erfullung der experimentellen Daten herangezogen werden. In der Gruppe
von Harald Schwalbe wurden die Bewertungskriterien speziell fur das Docken von kleinen
Molekilen an Proteinen untersucht und optimiert (Schieborr et al., 2005). Schieborr et al.
folgend ist es ratsam, vor allem die intermolekulare van-der-Waals-Energie und die Erfiillung

der experimentellen Daten heranzuziehen.

Experimentelle Daten werden in HADDOCK als so genannte ambiguous interaction
restraints (AIRs) gehandhabt, basierend auf den ambiguous distance restraints (ADRs), die
von Michael Nilges zur Behandlung uneindeutig zuordenbarer NOE-Signale entwickelt
wurden (Nilges, 1995). Wurde durch zusatzliche Daten eine bestimmte Aminosdure als fur
die Interaktion essentiell identifiziert, so wird sie in HADDOCK als aktiver Rest definiert.
Zusétzlich kann man eine erweiterte Bindungsflache festlegen, indem man Reste in der
Umgebung der aktiven als passive Reste definiert. Fir jeden aktiven Rest wird dann ein AIR
erzeugt, der vorschreibt, dass im Komplex dieser aktive Rest maximal eine bestimmte
Entfernung (meist 0,2 nm) zu der Bindungsflache des anderen Molekiils haben darf, die sich
aus den aktiven und den passiven Resten des Bindungspartners zusammensetzt. Die
Abweichungen des jeweiligen Komplexmodells von den AIRs werden dann wiederum als
Pseudoenergie bestimmter Hohe angegeben und kdénnen so zur Bewertung des Ergebnisses

herangezogen werden.
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3 Faltungsintermediate des menschlichen

Prionproteins

3.1 Einleitung

Spongiforme  Enzephalopathien sind schwere Erkrankungen des Zentral-
nervensystems, mit denen schwammartige Zersetzungen des Gehirns einhergehen. Sie treten
entweder spontan auf oder werden durch genetische Disposition verursacht oder zumindest
begunstigt. Einige bestimmte Varianten dieser Krankheiten werden durch Infektionen
verbreitet. Zu diesen Ubertragbaren spongiformen Enzephalopathien (TSEs, Transmissible
Spongiform Encephalophathies) gehdren unter anderem die neue Variante der Creutzfeldt
Jakob Krankheit (vCJD) und Kuru beim Menschen, der Rinderwahnsinn (BSE), die
Traberkrankheit (Scrapie) beim Schaf und die chronische Auszehrung (CWD) bei Elchen und
Hirschen (Weissmann et al., 2002). Gemeinsam ist allen spongiformen Enzephalopathien die
Ablagerung von amyloiden Fibrillen im Gehirn, die aus einem aggregierenden Protein, PrP*,
bestehen. PrP*® (nach der Krankheit Scrapie benannt) ist ein Konformationsisomer des
gewebeeigenen harmlosen Prionproteins PrP® (Prusiner, 1998). GemaR der von Stanley
Prusiner formulierten protein only Hypothese ist PrP* die alleinige Komponente der
infektiosen Prionen, die fiir die Ubertragbarkeit der TSEs verantwortlich sind (Prusiner,
1982). Die Verbreitung von PrP*® beruht darauf, dass PrP>° einen Konformationsiibergang des
wirtseigenen zellularen Prionproteins PrP® hin zu PrP* verursacht, bei dem PrP*® vermutlich
als eine Art Schablone dient (Horiuchi & Caughey, 1999). Eine wesentliche Stltze fur diese
Annahme ist, dass Mause, denen das fiir das Prionprotein codierende Gen (PRNP) entfernt
wurde, immun gegen die Erkrankung sind und PrP*° nicht vermehren koénnen (Bueler et al.,
1993; Sailer et al., 1994). Die Wiedereinfihrung von PRNP in diese Mduse macht sie wieder
anfallig fiir Prionen (Fischer et al., 1996). Der formelle Beweis fir die protein only Hypothese
ware erbracht, wenn es gelénge, eine Infektion durch komplett in vitro aus reinem Protein

erzeugtes PrP* zu verursachen. Auch in Hefen kommen Proteine vor, die in alternativen
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Konformationen vorliegen kénnen und so unterschiedliche Phanotypen in den Hefezellen
erzeugen. Fur ein solches Hefeprion konnte dieser formelle Beweis erbracht werden (King &
Diaz-Avalos, 2004; Tanaka et al., 2004). Fur das mit Hefeprionen sequentiell nicht verwandte
Prionprotein von Sadugetieren fehlt dieser endgiiltige Beweis noch. Allerdings gelang es,
genetisch besonders flir TSEs anfallige Mause mit rekombinant erzeugtem PrP zu infizieren
(Legname et al., 2004). Zudem konnten Castilla und Mitarbeiter infektioses Material
erzeugen, indem sie zu rekombinantem reinem PrP aus Versuchstieren prapariertes PrP>
gaben. Das so erzeugte Material wurde stark verdinnt genutzt, um wiederum rekombinantes
Protein umzuwandeln. Nach einer Reihe solcher Verdinnungs- und Amplifikationszyklen
bestand das dann noch immer infektiose Material praktisch nur noch aus dem rekombinant
erzeugtem Protein (Castilla et al., 2005). Die protein only Hypothese ist demnach kaum mehr

angreifbar.

Verkompliziert wird das Prionproblem durch das Auftreten von so genannten prion
strains. Unterschiedliche strains fuhren zu Prionerkrankungen mit verschiedenen
Inkubationszeiten, neuropathologischen Mustern und Eigenschaften der PrP**-Aggregate. Mit
diesem Phinomen ist das Auftreten von Artenbarrieren, also die Effizienz der Ubertragung
zwischen verschiedenen Arten, eng verwandt (Collinge, 2001). Allem voran sind
Unterschiede in der Aminoséuresequenz der Prionproteine verschiedener Arten fur Auftreten
und Ausmald von Artenbarrieren verantwortlich (Prusiner et al., 1990). Aus diesem Grund
sind beispielsweise Hamsterprionen fur Wildtypmause nicht infektiés und es existiert eine
moderate  Artenbarriere fur die Ubertragung von Mausprionen auf Hamster.
Uberraschenderweise treten prion strains, die sich in ihrer Pathologie unterscheiden, auch
innerhalb einer Art auf, also auch wenn die Proteine dieselbe Sequenz aufweisen (Chen &
Gambetti, 2002). Untersuchungen aus Stanley Prusiners Labor zeigten, dass die
Konformation von PrP*® und die Artenbarriere nicht ausschlieRlich von der Sequenz und
Homologie von Donor und Wirt abhéngen. Vielmehr scheint die Artenbarriere die
Unfahigkeit des Wirts widerzuspiegeln, eine bestimmte Konformation des infektidsen
Isomers replizieren zu kdnnen. Sie wird Gberwunden, indem im Wirt eine neue Konformation,
also ein neuer strain, entsteht (Peretz et al., 2002). Dieser Mechanismus der Umgehung von
Artenbarrieren durch die Entstehung neuer strains wurde mittlerweile experimentell bewiesen
(Vanik et al., 2004). Die Eigenschaften der verschiedenen strains mussen also in der
Konformation des Proteins begriindet sein. Fur Hefeprionen konnte diese Annahme bewiesen
werden (King & Diaz-Avalos, 2004; Tanaka et al., 2004; Tanaka et al., 2005). Deutliche
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Hinweise legen dies auch fiir das Prionprotein von Sdugetieren nahe (Chien et al., 2004; Jones
& Surewicz, 2005). Die Sequenz des Prionproteins einer Spezies wiederum legt fest, welche
Konformationen dem Protein zuganglich sind und damit welche strains es replizieren kann. Je
starker die Uberlappung der Konformationsraume der Prionproteine zweier Spezies ist, desto
geringer ist die Artenbarriere (Tanaka et al., 2005). Durch diese strain Problematik wird
offensichtlich, dass detaillierte Kenntnis des gesamten Konformationsraums des Prionproteins
unerlasslich ist, um die Auslosemechanismen und Ubertragbarkeit von TSEs zu verstehen.
Dies macht es erforderlich, die Strukturen von PrP® und PrP*® inklusive Faltungswegen und

intermediéren Strukturen von verschiedenen Spezies zu analysieren und zu vergleichen.

Das zellulare Prionprotein  PrP® ist ein Glykoprotein, das Gber einen
Glykosylphosphatidylanker an der AuBenseite der Zellmembran befestigt ist. Es ist
charakterisiert durch einen strukturierten C-terminalen Teil, der die Aminosduren 121 bis 230
umfasst. Die Cysteine 178 und 213 bilden eine Disulfidbriicke. Der N-Terminus ist
weitestgehend unstrukturiert und hoch flexibel. Er enthalt mehrere Wiederholungen einer
Octapeptidsequenz, die in der Lage ist, Kupferionen zu binden (Zahn, 1999; Wechselberger et
al., 2002). Die Sequenzen der Prionproteine verschiedener S&ugetiere weisen eine sehr hohe
Homologie auf, wurden in der Evolution also stark konserviert. Dennoch ist Gber die Funktion
des Proteins noch wenig bekannt. Mause, bei denen das Gen fiir das Prionprotein
ausgeschaltet wurde, zeigen keine offensichtlichen Auffalligkeiten oder Ausfalls-
erscheinungen. Verschiedene Studien legen nahe, dass das PrP an zelluldren
Signaltransduktionswegen oder der Ausbildung von Komplexen zur Signaltransduktion
beteiligt ist, Uber die Zelladhdsion sowie Lebensdauer und Differentiation von Zellen reguliert
werden (Wechselberger et al., 2002; Steele et al., 2006). Die Fahigkeit von PrP® Kupfer zu
binden deutet darauf hin, dass es am Kupferhaushalt von Nervenzellen mitwirken konnte
(Zahn, 2003). Neuere zellbiologische Studien haben gezeigt, dass PrP® ein Marker fiir
hamatopoetische Stammzellen ist und eine wichtige Rollen bei ihrer Selbsterneuerung spielt
(Zhang et al., 2006). PrP® fordert weiterhin die Entstehung neuronaler Vorlauferzellen sowohl
in der Entwicklung als auch in der Neurogenese erwachsener Saugetiere (Steele et al., 2006).
Die Raumstruktur der PrP® einer Reihe von Spezies ist bekannt. Unter ihnen sind die
Prionproteine von Hamster (James et al., 1997; Donne et al., 1997), Rind (Lopez et al., 2000)
und Mensch (Zahn et al., 2000; Knaus et al., 2001; Calzolai & Zahn, 2003). Die Strukturen
der PrP® der verschiedenen Spezies weisen eine hohe Ahnlichkeit auf. Sie sind

gekennzeichnet durch drei a-Helices und ein zweistrangiges p-Faltblatt (Abb. 3.1). Da PrP*°
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stark aggregiert und somit strukturellen Untersuchungen schwer zuganglich ist, ist tber
dessen Raumstruktur weit weniger bekannt. PrP*® hat einen deutlich erhéhten Anteil an B-
Faltblattern. Es bildet amyloide Fibrillen, von denen aus elektronenkristallographischen

Studien bisher nur ein grobes Modell erstellt werden konnte (Wille et al., 2002).
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Abb. 3.1: NMR-Struktur des strukturierten Teils (Reste 121-230) des menschlichen Prionproteins
huPrP©(121-230) (PDB: 1QM?2). Die jeweils ersten und letzten Reste der Sekundéarstrukturelemente
sind eingetragen.

Wie in Kapitel 2.3 beschrieben I&sst sich durch Variation des Drucks die Lage von
konformationellen Gleichgewichten verschieben. Hoher hydrostatischer Druck erlaubt zudem,
Faltungsintermediate und praaggregative Zwischenstufen von Proteinen zu stabilisieren. Dies
macht die Anwendung von Druckvariationen zu einer geeigneten Methode zur Untersuchung
des Konformationsraums und der Faltungswege von Prionproteinen. So wurde Druck bereits
in einer Reihe von Studien an PrP verschiedener Spezies angewendet. Ein Uberblick dartiber
geben Ubersichtsartikel von Yraima Codeiro et al. und Joan Torrent et al. (Cordeiro et al.,
2005; Torrent et al., 2006). Reinhard Lange und Mitarbeiter zeigten, dass Hochdruck
Missfaltungen &hnlich der Scrapieform und die Bildung von amyloiden Fibrillen induzieren
kann (Torrent et al., 2004). Ihren Daten zufolge fihrt Druckanwendung von tiber 450 MPa zu
irreversibler Aggregation des Hamsterprionproteins shPrP(90-231) und Inkubation iber Nacht
bei 600 MPa erzeugt amyloide Fibrillen (Torrent et al., 2004). Anwendung von Druck bis zu
200 MPa dagegen ist vollkommen reversibel. Behandelt man durch Hitze aggregiertes shPrP
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mit Druck von 200 MPa, nimmt das Protein nach Druckwegnahme wieder seine native
Konformation ein (Torrent et al., 2003). Vom Prionprotein der Maus muPrP(121-230) konnte
durch 350 MPa Druck und Temperaturerniedrigung auf -9 °C ein teilentfaltetes Intermediat
stabilisiert werden (Martins et al.,, 2003). Aggregiertes muPrP, das einen hohen f-
Faltblattanteil aufweist, l&sst sich ebenfalls durch hohen Druck dissoziieren. Die Aggregate
sind deutlich druckempfindlicher als die native Form. Dies deutet darauf hin, dass die
umgefaltete B-Form weniger hydratisiert ist und grofiere Packungsdefekte aufweist (Cordeiro
et al., 2004). Das konformationelle Gleichgewicht verschiedener Faltungsformen und
Intermediate sowie die Aggregation des Prionproteins lassen sich also auf vielfaltige Weise
durch Druckvariationen beeinflussen und untersuchen. Aber erst die Kombination von
Hochdruckanwendung und hochaufgeloster NMR-Spektroskopie erlaubt es, die
verschiedenen Konformationen in atomarem Detail zu charakterisieren. Erste Arbeiten hierzu
wurden in der Gruppe von Kazuyuki Akasaka am shPrP(90-231) durchgefiihrt (Kuwata et al.,
2002; Kuwata et al., 2004). Ihnen gelang es, ein lokal ungeordnetes Faltungsintermediat zu
stabilisieren, bei dem vor allem die Helices a2 und a3 in einen ungeordneten Zustand

ubergehen.

In der vorliegenden Arbeit werden NMR-spektroskopische Untersuchungen am
menschlichen Prionprotein bei pH 4,8 und Driicken zwischen 0,1 und 200 MPa sowie
Temperaturen zwischen 293 und 333 K vorgestellt. Untersucht wurden die beiden Fragmente
des Proteins huPrP(121-230), das den strukturierten Kern umfasst, sowie huPrP(23-230), also

das komplette Protein nur ohne die N-terminale Zielsteuerungssequenz.

3.2 Materialien und Methoden

Probenvorbereitung

Rekombinantes menschliches Prionprotein  huPrP(23-230) (Reste 23-230) und
huPrP(121-230) (Reste 121-230) wurden wie von Ralph Zahn beschrieben hergestellt (Zahn
et al., 1997; Zahn et al., 2000). Man beachte, dass auf Grund von Klonierungsartefakten die
verwendeten Proteine jeweils zwei zusétzliche Aminosduren am N-Terminus haben, ndmlich
Gly21 und Ser22 im Fall von huPrP(23-230) sowie Gly119 und Ser120 in Fall von
huPrP(121-230). Die Proben wurden von Kurt Wathrich und Ralph Zahn (Eidgendssische
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Technische Hochschule Zirich) zur Verfligung gestellt. Fiir die NMR-Messungen wurde eine
1,1 mM Losung *°N-angereichertes huPrP(23-230) und eine 1,2 mM Léosung *N-
angereichertes huPrP(121-230) jeweils in 10 mM Natriumacetatpuffer pH 4,8 verwendet. Die
Spektren wurden in H,O mit 8% D,0O aufgenommen. Es wurden jeweils 0,1 mM DSS als

interne Referenz hinzugefugt.

Renaturierung von aggregiertem Prionprotein

Aggregiertes huPrP(23-230) und huPrP(121-230) wurde wie folgt beschrieben fir
weitere Messungen renaturiert. Das Protein in Natriumacetatpuffer pH 4,8 wurde mit 10 mM
Trispuffer pH 8,0 mit 100 mM NaCl und 6 M Guanidiniumhydrochlorid (GdmCI) auf 0,05
mM verdinnt. Zum vollstandigen Pufferaustausch wurde gegen 10 mM Trispuffer pH 8,0 mit
100 mM NaCl und 6 M GdmCI dialysiert. Zur Renaturierung des Proteins wurde dann der
Gehalt an GAmCI durch mehrere Dialyseschritte stufenweise erniedrigt. Es wurde gegen 10
mM Trispuffer pH 8,0 mit 100 mM NaCl und den GdmCI-Konzentrationen 3 M, 2 M, 1 M,
0,5 M und ohne GdmCI dialysiert. Danach folgte eine Dialyse gegen Wasser. Anschliel3end
wurden durch Dialyse gegen Natriumacetatpuffer pH 4,8 die urspringlichen

Pufferbedingungen wiederhergestellt.

Hochdruck-NMR-Messungen

Alle NMR-Experimente wurden an einem Bruker DRX-600 Spektrometer bei 600
MHz Protonenresonanzfrequenz aufgenommen. Um Druck auf die Probenlésung auszutiben
wurde ein Hochdruckautoklavensystem verwendet, das es erlaubt, den Druck zwischen 0,1
und 200 MPa zu variieren wéhrend sich die Hochdruckzelle im Spektrometer befindet
(Yamada, 1974; Price & Ludemann, 1997). Die Probe befand sich in einer Saphirkapillare mit
1,72 mm innerem und 3,14 mm duBerem Durchmesser (Arnold et al., 2003; Kremer et al.,
2004). Es wurden 1D-'H-Spektren und 2D-'H-"N-TROSY-Spektren (Pervushin et al., 1997)
bei Dricken von 0,1, 50, 100, 125, 150, 175 und 200 MPa und Temperaturen von 293 bis 333
K aufgenommen. Die TROSY-Spektren haben eine digitale Auflésung von 2048 * 512
Punkten und eine aufgenommene Frequenzweite von 7184 * 1825 Hz. Die Spektren wurden
mit XWINNMR (Bruker) aufgenommen und prozessiert. Zur Spektrenanalyse und Auswertung
kam AUREMOL (Universitait Regensburg, http://www.auremol.de) zum Einsatz. Die
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Zuordnung der Resonanzfrequenzen erfolgte nach der verdffentlichen Zuordnung von Ralph
Zahn (Madison NMR-Datenbank, Zugangscodes BMRB-4379 und BMRB-4402).

Analyse der chemischen Verschiebungen und Signalvolumina

Die chemischen Verschiebungen und Signalvolumina der Proteinsignale aus den
TROSY-Spektren wurden wie in Kapitel 2.3 beschrieben ausgewertet. Es wurden lineare und
quadratische Koeffizienten fir die Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebung der
Amidprotonen B;(H) bzw. B,(H) sowie der Amidstickstoffatome B;(N) bzw. B,(N) nach Gl.
2.16 errechnet. Fir die Protonen wurden durch Abzug der Druckkoeffizienten flr
Standardtetrapeptide (Arnold et al., 2002; Kremer et al., 2004) die korrigierten Koeffizienten
B: (H) und B, (H) ermittelt (sieche Kapitel 2.3). Fir Signale im schnellen Austausch auf der
NMR-Zeitskala wurde einem Zweizustandsmodell folgend die freie Enthalpie AG, und das
molare Reaktionsvolumen AV, fir den konformationellen Austausch nach GI. 2.17 berechnet.
Fur Signale im langsamen Austausch wurden AGo und AV, gemal Gl. 2.20 aus den

Signalvolumina ermittelt.
Korrelationsanalyse der chemischen Verschiebungen

Um festzustellen, ob die beobachteten Anderungen der chemischen Verschiebungen
mit dem Druck vom selben oder von unterschiedlichen Prozessen verursacht wurden, wurden
die Druckabhangigkeiten einer Korrelationsanalyse unterzogen. Die Anderung der
chemischen Verschiebung zweier Kerne A und B als Funktion des Drucks f(p) lasst sich
durch die Gleichungen 3.1a und 3.1b beschreiben. Angenommen wird ein druckabhéngiger

Ubergang zwischen zwei Zustanden mit den chemischen Verschiebungen &' und &~
A5A:5A(p)_5A(p0):(5§_5,]6.\)fA(p) (3.1a)
AgB:5B(p)_5s(po)=(5§_5é)fs(p) (3.1b)

Werden die Anderungen der chemischen Verschiebungen beider Kerne durch denselben
Prozess verursacht, gilt also fa(p) = fg(p), dann folgen sie der linearen Beziehung in Gl. 3.2.
Der Korrelationskoeffizient von A zu Ads wird dann 1.

_(5,-63)

Ao, =
b8 -53)

A5, (3.2)

Zur genaueren Betrachtung der Korrelationsanalysen sei auf Kapitel 7.2 verwiesen.
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3.3 Ergebnisse

Es wurden 1D-'H- und 2D-'H-"N-TROSY-Spektren von zwei °N-angereicherten

Konstrukten des menschlichen  Prionproteins aufgenommen. Die verwendeten
Losungsbedingungen (Natriumacetatpuffer pH 4,8) sind identisch zu denen der NMR-
Strukturbestimmung (Zahn et al., 2000). Das kirzere Konstrukt huPrP(121-230) umfasst den
C-terminalen gefalteten Teil des Proteins, das langere Konstrukt huPrP(23-230) enthalt
zusétzlich den ungefalteten, flexiblen N-Terminus. Unter den verwendeten Bedingungen
zeigten beide Konstrukte fast identische und vollstandig reversible Reaktionen auf
Druckanwendung im Bereich von 0,1 bis 200 MPa. Zur Reversibilitat der Druckeffekte sei
auf Abb. 3.18 in Kapitel 3.3.4 verwiesen. Die Druckeffekte auf die NMR-Spektren
aufgenommen bei 293 K sind in Abb. 3.2 und 3.3 deutlich zu erkennen. Steigender Druck
fihrt zu einer Verschiebung aller Resonanzfrequenzen. Zuséatzlich ist bei einem Teil der
Resonanzlinien eine deutliche Verbreiterung zu beobachten. In den TROSY-Spektren ist bei
steigendem Druck ein Verlust der Signalvolumina einer Vielzahl von Resonanzen zu
beobachten. Einige von ihnen zeigen eine so starke Abnahme, dass sie bei hdheren Driicken
nicht mehr detektierbar sind, andere dagegen zeigen Uberhaupt keine signifikante

Signalvolumenanderung, wie unten detailliert beschrieben ist.
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Abb. 3.3: 'H-"N-TROSY-Spektren von
huPrP(23-230) bei 293 K und pH 48.
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Abb. 3.2: 'H-Spektren von huPrP(23-230) bei

293 K und pH 4,8. Einzelne Resonanzen sind

markiert: (1) Leul30 H%, (2) Leul25 H¥, (3)
lle139 H¥, (4) lle182 H¥, (5) llel82 H*, (6)
DSS (interne Referenz), (7) Leul30 H¥, (8)
lle139 H*,

Ausgewahlte Signale sind beschriftet. Es sind
Spektren aufgenommen bei verschiedenen
Driicken Uberlagert: 0,1 MPa (griin), 100 MPa
(rot) und 200 MPa (orange).
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3.3.1 Druckabhéngigkeit der chemischen Verschiebungen

Die Druckwirkung auf Proteine ist anisotrop und verursacht Anderungen der
chemischen Verschiebungen, ausgelést durch lokale und globale konformationelle
Anderungen, die eine nicht-lineare Funktion des Drucks bilden. In Abb. 3.4 ist die Anderung
der chemischen Verschiebungen von Protonensignalen aus dem hydrophoben Kern von
huPrP(23-230) mit dem Druck dargestellt. Die Druckabhangigkeit ist eindeutig nicht-linear.
So wird beispielsweise beim H® von Leu130 der Wert von & zunéchst kleiner, iiber 100 MPa
steigt der Wert aber wieder an. Auch zeigen einige Signale bei 125 MPa eine leichte Delle im
o-p-Diagramm. Da Messartefakte oder -ungenauigkeiten sowie Referenzierungsfehler klar
ausgeschlossen werden kénnen, deutet dies auf eine komplexe Druckantwort des Proteins hin.
Die beobachteten Nichtlinearititen konnen durch die Uberlagerung unabhéngiger
druckabhangiger Prozesse und/oder durch das Auftreten von bei bestimmten Druckwerten
stabilen Zwischenzustanden verursacht werden. Klar wird, dass die druckabhangigen
Anderungen im huPrP nicht ausreichend durch ein einfaches Zweizustandsmodell

beschrieben werden kdnnen.
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Abb. 3.4: Anderung der chemischen Verschiebung mit dem Druck bezogen auf den Wert bei
Normaldruck. Es sind die Werte von Protonen aus dem hydrophoben Kern von huPrP(23-230) aus ‘H-
Spektren bei 293 K (siehe Abb. 3.2) aufgetragen.
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Ahnliche Beobachtungen lassen sich auch fiir die Druckabhangigkeiten der
chemischen Verschiebungen der Amidgruppen gemessen in *H-">N-TROSY-Spektren treffen.
Diese werden in dieser Arbeit durch eine Taylorreihe zweiter Ordnung geméall Gl. 2.16
beschrieben. Der Druckeffekt setzt sich grundsétzlich aus zwei Beitrdgen zusammen, einem
unspezifischen Effekt wie er auch an ungefalteten Peptiden beobachtet werden kann und
einem proteinspezifischen Effekt, der sich aus der Faltung des Molekdils ergibt. Nimmt man
an, dass diese beiden Effekte voneinander unabhéngig sind, so lasst sich der spezifische
Anteil dadurch separieren, dass man die Taylorkoeffizienten fiir ungefaltete Standardpeptide
von den gemessenen abzieht. So erhélt man die proteinspezifischen Taylorkoeffizienten B;"
und B,  (siehe Kapitel 2.3). Druckkoeffizienten fiir ungefaltete Standardpeptide sind fiir
Protonen aus Studien an Gly-Gly-X-Ala Modellpeptiden vorhanden (Arnold et al., 2002).
Leider fehlen sie flr Stickstoffkerne.

Die Betrage der konformationsabhangigen Druckkoeffizienten erster Ordnung |B; (H)|
der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen aus den TROSY-Spektren aufgenommen
bei 293 K und die unkorrigierten Betrdge der Druckkoeffizienten |B;(N)| der
Amidstickstoffatome sind in Abb. 3.5 und 3.7 als Funktion der Priméar- und Sekundérstruktur
gezeigt. Abb. 3.6 und 3.8 zeigen die Koeffizienten zweiter Ordnung |B, (H)| und |Bo(N)| in
gleicher Weise. Die Mittelwerte der Druckkoeffizienten erster und zweiter Ordnung von
huPrP(23-230) betragen 0,38 ppm/GPa (|B: (H)|), 3,35 ppm/GPa (|Bi(N)|), 1,23 ppm/GPa?
(IB2"(H)|) und 5,70 ppm/GPa® (|Bz(N)|) (siehe Tab. 3.1). Eine sehr ahnliche Verteilung der
Druckkoeffizienten Uber die Sequenz zeigt auch huPrP(121-230). Allerdings sind die
Mittelwerte der Druckkoeffizienten erster und zweiter Ordnung mit 0,54 ppm/GPa (|B1 (H)|),
3,35 ppm/GPa (|By(N)|), 1,69 ppm/GPa? (|B2 (H)|) und 7,29 ppm/GPa’ (|B2(N)[) hoher als
beim Protein kompletter Lange. Dies ist darauf zurlick zu fuhren, dass die Druckeffekte im
ungefalteten N-Terminus deutlich geringer sind als im strukturierten Teil des Proteins.
Vergleicht man nur den Teil, den beide untersuchten Fragmente gemeinsam haben (Reste
121-230), so sind die Unterschiede viel geringer. Die Mittelwerte der Druckkoeffizienten des
gefalteten Teils von huPrP(23-230) betragen 0,49 ppm/GPa (|B; (H)|), 3,33 ppm/GPa
(IB:(N)]), 1,57 ppm/GPa? (B, (H)|) und 6,62 ppm/GPa? (|Bo(N)]).
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Abb. 3.5: Betrage der Druckkoeffizienten erster Ordnung fiir die chemischen Verschiebungen von H"
(korrigiert um Standardpeptidwerte) (a) und N" (b) als Funktion der Priméarstruktur. Die Werte
stammen aus TROSY-Spektren einer Druckreihe von huPrP(23-230) aufgenommen bei 293 K. Die
Mittelwerte (durchgezogene Linien) und die Mittelwerte plus/minus einer Standardabweichung
(gestrichelte Linien) sind jeweils getrennt fiir den N-Terminus (Reste 23-120) und den strukturierten
Teil (Reste 121-230) eingetragen. Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile (B-Faltblatter) und Schleifen
(a-Helices) symbolisiert. P markiert Proline, X andere Reste, die in den TROSY-Spektren nicht
sichtbar oder nicht zugeordnet sind.
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Abb. 3.6: Betrdge der Druckkoeffizienten zweiter Ordnung fir die chemischen Verschiebungen von
H" (korrigiert um Standardpeptidwerte) (a) und N" (b) als Funktion der Primarstruktur. Die Werte
stammen aus TROSY-Spektren einer Druckreihe von huPrP(23-230) aufgenommen bei 293 K. Die
Mittelwerte (durchgezogene Linien) und die Mittelwerte plus/minus einer Standardabweichung
(gestrichelte Linien) sind jeweils getrennt fiir den N-Terminus (Reste 23-120) und den strukturierten
Teil (Reste 121-230) eingetragen. Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile (B-Faltblatter) und Schleifen
(a-Helices) symbolisiert. P markiert Proline, X andere Reste, die in den TROSY-Spektren nicht
sichtbar oder nicht zugeordnet sind.
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Abb. 3.7: Betrage der Druckkoeffizienten erster Ordnung fiir die chemischen Verschiebungen von H"
(korrigiert um Standardpeptidwerte) (a) und N" (b) als Funktion der Priméarstruktur. Die Werte
stammen aus TROSY-Spektren einer Druckreihe von huPrP(121-230) aufgenommen bei 293 K. Die
Mittelwerte (durchgezogene Linien) und die Mittelwerte plus/minus einer Standardabweichung
(gestrichelte Linien) sind eingetragen. Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile (B-Faltblatter) und
Schleifen (a-Helices) symbolisiert. P markiert Proline, X andere Reste, die in den TROSY-Spektren
nicht sichtbar oder nicht zugeordnet sind.
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Abb. 3.8: Betrage der Druckkoeffizienten zweiter Ordnung fir die chemischen Verschiebungen von
H" (korrigiert um Standardpeptidwerte) (a) und N” (b) als Funktion der Primarstruktur. Die Werte
stammen aus TROSY-Spektren einer Druckreihe von huPrP(121-230) aufgenommen bei 293 K. Die
Mittelwerte (durchgezogene Linien) und die Mittelwerte plus/minus einer Standardabweichung
(gestrichelte Linien) sind eingetragen. Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile (B-Faltblatter) und
Schleifen (a-Helices) symbolisiert. P markiert Proline, X andere Reste, die in den TROSY-Spektren
nicht sichtbar oder nicht zugeordnet sind.
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Protein Reste  T/K <|By (H)> <|B:(H)> <BiN)>  <|Bx(N)]>
/ppm GPa' /ppm GPa? /ppm GPa® /ppm GPa®*
huPrP(23-230)  23-230 293 0,38+0,40 1,23+1,29  3,35+1,69  5,70+4,60
huPrP(23-230)  23-120 293 0,18+0,15 0,68+0,55  3,37+0,89  4,20+2,45
huPrP(23-230) 121-230 293 0,49+0,46  157+1,49  3,33+2,04 6,62+5,33
huPrP(121-230) 121-230 293 0,54+0,52  1,69+1,87  3,35+2,10  7,2947,05
huPrP(121-230) 121-230 313 0,60+0,54  1,75+150  3,36+2,11  9,05%7,77
shPrP(90-231)*  90-231 303 0,50+0,55  1,03+1,31  3,16+1,80  5,86%5,35
shPrP(90-231)"  121-230 303 0,57+0,58 1,18+1,41  3,04+197  6,1845,72

Tab. 3.1: Mittelwerte der Betrage der Druckkoeffizienten fir die chemischen Verschiebungen der
Amidgruppen gemafR Gl. 2.16 (* ermittelt aus den Werten von Kuwata et al. (Kuwata et al., 2002)).

Vergleich der Druckantworten von huPrP(23-230) und huPrP(121-230)
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Abb. 3.9: Unterschiede in der Druckantwort von huPrP(23-230) (gestrichelte Verbindungslinien) und
huPrPlg121-230) (durchgezogene Verbindungslinien). Die Druckabhangigkeiten ausgewahiter H" (a)
und N (b) sind gezeigt. Die Spektren wurden bei 293 K aufgenommen.

Die Ahnlichkeit der Druckkoeffizienten der Reste 121-230 beider untersuchter

Proteinfragmente zeigt, dass der N-Terminus die Druckempfindlichkeit des gefalteten Teils

nicht signifikant beeinflusst. Die Korrelationskoeffizienten der Druckkoeffizienten erster
Ordnung der beiden Proteine zueinander betragen 0,71 (B: (H)) und 0,73 (Bi(N)). Die
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Korrelationskoeffizienten fiir B, (H) und By(N) sind mit 0,37 und 0,63 deutlich niedriger als
die dhnliche Druckantwort erwarten lasst. Dies liegt hauptsachlich in dem relativ groRen
Fehler der Taylorkoeffizienten begrundet, vor allem im Fall der zweiten Ordnung. Berechnet
man dagegen die Korrelationskoeffizienten direkt aus den Anderungen der chemischen
Verschiebungen (siehe Kapitel 3.2 und GI. 3.2), ergeben sich deutlich héhere Werte, die auf
eine sehr dhnliche Druckempfindlichkeit beider Proteine schlielen lassen. Der Mittelwert
dieser Korrelationskoeffizienten fir jeden Rest von huPrP(121-230) zu seinem
entsprechenden Rest in huPrP(23-230) betragt 0,86 fiir die H und 0,93 fur die N".
huPrP(121-230) ist demnach ein gutes Modell fur das Druckverhalten des strukturierten
Kerns des gesamten Proteins in voller Lange. Eine detaillierte Aufstellung der verschiedenen

Korrelationskoeffizienten befindet sich im Anhang 7.2.

Obwohl die Druckantwort des gefalteten Kerns des Prionproteins dem des gesamten
Proteins im Allgemeinen sehr ahnlich ist, fallen doch wenige Reste auf, fir die das nicht gilt
(siehe Abb. 3.9). Der Unterschied der chemischen Verschiebungen zwischen den beiden
Fragmenten, der fir Glul68, His187, Thr192, Glu207, Glu211l und Tyr226 schon bei

Normaldruck existiert, wird mit zunehmendem Druck sogar noch gréRer.
Ruckschlusse auf strukturelle Eigenschaften

Im strukturierten Kern von huPrP(23-230) und huPrP(121-230) (Reste 121-230)
andern sich die chemischen Verschiebungen der Amidgruppen fast aller Reste mit steigendem
Druck (Abb. 3.5 bis 3.8). Das AusmaR dieser Anderung ist zwischen den einzelnen Resten
aber recht verschieden. Da groRe Anderungen der chemischen Verschiebung mit deutlichen
strukturellen Anderungen Kkorreliert sind, sind Reste, deren Druckkoeffizienten signifikant
uber dem Durchschnitt liegen, wahrscheinlich an starken Konformationsédnderungen unter
Druck beteiligt. Umgekehrt weisen niedrige Druckkoeffizienten auf nur minimale
Konformationsanderungen hin. M129, F141, Q186, H187, T188, V189, K194, E196, E207,
V210, E211, E219 und R220 aus huPrP(121-230) haben Druckkoeffizienten erster Ordnung
IB1 (H)| iiber dem Mittelwert plus einer Standardabweichung. Dasselbe gilt fiir G131, 1139,
H140, C179, T183, T188, T191, K194, G195, N197, F198, T199, D202 und M205 im Falle
von |B;(N)|. Die starksten druckinduzierten Anderungen der chemischen Verschiebungen der
Amidgruppen finden sich in der Schleife zwischen 1 und al, in der Schleife, die a2 und o3

verbindet, sowie in Teilen von a2 und 3. Die druckempfindlichen Bereiche von H" und N"
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stimmen recht gut Gberein, allerdings nicht komplett. Betrachtet man die Druckkoeffizienten
zweiter Ordnung ergibt sich praktisch dasselbe Bild. Dies gilt auch fiir die Reste mit
auffallend geringen Anderungen der chemischen Verschiebungen. V121, V122, G123, G126,
G127, Y128, L130, A133, S135, 1138, H140, G142, Q160, R164, Q172, H177, V180, 1184,
T193, F198, M213, S222, Y225, Y226, Q227 und R228 von huPrP(121-230) weisen |B; (H)|
auf, die unter dem Mittelwert abzlglich einer dreiviertel Standardabweichung liegen. |Bi(N)|
unter dem Mittelwert abzlglich einer Standardabweichung haben M129, L130, R148, R156,
N174, D178, 1182, Q186, H187, T190, T192, Q212, E219 und E221.

Der N-terminale Teil von huPrP(23-230) (Reste 23-120) ist unter den gegebenen
Bedingungen unstrukturiert und flexibel (Zahn, 1999; Zahn et al., 2000). Daher sollte erhéhter
Druck in diesem Bereich geringere Auswirkungen als im gefalteten Kern des Proteins haben.
Wie zu erwarten sind |B; (H)|, [B2(N)|, [B2 (H)| und |B2(N)| mit 0,18 ppm/GPa, 3,37 ppm/GPa,
0,68 ppm/GPa® und 4,20 ppm/GPa® geringer als fir den strukturierten Teil (Tab. 3.1).
Dennoch zeigen einige Reste erhdhte Druckkoeffizienten. Uberraschenderweise gilt das auch
fur die Koeffizienten der Amidprotonen, die zuvor um die Werte fir unstrukturierte
Standardpeptide korrigiert wurden (Arnold et al., 2002). K27, S43, G46, G55, G56, K101,
$103, K104 und M109 zeigen korrigierte Druckkoeffizienten erster Ordnung (|B1 (H)]), G40,
S43, G55, G56, N108 und M109 zweiter Ordnung (|B; (H)|), die signifikant von den
Erwartungen abweichen. Im Falle eines tatsachlich komplett unstrukturierten N-Terminus
waéren nur Druckkoeffizienten in der Grofienordnung der unstrukturierten Standardpeptide zu
erwarten.

Aus den Anderungen der chemischen Verschiebungen abgeleitete freie Enthalpie

Einige Reste weisen ein asymptotisches Verhalten ihrer chemischen Verschiebungen
Uber den beobachteten Druckbereich auf (Abb. 3.10). Dieser Druck-Verschiebungs-
Kurvenverlauf ist typisch fir einen konformationellen Zweizustandsiibergang im schnellen
Austausch (siehe Kapitel 2.2). Es befinden sich also zwei Konformationen im schnellen
Austausch, wobei die Gleichgewichtslage bei 200 MPa komplett auf die Seite eines der
beiden Zustadnde verschoben wird. Bei Normaldruck liegen beide Konformationen vor, es
handelt sich also um zwei alternative native Konformationen. N; ist die bei Normaldruck am
starksten populierte native Konformation, N, eine druckstabilisierte Nebenkonformation des

Prionproteins. Aus der Anderung der chemischen Verschiebung mit dem Druck lasst sich mit
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Gl. 2.17 der Unterschied der freien Enthalpien der beiden Zustande bei Normaldruck (4Gy)
berechnen. Wie oben beschrieben, setzt sich der Druckeinfluss auf die chemische
Verschiebung aus einer unspezifischen Komponente und dem durch die Faltung des Proteins
verursachten Anteil zusammen. Um den reinen faltungsbedingten Anteil zu erhalten, wurden
fir die AGoy-Berechnung die chemischen Verschiebungsanderungen um die Werte der
ungefalteten Standardpeptide (Arnold et al., 2002) korrigiert. Flr die Reste des strukturierten
Kerns (huPrP(121-230)) ergibt sich ein 4G, von 3,0 £ 1,4 kJ/mol. Dies bedeutet, dass bei
Normaldruck etwa 71 % des Proteins im am starksten populierten nativen Grundzustand
vorliegt (N;), wéahrend 29 % in der durch Druck bevorzugten Konformation N, vorliegt. Der
AGo-Wert flir den N-terminalen Teil (Reste 23-120) von huPrP(23-230) betragt 3,0 £ 1,1
kd/mol.
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Abb. 3.10: Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebung 8H" der Amidprotonen aus den
TROSY-Spektren bei 293K. Die chemischen Verschiebungen wurden um die Druckantwort der
ungefalteten Standardpeptide korrigiert (siehe Kapitel 3.2). Es sind alle Reste mit eindeutig
asymptotischen Verhalten im aufgenommenen Druckbereich gezeigt. Die Linien représentieren die
Anpassung von Gl. 2.17 an die Daten. (a) Daten des N-terminalen Teils von huPrP(23-230), (b) vom
strukturierten Teil huPrP(121-230).
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3.3.2 Druckabhéngigkeit der Signalvolumina

Druckerhéhung flhrt bei einem Grofteil der Signale in den TROSY-Spektren
aufgenommen bei 293 K zu einem Verlust an Signalintensitat bzw. Signalvolumen. Im Falle
von huPrP(121-230) sind bei 200 MPa die Signale von Y128, G131, M134, R136, 1139,
F141, G142, S143, D144, Y150, R156, Q160, V161, Y163, N174, D178, 1182, T199, E200,
D202, V210, C214, 1215, Q217 und E221 nicht mehr detektierbar. Das Signal von G131
verschwindet schon bei 125 MPa, die von 1139, F141, Q160, V161, Y163 und D178 bei 150
MPa. Diese Reste liegen vor allem in der Schleife zwischen f1 und ol, nahe o3 und im
Bereich des B-Faltblatts. Im Falle von huPrP(23-230) kann fir die Signale des strukturierten
Teils qualitativ derselbe Prozess beobachtet werden. Auf Grund starker Uberlagerung der
Signale, die bei steigendem Druck auch noch zunimmt, l&sst sich hier allerdings nur das
Verschwinden der Signale von G131, 1139, F141, R156 und D178 zweifelsfrei feststellen.
Der unstrukturierte N-terminale Bereich zeigt keine signifikanten Signalvolumenanderungen
mit steigendem Druck (Abb. 3.12a). Bei Rucknahme des Drucks auf den Normalwert (0,1
MPa) erhélt man wieder dieselben Spektren wie vor der Drucksteigerung. Alle Druckeffekte
bei 293 K bis 200 MPa sind demnach vollkommen reversibel (siehe Abb. 3.18 in Kapitel
3.3.4).

Druckabhangigkeit der Linienbreiten

Wie in Abb. 3.2 zu sehen, zeigen die Linienbreiten der NMR-Signale ein
druckabhangiges Verhalten. Die Linienbreiten bei 200 MPa liegen fur die in Abb. 3.2
gezeigten Signale beim 2,1- (1139 H und H™), 1,8- (L130 H*), 1,7- (L130 H* und L125
H%) bzw. 1,3-fachen (1182 H'” und H®') der Linienbreite bei Normaldruck. Das AusmaR der
Verbreiterung ist also unterschiedlich stark. Einige Signale zeigen uberhaupt keine
Verbreiterung. In den *H-""N-TROSY-Spektren l4sst sich derselbe Effekt beobachten (Abb.
3.11). Auffalligerweise zeigen hier Signale, die keine signifikante Druckabhangigkeit ihrer
Signalvolumina aufweisen, auch keine Linienverbreiterung mit dem Druck. Bei den anderen
Signalen liegt die Verbreiterung bei 200 MPa zwischen 1,2-fach und zweifach. Da sich
Effekte in dieser GroRenordnung auch bei 1D-'H-Signalen von Methylgruppen aus dem
hydrophoben Kern des Proteins zeigen (Abb. 3.2), scheinen Austauschprozesse mit dem

Losungsmittel nicht der Grund fir die Linienverbreiterung zu sein. Die beobachteten
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Linienverbreiterungen werden auch nicht durch eine Zunahme der Viskositat des Wassers
unter Druck verursacht. Bei 293 K zeigt Druck bis 200 MPa nur einen geringen Einfluss auf
die Wasserviskositat. Genau genommen fallt die Viskositat bis 80 MPa auf etwa 98 % des
Ausgangswertes ab und steigt dann leicht mit dem Druck an. Bei ca. 140 MPa erreicht sie
wieder ihren urspringlichen Wert. Erst bei Driicken Gber 200 MPa lasst sich ein linearer
Anstieg der Wasserviskositat mit dem Druck feststellen (Stanley & Batten, 1969). Der
Ursprung der beobachteten Linienverbreiterungen ist folglich konformationelle Heterogenitat

und/oder konformationeller Austausch.

S120
A i o vizz. Abb. 3.11: Linienverbreiterung der

e o1 Amidgruppensignale aus den TROSY-

< G142

-'* oviso| Spektren von huPrP(121-230) bei 293

1]
= 141 ﬁ ® = 0E20 K mit dem Druck. Aufgetragen ist die
- 8 s © o Linienbreite relativ. zu der bei
- % sc2t4|  Normaldruck (LBp). Grun markiert
g , 1o ° Reste, deren Signalvolumen uber den
g g . Druck stabil bleibt, schwarz und rot
18 a 2 2 g 2 markiert Reste, die deutlichen

Signalvolumenabfall mit steigendem

Druck zeigen wobei rot markierte

0 0.05 01 015 02 Reste bei 200 MPa Uberhaupt nicht
plGPa mehr detektierbar sind.

Ursachen der Signalvolumenanderungen

Der beobachtete Verlust an Signalvolumen kann entweder durch eine Zunahme des
Signalverlusts wahrend der INEPT-Periode auf Grund gestiegener T,-Relaxation und/oder
durch einen konformationellen Austauschprozess, der langsam auf der NMR-Zeitskala ist,
hervorgerufen werden (Maurer et al., 2004). Da in den Spektren bei héheren Driicken keine
zusatzlichen Signale detektierbar sind, missten, lage langsamer Austausch vor, die Signale
des zweiten Zustands zu schwach sein, um sie messen zu kénnen. Dies konnte durch eine
erhohte T,-Relaxation des zweiten Zustands verursacht werden. Die erhohte transversale
Relaxationsrate, die beiden mdglichen Erklarungen zu Grunde liegt, kodnnte durch
Austauschvorgange oder eine gestiegene Molekilmasse des Proteins durch Aggregation des
zweiten Zustands hervorgerufen werden. Liegt schneller Austausch vor, kann die Zunahme
der transversalen Relaxationsrate aus der Verbreiterung der Signale abgeschatzt werden. Die
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beobachteten Linienverbreiterungen liegen zwischen 1,2-fach bis zweifach. Verwendet man
die in Kapitel 2.2 beschriebenen Né&herungen des Signalverlusts in der INEPT-Periode (Gl.
2.15), kann maximal ein Signalverlust von 20 % aus der druckabhéngigen
Linienverbreiterung erklart werden. Fur die meisten Reste liegt dieser Wert noch niedriger. Es
muss also ein weiterer Mechanismus fir den Signalverlust mitverantwortlich sein. Dies deutet
darauf hin, dass es sich um einen langsamen bis langsam-intermedidren Austauschprozess
handelt.

Aus den Anderungen der Signalvolumina abgeleitete freie Enthalpie

Wie oben ausgefuhrt, lassen sich die Signalvolumenverluste unter Annahme
langsamen Austauschs ausreichend gut beschreiben. Mit Gl. 2.20 lasst sich die Anderung der
molaren freien Enthalpie bei Normaldruck (4Gy) aus der Druckabhéngigkeit der
Signalvolumina fir einen konformationellen Zweizustandsiibergang berechnen. In Abb. 3.12c
sind die AGo,-Werte fiir die einzelnen Reste von huPrP(121-230) abgebildet. Starke
Uberlappungen der Signale in den Spektren von huPrP(23-230) bei hoéheren Driicken
verhinderten eine quantitative Auswertung der Signalvolumina fiir dieses Konstrukt. In Abb.
3.13 ist die Verteilung der fir huPrP(121-230) ermittelten AG, dargestellt. Die Verteilung der
freien Enthalpien ist eindeutig in zwei Gruppen aufgeteilt. Gruppe 1 umfasst 33 Reste mit
einem mittleren AG, von 10,8 £ 1,9 kJ/mol, Gruppe 2 besteht aus 25 Resten mit einem
mittleren AGo von 18,6 £ 2,9 kJ/mol. Die beiden Gruppen sind in Abb. 3.14 farblich in der
NMR-Struktur von huPrP(121-230) hervorgehoben. Reste der Gruppe 1 (rot) finden sich vor
allem in der B1/a1-Schleife und in der dem Losungsmittel zugewandten Seite von a3. Diese
Reste bilden eine Gruppe auf der Oberflache des Proteins (siehe Abb. 3.14c), die von Resten

der Gruppe 2 umrandet wird.
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Abb. 3.12: Druckabhangigkeit der Signalvolumina aus den TROSY-Spektren bei 293 K. Die
Signalvolumina sind auf den jeweiligen Wert bei 0,1 MPa normiert. (a) Signalvolumina vom N-
Terminus (Reste 23-120), (b) vom strukturierten Kern (Reste 121-230). Reste ohne signifikante
Anderung der Signalvolumina sind griin und Reste, deren Signale bei hoheren Driicken nicht mehr
detektierbar sind, sind rot eingezeichnet. (c) Molare freie Enthalpien bei Normaldruck (4G,) fur den
Ubergang zwischen den Konformationen N und | berechnet aus den Signalvolumina unter Annahme
langsamen Austauschs. Der Mittelwert (14,2 kJ/mol) ist als durchgezogene Linie, der Mittelwert
plus/minus eine Standardabweichung als gestrichelte Linien eingezeichnet. Reste ohne signifikante
Signalvolumenanderung sind mit # markiert, auf Grund starker Signaliiberlappung nicht auswertbare
Signale mit O, Proline mit P und andere nicht sichtbare oder zugeordnete Reste mit X.



3 Faltungsintermediate des menschlichen Prionproteins 47

a . b .

v
= A133
124
124 - e [139
4 F141
LB E— e .
10 % = - v V210
§ 5 0.8+ . v o
o 2 g . N
x a 06 % b
& s- ® NN -
= w 0.4 X N ",
4| =1 3
c 3 LA
< e 92 S N
2 00 P
[ -0.2 T T T T
5 10 15 20 25 30 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
AG, / (kJ/mol) p/GPa

Abb. 3.13: (a) Verteilung der AGy-Werte bei 293 K der einzelnen Reste flr den konformationellen
Ubergang von N zu | ermittelt aus den druckabhangigen Signalvolumenanderungen von huPrP(121-
230). (b) Druckabhangigkeit der Signalvolumina mit Kurven aus den AG-Berechnungen gemaR Gl.
2.20. Es sind typische Reste fur beide Gruppen, I, (1139, F141) und I, (A133, V210), gezeigt.

Abb. 3.14: Druckeffekte auf die Signalvolumina. (a) Bander- und CPK-Modell von huPrP(121-230)
(PDB: 1QM2) mit Kavitaten (dunkle Oberflachen), berechnet mit einem Abtastradius von 0,12 nm.
Reste mit AG,-Werten fir den N-I-Ubergang der Gruppe 1 (niedrige AGy) sind rot, Reste der Gruppe 2
(hohere AG,) orange, Reste ohne signifikante Anderung der Signalvolumina dunkelblau, Reste, bei
denen das Signalvolumen nicht bestimmbar ist, hellblau und nicht sichtbare oder zugeordnete Reste
grau eingefarbt. (b) (a) um 180° um die y-Achse gedreht. (c) (a) um 90° um die x-Achse gedreht.
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3.3.3 ldentifizierung von Faltungsintermediaten

Die Druckantwort von huPrP setzt sich zusammen aus: 1) Lineare Anderungen der
chemischen Verschiebungen, die wiederum zum Teil aus der unspezifischen Druckwirkung
auf Peptide und Proteine bestehen, 2) nicht-lineare Anderungen der chemischen
Verschiebungen, die auf eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen leicht
unterschiedlichen Konformationen im schnellen Austausch hindeuten, und 3) ein Verlust an
Signalvolumen, der wahrscheinlich von einer Gleichgewichtsverschiebung von
Konformationen im langsamen Austausch herriihrt. Es treten also mindestens zwei
verschiedene Konformationsiibergange zwischen nativen und intermedidren Zustdnden auf.
Die Auswertung der chemischen Verschiebungen deutet darauf hin, dass bei Normaldruck
zwei Zustande N; und N existieren. Aus den Anderungen der Signalvolumina lasst sich
weiterhin auf zwei bei Normaldruck praktisch nicht populierte energetisch hoher liegende
Intermediate 1; und 1, schlieBen. Die Energiedifferenzen der konformationellen Ubergéange
sind in Tab. 3.2 zusammengefasst. Starke Druckeffekte treten gewohnlich in der Ndhe von
lokalen Packungsdefekten im hydrophoben Kern eines Proteins auf. Dies ist, wie in Abb. 3.14

zu sehen, auch beim huPrP der Fall.

Protein T/K Ubergang K, AG/(kd/mol) AVy/(ml/mol) AVo/nm

huPrP(23-230) 293

Reste 23-120 NN, 0,292 30+£1,1 -63+11 -0,10 £ 0,02
Nl n. b. n. b. n. b. n. b.

Reste 121-230 NN, 0,300 29+13 -719+15 -0,13 £ 0,02
Nl n. b. n. b. n. b. n. b.

huPrP(121-230) 293

Reste 121-230 Ni>N, 0292 30+14 86+17  -0,14%0,03
Nesl; 0012 108+ 1,9  -66% 26  -0,11+0,04
Nel, <0001 186+ 29  -125+ 32 -0,21+0,05

huPrP(121-230) 313
Reste 121-230 N;<—N, 0,292 32+172 -63+12 -0,10 £ 0,02
Nl n. b. n. b. n. b. n. b.

shPrP(90-231)* 303
Reste 90-231 N;<—N, 0,270 33+x11 478 -0,08 £ 0,01
N« lq 0,008 12,3+29
N—l, <0,001 232+35
Tab. 3.2: Molare freie Enthalpie bei Normaldruck und molares Reaktionsvolumen der verschiedenen

konformationellen Ubergange (* berechnet aus den Daten von Kuwata et al. (Kuwata et al., 2002),
n. b.: Werte nicht bestimmbar).

Werte nicht verfligbar
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Abb. 3.15 zeigt schematisch die druckabhéngige Faltungsenergielandschaft des
menschlichen Prionproteins. Bei Normaldruck sind die beiden nativen Zustdnde N; und N,
sowie die energetisch ungunstigeren Intermediate 1; und I, zu erkennen. Das Profil &ndert sich
mit zunehmendem Druck: Zundchst wird N, energetisch giinstiger und somit die am stérksten

populierte Konformation. Bei sehr hohem Druck werden I, und I, bevorzugt.

Abb. 3.15: Schematische
Darstellung der Energie-
landschaft von huPrP als
Funktion des Drucks bei 293 K.
Die Abszisse stellt eine
abstrakte Reprasentation des
Konformationsraums dar.

3.3.4 Einfluss der Temperatur

Es wurden 1D-"H-Sepktren von huPrP(23-230) und huPrP(121-230) bei Normaldruck
und steigender Temperatur von 293 K bis zu 333 K in Schritten von 10 K aufgenommen.
Dabei dandern sich die chemischen Verschiebungen der Resonanzen linear mit der
Temperatur. Dasselbe wurde auch fir die chemischen Verschiebungen bei einer Reihe von
1D-'H-Spektren und *H-"N-TROSY-Spektren bei Normaldruck und Temperaturen zwischen
293 K und 313 K aufgenommen in 5 K-Schritten beobachtet (Abb. 3.16). Bei Temperaturen
tber 303 K beginnt das Protein zu denaturieren, bei 333 K bleibt nur kurzzeitig ein geringer
Anteil in Loésung. Halt man die Temperatur l&nger Uber 313 K aggregiert das Protein
irreversibel. Dies machte eine Analyse der Signalintensitaten und somit des Ubergangs zum
Intermediat | bei héheren Temperaturen unmgglich. Ahnliche Beobachtungen wurden von

Kuwata und Mitarbeitern (Kuwata et al., 2002) fir das Prionprotein aus Hamstern getroffen,
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das ebenfalls bei Temperaturen tber 313 K zu aggregieren beginnt. Zusétzlich wurde eine
Temperaturreihe von huPrP(23-230) bei 200 MPa aufgenommen. Es wurden 1D-'H-Sepktren
und *H-""N-TROSY-Spektren zwischen 293 K und 333 K in 10 K-Schritten gemessen (Abb.
3.17 und 3.19). Bei steigender Temperatur geht zunehmend die Dispersion der Signale
verloren. Die Spektren bei erhdhtem Druck und erhohter Temperatur erlauben vor allem
hinsichtlich der steigenden Linienbreiten die Vermutung, dass Aggregate aus mehreren PrP-
Molekiilen entstehen. Nach Druck- und Temperaturerniedrigung auf 0,1 MPa und 293 K
erhalt man das Ausgangsspektrum wieder (Abb. 3.18). Sowohl die Druck- als auch die
Temperatureffekte sind demnach reversibel. Allerdings ist durch die Temperaturerh6hung ein
Teil des Proteins irreversibel aggregiert, was zu einer deutlichen Abnahme der
Signalintensitaten fiihrte. Dieser Effekt ist sofort beim Erhdhen der Temperatur zu erkennen
(Abb. 3.19c).

Analog zu der Druckreihe an huPrP(121-230) bei 293 K wurden *H-">N-TROSY-
Spektren bei 0,1, 50, 100, 125, 150, 175 und 200 MPa und 313 K aufgenommen. Die
Mittelwerte der Druckkoeffizienten By (H)|, [B1(N)|, |B2 (H)| und [Bx(N)| bei 313 K liegen mit
0,60 ppm/GPa, 3,36 ppm/GPa, 1,75 ppm/GPa’ und 9,05 ppm/GPa? geringfiigig hoher als bei
293 K (Tab. 3.1). Die Korrelation der Druckeffekte auf die chemischen Verschiebungen von
huPrP(121-230) bei den beiden Temperaturen ist allerdings recht hoch. Die lokale
Druckempfindlichkeit unterscheidet sich also zwischen 293 und 313 K nicht. Die
Korrelationskoeffizienten der beiden Temperaturstufen zueinander von B:"(H) und By(N)
liegen bei 0,83 und 0,71. Fir die Druckkoeffizienten zweiter Ordnung liegen auf Grund des
hoheren Fehlers die Korrelationskoeffizienten nur bei 0,24 (B, (H)) und 0,37 (Ba(N)).
Berechnet man allerdings die Korrelationskoeffizienten zwischen den Druckreihen bei den
beiden Temperaturen direkt aus den Anderungen der chemischen Verschiebungen (siehe GI.
3.2), dann ergeben sich relativ hohe Werte. Der Mittelwert dieser Korrelationskoeffizienten
fur jeden Rest liegt bei 0,80 fiir die H" und bei 0,90 fiir die N (siehe auch Anhang 7.2). Wie
bei 293 K weisen auch bei 313 K die Druckabhéngigkeiten der chemischen Verschiebungen
einiger Reste auf einen konformationellen Zweizustandsiibergang im schnellen Austausch
zwischen zwei nativen Konformationen N; und N hin. Bei 313 K liegt 4G, flr diesen
Ubergang bei 3,2 + 1,2 kd/mol, ist also im Rahmen des Fehlers in Ubereinstimmung mit dem
Wert bei 293 K (siehe Tab. 3.2).
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Abb. 3.16: Temperaturabhangigkeit der ‘H-
Spektren von huPrP(121-230) bei Normal-
druck. Einzelne Resonanzen sind markiert: (1)
Leu130 H%, (2) Leul25 H¥, (3) lle139 H*, (4)
lle182 H, (5) lle182 H?, (6) DSS (interne
Referenz), (7) Leu130 H*, (8) lle139 H,
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Abb. 3.17: Temperaturabhangigkeit der ‘H-
Spektren von huPrP(23-230) bei 200 MPa.
Einzelne Resonanzen sind markiert: (1)
Leu130 H¥, (2) Leul25 H¥, (3) 1le139 H*, (4)
lle182 H* und lle182 H?, (5) DSS (interne
Referenz), (6) Leu130 H* und 1le139 H*,
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Abb. 3.18: 'H-Spektren (a) und ‘H-"’N-TROSY-Spektren (b) von huPrP(23-230) bei 293 K und
Normaldruck. Die Spektren wurden vor Druck- und Temperaturerhbhung (unten/griin), nach
Druckerhdhung auf 200 MPa bei 293 K (mittig/rot) und nach Druckerh6hung auf 200 MPa bei
gleichzeitiger Temperaturerh6hung auf 333 K (oben/orange) aufgenommen. Einzelne Resonanzen
sind markiert: (1) Leu130 H%, (2) Leul25 H¥, (3) 1le139 H*, (4) 1le182 H, (5) 1le182 H™, (6) DSS

(interne Referenz), (7) Leu130 H*, (8) 1le139 H™.
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Abb. 3.19: 'H-">N-TROSY Spektren von huPrP(23-230) bei 200 MPa und verschiedenen
Temperaturen: (a) 293 K, (b) 313 K und (c) 333 K.
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3.3.5 Vergleich der Prionproteine von Mensch und Hamster

Die Prionproteine von Mensch (huPrP) und Hamster (shPrP) sind sich sowohl in ihrer
Sequenz (Abb. 3.20) als auch in ihrer Struktur (Abb. 3.21) sehr &hnlich. In in vitro-Modellen
konnte experimentell gezeigt werden, dass humanes Prionprotein nicht durch
Hamsterprionprotein zur Fibrillenbildung gebracht werden kann und umgekehrt (Vanik et al.,
2004; Jones & Surewicz, 2005). Es existiert demnach wahrscheinlich eine Artenbarriere fur
die Ubertragung von Prionerkrankungen zwischen Mensch und Hamster. Besonders wichtig
fir die Ausbildung dieser Barriere scheinen vor allem die Aminosaureaustausche 1138M und
1139M zu sein (Vanik et al., 2004). Um den Einfluss der Aminoséureaustausche zwischen den
beiden Spezies auf Druckstabilitdt und konformationelle Gleichgewichte zu untersuchen,
wurden die oben vorgestellten Daten mit den von Kuwata und Mitarbeitern am shPrP(90-231)

ermittelten (Kuwata et al., 2002) verglichen.

%D }DD 110 120 130 %éﬁ }50 160
Human GQGGGTHSQWNKPSK?K?NMKENRGRAEAGAVVGGLGGYMLGSAMSR?IIHFGSDYEDRYTRENMHRYPNQ
Hamster GQGGGTHNQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPMMHFGNDWEDRY YRENMNRYPNQ

wo

}TG 180 190 ?GO %lD %ZE
Human VYYR?MBEYSNQNNFVHDC?N:TIKQETVTTTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCITQ?ERESQAYYQ——RG

Hamster VYYRPVDOQYNNQNNFVHDCVNITIKQHTVITTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCTTQYQRKESQAYYDGRR-

o

wm W

Abb. 3.20: Sequenzvergleich von huPrP und shPrP. Der nicht gezeigte N-Terminus beider Proteine
ist bis auf G56T identisch.

Abb. 3.21: Vergleich des strukturierten Kerns von huPrP (a) und shPrP (b) (PDB: 1QM2 und 1B10).
Die Reste, die sich zwischen den beiden Spezies unterscheiden, sind in den Strukturen markiert.
Dunkle Oberflachen zeigen Kavitaten an (Abtastradius 0,12 nm).
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Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebungen

Die Druckdaten des shPrP(90-231) bei pH 5,2 und 303 K wurden wie fir das
menschliche Protein beschrieben ausgewertet. Es wurden Druckkoeffizienten gemal} Gl. 2.16
ermittelt und mit denen von huPrP(121-230) bei pH 4,8 und 293 K verglichen. Wie oben
beschrieben hat der Temperaturunterschied von 10 K keinen entscheidenden Einfluss auf die
Druckkoeffizienten. In den Abb. 3.22 und 3.23 sind die um die Standardpeptidwerte
korrigierten Druckkoeffizienten der HY und die Druckkoeffizienten der N™ fiir beide Proteine
dargestellt. Die Mittelwerte der Druckkoeffizienten erster Ordnung von shPrP(90-231) liegen
mit 0,50 ppm/GPa (|B1 (H)|) und 3,16 ppm/GPa (|B1(N)|) (Reste 90-231) bzw. 0,57 ppm/GPa
(IB."(H)]) und 3,04 ppm/GPa (|By(N)|) (nur Reste 121-230) recht nahe bei denen von
huPrP(121-230) (0,54 ppm/GPa (|B; (H)|) und 3,35 ppm/GPa (|B1(N)|)) (Tab. 3.1). Bei den
Koeffizienten zweiter Ordnung sind die Unterschiede deutlich groRer: 1,03 ppm/GPa’
(IB2"(H)|) und 5,86 ppm/GPa* (|Bo(N)|) (Reste 90-231) bzw. 1,18 ppm/GPa® (|B, (H)|) und
6,18 ppm/GPa’ (|Bx(N)|) (nur Reste 121-230) im Vergleich zu huPrP(121-230) mit 1,69
ppm/GPa? (B, (H)|) und 7,29 ppm/GPa® (|Bz(N)|). Dies spiegelt sich auch in den
Korrelationskoeffizienten der beiden Proteine (nur Reste 121-230) wider, die bei 0,67
(IBy"(H)]), 0,52 (|Bi(N)[), 0,18 (B, (H)]) und 0,16 (|B2(N)|) liegen. Die Korrelationen sind
deutlich schlechter als zwischen huPrP(121-230) bei 293 K und 313 K oder zwischen
huPrP(23-230) und huPrP(121-230). Die Korrelationskoeffizienten, die geméald Gl. 3.2 direkt
aus den chemischen Verschiebungen berechnet wurden, sind auch beim Vergleich von
huPrP(121-230) mit shPrP(90-231) deutlich hoher. Der Mittelwert der Korrelations-
koeffizienten der korrespondierenden Reste beider Proteine ist 0,82 fiir die HY und 0,86 fiir
die N™. Demnach ist das Druckverhalten beider Proteine recht ahnlich. Allerdings liegen die
Korrelationskoeffizienten erwartungsgemaR niedriger als zwischen huPrP(23-230) und
huPrP(121-230) (siehe auch Anhang 7.2).

Nimmt man die Vergleiche aller Druckkoeffizienten der beiden Proteine zusammen,
fallen einige Reste auf Grund ihrer sehr unterschiedlichen Druckantworten bei Mensch und
Hamster besonders ins Auge (Abb. 3.22 und 3.23). Grolie Unterschiede weisen vor allem
G131G (zuerst der Aminosauretyp beim Menschen, dann die Restnummer, dann der Typ
beim Hamster), 1138M, 1139M, H140H, F141F, Q160Q, Y163Y, D202D, E211W, 1215T und
E219Q auf.
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Abb. 3.22: Um die Werte der Standardpeptide korrigierte Druckkoeffizienten erster (oben) und zweiter
Ordnung (unten) der chemischen Verschiebungen der H" aus den TROSY/HSQC-Spektren von
huPrP(121-230) bei 293 K (schwarze Balken) und shPrP(90-231) bei 303 K (weil3e Balken).
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Abb. 3.23: Druckkoeffizienten erster (oben) und zweiter Ordnung (unten) der chemischen
Verschiebungen der N aus den TROSY/HSQC-Spektren von huPrP(121-230) bei 293 K (schwarze
Balken) und shPrP(90-231) bei 303 K (weil3e Balken).
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Identifizierung von Faltungsintermediaten

Die Druckabhéngigkeit der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen korrigiert
um die Druckénderungen von Standardpeptiden (Arnold et al., 2002) zeigt fir einige Reste
einen Verlauf, der auf einen konformationellen Ubergang zwischen zwei Zustinden hinweist
wie auch flr das menschliche Prionprotein beschrieben (Abb. 3.24). Diese beiden Zustande
befinden sich im schnellen Austausch auf der NMR-Zeitskala. Somit l&sst sich analog zum
huPrP die molare freie Enthalpie fiir diesen N;<>N, Ubergang gemaR Gl. 2.17 berechnen. Sie
betragt 3,3 = 1,1 kJ/mol und liegt somit im selben Bereich wie AG, fiir den entsprechenden
Ubergang bei huPrP(121-230). Daraus folgt eine Population des Zustands N, von 27 % bei
Normaldruck.

8.9 -
8.8 4 A\ 5
sl R * M138
& 4 Y150
T A A 4 K185
8.6 + e = » Q186
. * H187
—_— R + Tigs
e |
£ Q217
8ad > y < K220
E '\“ \.\.*\\‘\\_
a Sk X
T O Y
S 8.2 D . NP Abb. 3.24: Druckabhangigkeit der
{ &= ﬁv%fkﬁi? chemischen Verschiebung &H" der
8.1+ ""’3'---A.__A'_"_‘:z._______ - Amidprotonen aus den HSQC-Spektren
4 S von shPrP(90-231) bei 303K (Kuwata et
8.0 - o ‘i':'—"—"-r;|=-~q—q. G—n__n al., 2002). Die chemischen Ver-
1 schiebungen wurden um die Druck-
79 o 0o 66— antwort der ungefalteten Standard-
| 5_0’3 peptide korrigiert (siehe Kapitel 2.3). Es
78 W sind alle Reste mit eindeutig
.*.:::_-*:_;_—_y::__'__v_ = asymptotischen Verhalten im aufge-
o TR——X nommenen Druckbereich gezeigt. Die
" 000 005 010 045 020 025 Linien reprasentieren die Anpassung

p/GPa von Gl. 2.17 an die Daten.

Aus den Druckabhangigkeiten der Signalvolumina aus den *H-"N-HSQC-Spektren
wurde von Kuwata und Mitarbeitern eine mittlere AG, fiir den konformationellen Ubergang
zu einem intermedidren Zustand | von 15,4 kJ/mol ermittelt (Kuwata et al., 2002). Die
Verteilung der AGo-Werte der einzelnen Reste (Abb. 3.25) deutet wie bei huPrP(121-230) auf

das Vorhandensein zweier Zustande I, und I, mit AGg von 12,3 + 2,9 kJ/mol bzw. 23,2 + 3,5
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kJ/mol hin. Die molaren freien Enthalpien haben dieselbe Grofenordnung wie beim
menschlichen Prionprotein, liegen aber geringfligig hoher. Reste aus I; mit den niedrigeren
AGo-Werten liegen vor allem im Bereich von a2 und a3 (Abb. 3.26, rot). Diese beiden
Helices treten demnach bei shPrP bevorzugt in einen ungeordneten intermedidren Zustand
uber (Kuwata et al., 2002). Im menschlichen Prionprotein dagegen treten in o2 und a3 auch
druckstabilere Reste auf. Eine Anhdufung von Reste aus I; findet sich hier vor allem in der
B1/al-Schleife (Abb. 3.14).

Anzahl an Resten
£+

0 5 10 15 20 25 30 35

AG, / (kJimol)
Abb. 3.25: Verteilung der AGy-Werte der Abb. 3.26: AG,-Werte fir den Ubergang von N
einzelnen Reste von shPrP(90-231) fir den zu | von shPrP(90-231). Reste mit niedrigem
konformationellen Ubergang von N zu | AGy (1y) sind rot, Reste mit hohem gelb (I,)
ermittelt aus den druckabhéngigen Signal- markiert.

volumenanderungen (Kuwata et al., 2002).

3.4 Diskussion

Die Bedeutung der Proteinkonformation fir die Ubertragbarkeit von Prion-
erkrankungen, ihre Auspragungen und die Entstehung von Artenbarrieren und verschiedener
prion strains konnte mittlerweile eindeutig gezeigt werden (Peretz et al., 2002; Tanaka et al.,
2004; Legname et al., 2004; Castilla et al., 2005; Tanaka et al., 2005; Jones & Surewicz,
2005). Gerade im Hinblick auf die prion strains wird besonders deutlich, dass die
Umfaltungswege von PrP in verschiedene amyloide und infektiose Konformationen recht
vielseitig und komplex sein missen und vermutlich ber eine Reihen von Intermediaten und

Nebenkonformationen ablaufen (Baskakov et al.,, 2002). Dies macht eine mdglichst



3 Faltungsintermediate des menschlichen Prionproteins 59

detaillierte Charakterisierung der Faltungsmdglichkeiten verschiedener Prionproteine
unerldsslich. Die Anwendung von hohem hydrostatischen Druck ist eine Mdglichkeit,
vielseitige Umfaltungs- und Aggregationsprozesse von Prionproteinen auszulésen und zu
beeinflussen sowie intermedidre Formen zu stabilisieren (Cordeiro et al., 2005; Torrent et al.,
2006). Die in dieser Arbeit verwendete Verkniipfung solcher Hochdruckexperimente mit hoch
aufgeloster NMR-Spektroskopie erlaubt es, diese intermedidren Formen in atomarem Detail
zu charakterisieren. Erste Untersuchungen an druckstabilisierten Intermediaten des
Hamsterprionproteins mittels NMR-Spektroskopie wurden in der Gruppe von Kazuyuki
Akasaka durchgefuhrt (Kuwata et al., 2002). Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten am
menschlichen Prionprotein erlauben im Vergleich dazu, Rickschliusse auf die molekularen

Ursachen von Artenbarrieren bei TSEs zu ziehen.

3.4.1 Faltungsintermediate und konformationelle Gleichgewichte

Aus der Anderung der chemischen Verschiebung und der Signalintensitit eines
Amidprotonensignals in einer Druckreihe von *H-">N-TROSY-Spektren lasst sich mittels GI.
2.17 und 2.20 4G, und AV, fir die jeweilige Amidgruppe berechnen. Prinzipiell sind diese
thermodynamischen GréRen Eigenschaften eines gesamten Systems. Da die Druckwirkungen
sich aber aus einer Reihe unterschiedlicher Komponenten zusammensetzen, kommt es zu den
beobachteten lokalen Unterschieden. So sind zundchst einmal verschiedene konformationelle
Ubergange des Proteins Uberlagert. Hinzu kommen lokale Druckwirkungen auf z. B.
Wasserstoffbriicken oder die lokalen Wechselwirkungen mit der Hydrath(lle des Proteins, die
durch Druckénderung besonders stark beeinflusst werden. Im Falle der chemischen
Verschiebungen der Amidprotonen wird das Problem dadurch vereinfacht, dass die
unspezifischen Druckeffekte durch Abzug der Standardpeptidwerte (Arnold et al., 2002)
herausgerechnet werden kdnnen. Es bleiben die Anteile, die durch die Faltung des Proteins
verursacht werden. Die verbleibenden Anderungen der chemischen Verschiebungen lassen
sich flr einen Teil der Signale in ausreichendem Malie durch ein Zweizustandsmodell eines
konformationellen Ubergangs beschreiben. Es ist anzunehmen, dass dieser N;«>N, Ubergang
auch fur die restlichen Signale zu beobachten ist, dort aber von weiteren Druckeffekten

tiberlagert wird, die groRere Anderungen der chemischen Verschiebungen verursachen.
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Neben den strukturellen Anderungen, die durch schnellen Austausch auf der NMR-
Zeitskala charakterisiert sind, treten Anderungen auf, die zu einem Verlust an Signalintensitat
fihren. Wie in Kapitel 3.3 ausgefiihrt, lasst sich dieser Intensitatsverlust nur zu geringem
Anteil durch Relaxationsverluste erklaren, die durch konformationelle Austauschprozesse
verursacht werden. Der groRte Anteil der Signalverluste wird durch Verschiebung des
konformationellen Gleichgewichts zu intermedidren Zustdnden erzeugt, wobei das Auftreten
weiterer Zustande nicht zu neuen Signalen in den Spektren flhrt. Eine dahnliche Beobachtung
wurde von Kuwata und Mitarbeitern fur shPrP(90-231) gemacht und diese ebenso
interpretiert (Kuwata et al., 2002). Die Signale weiterer Zustande sind zu schwach, um sie mit
den durchgefiihrten Experimenten zu detektieren. Dies konnte durch starke
Relaxationsverluste auf Grund einer durch Aggregation hervorgerufenen Zunahme der
Molekilmasse verursacht werden. Eine denkbare Erklarung wére auch, dass die weiteren
Zustande wiederum an weiteren konformationellen Austauschprozessen beteiligt sind bzw. sie

durch starke konformationelle Heterogenitat gekennzeichnet sind.

Die berechneten AGo-Werte fiir den schnellen und den langsamen Austauschprozess
unterscheiden sich sehr deutlich (Tab. 3.2), was nahe legt, dass es sich um zwei
unterschiedliche Prozesse handelt. Die Verteilung der AGo-Werte der einzelnen Reste
berechnet aus dem Modell im langsamen Austausch deutet wiederum klar darauf hin, dass es
sich hierbei um zwei getrennte Prozesse handelt (Abb. 3.13). Es liegen also zwei intermediare
Konformationen I, und I, vor, die mit dem nativen Zustand in langsamen Austausch stehen.
Ob dieser Ubergang vom nativen Zustand N; oder N, ausgeht, lasst sich aus den vorliegenden
Daten nicht ermitteln. Ebenfalls unklar bleibt, ob I; und I, zwei aufeinander folgende
Zusténde eines seriellen Konformationsiibergangs sind (N«—Il1<1,). Hierbei wirden zundchst
bei steigendem Druck die Teile des Proteins aus der Gruppe mit niedrigen AGo-Werten einen
Konformationswechsel vollziehen, wéhrend die restlichen Teile des Proteins stabil bleiben.
Bei steigendem Druck findet dann ausgehend von I; eine Umstrukturierung im restlichen Teil
des Proteins zu |, statt. Dieser zweistufige Prozess flhrt zu den beobachten zwei Gruppen von
AGo-Werten berechnet aus den Signalvolumenénderungen. 1, und 1, konnten aber auch
unabhéngige Konformationen sein, die jeweils direkt aus N hervorgehen, allerdings
unterschiedlich stark durch Druck beglnstigt werden, was zu den zwei unterschiedlichen
AGo-Werten fuhrt. Dabei wirde sich Iy strukturell von N in dem Bereich unterscheiden, wo
Reste aus Gruppe 1 liegen. Dasselbe gilt fiir I, und Reste der Gruppe 2. Da beide Intermediate
I; und I, unterschiedlich auf Druck reagieren, der Konformationsiibergang also mit
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verschiedenen  molaren  Reaktionsvolumina  verknupft ist, fuhrt dann  die
Gleichgewichtsverschiebung zugunsten der Intermediate zu den beiden beobachteten AGo-
Werten, jeweils im Bereich des Proteins, der an dem einem oder dem anderen
Strukturtibergang beteiligt ist.

Die Daten lassen sich also durch die vier Zustdnde Ni, Ny, I3 und I, (Abb. 3.15)
ausreichend gut beschreiben. Dennoch ist nicht auszuschlieRen, dass weitere strukturelle
Zusténde existieren, deren freie Enthalpien im Rahme des Fehlers nicht von den anderen zu
unterscheiden sind. huPrP liegt also bei Normaldruck in zwei Konformationen N; und N vor.
Der geringe Energieunterschied (4G, = 3,0 kJ/mol) und die geringe Differenz der chemischen
Verschiebungen deuten darauf hin, dass sich beide Konformationen strukturell sehr dhnlich
sind. Die Intermediate I, und I, liegen bei Normaldruck nur in duRerst geringen Anteilen vor
(unter 1 %). Da die Signale von I; und I, zu schwach sind, um sie detektieren zu kénnen, lasst

sich auf ihre strukturellen Eigenschaften nur indirekt schlie3en.

3.4.2 Strukturelle Anderungen hervorgerufen durch hohen Druck

Der N-terminale Bereich von huPrP(23-230) =zeigt bei den verwendeten
Losungsbedingungen keine definierte dreidimensionale Struktur (Zahn et al., 2000). Eine
Analyse der Abweichungen der chemischen Verschiebungen von den Werten fir ungefaltete
Peptide korrigiert um Nachbareffekte (Schwarzinger et al., 2001) deutet ebenfalls nicht
signifikant auf regulére Sekundéarstrukturelemente hin. Unter Druckeinwirkung zeigt der
komplette N-Terminus eine leichte Tendenz zu hoheren Werten der chemischen
Verschiebung, dennoch weist die Analyse weiterhin nicht auf das Auftreten von reguldren
Sekundérstrukturelementen hin. Fir ein unstrukturiertes Protein waren nach Abzug der
Druckkoeffizienten fir ungefaltete Standardpeptide (Arnold et al., 2002) nur
Druckkoeffizienten nahe Null zu erwarten. An einigen Stellen weicht der N-Terminus
signifikant von dieser Erwartung ab. Unter Druck wird also zumindest eine Teilstrukturierung

erkennbar (siehe unten).

Im Bereich von Rest 90 bis 170, der gemaR Elektronenkristallographiestudien und
Molekulardynamiksimulationen bei der Polymerisation des Prionproteins in eine -Faltblatt-

Konformation umgefaltet wird (Wille et al., 2002; Govaerts et al., 2004), zeigt sich eine
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starke Heterogenitat der Druckantworten. Die B-Strdnge 1 und 2 sind recht druckstabil,
wahrend die Schleife zwischen B-Strang 1 und a-Helix 1 starkeren strukturellen Anderungen
unter hohem Druck unterworfen zu sein scheint. Der Auswertung der Signalvolumina geman
einem Modell fur langsamen Austausch folgend, bildet die Region um Ile139, His140 und
Phel41 einen Bereich mit niedrigen AGo-Werten, also niedriger Druckstabilitat. Dies kann als
frihzeitig (schon bei relativ niedrigen Driicken) beginnende lokale Entfaltung/Umfaltung
dieser Region interpretiert werden. In diesem Bereich finden sich Kavitaten im hydrophoben
Kern des Proteins (Abb. 3.14), die von einer nicht perfekten rdumlichen Packung der
Aminosdureseitenketten herrtihren. Hierdurch kommt es zu einer geringeren Einschrankung
der Beweglichkeit der P1l/al-Schleife und somit zu einer stédrkeren konformationellen
Variabilitdt. Wie von Hummer und Mitarbeitern gezeigt, wird druckinduzierte Entfaltung
durch das Eindringen von Wasser in solche Kavitaten verursacht (Hummer et al., 1998;
Collins et al., 2005). Die lokale Instabilitat in diesem Bereich macht ihn besonders anféllig fur
strukturelle Anderungen. Die Interaktion mit dem infektissen PrP*® und die beginnende
krankheitsassoziierte Umfaltung wirde genau so eine erhohte konformationelle Freiheit
bendtigen. Die hier prasentierten Daten liefern somit einen Hinweis, dass die B1/a1-Schleife

der lokale Startpunkt fiir die PrP°—PrP*® Umfaltung sein konnte.

Konformationen des strukturierten Kerns von huPrP

Aus den durch Druck induzierten Anderungen der chemischen Verschiebungen lasst
sich die Existenz von zwei nativen Konformationen N; und N, ableiten, die beide auch bei
Normaldruck signifikant populiert sind und in schnellem konformationellen Austausch
miteinander stehen. Die relativ geringe Differenz in den molaren freien Enthalpien beider
Zustande zusammen mit den kleinen Anderungen der chemischen Verschiebungen beim
N;<>N, Ubergang legen nahe, dass dieser Ubergang nur mit unauffalligen
Konformationsédnderungen verbunden ist. Vor allem die sehr kleinen Differenzen der
chemischen Verschiebungen (Abb. 3.10) weisen darauf hin, dass sich die Strukturen von N;
und Ny sehr ahnlich sind. Unglucklicherweise lasst sich aus den vorhandenen Daten keine
detaillierte strukturelle Charakterisierung von N, durchfiihren, da andere druckabhéngige

Effekte diesen Zustand teilweise stark uberlagern.
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Strukturelle Intermediate des N-terminalen Teils von huPrP

Der N-terminale Teil von huPrP(23-230) (Reste 23-120) zeigt Druckkoeffizienten fur
die Anderung der chemischen Verschiebungen, die untypisch fiir ein unstrukturiertes Protein
sind. Dies wird besonders an den Druckkoeffizienten der Amidprotonen deutlich, von denen
die Standardpeptidwerte (Arnold et al., 2002) abgezogen wurden. Hier lassen sich vier
Gruppen von Resten identifizieren, bei denen die Koeffizienten signifikant abweichen.
Bereich A liegt um Lys27 herum, Bereich B um Gly40, Ser43 und Gly46, Bereich C enthalt
Gly55 und Gly56 und Bereich D wird durch Lys101, Ser103, Lys104, Arg108 und Met109
charakterisiert. Die Druckdaten deuten an, dass diese Bereiche zumindest zu einem gewissen
Populationsanteil gefaltete Strukturen einnehmen, die sich mit Druck veréndern.
Bemerkenswerterweise uberlappen die Bereiche B und C mit dem Teil (Reste 45-66), der in
Studien von Ralph Zahn als potentielle pH-abh&ngige Aggregations- bzw. Protein-Protein-
Interaktionsstelle identifiziert wurde (Zahn, 2003). Fr eine spezifische Interaktion ware eine
solche zumindest kurzzeitig vorhandene Strukturierung zu erwarten. Weiterhin liegt Bereich
C innerhalb der so genannten Oktapeptidwiederholungen, die bei der Bindung von
Kupferionen eine definierte Struktur einnehmen (Zahn, 2003). Leider war es nicht moglich,
die drei Oktapeptidwiederholungen in den Spektren zu unterscheiden. Sie alle scheinen
ebenfalls eine identische Druckantwort aufzuweisen. Der Bereich D letztlich wurde schon im
Rahmen von Untersuchungen am shPrP(90-231) als Bereich identifiziert, der kurzlebige o-
Helices bilden konnte (Kuwata et al., 2002).

Die Maoglichkeit, dass Teile des beweglichen N-Terminus kurzlebige Kontakte mit
dem strukturierten Kern ausbilden, ist recht wahrscheinlich und wurde bereits von Zahn und
Mitarbeitern diskutiert (Zahn et al., 2000). Wére dies der Fall, sollten diese Kontakte auch die
Druckantwort des gefalteten Kerns beeinflussen. So eine unterschiedliche Druckantwort
zwischen huPrP(23-230) und huPrP(121-230) wurde fir Glul68, His187, Thr192, Glu207,
Glu211 und Tyr226 beobachtet (Abb. 3.9). Hier unterscheiden sich auch die chemischen
Verschiebungen zwischen den beiden Proteinfragmenten. Aus Unterschieden in den
chemischen Verschiebungen der C® zwischen huPrP(23-230) und huPrP(121-230)
identifizierten Zahn und Mitarbeiter die Reste 187-193 und 219-226 als potentielle
Interaktionsstellen des Kerns mit dem N-Terminus (Zahn et al., 2000). Die Druckantworten in

diesen Bereichen unterstitzen diese Annahme.
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3.4.3 Strukturelle Basis von Artenbarrieren

Vanik und Mitarbeiter (Vanik et al., 2004; Jones & Surewicz, 2005) nutzten die
Y145Stop-Variante des Prionproteins, um in vitro abhéngig von spezifischen
Aggregationskeimen die Bildung von amyloiden Fibrillen zu untersuchen. Sie fanden, dass
sich vor allem die Aminosdureaustausche 1138M und 1139M dafir verantwortlich zeigen,
dass huPrP keine Fibrillenbildung von shPrP auslésen kann und umgekehrt. Die vorliegenden
Druckdaten am menschlichen Prionprotein deuten darauf hin, dass der Bereich um diese
Reste herum erhohte konformationelle Variabilitat aufweist und somit eine wichtige Rolle fiir
die Interaktion von PrP® und PrP*° spielen kénnte. Aminosaureaustausche in diesem Bereich
konnten diese Interaktion abschwéchen und somit zu der Ausbildung einer Artenbarriere

fuhren.

Vergleicht man die in dieser Arbeit préasentierten Druckempfindlichkeiten des
menschlichen Prionproteins mit denen des Hamsterprionproteins (Kuwata et al., 2002;
Kuwata et al., 2004), so lassen sich weitere Riickschlusse auf die strukturellen Ursachen der
Artenbarriere ziehen. Kuwata und Mitarbeiter fanden, dass vor allem die Helices 2 und 3
einem Umfaltungsprozess im langsamen Austausch in eine intermediare, lokal entfaltete
Konformation unterliegen. Das menschliche Prionprotein zeigt in dem Bereich der Helices 2
und 3 ein differenzierteres Bild. Vor allem der dem L&sungsmittel zugewandte Teil der
Helices weist niedrige AGo-Werte fiir einen konformationellen Ubergang auf, wéhrend andere
Teile der beiden Helices tberdurchschnittlich stabil sind. Die insgesamt druckempfindlichste
Region von huPrP ist die f1/a1-Schleife im Bereich der Reste 11e138 und 11e139.

Die Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebungen von huPrP und shPrP sind
verhdltnismalig &ahnlich. Dennoch weisen einige Reste deutliche Unterschiede in den
Druckkoeffizienten erster und zweiter Ordnung der chemischen Verschiebungen auf. Diese
Reste liegen alle sequentiell in der ndheren Umgebung von Aminosaureaustauschen zwischen
den beiden Spezies. Vor allem im Bereich der fur die Artenbarriere wichtigen Aminosauren
1138M und 1139M (Vanik et al., 2004) tritt eine Haufung von Resten mit grof3en Differenzen
der Druckabhangigkeiten von huPrP(121-230) und shPrP(90-231) auf. Weiterhin auffallig ist,
dass die Reste mit groRen Unterschieden in den Druckkoeffizienten raumlich in der Nahe der

Kavitaten im hydrophoben Kern der Proteine liegen. Die Grof3e und Lage dieser Kavitaten ist
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bei beiden Arten verschieden (Abb. 3.21), was die unterschiedlichen Druckantworten

verursachen konnte.

Die geringfugigen Unterschiede zwischen den Strukturen der Prionproteine von
Mensch und Hamster, vor allem in der Packung des hydrophoben Kerns, fuhren den hier
prasentierten Druckdaten zufolge zu Unterschieden in der lokalen konformationellen
Variabilitdt und Heterogenitat beider Proteine. Eben diese Variabilitdten scheinen aber
entscheidend an den die PrP°—PrP> Umwandlung auslésenden Prozessen beteiligt zu sein.
Somit haben durch Aminoséureaustausche bedingte Anderungen dieser lokalen Variabilitaten

mdoglicherweise einen ursachlichen Einfluss auf die Ausbildung von Artenbarrieren.

3.5 Schlussfolgerungen

Hochdruck-NMR-spektroskopische Messungen legen nahe, dass der gefaltete Kern
des menschlichen Prionproteins in zwei konformationellen Zustdnden N; und N, mit geringer
Differenz ihrer freien Enthalpien (3,0 kJ/mol) vorkommt. Bei Normaldruck liegen etwa
29 % des Proteins in der druckstabilisierten Konformation N, vor. Ein zweiter Prozess fihrt
unter Druck zu zwei mdoglichen Faltungsintermediaten 1; und 1, mit Differenzen der freien
Enthalpien zum Grundzustand von 10,8 bzw. 18,6 kJ/mol, die moglicherweise einen
praaggregativen Zwischenzustand darstellen. Der Bereich der B1/al-Schleife von huPrP
wurde als Region mit erhohter konformationeller Variabilitat identifiziert, was eine
Bedeutung dieser Schleife fir den infektiosen Umfaltungsprozess nahe legt.
Interessanterweise liegen in dieser Region fir eine Artenbarriere entscheidende
Aminosdureaustausche zwischen den Prionproteinen von Mensch und Hamster. Dies schlagt
sich in der durch Druck identifizierten konformationellen Variabilitat nieder, die sich hier
zwischen huPrP und shPrP unterscheidet. Hier konnte eine mdgliche Ursache der

Artenbarriere liegen.
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4 Struktur und Ligandwechselwirkungen
der PDZ2 von PTP-Bas

4.1 Einleitung

Proteinphosphorylierung ist eine der hdufigsten posttranslationalen Modifikationen
von Proteinen und dient der Regulation ihrer Aktivitat, Interaktionsfahigkeit und
subzelluldren Lokalisation. Eine wichtige Rolle in Signalleitungswegen von hoheren
Eukaryoten spielt die Proteintyrosinphosphorylierung. Diese wird katalysiert durch
Proteintyrosinkinasen und ihr entgegen steht die Dephosphorylierung durch
Proteintyrosinphosphatasen (PTPs). PTPs koénnen in zwei Klassen eingeteilt werden, die
Rezeptor-PTPs mit einer Transmembrandoméne und die Nicht-Rezeptor-PTPs, die
membranassoziiert sind aber keine Transmembrandomane aufweisen (Andersen et al., 2001).
Die humane Proteintyrosinphosphatase PTP-Bas (auch bekannt als hPTP1e, PTPL1 und FAP-
1) und das homologe Protein aus der Maus PTP-BL (auch bekannt als RIP) gehdren zu den
Nicht-Rezeptor-PTPs. PTP-Bas ist neben ihrer katalytischen Domaéne, die C-terminal liegt,
aus einer Reihe weiterer Domidnen mit meist Protein-Protein-Interaktionsaufgaben
zusammengesetzt (Abb. 4.1). Am N-Terminus befindet sich eine KIND-Doméne mit noch
unbekannter Funktion. Es folgt eine FERM-Domane, die Zelloberflachenrezeptoren und
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat bindet und so PTP-Bas an der Zellmembran lokalisiert.
C-terminal davon liegen finf PDZ-Doménen, die mit einer Reihe weiterer Proteine
interagieren. So ist PTP-Bas in der Lage, an einer Reihe von Signalleitungswegen
mitzuwirken. Variiert werden die Interaktionsmoglichkeiten noch dadurch, dass PTP-Bas
durch alternatives Spleiflen in unterschiedlichen Isoformen vorkommen kann. Die alternativ
gespleiBten Isoformen haben gewebespezifische Expressionsmuster und dienen so der
Anpassung von PTP-Bas an verschiedene Aufgaben (Erdmann, 2003; van Ham et al., 2005).
Eine Reihe von Substraten der Phosphatasedomane konnten bereits identifiziert werde.

Allerdings ist Uber die funktionellen Konsequenzen dieser Dephosphorylierungen bisher
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kaum etwas bekannt. PTP-Bas ist vermutlich an der FAS-vermittelten Apoptose beteiligt, also
der Regulation des Zelltodes, sowie in der Regulation der Zytokinese, dem letzten Teil der
Mitose. Weiterhin spielt sie eine Rolle im ephrinB-Signalweg. PTP-Bas vermag neben seiner
Membranassoziation an das Zytoskelett zu binden. Dies zeigt, dass das Protein vermutlich als
GerUstprotein zur Organisation supramolekularer Komplexe dient, also die einzelnen Teile
der jeweiligen Signalleitungswege in rdumliche Né&he bringt (Erdmann, 2003; Herrmann et
al., 2003).

Abb. 4.1: Schematische Darstellung von PTP-Bas. Vom N- zum C-Terminus folgen eine KIND-, eine
FERM-, funf PDZ- und die katalytische Phosphatase-Domane. Stellen, an denen alternatives Spleil3en
vorkommen kann, sind durch gestrichelte Linien und rote Balken gekennzeichnet (Erdmann, 2003).

Die zweite PDZ-Domadne von PTP-Bas bindet an verschiedene Proteine, darunter das
zytoskelettassoziierte Protein RIL (van den Berk et al., 2004) sowie das Tumor-
suppressorprotein  APC (Adenomatous Polyposis Coli), dessen Fehlfunktion an der
Entstehung von Dickdarmkrebs beteiligt ist (Erdmann et al., 2000). Die PDZ2-Domane tritt in
zwei alternativ gespleiRten Isoformen, PDZ2a und PDZ2b, auf (Abb. 4.2). Dabei verandert
die nur fiinf Aminoséuren lange Insertion VLFDK in der PDZ2b ihre Bindungseigenschaften
deutlich. Durch Hefe-Zweihybrid-Experimente und Oberflachenplasmonenresonanzstudien
konnte gezeigt werden, dass die PDZ2b nicht mehr in der Lage ist, die
Proteininteraktionspartner der PDZ2a zu binden (Erdmann et al., 2000; Kachel et al., 2003).
PTP-Bas mit PDZ2a und PDZ2b wird in den meisten Geweben coexprimiert, wie mRNA-
Analysen ergeben haben. Allerdings ist der Anteil an PDZ2b-PTP-Bas gewebe- und
zelltypspezifisch. Er reicht von praktisch keiner PDZ2b in der Niere bis hin zu etwa 20 % in
der Lunge. Weiterhin ist zu vermuten, dass die subzelluldre Lokalisation beider Isoformen
variieren dirfte (Sato et al., 1995; Erdmann et al., 2000; Walma et al., 2004).

Abb. 4.2: Sequenzvergleich der Spleivarianten PDZ2b und PDZ2a von PTP-Bas. Gezeigt sind
jeweils die Fragmente, wie sie in dieser Arbeit bzw. zur Strukturbestimmung der PDZ2a von Kozlov et
al. (Kozlov et al., 2000) verwendet wurden. Die Nummerierung der Aminosauren folgt in dieser Arbeit
durchgehend den Angaben fir die PDZ2b in dieser Abbildung.
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PDZ-Domanen sind bekannt daftir, Protein-Protein-Interaktionen zu vermitteln. Dabei
sind sie unerlasslich fur die Ausbildung einer Reihe von Multiproteinkomplexen (Sheng &
Sala, 2001; Harris & Lim, 2001). Sie sind benannt nach den Proteinen, in denen sie zuerst
charakterisiert wurden, ndmlich Postsynaptic Density Protein-95, Discs large und Zonula
Occludens-1. PDZ-Doménen vermitteln hdufig Protein-Protein-Interaktionen, die der
Organisation von Proteinkomplexen an der Plasmamembran dienen. Sie sind beteiligt an der
Entstehung von Zellpolaritat, der Verknupfung von Transmembrankomplexen mit
intrazelluldren Netzwerken und den damit verbundenen Regulationsmechanismen (Fanning &
Anderson, 1999). Haufig sind PDZ-Domdnen auch Bestandteil von Geristproteinen, die
Signalleitungskomplexe und Signalverarbeitungskomplexe organisieren (Zhang & Wang,
2003). Auf Grund der vielfaltigen Selektivitat und Spezifitat ihrer Protein-Interaktionen sind
PDZ-Domanen sehr geeignet fur diese Organisationsaufgaben. Ihre funktionelle Vielfalt wird
oft durch alternatives Spleif3en noch erhéht (Sierralta & Mendoza, 2004). Gemeinsam ist allen
PDZ-Domadnen, dass sie ihre Interaktionspartner tber ein Bindungsmotiv am &uRersten C-
Terminus des Partners erkennen (Sheng & Sala, 2001; van Ham & Hendriks, 2003; Kang et
al., 2003). Einige PDZ-Domdnen haben zudem die Fahigkeit, bestimmte interne
Peptidsequenzen zu erkennen (Hillier et al., 1999).

Abb. 4.3: NMR-Struktur der PDZ2a von PTP- Abb. 4.4: NMR-Struktur der PDZ2a von PTP-
Bas (PDB: 3PDZ). Die Termini (N, C) und Bas mit gebundenem Peptid (PDB: 1D5G). Der
ausgewahlte Sekundarstrukturelemente sind N-Terminus (N’) und der C-Terminus (C’) des in
markiert. der Grube zwischen a2 und B2 gebundenen

Peptids sind markiert.

Die dreidimensionale Struktur einer Reihe von PDZ-Domdanen wurde bereits
rontgenkristallographisch und NMR-spektroskopisch bestimmt. Darunter ist auch die PDZ2a
der humanen PTP-Bas (Kozlov et al., 2000) und ihr Maushomolog aus PTP-BL (Walma et al.,
2002). Die PDZ-Doménen weisen eine sehr dhnliche Struktur aus sechs -Strangen und zwei

a-Helices auf (Abb. 4.3). Das interagierende Protein wird in einer Grube zwischen a2 und 32
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gebunden. Einen wichtigen Beitrag zur Spezifitat der Bindung leistet zudem die Schleife
zwischen 32 und 3. Die Orientierung eines Peptids in der Bindetasche der PDZ2a von PTP-
Bas wurde von Guennadi Kozlov und Mitarbeitern NMR-spektroskopisch bestimmt (Kozlov
et al., 2002) und ist in Abb. 4.4 dargestellt.

Neben der Funktion als Proteinbindedoménen kénnen einige PDZ-Domanen, darunter
auch die PDZ2 aus PTP-BL, Phosphatidylinositolphosphate (PIPs) binden (Zimmermann et
al., 2002). Affinitatschromatographische Experimente ergaben, dass sowohl PDZ2a als auch
PDZ2b von PTP-Bas PIPs binden (Kachel et al., 2003). Phosphatidylinositolphosphate
kommen als Membranphospholipide oder als Signalmolekdle in der Zelle in verschiedenen
Phosphorylierungsstadien der Inositolgruppe vor. Eine Reihe von Proteindoménen kann PIPs
spezifisch binden und zudem meist zwischen den verschiedenen Phosphorylierungen
unterscheiden. Zu diesen zahlen vor allem PH-, PX-, FYVE- und FERM-Domanen (Balla,
2005). Sind PIPs Teil von Membranen, so sind sie in der Regel in bestimmten
Membrandomanen lokalisiert. So kdnnen PIP-bindende Proteine an Membranen assoziiert
und in bestimmten Membranregionen lokalisiert werden (McLaughlin et al., 2002; Balla,
2005). Auch fiir PDZ-Proteine konnte gezeigt werden, dass Anderungen in der lokalen PIP-
Konzentration ihre Assoziation mit bestimmten Rezeptorproteinen an der Plasmamembran
fordert (Zimmermann et al., 2002). Desweiteren wurde gezeigt, dass Syntenin-2 durch
Bindung seiner PDZ-Domanen an Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (P1(4,5)P,) zu
bestimmten PI1(4,5)P,-reichen Regionen der Zellkernmembran (nuclear speckles) dirigiert
wird (Mortier et al., 2005). Wie PDZ-Doménen fahig sind, PIP zu binden, ist bisher génzlich
unbekannt. Im Gegensatz zu den schon langer bekannten spezialisierten PIP-Bindedoménen
(z.B. PH, PX, FYVE), die spezifische basische PIP-Bindesequenzen aufweisen (Balla, 2005),
konnte flir PDZ-Doménen bisher kein gemeinsames strukturelles PIP-Bindemotiv gefunden
werden. Auch Sequenzvergleiche von PDZ-Domanen mit und ohne PIP-Bindefahigkeit
fuhrten noch zu keinem gemeinsamen Motiv. Geklart ist bisher nur, dass die
Inositolkopfgruppe alleine nicht ausreicht, sondern dass PDZ-Doménen zur Bindung

zusatzlich den Diacylglycerinteil verlangen (Mortier et al., 2005; Yan et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ligandbindungseigenschaften der PDZ2b aus
PTP-Bas untersucht. Dazu wurde zunédchst das in der vorausgegangenen Diplomarbeit
erstellte Strukturmodell (Kachel, 2002) durch weitere NMR-Experimente verbessert.

Ausgehend davon wurde durch den Strukturvergleich von PDZ2a und PDZ2b sowie durch
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Titrationsexperimente mit einem C-terminalen APC-Peptid untersucht, wie die Insertion von
nur fiinf Aminosauren die Proteinbindungsfahigkeit in der PDZ2b blockiert. Weiterhin wurde
zum ersten Mal ein Strukturmotiv von PDZ-Domanen zur Bindung verschiedener PIPs

charakterisiert und schlieRlich ein Modell des PDZ-PIP-Komplexes erstellt.

4.2 Materialien und Methoden

Probenvorbereitung

PDZ2a und PDZ2b aus PTP-Bas wurden wie von Kachel et al. beschrieben exprimiert
und gereinigt (Kachel et al., 2003). Die Proteinproben wurden von Rolf Heumann und Kai
Erdmann (Ruhr-Universitat Bochum) sowie Stephan Penzkofer (Universitat Regensburg) zur
Verfligung gestellt. Die NMR-Experimente zur Resonanzzuordnung und Strukturbestimmung
wurden an einer 2 mM Lésung unmarkierter, *N-markierter oder **C-"*N-markierter PDZ2b
in 50 mM Natriumphosphatpuffer mit 150 mM NaCl pH 6,8 durchgefiihrt. Die Proben
enthielten 8 % D,O und 0,1 mM DSS als interne Referenz. Die APC-Peptid-
Interaktionsstudien wurden im selben Puffer aufgenommen. Die PIP-Interaktionsstudien
wurden ebenfalls im selben Puffer oder in 50 mM PIPES-Puffer (Piperazin-1,4-bis(2-
Ethansulfonsdure)) pH 6,8 mit 150 mM NaCl durchgefuhrt.

NMR-Messungen zur Resonanzzuordnung und Strukturbestimmung

Alle Messungen wurden bei 293 K Probentemperatur durchgefihrt. Sie erfolgten an
einem  Bruker DRX-600 und einem Bruker DMX-800 Spektrometer bei
Protonenresonanzfrequenzen von 600 MHz bzw. 800 MHz. Ein *N-HSQC und ein **C-
HSQC wurden wie von Bodenhausen und Ruben beschrieben aufgenommen (Bodenhausen &
Ruben, 1980). 2D-'H-"H-NOESY-Spektren (Jeener et al., 1979) wurden bei 600 MHz sowohl
in *H,0 als auch in D,O mit einer Mischzeit von 100 ms gemessen. Ein *°N-aufgeléstes 3D-
NOESY-HSQC (Mischzeit 100 ms) und ein 3D-TOCSY-HSQC (Mischzeit 60 ms) wurden
bei 600 MHz Protonenresonanz durchgefuhrt (Schleucher et al., 1994). Zusatzlich wurden zur
sequenziellen Zuordnung der Resonanzen HNCA, CBCA(CO)NH, CBCANH und HNCO
Spektren aufgenommen. Zur ldentifizierung der Spinsysteme dienten ein HCCH-TOCSY und
ein C-aufgelostes 3D-NOESY-HSQC gemessen in D,O. Die Dynamik der Hauptkette
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wurde durch Bestimmung der *H-""N-heteronuklearen NOEs analysiert. Dazu wurden *H-""N-
HSQC-Spektren wie von Li und Montelione beschrieben bei 600 MHz Protonenfrequenz
aufgenommen (Li & Montelione, 1994). Die chemischen Verschiebungen der Protonen
wurden mit dem internen Standard DSS referenziert. Die Referenzierung der chemischen
Verschiebungen der N und **C erfolgte indirekt auf die Protonenfrequenz des DSS mit den
Frequenzverhaltnissen wie von Wishart et al. beschrieben (Wishart et al., 1995). Die Spektren
wurden mit XWINNMR (Bruker Biospin) prozessiert. Das Computerprogramm AUREMOL
(Universitat Regensburg, http://www.auremol.de) wurde zur Analyse der Spektren genutzt.
Eine Liste der ermittelten chemischen Verschiebungen befindet sich in der Madison NMR
Datenbank unter dem Zugangscode BMRB-5937.

Strukturrechnungen

Zur Berechnung der Struktur der PDZ2b wurden NOE-Distanzbeschrankungen
eingesetzt, die durch automatische Zuordnung eines 2D-NOESY -Spektrums aufgenommen in
'H,0, eines 2D-NOESY aufgenommen in DO, eines *>N-NOESY-HSQC und eines “*C-
NOESY-HSQC mit KnowNOE (Gronwald et al., 2002) gewonnen wurden. Die Distanzen
wurden direkt aus den Signalvolumina berechnet. Zusatzlich wurden Winkelbeschrénkungen
fir die Proteinhauptkette eingesetzt, die mit TALOS (Cornilescu et al., 1999) aus den
chemischen  Verschiebungen  der  Hauptkettenatome  berechnet  wurden.  Die
Strukturrechnungen  erfolgten durch das simulated annealing Protokoll  des
Computerprogramms CNS 1.1 (Brlnger et al., 1998) ausgehend von einem ausgestreckten
Strang als Startkonformation. Gestartet wurde mit einer Hochtemperaturdynamiksimulation
im Torsionswinkelraum mit 1000 Schritten zu 0,015 ps bei 50000 K. In der ersten
Abkuhlungsphase wurden 1000 Schritte zu 0,015 ps im Torsionswinkelraum berechnet. Die
zweite Abkuhlungsphase startete bei 3000 K. Es wurden 3000 Schritte zu 0,005 ps im
kartesischen Koordinatenraum ausgefuhrt. Zur finalen Pseudoenergieminimierung wurden 50
Schleifen zu je 300 Schritten durchgefuhrt. Alle anderen Parameter folgten den
Standardwerten des CNS annealing Protokolls. Die berechneten Strukturen wurden mit
MOLMOL (Koradi et al., 1996) und PROCHECK (Laskowski et al., 1996) analysiert. Zur
Qualitatskontrolle wurden NMR-spektroskopische R-Werte mit R-FAC (Gronwald et al.,
2000) berechnet. Die Koordinaten eines Biindels der 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen aus
der finalen Berechnung von 200 Strukturen sind in der Proteindatenbank unter der PDB-ID
1Q7X abgelegt.



4 Die PDZ2 von PTP-Bas 12

NMR-Titrationsexperimente

Zu einer PDZ2b-Ldsung in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,8 mit 150 mM NaCl mit einer
0,33 mM Startkonzentration wurde eine 10 mM Losung des C-terminalen Peptides aus APC
mit der Sequenz KRHSGSYLVTSV titriert. Es wurden 1D-'H- und 2D-'H-""N-HSQC-
Spektren bei den molaren Verhéltnissen von APC-Peptid zu PDZ2b von 0, 0,25, 0,5, 1, 2 und
5 aufgenommen. Das APC-Peptid wurde chemisch synthetisiert von der Jerini AG (Berlin)
erworben. Die HSQC-Spektren haben eine digitale Auflésung von 2048 * 512 Punkten und
eine aufgenommene Frequenzbreite von 8389 * 2433 Hz.

Die fur die Titrationsstudien verwendeten Phosphatidylinositolphosphate wurden von
Echelon Bioscience Inc. (Salt Lake City) erworben. Es wurden Titrationsreihen wie fir das
APC-Peptid beschrieben durchgefiihrt und Spektren bei den molaren Verhéltnissen PIP zu
PDZ2b von 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2 und 5 aufgenommen. Jeweils eine Titrationsreihe wurde
durchgefiihrt mit D-myo-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (P1(4,5)P,) und D-myo-
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat (P1(3,4,5)P3) jeweils mit Cg Fettsduren sowie mit D-
myo-phosphatidylinositol 3,4-bisphosphat (PI(3,4)P,) und D-myo-phosphatidylinositol 3,5-
bisphosphat (P1(3,5)P,) jeweils mit C, Fettsduren. Eine weitere Reihe wurde mit Inositol
1,4,5-trisphosphat (1(1,4,5)P3) aufgenommen. Weiterhin wurden von Stephan Penzkofer in
gleicher Weise nur in 50 mM PIPES-Puffer pH 6,8 mit 150 mM NacCl Titrationsreihen mit D-
myo-phosphatidylinositol  3,4-bisphosphat  (PI1(3,4)P;), D-myo-phosphatidylinositol 3,5-
bisphosphat (PI(3,5)P,), D-myo-phosphatidylinositol (PI) und Diacylglycerin (DAG) mit
jeweils Cg Fettsauren durchgefiihrt (Penzkofer, 2005).

Aus den 'H-">N-HSQC-Experimenten wurde ein gewichtetes Mittel der Anderungen
der chemischen Verschiebungen in der Protonen- (4&(H)) und der Stickstoffdimension
(AXN)) gemal Gl. 4.1 berechnet. fy ist ein Wichtungsfaktor fur jeden einzelnen
Aminosauretyp, der die unterschiedliche Varianzen der chemischen Verschiebungen von
Protonen und Stickstoffkernen wie von Peter Geyer beschrieben ausgleicht (Geyer et al.,
2005).

A5=%(fH |AS(H)|+|AS(N) ) (4.1)

Da alle Titrationsreihen die Charakteristika von schnellem Austausch (siehe Kapitel 2.2)

zeigten, konnten die Dissoziationskonstanten (Kp) der einzelnen Bindungsreaktionen
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abgeleitet aus GI. 2.5 und 2.7 durch GI. 4.2 berechnet werden. 465%™ ist die Gesamtdifferenz
der chemischen Verschiebungen von Komplex und freier PDZ, C'5 die Gesamtkonzentration

an PDZ und C'; die Gesamtkonzentration an Ligand.

AS = A5 -ZLT(CI\ +cp +Kg —\/(CI\ +cp +Kg)*—4c,cl) (4.2)
C

A
Séattigungstransfer

Von den Endpunktproben der PDZ-PIP-Titrationsreihen wurden jeweils ‘H-
Sattigungstransferdifferenzspektren aufgenommen (Mayer & Meyer, 1999). Zum Prinzip der
Messungen sei auf Kapitel 2.4 verwiesen. Zur Vorséttigung wurde eine 0,5 — 4 s lange Folge
aus selektiven 90° Impulsen verwendet. Im off-resonance Teil wurde bei 30 ppm angeregt, im
on-resonance Fall bei Frequenzen in Resonanz mit der PDZ2b. Um die Sattigung zwischen
den einzelnen Experimenten ausreichend abklingen zu lassen, war eine Relaxationswartezeit
D1 von 6 s nétig. Der Séttigungstransfer von dem Protein auf die einzelnen Protonen der PIPs
wurde quantifiziert. Dazu wurden zunéchst die Protonenresonanzen der verschiedenen PIP
zugeordnet. Dies geschah basierend auf den NMR-Studien an Phospholipiden und
Inositolphosphaten von Neumann et al., Cerdan et al. und Reid et al. (Neumann et al., 1985;
Cerdan et al., 1986; Reid & Gajjar, 1987). Die Zuordnung der Resonanzen ist im Anhang
aufgefiihrt (Kapitel 7.3). Alle Spektren wurden bei 600 MHz Protonenresonanzfrequenz
aufgenommen. Angegeben wird jeweils die Sattigung definiert als Intensitat des
Differenzsignals (lo-lpresar) relativ zur off-resonance Signalintensitat lo. Die relative Sattigung
ist der Wert fir ein Proton des Lipids normiert auf das am starksten gesattigte Signal des
jeweiligen Lipids, d.h. das Proton eines Lipids, das den stérksten Sattigungstransfer erféhrt,

erhalt den Wert 100 % und die anderen Protonen Werte relativ dazu.
Protein-Ligand-Docking

Zur Modellierung des Komplexes bestehend aus PDZ2b und PI(3,4,5)P; mit Cg
Fettsduren sowie des Komplexes aus PDZ2 und PI1(3,4,5)P; mit C,s Fettsduren wurde das
datengetriebene Dockingprogramm HADDOCK 1.3 verwendet (Dominguez et al., 2003).
Zum Einsatz kam das Dockingprotokoll wie von Cyril Dominguez und Mitarbeitern
beschrieben. Es wurden jeweils 500 Modelle in der rigid body Phase berechnet, die 200

pseudoenergiedrmsten Modelle wurden im folgenden simulated annealing Lauf verfeinert und
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die daraus resultierenden 100 pseudoenergiedarmsten wurden einer abschlieBenden
Pseudoenergieminimierung unter Berlcksichtigung des Wassers unterzogen. In der flexiblen
Phase des Dockings wurde volle Beweglichkeit fir alle Teile des Proteins und der PIPs
zugelassen. Um die korrekte Faltung des Porteins zu bewahren, mussten daher die Distanz-
und Winkelbeschrankungen aus der Strukturrechnung (s. 0.) eingesetzt werden. Die
intermolekularen Beschrankungen fiir das datengetriebene Docking (die ambiguous
interaction restraints, AIRs) wurden wie im Ergebnisteil beschrieben aus den Titrationsdaten
ermittelt. Die Topologiedaten und Parameter fiir das Kraftfeld zur Definition der PIPs wurden
mit PRODRG 2 (van Aalten et al., 1996) erzeugt.

Zur Uberpriifung des Dockingergebnisses wurde ein 2D-'H-'H-NOESY einer 0,6 mM
PDZ2b-Losung in 50 mM PIPES-Puffer pH 6,8 mit 150 mM NaCl und PI1(3,4,5)P3 mit Cg
Fettsduren im molaren Verhaltnis 1 zu 3,9 bei 293 K und 600 MHz Protonenresonanzfrequenz
aufgenommen. Die Mischzeit betrug 150 ms. Das Spektrum wurde ausgehend von den
unterschiedlichen Komplexmodellen mit KnowNOE (Gronwald et al., 2002) zugeordnet und
der dazugehdrige R-Wert mit R-FAC (Gronwald et al., 2000) berechnet.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Struktur der PDZ2b von PTP-Bas

Grundlage einer funktionellen Analyse der Bindungseigenschaften der PDZ2b von
PTP-Bas ist ein mdglichst gut definiertes Modell ihrer raumlichen Struktur. Bereits im
Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit wurde ein Strukturmodell basierend auf NMR-
spektroskopisch gewonnen Daten bestimmt (Kachel, 2002). Es basiert auf insgesamt 919
NOE-Distanzbeschrankungen und 80 Torsionswinkelbeschrankungen aus TALOS (Cornilescu
et al., 1999). Das Bindel der 20 pseudoenergiedarmsten von 200 gerechneten Strukturen zeigt
mit einem rmsd der Hauptkettenatome der Reste 9-100 von 0,068 nm noch eine relative hohe
Variabilitat. Fir einen detaillierten Vergleich der Strukturen von PDZ2a und PDZ2b musste
zundchst das Modell verbessert werden. Durch tiefer gehende Analyse der NOESY- und
TOCSY-Spektren konnten die Zuordnung der Seitenkettenresonanzen erweitert werden. Vor

allem gelang es nun, die Seitenkettenatome der Aromaten zuzuordnen. Diese sind fir die
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Strukturbestimmung besonders wertvoll, da die aromatischen Ringe sich meist im
hydrophoben Kern eines Proteins befinden und so viele NOE-Kontakte zu sequentiell weiter
entfernten Resten aufweisen. Insgesamt konnten alle HY und tiber 90 % der H* und HP
eindeutig zugeordnet werden. Von allen Protonen zusammen wurden 79 % eindeutig
identifiziert. Die komplette Zuordnung ist in der Madison NMR Datenbank unter dem
Zugangscode BMRB-5937 erhéltlich. Mit der erweiterten Zuordnung konnte durch iterative
Zuordnung der NOESY-Spektren mit KnowNOE (Gronwald et al., 2002) die Anzahl der
NOE-Distanzbeschrankungen auf 1648 erhéht werden, was eine deutliche bessere

Strukturberechnung ermdglichte. Die gefundene NOEs sind in Tabelle 4.1 und in Abb. 4.5

zusammengefasst.

Experimentelle Beschrankungen Anzahl vor der Verbesserung Endgultige Anzahl

NOEs gesamt 919 1648
intraresiduell (i = j) 356 642
sequentiell (Ji-j| = 1) 323 494
mittlere Reichw. (1 < [i-j| <5) 92 189
langreichweitig (Ji-j| > 5) 148 323

Torsionswinkelbeschrankungen 80 80

Tab. 4.1: Uberblick tiber die experimentellen Beschrankungen fiir die Strukturrechnung
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Abb. 4.5: NOE-Kontakte pro Aminoséure der PDZ2b von PTP-Bas. Die Sekundarstrukturelemente
sind als Pfeile (B-Stréange) und als Schleifen (a-Helices) symbolisiert.
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Es wurde 200 Strukturen mit CNS (Bringer et al., 1998) unter Verwendung der 1648
NOE-Distanzbeschrankungen und der 80 Torsionswinkelbeschrankungen berechnet. Die 20
pseudoenergiedarmsten wurden flr die Strukturanalyse herangezogen. Sie sind in der RCSB
Proteindatenbank unter dem PDB-Eintrag 1Q7X abgelegt. Die Hauptkettenatome der Reste 9-
100 weisen eine rmsd von 0,019 nm auf (Tabelle 4.2), was eine deutliche Verbesserung
gegeniliber dem urspriinglichen Modell darstellt (hier sind es 0,068 nm). Die Termini zeigen
hohe Flexibilitdt und wurden daher bei den rmsd Berechnungen nicht beriicksichtigt. Dies
wurde durch Messungen der 'H-'°N-Heteronuklearen-NOE bestatigt, die eine erhohte
Mobilitét fiir die Termini ausweisen (Abb. 4.6). Zur Validierung des Strukturmodells wurden
R-Faktoren berechnet (Tab. 4.2). Diese liegen im Bereich, wie er flr eine gut definierte hoch-
auflésende NMR-Struktur zu erwarten ist. Das Ergebnis der Strukturrechnung ist in Abb. 4.7
dargestellt. Es zeigt sich die PDZ-typische Faltung. Die Sekundarstrukturelemente sind 31
(Ile10-Alal6), B2 (lle24-Val26), B3 (Val46-Val49), al (Ala54-Asp58), B4 (Arg66-Val70), B5
(Val73-Ser74), a2 (His80-Arg88) und 6 (Val93-Glu99). Die vier antiparallelen -Strange 1,
4, 5 und 6 bilden mit den ebenfalls antiparallelen B-Strdngen 2 und 3 ein B-Sandwich.

Weiterhin charakterisieren die beiden a-Helices die Faltung der PDZ2b.

Statistik der 20 pseudoenergiedrmsten Strukturen (von 200 berechneten)

rmsd der Hauptkettenatome der Reste 9-100 0,019 nm
rmsd aller Schweratome der Reste 9-100 0,067 nm
Egesamt 2441 + 7 kd/mol
Enoe 1039 + 9 kJ/mol
EBindungen 197 + 2 kJ/mol
EBindungswinkeI 499 + 9 kJ/mol
EvdW—WechseIWirkunqen 499 + 5 kJ/mol
R-Faktoren

R-Faktor Anzahl der NOEs
I:\~'intraresiduell 0,17 114
Rsequentiell 0,24 149
I:\~'mittlere Reichweite 0,27 51
Rlangreichweitig 0,22 77
I:\7alle interresiduellen NOEs 0124 277

Tab. 4.2: Statistik der Strukturrechnungen. Es ist zu beachten, dass auf Grund von
Signaliiberlagerungen und Artefakten die Berechnung der R-Faktoren nur fir einen Teil der
automatisch zugeordneten Signale aus dem >N-NOESY-HSQC mdéglich war.
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Abb. 4.6: 'H-">°N-NOEs der PDZ2b als Funktion der Sequenz. Die Sekundérstrukturelemente sind als
Pfeile (B-Stréange) und als Schleifen (a-Helices) symbolisiert. P markiert Proline, X andere Reste, die
in den HSQC-Spektren nicht sichtbar sind. Niedrige Werte zeigen hohe Flexibilitat an.

Abb. 4.7: NMR-Struktur der PDZ2b von PTP-Bas. (A) Banderdarstellung der pseudoenergiedrmsten
Struktur. Die Insertion ist in orange hervorgehoben. (B) Bundel der Hauptketten der 20
pseudoenergiearmsten Strukturen aus der Strukturrechnung. (C) Oberflachendarstellung und
elektrostatisches Potential in derselben Orientierung wie (A). Negativ geladene Regionen sind rot,
positiv geladene Regionen blau dargestellt.

Im Vergleich zur PDZ2a (Kozlov et al., 2000) verursacht die Insertion von fiinf
Aminosduren (Val28-Lys32) in der PDZ2b einige strukturelle Unterschiede. Zunédchst &ndert
sich die Struktur der B2/B3-Schleife, die die Insertion enth&lt. Die Insertion bildet eine
Schleife, die tber B3 zu liegen kommt. Die Lage dieser Schleife ist durch mehrere NOEs in
dieser Region bestatigt (siehe Abb. 4.5). Dieser Teil der p2/B3-Schleife ist auch in seiner

Flexibilitat eingeschrénkt, wéhrend der weiter auBBen liegende Teil eine erhohte Beweglichkeit
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aufweist, wie es in den heteronuklearen NOE-Messungen gezeigt werden konnte (Abb. 4.6).
Die fixierte Lage der Insertion, vor allem die Seitenkette von Phe30, beeinflusst durch ihren
sterischen Anspruch die Struktur der B2/B3-Schleife sowie der beiden p-Strange selbst, die
gegeniliber der PDZ2a deutlich verkirzt sind. Weiterhin wird die Lage von a2 relativ zum
Proteinkern deutlich verandert. Dies wird dadurch verursacht, dass die N-terminale Seite der
Helix von der Insertion weiter nach auf3en geschoben wird. Dadurch ergibt sich eine deutliche
sterische Anderung der Peptidbindetasche, die in der PDZ2a zwischen Helix 2 und B2 liegt
(Kozlov et al., 2002). So wird ein Teil der Proteinbindetasche blockiert. Vor allem die
Seitenkette von Lys32 verhindert eine Bindung, wie sie in der PDZ2a mdglich ist.

4.3.2 Interaktion der PDZ2 mit Proteinen

Die Bindungseigenschaften der PDZ2b von PTP-Bas gegenuber von
Peptidbindungspartnern wurden durch den Vergleich von *H-N-HSQC-Spektren
charakterisiert, die bei zunehmender Konzentration eines zwolf Aminosduren langen Peptids
entsprechend dem C-Terminus von APC aufgenommen wurden. Die beobachteten
Anderungen sind typisch fiir schnellen Austausch auf der NMR-Zeitskala. Von der groRten
Anderung der chemischen Verschiebung kann somit die Untergrenze fiir die Austauschrate
1/tex abgeschatzt werden. Sie liegt bei 8200 s™. Die Differenzen der gewichteten Mittel der
chemischen Verschiebungen der Amidgruppen (siehe Materialien und Methoden) zwischen
den Signalen der freien PDZ2b und der PDZ2b in Anwesenheit des APC-Peptids im molaren
Verhaltnis von 1:5 sind in Abb. 4.8 gezeigt. Die Anderungen in den chemischen
Verschiebungen sind insgesamt relativ gering und stark tber das Protein verteilt, was auf eine
eher unspezifische Bindung hindeutet. Deutliche Effekte auf die chemischen Verschiebungen
treten nur bei den Resten Ile24, Ser25, Val28 und Arg88 auf, was hier eine schwache
spezifische Bindung impliziert. Diese Reste liegen im Bereich von 32, der 32/$3-Schleife und
des C-Terminus von a2. Dieser Bereich wurde zuvor als die Peptidbinderegion der PDZ2a
identifiziert (Kozlov et al., 2000). Aber nicht alle Reste, die in der PDZ2a an der Interaktion
mit dem Peptid beteiligt sind, zeigen in der PDZ2b signifikante Anderungen ihrer chemischen
Verschiebungen. Dies gilt im Besonderen flr Val26, Gly33, Gly34, Val35 und Arg36
(benannt in PDZ2b-Nomenklatur, siehe Abb. 4.2), die in den Bindungsstudien mit der PDZ2a
starke Anderungen in den chemischen Verschiebungen zeigten und besonders wichtig fur die
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Peptiderkennung und -bindung sind (Kozlov et al., 2000; Kozlov et al., 2002). Besonders
auffallig ist Gly34, das bei der PDZ2a am starksten reagiert, bei der PDZ2b aber nur sehr
gering.

AS / ppm
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Abb. 4.8: Gewichtetes Mittel der Anderungen der chemischen Verschiebungen der Amidgruppen der
PDZ2b bei Zugabe eines C-terminalen APC-Peptids im fiinffachen molaren Uberschuss. Der
Mittelwert ist als durchgezogene Line, der Mittelwert plus einer Standardabweichung als gestrichelte
Linie eingezeichnet. Die Sekundarstrukturelemente sind als Pfeile (-Strédnge) und als Schleifen (o-

Helices) symbolisiert. P markiert Proline, X andere Reste, die in den HSQC-Spektren nicht sichtbar
sind.
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Obwohl in biochemischen Studien keine Interaktion zwischen PDZ2b und Proteinen
nachgewiesen werden konnte (Kachel et al., 2003), gelang es aufgrund der hohen
Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie fiir Bindungsereignisse wie oben beschrieben
dennoch, eine schwache Interaktion der PDZ2b mit dem APC-Peptid zu beobachten. Fir
ausgewahlte Reste ist die Abhadngigkeit der chemischen Verschiebung von der APC-
Konzentration in Abb. 4.9 beispielhaft dargestellt. Aus den Anderungen der chemischen
Verschiebungen konnte die Dissoziationskonstante bestimmt werden. Sie liegt bei
540 £ 40 pM.

4.3.3 Interaktion der PDZ2 mit Phosphatidylinositolphosphaten

NMR-Titrationsexperimente

Um die an der Bindung von Phosphatidylinositolphosphaten beteiligten Reste der
PDZ2b zu ermitteln, wurden 'H-N-HSQC-Spektren miteinander verglichen, die bei
zunehmender Konzentration von PIP aufgenommen wurden. Durch Messungen mit PIPs in
verschiedenen Phosphorylierungszustanden am Inositolring und unterschiedlichen Langen der
Fettsdureketten wurde weiter eingegrenzt, welcher Teil des PIP mit welchen Resten der
PDZ2b interagiert und welche Teile des PIP fur eine spezifische Bindung essentiell sind.
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> G Verschiebungen der Amidgruppen der
PDZ2b (gewichtetes Mittel von &(H") und
8(N") von der PI(3,4,5)Ps-Konzentration.
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Abb. 4.11: Gewichtetes Mittel der Anderungen der chemischen Verschiebungen der Amidgruppen der
PDZ2b bei Zugabe von PI(3,4,5)P; mit Cg Fettsauren im fiinffachen molaren Uberschuss. Der
Mittelwert ist als durchgezogene Line, der Mittelwert plus einer Standardabweichung als gestrichelte
Linie eingezeichnet. Die Sekundarstrukturelemente sind als Pfeile (B-Stréange) und als Schleifen (o-
Helices) symbolisiert. P markiert Proline, X andere Reste, die in den HSQC-Spektren nicht sichtbar
sind.

Fur Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat (P1(3,4,5)P3) mit Cg Fettsauren konnte eine
deutliche Bindung an die PDZ2b detektiert werden. Die in *H-""N-HSQC-Spektren der
PDZ2b bei steigender PI(3,4,5)Ps-Konzentration ermittelten Anderungen der einzelnen
chemischen Verschiebungen der PDZ-Signale sind charakteristisch fir schnellen Austausch.
Bei steigender Konzentration an PIP zeigen die Anderungen der chemischen Verschiebungen
ein Sattigungsverhalten, was auf eine spezifische Bindung hinweist (Abb. 4.10). Die aus den
Anderungen der chemischen Verschiebungen ermittelte Dissoziationskonstante liegt bei
230 = 20 uM. Die Bindung ist also etwa doppelt so stark wie die an das APC-Peptid. Fur die
Bindung von PI(4,5)P, wurde analog ein Kp von 155 + 31 uM ermittelt. Das gewichtete
Mittel der Anderungen der chemischen Verschiebungen der Amidgruppen der PDZ2b bei
Zugabe von PI(3,4,5)P; in einem molaren Verhéltnis von 1.5 ist in Abb. 4.11 gezeigt.
Anderungen tber dem Mittel plus einer Standardabweichung zeigen G23, 124, V26, L29,
V70, N71, E76, G77, A78, E85, T86, R88, N89 und G91. Diese Reste befinden sich im
Bereich von B2, B4, g5 und a2. In der rdumlichen Struktur der PDZ2b bilden sie eine Tasche,
die wahrscheinlich die Bindungstasche fur PI1(3,4,5)P3 darstellt (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Interaktion der PDZ2b mit PI(3,4,5)Ps. (A) PDZ2b von PTP-Bas. Die Seitenketten von
Resten, deren Amidgruppen bei Zugabe eines funffachen molaren Uberschusses von PI(3,4,5)P;
Anderungen ihrer chemischen Verschiebungen (iber dem Mittelwert plus eineinhalb
Standardabweichungen zeigten, sind rot dargestellt. Anderungen uber dem Mittelwert plus einer
Standardabweichung sind orange, die Uber dem Mittelwert sind gelb dargestellt. (C) Wie (A) in CPK-
Darstellung. Nicht auswertbare Reste sind hellblau eingefarbt. (B) (A) nach Rotation um 60° um die y-
Achse und -20° um die x-Achse. (D) (B) in CPK Darstellung.

Hat die PDZ2b von PTP-Bas eine Spezifitdt fir die unterschiedlichen
Phosphorylierungszustdnde des Inositolrings? Um diese Frage zu klaren und um
einzugrenzen, welche Teile des Lipids mit welchen Resten der PDZ interagieren, wurden
weitere Titrationen mit verschiedenen PIPs durchgefihrt. Fur P1(4,5)P, mit Cg Fettsduren
ergab sich annahrend dasselbe Muster in den Anderungen der chemischen Verschiebungen
der einzelnen Amidgruppen der PDZ2b wie fur PI1(3,4,5)P; (Abb. 4.13). PI(4,5)P, bindet
demnach in recht &hnlicher Art und Weise in dieselbe Tasche wie PI(3,4,5)Ps. In
Titrationsstudien mit PI(3,4)P, und PI(3,5)P, jeweils mit C, Fettsduren konnte keine
Interaktion detektiert werden. Auch Inositol 1,4,5-trisphosphat zeigte keinen messbaren

Effekt auf die PDZ2b. Daraus l&sst sich schlie3en, dass Fettsauren einer gewissen Lange fur
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die Bindung von PDZ und PIP unerl&sslich sind. Hydrophobe Interaktionen spielen demnach
eine wesentliche Rolle. Zwischenzeitlich wurde dies auch fiir andere PDZ-Domanen gezeigt
(Mortier et al., 2005; Yan et al., 2005). Ob langere Fettsdureketten durch eine Verstarkung
dieser hydrophoben Interaktionen zu einer starkeren Bindung flhren, kann in dem
verwendeten experimentellen Ansatz nicht Uberprift werden, da die Wasserldslichkeit der

Lipide zu gering fir Losungs-NMR-Messungen ist.
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Abb. 4.13: Gewichtetes Mittel der Anderungen der chemischen Verschiebungen der Amidgruppen der
PDZ2b bei Zugabe von PI(4,5)P,, PI(3,4)P,, PI(3,5)P, und Phosphatidylinositol mit Cg Fettsauren im
fiinffachen molaren Uberschuss. Man beachte die geénderte Skalierung im Falle von PI.

In von Stephan Penzkofer (Penzkofer, 2005) durchgefuhrten Titrationen mit P1(3,4)P;
und PI(3,5)P, mit jeweils Cg Fettsduren konnten gezeigt werden, dass die Phosphorylierung
nur geringe Auswirkung auf die Bindung an die PDZ2 hat (Abb. 4.13). Die PDZ2 von PTP-
Bas hat demnach keine hohe Spezifitat flr ein bestimmtes PIP, wie es oft bei anderen PIP-
bindenden Doménen der Fall ist (Balla, 2005). Die PDZ2 ist auch in der Lage
Phosphatidylinositol in @hnlicher Weise wie PIPs zu binden. Die Interaktion ohne die negativ
geladenen Phosphatgruppen am Inositolring ist aber deutlich schwacher. Eine schwache
Interaktion l&sst sich auch zwischen der PDZ2b und Diacylglycerin (DAG) mit Cg Fettsauren
detektieren. Aus den Anderungen der chemischen Verschiebungen der Amidgruppen ergibt

sich dabei, dass lle24 und Arg71 mit DAG interagieren. Welche der Phosphatgruppen in der
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Né&he welcher PDZ-Reste zu liegen kommt, lasst sich dagegen aus dem Vergleich der
verschiedenen Titrationsreihen kaum ermitteln, da die Anderungen der chemischen
Verschiebungen sehr &hnlich sind. Durch den Vergleich der Anderungen der chemischen
Verschiebungen der einzelnen Amidgruppen relativ zueinander kann nur ausgesagt werden,
dass Val70 und Thr77 bei PIP-Bindung in die Nédhe des Phosphats an Position drei im
Inositolring kommen. Thr81 und GIn82 interagieren wahrscheinlich mit dem Phosphat an

Position vier.

Sattigungstransferexperimente

Zur ldentifikation der Teilgruppen der PIPs, die mit der PDZ2b in engeren Kontakt
treten, wurden von allen Endpunktproben der Titrationen Sattigungstransferdifferenzspektren
(STD) aufgenommen. Dazu musste zundchst die fir den PDZ-PIP-Komplex optimale
Vorséttigungsdauer und on-resonance Vorséttigungsfrequenz ermittelt werden. Beide sind fir
STD-Experimente bedeutende Parameter. Je langer die Vorséttigungsdauer, desto mehr PIP-
Molekile erfahren einen Sattigungstransfer. Der messbare Effekt wird also grélRer. Dagegen
erlaubt eine kiirzere Dauer der Vorséttigung, besser zwischen den Teilgruppen des PIP zu
unterscheiden. Bei der Vorséttigungsfrequenz ist darauf zu achten, dass zwar das Protein
effektiv angeregt wird, man aber keinerlei Resonanz zum Lipid hat. Die Ergebnisse der
Vorversuche sind in Abb. 4.14 und 4.15 zusammengefasst. Vorsattigungsdauern tber 2 s
brachten kaum Gewinn im Differenzsignal. Bei Vorsattigungsdauern unter 2 s wurde der
Unterschied im Differenzsignal zwischen einzelnen Protonen geringfugig grofer. Allerdings
wurden dann die Intensitaten der Differenzsignale sehr gering und somit schwer auswertbar.
Deshalb wurde fiir die STD-Experimente eine Vorsattigungsdauer von 2 s gewdahlt. Die on-
resonance Einstrahlfrequenz hat wie Abb. 4.15 zeigt im niedrigen ppm-Bereich starken
Einfluss auf die Starke des Differenzsignals der einzelnen Protonen, da in diesem Bereich
ebenfalls Resonanzen der Fettsaureketten liegen. Verwendete man Einstrahlfrequenzen im
Amid- bzw. Aromatenbereich des Proteins, hatte die Einstrahlfrequenz keinen Einfluss auf
das Ergebnis des STD-Experiments. Fur die Experimente wurde daher bei 7,05 ppm
vorgesattigt. Das entspricht der Resonanz der im hydrophoben Kern der PDZ2b liegenden H°
von Phell, was eine gleichméaRige Vorséttigung des gesamten Proteins garantieren sollte. In
der Tat konnte durch Einstrahlen bei 7,05 ppm fir die Proteinsignale im gesamten

Frequenzbereich eine gleichmaRige Sattigung erreicht werden.
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Abb. 4.14: Sattigung einzelner Protonen- Abb. 4.15: Sattigung einzelner Protonensignale
signale von PI(3,4,5)P5; mit Cg Fettsauren bzw. von PI(3,4,5)P; mit Cg Fettsduren bzw. einer
einer niedermolekularen Verunreinigung bei niedermolekularen Verunreinigung bei unter-
unterschiedlichen Vorsattigungsdauern auf die schiedlichen on-resonance  Vorsattigungs-
PDZ2b (on-resonance Einstrahlfrequenz: 7,05 frequenzen auf die PDZ2b (Vorsattigungsdauer:
ppm). 25s).

In Abb. 4.16 ist ein STD-Spektrum von PI1(3,4,5)P3; mit Cg Fettsduren und der PDZ2b
gezeigt. Man kann deutlich den unterschiedlichen Séattigungseffekt auf die verschiedenen
Teile des PIPs erkennen. Das nicht mit der PDZ interagierende DSS und die niedermolekulare
Verunreinigung mit einem Signal bei 1,9 ppm erfahren dagegen keinen Séattigungstransfer,
ihre Signalfliche im Differenzspektrum wird zu Null. Die relative S&ttigung aus den
Sattigungstransferexperimenten ausgehend von der PDZ2b von PTP-Bas auf die
verschiedenen Lipide, jeweils bezogen auf das am starksten geséttigte Signal des Lipids sind
in Abb. 4.17 angegeben. Die einzelnen Werte sind auch im Anhang (Kapitel 7.4) aufgefihrt.
Zur Zuordnung der Lipidresonanzen und zur Nomenklatur der Atome sei ebenfalls auf den
Anhang verwiesen. Die Zuordnung erfolgte gemald den bereits verdffentlichten chemischen
Verschiebungen von Inositolphosphaten und Phospholipiden (Neumann et al., 1985; Cerdan
et al., 1986; Reid & Gajjar, 1987). Im Inositolring ist generell ein starker Sattigungstransfer
zu verzeichnen, es findet also eine enge Wechselwirkung mit dem Protein statt. Am Proton in
Position 4 l&sst sich bei allen Lipiden eine sehr starke Séattigung beobachten. Auf eine
besonders enge Wechselwirkung mit der PDZ weist der hohe Wert fir das H2’ am
Glycerinteil hin. Auch die Fettsduren kommen mit dem Protein in Kontakt, was die in den
Titrationsstudien gemachte Beobachtung stiitzt, dass die Fettsduren essentiell an der Bindung
beteiligt sind. Die zum Ende der Fettsaureketten abnehmenden Werte koénnten in der
Beweglichkeit der Ketten begrundet liegen, die einen effizienten Sattigungstransfer behindert.
Im Phosphatidylinositol ist die Sattigung an der Carbonylseite der Fettsduren relativ zum
Inositolring deutlich héher als bei den Lipiden mit phosphorylierten Inositolringen. Auch die
absolute Sattigung von 30 bis 40 % ist deutlich geringer als bei den PIPs, wo sie bei 50 bis
70 % liegt (siehe Anhang). Dies unterstreicht die Bedeutung der Phosphatgruppen fir die
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Bindung an die PDZ. Obwohl PI(3,4)P, mit den kurzen C, Fettsauren und IP(1,4,5)P3 in den
Titrationsstudien keinen messbaren Effekt auf die PDZ-Spektren zeigte, konnte durch die
STD-Experimente eine schwache Interaktion nachgewiesen werden. Allerdings liegen die
absoluten Werte der Sattigung hier bei maximal 40 % und somit unter den Werten fir die
Lipide mit den langeren Fettsduren. Vor allem beim IP(1,4,5)P3 zeigt sich kein signifikanter
Unterschied der Sattigungswerte der einzelnen Protonen im Ring. Dies deutet auf eine eher

unspezifische Bindung hin.
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Abb. 4.16: STD-Spektrum von PI(3,4,5)P; mit Cg Fettsduren und PDZ2b. Differenzspektrum (rot) und
das off-resonance Referenzspektrum (schwarz) sind dargestellt. Die AusschnittsvergroRerung zeigt
die Signale des Inositolrings. * markiert eine niedermolekulare Verunreinigung der Probe.
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Abb. 4.17: Relative Sattigung der Protonen verschiedener Lipide durch Sattigungstransfer bei
Bindung an die PDZ2b.
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Modellierung des PDZ-PIP-Komplexes

Zur genauen Analyse der Bindung von Phosphatidylinositolphosphaten an die PDZ2b
von PTP-Bas wurde der Komplex aus PI(3,4,5)P; mit Cg Fettsduren und der PDZ2b mit Hilfe
des datengetriebenen Dockingprotokolls von HADDOCK (Dominguez et al., 2003)
modelliert. Dazu wurden die oben beschriebenen Daten aus den NMR-Experimenten
eingesetzt. Reste, deren Amidgruppen nach Zugabe von PI(3,4,5)P; im molaren Verhaltnis
PIP:PDZ 5:1 Anderungen ihrer chemischen Verschiebung tber dem Mittelwert aller Reste
plus einer Standardabweichung zeigen (Abb. 4.11), wurden als aktive Reste fur das Docking
definiert. Dies sind G23, 124, V26, L29, V70, N71, E76, G77, A78, E85, T86, R88, N89 und
G91. Reste, deren Anderung der chemischen Verschiebung tiber dem Mittelwert plus einer
halben Standardabweichung liegt, wurden als passive Reste definiert. Es sind S21, V28, K32,
T79, K81, Q82 und Q92. Zusétzlich wurden aus dem Vergleich der Titrationsreihen
identifizierte Kontakte als experimentelle Einschrdnkungen fiir das Docking verwendet. Fir
124 und N71 wurde jeweils eine uneindeutige Abstandsbeschrankung von 0,2 nm zu
irgendeinem der Atome des Diacylglycerinteils festegelegt, fiir V70 und G77 entsprechend zu
dem Phosphat in Position drei und fiir K81 und Q82 zu dem Phosphat in Position vier. Damit
wurde das in Materialien und Methoden beschriebene Dockingprotokoll durchgefiihrt. Um die
optimale Interaktion der Fettsduren mit den hydrophoben Bereichen des Proteins zu
gewadbhrleisten, wurden sowohl das komplette PIP als auch alle Reste der PDZ wahrend allen
Molekulardynamikstadien des Dockings als voll flexibel gehandhabt.

Mit den hundert pseudoenergiedarmsten Komplexmodellen des Dockings wurde eine
Pseudoenergieminimierung unter Einbeziehung des Ldsungsmittels Wasser durchgefuhrt.
AnschlieRend wurden die Modelle einer Clusteranalyse unterzogen, d.h. es wurde ermittelt,
welche Ligandorientierungen gehauft als Lésung des Dockings auftreten. Auf Grund der zu
erwartenden erhohten Beweglichkeit der Fettsaureketten wurden nur der Inositolring und der
Glycerinteil des PIPs, also die Kopfgruppe des Lipids, hierfiir herangezogen. Zundachst
wurden die von der Bindung nicht beeinflussten Teile des Proteins der 100 Komplexmodelle
uberlagert (Reste 9-20, 45-69 und 94-100). Dann wurde der rmsd der Atompositionen der
PIP-Kopfgruppen berechnet. Ligandorientierungen mit einem rmsd unter 0,2 nm wurden in
einem gemeinsamen Cluster zusammengefasst. Fir das Docking von PI(3,4,5)P; mit Cg
Fettsauren an die PDZ2b wurden sechs Cluster erhalten (Cluster 1 bis 6). Ihre Pseudoenergien

sind in Abb. 4.18 und die pseudoenergiedrmsten Strukturen in Abb. 4.19 dargestellt. In allen
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Clustern kommt das PIP in nur geringfiigig unterschiedlicher Weise in der Bindetasche des
Proteins zu liegen. Betrachtet man die Pseudoenergien aus dem Docking, besonders die
Gesamtenergie des Komplexes Eiy, die intermolekulare Energie und die Verletzungsenergie
der experimentellen Beschrankungen Eajr, sind Cluster 2 und 4 die giinstigsten. Berechnet
man aus den jeweils pseudoenergiedrmsten Strukturmodellen der einzelnen Cluster den
NMR-spektroskopischen R-Wert fiir die Ubereinstimmung zu einem 2D-'H-'H-NOESY-
Spektrum von PDZ2b mit P1(3,4,5)P3, wird deutlich, dass Cluster 4 das gemessene Spektrum
am besten erklart (Tab. 4.3). Das pseudoenergiedrmste Modell aus Cluster 4 ist demnach am
besten geeignet, den Komplex aus PDZ2b und PI(3,4,5)P3 zu beschreiben. Es ist in Abb. 4.20
dargestellt.
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Abb. 4.18: Auftragung der Pseudoenergien aus der Komplexmodellierung von PDZ2b mit PI(3,4,5)P3
mit Cg Fettsduren. (A) Mittelwert der Cluster der PIP-Orientierungen, (B) die 100
pseudoenergiearmsten Strukturen aus der abschlieRenden Pseudoenergieminimierung. Die einzelnen
Cluster sind farblich markiert: Cluster 1 rot, Cluster 2 gelb, Cluster 3 dunkelblau, Cluster 4 grin,
Cluster 5 violett und Cluster 6 hellblau.

Abb. 4.19: Pseudoenergiedrmstes Strukturmodell der einzelnen Cluster aus der Komplexmodellierung
von PDZ2b mit PI(3,4,5)P3 (A). (B) wie (A) nur 90° um die y-Achse gedreht. Die einzelnen Cluster sind
farblich markiert: Cluster 1 rot, Cluster 2 gelb, Cluster 3 dunkelblau, Cluster 4 griin, Cluster 5 violett
und Cluster 6 hellblau.
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Abb. 4.20: Strukturmodell fir den Komplex aus PDZ2b mit PI(3,4,5)P; mit Cg Fettsduren (A). Reste
mit Anderungen der chemischen Verschiebungen ihrer Amidgruppen bei Zugabe von PI(3,4,5)P5 tiber
dem Mittelwert plus 1,5 Standardabweichungen sind rot, Uber Mittelwert plus einer
Standardabweichung orange und tber Mittel plus einer halben Standardabweichung gelb markiert. (B)
wie (A) 120° um die y-Achse gedreht. (C) wie (A) Uberlagert mit der Struktur der freien PDZ2b in griin
(PDB: 1Q7X). (D) Oberflachendarstellung und elektrostatisches Potential von (B). Negativ geladene
Regionen sind rot, positiv geladene Regionen blau dargestellt.

1Q7X Cl C2 C3 C4 C5 C6
Rintraresiduell 0,20 0,23 0,23 0,24 0,22 0,23 0,23
Rsequentiell 0,20 0,19 0,19 0,20 0,18 0,22 0,20
Rmittlere Reichweite 0,26 0,18 0,17 0,30 0,22 0,23 0,22
Riangreichweitig 0,27 0,28 0,25 0,25 0,19 0,23 0,22
Ralle interresiduellen NOEs 0,23 0,22 0,21 0,23 0,19 0,23 0,21

Tab. 4.3: R-Werte fir die Ubereinstimmung verschiedener Strukturmodelle von freier PDZ2b (PDB:
1Q7X) und den jeweils pseudoenergiearmsten Modellen der einzelnen Cluster aus dem Docking zu
einem 2D-'H-"H-NOESY-Spektrum von PDZ2b mit PI(3,4,5)P;. Beriicksichtigt wurden nur die Signale
im Amidbereich der direkten Dimension.
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Das erstellte Komplexmodell der PDZ2b mit PI(3,4,5)Ps ist in guter Ubereinstimmung
mit den experimentellen Daten. Alle Reste, deren Anderung der chemischen Verschiebung
ihrer Amidgruppen bei Zugabe von PI(3,4,5)P; hoher als der Mittelwert plus einer
Standardabweichung ist, liegen in rdumlicher N&he zu mindestens einem Lipidatom. Die
einzigen Reste mit deutlicher Anderung der chemischen Verschiebung und minimalen
Distanzen zum Lipid von ber 0,4 nm sind Glu85, Arg88 und Asn89. Sie sind Teil von a2,
die bei der Bindung ihre Position veréndert (Abb. 4.20C). Die Signaldnderung konnte also
durch den strukturellen Einfluss der Bindung auf die Helix und nicht direkt durch Nahe des
Liganden verursacht werden. Umgekehrt zeigen alle Reste, die in rdumlicher Nahe des
Liganden liegen, Anderungen in den chemischen Verschiebungen ihrer Amidgruppen.
Ausnahmen hiervon sind nur Val73, Ser74 und Leu87. lhre Interaktion mit dem Lipid wird
aber jeweils durch Seitenkettenatome vermittelt, weswegen ein Effekt auf die Amidgruppe

nicht zwingend zu erwarten ist.

Abb. 4.21: Komplexmodell von PDZ2b und PI(3,4,5)P; mit Cg Fettsduren. (A) Hydrophile Kontakte
zwischen Lipid und Protein (gestrichelte orange Linien, siehe Tab. 4.4). (B) Hydrophobe Seitenketten
in Wechselwirkung mit dem Diacylglycerinteil des Lipids. Die Proteinhauptkette ist als grine Linie
symbolisiert, ausgewéahlte Reste und das Lipid sind als Stdbe dargestellt. Die Protonen sind der
Ubersichtlichkeit wegen nicht dargestellt.

Atom des PI(3,4,5)P; Atom der PDZ2b
Carbonylsauerstoff einer Fettsaure Asn71 N

OH-Gruppe am C1’ Thr86 O
Phosphatgruppe 1 Thr86 O'
OH-Gruppe am C2 Ser74 O
Phosphatgruppe 3 Ser74 O, Glu76 N, Ala78 N
Phosphatgruppe 4 GIng2 N*
OH-Gruppe am C6 GIn82 O, Thrg86 O™

Tab. 4.4: Hydrophile Kontakte im Komplexmodell von PI(3,4,5)P; und PDZ2b mit Atom-Atom-
Abstéanden von 0,25-0,33 nm.
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P1(3,4,5)P; wird vor allem durch hydrophile Kontakte zwischen der Inositolgruppe
und der PDZ2b sowie durch hydrophobe Kontakte zwischen den Fettsauren und lipophilen
Aminosdureresten an das Protein gebunden. Hydrophile Kontakte mit Atom-Atom-Abstéanden
von 0,25-0,33 nm sind in Tab. 4.4 aufgefuhrt und in Abb. 4.21A im Komplexmodell
dargestellt. Es bestehen also Kontakte zwischen der PDZ2b und allen Teilen des Inositolrings,
auller an Position fiinf. Der Glycerinteil des Lipids liegt tief in der Bindetasche. Die
Fettsaureketten weisen eine Reihe von hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Protein auf
(Abb. 4.21B), wodurch die Bindung deutlich verstarkt wird. Dies gilt im besonderen Male fir
die Kohlenstoffe 4 bis 8, die hydrophobe Kontakte von unter 0,3 nm zu Leu22, lle24, Val26,
Gly33, lle44, Val46 und Thr90 bilden. Wie oben gezeigt, sind diese hydrophoben

Wechselwirkungen fiir die Bindung essentiell.
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Abb. 4.22: Auftragung der Pseudoenergien aus der Komplexmodellierung von PDZ2b mit PI(3,4,5)P3
mit C;¢ Fettsduren. (A) Mittelwert der Cluster der PIP-Orientierungen, (B) die 100
pseudoenergiedrmsten Strukturen aus der abschlieRenden Pseudoenergieminimierung. Die einzelnen
Cluster sind farblich markiert: Cluster 1 rot, Cluster 2 gelb, Cluster 3 dunkelblau.

Abb.

4.23: Komplexmodell von PDZ2b mit PI(3,45P; mit C,;s Fettsaureketten. (A)
Oberflachendarstellung und elektrostatisches Potential in derselben Proteinorientierung wie in Abb.
4.18A. Negativ geladene Regionen sind rot, positiv geladene Regionen blau dargestellt. (B) wie (A)
120° um die y-Achse gedreht (entspricht Abb. 4.20D). (C) wie (A) -20° um die y-Achse gedreht.
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Um ein Bild davon zu erhalten, wie die in Zellmembranen vorkommenden
Inositollipide mit langeren Fettsdureketten mit der PDZ2b interagieren, wurde eine
Dockingrechnung genau wir oben beschrieben fur PI(3,4,5P; mit Cys Fettsduren
durchgefiihrt. Die Energie- und Clusteranalyse der 100 final erhaltenen Strukturen
identifiziert eindeutig die PIP-Lage in Cluster 3 als die pseudoenergetisch gunstigste (Abb.
4.22). Das pseudoenergiedrmste Komplexmodell aus dem pseudoenergiedarmsten Cluster ist in
Abb. 4.23 gezeigt. Die Lage der Lipidkopfgruppe aus Inositolphosphat- und Glycerinteil hat
einen rmsd der Atompositionen von 0,18 nm zum Modell fir die kurzen Fettsdureketten. Die
Ergebnisse sind also sehr &hnlich. Die Bindung wird durch die langeren
Kohlenwasserstoffketten nicht wesentlich beeinflusst. Die langeren Fettsdureketten ragen in
einem Bereich aus der Proteinoberflache heraus, der positiv geladen ist (Abb. 4.23C). Dies
kann eine Interaktion der Proteinoberflaiche mit einer negativ geladenen Membranflache

erleichtern.

4.4 Diskussion

4.4.1 Bindung von Proteinen

Die Schleife zwischen den B-Strdngen 2 und 3 ist bei PDZ-Doménen von grofler
Bedeutung flr die spezifische Bindung an andere Proteine und Peptide, was auch fur die
PDZ2a von PTP-Bas gilt (Kozlov et al., 2000; Kozlov et al., 2002). In der hier untersuchten
Spleilvariante PDZ2b flihrt eine Insertion von fiinf Aminosauren in eben dieser Schleife zum
Verlust der Bindefahigkeit von Proteinen (Erdmann et al., 2000; Kachel et al., 2003). Wie in
Kapitel 4.3.1 dargestellt, fihren diese finf zusétzlichen Aminosduren zu deutlichen
strukturellen Anderungen verglichen zur PDZ2a (Kozlov et al., 2000), vor allem im Bereich
der B2/p3-Schleife sowie in der Peptidbindetasche, die von a2 und 2 umrahmt wird (Kozlov
et al., 2002). Die Insertion bildet eine fixierte Schleife im Peptiderkennungsbereich, die
zusatzlich zu einer Reorientierung von a2 fihrt. Somit ist die Peptidbindetasche in der PDZ2b
sterisch blockiert. Diese durch das alternative Spleiflen verursachten strukturellen

Veranderungen fiihren zu dem beobachteten Verlust der Proteinbindeféhigkeit.
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In den durchgefiihrten NMR-Peptidbindungsstudien konnte dennoch eine schwache
Bindung eines C-terminalen APC-Peptids an die PDZ2b nachgewiesen werden. Allerdings
sind die durch das Peptid hervorgerufenen Anderungen der chemischen Verschiebungen der
PDZ2b relativ gering und iber das gesamte Protein verstreut und es liegt schneller Austausch
auf der NMR-Zeitskala vor. Dies spricht fur eine relativ schwache Interaktion zwischen der
PDZ2b und dem Peptid. Im Gegensatz dazu konnten Kozlov und Mitarbeiter bei dhnlichen
Peptidbindungsstudien an der SpleiBvariante PDZ2a von PTP-Bas (Kozlov et al., 2000) fiir
einige Reste intermedidren chemischen Austausch feststellen, was auf eine deutlich stérkere
Bindung hinweist. Die Anderungen der Spektren der PDZ2a zeigen eine lokalisierte
Interaktion des Peptids mit B2 und a2 an (Kozlov et al., 2000). In den hier présentierten

Studien an der PDZ2b kann keine so aufféllige Lokalisierung beobachtet werden.

Die starksten beobachteten Unterschiede zwischen PDZ2a und PDZ2b bei Interaktion
mit dem Peptid liegen in dem Teil der Bindetasche, in dem die PDZ2b durch alternatives
Spleilen ihre finf zusétzlichen Aminoséauren enthalt. Diese Tatsache wird selbsterklérend,
wenn man sich die Struktur der PDZ2b ansieht. Die Interaktion dieser Reste mit dem Peptid
ist wie oben beschrieben durch den sterischen Anspruch der Insertion blockiert. Allerdings
zeigen die deutlichen Anderungen der chemischen Verschiebung einiger Reste der PDZ2b,
die mit 2 und dem C-Terminus von a2 einen Teil der Peptidbindetasche umrahmen, dass
zumindest eine schwache spezifische Wechselwirkung stattfindet. Das APC-Peptid scheint
also weiterhin diesen strukturell konservierten Teil der Bindetasche zu erkennen. Eine starke
Wechselwirkung wie in der PDZ2a wird dann allerdings durch die fehlenden
Interaktionsmoglichkeiten mit der P2/B3-Schleife und die strukturelle Anderung der
Bindetasche verhindert. Dies ist in Ubereinstimmung mit den biochemischen Studien, die
zeigen, dass die PDZ2a APC bindet, die PDZ2b aber nicht (Erdmann et al., 2000; Kachel et
al., 2003).

Die hier beschrieben Beobachtungen konnten im Nachhinein unabhé&ngig durch NMR-
spektroskopische Strukturbestimmung und Bindungsstudien an der PDZ2b von PTP-BL, dem
homologen Protein aus der Maus, bestatigt werden (Walma et al., 2004).
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4.4.2 Bindung von Phosphatidylinositolphosphaten

Wie die NMR-Titrationsstudien mit Phosphatidylinositolphosphaten an der PDZ2b
von PTP-Bas gezeigt haben, findet die PIP-Bindung in derselben Tasche statt, die auch fur die
Interaktion mit C-terminalen Peptiden verantwortlich ist (Kozlov et al., 2000). Allerdings
zeigen die Titrationsexperimente mit P1(3,4,5)P3 keine Interaktion mit der 32/B3-Schleife, die
fir die Peptidbindung von groRer Bedeutung ist. Dagegen sind Reste am C-Terminus von 34
und der Schleife zwischen 5 und a2, ndmlich Val70, Arg71, Glu76, Gly77 und Ala78 an der
PIP-Bindung beteiligt, die bei der Peptiderkennung keine Rolle spielen. Dies erklart, warum
sowohl die PDZ2a als auch die PDZ2b PIP binden kénnen. Die Insertion, die bei der PDZ2b
die Peptidbindung verhindert, stort die PIP-Bindung nicht, da PIP auf der Seite der B-Strange
4 und 5 zu liegen kommt. Dennoch Gberlappen die Bindungsregionen fur PIP und Peptide in
weiten Teilen. Das legt die Vermutung nahe, dass PIP und die Proteinbindungspartner um die
PDZ2 von PTP-Bas konkurrieren. So konnte die Interaktion von PTP-Bas mit Proteinen durch
die lokale PIP-Konzentration reguliert werden. Diese Vermutung wird unterstiitzt durch
Kompetitionsstudien an Synetin, bei denen PDZ-Proteininteraktionen durch steigende PIP-

Konzentrationen blockiert werden konnten (Zimmermann et al., 2002).

In den Titrationsstudien mit verschieden phosphorylierten PIPs zeigt die PDZ sehr
dhnliche Anderungen der chemischen Verschiebungen der einzelnen Reste. Auch die
Bindungsstérke ist sehr &hnlich (Penzkofer, 2005). Die Effizienz des Sattigungstransfers von
der PDZ auf die Lipide wird nicht signifikant durch die Position der Phosphatgruppen am
Inositolring beeinflusst. Vermutlich hat demnach der Phosphorylierungszustand des Rings
kaum Einfluss auf die Orientierung des Lipids in der Bindetasche am Protein. Die
Ausrichtung des PIPs in der Bindetasche wird wohl eher aus dem Zusammenspiel des
phosphorylierten Inositolrings mit dem Glycerinteil und den fur die Bindung essentiellen

Fettsaureketten gemeinsam bestimmt.

Mit Hilfe der experimentellen Daten aus den NMR-Titrationsreihen konnte erstmals
ein Modell des Komplexes aus PDZ2b von PTP-Bas und PI(3,4,5)P; erstellt werden. Dies ist
das erste strukturelle Modell fir die PIP-Bindung durch PDZ-Doménen. P1(3,4,5)P3 wird vor
allem durch hydrophile Kontakte zwischen der Inositolgruppe und der PDZ2b sowie durch

hydrophobe Kontakte zwischen den Fettsauren und lipophilen Aminoséureresten an das
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Protein gebunden. Alle Teile des Inositolrings weisen spezifische Kontakte zum Protein auf,
auller an Position finf des Rings. Das Proton an Position funf zeigt auch in den STD-
Experimenten relativ geringe Sattigungswerte. Weiterhin scheint keine der Phosphatgruppen
in herausragendem MaRe an der Bindung beteiligt zu sein. So l&sst sich keine spezifische
Ausbildung von ionischen Wechselwirkungen zwischen einer der negativen Phosphatgruppen
und einer positiv geladenen Aminosaureseitenkette feststellen, wie es bei den meisten anderen
PIP-Bindedoménen zu beobachten ist (Balla, 2005). Dies erklart den geringen Einfluss der
unterschiedlichen Phosphatgruppen auf die Bindungsstarke und Spezifitat. Vielmehr liegt die
Bedeutung der negativen Phosphatgruppen eher in einer weniger spezifischen Wechsel-
wirkung mit der positiven Ladung auf der Proteinoberflaiche in dem Bereich der
Inositolgruppe. Dies verstarkt die Bindung der PIPs im Vergleich zu Pl, dem die negativen
Phosphatgruppen fehlen. Der Glycerinteil des Lipids liegt tief in der Bindetasche, was sich
auch in dem hohen Séttigungstransfer in den STD-Experimenten widerspiegelt. Die
Fettsdureketten weisen eine Reihe von hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Protein auf.
Wie oben gezeigt, sind diese hydrophoben Wechselwirkungen fiir die Bindung essentiell. Der
Grund, warum bisher fir PDZ-Doménen noch kein einheitliches PIP-Bindemotiv gefunden
werden konnte (Mortier et al., 2005), liegt dem hier prasentierten Komplexmodell folgend
darin, dass keine hoch spezifischen Interaktionen zwischen dem Protein und bestimmten
Phosphatgruppen vorliegen. Vielmehr wird das Lipid durch das Zusammenspiel des

hydrophilen und positiv geladenen Oberflachenbereichs am N-Terminus von o2 und der

hydrophoben Tasche zwischen a2 und 32 gebunden.

Abb. 4.24: Skizze des mdglichen Zusammenspiels von spezifischer PIP-Bindung durch die PDZ und
ladungsvermittelter Membranassoziation. Zunéchst wird die PDZ mit ihrem positiv geladenen
Oberflachenbereich an negativ geladenen Membranen schwach gebunden, was durch die
Wechselwirkung mit PIPs verstarkt wird (A), dann erfolgt die feste Bindung durch hydrophobe
Kontakte mit dem Diacylglycerinteil des PIPs (B). Dargestellt ist PI(3,4,5)P; mit Cy5 Fettsduren. In
Membranen treten auch PIPs mit anderen und langeren Fettsauren auf.
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In dem erstellten Komplexmodell der Bindung von PI(3,4,5)P3; mit Cy Fettsduren an
die PDZ2b kommt das Lipid in gleicher Weise in der Bindetasche des Proteins zum Liegen
wie im Modell mit dem kirzeren Lipid. Die Enden der Kohlenwasserstoffketten stehen aus
der Proteinoberflache hervor. An dieser Stelle ist die Proteinoberflache positiv geladen. So
kann die Wechselwirkung mit einer negativ geladenen Membranflache erleichtert werden.
Madglicherweise bindet die PDZ-Domaéne die PIP-Kopfgruppe schwach. Wird das Lipid dann
weiter aus der Membran herausgezogen kommt es zu der Verstarkung der Bindung durch die
hydrophoben Wechselwirkungen. So kann die PDZ2 und mit ihr PTP-Bas an die Membran
assoziiert werden. Diese Bindung wird dann durch die positiv geladene Proteinoberflache an
der Membraninteraktionsseite weiter stabilisiert (Abb. 4.24). Gestiitzt wird diese Annahme
durch die Beobachtung, dass die Bindung an PIP in Micellen deutlich starker ist als an freies
PIP. Fur die Bindung von PI(4,5)P, wurde NMR-spektroskopisch in Ldsung ein Kp von 155
MM ermittelt. In Bindungsstudien an P1(4,5)P,-enthaltenden Micellen wurde zuvor ein Kp von
21 UM bestimmt (Kachel et al., 2003). Das Fehlen der Stabilisierung der Bindung durch die
Membranumgebung kénnte zu der hoheren Dissoziationskonstante flr PIP in Losung flhren.
Ein &hnlicher Mechanismus wurde auch fur die PIP-vermittelte Membranassoziation durch
FYVE-Doménen postuliert (Kutateladze, 2006). Durch diese PIP-vermittelte Membran-
assoziation konnte somit PTP-Bas Uber seine PDZ2 in bestimmten PIP-reichen

Membranmikrodoménen lokalisiert werden.

4.5 Schlussfolgerungen

Alternatives SpleiRen verdndert die Bindeeigenschaften von PTP-Bas. Eine Insertion
von nur finf Aminoséuren in der B2/p3-Schleife der PDZ2-Doméne des Proteins verhindert
die Wechselwirkung der Doméne mit ihren Zielproteinen. Durch Vergleich der Strukturen der
beiden Spleillvarianten wird in dieser Arbeit gezeigt, wie die Insertion an der fir die Bindung
wichtigen Stelle kleine aber entscheidende Anderungen hervorruft. Der sterische Anspruch
der zusatzlichen Aminosauren verhindert in der Spleilvariante PDZ2b die Proteininteraktion.
So kann durch gewebe- und zellspezifisches alternatives Spleilen PTP-Bas an verschiedene
Aufgaben angepasst werden. Die zweite Funktion der PDZ2, ndmlich die Interaktion mit
Phosphatidylinositolphosphaten wird durch das alternative Spleiflen nicht wesentlich
beeinflusst. Bisher konnte kein gemeinsames PIP-Bindemotiv von PDZ-Domanen gefunden
werden. Hier wird zum ersten Mal in atomarem Detail gezeigt, wie PDZ-Domanen PIPs
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binden. Interessanterweise Uberlappen die Bindestellen fur Proteine und PIPs in weiten
Teilen. Der PIP-Gehalt der Zelle bzw. der Zellmembran und ihrer Teilbereiche kdnnte so
durch einen kompetitiven Mechanismus die Proteinbindefahigkeit von PTP-Bas regulieren.
Eine weitere Funktion der PIP-Bindung konnte darin liegen, dass PTP-Bas in bestimmte
Membranmikrodoméanen der Zelle geleitet wird, die besonders reich an
Phosphatidylinositolphosphaten  sind. Dort trifft dann PTP-Bas auf bestimmte
Interaktionspartner, die ebenfalls in diesen Membranbereichen angereichert werden, um so

seine Funktionen als Organisations- und Geristprotein auszutben.
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5 Interaktion von HPr und

HPr-Kinase/Phosphatase

5.1 Einleitung

Ein zentrales Protein im bakteriellen Kohlenhydrathaushalt ist das Histidinenthaltende
Phosphotransportprotein HPr (histidine-containing phosphocarrier protein). Es spielt eine
wesentliche Rolle in der Aufnahme von Kohlenhydraten in die Zelle durch das
Phosphoenolpyruvatabhéngige Phosphotransportsystem (PTS) und in der Regulation des
Kohlenhydrathaushaltes, indem es die Expression entsprechender Gene hemmt (Viana et al.,
2000). Beide Funktionen von HPr werden durch Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsreaktionen gesteuert. Im Kohlenhydrattransportsystem PTS fungiert HPr
als Teil eines Phosphatshuttles, das eine Phosphatgruppe vom Phosphoenolpyruvat tber
mehrere Proteine auf den jeweiligen Zucker tbertragt, der daraufhin in die bakterielle Zelle
transportiert wird. Hierbei wird HPr am Histidin 15 vom Enzym | phosphoryliert und
ubertragt dann diese Phosphatgruppe auf Enzym IlIA. Der Enzym 11 Komplex wiederum
phosphoryliert den Zucker, der dann aufgenommen wird. In den meisten Gram-positiven und
einigen Gram-negativen Bakterien hat HPr eine zweite regulatorische Phosphorylierungsstelle
am Serin 46. Der Phosphorylierungszustand von Ser46 wird ATP-abhangig von der
bifunktionalen HPr-Kinase/Phosphatase HPrK/P moduliert (Deutscher & Saier, Jr., 1983;
Kravanja et al., 1999; Russell et al., 2002). Ist HPr an Ser46 phosphoryliert, wird seine
Funktion als Phosphatshuttle im PTS blockiert, indem die Interaktion mit Enzym | gestort
wird (Reizer et al., 1998). Weiterhin fungiert das an Ser46 phosphorylierte HPr zusammen
mit dem CcpA-Protein als Repressor fir gluconeogene Systeme (Jones et al., 1997; Stulke &
Hillen, 1999). Da die HPr-Kinase durch Fructose 1,6-Bisphosphat aktiviert wird, wird so Gber
HPr bei ausreichender Zuckerversorgung der Zelle sowohl die Zuckeraufnahme als auch die
Zuckersynthese gehemmt. Sinkt der Energiegehalt der Zelle, wobei freies Phosphat als Signal

dient, wird die Phosphatasefunktion der HPrK/P aktiviert. So wird durch Dephosphorylierung
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von HPr das PTS wieder in Gang gesetzt. Das am Ser46 phosphorylierte HPr scheint auch
noch in weiteren regulatorischen Systemen eine Rolle zu spielen (Viana et al., 2000;
Dossonnet et al., 2000).

Eine Reihe von HPr Proteinen aus verschiedenen Mikroorganismen wurden bereits
NMR-spektroskopisch und rdntgenkristallographisch charakterisiert. Sie haben eine
konservierte Struktur aus einen vierstrangigen B-Faltblatt und drei a-Helices (siehe z.B.
Herzberg et al., 1992; Kalbitzer & Hengstenberg, 1993; Maurer et al., 2001; Maurer et al.,
2004 und Abb. 5.1). Auch von der HPrK/P gibt es Kristallstrukturen, sowohl frei als auch im
Komplex mit HPr (Fieulaine et al., 2001; Marquez et al., 2002; Fieulaine et al., 2002). Mit
Hilfe dieser Daten lassen sich Riickschlisse auf die Interaktion der beiden Proteine ziehen
und Einblicke in den katalytischen Mechanismus gewinnen. Studien dazu wurden unter
anderem von Lavergne et al. durchgefihrt (Lavergne et al., 2002).

Abb. 5.1: NMR-Struktur von HPr aus S. aureus mit den beiden Phosphorylierungsstellen His15 und
Ser46 (links). Rechts: Oberflachendarstellung von HPr in derselben Orientierung wie links. Die
potentielle Interaktionsflache mit der HPrK/P aus S. xylosus, ermittelt aus NMR-Titrationsstudien, ist
rot eingefarbt (nach Maurer et al. (Maurer et al., 2004)).
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Die Interaktion von HPr aus Staphylococcus aureus mit der HPrK/P aus
Staphylococcus xylosus wurde mit NMR-spektroskopischen Methoden untersucht (Maurer et
al., 2004). Hierzu wurde HPr mit HPrK/P titriert und die Bindung durch 1D-'H-, 2D-'H-*N-
TROSY- und 2D-HNCO-TROSY-Spektren verfolgt. Die Spektren wiesen die Charakteristik
von langsamem Austausch (siehe Kapitel 2.2) auf, d.h. Signale des freien HPr zeigten eine
Intensitats-/Volumenabnahme mit steigender HPrK/P-Konzentration aber keine Anderung der
chemischen Verschiebung. Signale des an die HPrK/P gebundenen HPr konnten nicht
detektiert werden. Dies liegt vermutlich in der GrolRe des Komplexes und der damit
verbundenen raschen Relaxation begriindet. In der Tat konnte in der Kristallstruktur von
HPrK/P aus L. casei im Komplex mit HPr aus B. subtilis ein recht groRes Aggregat aus sechs
Molekiilen HPr gebunden an die hexamere Kinase beobachtet werden (Fieulaine et al., 2002).
Bei den NMR-Titrationsexperimenten zeigte sich, dass die Signale des freien HPr
unterschiedlich stark auf die Zugabe von HPrK/P reagieren. Durch Vergleich der
verschiedenen Experimente konnte aus den Signalen mit den starksten Anderungen die
potentielle Interaktionsflache der beiden Molekile ermittelt werden. Die Bindungsflache von
HPr umfasst, wie zu erwarten war, den Bereich der Phosphorylierungsstelle durch die Kinase,
ndmlich Ser46, aber auch Aminosduren in der N&he der anderen Phosphorylierungsstelle,
His15 (Abb. 5.1).

Zur Vollstandigen Charakterisierung der Bindung von HPr aus S. aureus an die
HPrK/P aus S. xylosus wurde in der vorliegenden Arbeit durch zusatzliche
Titrationsexperimente die Bindungsaffinitat quantifiziert. Weiterhin wurde die Stochiometrie
des Komplexes ermittelt. Dies diente vor allem der Uberpriifung, ob der in der Kristallstruktur
(Fieulaine et al., 2002) gefundene Komplex aus sechs Monomeren HPr und sechs Monomeren
HPrK/P auch unter Ldsungsbedingungen existiert. Neben der grundsétzlichen Mdglichkeit
von Kristallisierungsartefakten ist zu beachten, dass fiir die Kristallstruktur HPr aus B. subtilis
und HPrK/P aus L.casei verwendet wurde. Allerdings hat HPr von B. subtilis zu dem von
L. casei nur 64 % Sequenzidentitat. Das fur die vorliegenden NMR-Studien verwendete
System st deutlich ndher verwandt. Die HPr von S. xylosus und S. aureus haben 94 %
Identitat.
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5.2 Materialien und Methoden

HPr aus S. aureus und HPrK/P aus S. xylosus wurden wie von Maurer et al.
beschrieben exprimiert und gereinigt (Maurer et al.,, 2004). Die gefriergetrockneten
Proteinproben wurden von Wolfgang Hengstenberg (Ruhr-Universitait Bochum) zur
Verfligung gestellt. HPrK/P wurde in D,O mit 50 mM Tris-Puffer pD 7,5 gel6st. Zur
Referenzierung der chemischen Verschiebungen enthielt die Probe 0,1 mM DSS als internen
Standard. Zu einer Startkonzentration von 0,2 mM HPrK/P wurde eine 4 mM HPr-Lésung im
selben Puffer titriert. Es wurden 1D-'H-Spektren bei 303 K bei molaren HPr zu HPrK/P
Verhaltnissen von 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75, 2, 2,5, 3, 3,5 und 4 aufgenommen. Zur
besseren Vergleichbarkeit und um experimentelle Instabilitdten auszugleichen, wurden die
Intensitaten der Spektren auf die Intensitat des Tris-Signals normiert. Die Intensitit eines
allein stehenden Methylsignals von HPr, ndmlich Leu81 bei -0,18 ppm, wurde genutzt, um
die Konzentration an freiem HPr zu bestimmen. Die absolute Signalintensitat wurde zuvor im
Spektrum ohne HPr anhand der Intensitdt von gut aufgelosten Methylsignalen und der
bekannten Konzentration der HPrK/P kalibriert. So konnte die Signalintensitdt in
Proteinkonzentration umgerechnet werden. Alle Spektren wurden auf einem Bruker DRX-600
Spektrometer aufgenommen. Die Prozessierung der Spektren erfolgte mit XWINNMR (Bruker

Biospin).

Aus den in diesem Titrationsexperiment ermittelten Konzentrationen von freiem HPr
(ca) und den bekannten Gesamtkonzentrationen von HPr (ca') und HPrK/P (cg') bei jedem
Titrationsschritt wurde die Dissoziationskonstante Kp und die Zahl der Bindungsplatze N fir
HPr an der HPrK/P in Erweiterung von Gleichung 2.7 (siehe Kapitel 2.2) durch Gleichung 5.1
ermittelt. Dabei wurde angenommen, dass die HPrK/P N unabhdngige identische
Bindungsplatze fir HPr hat. Das legen die Daten aus der Kristallstruktur des Komplexes nahe
(Fieulaine et al., 2002).

P =% 21— 1 (¢l 4 Nel + K, —/(ch + Ncl + Ky)*—4Nciel) (5.1)

Ch 2¢),
Die Signalvolumina aus den von Till Maurer aufgenommenen TROSY-Spektren (Maurer et

al., 2004) lassen sich wie in Kapitel 2.2 beschrieben durch GI. 2.13-15 berechnen. Hierfur
wurde zu einer 0,5 mM HPr-Loésung gefriergetrocknete HPrK/P zu jeweils den molaren
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Verhéltnissen HPrK/P zu HPr 0, 0,5, 1 und 2 zugegeben und jeweils ein 2D-'H-"N-TROSY-

Spektrum aufgenommen.

5.3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Quantifizierung der Bindung von HPr aus S. aureus an HPrK/P aus S. xylosus
wurden homonukleare 1D-Spektren herangezogen, da ihre Interpretation einfacher ist als die
von heteronuklearen 2D-Spektren, bei denen mehr Variablen zu beachten sind (siehe Kapitel
2.2). Abb. 5.2 zeigt als Beispiel Methylgruppen von Methioninen. Es wurde Kkeine
Anderungen der chemischen Verschiebungen beobachtet. Allerdings nimmt die Signalfliche
bei steigender HPrK/P-Konzentration deutlich ab oder die Linien verbreitern sehr stark. Der
erste Fall ist typisch fiir langsamen chemischen Austausch von Gruppen, die bei der Bindung
mit der Kinase interagieren. Die zweite Gruppe sind Reste, die nicht direkt an der Bindung
beteiligt sind. Fir die Quantifizierung der Bindung sind nur Reste der ersten Gruppe von
Nutzen, da sie die Berechung der Konzentration von freiem HPr in Gegenwart der Kinase
erlauben. So konnte mit GIl. 5.1 anhand des Methylsignals von Leu81 die
Dissoziationskonstante Kp des Komplexes sowie die Zahl der Bindungsplatze N fur HPr pro
HPrK/P-Monomer berechnet werden (Abb. 5.3). Fur die Bindungsplatze wurde eine
unabhangige Bindung der HPr-Molekiile an die Kinase angenommen. Bei 303 K ergibt sich
fir den Kp ein Wert von 0,10 + 0,02 mM und fur N 1,02 + 0,05. Dies ist in Einklang mit der
in der Kiristallstruktur (Fieulaine et al., 2002) beobachteten Stdchiometrie von sechs

Molekiilen HPr pro hexamerer HPrK/P.

Um die in Abb. 5.1 dargestellte potentielle Bindungsflache von HPr fur die Kinase
genauer beschreiben und eingrenzen zu kdnnen, wurden die Konzentrationsabhéngigkeiten
der Signalvolumina aus den ‘H-"’N-TROSY-Spektren von HPr bei steigender HPrK/P-
Konzentration genauer analysiert. Mit den oben ermittelten Werten fiir Kp und N lasst sich die
Konzentrationsabhangigkeit der Signalvolumina gemaB GIl. 2.13-15 unter Annahme
verschiedener Bindungsmodelle vorhersagen. Fir Reste, die direkt an der Bindung beteiligt
sind, wird ein grofRer Unterschied der chemischen Verschiebungen der Signale von freiem
und gebundenem Zustand erwartet, 4w wird also grof3. Bei Resten, die nicht an der Bindung
beteiligt sind, ist dagegen ein kleineres Aw zu erwarten. Daher sollten die beobachteten

Signalintensitatsverluste fur die bindenden Reste am besten durch Gl. 2.13 oder 2.14
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beschrieben werden konnen. Nichtbindende Reste sollten eher das durch GIl. 2.15

vorhergesagte Verhalten zeigen. Im Idealfall l&sst sich also durch diese Modellunterscheidung

die Interaktionsflache bestehend aus den bindenden Resten exakt eingrenzen.
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Abb. 5.2: Anderung der 1D-Spektren einer 0,5
mM  HPr-Lésung bei steigender HPrk/P-
Konzentration. Die Methylsignale von vier
Methioninresten sind markiert: 1 Met21, 2 Metl
und Met51, 3 Met48. Man beachte, dass die
Probe mit *C angereichert ist, was zu einer
Duplettaufspaltung der Methylsignale flhrt.
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Abb. 5.3: Titration einer 0,2 mM HPrK/P-Lésung
mit HPr. Es ist die Konzentration an freiem HPr,
ermittelt aus der 1D-'H-Signalintensitat der H®
von Leu8l1, gegen die Gesamtkonzentration an
HPr aufgetragen. Die schwarze Kurve zeigt die
Anpassung von Gl. 51 an die Messdaten.
Es ergibt sich Kp = 0,10 £ 0,02 mM und
N =1,02 +0,05.

Abb. 5.4: Anpassung der Signal-
volumenanderungen in Abhangigkeit der
HPrK/P-Konzentration ausgewahlter Reste
von HPr aus den 'H-"°N-TROSY-Spektren
mit verschiedenen Modellen. Die Anpas-
sung erfolgte mit N = 1,02, Kp = 0,210 mM
und a = 28,3 gemal Gl. 2.13 (gestrichelte
Linie), GIl. 2.14 (fette Linie) und 2.15
(dinne Linie). Die Messwerte von Leu53
(+), Gly54 (X) und Val55 (A) sind
exemplarisch dargestellt. Das Signal von
Val55 ist  Dbei héheren HPrK/P-
Konzentrationen nicht detektierbar.



5 Interaktion von HPr und HPr-Kinase/Phosphatase 105

Die Signalvolumina aus den TROSY-Spektren wurden mit den oben ermittelten
Werten fur Kp und N gemaR GI. 2.13-15 berechnet. Der Faktor a, der das Verhéltnis der
transversalen Relaxationszeiten von freiem und gebundenen HPr definiert, wurde auf 28,3
gesetzt. Dieser Wert ergibt sich aus dem Verhaltnis der Molekilmassen von freiem HPr und
dem Komplex aus sechs HPr-Molekilen gebunden an der hexameren HPrK/P. Dies ist
natlrlich nur eine grobe Abschédtzung. Simulationen haben allerdings ergeben, dass der
Einfluss abweichender Werte fiir a Uber einen weiten Bereich vernachléssigbar ist.
Beispielhaft fiir drei Reste ist das Ergebnis in Abb. 5.4 dargestellt. Es zeigte sich, dass Gl.
2.13 in keinem der Falle das System ausreichend gut beschreiben kann. Diese Beobachtung
passt zu der relativ schwachen Bindung der beiden Proteine, was zu einer hohen
Abdissoziationsrate und damit zu Kleiner =y fuhrt. Die Abweichungen der VVorhersagen aus
Gl. 2.14 und 2.15 von den Messwerten sind ungefahr gleich groB. So ist es mit den

vorhandenen Daten nicht mdglich eine Entscheidung fiir eines der beiden Modelle zu treffen.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungen

ADR
AIR
APC
boPrP
BSE
CJD
CWD
DAG
DSS

HPr
HPrK/P
HSQC
huPrP
INEPT
IP(1,4,5)P5
muPrP
n.b.

n.d.
NMR
NOE

PI
PI(3,4)P;
P1(3,4,5)P3
P1(3,5)P;
P1(4,5)P;

ambiguous distance restraint

ambiguous interaction restraint
Adenomatous Polyposis Coli
Rinderprionprotein

Bovine Spongiforme Enzephalopathie
Creutzfeldt Jakob Disease

Chronic Wasting Disease

Diacylglycerin
2,2-Dimethyl-2-silapentane-5-sulfonséure
Histidine-Containing Phosphocarrier Protein
HPr-Kinase/Phosphatase

Heteronuclear Single Quantum Coherence
humanes Prionprotein

Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer
Inositol 1,4,5-trisphosphat
Mausprionprotein

nicht bestimmbar

nicht bestimmbar

Nucular Mangentic Renosance

Nuclear Overhauser Enhancement/Effect
Phosphatidylinositol

Phosphatidylinositol 3,4-bisphosphat
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat
Phosphatidylinositol 3,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat
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PIP Phosphatidylinositolphosphat

PRNP Gen des Prionproteins

PrP Prionprotein

Prp© zellulares Prionprotein

Prp>® infektidses Prionprotein

PTP Proteintyrosinphosphatase

PTS Phosphoenolpyruvat-abhangiges Phosphotransferasesystem
rmsd root mean square deviation

shPrP (Syrian) Hamsterprionprotein

STD Sattigungstransferdifferenzspektroskopie
TROSY Transversal Relaxation Optimized Spectroscopy
TSE Transmissible Spongiforme Enzephalopathie
vCJD variant Creutzfeldt Jakob Disease

7.2 Korrelationsanalyse der chemischen Verschiebungen von

Prionproteinen

Zum Vergleich der Druckreihen von huPrP(23-230), huPrP(121-230) und shPrP(90-
231) wurden Korrelationsanalysen der Druckabhangigkeiten der chemischen Verschiebungen
der Amidprotonen und Amidstickstoffatome durchgefiihrt, die aus *H-">N-TROSY-Spektren
ermittelt wurden. Durch Korrelation der HY-Daten mit den N"-Daten aus jeweils derselben
Druckreihe wurde zudem untersucht, ob die Anderungen der chemischen Verschiebungen
beider Kerne vom selben Prozess verursacht werden oder ob die Kerne Sensoren fir
unabhéngige Effekte sind. Die Interpretationen der Korrelationsanalysen im Hinblick auf die
Ahnlichkeit der Druckantworten der verschiedenen Prionproteine sind in Kapitel 3

ausgefuhrt. Im Folgenden wird die Methodik der Analyse genauer betrachtet.

Fur einen ersten Vergleich wurden die Korrelationskoeffizienten  der
Druckkoeffizienten der chemischen Verschiebungen B; (H), B, (H), B1(N) und By(N) aus der
Beschreibung der Druckabhdngigkeiten durch ein Polynom zweiter Ordnung (Gl. 2.16)

bestimmt.
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Korrelationskoeffizienten der Druckkoeffizienten der einzelnen Druckreihen

r(Bi(H) r(B2(H) r(Bi(N))  r(By(N))
huPrP(121-230) zu huPrP(23-230) 293 K 0,71 0,37 0,73 0,63
huPrP(121-230) 293 K zu 313 K 0,83 0,24 0,71 0,37
shPrP(90-231) zu huPrP(121-230) 293 K 0,67 0,18 0,52 0,16
shPrP(90-231) zu huPrP(121-230) 313 K 0,81 0,31 0,53 0,25
shPrP(90-231) zu huPrP(23-230) 293 K 0,55 0,11 0,40 0,17

Korrelationskoeffizienten der Druckkoeffizienten von H" und N einer Druckreihe

I r(By) r(Bz)
huPrP(121-230) 293 K 0,45 0,49
huPrP(121-230) 313 K 0,47 0,38
huPrP(23-230) 293 K 0,36 0,27
shPrP(90-231) 303 K 0,46 0,20

Die Korrelationskoeffizienten, vor allem die der Druckkoeffizienten zweiter Ordnung,
sind niedriger als man erwarten wirde, wenn man die Rohdaten betrachtet. Vergleicht man
direkt die &-p-Diagramme fiir die entsprechenden Kerne in den Druckreihen, so stimmen
diese meist recht gut tberein. Die Korrelationskoeffizienten fiir die tatsachlichen Anderungen
der chemischen Verschiebungen bei einer bestimmten Druckstufe bezogen auf Normaldruck,
also die Korrelation von &p)-&po) z. B. aller HY einer Druckreihe zu ihren
korrespondierenden Kernen in einer anderen Druckreihe, unterstiitzen diesen Eindruck.
Hierbei erhdlt man deutlich hohere Korrelationskoeffizienten, so wie man es auch nach
Betrachtung der Anderungen der chemischen Verschiebungen erwarten wiirde. Dass die
Druckkoeffizienten aus dem Polynom zweiter Ordnung schlechter korrelieren, liegt

vermutlich daran, dass diese Naherung den &-p-Verlauf nur unzureichend beschreibt.

Korrelationskoeffizienten fur die chemischen Verschiebungen konkreter Druckstufen

100 MPa)-A(po) &200 MPa)-A(po)

r(H") r(N") r(H") r(N")
huPrP(121-230) zu huPrP(23-230) 293 K 0,82 0,74 0,80 0,76
huPrP(121-230) 293 K zu 313 K 0,85 0,72 0,81 0,72
shPrP(90-231) zu huPrP(121-230) 293 K 0,81 0,60 0,73 0,55
shPrP(90-231) zu huPrP(121-230) 313 K 0,79 0,59 0,64 0,49
shPrP(90-231) zu huPrP(23-230) 293 K 0,69 0,48 0,65 0,51

Die Betrachtung der chemischen Verschiebung bei einer bestimmten Druckstufe l&sst
sich wie folgt auf eine gesamte Druckreihe ausdehnen (siehe auch Kapitel 3.2). Die Anderung
der chemischen Verschiebung zweier Kerne A und B als Funktion des Drucks f(p) lasst sich
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durch die Gleichungen 3.1a und 3.1b beschreiben. Angenommen wird ein druckabhéngiger

Ubergang zwischen zwei Zustanden mit den chemischen Verschiebungen 6" und &%
A, =3,(P) = 64(Po) = (Sa = 5) Ta(P) (3.1a)

ASg =85 (P) =55 (Po) = (55 — F5) T5 (P) (3.1b)
Werden die Anderungen der chemischen Verschiebungen beider Kerne durch denselben
Prozess verursacht, gilt also fa(p) = fs(p), dann folgen sie der linearen Beziehung in Gl. 3.2.
Der Korrelationskoeffizient von Ada zu Ads wird dann 1.

L= 00 s, 32

(0g — %)

Bildet man den Mittelwert der Korrelationskoeffizienten der korrespondierenden Kerne aus
zwei Druckreihen, so lassen sich diese Druckreihen miteinander vergleichen. Hierbei ergeben

sich recht hohe Korrelationskoeffizienten.

Mittelwerte der Korrelationskoeffizienten A8, zu Ads

Messreihe 1 Messreihe 2 Kern r
huPrP(121-230) 293 K huPrP(23-230) 293 K HY 0,86
huPrP(121-230) 293 K huPrP(23-230) 293 K N 0,93
huPrP(121-230) 293 K huPrP(121-230) 313 K HN 0,80
huPrP(121-230) 293 K huPrP(121-230) 313 K N 0,90
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 293 K HN 0,82
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 293 K N 0,86
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 313 K HN 0,81
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 313 K N 0,87
shPrP(90-231) 303 K huPrP(23-230) 293 K HN 0,82
shPrP(90-231) 303 K huPrP(23-230) 293 K N 0,90
huPrP(121-230) 293 K . HN zu N™ 0,85
huPrP(121-230) 313 K - HY zu N 0,82
huPrP(23-230) 293 K . HN zu N™ 0,86
shPrP(90-231) 303 K - HY zu NP 0,85

Die hierbei erhaltenen sehr hohen Korrelationskoeffizienten deuten darauf hin, dass
den durch Druck verursachten Anderungen der chemischen Verschiebungen in allen
Messreihen ein gemeinsamer Prozess zugrunde liegt. Allerdings sind sich die Werte so
ahnlich, dass sie kaum geeignet scheinen, Detailunterschiede herauszuarbeiten, die zwischen
den einzelnen Messreihen auftreten. Dasselbe gilt auch, wenn man die Druckabhangigkeit
einzelner Reste einer Messreihe miteinander korreliert. Auch hier ergeben sich sehr hohe
Korrelationskoeffizienten, die es nicht erlauben, Bereiche im Protein zu identifizieren, die

eine auBergewdhnliche Druckantwort aufweisen. Sortiert man Reste aus, die nur eine sehr
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geringe druckabhangige Anderung der chemischen Verschiebung oder stark uberlagerte

Signale aufweisen, so werden die Mittelwerte der Korrelationskoeffizienten sogar noch héher.

Mittelwerte der Korrelationskoeffizienten Ada zu Ads, niedrige A6 und Uberlagerte

Signale aussortiert

Messreihe 1 Messreihe 2 Kern r
huPrP(121-230) 293 K huPrP(23-230) 293 K HY 0,97
huPrP(121-230) 293 K huPrP(23-230) 293 K N 0,97
huPrP(121-230) 293 K huPrP(121-230) 313 K HN 0,95
huPrP(121-230) 293 K huPrP(121-230) 313 K N 0,96
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 293 K HN 0,94
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 293 K N 0,97
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 313 K HN 0,96
shPrP(90-231) 303 K huPrP(121-230) 313 K N 0,95
shPrP(90-231) 303 K huPrP(23-230) 293 K HN 0,95
shPrP(90-231) 303 K huPrP(23-230) 293 K N 0,97
huPrP(121-230) 293 K . HN zu N™ 0,95
huPrP(121-230) 313 K - HY zu N7 0,96
huPrP(23-230) 293 K - HN zu NP 0,97
shPrP(90-231) 303 K - H" zu N 0,93
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7.3 Zuordnung der Lipidresonanzen
& & e
S S g ‘\CH3
H, H, H,
H, Hy H,
O L3 O\ C5-CC7 CHs
c2 f c4 fce f c8
(0]
Abb. 7.1: PI(3,4,5)P3; mit Bennennung der Kohlenstoffatome.
8(*H) der verschiedenen Lipide (angegeben in ppm)
PI(3,4,5P; PI45P, PI(B,4P, PI3,5P, PI 1(1,4,5)P; DAG
H1 3,91 3,9-4,04 4,03 3,99 3,96 3,90 -
H2 3,39 4,24 4,37 4,26 4,25 4,29 -
H3 4,01 4,28 4,03 4,07 3,55 3,71 -
H4 3,37 3,70 4,37 3,64 3,65 4,24 -
H5 3,91 3,9-4,04 3,52 3,90 3,33 3,90 -
H6 3,82 3,9-4,04 3,83 3,90 3,75 3,90 -
H1’a 4,44 4,45 4,45 4,45 n.b. - 3,64, 4,08
H1’b 4,27 4,28 4,26 4,26 n.b. - 3,64, 4,08
H2’ 5,30 5,30 5,31 5,30 n.b. - 3,64, 4,08
H3’ 4,09 4,09 4,09 4,10 n.b. - 3,64, 4,08
HC2 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 - 2,29
HC3 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60 - 1,60
HC4 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 - 1,25
HC5 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 - 1,25
HC6 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 - 1,25
HC7 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 - 1,25
HC8 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 - 0,82

7.4 Ergebnisse der Sattigungstransferexperimente

Ergebnisse der STD-Experimente aus Kapitel 4.3.3

Angegeben ist die relative Intensitatsabnahme der Lipidsignale durch Sattigungstransfer von

der PDZ2b von PTP-Bas. Gemessen wurde bei einer on-resonance Vorséttigung bei 7,05 ppm

und einer Sattigungsdauer von 2 s. C4/Cg gibt die L&nge der jeweiligen Fettsduren an.
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Sattigung der Lipidsignale in % ((lo-lpresat)/lo)

PI(3,4,5)P3 Cs PI(45)P,Cs PI(34)P,Cs  PICq I(1L45)Ps  DAG Cq
H1 51,92 47,37 38,27 38,27 40,12 -
H2 48,45 51,22 40,48 40,12 41,86 -
H3 52,38 44,44 38,27 38,27 35,06 -
H4 61,83 51,22 40,48 41,18 40,83 -
H5 51,92 47,37 34,21 27,01 40,12 -
H6 39,39 47,37 35,90 33,77 40,12 -
H1’ 53,46 51,80 38,39 n.b. - 60,00
H2’ 57,45 61,54 45,36 n.b. - 60,00
H3’ 50,98 47,37 38,27 n.b. - 60,00
HC2 35,90 33,33 20,00 43,82 - 53,49
HC3 27,01 25,37 9,09 31,97 - 40,83
HC4 25,93 23,66 11,50 14,53 - 39,39
HC5 25,93 23,66 - 14,53 - 39,39
HC6 25,93 23,66 - 14,53 - 39,39
HC7 25,93 23,66 - 14,53 - 39,39
HC8 24,81 23,08 - 16,67 - 42,86

Relative Sattigung der Lipidsignale bezogen auf das Signal mit starkster Sattigung in %
Starkste Sattigung auf 100 % gesetzt, Angaben der Sattigung der anderen Signale relativ
dazu.

PI(3,4,5)PsCs PI(45)P,Cs PI(3,4P,Cs  PICq I(145)Ps  DAG Cg
H1 83,97 76,97 84,38 87,34 95,84 -
H2 78,36 83,23 89,24 91,56 100,00 -
H3 84,71 72,22 84,38 87,34 83,77 -
H4 100,00 83,23 89,24 93,97 97,53 -
H5 83,97 76,97 75,43 61,63 95,84 -
H6 63,71 76,97 79,15 77,08 95,84 -
H1’ 86,47 84,18 84,65 n.b. - 100,00
H2’ 92,91 100,00 100,00 n.b. - 100,00
H3 82,45 76,97 84,38 n.b. - 100,00
HC2 58,06 54,17 44,10 100,00 - 89,15
HC3 43,68 41,23 20,04 72,96 - 68,05
HC4 41,93 38,45 25,37 33,16 - 65,66
HC5 41,93 38,45 - 33,16 - 65,66
HC6 41,93 38,45 - 33,16 - 65,66
HC7 41,93 38,45 - 33,16 - 65,66
HC8 40,13 37,50 - 38,03 - 71,43




123

8 Danksagungen

Allen Personen, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben, sei herzlich
gedankt. Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Dr. Hans Robert Kalbitzer fir die
Themenstellung und die Betreuung meiner Doktorarbeit sowie die freundliche Aufnahme in
seine Arbeitsgruppe. PD Dr. Werner Kremer mochte ich fir Einweisung in die Aufnahme und
Auswertung von NMR-Experimenten und die stete Unterstlitzung wahrend meiner Arbeit am

Institut danken.

Prof. Dr. Kurt Withrich und Dr. Ralph Zahn von der Eidgendssischen Technischen
Hochschule Zurich danke ich fur die Unterstiitzung des Prionprojekts sowie die Bereitstellung

von humanem Prionprotein.

Fur die Kooperation bei der Untersuchung der PDZ-Domaéne und die Bereitstellung
von PDZ-Proteinproben und cDNA danke ich Prof. Dr. Rolf Heumann und Dr. Kai Erdmann
von der Ruhr-Universitdt Bochum. Stephan Penzkofer gilt fir die Herstellung von PDZ-
Proben sowie fur seine Mithilfe bei den PDZ-PIP-Titrationsexperimenten mein besonderer
Dank.

Bedanken mochte ich mich ebenso bei Prof. Dr. Wolfgang Hengstenberg von der
Ruhr-Universitat Bochum fur HPr- und HPrK/P-Proben.

Bei Peter Geyer und Dr. Michael Sporner bedanke ich mich fur das Korrekturlesen des

Manuskripts dieser Arbeit.

Nicht zuletzt schulde ich allen nicht namentlich erwéhnten Mitarbeitern des Instituts,

die mir stets mit fachlichen Ratschlégen zur Seite standen, besondere Anerkennung.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


