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1. Einleitung

1.1. Proteine & Strukturbiologie

Proteine stellen eine sehr vielfaltige Klasse an Biomakromolekiilen dar. Sie nehmen in
biologischen Systemen zum Beispiel die Rolle des Katalysators, Regulators oder auch
eines Bindepartners ein. Thre Primérsequenz wird aus der spezifischen Abfolge von 20
unterschiedlichen Typen an Aminoséduren gebildet. Allein im menschlichen Genom sind
etwa 30000 bis 40000 verschiedene Proteinsequenzen codiert [I]. Die Ausbildung ei-
ner dreidimensionalen, funktionellen Proteinstruktur aus der Priméarsequenz wird als
Proteinfaltung bezeichnet und ist Gegenstand aktueller experimenteller wie auch theo-
retischer Forschung [2].

Da der native, gefaltete Zustand fiir die biologische Funktion eines Proteins essentiell
ist, besteht grofies Interesse, den Mechanismus der Faltung einer Polypeptidkette in die-
sen nativen Zustand vollstdndig zu verstehen. Die zentrale Frage lautet daher[3]: Kann
die native Struktur allein anhand der Proteinsequenz vorhergesagt werden? Ausgehend
von C. Anfinsens thermodynamischer Hypothese im Jahr 1973 (“die native Struktur
ist die thermodynamisch stabile Struktur”, [4]), hat sich in den folgenden Jahrzehnten
das Modell eines Faltungstrichters fiir die quantitative wie auch fiir die qualitative Be-
schreibung der Bildung einer sequenzspezifischen nativen Struktur etabliert [5]. Dieses
Modell beschreibt den Konformationsraum, den eine Polypetidkette, in Abéangigkeit von
seiner Energie, einnehmen kann. Hoherenergetische Zusténde der entfalteten Kette, mit-
samt intermolekularen und intramolekularen Kontakten, miinden in niederenergetischen
Zustanden, die entweder nur noch intermolekulare oder intramolekulare Kontakte auf-
weisen. Zustande minimaler Energie, die durch intermolekulare Kontakte charakterisiert
sind, konnen strukturell als Oligomere, amyloide Fibrillen oder amorphe Aggregate aus-
gebildet sein [6]. Dagegen stellen Faltungsintermediate, teilweise gefaltete Ketten oder
auch die native Konformation Proteinzustéinde minimaler Energie dar, die nur intramo-
lekulare Kontakte aufweisen [0].

Neben der Rontgenkristallographie und Elektronenmikroskopie bietet die kernmagneti-
sche Resonanzspektroskopie (NMR) eine weitere Moglichkeit, hochaufgeloste dreidimen-
sionale Strukturinformationen zu gewinnnen. Die Rontgenkristallographie macht sich die
Interferenz von elastisch gestreuten Partialwellen zunutze, die bei Rontgenbestrahlung
eines Kristalles von den Hiillenelektronen der Atome gestreut werden, [7]. J. C. Kendrew
und M. Perutz erhielten 1962 den Nobelpreis fiir Chemie fiir die Strukturbestimmung
der Globulinproteine mittels Rontgenkristallographie.

Da Teilchenstrahlung, genau wie Photonenstrahlung, Wellencharakter besitzt (L.-V. De
Broglie, Nobelpreis fiir Physik 1929 fiir die Beschreibung der Welleneigenschaften von
Materiewellen), konnen auch Elektronen fiir die Abbildung von Objekten in einem Mi-
kroskop eingesetzt werden, mit einem etwa 1000fach héheren Auflésungsvermégen gegen-



iiber einem Lichtmikroskop. Damit erhélt man Strukturinformationen von biologischen
Systemen im Nanometermafstab.

Die NMR-Spektroskopie stellt auf der einen Seite die experimentellen Methoden zur
Berechnung der energiedrmsten, somit nativen Struktur bereit [8]. Die Nobelpreise fiir
Chemie der Jahre 1991 fiir R. R. Ernst und 2002 fiir K. Wiithrich honorierten die
methodischen Arbeiten, die das Ziel dieser hochauflésenden Strukturbestimmung von
(Bio)molekiilen verfolgten. Auf der anderen Seite konnen mittels kernmagnetischer Re-
sonanz aber auch Strukturinformationen iiber intermedidre Zustiande hochaufgelost ge-
wonnen werden [9]. Ferner liefert die NMR-Spektroskopie neben der strukturellen Cha-
rakterisierung von Faltungsintermediaten auch spektrale Informationen iiber die entfal-
tete Polypeptidkette oder iiber intrinsisch ungeordnete Proteine. Damit grenzt sie sich
stark von der Rontgenkristallographie ab, die auf die Kristallisation bzw. auf das Kris-
tallisationsvermogen des Proteins angewiesen ist. Zudem stellt die NMR-Spektroskopie
eine Vielzahl von Methoden bereit, die Proteindynamik in hoher Orstauflosung auf einer
breiten Zeitskala zu studieren [10]. Dies ist von hohem Interesse, da, nach aktuellem
Kenntnisstand [11], gerade die Dynamik neben der Struktur eines Proteins fiir dessen
Funktion und Aktivitdt verantwortlich ist.

1.2. Zielstellung dieser Arbeit

Da sowohl die Struktur als auch die Dynamik der Proteinkette deren Funktion bestimmt,
sind beide Aspekte eingehend im Rahmen dieser Arbeit anhand verschiedener Proteine
beleuchtet worden. Als experimentelle Methode kam hierzu vorrangig die hochauflésen-
de NMR-Spektroskopie zum Einsatz. Eine Aufgabe bestand darin, geeignete Pulspro-
gramme flir das Studium der Dynamik der Proteinkette zu implementieren. Des Wei-
teren sollten Auswerteprogramme entwickelt werden, die die Basis fiir die Berechnung
von Bewegungsparametern des Proteinriickgrates anhand von NMR-Relaxationsdaten
bilden. Weitere methodische Ziele dieser Arbeit bestanden in der Etablierung NMR-
spektroskopischer Experimente zur Bestimmung der Translationsdiffusion eines Proteins,
auch in zeitaufgeloster Form, und der globalen Regressionsanalyse von Relaxationsda-
ten, die an verschiedenen Magnetfeldern aufgenommen worden sind.

Fiir das Zweidoménenprotein SlyD sollte autbauend auf vorangegangener Rontgen- und
NMR-spektroskopischer Strukturbestimmung die Riickgratdynamik intensiv studiert wer-
den. Aus NMR-Relaxationsparametern auf der ps-bis-ns- wie auch der ps-bis-ms-Zeitska-
la sollten Riickschliisse auf die hohe Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitat von
SlyD gezogen werden. Mit der Untersuchung von verschiedenen substratgebundenen Zu-
stdnden wie auch des freien Zustandes einer Variante von SlyD sollte das Versténdnis
fiir die Verkniipfung zwischen Aktivitdt und Dynamik in aminosdurespezifischer Auf-
16sung weiter erhoht werden. Von Interesse waren zuséatzlich die Zeitskala und die se-
quentielle Position fiir die Interaktion von SlyD mit Inhibitoren der Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomeraseaktivitdt. Inhibierungsexperimente des Wildtypproteins und einer
Eindomé&nen-Variante sollten parallel durchgefiihrt werden. Auch hier sollten NMR-
Untersuchungen des inhibierten Zustandes von SlyD weitere Erklarungsmuster fiir den
Arbeitsmechanismus dieses Enzyms liefern.



Dariiber hinaus sollte das zu SlyD &hnliche Protein SIpA NMR-spektroskopisch charak-
terisiert werden. Das Ziel bestand in der Berechnung einer hochaufgelosten dreidimen-
sionalen Struktur in Losung. Aus der Bestimmung dieser Struktur sollten Riickschliisse
auf die im Vergleich zu SlyD erniedrigte Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitét
von SIpA gezogen werden. Ferner sollte mittels NMR-Spektroskopie die Stabilitédt des
Wildtypproteins und verschiedener SlpA-Varianten bestimmt und der Vergleich mit an-
deren spektroskopischen Methoden gezogen werden. Bindungsstudien mit verschiedenen
Substraten und darauf folgende Affinitédtsbestimmungen sollten weitere Parameter fiir
den Vergleich zu SlyD bilden.

Die Faltung des Kalteschockproteins sollte NMR-spektroskopisch im Gleichgewicht in
aminosaurespezifischer Auflésung bestimmt werden. Dazu war eine hohe Datenqualitét
durch Messungen an moglichst vielen verschiedenen Magnetfeldern anzustreben. Mit ei-
ner globalen Datenanalyse sollte ein Modell entwickelt werden, das es erlaubt, einen
aminosaurespezifischen Vergleich von thermodynamischen und kinetischen Parametern
der Faltungsreaktion der Polypeptidkette zu ziehen.

Abschliefend sollte die Interaktion des Alzheimer-Peptides AS mit einer Membranmi-
mik NMR-spektroskopisch aufgeklart werden. Dazu sollte das Hauptaugenmerk auf die
Translationsdiffusion und die etwaige Anderung der Riickgratstruktur des Peptides ge-
legt werden. Ergénzend bestand das Ziel darin, die Ausbildung einer micellaren Struktur
NMR-spektroskopisch zu quantifizieren.



2. Experimentelle Methoden &
untersuchte Proteine

2.1. Spektroskopische Methoden

2.1.1. NMR-Spektroskopie

Seit den Pionierarbeiten von I. Rabi 1938 [12], F. Bloch [13] sowie E. Purcell 1946 [14] hat
sich die NMR-Spektroskopie auf vielen Feldern der experimentellen Naturwissenschaf-
ten rasant und breit entwickelt. Neben dem Einsatz in der Chemie und Physik hat sich
die NMR-Spektroskopie in den letzten Jahrzehnten auch einen festen Platz in den in-
terdisziplindren Feldern der Biochemie, der Biophysik und der Strukturbiologie erobert.
Die Aufkldarung der Struktur und der Dynamik von biologischen Makromolekiilen im
atomaren Malfsstab ist ein entscheidender Schritt zum Verstandnis fiir deren Stabilitét,
Aktivitdt und Funktion (s. Abb. 2.1). Moderne Methoden der hochauflésenden NMR-
Spektroskopie erlauben es, diese Aufklarung zu betreiben und beispielsweise Proteine
unter physiologischen Bedingungen in vitro zu untersuchen. Der folgende Abschnitt soll
dem Leser diese Methoden nahebringen.

Aktivitat

Struktur & Dynamik

Stabilitat Funktion

Abb. 2.1.: Schliisselrolle der Struktur und Dynamik zum Verstdndnis von Aktivitét, Stabilitdt und Funk-
tion des untersuchten Molekiils.

2.1.1.1. Genutzte NMR-Gerate

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten NMR-~Experimente sind an Bruker-Spek-
trometern erfolgt. Es sind verschiedene Typen genutzt worden: DRX 500 (MPF der Enzy-
mologie, Halle (Saale)), Avance II 600, Avance III 600 bzw. Avance III 800 (Arbeitsgrup-
pe Jochen Balbach, Universitit Halle-Wittenberg), Avance II 700 (Arbeitsgruppe Paul
Rosch, Universitat Bayreuth) sowie Avance I 900 (Arbeitsgruppe Horst Kessler, Techni-
sche Universitat Miinchen). Alle NMR~Spektren sind mit den Programmen XWIN-NMR
bzw. TopSpin der Firma Bruker aufgenommen, mit NMRPipe prozessiert [15] und mit
NMRView [16] analysiert worden.



2.1.1.2. Experimente zur Dynamikaufkldrung

In der klassischen Mechanik grenzt sich der Begriff der Dynamik von der Kinematik in
der Weise ab, dass in der Dynamik nach den Ursachen der Bewegung gefragt wird, den
Kriften. In der NMR-Spektroskopie ist das Interesse fiir die Ursachen der Bewegung
sekundir, vielmehr interessiert die Anderung eines definierten Ortes mit der Zeit. Da
die NMR-Spektroskopie in der Lage ist, die NMR~aktiven Kerne spektral aufzulosen,
besteht die Moglichkeit, die Ortskoordinate jedes einzelnen Kernes zeitlich zu verfolgen.
Die Anderung dieser Ortskoordinate der NMR-aktiven Kerne innerhalb eines Proteins
lduft, je nach beobachtetem Ereignis, auf unterschiedlichen Zeitskalen ab. Zwischen der
Faltung der Polypetidkette in den nativen Zustand und den Schwingungen einzelner
Bindungen oder den Rotationen einzelner Seitenketten, die innerhalb eines Zustandes
ablaufen, liegen mehr als 15 Grofenordnungen (s. Abb. 2.2)). Vor allem der Dynamik

Seitenkettenrotation Proteinfaltung

[ Doménen und Schleifen]

log (t)
I I I I I |

1209 -6 3 0 3 [s]

sehr schnell  schnell langsam  sehr langsam

(R,R,hNOE] [ R,R, ) (Echtzeit NMR

Abb. 2.2.: Die Dynamik bestimmter Bereiche bzw. bestimmter Ereignisse innerhalb eines Proteins (ober-
halb des Zeitstrahles) kann mit geeigneten NMR-Experimenten (unterhalb des Zeitstrahles)
untersucht werden.

der langsamen Zeitskala (mittlerer Bereich in Abb. gilt besonderes Interesse, da in
diesem Zeitregime unter anderem die Katalyse von Substraten ablauft. Die Abb. soll
den molekularen Unterschied zwischen der Dynamik im ps-bis-ns-Bereich und derjeni-
gen im ps-bis-ms-Bereich verdeutlichen. Der Unterschied der Minima der freien Energie
zwischen zwei unterschiedlichen Zustdnden A und B eines Proteins, AGap, definiert
das Populationsverhéltnis zwischen diesen beiden Zustdnden. Die Energiebarriere, die
zwischen diesen beiden Zustdnden liegt, definiert die Austauschraten kg_,n bzw. kx_,p
zwischen den Zustidnden.

Mit der Wahl eines geeigneten NMR-Experimentes gelingt es nun, diese verschiedenen
Ereignisse auf den unterschiedlichen Zeitskalen zu detektieren. Dies soll in den folgenden
Punkten naher erlautert werden.

2.1.1.2.1. ps-bis-ns-Zeitskala Die Zeitskala, die sich vom Pico-bis-Nanosekunden-
bereich erstreckt, wird als schnelle NMR-Zeitskala bezeichnet, und kann mit Relaxations-
experimenten untersucht werden (linker Bereich in Abb. [2.2)). Im Rahmen dieser Arbeit
stand das Relaxationsverhalten des amidprotongebundenen N-Kernes jeder einzelnen
Aminoséure verschiedener Proteine im Vordergrund (s. Abb. 2.4). Mit der Aufnahme
der R;- und Ry-Raten sowie des heteronuklearen Overhauser-Effektes [17, 18], ANOE,
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Abb. 2.3.: Konformationsraum von Bewegungen, die auf verschiedenen Zeitskalen ablaufen, nach [IT].
Ein Wechsel vom Zustand A in den Zustand B erfolgt deutlich langsamer als der Wech-
sel zwischen einzelnen Rotations- oder Vibrationszustédnden, die innerhalb eines Zustandes

liegen.
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13 55Hz 13~ -15Hz 15 -11Hz 13 55Hz 13~
C. C N C. c—
<1 Hz
140 Hz 7Hz -92 Hz 140 Hz
1 IpgN 1
H, H H,

Abb. 2.4.: Schematische Darstellung der durch die Peptidbindung verkniipften Proteinkette von drei
aufeinanderfolgenden Aminoséuren i-1, i und i+1. Die Zahlenwerte geben die Stérke der
skalaren Kopplung zwischen den NMR-aktiven Kernen an, die durch ein oder zwei chemische
Bindungen miteinander verkniipft sind.



zwischen dem Amidproton und dem " N-Kern, erfolgte die Charakterisierung der Riick-
gratdynamik von TtSlyD, EcSlyD* (jeweils temperaturabhéngig) und von EcSlpA. Die
Pulsprogramme sind nach [19, 20] verwendet worden und in Abb. - dargestellt.
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Abb. 2.5.: Verwendete Pulssequenz zur Messung der longitudinalen '>N-Relaxationsrate R; eines Pro-
teins [19, [20]. Schmale bzw. breite Rechtecke stellen 90°- bzw. 180°-Pulse dar. Die Phasen der
Pulse lauten (falls nicht explizit angegeben: x): ¢1=y, P2=X, -X, P3=y, Pa=-y, P5=4x, 4(-x),
¢s=-x und die Empféngerphase ¢31=x, -X, X, -X, -X, X, -X, X. Die relativen Gradientenstérken
lauten G1=50 %, G2=80 % und G3=5 % und G4=30 %, die Gradientenlinge 1 ms. Die War-
tezeit A wurde mit 2.5 ms, 7 mit 5 ms gewahlt. Zur Aufnahme der Relaxationskurve wird n
schrittweise erhoht (geradzahlige Vielfache). Phasensensitivitét in der indirekten Dimension
ist durch Inkrementierung von ¢4 geméf STATES-TPPI [21] erreicht worden. Wihrend der
Datenaufnahme der direkten Dimension ist auf dem Heterokanal mittels GARP [22] entkop-
pelt worden. Auf die Darstellung der Vorsittigung und des WATERGATE-Elementes [23]
zur Wasserunterdriickung wurde der Einfachheit halber verzichtet.

H

Fiir die experimentelle Bestimmung von R; und R, wird fiir verschiedene ganzzahlige
Vielfache von n (s. Abb. 2.5 jeweils ein 'H-"?’N-HSQC aufgenommen und die jewei-
lige Kreuzsignalintensitit I' iiber das dazugehorige Relaxationsintervall ¢ aufgetragen.
Eine Regression der Gl. an die Messdaten ergibt die fiir jedes Kreuzsignal i die
individuelle Relaxationsrate R} bzw. R):

I' = I exp (— R} 5t). (2.1.1)

Der hNOE wir durch die getrennte Aufnahme eines geséttigten Experimentes (der 'H-
15N-Ubergang wird durch permanente Pulseinstrahlung gesittigt) und eines Referenzex-
perimentes (Zeitdauer der Sittigung des 'H-"?N-Uberganges wird durch eine dquivalente
Wartezeit ersetzt) bestimmt, s. Abb. Der Quotient aus den jeweiligen Kreuzsignal-
intensititen beider Experimente, Il . bzw. Il ., ergibt den individuellen hANOE!:

sat ref»

. I
hNOE' = =2t (2.1.2)
ref
Die Relaxationstheorie verkniipft die experimentell zugédnglichen Relaxationszeiten mit

lokalen Magnetfeldern, die aufgrund von zeitlich verdanderlichen Kernspinorientierungen
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Abb. 2.6.: Verwendete Pulssequenz zur Messung der transversalen '°N-Relaxationsrate Ry eines Pro-
teins [19, 20]. Schmale bzw. breite Rechtecke stellen 90°- bzw. 180°-Pulse dar. Die Phasen der
Pulse lauten (falls nicht explizit angegeben: x): ¢1=y, d2=X, -X, Pp3=2%, 2(-x), ps=4x, 4(-x),
¢5=-x und die Empféngerphase ¢31=x, -X, X, -X, -X, X, -X, X. Die relativen Gradientenstarken
lauten G1=50 %, G2=80 % und G3=30 %, die Gradientenldnge 1 ms. Die Wartezeit A wurde
mit 2.5 ms, 7 mit 450 pus gewdhlt. Zur Aufnahme der Relaxationskurve wird n schrittweise
erhoht (ungeradzahlige Vielfache). Phasensensitivitit in der indirekten Dimension ist durch
Inkrementierung von ¢, gemif STATES-TPPI [2I] erreicht worden. Wihrend der Daten-
aufnahme der direkten Dimension ist auf dem Heterokanal mittels GARP [22] entkoppelt
worden. Auf die Darstellung der Vorsittigung und des WATERGATE-Elementes [23] zur
Wasserunterdriickung wurde der Einfachheit halber verzichtet.
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Abb. 2.7.: Verwendete Pulssequenz zur Messung des heteronuklearen NOEs eines Proteins [19] [20].
Schmale bzw. breite Rechtecke stellen 90°- bzw. 180°-Pulse dar. Die Phasen der Pulse lauten
(falls nicht explizit angegeben: x): ¢1=-x, p2=4(y), 4(-y) ¢3=X, ¥, -X, -y, und die Empfinger-
phase ¢31=xX, -X, X, -X, -X, X, -X, X. Die relativen Gradientenstérken lauten G1=45 %, G2=0.6
%, G3=13 % und G4=70 %, die Gradientenldnge 1 ms. Die Wartezeit A wurde mit 2.5 ms,
7 mit 5 ms und der Loopcounter n mit 600 gewéhlt. Das gesédttigte Experiment ist durch
Nutzung eines 120°-Pulses innerhalb des Loops aufgenommen worden. Fiir das Referenzex-
periment ist der Puls durch eine dquivalente Wartezeit ersetzt worden. Die grauen schmalen
Rechtecke stellen wasserselektive 90°-Pulse der Lénge 1750 ms dar. Phasensensitivitdt in
der indirekten Dimension ist durch Inkrementierung von ¢o geméft TPPI [24] erreicht wor-
den. Wahrend der Datenaufnahme der direkten Dimension ist auf dem Heterokanal mittels
GARP [22] entkoppelt worden. Auf die Darstellung des WATERGATE-Elementes [23] zur
Wasserunterdriickung wurde der Einfachheit halber verzichtet.




einer Fluktuation unterliegen. Die Autokorrelationsfunktion G(7) definiert diese Magnet-
feldfluktuationen B; zwischen einer Zeit t und ¢ + 7

G(r) = (B(t)Bi(t + 7). (2.1.3)

Die Annahme einer Exponentialfunktion gibt den zeitlichen Verlauf der Korrelations-
funktion G(7) mit der Korrelationszeit 7. wieder:

T

G(1) = (Bi(t)?) exp (——). (2.1.4)

Te

Die spektrale Leistungsdichtefunktion J (w) erlaubt es nun, die Frequenzen w, die dem
Fluktionsprozess zugrunde liegen, zu bestimmen:

J(w) = 2/0Oo G(7) exp (—iwT) dT. (2.1.5)

Einsetzen von Gl. (2.1.4) (und deren Normierung) in Gl (2.1.5) liefert

J(w)

TC

= m (2.1.6)
A. Abragam verkniipfte 1961 [25] allgemein die spektrale Leistungsdichtefunktion J(w)
mit den experimentell zugénglichen Relaxationsparametern R;, Ry und dem ANOE, die
aufgrund von Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen zwei koppelnden Kernspins oder
iiber die chemische Verschiebungsanisotropie Aw eines Kernspins hervorgerufen werden.
Die GI. - geben die Relaxationsraten R; und R, sowie den ANOE fiir einen
I5N-Kern wieder, der eine Bindungslinge von ryg zum benachbarten Proton besitzt.

d2
Ry = - {J(wi — wx) +3J (wx) + 6] (w +wx)} + (2.1.7)
2
w?NAw2J(wN)
d2
Ry = {4J(0) + J(wn — wn) +3J (wx) + 6. (wn) + (2.1.8)
2
6.] (wir + wx)} + %Acﬁ {47(0) + 3J (wn)} + Rex
d? TH
hNOE = 1+——{6J(MH+QJN) —J(wH—wN)}, (219)
4Ry
: pohya,
mit: d = OST<TN%>’ (2.1.10)

mit der magnetischen Feldkonstante pg, der Planck-Konstante h, dem gyromagnetischen
Verhiltnis des Protons vy bzw. des "N-Kernes 7y, der Larmorfrequenz des Protons wy
bzw. der des N-Kernes wy. Die Differenz der Parallel- und der Senkrechtkomponen-
te der N-chemischen Verschiebungsanisotropie Aw, die durch Axialsymmetrie hinrei-
chend beschrieben werden kann, wird im Bereich (—170... — 160) ppm angenommen



[26, 27]. Der Parameter d in Gl. wird als Kopplungskonstante der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung von zwei iiber den Raum wechselwirkenden Kernspins bezeichnet. Das
am ?N-Kern direkt gebundene Proton dominiert die Relaxationsparameter R;, Ry und
hANOE des »N-Kernes, da |yg| ~ 10|yx| und g wie auch vy quadratisch in Gl. (2.1.7)) -
(2.1.9) eingehen. Durch die Aufnahme eines Austauschtermes R,y (siehe auch Abb.
als Beitrag zu der transversalen Relaxationsrate Ry, wird moglichem Konformationsaus-
tausch auf der ms-Zeitskala Rechnung getragen.

Die Abb. [2.8 und [2.9| zeigen exemplarisch fiir einen ?N-Kern, der an einem Proton im
Abstand von ryg = 0.102 nm gebunden ist, den Verlauf von T3, T (inverse Relaxations-
raten) und dem hNOE-Wert in Abhéngigkeit von der Korrelationszeit 7. der Bewegung.

hNOE

2

I T | L L L L
3 4 5 678

2 9 9
107 10° 10
Korrelationszeit 7. / s

Abb. 2.8.: Doppellogarithmische Darstellung des Verlaufes des heteronuklearen NOEs in Abhéngigkeit
von der Korrelationszeit 7, eines '°N-Kernes, der an einem Proton im Abstand von rypg =

0.102 nm gebunden ist (s. Gl. (2.1.9))). Dargestellt ist ferner die Abhéngigkeit des ANOEs von
der verwendeten magnetischen Flussdichte By (By = 9.4 T (in blau), By = 14.1T (in griin),
Bo = 18.8T (in rot)).

Ferner verdeutlicht die Abb. die Abhéngigkeit der Relaxation von der verwendeten
magnetischen Flussdichte By. Eine entsprechende Feldabhéngigkeit wurde in der vorlie-
genden Arbeit fiir die transversale Relaxationsrate Ry zum Studium der Relaxations-
dispersion des Kélteschockproteins ausgenutzt (s. Abschnitt .

Fiir die temperaturabhénige Relaxationsstudie von EcSlyD* und TtSlyD (s. Abschnitt
sind die 10 % getrimmten Mittelwerte von Ry, Ry und hNOE angegeben. Dabei
bleiben die kleinsten bzw. grofiten 10 % eines der Grofe nach aufsteigend geordneten
Datensatzes bei der Mittelwertbildung unberiicksichtigt.

2.1.1.2.2. ps-bis-ms-Zeitskala Das Zeitfenster, das sich vom ns-bis-us-Bereich er-
streckt, bleibt fiir die NMR unsichtbar, obwohl Versuche unternommen wurden, Bewe-
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Abb. 2.9.: Doppellogarithmische Darstellung des Verlaufes der longitudinalen und transversalen Rela-
xationszeiten 7} (in blau) und T (in rot) in Abhé&ngigkeit von der Korrelationszeit 7. eines
I5N-Kernes, der an einem Proton im Abstand von rxy = 0.102 nm gebunden ist (s. Gl

fir 71 = Rfl und GI. fiir Ty = R;l).

gungen, die in diesem Bereich stattfinden, indirekt sichtbar zu machen [28| 29].
Sogenannte Austauschexperimente dominieren die NMR-Zeitskala, die sich vom ps-bis-
ms-Bereich erstreckt (mittlerer Bereich in Abb. [2.2). Chemischer (oder auch konforma-
tioneller) Austausch ist durch die Anderung der magnetischen Umgebung von Atomen in
einem Molekiil charakterisiert. In deren Folge tragt die Orts- und Zeitabhéngigkeit der
Kernspins zum Dephasieren der Kohdrenz und zum Magnetisierungstransfer zwischen
verschiedenen Zustédnden bei. Fiir einen Zwei-Zustands-Austausch zwischen A und B
kann folgende Beziehung angenommen werden [30]:

A2 B, (2.1.11)
k_1

mit den beiden Ratenkonstanten k; und k_1, fiir die Hin- bzw. fiir die Riickreaktion. Die
Summe aus diesen beiden Ratenkonstanten wird als Austauschrate ke, bezeichnet:

kex = k1 + k1. (2.1.12)

Durch die Populationen py und pg der beiden Zustdnde A und B, besteht folgende
Beziehung zwischen der Austauschrate und den beiden Ratenkonstanten:

ki = ppkes, (2.1.13)
ko = pake. (2.1.14)

Der eingangs beschriebene zeitabhéngige Austausch zwischen A und B, kann nun allge-
mein formuliert werden:

S0 -G ) () (r @) e

11



Durch chemischen Austausch kann longitudinaler Magnetisierungstransfer (klassisches
NOESY-Experiment, siche auch Abschnitt hervorgerufen werden, der mittels
ZZ-Austausch-Spektroskopie [31], 32] gemessen werden kann.

Prazidiert die transversale Kohérenz frei unter dem Hamilton Operator der chemischen
Verschiebung,

H; = wiI,, (2.1.16)
mit der Larmorfrequenz w; des Kernes j, spricht man von transversaler Relaxation,
die auch durch Austauschprozesse hervorgerufen wird. Die Losung der McConnell-Glei-
chungen gibt nun an, wie sich die jeweilige Kohédrenz des Zustandes A bzw. B (Mx(t),
Mg(t)), mit der Zeit t entwickelt [33]:

() = (a0 ol (200)) 2117
M(t) = A{)M(0) (2.1.18)

Die Koeflizientenmatrix oy;(t)=A(t) ist im Anhang angegeben (s. Gl (A.1.1)).

Das Zeitregime des Austausches hidngt nun davon ab, in welchem Verhéltnis die Aus-
tauschrate k.. zur Differenz der chemischen Verschiebungen Aw = wa — wp der beiden
Zustande A (mit wy) und B (mit wg), steht. Man definiert drei Zeitregimes des Austau-
sches:

langsam kex < Aw,
intermedidr ke & Aw, (2.1.19)
schnell ko > Aw.

Die Abb. 2.10] verdeutlicht die Verdnderungen im NMR-Spektrum, die durch unterschied-
liche Verhéltnisses kex/Aw hervorgerufen werden.

Als weiterer spektroskopisch zu verfolgender Effekt, der durch Austauschprozesse her-
vorgerufen wird, ist die Relaxation der transversalen Kohdrenz anzufiihren, die wahrend
CPMG-Spin-Echo-Sequenzen (Carr-Purcell-Meiboom-Gill, [34] 35]) ablauft. Da im Rah-
men dieser Arbeit vor allem diese CPMG-basierten Methoden fiir die Dynamikaufklarung
im ps-bis-ms Bereich-verwendet worden sind, sollen diese hier ndher vorgestellt werden.
Das folgende Modul:

1]

2 2

mit einem 7-Puls, der durch die Wartezeit 7¢p eingerahmt wird, wird als ein Spin-Echo-
Modul bezeichnet. Der zentrale m-Puls invertiert die Prazessionsbewegung der einzelnen
Kernspins, sodass die Kohérenz am Ende eines Spin-Echos

M (cp) = AATM(0) (2.1.20)

betriigt, mit der konjugiert komplexen Matrix AT (t) von A(t). Am Ende einer gerad-
zahligen Anzahl von CPMG-Spin-Echo-Blécken betrégt die Kohérenz

M (2k7cp) = (AATATA) M (0), (2.1.21)

12



(b)

Frequenz / Hz

Abb. 2.10.: Nach Gl. (2.1.18]) berechnete Spektren fiir verschiedene Verhéltnisse kex/Aw. Die Spektren
sind jeweils mit pp = pg = 0.5, RY, = RY; = 10 Hz und Aw = 50 Hz simuliert worden.
Die Austauschrate kex nimmt hierbei folgende Werte an: ke = 0Hz (a), kex = 5Hz (b),

kex = 50Hz (¢) und kex = 500 Hz (d). Es sind absolute Intensitdten dargestellt.
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mit einer ganzen Zahl k.

J. P. Carver & R. E. Richards [36], J. Jen [37] und D. G. Davis, M. E. Perlman und R.
E. London [38] haben eine allgemeine Losung der effektiven transversale Relaxationsrate
Ry o = f(7cp) fiir die GL angegeben (mit pa > pg), die fiir alle Zeitregimes des
chemischen Austausches gilt:

1 1 1
Rooft (_) = = (RQA + Rop + kex — — cosh™ (D, cosh (1) — D_ cos (77))) :
TCp 2 e
mit: (2.1.22)

1 [+ 2Aw?
D, = —-| +—=+1
i 2<¢w2+¢2 )
e = —Tjg\/\/wuwiw

= (Roa — Rop — pakex + Pekex)” — Aw? + dpappk’,
¢ = 2AM(R2A - RQB - pAkex + kaex)
Aw = 2mAv.

Fiir den Grenzfall des schnellen chemischen Austausches, ko, > Aw, konnten Z. Luz &
S. Meiboom [39] vor J. P. Carver & R. E. Richards [36] eine analytische Losung angeben:

1 Aw? Fex 2
Roeit | —— ) = Rap + PAEB2Y (1] tanp | ZeTCP . (2.1.23)
7 Tcp Kex 2 kexTcp

Sowohl fiir den Grenzfall des langsamen chemischen Austausches, kex < Aw, [40]

sin (AwTcp/2)

Aror/2 (2.1.24)

1
Rop et (-) = Rop + k1 — ky

Tcp

als auch fir pa > pg, [41]

1 kox Aw?
Ry s (—) — R + Palb —, (2.1.25)
TCP K2+ /PR Awt + 144/78,

existieren Losungen, die handlicher als Gl. erscheinen.

In den letzten Jahren hat die Untersuchung der Dynamik auf der pus-bis-ms-Zeitskala
in der Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie einen enormen Auftrieb erlangt [42] 43, [44]. Da
viele biologischen Prozesse wie Enzymkatalyse, Ligandenbindung oder auch Proteinfal-
tungsprozesse (s. Abschnitt auf dieser Zeitskala ablaufen, konnte die enge Verzah-
nung zwischen Konformationséinderungen in biologischen Molekiilen und ihrer Funktion
([45], 146], s. a. Abb. experimentell untermauert werden.

Anfangs erfolgte die Messung der effektiven transversalen Relaxationsrate Rj.q des
Amidstickstoffes nach traditionellem Muster, fiir jeden 7cp-Wert wurde eine komplet-
te Relaxationskurve aufgenommen [47, [48]. Neben HSQC-basierten Sequenzen hat sich
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auch die TROSY-Technik [49] in CPMG-basierten Experimenten etabliert [50]. Der grofe
zeitliche Messaufwand zur Bestimmung der '*N-Relaxationsdispersion wurde mit der
Verwendung von konstanten Relaxationsperioden tiberwunden [51, 52]. Dieser Ansatz

zur Messung der Relaxationsdispersion ist im Rahmen dieser Arbeit gewéhlt worden.
Die dafiir verwendete Pulssequenz ist in Abb. dargestellt.

o 9 9y 9, 9, &, 9,
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Abb. 2.11.: Verwendete Pulssequenz zur Messung der transversalen 'SN-Relaxationsdispersion eines
Proteins, nach [5I} 63]. Schmale bzw. breite Rechtecke stellen 90°- bzw. 180°-Pulse dar.
Die Phasen der Pulse lauten: ¢p1=¢7=ds=0d10=X, X, ¥, ¥, -X, -X, =Y, -V, P2=041=06=Y, ¥, -X,
X, <Yy Vs Xy Xy 937, Vs X, X, <Y, Vs X, <X, 95X, <X, <Y, <Y, X, X, Y, Vs Q1Y <Y, X, X, Y, Y,
-X, -X, ¢12=Y, ®13=X, $14=X, X, -X, -x und die Empfangerphase ¢31=x, -x, y, -y, -X, X, -V,
y. Die relativen Gradientenstarken lauten G1=50 %, G5=-80 % und G3=-30 %, G4=-65 %,
G5=0.1013*G5 und Gg=15 %, die Gradientenlange 1 ms. Die Wartezeit A wurde mit 2.5
ms, 7cp wird variiert. Zur Aufnahme der Relaxationsdispersionskurve wird n schrittweise
erhoht (ganzzahlige Vielfache) und 7cp so verkiirzt, dass die Gesamtrelaxationszeit konstant
bleibt. Zur Aufnahme des Referenzexperimentes werden die beiden Relaxationsmodule er-
satzlos ausgelassen. Die Gesamtrelaxationszeit wird so gewahlt, dass die Kreuzsignalinten-
sitdt im Relaxationsexperiment etwa auf die Halfte des Wertes des Referenzexperimentes
abfillt. Phasensensitivitdt in der indirekten Dimension ist durch Invertierung von G, Inkre-
mentierung von ¢s, ¢4, ¢7 und @19 gemeinsam mit ¢3; gemik Echo-Antiecho [54] erreicht
worden. Auf die Darstellung des WATERGATE-Elementes [23] zur Wasserunterdriickung
wurde der Einfachheit halber verzichtet.

Die Berechnung der effektiven transversalen Relaxationsrate R ¢ fiir jeden 7¢p-Wert

erfolgt mit der GI. 2126
; = ! In 0 (2 1 26)
2,eff T [i )

mit der konstanten Relaxationszeit T' (diese berechnet sich aus den beiden Relaxations-
intervallen, die n-mal wiederholt werden, s. Abb. , der Kreuzsignalintensitit I' des
i-ten Relaxationsexperimentes und der Kreuzsignalintensitat I, des Referenzexperimen-
tes. Mit der Auftragung der R} g-Werte gegeniiber 7ip und der Regression der Gl
an die Messdaten erfolgt die Bestimmung von pa, pg, Aw, kex, Roa und Ragp.
Die Nutzung von Einquanten-Kohirenzen zur Charakterisierung des Verhaltens der 1°N-
Relaxationsdispersion [55, 56] ist auch auf Kohérenzordnungen ungleich Eins anwendbar
[57, 58]. Das Verfolgen der langsamen Dynamik von Proteinen im Grofsenmafstab von
100 kDa mittels CPMG-basierten Relaxationsmethoden konnte von L. E. Kay und Mit-
arbeitern gezeigt werden [59, [60].
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Auch in der Festkorper-NMR haben sich in den letzten Jahren verschiedene Austauschme-
thoden etabliert [61) [62]. Die Messung der transversalen Relaxationsrate im rotierenden
Koordinatensystem, Ry, [63] [64], stellt eine "dynamische” Methode, die sowohl in der
Fliissigkeits- als auch in der Festkorper-NMR anzutreffen ist [65], 66].

Nicht unerwihnt bleiben soll die Linienformanalyse [67] als ein weiteres Beispiel fiir die
Interpretation kinetischer Prozesse auf der us-bis-ms-Zeitskala. Diese ist im Rahmen die-
ser Arbeit bei einer Ligand-Bindungsstudie genutzt worden (s. Abschnitt bzw.
Abb. im Anhang [A.12.5)).

2.1.1.2.3. min-bis-h-Zeitskala Auf der sogenannten Echtzeit-NMR-Zeitskala (rech-
ter Bereich in Abb. kommen Experimente zum Einsatz, die, im Gegensatz zu den
bisher vorgestellten Experimenten, strukturelle Anderungen detektieren, die nicht primér
wihrend der Dauer des Pulsprogrammes ablaufen. Die zeitliche Anderung der chemischen
Verschiebung oder der Intensitdt im NMR-Spektrum gibt den kinetischen Prozess wie-
der, den es zu untersuchen gilt. In der Praxis kommen sowohl eindimensionale [68] als
auch zweidimensionale [69] Experimente zum Einsatz. Als ein konkretes Beispiel wére
das klassische HyO/D50O-Austauschexperiment zu nennen [70]. Hierbei wird durch die
sukzessive Aufnahme von aufeinanderfolgenden NMR-Spektren der Amidprotonenaus-
tausch, der durch die Umpufferung von protoniertem zu deuteriertem Losungsmittelmit-
tel induziert wird, spektroskopisch verfolgt [71]:

( H- N)zu ~ ( H-— N)auf ( H - N)auf ~ ( H-— N)zu' (2127>

kzu

Nur der mit "auf” bezeichnete protonierte Zustand ist zum deuterierten Losungsmittel
austauschfahig [72]. Analog zu dem in Gl beschriebenen Zwei-Zustandsaustausch
kann nun fiir GL die Austauschmatrix K fiir einen Drei-Zustandsaustausch an-
gegeben werden:

d A(t) A(t) _kauf kzu 0 (t)
2AB) | =k [BW)| = | kur —km—k 0] | B@O)]. (2.1.28)
-\ o) C(t) 0 ko 0) \C@)

Die zeitabhiingigen Zustinde A(t), B(t) und C(t) spiegeln hierbei (*H—N),, (*H—N),u
und (*H — N),,¢ wider.

Die Berechnung der Eigenwerte der Austauschmatrix K liefert fiir dieses Drei-Zustands-
system die Austauschrate ke, (zur Herleitung s. Anhang |A.2)):

1
kex = 3 (Kaut + Ko + K2) = v/ (Faut + K + F2)? — 4kauf/€2} : (2.1.29)

Im NMR-Experiment wird der Proton—Deuteron-Austausch durch die zeitliche Intensi-
tdtsabnahme der Protonensignale aufgezeichnet. Durch die Anpassung der Gl. ([2.1.30))
an die Messwerte wird die apparente Austauschrate k., bestimmt:

I = Iyexp (—kext). (2.1.30)

Folgende Grenzfélle kénnen nun fiir Gl. (2.1.29)) unterschieden werden (zur Herleitung
s. Anhang |A.3)):
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L kpy > kaut — kex = % (kaufk2 >7

2. k> ky — kex = Shott = Lky K — SF = K~ — AG%y, = RTIn (SF),

3. k’zu < k’g — kex = ]{72.

Ein Protein mit sehr hoher Stabilitit des nativen Zustandes (o. B. d. A.: AGYy >
60 kJmol™!) wird durch Fall 1. représentiert. Ein H/D-Austausch wird praktisch nicht
beobachtet, s. bspw. Abb. 3 in [73].

Der Fall 2. wird in der Literatur mit EX2 beschrieben (ke ist pH-Wert abhéngig, Reak-
tion zweiter Ordnung).

Der Fall 3. wird als EX1 bezeichnet (ke ist unabhéngig vom pH-Wert, Reaktion erster
Ordnung).

Y. W. Bai und Mitarbeiter haben gezeigt, dass sich das Austauschverhalten gefalteter
Proteine iiber einen weiten pH-Bereich unter Annahme der beiden Regimes EX1 und
EX2 auswerten ldsst [74]. Sind die Messbedingungen so gewéhlt, dass der Fall EX2 er-
fiillt wird, lasst sich aus der gemessenen apparenten Rate ke, die Gleichgewichtskonstante
K (die inverse Grofe wird als Schutzfaktor SF bezeichnet) berechnen. Damit lésst sich
ein Wert fiir die Stabilisierungsenthalpie der Entfaltung AGY; angeben [75] (mit der
universellen Gaskonstanten R und der verwendeten Temperatur 7).

Diese Strategie des EX2-Mechanismus’ kam im Rahmen dieser Arbeit zur Bestimmung
der Stabilitdt der Prolylisomerase EcSIpA zum Einsatz (s. Abschnitt (3.1.3.1)).

2.1.1.3. Experimente zur Strukturaufklarung

Das Interesse an hochaufgeldsten, dreidimensionalen Strukturen von Proteinen schlégt
sich vor allem in der Anzahl der veroffentlichten Strukturen in der pdb-Datenbank
(protein data bank) nieder (s. Abb. [2.12 - Neben der NMR-Spektroskopie (Ersteintrag in
der pdb-Datenbank im Jahr 1989) tragt auch die Elektronenmikroskopie (Ersteintrag im
Jahr 1997) und vor allem die Rontgenkristallographie (Ersteintrag in der pdb-Datenbank
tiberhaupt, im Jahr 1976) zur Gesamtanzahl der publizierten Strukturen bei. Die stark
erniedrigte Anzahl der durch NMR-Spektroskopie im Vergleich zur Gesamtanzahl der
aufgeklarten und verdffentlichten Strukturen (vgl. Abb. mit Abb. ist in der
Grofenlimitation der hochauflésenden NMR-Spektroskopie zu suchen. Durch ausgefeilte
[sotopenmarkierungen ist man zwar in der Lage, Proteine in der Grofenordnung von 30
kDa fiir die NMR zugénglich zu gestalten [76]. Im Vergleich zur Grofe des Ribosoms
(M ~ 2.5 MDa), von dem sowohl beide Untereinheiten [77, [78, [79] als auch die Kom-
plexstruktur mit tRNA-Liganden [80] mittels Rontgenkristallographie aufgeklart werden
konnte, gerdat die NMR-Spektroskopie jedoch stark ins Hintertreffen. Misslingt hingegen
die fiir die Rontgenkristallographie notwendige Proteinkristallisation, ist die hochaufl-
sende NMR-Spektroskopie das Mittel der Wahl zur Strukturaufklarung, adaquate Pro-
bengrofke vorausgesetzt. In den folgenden Abschnitten soll aufgezeigt werden, welche
Experimente und Methoden notwendig sind, um eine hochaufgeloste NMR-Struktur zu
erhalten.
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Abb. 2.12.: Unter Nutzung der NMR-Spektroskopie, Elektronenmikroskopie und Roéntgenkristallogra-
phie gelste Anzahl an dreidimensionalen Strukturen, die in der pdb-Datenbank hinterlegt
worden sind (Stand: November 2010). Dargestellt ist die pro Jahr versffentlichte Anzahl
(rot) und die Gesamtanzahl (blau).
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Abb. 2.13.: Unter Nutzung der NMR-Spektroskopie geloste Anzahl an dreidimensionalen Strukturen,
die in der pdb-Datenbank hinterlegt worden sind (Stand: November 2010). Dargestellt ist
die pro Jahr verdffentlichte Anzahl (rot) und die Gesamtanzahl (blau).
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2.1.1.3.1. Riickgratzuordnung Der entscheidende Parameter bei der Wahl der zur
Riickgratzuordnung geeigneten NMR-Experimente ist die Lénge der Polypeptidkette,
deren Resonanzsignale zugeordnet werden sollen. Bei kleineren Molekiilen (etwa bis zu
einer Lange von 100 Aminoséuren, je nach spektraler Qualitéit) liefern Experimente, die
Kohérenztransferwege zwischen zwei verschiedenen NMR-aktiven Kerne ausnutzen, aus-
reichende Ergebnisse. Bei groferen Molekiilen versagt diese Methode zusehends, da die
spektrale Unterscheidbarkeit zwischen den einzelnen Resonanzsignalen nicht mehr gege-
ben ist. Es ist auf eine weitere Dimension zuriickzugreifen, sogenannte Tripel-Resonanz-
experimente kommen in diesen Féllen zum Einsatz.

Die Zuordnung der 'HN- und ®N-Resonanzen im 'H-"N-HSQC-Spektrum des Protein-
riickgrates von FcSIpA (148 Aminosduren, s. Abschnitt erfolgte mit Hilfe von
Tripel-Resonanzexperimenten, die Kohirenztransferwege vom 'HN- {iber den '°N- bis hin
zum 3C,- und *Cg-Kern ausnutzen (s. Abb. . Da die Kopplungsstéirken, die iiber
ein oder zwei chemische Bindungen reichen, bekannt sind (s. a. Abb. , gelingt es,
die Kohérenztransferwege zwischen den einzelnen Kernen effizient zu gestalten. Die zur
Riickgratzuordnung genutzten Pulssequenzen (trHNCA, trHNCACB, trHN(CO)CACB)
[81, 8B2] folgen in ihrer Notation genau diesen Kohérenztransferwegen.

Das HNCA-Experiment [83, [84] realisiert den Kohiirenztransfer vom 'HN- iiber den °N-
zum C,-Kern der eigenen und der Vorgangeraminosiure (*Jisyisg, = 2Jisyisc, ). Mit
diesem Transferweg erhélt man eine sequentielle Information innerhalb der Polypeptid-
kette. Das HNCACB-Experiment [85] liefert zusétzlich zum HNCA-Experiment auch
Information iiber die chemische Verschiebung des ¥*Cz-Atoms der eigenen und der Vor-
gangeraminosaure. Unter Nutzung des HN(CO)CACB-Experimentes [86] gelingt nun,
unter Verlust der Konnektivitdt zur eigenen Aminoséure, die Unterscheidung zwischen
den '3C,- und '¥Cgs-Resonanzen der eigenen und der Vorgéngeraminosidure. Die Tab.
im Anhang [A.4] fithrt die aminoséurespezifischen chemischen Verschiebungen der
13C,- und ¥Cg-Resonanzen einer unstrukturierten Polypeptidkette auf. Diese dienen als
Einstieg in die sequentielle Zuordnung.

Bei identischen experimentellen Parametern sinkt mit der Erhohung der Kohéarenztrans-
ferwege das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis betrichtlich. Das HNCACB ist etwa 10fach,
das HN(CO)CACB etwa 100fach sensitivitatsschwécher verglichen zum HNCA (s. Abb.
(a), (b) im Vgl. zur Abb. 3.1]im Abschnitt [3.1.1.1]). Das HNCO-Experiment [83}, 84],
das im Rahmen dieser Arbeit nicht verwendet worden ist, stellt das sensitivste Tripel-

Resonanzexperiment dar (*Jisyisg, < 'Jispisey, 5. Abb. [2.4)).

2.1.1.3.2. Seitenkettenzuordnung Die Zuordnung aller Seitenkettenresonanzen ist
die notwendige Bedingung, um zu einer hochaufgelosten NMR-Struktur zu gelangen.
Fiir die Komplettzuordnung der Resonanzen von EcSIpA sind das HBHA(CO)NH [87],
C(CO)NH-TOCSY [88] und das HCCH-TOCSY [89] genutzt worden. Die durch die
Verwendung dieser drei Experimente erfolgte Zuordnung wurde durch den Einsatz von
NOESY-editierten 'H-'"N-/'H-13C-HSQC-Experimenten [90] {iberpriift und gegebenen-
falls ergénzt.

Mit den genannten Experimenten sind die chemischen Verschiebungen aller in Tab.
im Anhang aufgefiihrten aminoséurespezifischen Kerne zuordenbar.
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2.1.1.3.3. NOEs Der Nuclear Overhauser Effect beruht auf magnetischen Wechsel-
wirkungen zwischen rdumlich nahen Kernspins eines Molekiils, das der Brownschen Mo-
lekularbewegung unterliegt [91]. Diese Wechselwirkungsart unterscheidet sich fundamen-
tal von der skalaren Kopplung, die iiber chemische Bindungen vermittelt wird. Aufgrund
der starken Abstandsabhéngigkeit (s. Gl. in Verbindung mit Gl. (2.1.39), (2.1.40)
und GL. (2.1.10))) ist der NOE der klassische Parameter fiir die Bestimmung der Sekundér-
und der Tertidrstruktur eines Proteins (s. Abschnitt [2.3). Die aus NOESY-Spektren ge-
wonnenen NOEs (Abb. zeigt das zugrundeliegende Pulsprogramm) sind sensitiv bis
zu einem Abstand r von etwa r < 0.5 nm. Abgrenzend zu diesem transienten NOE exis-
tiert der NOE im Gleichgewicht (hNOE). Dieser ist in Abschnitt beschrieben

worden.

Praparation  Evolution Mischphase Detektion

t, t t,

m

00 01 02 03

AW
V4 AN PATRY

Abb. 2.14.: NOESY-Pulsprogramm zur Aufnahme von intramolekularen Kreuzsignalen [92]. Die Wahl
der Lénge der Mischzeit ¢y, ist von entscheidender Bedeutung fiir den Aufbau des NOEs
zwischen Protonen innerhalb des untersuchten Molekiils, s. Abb. Die jeweilige
Grofe des Dichteoperators o; ist im Text angegeben.

Im folgenden soll das Grundprinzip des NOESY-Experimentes [92] mit Hilfe der Pro-
duktoperatoren [93] erlautert werden. Fiir ein homonukleares Zwei-Spin-System, I; und
15, das keiner skalaren Kopplung unterliegt, gilt vor dem ersten 90°-Puls:

gg = ]12_'_[22- (2131)
Das System wird durch den ersten 90;-Puls pripariert:
o1 = _Ily - IQy. (2132)

Wahrend der Zeit t; entwickelt sich die chemische Verschiebung w von I; und I, unter
der transversalen Relaxationsrate Rs:

09 = [_[ly COS (wltl) + le sin (wltl)] exXp (—Rgtl) + (2133)
[— 1oy cos (wat1) + Loy sin (watq)] exp (—Rat1).
Der zweite 90° -Puls fiihrt zu folgendem Dichteoperator o3 vor Beginn der Mischzeit ¢,
o3 = [Ilz COS (wltl) + le sin (u)lt1>] exp (—Rgtl) + (2134)
[I5, cos (watq) + Loy sin (wat1)] exp (—Raty).

Der Phasenzyklus des Pulsprogrammes in Abb. fithrt zur Unterdriickung der Terme,
die wahrend der Mischzeit keinen Beitrag zur longitudinalen Magnetisierung liefern. Mit
dieser Uberlegung folgt

o5 = [I1, cos (wit1) + Iz, cos (watq)] exp (—Rat). (2.1.35)
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Wiéhrend der Mischzeit t,, entwickelt sich dieser longitudinale Anteil zu:

o= + [[1,011(tm) cos (wit1)] exp (—Rat1) (2.1.36)
+  [[1,021(tm) cos (waty)] exp (— Raty)
+ [Iy,a99(tm) cos (watq)] exp (— Ratq)
+  [Iy,a19(tm) cos (witq)] exp (—Raty),

mit den Amplituden a;j, die aus der Losung der Bewegungsgleichung der longitudinalen
Magnetisierungskomponenten (Solomon-Gleichungen) folgen:

an(tm) = agn(tm) = cosh (Rieustm) €xp (— Raiagtm ), (2.1.37)
a12(tm) = a21(tm) = sinh (ereuztm) eXp (_Rdiagtm)- (2138)

Die Relaxationsrate des Diagonalsignals Rgiag betragt:
1
Riing = Ed2{J(0) + 3J(w) + 6J(2w)}, (2.1.39)
die Relaxationsrate des Kreuzsignales Ry cu,:

Rirewy = %dZ{J(O) —6J(2w)}, (2.1.40)

jeweils mit den in den Gl. (2.1.10) und (2.1.6) definierten Gréfen d und J(w).

Der finale 90,-Puls fiihrt zu observablen NMR-Signalen S5(¢,t,) und S5 (¢1,,), die
sich wahrend der Detektionszeit ¢y entwickeln (o5; auf den Sinusanteil von o5 wird hier
verzichtet):

SS(ty,te) = +  ag(tm) cos (wity) exp {iwitas — Ro(ty + t2)} (2.1.41)
+ a9 (tm) cos (watq) exp {iwata — Ra(ty + t2)}
+  aia(tm) cos (witq) exp {iwaty — Ro(ty + t2)}
+  age(tym) cos (waty) exp {iwity — Ro(ty + ta)}-

Da sowohl die Diagonal- als auch die Kreuzsignale (s. Gl. (2.1.37)), (2.1.38))) von der spek-
tralen Leistungsdichtefunktion J(w) (s. GL (2.1.6)) abhéngen, folgt neben der Mischzeit-
abhéngigkeit eine starke Abhéngigkeit des NOEs von dem Abstand r der wechselwirken-
den Kernspms (NOE ~ r7%) und von der Rotationskorrelationszeit 7. der Molekiilbewe-
gung (s. Abb. [2.15) - -

Die longitudinale Magnetisierung kann nicht nur direkt von einem Kernspin auf den
anderen iibertragen werden, auch iiber benachbarte Kernspins kann dieser Transport
vermittelt werden. Dies wird als Spin-Diffusion bezeichnet [95] und trégt bei linge-
ren Mischzeiten t,, umso starker zum NOE-Signal bei. Experimentell muss nun ein
Kompromiss zwischen der Unterdriickung der Spin-Diffusion und ausreichender NOE-
Signalintensitit gewahlt werden. In der Protein-NMR-Spektroskopie werden Zeiten im
Bereich t,,, = (60...120) ms genutzt.
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Abb. 2.15.: Starke Amplituden- und Mischzeitabhéingigkeit des NOE-Kreuzsignals von dem Abstand
r zweier Protonen bei konstanter Rotationskorrelationszeit des Molekiils von 7. = 15 ns.
Die Kurven wurden fiir eine Protonen-Larmorfrequenz von wiH = 600 MHz berechnet. Die
Abstéinde von = 2.2 A (r: H,-HN (B-Faltblatt), in schwarz), r = 2.8 A (r: HN-HN (a-Helix),
in blau), 7 = 3.5 A (r: Ho-HY (a-Helix), in griin) und r = 4.3 A (r: HN-HN (S-Faltblatt), in
rot) wurden nach [94] angenommen. Die Relaxation wéihrend ¢; ist vernachlédssigt worden.
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Abb. 2.16.: Starke Amplituden- und Mischzeitabhéngigkeit des NOE-Kreuzsignals von der Rotations-
korrelationszeit 7. des Molekiils, bei konstantem Abstand zweier Protonen von r = 2 A. Die
Kurven wurden fiir eine Protonen-Larmorfrequenz von wi! = 600 MHz berechnet. Es sind
die Fille 7, = 1ns (in schwarz), 7. = 3ns (in blau), 7. = 10ns (in griin) und 7. = 30ns (in
rot) gezeigt. Die Relaxation wihrend ¢; ist vernachléssigt worden.
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2.1.1.3.4. Bindungswinkel G. N. Ramachandran und Mitarbeiter konnten 1963 zei-
gen, dass die beiden dihedralen Winkel ¢ und 1 des Proteinriickgrates (s. Abb.
sehr gut die lokale Geometrie des untersuchten Molekiils definieren [96]. Die (¢, ¢)-Paare
konnen im Ramachandran-Plot aufgetragen werden. Je nach Sekundéarstrukturelement
der dem (¢, 1)-Paar zugrunde liegenden Aminosédure bilden diese Paare charakteristische
Bereiche im Ramachandran-Plot aus. Die chemischen Verschiebungen der Riickgratato-
me H,, C,, Cg, C' und N sind ihrerseits auch sensitiv fiir die lokale Riickgratgeometrie
[07, O8] und kénnen somit fiir die dihedrale Information herangezogen werden [99] [100].
Das fiir die Strukturaufklarung von EcSIpA verwendete Programm TALOS, torsion angle
likelihood obtained from shifts and sequence similarity [101], trifft eine Strukturvorher-
sage unter Nutzung von bekannten chemischen Verschiebungen der H,-, C,-, Cs-, C'-
und N-Atome und den dazugehédrigen Sekundérstrukturelementen. Die erste verdffent-
lichte Version von TALOS [101] basiert auf 20 hochaufgelésten Rontgenstrukturen. Die
aktuellste Version (TALOS+, [102]) arbeitet mit einem neuronalen Netzwerkalgorithmus
und basiert auf 200 bekannten Proteinstrukturen.
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Abb. 2.17.: Definition der beiden dihedralen Winkel ¢ und % im Proteinriickgrat. Beide Winkel sind
sensitiv fiir die lokale Molekiilgeometrie und kénnen damit zur Sekundérstrukturbestimmung
herangezogen werden.

2.1.1.3.5. Dipolare Kopplung (Residual dipolar coupling, RDC) Neben dem NOE-
Effekt und der Information iiber die dihedralen Winkel ¢ und v stellen die sogenannten
dipolaren Restkopplungen, RDCs, eine weitere Moglichkeit dar, Strukturinformationen
unter Nutzung der NMR~Spektroskopie zu gewinnen. Da die Information iiber die Stér-
ke der dipolaren Kopplung in der hochauflésenden NMR-Spektroskopie im allgemeinen
nicht zur Verfiigung steht, ist es durch Nutzung von Phagen, Gelen, Bicellen oder ande-
ren Medien moglich, einen definierten Ausrichtungsgrad des Bindungsvektors von zwei
Kernen gegeniiber dem dukeren statischen Magnetfeld zu erreichen (s. Abb. [2.18). Diese
Ausrichtung wird als dipolare Restkopplung bezeichnet und ist spektroskopisch zugéng-
lich.

Die dipolare Restkopplung zweier wechselwirkender Kerne P und @Q besitzt folgende
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Abb. 2.18.: Definition der dipolaren Restkopplung anhand des Amidprotonenvektors 7, der die chemi-
sche Bindung zwischen dem 'HN-Kern (in rot) und dem '°N-Kern (in blau) repriisentiert.
Dieser Vektor ist mit den beiden Polarwinkeln ¢ und 6 gegeniiber dem &ufseren Feld By (in
z-Richtung orientiert) ausgerichtet.

Grofe [103]:
max 1 2 3 12
RDCpqe,6) = DBy §Da(3 cos“ 0 — 1)+ ZR sin® 6 cos(2¢) (2.1.42)
: max ﬂOh —
mit: DEg = _HVP7Q<TP5>7

mit der Rhombizitdt R und der Magnitude D, des Ausrichtungstensors D, der magne-
tischen Suszeptibilitdt pg, den Polarwinkeln # und ¢, den gyromagnetischen Verhélt-
nissen 7; der an der Bindung beteiligten Kerne, dem Abstand rpg beider Kerne und
der Planck-Konstanten h. Dabei spiegeln R und D, eine globale Molekiilinformation,
den sogenannten Ausrichtungstensor, wider. Dieser setzt sich aus mehreren individuel-
len Bindungsvektoren 7 zusammen.

G. M. Clore und Mitarbeiter konnten 1998 zeigen, dass Rhombizitdt R und Magnitu-
de D, des Ausrichtungstensors in folgenden Beziehungen zu den Hauptachsenelementen
Dy, Dyy, D,, des Ausrichtungstensors D stehen [104]:

Dy = —Do(1—15R),
Dy, = —D,(1+15R),
D, = 2D,.

Experimentell werden die RDC-Werte eines Bindungsvektors bestimmt, indem man zu-
erst (unter isotropen Bedingungen) die skalare Kopplung, die zwischen den beiden Ker-
nen existiert, misst, Fall (a). Danach wird durch Ausrichtung der Probe (unter aniso-
tropen Bedingungen) die Kopplung gemessen, die sich nun aus dem skalaren und dem
residualen dipolaren Anteil additiv zusammensetzt, Fall (b). Durch Differenzbildung
der gemessenen Kopplung aus (b) und (a) ergibt sich die residuale dipolare Kopplung
des interessierenden Bindungsvektors. Im Rahmen dieser Arbeit ist die dipolare Rest-
kopplung der Riickgratamide von EcSIpA in der *N-Dimension mittels 'H-?N-IPAP-
HSQC-Spektren (IPAP: Inphase/Antiphase) bestimmt worden [105]. Ein Ausschnitt die-
ser Spektren ist fiir Fall (a) und (b) in Abb. im Anhang [A.6| gezeigt.

Die einfachste Methode, um RDC-Daten in eine Strukturrechnung einfliefsen zu lassen,
besteht darin, die berechnete Orientierung der Bindungsvektoren an die gemessenen

RDC-Werte anzupassen [104] (s. Abb. im Anhang [A.10)).
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2.1.1.4. Diffusionsexperimente

Eine Vielzahl von Prozessen in der Physik, Chemie und auch in der Biologie unterliegen
der Diffusion. Die Ursache der Diffusion ist in der thermischen Bewegung jedes einzelnen
Teilchens zu suchen. Diese verursacht auch ohne Einwirkung von duferen Kréften eine
Orstverinderung jedes dieser Teilchen.

Die experimentelle Verfolgung von thermischer (oder auch Brownscher) Bewegung stellt
eine Moglichkeit dar, den Diffusionskoeffizienten D der Translation zu bestimmen. Da
dieser unter anderem von der Form, der Ladung, der Masse und auch von der Tertiér-
bzw. Quartarstruktur des untersuchten Proteins abhéangt und diese Gréfsen nicht in den
Hamiltonoperatoren der Kernspins enthalten sind, ist der Diffusionskoeffizient ein quanti-
tativer Parameter, das Protein global zu charakterisieren. Die NMR-Spektroskopie stellt
mit der Verwendung von gepulsten Feldgradienten [106], 107, 108] eine Methode bereit,
den Diffusionskoeffizienten der Translation experimentell zu bestimmen (s. Abb. im
Vgl. zur Abb.[2.20). Im Rahmen dieser Arbeit kamen stimulierte Echoexperimente [109]
mit bipolaren Gradienten [I10] zum Einsatz (s. Abb. [2.19).
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Abb. 2.19.: Verwendete Pulssequenz zur Messung der Translationsdiffusion D eines Proteins. Schmale
bzw. breite Rechtecke stellen 90°- bzw. 180°-Pulse dar. Die Phasen der einzelnen Pulse lau-
ten: ¢1=x, ¢go=4x, 4(-x), ¢3=8%, 8(-x), P1=X, y, -X, -y und die Empfingerphase ¢3;=2(x,
Y, =X, -y), 2(-X, -y, X, y). Die Diffusionszeit betriagt A, die Gradientenlinge der De- bzw.
Rephasierung §. Die Gradientenstiarke G; wurde fiir die Messung einzelner Protonenspek-
tren variiert, Go = —17.13 % (Spoilgradient). Auf die Darstellung der Vorsittigung und
des WATERGATE-Elementes [23] zur Wasserunterdriickung wurde der Einfachheit halber
verzichtet.

Die Anwendung von gepulsten Feldgradienten fiihrt zur Ortsabhéngigkeit der Larmor-
frequenz weg jedes einzelnen Kernspins:

wert(p, 2) = py{Bo + (G2)} = p{wo +7(G2)}, (2.1.43)

mit der Kohérenzordnung p, der Ortskoordinate in z-Richtung (Gradientenrichtung),
dem gyromagnetischen Verhéltnis 7, der verwendeten (statischen) magnetischen Fluss-
dichte By und der Gradientenstéirke G. Damit einhergehend wird die Phaseninformation
oot jedes einzelen Kernspins auch zeitabhéngig,

Pefr(t) = wot + 7 /Ot G(t)z(t) dt . (2.1.44)
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Abb. 2.20.: Die in vier verschiedenen Schichten angeordneten Kernspins (roter, griiner, blauer bzw.
schwarzer offener Kreis) erfahren durch den Gradienten in z-Richtung (schwarzer Pfeil, (I))
eine Dephasierung ((I) — (II)). Da in diesem Schema keine Translationsdiffusionsbewegung
in Gradientenrichtung angenommen wird ((II) — (III)), werden durch die Invertierung des
z-Gradienten alle Kernspins rephasiert ((IV)) und stehen somit zur Signalaufnahme bereit

(V)). Nach [IT1].
z Translationsdiffusion Dephasierung
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Abb. 2.21.: Im Gegensatz zur Abb. wird hier eine Translationsdiffusionsbewegung der Kernspins in
Gradientenrichtung angenommen ((II) — (III)), die trotz erfolgter Gradienteninvertierung
(IV) zur Dephasierung des Signals beitrégt (V). Nach [I11].

Experimentell wird die Gradientenstédrke GG variiert und eine geeignete Diffusionszeit A
und Gradientenlange § gewahlt, sodass eine Signalabnahme von etwa 90 % bei hochster
verwendeter Gradientenstarke erreicht wird.

J. E. Tanner hat 1970 fiir ein stimuliertes Echo-Experiment folgende Abhéngigkeit des
NMR-Signals S von der Gradientenstérke G gezeigt [109]:

50 =50 exp [_ <2%> _ (;_21)] exp {—72G252D <A _ g)} (2.1.45)

/ \\

_ -
Relaxationsverlust Diffusionsterm

Aus GL ist ersichtlich, dass bei Molekiilen mit kurzen Relaxationszeiten der Si-
gnalverlust, der durch Relaxation hervorgerufen wird, unbedingt beachtet werden muss.
Da im Rahmen dieser Arbeit Absolutmessungen des Diffusionskoeffizienten vorgenom-
men wurden und keine internen Referenzmolekiile (wie bspw. in [I12] beschrieben) zum
Einsatz kamen, muss auf eine exakte Kenntnis der verwendeten Gradientenstérken ge-
achtet werden. Fiir jeden genutzten Probenkopf ist somit fiir die Gradientenspulen eine
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Kalibrierung vorzunehmen [113].

Bei dieser Gradientenkalibrierung wird eine Pulssequenz genutzt, die auch wahrend der
Datenaufnahme mit einer von Null verschiedenen Gradientenstéirke arbeitet. Dadurch
erhélt man im NMR-Spektrum ein spektrales Abbild von der fiir die Kalibrierung ver-
wendeten Probe. Mit bekannter Abmessung der Probe 1aft sich die verwendete absolute
Gradientenstéirke berechnen [114]:

G, = ——, (2.1.46)

dabei ist G, die fiir das Experiment verwendete absolute Gradientenstéarke in z-Richtung,
Aw der spektrale Bereich, der fiir die verwendete Probe eine Signalintensitét zeigt, v das
gyromagnetische Verhéltnis des in der Probe enthaltenen und fiir die Datenaufnahme
ursdchlichen NMR-aktiven Kernes und Az die Lénge der Probe in Gradientenrichtung.
Die Abb. zeigt solch eine Kalibrierkurve. Mittels Extrapolation ergibt sich aus dieser
eine maximal zur Verfiigung stehende Gradientenstéirke von G = (0.55 £+ 0.01) Tm ™!
(mit einem verwendetem Az = (2.00 £ 0.01) mm).

0.6 -
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absolute Gradientenstiarke / Tm
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I I I I I I
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relative Gradientenstirke / %

Abb. 2.22.: Kalibrierkurve fiir die Bestimmung der absoluten Gradientenstéirke G, eines Fliissigkeitspro-
benkopfes. Die Abzissenwerte geben die fiir das Kalibrierexperiment verwendeten relativen
Gradientenstédrken an. Die Werte der Ordinate spiegeln die absoluten Gradientenstérken
wider, die mit GI. || berechnet worden sind.

Mit dem gemessenen Diffusionskoeffizienten D und mit bekannter Viskositat n des ver-
wendeten Losungsmittels erhdlt man nun Zugang zum hydrodynamischen Radius 7y
[115]:
kgT
D= """
6Ny

(2.1.47)

mit der Boltzmann-Konstante kg und der absoluten Temperatur 7T. Die Grofse ry ent-
spricht dem Radius einer hypothetisch angenommenen Kugel, die dieselben Diffusionsei-
genschaften besitzt wie das untersuchte Molekiil. D. K. Wilkins und Mitarbeiter haben
gezeigt, dass zwischen der Grofle eines nativen bzw. entfalteten Proteins und dessen
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hydrodynamischen Radius’ folgender quantitativer Zusammenhang existiert [116]:
ri = (4.75 4 1.11) NO290-02. (2.1.48)

ri = (2.21 4+ 1.07) NOSTE002, (2.1.49)

Dabei entspricht rf; dem hydrodynamischen Radius (in Angstrém) eines Proteins mit N
Aminosduren unter Nativbedingungen, r}; dem unter Komplettentfaltungsbedingungen.

2.1.1.5. Temperaturiibergange

Die thermodynamische Stabilitdt von Proteinen ist durch die Differenz der freien Enthal-
pie AG zwischen nativer Struktur und entfalteter Polypeptidkette definiert (s. a. AGap
in Abb. 2.3). Die freie Enthalpie dG (eine absolute Grofe) ist durch die Gibbs’sche
Fundamentalgleichung der Thermodynamik gegeben:

dG(T,p, N) = =SdT + Vdp + pdN, (2.1.50)

mit der Entropie S, der Temperatur 7', dem Volumen V', dem Druck p, dem chemischen
Potential y und der Stoffmenge N. Wird GIL. auf die Proteinfaltung zwischen
dem nativen, N, und dem entfalteten Zustand, U, angewendet (in Abb. entspricht
N dem Zustand A und U dem Zustand B), folgt die freie Standardenthalpie AG®:

AG® = —AS%T + AV%dp + md[D], (2.1.51)

mit der Differenz der Entropie AS° und des Volumens AV? zwischen dem nativen und
dem entfalteten Zustand, mit der Kooperativitit m des Uberganges zwischen N und U
und der Konzentration des chemischen Denaturierungsmittels [D].

Die Stabilitit des nativen Zustandes N von Proteinen kann nun durch die Anderung der
freien Enthalpie AG wahrend einer Entfaltungsreaktion bestimmt werden:

AG = AG" + RThh K, (2.1.52)

mit der universellen Gaskonstanten R, der Temperatur T und der Gleichgewichtskon-
stanten K (siche auch Abschnitt [2.1.1.2.3). Unter Gleichgewichtsbedingungen ist die
Anderung der freien Enthalpie AG = 0. Somit gilt fiir alle Messungen, die im Gleichge-
wicht erfolgen, fiir die freie Standardenthalpie:

AG’ = —RTIh K. (2.1.53)

Aus Gl. 1. ist ersichtlich, dass durch die Anderung des Druckes p (mechanisch),
der Temperatur T (thermisch) oder der Konzentration des Denaturierungsmittels [D]
(chemisch) die freie Standardenthalpie AG® von Proteinen bestimmt werden kann.

Mit Hilfe von Fluoreszenz-, Absorptions- oder auch Circulardichroismusspektroskopie
werden vor allem durch Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid induzierte Entfaltungs-
vorginge untersucht, um die freie Standardenthalpie AG? zu bestimmen. Unter Nutzung
von thermischen Entfaltungen erhilt man zusitzlich zur freien Standardenthalpie AG°
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Zugang zum AH°-Wert (van’t-Hoff-Enthalpie im Ubergangsmittelpunkt) und zur spe-
zifischen Wérme ACp [117]:

Tw—T T
=T scfn-rern(D)] e

mit der Temperatur T}, im Ubergangsmittelpunkt.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Bestimmung von AG?, AH?(T},,) und ACp unter-
schiedlicher FEcSlpA-Varianten durch Temperaturentfaltung und ihrer Detektion unter
Nutzung der NMR-Spektroskopie (s. Abschnitt .

AG(T) = AH(Ty,) (

2.1.1.6. Bindungsstudien

Das grofte Potential der hochauflosenden NMR-Spektroskopie kommt stark bei Bin-
dungsstudien zum Ausdruck. Proteininteraktionen mit verschiedenartigen Liganden, wie
es Peptide, DNA, RNA oder auch Metallionen sein kénnen, sind NMR-spektroskopisch
zuganglich und auch strukturell charakterisierbar [I18|, 119]. Verdnderungen sowohl in
den Werten der chemischen Verschiebung als auch in der Linienbreite oder der Intensi-
tat der Resonanzsignale des detektierten Proteins stellen bei Ligandenzugabe Parameter
dar, um die (moglichen) Bindestellen zu lokalisieren.

Anlehnend an die GI. (Reaktion erster Ordnung), kann fiir eine Protein-Ligand-
Bindungsstudie als einfachstes Modell ein Austauschschema zweiter Ordnung angenom-
men werden:

P+ L == PL, (2.1.55)

mit dem Protein P und dem Liganden L. Die Ligandenassoziation wird mit der Rate kg,

die der Ligandendissoziation mit kg;ss beschrieben. Die Rate des chemischen Austausches
(vgl. GL. (2.1.12) fiir Reaktion erster Ordnung) wird durch

kex = [L]kass + kd1557 (2156>
mit der Konzentration [L] des Liganden, definiert. Analog zu Gl. (2.1.19) wird die Zeit-

skala des Austausches zwischen dem freien Protein P und dem Protein-Ligand-Komplex
PL charakterisiert (langsam, intermediér, schnell).

Verandern sich aufgrund der Bindung des Liganden an das Protein dessen chemische Ver-
schiebungen, besteht im Verfolgen der chemischen Verschiebungen der Proteinsignale mit
ansteigender Ligandenkonzentration eine Moglichkeit, die Bindung zu charakterisieren.
Die bekannte Zuordnung der Resonanzsignale des Proteins kann somit einfach von einem
zum néchsten Titrationsschritt ibernommen werden (Grenzfall des schnellen chemischen
Austausches zwischen P und PL; Linienbreite unbeeinflufst, s. a. Abb. (d)). Oft er-
folgt dies in gut aufgelosten 'H-'N-Korrelationsspektren. Durch die Verwendung einer
15 N-markierten Proteinprobe und der Titration eines unmarkierten Liganden kann damit
die Bindestelle am Protein aminosédurespezifisch aufgeklart werden. Fiir die quantitative
Auswertung der Bindung wird die gewichtete Anderung der chemischen Verschiebung
Aw™! jeder einzelnen Aminosiure berechnet [120]:

1 2 1 15 2
Al = \/(A H) +2/25(A N® (2.1.57)
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mit der Anderung der jeweiligen chemischen Verschiebungen der 'H- und ' N- Resonan-
zen, A'H und A™N. Wird nun die gewichtete Anderung der chemischen Verschiebung
Aw®! in Abhingigkeit von der Ligandenkonzentration |L| wihrend des Titrationsexpe-
rimentes berechnet, kann die Stochiometrie n und die Dissoziationskonstante Kp der
Bindung bestimmt werden (es gilt die Annahme einer Bindestelle):

(B + n[L] + Kp)? — B —n[L] — Kp + 4n[L]VB

AV (L) = —Awn 55 (2.1.58)
mit: B = —[P]O_ L]
L]

Dabei stellen Aw,, das Maximum von Aw®! [P]° die Startkonzentration des Prote-
ins und |L]° die Stammkonzentration des titrierten Liganden dar. Nur die Angabe der
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Abb. 2.23.: Abhéngigkeit der Bildung des Protein-Ligand-Komplexes PL von dem Konzentrationsver-
héltnis Ligand-zu-Protein mit einer angenommenen Stochiometrie von n = 1. Alle Kurven
wurden mit einer Proteinkonzentration von ¢’** = 0.5mM berechnet. Die Dissoziations-
konstante Kp der Bindung ist mit Kp = 1mM (in schwarz), Kp = 0.1mM (in blau),
Kp =1uM (in griin) und Kp = 1nM (in rot) angenommen worden. Die Dissoziationskon-
stante hochaffiner Bindungen im nanomolaren Bereich ist mit der Verwendung von NMR-
typischen Konzentrationen nicht quantifizierbar.

Aw-Werte aus einer NMR-Titration ist im allgemeinen nicht hinreichend fiir eine Bin-
dungsaussage des Liganden an das Protein. Demgegeniiber kann die Existenz oder Nicht-
existenz von intermolekularen NOEs zwischen dem Protein und dem Liganden [121]
eindeutig unterscheiden, ob die Anderung der chemischen Verschiebung der Resonanz-
signale des Proteins durch Bindung des Liganden verursacht worden ist oder ob es sich
"nur” um eine Konformationsinderung handelt, die eine Anderung der chemischen Ver-
schiebung hervorruft, aufgrund von Bindung des Liganden an einer anderen Position der
Proteinstruktur.

Im Grenzfall des langsamen chemischen Austausches zwischen P und PL (chemische Ver-
schiebungen der Proteinresonanzen von P dndern sich bei deren gleichzeitiger Intensitéats-
abnahme mit ansteigender Ligandenkonzentration nicht; Intensitatszunahme der Reso-
nanzsignale von PL mit ansteigender Ligandenkonzentration bei konstanten chemischen
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Verschiebungen; Linienbreite der Resonanzsignale unbeeinflufit, s. a. Abb. (a)) kann
die Zuordnung der Proteinresonanzen wahrend der NMR-Titration nicht iibernommen
werden. Hierfiir sind erneute Zuordnungsexperimente fiir den PL-Komplex notwendig (s.
Abschnitt 2.1.1.3.1)). Trotz fehlender Zuordnung der Resonanzsignale des PL-Komplexes
kann die (mogliche) Bindung dennoch durch den Signalverlust der Resonanzsignale des
freien Proteins charakterisiert werden. Eine belastbare quantitative Angabe der Disso-
ziationskonstante der Bindung ist fiir diesen Fall jedoch schwierig.

Eine starke Verbreiterung der Resonanzsignale von P einschlieflich deren Verschwinden
mit ansteigender Ligandenkonzentration kennzeichnet den intermedidren Austausch zwi-
schen P und PL (s. Abb. (c)). Die Ligandenbindung kann in diesem Fall nur rein
qualitativ ausgewertet werden.

Da relativ hohe Proteinkonzentrationen fiir die NMR-Spektroskopie notwendig sind, kon-
nen hochaffine Bindungen schwer quantifiziert werden (s. Abb. und [122]). Auf der
anderen Seite sind aber durch diese hohen verwendeten Proteinkonzentrationen Bindun-
gen sichtbar und damit auch quantifizierbar, die bspw. durch Fluoreszenzspektroskopie
oder biochemische Nachweisreaktionen nicht zugénglich sind.

2.1.2. Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie detektiert ausgesendete elektromagnetische Strahlung ei-
nes Molekiils, das durch Absorption eines Photons vom Grundzustand in einen ange-
regten Zustand iiberfiihrt worden ist. Die Emission der Strahlung erfolgt auf der ns-
Zeitskala. Zur weiteren Erklarung sei hier auf das Jablonski-Diagramm (Erklarung samt-
licher Desaktivierungsprozesse des angeregten Molekiils) und den Franck-Condon-Faktor
(Anregung der Fluorophore) verwiesen [7]. Im Vergleich zur NMR-Spektroskopie stellt
die Fluoreszenzspektroskopie eine sensitivere Mefsmethode dar. Probenkonzentrationen
im hohen nanomolaren Bereich sind fiir die Detektion ausreichend.

Unter Nutzung der intrinsischen Fluoreszenz von TtSlyD und von FEcSlyD* (Tyrosin-
fluoreszenz) sind sowohl im Gleichgewicht als auch zeitaufgelost Bindeaffinitdten be-
stimmt worden (s. Abschnitt [3.2.1.2)). Als Liganden sind auf der einen Seite Tat-Peptide
(s. Abschnitt und auf der anderen Seite die beiden Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomeraseinhibitoren FK506 und Rapamycin (s. Abschnitt genutzt worden.

2.1.2.1. Gleichgewichtsdetektion

Alle Gleichgewichtsmessungen erfolgten an einem JASCO FP-6500 Fluorimeter. Die
Temperatur der Probe ist durch ein die Messkiivette umgebendes Wasserbad geregelt
und durch standiges Riihren der Probenlosung konstant gehalten worden. Die Proben-
anregung erfolgte mit elektromagnetischer Strahlung von A = 280 nm, die Detektion des
emittierten Fluoreszenzlichtes bei einer Wellenldnge von A = 324 nm. Vor der quanti-
tativen Datenauswertung sind die Messdaten um das Hintergrundsignal des Puffers zu
korrigieren. Die durch Ligandenbindung verursachte Fluoreszenzénderung F' betragt:

p+nc+ Kp — \/(p+nc+KD)2—4npc
2p

F(c)=g¢q : (2.1.59)
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mit der maximalen Fluoreszenzénderung ¢, der Konzentration p des detektierten Mo-
lekiils, der Konzentration ¢ des Liganden, der Stéchiometrie n und der Dissoziations-
konstanten Kp der Bindung. Durch Regression der Gl. an die pufferkorrigierten
Messdaten erfolgte die Bestimmung von Kp und n.

2.1.2.2. Zeitaufgeloste Detektion

Die Kinetik der Ligandenbindung kann mit einer stopped-flow-Apparatur bestimmt wer-
den, deren Messprinzip 1940 von B. Chance entwickelt wurde [123]. Durch pneumatisch
betriebene Spritzen werden zwei Messlosungen A und B rasch in eine Mischkammer gege-
ben und dort miteinander vermischt. Danach gelangt die gemischte Losung AB {iber die
Beobachtungskiivette in die Stoppspritze. Der in der Beobachtungsspritze zeitlich ablau-
fende Bindeprozess zwischen A und B wird {iber einen Detektor erfasst. Fiir Reaktionen
pseudo-erster Ordnung (starker Ligandeniiberschuss gegeniiber dem Empfangermolekiil,
[124]) gilt fiir die emittierte Fluoreszenzintensitét I:

I = Iyexp (—kappt), (2.1.60)

mit der initialen Fluoreszenzintensitat Iy, der apparanten Reaktionsrate k,p, und der
Detektionszeit ¢.

Die Inhibierungsexperimente von TtSlyD und TtSlyDAIF durch FK506 und Rapamycin
sind temperaturabhingig aufgenommen worden (s. Abschnitt [3.2.1.2)). Die daraus ermit-
telten apparenten Reaktionsraten k,p, sind mit einer Arrheniusabhéngigkeit beschrieben
worden, um Aussagen iiber die Aktivierungsenergie F, der Inhibierung zu erhalten:

E
Kapp = Kapp €XP <_k?B_/;>7 (2.1.61)

mit der Boltzmann-Konstante kg, der absoluten Temperatur 7" und dem Schnittpunkt
mit der Ordinate k), (' — o0).

Wird der Fluoreszenzverlauf aus Gl. mit einer variierenden Ligandenkonzentra-
tion gemessen, konnen Aussagen iiber das Assoziations- und das Dissoziationsverhalten
der Ligandenbindung getroffen werden. Aus der graphischen Auftragung der apparen-
ten Reaktionsrate k,p, liber die Ligandenkonzentration und deren linearen Regression,
erhilt man Zugang zur Dissoziationsrate kgiss (Schnittpunkt mit der Ordinate) und der
Assoziationsrate k,ss (Anstieg der Regressionsgeraden). Der Quotient aus beiden Raten,
kdiss/kass, stellt die Dissoziationskonstante Kp der kinetischen Messung dar (Annahme ei-
ner Reaktion pseudo-erster Ordnung, k,ss >> kqiss) und sollte mit demjenigen Kp-Wert
aus den Gleichgewichtsmessungen {ibereinstimmen.

2.1.3. Absorptionsspektroskopie

Im Gegensatz zur Fluoreszenzspektroskopie wird bei der Absorptionsspektroskopie die
Probe mit weifem Licht bestrahlt. Das durch die Probe transmittierte Licht wird nach-
folgend unter Nutzung eines Monochromators und Detektors spektral untersucht, sodass
die Strahlungsintensitét als Funktion der Wellenlédnge aufgezeichnet wird [7].
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Die transmittierte Strahlungsintensitdt I nimmt mit steigender Probendicke d exponen-
tiell ab:
I = Iyexp (—ad), (2.1.62)

mit der Eintrittsintensitéit Iy und dem Absorptionskoeffizienten a@ der untersuchten Pro-
be.

Da der Absorptionskoeffizient o durch o = ec ausgedriickt werden kann (mit dem (wel-
lenabhéngigen) Exktinktionskoeffizienten e und der Konzentration ¢ der Probe) gelangt
man zur Extinktion £ (Gesetz nach Lambert-Beer):

I
E=1g <7°) — ecd. (2.1.63)

Im Rahmen dieser Arbeit sind sdmtliche Probenkonzentrationen unter Nutzung der GI.
(2.1.63]) bestimmt worden. Die dazu notwendigen Exktinktionskoeffizienten e der einzel-
nen Proben sind in Tab. [2.1] zusammengestellt.

Probe €og0  Referenz Probe €ag0 Referenz
EcSlyD* 5788 [125] EcSIyD*AIF 4470 +
EcSlyD*Y68W 9970 + TtSIyDAIF 4470 [126]
TtSlyD 5960 [126]  EcSIpA 1490 +

RCM-RNase T1 21060  [127]  Tat (1-27) 6990  [126]

Tab. 2.1.: Molare Extinktionskoeffizienten in M~!em™! fiir die Wellenldnge A = 280 nm aller im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Proben.
+: eigenhéndig nach [I28] berechneter Extinktionskoeffizient.

Alle Proben sind vor der Absorptionsmessung bei T" = 4 277K fiir 10 min und 14000
U min~! zentrifugiert worden. Die experimentelle Bestimmung der Extinktion E erfolg-
te an einem JASCO V-550 Absorptionsspketrometer (Auflosung AX = 0.5nm). Jeder
Messwert ist um die Pufferextinktion korrigiert worden.
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2.2. Analyse von NMR-Relaxationsparametern nach
Lipari & Szabo

Der durch A. Abragam [25] vorgestellte Zusammenhang zwischen der spektralen Leis-
tungsdichtefunktion J(w;) (s. Abschnitt und den Relaxationsparametern Ry,
Ry und ANOE ist durch G. Lipari & A. Szabo 1982 aufgegriffen worden [129] 130], um
aus den Relaxationsdaten Parameter einer Bewegung, wie eine Amplitude, eine Rate
oder moglichen chemischen Austausch, zu bestimmen.

Der Ansatz von Lipari & Szabo besteht darin, die globale Gesamtmolekiilbewegung
(overall tumbling) von lokalen Bewegungen zu separieren,

G(t) = Go(t)Gi(b). (2.2.64)

Dabei spiegelt Go(t) die Korrelationsfunktion der Gesamtmolekiilbewegung und G;(t) die
individuelle Korrelationsfunktion jedes einzelnen Bindungsvektors i, dessen Bewegung
analysiert werden soll, wider.

Lipari & Szabo haben gezeigt [129], dass Gl. (2.2.64)) anhand von

Glt) = %52 exp (—t/7.) + %(1 — S2)exp (—t/7), (2.2.65)

mit:
1 1 1

T T Te
ausgedriickt werden kann. Dabei gibt 7. die Rotationskorrelationszeit des Gesamtmole-
kiils, S? den Ordnungsparameter (Amplitude) und 7. die interne Korrelationszeit (Rate)
der Bewegung jedes einzelnen Bindungsvektors i an.

In Abb. wird die Abhéngigkeit der Korrelationsfunktion G(¢) von der lokalen Be-
wegungsamplitude S? gezeigt. Das im Rahmen dieser Arbeit genutzte Softwarepaket
MODELFREE [131], 132] berechnet nun fiir verschiedene Kombinationen von S?, 7, und
Rex die jeweiligen spektralen Leistungsdichtefunktionen:

Ji(w) = % (%) — 52 (2.2.66)
Jo(w) = % (1 +S(2;°TC)2 + <11+_(5i>)2) 5 S27, (2.2.67)
J(w) = % (%) —+ 8% Rex #0 (2.2.68)
Ti(w) = % (1 +S(ZCTC)2 + (11+_(ji>)2> 5% 7oy Rex £ 0 (2.2.69)

2 S27, 1-5%)r
Bw) = |\ TS %
5\ 1+ (wr) 1+ (wr)
Auch die von M. Clore und Mitarbeitern vorgeschlagene Erweiterung von GI. (2.2.65))

wurde im Rahmen dieser Arbeit beriicksichtigt [I33] (J5(w): S? spaltet hier in einen
schnellen, S?, und einen langsamen Anteil, S2, auf: S? = S7S2).

) — 57,82 1, (2.2.70)
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Abb. 2.24.: Verlauf der in Gl. (2.2.65|) definierten Korrelationsfunktion G(¢) fiir unterschiedliche Werte
des Ordnungsparameter S? eines Bindungsvektors. Die Daten sind mit einer globalen Rota-
tionskorrelationszeit von 7. = 10 ns, einer internen Rotationskorrelationszeit von 7, = 100 ps

und vier unterschiedlichen Ordnungsparametern S2? des Bindungsvektors berechnet worden:
S? =1 (in schwarz), S? = 0.8 (in blau), S? = 0.5 (in griin) und S$? =0 (in rot).

Damit ergeben sich fiir jeden Amidprotonenvektor fiinf mogliche Modelle zur Beschrei-
bung der Riickgratdynamik. Die Modellzuordnung zu jedem Vektor erfolgte durch das
von A. Mandel und Mitarbeitern vorgeschlagende Auswahlkriterium (s. Abb. 9 in [132]),
das auf den kleinsten Abstandsquadraten, SSE (sum squared error), beruht. Die auf
dieser Publikation basierenden Auswahlprogramme sind in MatLab® (The MathWorks,
Inc.) geschrieben worden [134] (s. Anhang [A.7). Die SSE-Werte sind folgendermafen
definiert (fiir jede Aminoséure i und jedes der fiinf Modelle j separat zu berechnen):

(Ryi — Ry;)? .\ (Ry — Ry;)? . (hNOE; — hNOE;)”

ot ohai ohNOE;

SSEy = (2.2.71)
Dabei ist Ry; die gemessene longitudinale Relaxationsrate des Kernspins i, Rj;; der aus
der spektralen Leistungdichtefunktion j zuriickgerechnete Wert der longitudinalen Rela-
xationsrate der Aminosiure i und o der experimentelle Fehler von Ry; jeder Amino-
sdure 1. Die Notation fiir 5 und den ANOE-Wert ist identisch.

Die globale Rotationskorrelationszeit 7. kann aus dem Verhéltnis £2/r, abgeschétzt wor-
den [19]. Eine Korrektur von 7. mit etwaigen R.x-Beitrdgen ist nach Y.-C. Li und G. T.
Montelione vorzunehmen (s. Abb. 2 in [135]). Ist die Information iiber die dreidimen-
sionale Proteinstruktur vorhanden, kann aus dem Diffusionstensor D des Proteins der
T.-Wert bestimmt werden. Die Elemente dieses Diffusionstensors stehen in direkter Be-
ziehung zu 7.. Ein isotroper Diffusionstensor (Dx, = Dy, = D,, = D) fiihrt zu 7, ' = 6D.
Fiir einen axialsymmetrischen Diffusionstensor (D = Dy = Dyy # D,, = D, ) konnte D.
E. Woessner erstmalig eine Losung fiir 7. zeigen [136]. Fiir einen total asymmetrischen
Diffusionstensor (Dyy # Dyy # D,,) wird fiir jeden Bindungsvektor i eine unabhéngige
lokale Rotationskorrelationszeit i angenommen.
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2.3. Auf NMR-Daten basierende Strukturrechnung

Die im Abschnitt vorgestellten Experimente zur Strukturaufklirung bilden die
Basis fiir die Berechnung einer hochaufgelosten dreidimensionalen Proteinstruktur in
Losung. Der Arbeitsablauf solch einer Berechnung ist in Abb. gezeigt. Zur Struk-
turrechnung von EcSIpA (s. Abschnitt ist das Softwarepaket ARIA2 (Ambiguous
restraints for Iterative Assignment, [137, 138]) zum Einsatz gekommen.

Dieses Programm iibernimmt die Abstandsbestimmung von 'H-'H-Paaren und wich-
tet bei identischen chemischen Verschiebungen die Protonenpaare unterschiedlich stark
(mehrdeutige Zuordnung, unter Beriicksichtigung der berechneten Struktur). ARIA2
benotigt zur Strukturrechnung als zwingende Eingabeparameter die bekannte Protein-
sequenz, eine (moglichst) vollstandige Zuordnung aller detektierbaren Resonanzsignale
und (mindestens) einen Datensatz mit rdumlich-strukturellen Informationen. Je mehr
NOEs definiert (bspw. NOE-Informationen aus *C-editiertem NOESY der Aliphaten,
BBC-editiertem NOESY der Aromaten, "N-editiertem NOESY der Riickgratamide) bzw.
weitere NMR-zugéngliche Parameter zur Strukturrechnung herangezogen werden (wie
dipolare Restkopplungen (s. Abschnitt [2.1.1.3.5]), dihedrale Winkelinformationen (s. Ab-
schnitt [2.1.1.3.4), J-Kopplungen, Wasserstoffbriickenbindungen), desto zuverléssiger er-
folgt die Berechnung des globalen Energieminimums, welches die native Struktur dar-
stellt.

Moglichst vollstan- Dﬁgﬁgi?gﬁgg n
Datenaufnahme dige Zuordnung Randbedingungen Struktur-
& Prozessierung aller chemischen (NOEs, RDCs rechnung
Verschiebungen Dihe dr7als )’

Abb. 2.25.: Arbeitsablauf fiir die Berechnung einer auf NMR-Daten basierenden hochaufglésten dreidi-
mensionalen (Protein)Struktur

Das Programm ARIA2 basiert auf molekulardynamischen Simulationen, die die klas-
sischen Newtonschen Bewegungsgleichungen fiir alle N Atome i der Masse m; der zu
losenden Proteinstruktur numerisch integrieren:

27 (¢
mi#() = BR300, ..., m0) (2.3.72)
= —VV{R@®),7B0),....R1)}
&7
U+ A = W() + — A
1 d27 (t)

12

R+ A > T+ (AL +

Mit diesem Ansatz lassen sich fiir jedes Zeitintervall At die Geschwindigkeiten v und die
Ortskoordinaten 7{ aller Atome berechnen. Jede Randbedingung, die in die Struktur-
rechnung einflieft, stellt einen Potentialbeitrag V. Damit setzt sich die gesamte poten-
tielle Energie des Proteins additiv aus Energietermen V; zusammen. Dies sind Beitréige
der van-der-Waals-Wechselwirkungen, der Bindungswinkel, der NOEs usw.
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Als ein konkretes Beispiel sei hier der Energiebeitrag genannt, der aus RDC-Messungen
folgt [104]:
VRDC - kRDC<5calc - 6obs)27 (2373)

mit der Kraftkonstanten krpc und den gemessenen d.,s und den aus der simulierten
Struktur zuriickgerechneten Werten o, der residualen dipolaren Kopplung. Die Kraft-
konstante wird so gewéhlt, dass die Differenz zwischen d.q. und ., in etwa dem expe-
rimentellen Fehler entspricht [104].

Die Simulationsrechnungen verfolgen das Ziel, dass die berechnete Struktur allen vor-
gegebenen Randbedingungen geniigen muss und die Gesamtenergie V' des Molekiils das
globale Energieminimum annimmt.

Wihrend einer Strukturrechnung werden typischerweise mehrere Strukturen (10 ... 10%)
innerhalb von mehreren Durchliufen (10') berechnet. Von Durchlauf zu Durchlauf wird
die anfangs erwérmte, elongierte Startstruktur schrittweise abgekiihlt (simulated anne-
aling, [139]), um auf das globale Energieminimum und einen kleinen rmsd-Wert zwischen
den energiedrmsten Strukturen (unter den genutzten Randbedingungen) zu stofen, s.
Abb. [2.26] Die Temperatur ist direkt mit der kinetischen Energie und damit mit der
Geschwindigkeit der N Atome korreliert (s. GL (2.3.72)).

: Iterative NOE-
Filtern und Kontrolle Zuordnung Strukturverfeinerung
der NOE-Kreuzsignale — in Wasser

und der Zuordnung , Kalibrierung & .

Verletzungsanalyse & Erstellen der
anfiangliche NOE- NOE-Zuordnung Ausgabedateien
Zuordnung
Strukturrechnung

Abb. 2.26.: Schritte, die wihrend einer Strukturrechnung vom Programm ARIA2 abgearbeitet werden.
Die Pfeile am mittleren Kasten stellen das schrittweise Abkiihlen (simulated annealing, [139])
wahrend der Strukturrechnung dar.

Nach erfolgter Strukturrechnung ist grofiten Wert auf die Qualitat der Struktur zu setzen.
Typischerweise werden die zehn oder zwanzig ernergieéirmsten Strukturen hinsichtlich
ihres Erfiillens aller angegebenen Randbedingungen und der Korrektheit ihrer Struktur-
geometrie (Bindungswinkel, Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, etc.) unter-
sucht [140]. Auch der Vergleich zu einer evtl. bekannten Réntgenstruktur wird in der
Literatur vorgeschlagen [141].

Wird die Qualitdt der berechneten Struktur als ungeniigend beurteilt, ist ein erneuter
Strukturdurchlauf mit angepassten Randbedingungen durchzufiihren, s. Abb. In
den Ausgabedateien des Programmes ARIA2 werden alle verletzten Randbedingungen
angegeben (report files).
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Korrektur der Eingabedaten:

-Vervollstandigung der Zuordnung
-Entfernen der Rauschsignale
-Anpassen der Fehlergrenzen

N

Y

Automatische NOE-Zuordnung
und Start neuer Strukturrechnung

|

Kritische Durchsicht der Ausgabe-
dateien und Analyse der
vorgeschlagenen NOE-Zuordnung

Bewertung der berechneten Strukturen
in Hinblick auf ihre Strafenergien

Abb. 2.27.: Falls die berechnete Struktur als ungeniigend beurteilt wird, ist eine Korrektur (evtl. An-

passung) der Eingabedaten und eine Wiederholung der Strukturrechnung notwendig.
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2.4. Untersuchte Proteine

2.4.1. Das Kailteschockprotein CspB

Bei einem Kailteschockreiz kommt es zu einer vermehrten Expression von Kélteschock-
proteinen in der Zelle [142]. In Escherichia coli Zellen konnten acht verschiedene Kal-
teschockproteine gefunden werden. In Bacillus subtilis sind drei Kalteschockproteine
bekannt, von denen besonders das CspB NMR-spektroskopisch untersucht worden ist.
BsCspB besteht aus 67 Aminosduren, ist rein S-faltblattstrangig [143], [144] und faltet in
eine Doméne (s. Abb. [2.28)). Mit kinetischen Fluoreszenzuntersuchungen (s. a. Abschnitt

Abb. 2.28.: Dreidimensionale Struktur des Kéalteschockproteins B aus Bacillus subtitlis, BsCspB, pdb-
Eintrag: INMG; gelost mittels NMR-Spektroskopie [143].

2.1.2.2) ist gezeigt worden, dass BsCspB ohne Ausbildung von Intermediatsstrukturen
vom entfalteten in den nativen Zustand faltet [145]. Deshalb gilt das Kélteschockprotein
als ideales Modellprotein zum Studium von thermodynamischen und strukturellen Para-
metern der Proteinfaltung, unter Nutzung verschiedenster spektroskopischer Techniken.
Der Faltungsprozess von BsCspB lauft auf der ms-Zeitskala ab (Faltungsrate ky =
(815 £+ 5)s~! und Entfaltungsrate k, = (34 £ 3)s™!, bei T = 298 K, 20mM NaCaco-
dylat, 10 % DO und pH = 7.0 [146]). Da die thermodynamische Stabilitat von BsCspB
relativ gering ist [147] (AG = 8.9kJmol™ bei T = 298K, 20 mM NaCacodylat und
pH = 7.0), liegen auch in Abwesenheit jeglichen Denaturierungsmittels etwa 2 % des
Proteins permanent im entfalteten Zustand vor.

Mittels NMR-Spektroskopie konnte in atomarer Auflésung nicht nur die Bindestelle von
einzelstrangiger DNA an BsCspB aufgezeigt werden [148]. Auch die Komplexstruktur des
Kalteschockproteins in Anwesenheit der DNA konnte mittels NMR-Spektroskopie [149]
und Rontgenkristallographie gelost werden [I50]. Ferner ist die Riickgratdynamik von
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BsCspB auf der ps-bis-ns-Zeitskala in verschiedenen Losungsmittelviskositdten unter-
sucht worden [I51] und auch der Vergleich zur Dynamik und zur Stabilitdt in Anwesen-
heit der DNA gezogen worden [149]. Unter Nutzung von Rp-Relaxationsdispersionsex-
perimenten (s. Abschnitt ist die Faltung von BsCspB aminosdurespezifisch
bestimmt worden [55], da die Faltungs- und Entfaltungsreaktion ebenfalls auf der ms-
Zeitskala stattfindet. Bei der Auswertung der Relaxationsdaten ist in [55] dem Zwei-
Zustandsmodell (s. a. Gl. (2.1.11])) gefolgt worden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist die Giiltigkeit dieses Zwei-Zustandsmodells fiir die Fal-
tung des Kaltschockproteins iiberpriift worden. Dazu ist eine globale Datenanalyse fiir
die Austauschrate k., und die beiden Populationen ps und pg vorgenommen worden,
da die Relaxationsdispersion an fiinf verschiedenen Magnetfeldern gemessen worden ist
(11.8 T < By < 21.2 T) und diese drei Parameter von der Stéirke des Magnetfeldes un-
abhingig sind.

Die oben erwihnte geringe thermodynamische Stabilitdt von BsCspB fiihrt unter rein
nativen Bedingungen zu einer signifikanten Population des entfalteten Zustandes. Dieses
Verhalten bildet die Basis fiir die Bestimmung der Faltungsraten im Gleichgewicht ohne
den Einsatz von Denaturierungsmitteln. Dies ist ein entscheidender Vorteil gegeniiber
konventionellen Methoden zur Bestimmung der Faltungsraten, da bei diesen auf ¢ = 0 M
Denaturierungsmittel extrapoliert werden muss. Unter Nutzung der Ry-Relaxationsdis-
persion kann nun direkt bei einer Konzentration von ¢ = 0 M Denaturierungsmittel die
Faltungsrate k; und die Entfaltungsrate k, bestimmt werden.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete BsCspB Wildtyp-Protein ist von Rolf Sachs
(Arbeitsgruppe Jochen Balbach, Universitéit Halle-Wittenberg) rekombinant hergestellt
und zur Verfiigung gestellt worden.

2.4.2. Die Prolylisomerase SlyD

Das Zweidoménenprotein SlyD (sensitive-to-lysis D, s. Abb. gehort zu den Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) [152] [153]. Diese katalysieren Reaktionen, die we-
gen einer cis/trans-Isomerisierung an der Aminosdure Prolin stark verlangsamt wer-
den (s. Abb. [2.30)). Oft ist dieser Isomerisierungsschritt der geschwindigkeitslimitierende
Schritt fiir die Faltung der entfalteten Polypeptidkette in den nativen, funktionstragen-
den Zustand, da dieser eine sehr hohe Energicbarriere E besitzt (E ~ 20 kcalmol ™).
Die Isomerasen werden in drei Klassen eingeteilt:

e Cyclophiline,
e Parvuline,
e FK506 bindende Proteine (FKBPs).

Die Prolylisomerase SlyD gehort dem FKBP-Typ an, da die PPIase-Doméne von SlyD
(blau eingeféarbt in Abb. strukturell dieser Isomeraseklasse entspricht. Die einzelnen
[someraseklassen unterscheiden sich untereinander hinsichtlich ihrer Spezifitat gegeniiber
potentiellen Substraten, ihrer Aminoséduresequenz, ihrer Proteintopologie und gegeniiber
der Bindung spezifischer Isomeraseinhibitoren [I55].
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Abb. 2.29.: Dreidimensionale Struktur der Prolylisomerase SlyD (1-165) aus Escherichia coli, EcSlyD*,
pdb-Eintrag: 2K8I; gelost mittels NMR-Spektroskopie [I54]. Eingefdrbt ist die Doménenar-
chitektur von EcSlyD*: in blau die FKBP-Doméne, in rot die IF-Doméne. Der Doménen-
linker ist in orange dargestellt.

Abb. 2.30.: Isomerisierung zwischen der cis- (rechts) und der trans-Konformation (links) einer Xaa-Pro-
Peptidbindung (sog. Prolylbindung). Die Energiebarriere F zwischen beiden Konformatio-
nen betrigt etwa E ~ 20kcalmol~!, nach |71].
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SlyD wurde in Escherichia coli Zellen als Faktor fiir den Bakteriophagen-®X174-Lysis-
zyklus entdeckt [I56]. Es wurde sowohl (wie oben bereits erwihnt) als Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomerase [I57] als auch als sehr effizientes Chaperone [154], [158] identifiziert.
Hochaufgeldste Strukturen sind fiir zwei mesophile Formen, FcSlyD* [154] und der Voll-
langenvariante EcSlyD [159] (jeweils NMR-Struktur), und fiir eine thermophile Form,
TtSlyD [126] (Rontgenkristallstruktur), verfiigbar.

Strukturbasierte Arbeiten haben gezeigt, dass sich die beiden Doménen des SlyD-Mole-
kiils in ihrer lokalen thermodynamischen Stabilitdt unterscheiden. Dies dufsert sich in
einem unterschiedlichen Schutz der Amidprotonen gegeniiber dem Austausch mit dem
Losungsmittel [126]. Aus den NMR-basierten Strukturrechnungen der mesophilen Vari-
ante von SlyD lésst sich keine definierte Orientierung zwischen der IF- und der FKBP-
Doméne ableiten [154], 159)]. Ferner konnte gezeigt werden, dass beide Doménen einen
klaren Unterschied in den Faltungs- und den Entfaltungsraten zeigen [160] aber auch
dass die Chaperone-Doméne die PPlase-Doméne stark bei der Katalyse unterstiitzt
[I61]. Auch die hohe Affinitét von SlyD gegeniiber dem Tat-Signalpeptid (twin arginine
translocation) konnte auf atomarer Ebene aufgelost werden [126]. Erstmalig gezeigt wur-
de diese Wechselwirkung zwischen dem unstrukturierten Tat-Signalpeptid und SlyD
durch W. Graubner und Mitarbeiter [162]. Wahrend des Tat-Signalpeptid-abhéngigen
Transportes von gefalteten Substraten vom Cytoplasma zum Periplasma der E. coli
Zellen, sorgt diese Wechselwirkung fiir den Schutz des Substrates und bewahrt es vor
moglichem proteolytischen Abbau im Cytosol.

Im Rahmen dieser Arbeit stand die lokale und die globale Dynamik der Riickgratatome
von EcSlyD* und TtSlyD im Mittelpunkt. Sowohl auf der ps-bis-ns- als auch auf der
ps-bis-ms-Zeitskala wurden NMR-Experimente in freier Form als auch in Anwesenheit
von verschiedenen Bindungspartnern durchgefiithrt. Das Ziel bestand darin, durch Be-
stimmung und Interpretation der intrinsischen Dynamik die Funktion von SlyD genauer
zu verstehen. Ergédnzt wurden diese Arbeiten durch Fluoreszenzuntersuchungen, die so-
wohl im Gleichgewicht als auch zeitaufgelost durchgefiithrt worden sind.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten FcSlyD*- und TtSlyD-Varianten sind von Ca-
roline Haupt und von Christian Low (jeweils Arbeitsgruppe Jochen Balbach, Universitét
Halle-Wittenberg) rekombinant hergestellt und zur Verfiigung gestellt worden.

2.4.3. Die Prolylisomerase SIpA

Die Prolylisomerase SlpA (SlyD like protein A) gehort, wie SlyD, der Isomeraseklasse
der FK506-bindenden Proteine an. Bislang sind Informationen iiber SlpA rar und das
Verstandnis iiber dessen Rolle in der E. coli Zelle unklar. Zwar konnte bisher eine ge-
ringe Prolyl-Isomeraseaktivitdt und eine starke Chaperonefunktion von EcSIpA gezeigt
werden [I63]. Auch im Vergleich zu SlyD zeigt SIpA eine starkere Temperaturstabilitét
des nativen Zustandes (Mittelpunkt des thermischen Uberganges zwischen dem nativen
und dem entfaltetem Zustand ist um 14 K auf 56° C verschoben, [163]). Eine Antwort
auf die Frage nach der Funktion von SIpA im Cytosol der E. coli Zelle konnte mit diesen
Ergebnissen aber nicht gegeben werden.

Genau hier setzt die vorliegende Arbeit an. Die hochaufgeldste dreidimensionale Struk-
tur von EcSIpA soll vor allem im Vergleich zur EcSlyD*-Struktur einen Hinweis darauf
liefern, warum SIpA trotz starker Sequenzhomologie zu SlyD (s. Abb. 1 in [164]) eine viel
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geringere Isomerasefunktion besitzt. Experimente zur Riickgratdynamik und Bindungs-
studien mit entfalteten Substraten sollen weitere Erklarungsmuster fiir die im Vergleich
zu SlyD geringere Isomeraseaktivitit von SIpA liefern.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete EcSlpA-Wildtyp-Protein und die verschiede-
nen stabilisierenden Varianten von SlpA sind von Anne-Juliane Geitner (Arbeitsgruppe
Franz Xaver Schmid, Universitdt Bayreuth) rekombinant hergestellt und zur Verfiigung
gestellt worden.

2.4.4. Das amyloide Peptid Ap

Obwohl noch nicht endgiiltig bewiesen, gilt es dennoch als immer wahrscheinlicher, dass
die Alzheimer-Krankheit durch das Peptid AS (mit) verursacht wird [I65]. In der Patho-
biochemie sind mit der Parkinson-Krankheit, die durch a-Synuclein (mit) ausgelost wird
[166], oder mit dem Katarakt (durch y-Kristallin (mit) hervorgerufen [167]) verwandte
zelluldre Ursachen bekannt.

Vom Ap-Peptid existieren verschiedene Léngen, deren Aminoséurenanzahl zwischen 37
und 43 variiert [165]. Die zwei haufigsten Spezies sind das 40er- und das 42er-Peptid [165].
Die Abb. zeigt die 16sliche Form von A (1-42) in einer HyO /Hexafluoroisopropanol
(HFIP)-Mischung von 70:30 (v/v). Beiden Peptiden ist eine starke Aggregationsnei-

Abb. 2.31.: Dreidimensionale Struktur  des l6slichen  ApS-Peptides (1-42) in  einer
HO:Hexafluoroisopropanol (HFIP)-Mischung von 70:30 (v/v), pdb-Eintrag: 1Z0Q;
gelost mittels NMR-Spektroskopie [168].

gung zuzuschreiben, beginnend beim 16slichen monomeren Zustand iiber die Bildung

von Oligomeren bis hin zu ausgewachsenen Fibrillen (s. Abb. [2.32). Unter Nutzung von
kernmagnetischer Resonanz und Kryoelektronenmikroskopie kann der fibrillare Zustand
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Abb. 2.32.: In der Literatur diskutiertes Modell zur Ausbildung einer fibrilliren Struktur von Af, aus-
gehend vom 16slichen monomeren Zustand iiber die Bildung von Oligomeren (stark verein-
fachtes Schema).

von AfS sehr gut charakterisiert werden [169, [170]. Bislang sind wenig strukturelle Infor-
mationen iiber den oligomeren Zustand von A und iiber die Ausbildung sogenannter
Protofibrillen (Vorform der Fibrillen) bekannt. Die Kenntnis dieser Strukturen ist von
grofsem Interesse, da sowohl die Oligomere als auch die Protofibrillen als Hauptursache
fiir die Alzheimer-Krankheit vermutet werden [171], [172].

Im Rahmen dieser Arbeit ist das 40er-Peptid genutzt worden. Das Hauptaugenmerk
galt der (moglichen) strukturellen Anderung des l6slichen monomeren Zustandes in Ge-
genwart einer Membranmimik, die durch DHPC-Molekiile induziert wurde [I73]. Dies
erfolgte ankniipfend an bereits vorangegangene Arbeiten, die gezeigt haben, dass AS mit
Lipiden und verschiedenen Lipidstrukturen wechselwirkt [174] [175].

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete AS-Peptid ist rekombinant hergestellt und in
lyophilisierter Form von der Arbeitsgruppe Marcus Féndrich (MPF der Enzymologie,
Halle (Saale)) zur Verfiigung gestellt worden.
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2.5. Weitere verwendete Proben

2.5.1. Ribonuklease T1

Das Protein Ribonuklease T1 (Rnase T1) ist ein mikrobielles Enzym, besteht aus 104
Aminosduren und faltet in eine Doméne [I76]. Es reagiert mit RNA nach einem zwei-
stufigen Mechanismus. Zuerst erfolgt eine Umesterung der 3’,5’-Phophodiesterbindung
zu 2’ 3’-cyclischem Phosphat. Anschliefend wird dieses Phosphat zu terminalem 3’-
Phosphat hydrolysiert [176].

Die Aufklarung der Faltung von Rnase T1 von der entfalteten Polypetidkette in den na-
tiven Zustand erfolgte hauptséachlich durch T. Kiethaber und Mitarbeiter [177, 178, [179].
Von vier im Wildtypprotein vorliegenden Prolinen (P39, P55, P60, P73) liegen P39 und
P55 im nativen Zustand in der cis-Konformation vor ([I80], s. a. Abb. [2.30). Der Fal-
tungsmechanismus von Rnase T1 kann durch die Mutation der beiden Positionen S54
und P55 zu G54 und N55 (S54G/P55N) somit wesentlich vereinfacht werden ([I81].
Werden die beiden Disulfidbriicken (C2-C10, C6-C103) in Rnase T1 (S54GP55N) durch
Reduzierung und anschliefende Carboxymethylierung der SH-Gruppen entfernt, tritt ei-
ne starke Destabilisierung des Proteins ein, die die Entfaltung der Polypeptidkette zur
Folge hat. Im folgenden wird diese Proteinform als RCM-T1 bezeichnet.

Die RCM-T1-Form diente im Rahmen dieser Arbeit als Modellsubstrat fiir die Prolyl-
isomerase EcSIpA (s. Abschnitt [3.1.4.2). Dieses Protein ist von Anne-Juliane Geitner
(Arbeitsgruppe Franz Xaver Schmid, Universitdt Bayreuth) rekombinant hergestellt und
zur Verfiigung gestellt worden.

2.5.2. DHPC

Das kurzkettige DHPC-Molekiil, 1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, ist ein in
der Literatur gut beschriebenes Modellsystem fiir Phospholipide. Es besitzt eine molare
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Abb. 2.33.: Chemische Struktur des DHPC-Molekiils.

Masse von M = 481.3gmol~! und ist aus zwei sechskettigen hydrophoben Schwinzen
und einer polaren Cholin-Kopfgruppe aufgebaut (s. Abb. [2.33)). Bei einem pH-Wert von
pH = 7.0 betrdgt die Nettoladung Null. Die kritische Micellenkonzentration (critical
micelle concentration) von DHPC wird in einem Phosphatpuffer im Bereich von emce =
(11...15) mM angenommen [182] [183].
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Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete DHPC ist in Pulverform von Avanti Polar
Lipids, Inc., Alabama, USA, bezogen worden.

2.5.3. Tat-Peptide

Die in den Bindungsstudien mit SlyD eingesetzten Tat-Peptide (s. a. Abschnitt [2.4.2))
besitzen eine Lange von 17 bzw. 27 Aminosauren. Das langere Peptid wird durch folgende
Sequenz gebildet:

NH2-QRRDFLKYSVALGVASALPLWSRAVFA-OH, (2.5.74)

und besitzt eine molare Masse von M = 3021.6 gmol .

Die fluoreszenzspektroskopischen Experimente nutzen die intrinsische Fluoreszenz des
Tryptophans an Position 21. Da das 27er-Peptid in Konzentrationen, die fiir NMR-
Experimente notwendig sind, nicht 16sbar ist, ist fiir diese auf ein 17er-Peptid zuriickge-
griffen worden:

NH2-QRRDFLKYSVALGVASA-OH, (2.5.75)

mit der molaren Masse von M = 1880 gmol .
Beide Peptide sind von Activotec, Cambridge, UK bezogen worden.

2.5.4. FK506, Rapamycin

Fiir die Bindungsstudien mit 7¢SlyD sind zudem die beiden Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
I[someraseinhibitoren FK506 (M = 822.1 gmol™!') und Rapamycin (M = 914.2 gmol!)
[155] genutzt worden. Die chemische Struktur von FK506 ist in Abb. 2.34, die von
Rapamycin in Abb. gezeigt. Beide Immunosuppressiva sind von Tecoland, New
Jersey, USA bezogen worden.

Abb. 2.34.: Dreidimensionale Struktur des FK506-Molekiils. Der pdb-Eintrag 1FKF ist zur Anfertigung
dieser Abbildung genutzt worden.
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Abb. 2.35.: Dreidimensionale Struktur des Rapamycin-Molekiils. Der pdb-Eintrag 3KZ7 ist zur Anfer-
tigung dieser Abbildung genutzt worden.
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3. Ergebnisse

Im folgendem Kapitel werden die Ergebnisse dieser Arbeit vorgestellt.

Fiir EcSIpA konnte die hochaufgeloste NMR-Struktur berechnet werden. Ergénzend da-
zu ist die Stabilitiat, die Wechselwirkung zu Substraten und das Relaxationsverhalten
auf der ps-bis-ns-Zeitskala untersucht worden.

Die Prolylisomerase SlyD wurde eingehend auf deren Relaxation und Dynamik auf der
ps-bis-ns- wie auch der us-bis-ms-Zeitskala beleuchtet. Diese Studie ist vom freien auf
den Ligand-gebundenen Zustand ausgeweitet worden. Es ist sowohl mit mesophilem als
auch mit thermophilem SlyD gearbeitet worden und unter Nutzung verschiedener spek-
troskopischer Methoden. Eine detaillierte Analyse der Translationsdiffusion ergéanzt diese
Charakterisierung.

Die Faltung des Kaélteschockproteins BsCspB wurde im Gleichgewicht in aminoséure-
spezifischer Auflosung auf die Giiltigkeit des Zwei-Zustandsmodelles der Proteinfaltung
hin analysiert.

AbschlieRend werden etwaige Anderungen der Riickgratstruktur des AS-Peptides durch
Anwesenheit einer Membranmimik vorgestellt und diskutiert.

3.1. Charakterisierung der Prolylisomerase EcSIpA

3.1.1. Zuordnung der NMR-Resonanzsignale
3.1.1.1. Riickgratzuordnung

Die Zuordnung der Proteinriickgratsignale von EcSIpA erfolgte anhand der Tripel-Reso-
nanzexperimente {rHNCA, trHNCACB und ¢rHN(CO)CACB (s. Abschnitt
und einer "N-"*C-markierten Probe. Die Abb. bzw. zeigen diese Zuordnung
fir den Sequenzbereich A10-H14. Damit konnten alle Aminoséuren (aufer Prolin) im
Sequenzbereich S4-H148 des 'H-N-HSQC-Spektrums zugeordnet werden. Die Abb.
zeigt das komplett zugeordnete 'H-'N-HSQC von EcSIpA.

3.1.1.2. Seitenkettenzuordnung

Die Zuordnung der Resonanzsignale der 'H-'3C-HSQCs der Aromaten bzw. der Ali-
phaten erfolgte hauptsichlich mit NOESY-editierten 'H-3C-HSQC-Spektren (NOE-
Information innerhalb des aliphatischen bzw. des aromatischen Bereiches) und des HC-
CH-TOCSY-Experimentes. Der Einstieg in die jeweilige Seitenkette konnte durch par-
allele Information aus dem HBHACONH und aus dem C(CO)NH erleichtert werden (s.
Abschnitt 2.1.1.3.2). Die beiden *H-'3C-HSQC-Spektren sind in Abb. (aliphatischer
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Abb. 3.1.: Sequentielle Zuordnung der chemischen Verschiebungen der C,-Resonanzen von EcSIpA im
Sequenzbereich A10-H14 unter Nutzung des HNCA-Experimentes. Die roten Pfeile stellen
die fiir die Riickgratzuordnung notwendige sequentielle Verkniipfung zwischen zwei aufeinan-
derfolgenden Aminosiuren dar. Die zugehorigen '°N-chemischen Verschiebungen betragen:
124.22 ppm (A10), 122.58 ppm (V11), 131.37 ppm (L12), 119.76 ppm (V13) bzw. 118.14 ppm
(H14).

Bereich) bzw. (aromatischer Bereich) im Anhang angegeben. Die Komplettzu-
ordnung aller Resonanzsignale von EcSIpA ist dem Anhang (Tab. - |A.6)) zu

entnehmen.

3.1.2. Hochaufgel6ste dreidimensionale Struktur

Die hochaufgeloste dreidimensionale Struktur von EcSIpA ist mit der Software ARIA2
[137, 138] berechnet worden. Neben den NOE-Signalen sind dihedrale Winkelinformatio-
nen (s. Abschnitt und RDC-Werte (s. Abschnitt mit in die Struktur-
rechnung aufgenommen worden. Ein Ausschnitt der IPAP-'H-?N-HSQC-Spektren fiir
die Bestimmung der RDC-Werte von EcSIpA ist in Abb. [A1 im Anhang [A.0] gezeigt.
Die gemessenen RDC-Werte kénnen nur mit zwei verschiedenen Alignment-Tensoren, die
aus den zuriickgerechneten RDC-Werten folgen, erklart werden (s. Abb. im Anhang
. Die Werte fiir die Rhombizitdt R und die Magnitude D, beider Tensoren sind
auch im Anhang angegeben.

FEcSIpA faltet als Zwei-Doménenprotein. Die Sequenzbereiche M1-L65 und P128-E148
bilden eine Doméne und kénnen aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu FKBP12
als FKBP-Doméne bezeichnet werden (s. Abb. (a) im Vgl. mit Abb. (b)). Die
zweite Doméne kann, analog zu EcSlyD* [154], als IF- (inserted-in-flap) Doméne bezeich-
net werden (Sequenzbereich L75-F122, s. Abb. (b)). Der Strukturvergleich zwischen
EcSlyD*, FKBP12 und EcSIpA ist in Abb. [3.4] gezeigt.

Im Vergleich zu EcSlyD* und FKBP12 ist bei EcSIpA das [35,-Faltblatt nicht ausgebildet.
Die C-terminale ay-Helix von EcSlyD* ist weder in FKBP12 noch in EcSIpA vorhan-
den. Die weiteren Sekundérstrukturelemente der FKBP-Doméne, wie das [s-, (83-, (4-
und fs,-Faltblatt und die ay-Helix, sind bei allen drei Strukturen ausgebildet. Die IF-
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Abb. 3.2.: Sequentielle Zuordnung der chemischen Verschiebungen der C,- (rote Pfeile) und der Cg-
(schwarze Pfeile) Resonanzen von EcSlpA im Sequenzbereich A10-H14 unter Nutzung des
HNCACB-Experimentes (a). Chemische Verschiebungen der C,- (positives Kreuzsignal, in
schwarz) und der Cg- (negatives Kreuzsignal, in rot) Resonanzen der jeweiligen Vorgéin-
geraminosidure von EcSIpA im Sequenzbereich A10-H14 unter Nutzung des HN(CO)CACB-
Experimentes (b). Das HN(CO)CACB enthélt die sequentielle Information zur Vorgéngera-
minoséure (innerhalb der schwarzen Kreise: jeweiliges Cg-, innerhalb der roten Kreise: jewei-
liges C,-Resonanzsignal dargestellt), aber keine Konnektivitat zur eigenen Aminoséure. Die
zugehorigen ®N-chemischen Verschiebungen sind in der Legende der Abb. aufgefiihrt.

Doménen von EcSIpA und EcSlyD* unterscheiden sich strukturell wenig voneinander.
Die antiparallelen g-Faltblatter 6, 7 bzw. 8, 9 sind jeweils vorhanden. Die a3-Helix ist in
EcSIpA langer ausgebildet als in EcSlyD*; auch im Vergleich zu MtFKBP17 (strukturell
und funktionell homolog zu EcSlyD*, [164]).

Die Statistik der Strukturrechnung ist in Tab. angegeben. Die zehn Strukturen, die
die geringste Gesamtenergie besitzen, sind in der Abb. dargestellt.

Die Ausrichtung dieser zehn Strukturen an der FKBP-Doméne zieht ein Biischel an
inidviuellen Orientierungen der IF-Doméne nach sich. Die Notwendigkeit von zwei un-
terschiedlichen Alignment-Tensoren zur korrekten Beschreibung der gemessenen RDC-
Werte von EcSIpA schlégt sich in diesem strukturellen Verhalten nieder. Anzumerken ist,
dass keine langreichweitigen Abstandsinformationen mit in die NMR-Strukturrechnung
von FEcSIpA aufgenommen worden sind (Beschrdankung auf » < 0.5nm). Sogenann-
te PRE-Experimente (paramagnetic relazation enhancement, [184]) sind aufgrund ih-
rer langreichweitigen Wirkung (r ~ 2.5nm, je nach Wahl des paramagnetischen Zen-
trums) in der Lage, Abstande zwischen Doménen quantitativ aufzulésen. Die erwiahnte
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Abb. 3.3.:
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Zugeordnetes 'H-1°N-HSQC von EcSIpA. Die Aminosiuren sind mit dem Einbuchstaben-
code und nachfolgender Sequenzposition markiert. Resonanzen der Seitenkettensignale von
Arginin, Glutamin und Asparagin sind mit sc abgekiirzt, der C-Terminus mit c-term.

Abb. 3.4.:

Vergleich der energiedirmsten Strukturen von EcSIpA (a), FKBP12 (pdb-Eintrag: 1FKF) (b)
und EcSlyD* (pdb-Eintrag: 2K8I) (c). Die FKBP-Doméne ist fiir alle drei Proteine dhnlich
orientiert. Die Sekundérstrukturelemente sind farblich codiert (a-Helix: in griin; S-Faltblatt:
in magenta; unstrukturierte Bereiche: in orange; jeweils cartoon-Darstellung). Die Nomen-
klatur der Sekundérstrukturelemente erfolgte nach [154].

51



schwach definierte Orientierung zwischen den beiden Doménen in FcSIpA ist ebenfalls
fiir EcSlyD* [154] und MtFKBP17 beobachtet worden [164]. Die Abb. [3.6] verdeutlicht,

- Experimentelle Daten

NOEs 3658
Dihedrals 244
RDCs 51
- NOE-Verletzungen / A

> 0.5 1.4340.90
> 0.3 5.86+2.47
> 0.1 93.3+6.9
NOE-rmsd 0.041+0.014
- Energien / kcalmol™*

Erot 7444208
Fyona 30£2
Eangle 211425
Eimproper 121424
ExoE 297+166
Ecain 63+17
jo 92246
- rmsd-Wert fiir die Riickgratatome / A
FKBP-Doméne 1.32+0.16
[F-Doméne 1.24+0.13
- Ramachandran-Analyse*

most favored 84.7 %
additionally allowed 9.9 %
generously allowed 3.8 %
disallowed 1.5 %

Tab. 3.1.: Statistik der Strukturrechnung von EcSIpA. *: Die Analyse ist mit Procheck-NMR, durchge-
fithrt worden [140].

dass jede Doméne fiir sich sehr gut definiert ist. Fiir die Riickgratatome der FKBP-
Domaéne (Abb. 3.6/ (a)) betrégt der rmsd-Wert zwischen den zehn energiedrmsten Struk-
turen (1.32 £ 0.16) A. Fiir die IF-Doméne (Abb. (b)) kann ein entsprechender Wert
von (1.24 £ 0.13) A angegeben werden.

3.1.3. Stabilitat
3.1.3.1. Schutz gegeniiber Protonenaustausch mit dem L&sungsmittel

Mit der Verwendung des klassischen H/D-Austauschexperimentes sind die Schutzfakto-
ren jedes einzelnen Riickgratamides von FcSIpA berechnet und daraus die freie Standar-
denthalpie AG° bestimmt worden (s. Abschnitt [2.1.1.2.3)). Es wurden zwei voneinander
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Abb. 3.5.: Darstellung der zehn energiedrmsten Strukturen von EcSIpA (gezeigt ist der Sequenzbe-
reich M1-E148). Das Proteinriickgrat der jeweiligen FKBP-Doméne (M1-L65, P128-E148)
ist aneinander ausgerichtet worden und die Sekundéarstrukturelemente sind farblich codiert
(a-Helix: in griin; S-Faltblatt: in magenta; unstrukturierte Bereiche: in orange; cartoon-
Darstellung). Die IF-Doméine ist in grau gezeigt (ribbon-Darstellung).
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Abb. 3.6.: Individuelle Darstellung der zehn energiedrmsten Strukturen der beiden Doménen von
EcSlpA. Das Proteinriickgrat der zehn energiedrmsten Strukturen ist an der FKBP-Doméne
(M1-L65, P128-E148, (a)) bzw. der IF-Doméne (L75-F122), (b)) ausgerichtet worden. Die
Sekundérstrukturelemente sind farblich codiert (a-Helix: in griin; B-Faltblatt: in magenta;
unstrukturierte Bereiche: in orange; cartoon-Darstellung).

unabhéngige Experimente durchgefiihrt:
1. B=141T,T =298 K, pH = 7.0,
2. By=188 T, T =298 K, pH = 7.5.

Vor beiden Experimenten erfolgte ein Pufferwechsel von HyO zu D3O innerhalb von etwa
5 Minuten (Totzeit des Experimentes) iiber eine NAP-Siule (Grofenausschlusschroma-
tographiesédule). Die Proteinendkonzentration betrug jeweils ¢ = 0.5 mM. Der Start der
Datenaufnahme von aufeinanderfolgenden 'H-'"N-HSQC-Spektren erfolgte nach weite-
ren 5 (pH = 7.0) bzw. 15 Minuten (pH = 7.5), in 20- (pH = 7.5) bzw. 40- (pH =7.0)
Minuten-Abstédnden (Zeitauflosung des Experimentes). Die zeitabhéngige Intensitétsab-
nahme der Kreuzsignale ist aufgezeichnet und mit Anpassung der Gl. an die
Messwerte die apparente Austauschrate ke, bestimmt worden. Die damit unter Nutzung
von [74] berechneten Schutzfaktoren und daraus abgeleiteten AG-Werte sind in Abb.
dargestellt. Alle Aminoséuren, die im Zeitfenster des H/D-Austausches erfassbar
sind, liefern dhnliche Schutzfaktoren und AG%Werte fiir EcSlpA. Der mittlere AGP-
Wert, der aus den H/D-Austauschexperimenten folgt, korreliert mit AG° ~ 18 kJmol ™!
sehr gut mit dem AGY,-Wert, der mit einem Gleichgewichtsiibergang (durch Guani-
diniumchlorid induziert) und Circulardichroismus-Spektroskopie bestimmt worden ist
(AGY, = (19.9 £ 0.5) kJmol ™!, [I85]).

Mit den vorgestellten Ergebnissen ist ein grofer Unterschied zum Stabilitdtsverhalten
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Abb. 3.7.: Halblogarithmische Auftragung der berechneten Schutzfaktoren (a) und der AG°-Werte (b)
von FEcSlpA, die aus dem klassischen H/D-Austauschexperiment gewonnen wurden. Es erfolg-
ten zwei unabhéngige Messungen bei T' = 298 K: sowohl bei pH = 7.0 und an By = 14.1T
(schwarze Linien) als auch bei pH = 7.5 und an By = 18.8T (rote geschlossene Kreise).
Alle Proline und die Aminoséuren, die wihrend der Totzeit des Experimentes austauschen,
fiilhren zu nicht erfassbaren Schutzfaktoren und damit zu fehlenden AG®-Werten. Der Se-
quenzbereich M1-L65 sowie P128-E148 bildet die FKBP-Doméne, die IF-Doméine umfasst
den Sequenzbereich L75-F122.

von FcSlyD und TtSlyD zu sehen. Bei diesen beiden Varianten ist keine einzige Ami-
noséure innerhalb der IF-Doméne im Zeitfenster des H/D-Austausches aufgrund der
geringen thermodynamischen Stabilitét erfassbar [126, [18T].

3.1.3.2. Temperaturstabilitat

Die thermodynamische Stabilitdt von EcSIpA gegeniiber Temperaturdnderungen ist im
Bereich T = (293...359) K mittels eindimensionaler NMR-Protonenspektroskopie auf-
genommen worden (Abb. zeigt daraus einen reprisentativen Ausschnitt). Zur Aus-
wertung ist die spektral separate Methylgruppe von V123 bei einer Protonenverschie-
bung von 'H = —0.55ppm genutzt worden. Das Verhiltnis des Integrals im Bereich
"H=(-0.65...—0.45) ppm dieses einzelnen Resonanzsignals zum Integral des spektra-
len Bereiches 'H = (0.2...1.8) ppm reprisentiert die globale Proteinstabilitéit [186].
Eine thermodynamische Analyse dieses temperaturabhéngigen Verhéltnisses (s. Abb.
ergibt nach GI. einen Mittelpunkt der Entfaltung von 7}, = (330.1£0.3) K.
Das Ergebnis der vollen thermodynamischen Analyse ist in Tab. [3.2] aufgefiihrt.
Ergénzend zum Wildtypprotein sind stabilisierte Varianten von FcSIpA bzw. dessen
isolierter IF-Doméne hinsichtlich ihrer Temperaturstabilitdt untersucht worden. Die De-
tektion erfolgte auch hier mittels eindimensionaler NMR~Protonenspektroskopie und die
Auswertung analog zum Wildtypfall. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tab. aufge-
fiihrt.

Eine Stabilisierung der isolierten IF-Doméne von EcSIpA durch Einfiihrung einer Disul-
fidbriicke fiihrt zu einer Verschiebung des Mittelpunktes der Entfaltung um etwa 30 K
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Abb. 3.8.: Temperaturabhingige Protonenspektren von EcSIpA im Bereich 7' = (293...341) K zur Be-
stimmung der thermodynamischen Parameter der Proteinstabilitdt. Die Auswertung erfolgte

anhand der spektral separaten Methylgruppe von V123 bei einer Protonenverschiebung von
'H = —0.55ppm.
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Abb. 3.9.: NMR-spektroskopisch detektierter Temperaturiibergang einer nativen Methylgruppe von
EcSIpA. Das Verhiltnis des Integrals der separaten Methylgruppe von V123 (1H =
(=0.45... — 0.65) ppm, s. Abb. zum Integral des aliphatischen Bereiches 'H =
(0.2...1.8) ppm reprisentiert die native Population von EcSIpA [186].

auf T, ~ 360 K im Vergleich zum Volllangen-Wildtypprotein (s. IF, S4 in Tab. .
Dieses Verhalten ist unabhingig von der verwendeten spektroskopischen Methode zu
beobachten.

Interessanterweise fithrt das Einfiigen derselben Disulfidbriicke im Volllingenprotein (s.
wt, S4 in Tab. ) zu keiner Verschiebung des Mittelpunktes der Entfaltung (ebenfalls
methodenunabhéngige Beobachtung).

3.1.4. Bindungsstudien zu Substraten

Aufgrund der in Abschnitt aufgezeigten hohen Strukturhomologie zwischen EcSIpA
und EcSlyD*, sind nachfolgend Bindungsstudien in atomarer Auflosung durchgefiihrt
worden. Es kamen dabei Substrate zum Einsatz, die in fritheren Arbeiten an EcSlyD*
verwendet worden und deren Ergebnisse bekannt sind und sich damit zum Vergleich
anbieten. Es ist sowohl auf das Tetrapeptid Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA (zur Bestimmung
der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitiat [I87]) als auch auf die entfaltete Form
der Ribonuklease T1 als weiteres Modellsubstrat zuriickgegriffen worden.

3.1.4.1. Interaktion zum Tetrapeptid

Die Wechselwirkung des Tetrapeptides Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA (Standardsubstrat
zur Bestimmung der Peptidyl-Prolyl-cis /trans-Isomeraseaktivitit [I87]) zu > N-markier-
tem FEcSIpA ist mittels zweidimensionaler heteronuklearer NMR-Spektroskopie unter-
sucht worden, um die Bindestelle an EcSIpA zu lokalisieren.

Mit ansteigendem Konzentrationsverhiltnis des Peptides zum Protein ist in den 'H-
I5N-HSQC-Spektren eine Anderung der chemischen Verschiebungen der Kreuzsignale
von EcSIpA (bei anndhernd konstanter Intensitét) beobachtet worden (s. Abb. [A.5)).
Dies deutet auf schnellen Austausch zwischen dem Liganden und dem Protein-Liganden-
Komplex hin (s. Abb. 2.10).

Um das Bindungsplateau sicher zu erreichen, ist bis zu einem zehnfachen Uberschuf des
Peptides bzgl. der EcSlpA-Konzentration titriert worden. Die gewichtete Anderung der
chemischen Verschiebung Aw®! ist fiir jede Aminosiure und fiir jeden Titrationsschritt
berechnet und mit Gl. angepasst worden. Bindungskurven fiir V11 und F37
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Variante Tn / K AH /10° kJmol™"  ACp / 10® kJmol 'K™!

wt 330.140.1  220+10 6.941.6
wt* 329.040.1 250420 6.541.0
wtY81W, S3 326.5+0.7  320+70 18.746.5
wtY81W, S3* 328.140.1 210420 n. b.
wtYSIW, 83, red.  320.3+0.9 250460 15.545.7
WtYSIW, S3*% red. 325.740.1 200420 n. b.

wt, S4 331.840.1  260+10 11.540.8
wt, S4* 329.540.3 260420 n. b.

IF, S4 356.4+7.5 220420 6.341.1
IF, S4* 362.240.5 16030 n. b.

IF, S4, red. 308.1+10.5 130450 4.143.1
IF, S4*, red. 322.640.5 120420 n. b.

Tab. 3.2.: Thermodynamische Analyse verschiedener FcSlpA-Varianten. Die Detektion erfolgte sowohl
mit Circulardichroismus- (*, Detektion bei A = 230 nm) als auch mit NMR-Spektroskopie. wt:
Wildtypprotein, IF: isolierte Sequenz V73-T133 von EcSlpA mit LEHHHHHH als ergénzen-
den C-Terminus, S3: stabilisierende Variante vom Wildtypprotein (Disulfidbriicke 198-V112
(wt-Variante), 126-V40 (isolierte Variante)), S4: stabilisierende Variante vom Wildtypprotein
(Disulfidbriicke Y81-T122 (wt-Variante), Y9-T50 (isolierte Variante)), red.: reduzierte Form.
Die Reduktion der jeweiligen Disulfidbriicke erfolgte durch etwa einstiindige Inkubation in
¢ = 2.5 mM-haltigen TCEP-Puffer. Die Daten der Circulardichrosimusstudie sind von Anne-
Juliane Geitner (Arbeitsgruppe F. X. Schmid, Universitit Bayreuth) aufgenommen und zur
Verfiigung gestellt worden.

n. b.: nicht bestimmt.

(jeweils FKBP-Doméne) sowie fiir E94 und 1121 (jeweils IF-Doméne), die die groften
Anderungen der chemischen Verschiebung Aw,, wihrend der Titration zeigen, sind in
Abb. (a)-(d) gezeigt. Die durch die Regression der Gl. erhaltenen amino-
sdurespezifischen Werte betragen fiir die Dissosziationskonstante Kp ~ (0.5 £ 0.1) mM
bzw. nehmen fiir die Stochiometrie Werte zwischen n = (0.5 +0.1) und n = (1.0 +0.1)
an. Die Abb. stellt die Endpunktanalyse von Awy,, iiber die Aminosduresequenz von
EcSIpA dar.

Aus der Abb. (a) ist ersichtlich, dass kein bestimmter einzelner Sequenzbereich von
EcSIpA eine bevorzugte Sperzifitdt zur Bindung des Tetrapeptides besitzt. Jedoch zeigt
das Strukturbild in Abb. (b), dass vor allem die gefalteten Sekundérstrukturelemen-
te in der IF- wie auch in der FKBP-Doméne an der Bindung zum Tetrapeptid beteiligt
sind.

Die aminoséurespezifischen Bindungskurven fiir V11, F37 (jeweils FKBP-Doméne) und
E94, 1121 (IF-Doméne) in Abb. deuten aufgrund ihrer Ahnlichkeit auf keine be-
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Abb. 3.10.: Aminosdurespezifische Verldufe fiir die Titration des Tetrapeptides zu FcSlpA. Der Fehler
der chemischen Verschiebung ist mit 0.007 ppm angenommen worden. Die Regression der
Gl. an die Messwerte ergibt fiir V11 (a) n = 1.0 £0.1 und Kp = (370 £ 120) uM,
fir F37 (b) n = 1.0 £ 0.1 und Kp = (490 £ 130) uM, fiir E94 (¢) n = 0.5 £ 0.1 und
Kp = (460 % 260) uM und fir 1121 (d) » = 0.9 £ 0.2 und Kp = (620 £ 270) pM.

vorzugte Bindestelle des Peptides an EcSIpA hin. Sowohl die Stochiometrie n als auch
die Dissoziationskonstante Kp nehmen in keinem Sequenzbereich Werte an, die nicht
auch in einem anderen Bereich von EcSIpA existieren. Dies ist auch fiir die Titration
des Tetrapeptides an EcSlyD* beobachtet worden [154].

3.1.4.2. Interaktion zur entfalteten Form der Ribonuklease T1

Die Bindungsstudie von EcSIpA ist auf das Modellsubstrat der reduzierten und carboxy-
methylierten Form der Ribonuclease T1 (s. Abschnitt ausgeweitet worden. Die
Wechselwirkung von °N-markiertem EcSIpA mit der permanent entfalteten Polypep-
tidkette RCM-T1 ist mit 'H-"?N-HSQC-Spektren in aminosiurespezifischer Auflésung
verfolgt worden. Die Titration erfolgte bis zu einem etwa zweifachen Uberschuss des
Liganden und ist in Abb. [A.6] fiir drei Konzentrationsverhéltnisse des Protein-Liganden-
Komplexes dargestellt.

Mit steigendem Konzentrationsverhéltnis von RCM-T1 gegeniiber EcSIpA ist sowohl ei-
ne Anderung der chemischen Verschiebung als auch der Intensitét der Resonanzsignale
im 'H-'N-HSQC zu beobachten (s. Abb. (a) fiir die Analyse der Anderung der
chemischen Verschiebung und Abb. [A.7 im Anhang[A.12.2] fir die Analyse der Intensi-
tatsdnderung). Die Wechselwirkung zwischen RCM-T1 und EcSIpA findet somit weder
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Abb. 3.11.: Endpunktanalyse der NMR-Titration des Tetrapeptides zu EcSlpA. Die Titration wurde an
By = 18.8T und bei T' = 298 K durchgefiihrt. Der Titrationsendpunkt betrug 4.63 mM :
0.48 mM, [Tetrapeptid|:[EcSIpA]. Die rote horizontale Linie in (a) markiert die Trennlinie
fiir diejenigen Aminoséuren, die am stirksten am Bindungsprozess beteiligt sind (Aw,, >
0.07ppm). In (b) ist das zugehoérige Strukturbild gezeigt, die Farbskala verlauft von blau
(Awy, = 0ppm) iiber weill (Awy, = 0.19ppm) zu rot (Awy, = 0.38 ppm).

auf der langsamen noch auf der schnellen NMR-Zeitskala statt (s. Abschnitt 2.1.1.6).
Interessanterweise erfahren diejenigen Aminoséuren von EcSIpA die stirksten Anderun-
gen der chemischen Verschiebung, die auch den starksten Intensitatsverlust wiahrend der
Titration zeigen (Sequenzposition A35, G72, L100, G111, L129 und D136). Fiir A35,
L100, G111 und L129 ist der Titrationsverlauf fiir die Anderung der Intensitéit bzw. der
chemischen Verschiebung in Abb. dargestellt.

Die Anderungen der chemischen Verschiebungen, die nach Gl. (2.1.57) berechnet worden
sind, liegen beim hochsten verwendeten Substratiiberschuss deutlich unter den Werten,
die bei der Titration des Tetrapeptides (s. Abschnitt , Abb. beobachtet wor-
den sind (Awy, < 0.07 ppm).

Wihrend der Titration ist neben der Anderung der Intensitéit und der chemischen Ver-
schiebung auch eine Verédnderung der Linienform der Resonanzsignale von EcSIpA zu
beobachten (Abb. zeigt dies fiir die spektral isolierte CH3-Gruppe von Valin 123).
Eine Riickrechnung aus der Linienbreite auf die transversalen Relaxationsrate Ry ergibt
fiir den RCM-T1-gebundenen Zustand von EcSIpA eine Erh6hung der R»-Rate um etwa
10 % (s. Abb. im Anhang [A.12.5). Da die transversale Relaxationsrate Ry mit der
Rotationskorrelationszeit 7. der Molekiilbewegung korreliert ist [19], weist dies, neben
den Intensitétsverlusten und der leichten Anderung der chemischen Verschiebung der
Riickgratamide, auf eine Bindung der entfalteten Peptidkette von RCM-T1 an EcSIpA
hin. Da sich wahrend der Titration die chemische Verschiebung, die Intensitdt und auch
die Linienform der Resonanzsignale von FcSIpA &ndert, kann die Zeitskala des che-
mischen Austausches zwischen EcSIpA und dem RCM-T1-FEcSlpA-Komplex weder mit
schnell noch mit langsam angegeben werden (s. a. Abb. .
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Abb. 3.12.: Endpunktanalyse der NMR-Titration von RCM-T1 zu EcSlpA. In (a) ist die maximale
Anderung der chemischen Verschiebung der Riickgratamide Aw,, von EcSIpA (n = 1.9 zu
Gunsten von RCM-T1) dargestellt. Die Titration wurde an By = 18.8 T und bei T' = 298 K
durchgefiihrt. In (b) ist das zugehorige Strukturbild gezeigt. Die Farbskala verlauft von blau
(Awy, = 0ppm) iiber weifl (Awy, = 0.03 ppm) zu rot (Awy, = 0.06 ppm).

Eine qualitative Analyse der Titrationskurven in Abb. deutet auf eine 2:1-Stochio-
metrie der Bindung hin (zwei EcSlpA-Molekiile je RCM-T1-Molekiil). Auf eine Regressi-
on der GI. an die Titrationsdaten zur quantitativen Bestimmung der Bindungs-
affinitéit Kp wurde aufgrund der relativ geringen spektralen Anderungen verzichtet.
Die Abb. im Anhang zeigt vier Aminosduren (G54 und A146 (jeweils FKBP-
Domaéne) sowie A90 und E115 (jeweils IF-Doméne)), die nicht an der Bindung zu RCM-
T1 beteiligt sind. Sowohl die Intensitéat als auch die chemische Verschiebung éndern sich
fiir diese Aminosduren wihrend der Titration wenig bis nicht.

Im Vergleich zu EcSlyD* [154] und TtSlyD [126] sind die spektralen Anderungen von
EcSIpA, die durch RCM-T1 hervorgerufen werden, geringer. Diese schwéchere Bindeaf-
finitdt von RCM-T1 kann ein Grund fiir die im Vergleich zu SlyD geringere Isomerase-
aktivitit sein (s. a. Abschnitt [2.4.3).

3.1.5. Riickgratdynamik
3.1.5.1. Relaxationsverhalten auf der ps-bis-ns-Zeitskala

Mit der Bestimmung des heteronuklearen NOE-Wertes jedes Riickgratamides ist die Dy-
namik von FcSIpA bei T' = 298 K auf der ps-bis-ns-Zeitskala untersucht worden.

Besonders die Sequenzbereiche um N30, A90 und D105 zeigen im hANOE-Experiment
im Vergleich zum restlichen Protein starke Auffilligkeiten (s. Abb. [3.14). Diese besit-
zen einen signifikant erniedrigten heteronuklearen NOE-Wert (Minimalwerte zwischen
0.5 und 0.3) verglichen zum theoretischen Maximalwert von 0.78 fiir ein Protein dieser
Grofke und By = 18.8 T (s. Abb.[2.). Da der Verlauf des ANOE-Wertes im allgemeinen
sehr gut mit dem qualitativen Verlauf des Ordnungsparameters S? korreliert, kann fiir
diese Sequenzbereiche von einer erh6hten Bewegungsamplitude des Amidprotonvektors
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Abb. 3.13.: Linienform der Methylgruppe von Valin 123 von EcSIpA in Abwesenheit (rot) und in Anwe-
senheit eines zweifachen stochiometrischen Uberschusses von RCM-T1 (in blau). Die Halb-
wertsbreite des Resonanzsignales vergrofert sich um etwa 10 % von FWHM = 34.6 Hz (fir
n = 0) auf FWHM = 38.1Hz ( n = 1.9). Beide Protonenspektren sind mit einer gsine-
Fensterfunktion prozessiert worden. Zur besseren Vergleichbarkeit der beiden Halbwerts-
breiten ist das blaue Spektrum um -5.6 Hz verschoben und mit 2.7 multipliziert worden.
Der Verdiinnungsfaktor zwischen blauem und rotem Spektrum betragt 1.9. Die Analyse der

Halbwertsbreiten ist im Anhang [A.12.5| angegeben.

ausgegangen werden.

Die intrinsische Dynamik der Riickgratamide der IF-Doméne von FEcSIpA ist mit de-
nen von EcSlyD* (s. Abb. (c) u. Abb. (c)) und abgeschwécht mit denen von
TtSlyD (s. Abb. (c)) vergleichbar. Die erhohte Riickgratdynamik von EcSIlpA auf
der ps-bis-ns-Zeitskala im Sequenzbereich um N30 (unstrukturierter Bereich direkt vor
dem f5,-Faltblatt, zur Nomenklatur s. Abb. (a)) ist jedoch weder bei EcSlyD* noch
bei TtSlyD zu finden.

3.1.6. Zusammenfassende Diskussion

Fiir die Prolylisomerase FcSIpA konnten die NMR-Resonanzsignale des Proteinriickgra-
tes wie auch der Seitenketten zugeordnet werden. Darauf aufbauend ist die hochaufgelds-
te NMR-Struktur von EcSIpA berechnet worden. Es faltet in zwei strukturell getrennte
Doménen (IF- und FKBP-Doméne), die in sich sehr gut definiert sind. Demgegeniiber ist
eine definierte Orientierung zwischen diesen beiden Doménen im Rahmen dieser Arbeit
nicht gefunden worden. Dies spricht fiir eine Mobilitét zwischen den beiden Doménen.
Der Strukturvergleich von EcSIpA mit den Homologen EcSlyD* [154] und TtSlyD [126]
liefert nur fiir einen Faltblattbereich innerhalb der FKBP-Domaéne einen Unterschied.

Das lokale thermodynamische Stabilitdtsverhalten von FEcSIpA unterscheidet sich da-
gegen stiarker von demjenigen von FEcSlyD* [I88|. Dieses Ergebnis annéhernd gleicher
Schutzfaktoren der Amidprotonen beider Doménen von EcSIpA gegeniiber Deuteronen-
eintausch liefert einen weiteren strukturellen Hinweis fiir die im Vergleich zu EcSlyD*
erniedrigte Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitiat von EcSIpA.

NMR-spektroskopisch detektierte Temperaturentfaltungen vom Wildtypprotein und ver-
schiedener EcSlpA-Varianten konnten eine sehr gute Korrelation zu anderen spektrosko-
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Abb. 3.14.: Heteronuklearer NOE von EcSIpA, bei T' = 298K und an By = 18.8 T. Besonders die Se-
quenzbereiche um N30, A90 und D105 zeigen einen deutlich reduzierten hNOE-Wert im
Vergleich zum restlichen Protein. Der experimentelle Fehler ergibt sich aus der Standard-
abweichung von drei aufeinanderfolgenden Experimenten. Die Farbcodierung des hNOE-
Wertes im Strukturbild verlduft von rot (hNOE = 0.2) {iber weift (ANOE = 0.5) zu blau
(ANOE = 0.8). Die Struktur von EcSIpA ist fiir den Sequenzbereich M1-E148 gezeigt. Der
Sequenzbereich M1-L65 sowie P128-E148 bildet die FKBP-Doméne, die IF-Doméne umfasst
den Sequenzbereich L75-F122.

pischen Techniken zeigen. Der Mittelpunkt der Entfaltung der isolierten und stabili-
sierten IF-Doméne unterscheidet sich stark vom Mittelpunkt der Entfaltung des ent-
sprechenden stabilisierten Volllangenproteins. Damit konnte gezeigt werden, dass beide
Doménen von EcSIpA in enger struktureller Beziehung zueinander stehen.

Bindungsstudien in atomarer Auflosung konnten keine sequentiell bevorzugte Position
in EcSIpA fiir die Interaktion mit Substraten aufkléren. Die aus diesen Bindungsstudien
gefundene Affinitdt von FcSIpA zum Modellsubstrat RCM-T1 ist im Vergleich zu den
in der Literatur bereits bekannten SlyD-Studien geringer [154, 126]. Ein Grund dafiir ist
das in EcSIpA im Vergleich zu EcSlyD* fehlende Ss5,-Faltblatt, welches an der Interakti-
on von RCM-T1 zu EcSlyD* beteiligt ist. Dies liefert einen funktionellen Hinweis fiir die
im Vergleich zu FcSlyD* erniedrigte Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitit von
EcSIpA. Mit geringerer Affinitat sinkt entsprechend die katalytische Effizienz kiat/ky;.

Die intrinische Dynamik von EcSIpA auf der ps-bis-ns-Zeitskala ist mit derjenigen von
EcSlyD* und TtSlyD grob vergleichbar [189]. Die Amide der IF-Doméne zeigen eine
erhohte Riickgratdynamik verglichen zu denen der FKBP-Doméne. Im Sequenzbereich
um das bereits auffillige fehlende Sekundérstrukturelement g5, der FKBP-Doméne von
EcSIpA ist die Riickgratdynamik im Vergleich zur iibrigen Doméne jedoch erhéht, auch
verglichen zu sequenzhomologen Aminosiduren der beiden SlyD-Varianten. Damit kann
der strukturelle Unterschied mit einer erhéhten Riickgratdynamik auf der schnellen

63



NMR-Zeitskala untermauert werden.

Die berechnete hochaufgeloste NMR-Struktur von EcSIpA ist allein nicht in der Lage,
den Unterschied in der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitéit zu SlyD zu erkla-
ren. Es konnten zwar geringe strukturelle, funktionelle und auch dynamische Hinweise
fiir die geringere Aktivitit gefunden werden. Dennoch sind Experimente anzustreben, die
auf der Zeitskala der Katalyse ablaufen (bekannter ki, von EcSlyD* fiir das Tetrapep-
tid: Kyay >~ 1s71). Auch sind Dynamikmessungen eines substratgebundenen Komplexes
auf der schnellen NMR-Zeitskala in der Lage, mogliche oder ausbleibende Anderungen
("Antwort”) der Bewegungsamplituden der Riickgratatome zu detektieren und damit
Riickschliisse auf die Aktivitat bzw. Funktion von EcSIpA zu ziehen.
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3.2. Charakterisierung der Prolylisomerase SlyD

3.2.1. Bindungsstudien
3.2.1.1. Interaktion zu Tat-Signalpeptiden

Eine Wechselwirkung zwischen dem unstrukturierten Tat-Signalpeptid und SlyD wur-
de erstmalig durch W. Graubner und Mitarbeiter gezeigt [162]. Wahrend des Tat-
Signalpeptid-abhéngigen Transportes von gefalteten Substraten vom Cytoplasma zum
Periplasma der E. coli Zellen, sorgt diese Wechselwirkung fiir den Schutz des Substrates
und bewahrt es vor moglichem proteolytischen Abbau im Cytosol.

Die Wechselwirkung zwischen dem Tat-Signalpeptid (1-27, intrinsisches Fluorophor W
an Position 21, s. Gl. ) und EcSlyD* bzw. der verkiirzten Variante EcSlyD*AIF
ist mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht worden. Die Abb. (ausgefiillte Recht-
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Abb. 3.15.: Fluoreszenztitration des Tat-Peptides (1-27) zu EcSlyD* (ausgefiillte Kreise) und zu
EcSlyD*AIF (ausgefiillte Rechtecke) bei T' = 298 K. Die Konzentration des Tat-Peptides
(1-27) betrug am Titrationsanfang ¢ = 1 M und blieb wihrend des Experimentes nahe-
zu konstant. Die Messwerte sind unter Nutzung der GI. angepasst worden, mit
Kp = (400 £+ 80) nM und n = (0.8 £0.1).

ecke) zeigt eine starke Affinitét des Peptides zu EeSlyD* mit Kp = (400 + 80) nM und
einer Bindungsstochiometrie von n = (0.8 £ 0.1). Dagegen zeigt des Tat-Peptid (1-27)
keine Affinitét zu einer Variante ohne IF-Doméne (EcSlyD*AIF, ausgefiillte Rechtecke
in Abb. 3.15)). Ob tatséchlich nur die IF-Doméne von EcSlyD* an der Wechselwirkung
zum Tat-Peptid beteiligt ist, ist mittels NMR-Spektroskopie untersucht worden. Da das
Tat-Peptid (1-27) eine niedrige Loslichkeitsgrenze besitzt, ist fiir eine vollstdndige NMR-
Titration mit einer verkiirzten Variante gearbeitet worden (Tat-Peptid (1-17), s. Gl
E579).

Dazu sind mit ansteigender Peptidkonzentration 'H-'°N-HSQC-Spektren von *N-mar-
kiertem Protein aufgenommen und analysiert worden. Die Interaktionsstelle des Tat-
Peptides (1-17) sowohl mit EcSlyD* als auch mit TtSlyD ist vorrangig in der IF-Doméne
beider Proteine zu suchen (Abb. und deren strukturelle Wiedergabe in Abb. [3.17).
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Abb. 3.16.: Endpunktanalyse der NMR-Titration des Tat-Peptides (1-17) zu EcSlyD* (a) bzw. zu
TtSlyD (b). Beide Titrationen wurden an By = 14.1T und bei T' = 298 K durchgefiihrt.
Der Titrationsendpunkt betrug 0.73mM : 0.36 mM (a) bzw. 0.60mM : 0.48mM (b), je-
weils [Tat-Peptid (1-17)]:[Protein]. Die rote horizontale Linie markiert die Trennlinie fiir
diejenigen Aminoséuren, die signifikant am Bindungsprozess beteiligt sind.

(a) (b)

Abb. 3.17.: Strukturelle Wiedergabe des Endpunktes Aw,, der NMR-Titration des Tat-Peptides (1-17)
zu EcSlyD* (a) bzw. zu TtSlyD (b). Die Farbskala verlduft von blau (Awy,=0 ppm) iiber
weift (Awy=0.1 ppm fiir (a) bzw. Awy,=0.075 ppm fiir (b)) zu rot (Awy,=0.2 ppm fiir (a)
bzw. Awp,=0.15 ppm fiir (b)).
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Die Aminosiuren der jeweiligen IF-Doméne zeigen die stirksten Anderungen der che-
mischen Verschiebungen durch die Zugabe des Tat-Peptides (1-17). Fiir jeden Titrati-
onspunkt sind die jeweiligen Aw®-Werte nach Gl. (2.1.57) berechnet worden. Fiir die
am stirksten im 'H-1°N-HSQC-Spektrum verschobenen Aminosiuren von EcSlyD* und
TtSlyD sind die von der Peptidkonzentration abhéingigen Verliufe von Aw®! in Abb.
dargestellt. Mit einer globalen Anpassung der Gl. an die Aw*'-Werte konnte die
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Abb. 3.18.: Verlauf der individuellen Aw®!-Werte von EcSlyD* (a) bzw. von T#SlyD (b) in Abhéngigkeit
von der Konzentration des Tat-Peptides (1-17) fiir die am stérksten im 'H-»N-HSQC-
Spektrum beeinflussten Kreuzsignale. Eine globale Datenanalyse nach GI. fiir V76,
R78, V79, V83, D88, R95, T100, T110 und A111 aus (a) ergibt Kp = (50 & 20) uM und
n = 0.93 £ 0.01, fir V73, E81, A83, A89 und D95 aus (b) folgt Kp = (65 + 40) uM und
n = 1.08 + 0.02.

Affinitdt des Tat-Peptides (1-17) zu EeSlyD* mit Kp = (50 £ 20) uM und einer Bin-
dungsstochiometrie n = 0.93+0.01 bestimmt werden. Fiir TtSlyD betriagt die Bindungs-
affinitdt Kp = (65 £ 40) uM und die Bindungsstéchiometrie n = 1.08 = 0.02. Verglichen
zur Fluoreszenztitration von EcSlyD* zum Tat-Peptid (1-27) ist die Bindungsstochiome-
trie n unverdndert, die Bindungsaffinitét ist fiir das kiirzere Peptid (1-17) im Vergleich
zum Peptid (1-27) aber um zwei Grofenordnungen herabgesetzt. Trotz dieser unter-
schiedlichen Bindungsaffinitdten weisen auch die NMR-Titrationsexperimente auf die
[F-Domaéne als (hauptséchlichen) Wechselwirkungsort zwischen dem Tat-Signalpeptid
und EcSlyD* bzw. TtSlyD (s. Abb. hin.

Um eine direkte Wechselwirkung zwischen der FKBP-Doméne und dem Signalpeptid
auszuschliefen, ist als Kontrollexperiment und als Vergleich zur Fluoreszenzmessung (s.
Abb. eine NMR-Zweipunkttitration des Tat-Peptides (1-27) an '"N-markiertem
TtSlyDAIF durchgefiihrt worden.

Die Komplexprobe ist bis zu einer Peptid- bzw. Proteinkonzentration von ¢’ = 73.5 uM
bzw. cP*°t = 63.5 uM aufkonzentriert und nachfolgend mit einem 'H-"*N-HSQC-Spektrum
vermessen worden. Die Anderungen der chemischen Verschiebungen der Kreuzsignale
Awy, von TtSlyDAIF liegen alle unterhalb der Trennlinie von Aw,, = 0.05 ppm (s. Abb.
[3.19). Dieser Wert ist fiir die Auswertung der Tat-Peptid (1-17)- Titration an T¢SlyD
gewéhlt worden (s. Abb. (b)). Damit kann eine Wechselwirkung der zehn zusétzli-

67



0.15 4

£ 0.10

Aw,, / ppm

0.05

80 100 120 140 160

Sequenz

Abb. 3.19.: Endpunktanalyse der NMR-Titration des Tat-Peptides (1-27) zu TtSlyDAIF. Die Titration
wurde an By = 18.8 T und bei T' = 298 K durchgefiihrt, mit dem Titrationsendpunkt (73.5 :

63.5) uM ([Tat Peptid (1-27)]:[ TtSlyDAIF]). Alle Aminoséduren von TtSlyDAIF zeigen eine
Anderung der chemischen Verschiebung Awy, < 0.05ppm (rote horizontale Trennlinie).

chen Aminoséuren des langeren Peptides mit der FKBP-Doméne ausgeschlossen werden,
trotz erhthter Bindeaffinitat im Vergleich zum Tat-Peptid (1-17).
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3.2.1.2. Interaktion zu PPlasen-Inhibitoren

Da die FKBP-Doméne von SlyD strukturell einer typischen PPlase entspricht, ist mit-
tels Fluoreszenz- und NMR-Spektroskopie die Interaktion von Inhibitoren der Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitat zu TtSlyD und TtSlyDAIF untersucht worden.
Temperaturabhangige Fluoreszenztitrationen von FK506 und Rapamycin zu 7¢SlyD und
TtSlyDAIF im Gleichgewicht zeigen eine Affinitdt Kp ~ puM. Die AIF-Variante von
TtSlyD zeigt eine stiarkere Affinitdt zu den Inhibitoren als die Vollldingenvariante, bei
gleichbleibender Stéchiometrie von n = 2 (Rapamycin) bzw. n = 1 (FK506). Die Tab.
3.3 stellt die Ergebnisse fiir die Affinitdten dieser temperaturabhéngigen Bindungsstudie
zusammen, die sich aus der Regression der GI. an die Messwerte ergeben.

TtSlyD TtSlyDAIF
T /K Rapamycin FK506 Rapamycin FK506

285.5  3.7£0.2 3.3+£0.2 1.6+£0.2 0.91+0.1
298.2 9.2£0.2 1.3+£0.1 1.7£0.1 0.20£0.05
323.2  5.7£0.1 2.7£0.5 3.3+0.2 1.3£1.2

Tab. 3.3.: Kp-Werte (in M) fiir die temperaturabhéingige Bindungsstudie der PPlase-Inhibitoren an
TtSlyD und TtSlyDAIF. Die verwendete Proteinkonzentration betrug ¢ = 5 uM. Die Inhibi-
toren wurden hochkonzentriert in DMSO gel6st, sodass die Proteinverdiinnung wéhrend des
Experimentes weniger als 5 % betrug.

Aus diesen Affinitatswerten lésst sich ein negativer Einfluss der IF-Doméne auf die Bin-
dung der Inhibitoren zum Wildtypprotein TtSlyD ableiten, der sich durch ein weiteres
Experiment noch verstirken lasst. Dazu ist TtSlyD das Tat-Peptid (1-27) als Bindungs-
partner vorgelegt worden (Wechselwirkung von Tat-Pepitd (1-27) erfolgt nur mit der
IF-Doméne von TtSlyD, s. Abschnitt [3.2.1.1). Eine Fluoreszenztitration von Rapamycin
zu diesem Komplex ergibt eine etwa fiinffach erniedrigte Affinitét im Vergleich zu freiem

TtSlyD (s. Abb. [3:20).

Zeitaufgeloste Fluoreszenztitrationen geben die Kinetik des Bindeprozesses wieder (s.
Abschnitt . Dazu ist mit Hilfe der stopped-flow-Technik temperaturabhéngig die
Fluoreszenzloschung, die durch Rapamycinbindung an TtSlyD und an TtSlyDAIF her-
vorgerufen wird, zeitaufgelost aufgezeichnet worden. Eine Regression der GI. an
die Fluoreszenzintensitaten ergibt die apparente Bindungsrate k,pp.

Auch hier zeigen beide TtSlyD-Varianten ein unterschiedliches Verhalten. Die Volllan-
genvariante besitzt eine etwa dreifach geringere apparante Bindungsrate verglichen mit
dem TtSlyDAIF-Konstrukt. Interessanterweise ergibt die Arrhenius-Auftragung der ap-
parenten Bindungsraten fiir beide Varianten in etwa die gleiche Aktivierungsenergie fiir
die Bindung von E, = (60 £ 3) kJmol™* (s. Abb. (3.21)).

Mit der Veranderung des Konzentrationsverhéltnisses zwischen Rapamycin und dem je-
weiligen Protein ist das Assoziations- bzw. Dissoziationsverhalten der Inhibitorbindung
bestimmt worden. Die Auftragung der apparenten Bindungsraten iiber die Rapamycin-
konzentration (s. Abb. ergibt sowohl fiir TtSlyD als auch fiir TtSIlyDAIF eine
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Abb. 3.20.: Fluoreszenztitration von Rapamycin zu TtSlyD (offene Kreise) bzw. zu Tat-Peptid (1-27)-
gebundenen TtSlyD-Komplex (geschlossene Kreise), jeweils bei T = 298 K. Die Regression
der GI. an die Fluoreszenzwerte ergibt: Kp = (9.2 & 0.1) uM (freie Form) bzw.
Kp = (58 £ 1) uM (Tat-Peptid (1-27)- gebundener Komplex). Die Bindungsstochiometrie
betréigt jeweils n = 2.

Ink,,, / Hz

T T T T
325 330 335 3.40 345 350 355
1000/T / K

Abb. 3.21.: Halblogarithmische Darstellung der apparenten Bindungsrate kapp, von Rapamycin zu
TtSlyD (offene Kreise) und TtSlyDAIF (geschlossene Kreise) in Abhéngigkeit von der in-
versen Temperatur. Eine Arrhenius-Analyse (s. Gl ) ergibt flir beide Varianten eine
Aktivierungsenergie von Ex = (60 4= 3) kJmol~!. Die Bindungsreaktion ist jeweils mit ei-
nem zehnfachen Uberschuss der Rapamycinkonzentration bzgl. der Proteinkonzentration
(cFrot = 2 yM) initiiert worden.

Dissoziationsrate kgiss >~ 2557 L.

Die Rapamycinassoziation k,s ist dagegen sehr sensitiv zu der verwendeten Protein-
variante. Die Rate fiir das Wildtypprotein ist etwa siebenfach geringer als fiir die der
[F-Domaénenfreien Variante (s. Abb. . Die Annahme einer Reaktion erster Ord-
nung und einer Bindungsstéchiometrie von n = 2 fiir die Rapamycinbindung an TtSlyD
bzw. TtSlyDAIF wird durch den Vergleich der Dissoziationskonstanten Kp zwischen
Gleichgewichts- und kinetischer Messung bestétigt. Der Quotient aus kaiss/k,, betragt fiir
TtSlyD: Kp = (11.4 + 0.5) uM (die Affinitdt aus der Gleichgewichtsmessung betrégt
Kp = (9.240.2) uM, s. Tab. B.3), fiir TtSlyDAIF: Kp = (1.7 £ 0.1) uM (die Affinitét
aus der Gleichgewichtsmessung betrigt Kp = (1.7 £ 0.1) uM, s. Tab. [3.3).

Die zeitaufgelosten Experimente bestétigen den negativen Einfluss der IF-Doméne fiir
die Bindung von Rapamycin an das Wildtypprotein 7TtSlyD, der in den Gleichgewichts-
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Abb. 3.22.: Auftragung der apparenten Bindungsraten von Rapamycin zu TtSlyD (offene Kreise) bzw.
zu TtSlyDAIF (geschlossene Kreise) iiber die Rapamycinkonzentration. Bei identischer Dis-
soziation von kqiss = 255 ! betriigt die Rapamycinassoziation k.. = (2.2 £0.1) uM—1s™1
(TtSlyD) bzw. kass = (14.9 £ 0.7) uM~ts~! (TtSlyDAIF). Die Experimente wurden bei
T = 298 K durchgefiihrt, die Proteinkonzentration betrug jeweils ¢F™* = 2 M.

messungen gefunden wurde. Ferner legen die Ergebnisse nahe, dass die IF-Doméne von
TtSlyD keine Bindestelle fiir die PPIase-Inhibitoren FK506 und Rapamycin besitzt. Ein
mogliches Erklarungsmodell besteht darin, dass die IF-Doméne von TtSlyD die Binde-
stelle fiir den Inhibitor blockiert, sodass die Assoziation und damit die Affinitét fiir den
Inhibitor herabgesetzt wird.

Mit NMR-Titrationsexperimenten ist die Bindestelle von FK506 und Rapamycin zu
TtSlyD in atomarer Auflosung untersucht worden. Dazu sind mit ansteigender Inhi-
bitorkonzentration 'H-N-HSQC-Spektren von °N-markiertem TtSlyD aufgenommen
worden.

Die Abb. gibt den Titrationsverlauf zwischen Rapamycin und TtSlyD fiir einen Aus-
schnitt des 'H-"?’N-HSQC-Spektrums wieder. Die Analyse der 'H-!>N-HSQC-Spektren
ergibt einen langsamen chemischen Austausch zwischen TtSlyD und dem Rapamy-
cin+ TtSlyD-Komplex (s. Abschnitt . Fiir die an der Rapamycinbindung be-
teiligten Aminosduren ist somit eine neue Zuordnung notwendig, da diese wahrend der
Titration nicht von einem Schritt zum néchsten Schritt iibernommen werden kann. Dar-
auf ist im Rahmen dieser Arbeit verzichtet worden.

Alle Aminoséuren von TtSlyD, die an der Bindung zu Rapamycin bzw. FK506 beteiligt
sind, sind in der Abb. rot eingefdrbt. Dies sind (bis auf N99) ausschlieflich Ami-
nosauren der FKBP-Domaéne von TtSlyD. Die beiden durchgefiihrten NMR-Titrationen
konnen nicht ausschliefsen, dass N99 mit dem jeweiligen Inhibitor wechselwirkt. Ob dieses
einzelne Kreuzsignal durch Bindung an den Inhibitor oder durch eine Konformations-
anderung, die durch die Bindung an einer anderen Sequenzposition hervorgerufen wird,
verschwindet, kann nur durch die Existenz oder das Fehlen von intermolekularen NOEs
geklart werden [121]. Dennoch kann eine direkte Inhibitorbindung an N99 von TtSlyD
als eher unwahrscheinlich gelten, da in der unmittelbaren sequentiellen Nachbarschaft
von N99 keine weiteren Aminosauren auf FK506 bzw. Rapamycin sensitiv sind.

Eine Kontrolltitration von DMSO an TtSlyD zeigte keine Beeinflussung der im *H-'°N-
HSQC-Spektrum detektierbaren Kreuzsignale (s. Abb. im Anhang .
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Abb. 3.23.: Reprisentativer Ausschnitt des 'H-'?N-HSQC-Spektrums von TtSlyD mit ansteigender Ra-
pamycinkonzentration. Die beiden Aminoséduren Q16 und G39 (jeweils FKBP-Domiine) sind
an der Rapamycinbindung beteiligt, V105 und V113 (jeweils IF-Doméne) nicht (langsamer
chemischer Austausch zwischen freiem und gebundenem Zustand, s. Abschnitt .
Das stochiometrische Verhéltnis zwischen 7¢SlyD und Rapamycin lautet: n = 0 (A),
n = 0.11 (B), n = 0.23 (C), = 0.45 (D), n = 0.75 (E) und n = 1.13 (F). Die roten
Kreuzsignale charakterisieren den Rapamycin-gebundenen Zustand von TtSlyD. *: keine
Zuordnung vorhanden. Die Titration erfolgte an By = 14.1T und bei T" = 298 K.

3.2.2. Translationsdiffusion

Mit der experimentellen Bestimmung des Diffusionskoeffizienten D der Translation und
damit einhergehend mit dem hydrodynamischem Radius rg kénnen Aussagen iiber die
Grofe und die Form des untersuchten Molekiils getroffen werden [112, [116]. Unter Nut-
zung des in Abschnitt [2.1.1.4) vorgestellten stimulierten Echo-Experimentes mit bipolaren
Gradienten ist der Diffusionskoeffizient von verschiedenen SlyD-Varianten und von hu-
manem FKBP12 (s. Abb. (b)) bestimmt worden. Die Abb. stellt exemplarisch
das Diffusionsprofil fiir EcSlyD* (Rechtecke) und TtSlyD (Kreise) dar. In der Tab.
sind die Ergebnisse fiir alle durchgefiihrten Diffusionsmessungen aufgelistet.

Interessanterweise zeigen die Zweidoméanenproteine auf der einen und die Eindoménenva-
rianten auf der anderen Seite ein kontréres Diffusionsverhalten. Sowohl EcSlyD* als auch
TtSlyD besitzen einen kleineren Diffusionskoeffizienten als man fiir ein globular gefaltetes
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Abb. 3.24.: Strukturelle Wiedergabe der durch die Inhibitorbindung (Rapamycin in (a) und FK506 in
(b)) beeinflussten Aminoséduren von TtSlyD. Die in rot eingefdrbten Aminosduren zeigen
wahrend der NMR-Titration eine Wechselwirkung zum jeweiligen Inhibitor.

Protein dieser Grofe erwarten wiirde (vgl. Gl (2.1.48)). Dagegen zeigen EcSlyD*AIF,
TtSlyDAIF und das strukturell stark verwandte hFKBP12 einen jeweils groferen Dif-
fusionskoeffizienten verglichen zum theoretisch zu erwartenden Wert. Die Anwesenheit
der IF-Doméne in EcSlyD* und TtSlyD fiihrt somit sehr stark zur Verlangsamung der
Translationsdiffusion. Aus dem empirisch in [I16] gefundenen Zusammenhang zwischen
der Grofe und dem hydrodynamischen Radius einer Polypeptidkette (Vergleich zwischen
Gl und Gl (2.1.49)) ist ersichtlich, dass eine entfaltete Kette (hohe intrinsische
Dynamik) langsamer diffundiert im Vergleich zu einer gefalteten Struktur, die die gleiche
Anzahl an Aminosduren besitzt.

Die Ergebnisse der Diffusionsstudie verschiedener SlyD-Varianten und deren Vergleich zu
dem FKBP-Doméanen homologen Protein hFEKBP12 lassen eine erhohte intrinsische Dy-
namik der Aminosduren der IF-Doméne im Vergleich zu denen der FKBP-Doméne ver-
muten. Eine aminosaurespezifische Relaxationsstudie von EcSlyD* und TtSlyD mit an-
schliefender Lipari & Szabo-Analyse ist nun in der Lage, Werte fiir die lokale Bewegungs-
amplitude jedes einzelnen Amidprotonenvektors anzugeben. Die Ergebnisse der Diffusi-
onsstudie lassen eine erhdhte intrinsische Dynamik der Aminoséuren der IF-Doméne im
Vergleich zu denen der FKBP-Doméne vermuten.
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Abb. 3.25.: Abhiingigkeit der integrierten NMR-Intensitit im Frequenzbereich 'H = (0.5...2.5) ppm
des Protonenspektrums von der angelegten Gradientenstérke. Ausgefiillte Rechtecke
(EcSlyD*) bzw. Kreise (TtSlyD) stellen die jeweiligen Messwerte dar, die durchgezogene

Linie die Regression anhand Gl. (2.1.45)) unter Vernachlassigung des Relaxationstermes.

Molekiil N D Do D% D/Dth
EcSlyD* 171 9.83+£0.04 9.96+0.05 10.3 96 %
EcSIlyD*AIF 124 11.814£0.36 11.86+0.02 11.4 104 %
TtSlyD 154 9.9740.09 10.37£0.12 10.6 96 %
TtSlyDAIF 111 14.534+0.19 14.89+0.20 11.7 126 %
hFKBP12 113 13.16+£0.08 13.204+0.10 11.7 113 %

Tab. 3.4.: Diffusionsanalyse fiir verschiedene SlyD-Varianten und hRFKBP12. D ist in 10~!'! m?s~! an-

gegeben. Die Integration der Diffusionsprofile erfolgte im aliphatischen Bereich (ali, *H
(0.5...2.5) ppm) bzw. dem der Amidprotonen (aro, *H = (6.5.

..8.5) ppm).

N: Anzahl der Aminoséuren, D': theoretischer Diffusionskoeffizient eines globuliren Prote-
ins, das die gleiche Anzahl an Aminoséuren besitzt [I16] (mit G1. (2.1.47)), berechnet).
Die Viskositat der Messlosung ist mit einem Kapillarrheometer zu 77 = 1.00 mPas bestimmt
worden. Alle Messungen erfolgten an By = 14.1 T und bei 7' = 298 K.
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3.2.3. Riickgratdynamik

Die NMR-Spektroskopie stellt fiir verschiedene Zeitskalen definierte Experimente zur
Verfiigung, die die Dynamik des untersuchten Molekiils in atomarer Auflosung detektie-
ren (vgl. Abb. u. Abschnitt . In den folgenden Punkten steht das Relaxations-
verhalten des Amidprotonenvektors jeder einzelnen Aminoséure auf der ps-bis-ns- bzw.
der ps-bis-ms-Zeitskala im Vordergrund. Es sind sowohl Experimente im freien Zustand
von TtSlyD und EcSlyD* als auch im Tat-Peptid (1-17)- sowie Inhibitor-gebundenem
Zustand durchgefiihrt worden.

3.2.3.1. Relaxationsverhalten des freien Zustandes auf der ps-bis-ns Zeitskala

Fiir eine intensive Relaxationsstudie sind sowohl fiir FcSlyD* als auch fir TtSlyD die lon-
gitudinalen und transversalen Relaxationsraten der '’N-Kerne sowie der 'H-1°N-ANOE-
Wert temperaturabhingig aufgenommen worden, unter Nutzung der in den Abb. -
vorgestellten Pulsprogramme. Fiir EcSlyD* konnten 136, 141, 137 und 141 von 159
Aminoséduren (Proline abgezogen) bei T' = 288 K, 293 K, 298 K und 303 K ausgewertet
werden. Innerhalb dieses Temperaturbereiches ist EcSlyD* vollstandig nativ [125].

Fiir TtSlyD konnten 125, 124, 130, 124 und 121 Amidprotonenvektoren des Proteinriick-
grates (Proline abgezogen) bei T'= 288 K, 298 K, 303 K, 313 K und 333 K ausgewertet
werden. Innerhalb dieses Temperaturbereiches ist TtSlyD vollstandig nativ [126]. Die
Relaxationsstudie beider Proteine erfolgte an By = 14.1T.

Die Abb. stellt den Verlauf aller drei Relaxationsparameter {iber die Aminoséure-
sequenz von EcSlyD* bei T' = 298 K dar. In der Abb. im Anhang ist der
Verlauf von Ry, Ry und dem hNOE-Wert fiir FcSlyD* bei T' = 288 K, 293 K und 303
K gezeigt.

Unter den vier genutzten Temperaturen geben alle drei Relaxationsparameter die Do-
ménenarchitektur von EcSlyD* wieder. Die longitudinalen Relaxationsraten Ry (s. Abb.
(a)) der IF-Doméne sind etwa 1.5fach grofer als diejenigen der FKBP-Doméne und
des Linkerbereiches (Verbindung zwischen FKBP- und IF-Domine, in Abb. oran-
ge eingefdrbt). Die grofiten R;-Werte besitzt der unstrukturierte C-Terminus mit etwa
Rl = 2 Hz.

Die transversalen Relaxationsraten Rs (s. Abb. (b)) zeigen ein gegensitzliches Ver-
halten. Diese sind innerhalb der IF-Doméne niedriger (Ry ~ 10 Hz) als innerhalb der
FKBP-Doméne und des C-Terminus’ (Ry ~ 20 Hz).

Die hNOE-Werte (s. Abb. (c) u. zeigen erginzend zu Ry und R, dass die bei-
den Doménen einem unterschiedlichen Relaxationsverhalten unterliegen. Innerhalb der
[F-Doméne sinken die hANOE-Werte auf 0.2, demgegeniiber weist die FKBP-Doméne
ausschlieflich ANOE-Werte > 0.6 auf. Die theoretische Obergrenze des hNOE-Wertes
fiir ein Molekiil, das eine Rotationskorrelationszeit von 7. = 14ns besitzt, betréigt
ANOE = 0.83 an By = 14.1T (s. Abb. [2.§). Viele Riickgratamide der FKBP-Doméne
besitzen diesen Grenzwert.

Die Tab. gibt die 10 % getrimmten Mittelwerte von Ry, Ry und des ANOE-Wertes fiir
EcSlyD* fiir den gesamten Temperaturbereich an. Der Temperaturverlauf von R; und
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Abb. 3.26.: Longitudinale Relaxationsrate Ry (a), transversale Relaxationsrate Ry (b) und heteronu-
klearer NOE-Wert (c) fiir EcSlyD* bei T' = 298 K und an By = 14.1 T. Die Sequenzbereiche
der FKBP-Doméne (K2-V62, Q128-G150) und der IF-Doméne (L75-D120) sind oberhalb
des Graphen bezeichnet.

Ry folgt streng der Theorie fiir ein Molekiil der Rotationskorrelationszeit von EcSlyD*
[190]. Der 10 % getrimmte Mittelwert des hNOE-Wertes ist nicht temperaturabhéngig.
Der Unterschied der hANOE-Werte zwischen der IF- und der FKBP-Doméne von TtSlyD
(s. Abb. (c¢) im Anhang bestétigt die Zwei-Doménenstruktur, die mittels
Rontgenkristallographie gefunden wurde [126]. Jedoch sind die Unterschiede der ANOE-
Werte und auch der R;-, Ry- Werte (s. Abb. (a),(b) in zwischen den beiden
Doménen schwicher als bei EcSlyD* ausgepragt.

Der temperaturabhiangige Verlauf der 10 % getrimmten Mittelwerte der drei Relaxati-
onsparameter ist qualitativ mit denen von EcSlyD* vergleichbar und ist in Tab. [3.6]
angegeben.

3.2.3.2. Lipari & Szabo-Analyse der Relaxationsparameter

Die Gesamtbewegung eines Proteinmolekiils kann mit der Rotationskorrelationszeit 7.
beschrieben werden. Eine detaillierte Analyse von 7. und der Riickgratdynamik von

76



Abb. 3.27.: Strukturelle Wiedergabe des heteronuklearen NOEs von EcSlyD* bei T' = 298 K und an
By = 14.1T. Die Farbskala verlduft von rot (hNOE = 0.1) iiber weif (ANOE = 0.55) zu
tiefblau (RNOE = 0.9).

288 K 293 K 298 K 303 K

R, / Hz 0.73 0.83 0.99 1.04
Ry, / Hz 235 20.5 17.9 15.8
hRNOE  0.64 0.67 0.69 0.68

Tab. 3.5.: 10 % getrimmte Mittelwerte von Ry, Ry und ANOE fiir EcSlyD* fiir vier verschiedene Tem-
peraturen. Die Daten wurden an By = 14.1 T aufgenommen.

EcSlyD* und TtSlyD ist mit dem Ansatz von Lipari & Szabo [129] erfolgt (s. Abschnitt
. Dazu sind die gemessenen Relaxationsdaten Ry, Ry und ANOE genutzt und an die
fiinf Modelle (s. Gl. (2.2.66)—(2.2.70)) der spektralen Leistungsdichtefunktion J;(w) mit
dem Softwarepaket MODELFREE 4.22 [I31] angepasst worden.

Sowohl fiir FcSlyD* als auch fiir TtSlyD ist mit einem axialsymmetrischen Modell fiir
die Beschreibung des Gesamtmolekiils gerechnet worden. Die fiir diese Rechnung not-
wendigen Startparameter fiir 7., dem Verhéltnis der Diffusionsaxen D) /D, sowie den
beiden Polarwinkeln 6 und ¢, sind mit der Software TENSOR2 [191] anhand der be-
kannten Proteinstrukturen bestimmt worden. Die Modellauswahl erfolgte nach dem in
[132] beschriebenen Auswahlkriterium. Die an diese Publikation angelehnten Auswahl-
programme sind in MatLab geschrieben worden [I34] (s. Anhang[A.7). Die globale Ro-
tationskorrelationszeit 7. ist aus dem Verhéltnis R2/r, abgeschétzt worden [19]. Eine
Korrektur von 7, mit etwaigen Ri-Beitragen ist nach Y.-C. Li und G. T. Montelione
vorgenommen worden [I35].

Der berechnete Wert fiir 7. nimmt mit ansteigender Temperatur (scheinbar) ab (s. Tab.
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2886 K 298 K 303 K 313K 333K

Ry / Hz 0.68 0.94 1.03 1.34 1.77
Ry /Hz 24.4 17.5 15.0 12.3 8.4
hRNOE  0.68 0.70 0.71 0.71 0.72

Tab. 3.6.: 10 % getrimmte Mittelwerte von Ry, Ry und ANOE fiir T¢SlyD fiir fiinf verschiedene Tem-
peraturen. Die Daten wurden an By = 14.1 T aufgenommen.

T/K 7./ns  7./n° /ns 7/ mPas

288 15.1+£0.1 128 1.18
293 13.7+£0.1 13.2 1.04
298 13.4£0.1 134 1.00
303 11.2+0.1 13.3 0.84

Tab. 3.7.: Ergebnisse fiir die Lipari & Szabo-Analyse von EcSlyD* bei vier verschiedenen Temperatu-
ren. Die Berechnung von 7° erfolgte anhand: 7°(T)=n(T=298K)/n(T). Die Viskositiit n der
Messlosung ist mit einem Kapillarrheometer bestimmt worden.

, . Bei T' = 288 K besitzt EcSlyD* einen Wert von 7. = 15.1ns, der sich bei einer

T/K 7./ns 7./n° / ns n / mPas
288 19.3+0.1 16.4 1.18
298 14.81+0.04 14.8 1.00
303 11.0+0.1 13.1 0.84
313 7.74£0.02 11.1 0.70
333 5.63£0.03 10.6 0.53

Tab. 3.8.: Ergebnisse fiir die Lipari&Szabo-Analyse von TtSlyD bei fiinf verschiedenen Temperaturen.
Die Berechnung von n° erfolgte anhand: 7°(T)=n(T=298K)/n(T). Die Viskositit  der Mess-
16sung ist mit einem Kapillarrheometer bestimmt worden.

15 K hoheren Temperatur auf 7. = 11.2ns verringert. Die Korrektur der Losungsmit-
telviskositdt filhrt zu einer Rotationskorrelationszeit von 7. ~ 13 ns fiir den gesamten
Temperaturbereich.

Fiir TtSlyD konnte 7, in einem Temperaturfenster von 45 Kelvin verfolgt werden. Die
Rotationskorrelationszeit nimmt in diesem Bereich (scheinbar) etwa 4fach ab, von 7. =
19.3ns (fir T = 288K) auf 7. = 5.6ns (fir T = 333 K). Hier fithrt die Viskositéts-
korrektur des Puffers zu 7.-Werten, die zu héheren Temperaturen hin, im Gegensatz zu
EcSlyD*, abfallen und erst ab T'= 313 K auf einem Plateau verharren.

Neben der Analyse der globalen Rotationskorrelationszeit 7. erfolgte fiir FcSlyD* und
TtSlyD auch eine Analyse der Parameter der lokalen Bewegung der Amidprotonenvek-
toren des Proteinriickgrates, S?, 7, und R, fiir den gesamten Temperaturbereich. Fiir
EcSlyD* und T' = 298 K sind diese drei Grofen in Abb. (a)-(c) dargestellt.
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Abb. 3.28.: Ordnungsparameter S? (a), interne Korrelationszeit 7, (b) und chemischer Austauschterm
Rex (c) fiir EcSlyD* bei T' = 298 K und an By = 14.1T. Die gestrichelte Linie in (b) gibt
die Rotationskorrelationszeit 7, der Gesamtmolekiilbewegung von EcSlyD* mit 7, = 13.4ns
an. Die Sequenzbereiche der FKBP-Doméne (K2-V62, Q128-G150) und der IF-Domiéne
(L75-D120) sind oberhalb des Graphen angegeben.

Uber den gesamten Temperaturbereich zeigt die FKBP-Doméne von EcSlyD* Ordnungs-
parameter S? > 0.8 und grenzt fiir die meisten Riickratamide der S-Faltblattbereiche
an S? = 1. Die Amide des C-Terminus’ (ab G150) erfahren grofe Amplituden der Be-
wegung mit S? < 0.4. Im unstrukturierten Bereich der IF-Doméne erfolgt ein Abfall des
Ordnungsparameters von S? = 0.95 auf S? = 0.6. Nur einige wenige 'H-'N-Vektoren
der IF-Domine zeigen Ordnungsparameter S? — 1. Dies weist auf groke Bewegungsam-
plituden des Proteinriickgrates innerhalb der IF-Doméne von EcSlyD* hin.

Fiir TtSlyD gibt der Ordnungsparameter S? bei T' = 298 K eine weniger klare Trennung
zwischen der IF- und der FKBP-Doméne, im Vergleich zu EcSlyD*, an. Dennoch besit-
zen nur zwei Amide der IF-Doméine von TtSlyD Werte von S? > 0.9 (s. Abb. (a)
im Anhang [A.16)).

Die interne Korrelationszeit 7, gibt Werte fiir diejenigen Amidprotonenvektoren an, die
eine Bewegung zuséitzlich zur Korrelationsbewegung 7. des Gesamtproteins erfahren.
Die Mehrheit der Amide innerhalb der IF-Doméne von TtSlyD und EcSlyD* benéti-
gen fiir eine zuverldssige Dateninterpretation Modelle innerhalb des gesamten genutzten
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Temperaturbereiches, die diesen zusétzlichen internen Bewegungsanteil besitzen (s. Gl
(2.2.70)). Fast alle berechneten 7.-Werte liegen eine Grofenordnung unterhalb des Wer-
tes, die die Korrelationszeit 7. des Gesamtmolekiils angibt (gestrichelte Linie in Abb.
(b)) fiir EcSlyD* u. in Abb. (b) fiir TtSlyD).

Mehrere Amide von EcSlyD* zeigen bei T' = 298 K einen chemischen Austauschanteil
Rey, der zusétzlich zur transveralen Relaxationsrate Ry beitragt (s. Abb. (c) und GL
(2.1.8))). Diese Beitréige deuten Bewegungen auf der ms-Zeitskala an. Nur wenige Amid-
protonenvektoren der IF-Domaéne, fiir deren Beschreibung eine interne Korrelationszeit
7. notwendig ist (um die Sequenzbereiche V76, A111 und D120), zeigen Bewegungen auf
dieser langsameren Zeitskala. Fiir TtSlyD sind im Vergleich zu EcSlyD* die R..-Beitrage
zur transversalen Relaxationsrate reduziert (bei 7= 298 K). Fiir die meisten Amide be-
triagt der Austauschterm R, < 2 Hz (s. Abb. (c)). Diese berechneten Werte fiir
Rex von EcSlyD* und TtSlyD stimmen sehr gut mit den direkt gemessenen Werten,
die aus den Amplituden der N-Relaxationsdispersionsexperimente folgen, iiberein (s.
Abschnitt . Der Gesamtverlauf der R..-Beitrage ist sowohl fiir FcSlyD* als auch
fiir TtSlyD nicht temperaturabhéngig. Dies ist in der Literatur fiir andere Proteine be-
schrieben worden, beispielhaft an der B1-Doméne vom Streptococcal Protein G [192].
Fiir die Lipari & Szabo-Analyse werden von EcSlyD* die Modelle 1 und 3 (s. Gl.
und (2.2.68) in Abschnitt innerhalb des gesamten Temperaturbereiches bevorzugt
(s. Tab.[3.9). Fiir T¢SlyD ist dies fiir Modell 3 der Fall, mit Ausnahme von Modell 1 fiir

T = 288K (s. Tab. [3.10).

Modell 288 K 293 K 298 K 303K

1 31 46 29 23
2 23 19 11 11
3 25 42 64 76
4 14 22 4 18
5 9 8 27 7

Tab. 3.9.: Modellverteilung der Riickgratamide von EcSlyD* aus der Lipari & Szabo-Analyse.

Modell 288 K 298 K 303 K 313K 333 K

45 24 6 4 2
33 4 7 3 0
24 66 54 45 75
12 15 30 45 25
11 15 32 13 0

O~ W N+~

Tab. 3.10.: Modellverteilung der Riickgratamide von Tt¢SlyD aus der Lipari & Szabo-Analyse.

Da in dieser Studie die Relaxation von SlyD sowohl eines thermophilen ( Thermus ther-
mophilus) als auch eines mesophilen Organismus’ (Escherichia coli) in einem weiten
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Temperaturbereich bestimmt worden ist, kann nun untersucht werden, ob die biochemi-
schen und physiologischen Eigenschaften beider Organismen in vitro vergleichbar sind.
Dies wird in der Literatur als "Physiologie einander entsprechender Zusténde” bezeichnet
[193] [194]. Dieser Vergleich kann in dieser Studie gezogen werden, da der in den Experi-
menten genutzte Temperaturbereich die Temperaturdifferenz iibereckt, die sich aus dem
Unterschied zwischen den optimalen Wachstumstemperaturen beider Organismen ergibt
(AT ~ 30K zwischen E. coli. und T. thermophilus).

Die katalytische Effizienz von TtSlyD gegeniiber Proteinsubstraten ist bei T" = 288 K
im Vergleich zu k. /Ky = 0.82 % 10 M~1s™! von EcSlyD* bei der gleichen Tempe-
ratur [154, [I58] 2.8fach reduziert [126]. Die katalytische Effizienz von TtSlyD néhert
sich bei T'= 303 K derjenigen von EcSlyD* an [I8]]. In diesem Temperaturbereich von
T = (288...303) K bleibt die viskosititskorrigierte Rotationskorrelationszeit 7./n° von
EcSlyD* nahezu konstant (s. Tab. . Diejenige von TtSlyD zeigt hingegen einen si-
gnifikanten Abfall und bleibt erst ab einer Temperatur von 7' = 313 K konstant (s. Tab.
3.8). Aus diesem Verhalten kann eine Korrelation zwischen 7./7° < 13.5ns und einer
hoher katalytischen Effizienz abgeleitet werden.

3.2.3.3. Relaxationsverhalten des gebundenen Zustandes auf der
ps-bis-ns-Zeitskala

Eine Wiederholung des heteronuklearen NOE-Experimentes im Tat-Peptid (1-17)-gebun-
denen Zustand sowohl von EcSlyD* als auch von TtSlyD erlaubt den Vergleich zum
Relaxationsverhalten des jeweiligen freien Zustandes auf der ps-bis-ns-Zeitskala (s. Abb.
3.29| (a), (b)). Das hNOE-Experiment ist fiir diesen Vergleich sehr aussagekréftig [195]

FKBP IF FKBP FKBP IF FKBP

hNOE
hNOE

o
T T T T T 1T T 1 I T I T I T I ! I
0 40 80 120 160 0 40 80 120 160
Sequenz Sequenz

(a) (b)

Abb. 3.29.: Vergleich der hNOE-Werte fiir den freien (geschlossene Kreise) bzw. Tat-Peptid (1-17)-
gebundenen Zustand (offene Kreise) von EcSlyD* (a) bzw. TtSlyD (b). Alle vier Experi-
mente sind an By = 14.1 T und bei T' = 298 K aufgenommen worden.

und erfordert einen geringeren Messzeitaufwand im Vergleich zur Aufnahme von Rela-
xationszeiten.
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Da die IF-Doméne von EcSlyD* bzw. von TtSlyD die Bindestelle fiir das Tat-Peptid (1-
17) darstellt (s. Abschnitt[3.2.1.1]), ist die Riickgratdynamik der Amide in diesem Bereich
im Vergleich zum freien Zustand erwartungsgeméfs etwas vermindert. Die ANOE-Werte
fiir die Riickgratamide der IF-Doméne sind im gebundenen Zustand durchweg grofser ver-
glichen zum freien Zustand. Dies gilt fiir die mesophile wie auch fiir die thermophile Vari-
ante. Interessanterweise zeigen die Riickgratamide von G39, L41 und 142 von EcSlyD* im
Tat-Peptid (1-17)-gebundenen Zustand niedrigere ANOE-Werte im Vergleich zum freien
Zustand. Die letzten beiden Aminosduren gehoren zum aktiven Zentrum von EcSlyD*
[158], das sich innerhalb der FKBP-Doméne befindet. Sowohl L41 als auch 142 zeigen
auf der ps-bis-ns-Zeitskala eine erhdhte Riickgratdynamik und gehoren im Komplex zu
den flexibelsten Aminosduren (strukturelle Wiedergabe in Abb. [3.30)).

% s

‘ ~ |
C\iJ '/_l <{— Peptidbindung

erhohte Riickgratdynamik

Abb. 3.30.: Strukturelle Wiedergabe des heteronuklearen NOE-Wertes von Tat-Peptid (1-17)-
gebundenem FEcSlyD* bei T = 298K und an By = 14.1T. Die Farbskala verlauft von
rot (ANOE = 0.1) iiber weiff (ANOE = 0.55) zu tiefblau (hRNOE = 0.9). Die Bindung des
Peptides erfolgt an der IF-Doméne, die Riickgratamide G39, L41 und 142 (FKBP-Doméne)
werden flexibler auf der ns-bis-ps-Zeitskala.

In TtSlyD entsprechen L41 und 142 den beiden Aminosduren 136 und L37 [126], 158].
Sowohl 136 als auch L37 sind im Sequenzvergleich mit FcSlyD* um fiinf Positionen in-
nerhalb der Primérsequenz verschoben, entsprechen aber innerhalb der Tertidrstruktur
der gleichen Position. Die Riickgratamide von 136 und L37 von TtSlyD zeigen im Tat-
Peptid (1-17)-gebundenen Zustand auch niedrigere ANOE-Werte im Vergleich zum freien
Zustand.

Damit zeigt sowohl die mesophile als auch die thermophile Variante von SlyD eine
Anderung der Dynamik (auf der ns-bis-ps-Zeitskala) des aktiven Zentrums bei Sub-
stratbindung an die IF-Doméne. Dies ist ein starkes Argument fiir einen Kommunika-
tionsmechanismus zwischen den beiden Doménen von SlyD. Die beiden entsprechenden
Aminosauren Leucin und Isoleucin zeigen wéhrend der NMR-Titration mit dem Tat-
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Peptid (1-17) kelne (fiir EcSlyD* s. Abb.[3.16 - ) bzw. kleine Anderungen (fiir TtSlyD
s. Abb. - ) der chemischen Verschlebungen Der Unterschied der hNOE-Werte
der Ruckgratamlde die zum aktiven Zentrum gehdren, zwischen freien und Tat-Peptid
(1-17)-gebundenen Zustand, ist viel stirker ausgeprigt als die Anderungen, die durch
Temperaturanderungen von 15 Kelvin fiir mesophiles SlyD (vgl. Tab. oder von 45
Kelvin fiir thermophiles SlyD (vgl. Tab. verursacht werden.

3.2.3.4. Relaxationsverhalten auf der us-bis-ms Zeitskala

Dem Relaxationsverhalten auf der us-bis-ms-Zeitskala gilt besonderes Interesse, da die
Prozesse, die fiir die Funktion eines Proteins essentiell sind, zum grofsen Teil auf dieser
Zeitskala ablaufen [45]. Sie wird auch als Zeitskala der Katalyse bezeichnet [43].

Die NMR-Spektroskopie stellt mit der experimentellen Bestimmung der Relaxationsdi-
spersion eine Moglichkeit dar, den Konformationsaustausch und damit die Beitrage des
chemischen Austausches R, zur transversalen Relaxationsrate sowohl des Proteinriick-
grates als auch der Seitenkettenresonanzen direkt zu messen (s. Abschnitt [2.1.1.2.2)). Mit
der im Abschnitt vorgestellten Lipari & Szabo-Analyse wird dagegen dieser (mogli-
che) chemische Austauschbeitrag anhand der gemessenen Relaxationsraten berechnet.
Es sind fiir die freien Zustinde von EcSlyD*, TtSlyD und EcSlyD*Y68W N-Relaxa-
tionsdispersionsexperimente bei 7' = 298 K und an By = 14.1T bzw. By = 18.8 T durch-
gefiihrt worden. Diese Studie ist auf den Rapamycin-gebundenen Zustand von TtSlyD
ausgedehnt worden.

Fiir jeden N-Kern des Proteinriickgrates von EcSlyD* und von TtSlyD kann nun die
Amplitude der Relaxationsdispersion mit den R..-Beitragen verglichen werden, die mit
der Lipari & Szabo-Analyse berechnet worden sind (s. Abb. (c) fir EcSlyD* und
(c) fiir TtSlyD).

Die Differenz der effektiven transversalen Relaxationsraten Rse.s zwischen hoher und
niedriger CPMG-Pulsfrequenz zeigt Amplituden an, die in etwa den R.-Termen der
Lipari & Szabo-Analyse entsprechen (s. Abb. (a)-(d)). Alle Riickgratamide von
EcSlyD*, die einen direkt messbaren Beitrag zum Konformationsauschtausch auf der ps-
bis-ms-Zeitskala zeigen, sind in Tab. im Anhang angegeben. Eine Regression
der GL an die Messwerte gestaltet sich als duferst schwierig, da die jeweilige Am-
plitude der Relaxationsdispersion sehr klein ist (Rex < 3 Hz). Ungeklart ist, ob die mess-
bare Relaxationsdispersion des °N-Kernes von EcSlyD* mit einem Zwei-Zustandsmodell
(s. GL. (2.1.11))) hinreichend beschrieben werden kann. Auch eine spektrale Informati-
on tliber das Aw und iiber die Populationsgrofe der (beiden moglichen) austauschenden
Konformationen A und B liegt nicht vor. Die im néchsten Abschnitt vorgestellte Stu-
die zur schnellen Faltung des Kalteschockproteins im Gleichgewicht {iberwindet dagegen
diese Limitationen zur quantitativen Beschreibung der transversalen Relaxationsdisper-
sion des »N-Kernes (s. Abschnitt [3.3)).

Fiihrt man dennoch eine Regression sowohl der Gl. als auch der GI.
mit der Annahme eines Zwei-Zustands-Konformationsaustausches an die Messdaten der
1N-Kerne von EcSlyD* mit variierenden Startparametern durch, ergibt diese Anpas-
sung eine Austauschrate von ke, ~ 10" Hz (durchgezogene Linien in Abb. (a)-(d)).
Die Annahme des Grenzfalles ke < Aw (s. Gl bzw. [40]), der durch ein oszil-
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Abb. 3.31.: Relaxationsdispersion ausgewihlter ®N-Kerne von EcSlyD* bei T = 298K und an By =
14.1T. Gezeigt sind die Verldufe von D24 (a), V76 (b), V87 (c¢) und E108 (d).
Die Regression der Gl an die Messdaten ist aufgrund der geringen Dispersions-
amplitude stark fehlerbehaftet. Die Standardabweichungen fiir pa, kox und Aw sind grofer
als die Regressionsparameter. Als grobe Abschitzung des Komformationsaustausches kann
kex ~ 10 Hz, pa ~ 0.95 und Aw ~ 103 Hz angegeben werden.

latorisches Verhalten bei niedrigen CPMG-Pulsfrequenzen und einen langsamen Abfall
der Ry .q-Werte iiber die CPMG-Pulsfrequenz gekennzeichnet ist, erscheint im Vergleich
zu den experimentellen Daten als sinnvoll.

Neben dem kinetischen Parameter der Austauschrate k., ergibt die Analyse der thermo-
dynamischen Regressionparameter p, und pg in Gl. fiir FcSlyD* ein Verhéaltnis
von etwa 95 % zu 5 %. Da auch im 'H-'N-HSQC-Spektrum kein Kreuzsignal der Kon-
formation B ausfindig gemacht werden kann, erscheint die Populationsabschétzung fiir
Komformation B von pg < 5% als NMR-spektroskopisch sinnvoll (dhnliche transversale
Relaxationsraten Ry von A und B vorausgesetzt). Unter Nutzung von GI. ist
keine Populationsaussage fiir Zustand A und B moglich [40)].

Der strukturelle Parameter der Relaxationsdispersionsanalyse von EcSlyD* liefert Werte
in der GroRenordnung Aw ~ 10® Hz. Wie eingangs formuliert, ist aufgrund der geringen
Amplitude der Rj;qs-Werte eine quantitative Analyse aller Regressionsparameter stark
fehlerbehaftet. Auch die Nutzung von verschiedenen Magnetfeldern liefert hier keinen
Ausweg. Dennoch bildet die Grofsenordnung von ke, im Vergleich zur Rate der Kataly-
sefunktion von EcSlyD* (ki ~ 157!, [158]) eine sinnvolle Gréfenordnung ab. Der von
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D. Kern und Mitarbeitern postulierte Zusammenhang zwischen der intrinsischen Dyna-
mik eines Enzyms und der Zeitskala der Katalyse [43, [56] kann somit auch bei FcSlyD*
vermutet werden.

Die Bestimmung der transversalen Relaxationsdispersion von T¢SlyD unter den glei-
chen experimentellen Bedingungen wie fiir EcSlyD* fiihrt qualitativ zum selben Ergeb-
nis. Vier reprasentative Verlaufe der effektiven transversalen Relaxationsrate iiber die
CPMG-Pulsfrequenz sind im Anhang angegeben (Abb. [A.15)). Alle Riickgratamide
von TtSlyD, die einen direkt messbaren Beitrag zum Konformationsauschtausch auf der
ps-bis-ms-Zeitskala zeigen, sind in Tab. im Anhang angegeben.

In [154] konnte gezeigt werden, dass sich die Orientierung der Seitenkette der Position
Y68 des aktiven Zentrums von FEcSlyD* im Vergleich zu der jeweiligen sequenzhomo-
logen Aminosdure von hFKBP12 [196] und MtFKBP17 [164] stark unterscheidet. Der
Aromatenring des Tyrosins zeigt deutlich in das aktive Zentrum der FKBP-Doméne
hinein und fiillt den hydrophoben Raum stark aus (s. Abb. [3.32). Dieses strukturelle

Abb. 3.32.: Orientierung der Seitenkette von Tyrosin 68 (rot eingefdrbt) innerhalb der FKBP-Doméne
von EcSlyD* [I54]. Die Seitenkette zeigt deutlich in das aktive Zentrum hinein und fiillt
den hydrophoben Raum stark aus.

Verhalten kann ein Grund dafiir sein, dass die FKBP-Doméane von EcSlyD* eine um
drei Grofsenordnungen verminderte Affinitdt zu FK506 im Vergleich zu hFKBP12 be-
sitzt und auch die PPlase-Aktivitét reduziert ist [154]. Eine Mutation des Tyrosins 68
zu einem Tryptophan sollte dieses Effekt noch verstéarken.

C. Haupt konnte in ihrer Dissertation zeigen, dass die enzymatische Aktivitit dieser
Y68W-Variante von EcSlyD* im RCM-T1(S54G/P55N)-Riickfaltungsansatz um den
Faktor 15 im Vergleich zum Wildtypprotein reduziert ist (Tab. [181]). Die Affinitét
Ky fiir das Substrat RCM-T1 bleibt durch die Mutation unbeeinfluftt. Die verminder-
te Aktivitdt von EcSlyD*Y68W im Vergleich zu EcSlyD* ist somit in der erniedrigten
katalytischen Umsatzrate ki, und nicht in einer schwécheren Affinitat fiir das Substrat
zu suchen.

Die Relaxationsdispersionsstudie von EcSlyD* ist auf diese Y68W-Variante ausgedehnt
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Protein Ky / 571 Ky [ pM ke /Ky ) pM™1s7!

Wildtyp 0.5140.04 0.38£0.01 1.33%£0.16
Y68W 0.021£0.002 0.27£0.01 0.08£0.01

Tab. 3.11.: Aktivitit und Substrataffinitit von EcSlyD* und dessen Variante Y68W im Riickfaltungs-
ansatz von RCM-T1(S54G/P55N) [181].

worden, um die Anderung der enzymatischen Aktivitdt mit einer eventuellen Verdnde-
rung der intrinsischen Dynamik auf der ms-bis-us-Zeitskala zu korrelieren.

Die beiden 'H-'N-HSQC-Spektren des Wildtypproteins und der Y68W-Variante schen
nahezu identisch aus ([I81]). Dies ist ein starkes Indiz fiir die Konservierung der Tertiér-
struktur des Wildtypproteins. Die vom Wildtypprotein iibernommene Riickgratzuord-
nung auf die Y68W-Variante ist mit einer 3C-, »N-gelabelten Probe und der Verwen-
dung von Triple-Resonanzexperimenten (s. Abschnitt tiberpriift worden [181].
Die Riickgratamide der Aminoséauren des aktiven Zentrums und innerhalb der IF-Doméne
zeigen in den Relaxationsdispersionsexperimenten einen viel stirkeren chemischen Aus-
tausch Re, im Vergleich zum Wildtypprotein (rote Kreise im Vgl. zu blauen Kreisen
in Abb. . Eine einzelne Seitenkettenmutation innerhalb der FKBP-Doméne ist da-
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Abb. 3.33.: Relaxationsdispersion des >N-Kernes ausgewihlter Aminosiuren von EcSlyD* (blaue Krei-
se) bzw. von EcSlyD*Y68W (rote Kreise). Die Daten wurden an By = 14.1T und bei
T = 298 K aufgenommen. Die durchgezogenen Linien entsprechen einer Regression der Gl
(2.1.22) an die Messdaten. Eine Abschétzung der Regressionsparameter fiir ausgewéhlte
Aminosauren von EcSlyD* ist in der Legende zu Abb. angegeben. Die Ergebnisse einer
globalen Regressionsanalyse ausgewahlter Aminosiduren von EcSlyD*AIF ist in der Abb.

im Anhang angegeben.

mit in der Lage, den Konformationsaustausch nicht nur in der FKBP-Doméne son-
dern auch in der rdumlich entfernten IF-Doméne sehr stark zu beeinflufsen. Da die
effektive transversale Relaxationsrate Rjer abhingig von der verwendeten Stérke des
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Magnetfeldes ist (s. Gl (2.1.8)) und EcSlyD*Y68W einen starken chemischen Aus-
tausch zeigt, sind mit der Messung an zwei verschiedenen Magnetfeldfeldern die Aus-
tauschrate key und die Populationen pa, pg global unter Nutzung der Gl. an-
gepasst worden. Die Austauschrate steigt im Vergleich zum Wildtypprotein stark an,
auf kex ~ (500...1000) Hz. Die Populationen kénnen mit py ~ 0.95bzw. pg ~ 0.05
angegeben werden. Im Anhang sind fiir EcSlyD*Y68W fiir vier ausgewéahlte Ami-
nosiuren die '°N-Relaxationsdispersionskurven gezeigt, die simultan an By = 14.1 T und
By = 18.8 T angepasst worden sind (s. Abb. [A.16]).
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Abb. 3.34.: Relaxationsdispersion des 'N-Kernes ausgewihlter Aminosiuren von TtSlyD (offene Krei-
se) bzw. im Rapamycin-gebundenen T¢SlyD-Komplex (geschlossene Kreise). Die Daten wur-
den an By = 18.8 T und bei T' = 298 K aufgenommen. Die durchgezogenen Linien entspre-
chen einer Regression der Gl. an die Messdaten. Eine Abschiitzung der Regressions-
parameter ausgewéhlter Aminoséuren fiir den freien Zustand von TtSlyD ist in der Legende

zu Abb. im Anhang angegeben.

In Abschnitt [3.2.1.2] konnte gezeigt werden, dass der PPIase-Inhibitor Rapamycin nur
mit der FKBP-Doméne von TtSlyD wechselwirkt. Die Relaxationsdispersionsstudie von
TtSlyD ist auf diesen Rapamycin-gebundenen Zustand ausgeweitet worden. Da die mit
Rapamycin wechselwirkenden Aminosduren der FKBP-Doméne des gebundenen Zustand
im Rahmen dieser Arbeit nicht zugeordnet worden sind, ist das Relaxationsverhalten der
Riickgratamide der IF-Doméne untersucht und der Vergleich zum freien Zustand gezogen
worden. Die Abb. (geschlossene Kreise) gibt den Verlauf der " N-Relaxationsdisper-
sion ausgewahlter Aminosduren der IF-Doméne wieder, die im freien Zustand auf der
ps-bis-ms-Zeitskala einen Konformationsaustausch gezeigt haben (s. Abb. im An-
hang . Die relativ kleine Grofe des chemischen Austausches R, der Riickgratami-
de der IF-Domaéne, die im freien Zustand beobachtet wird, wird durch die Interaktion
von Rapamycin mit der rdumlich entfernten FKBP-Doméane unterdriickt. Die Inhibie-
rung der PPlase-Funktion des aktiven Zentrums der FKBP-Domaéne fiihrt somit parallel
zum Ausschalten des Konformationsaustausches einzelner Aminosduren innerhalb der
[F-Doméne auf der us-bis-ms-Zeitskala.
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3.2.4. Zusammenfassende Diskussion

Fiir die Zweidoménen-Prolylisomerase SlyD konnte in atomarer Auflésung die Bindestel-
le zu einem physiologischen Substrat aufgeklirt werden. Das Tat-Peptid bindet nur an
die IF-Domaéne, eine Interaktion mit der FKBP-Doméne von SlyD kann ausgeschlossen
werden. Die Affinitdt der Bindung wird durch die Lange des Peptides beeinflufit. Auf
der anderen Seite konnten NMR-Bindungsstudien von SlyD zu Inhibitoren der Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitit (FK506, Rapamycin) die FKBP-Doméne als allei-
nige Bindestelle lokalisieren. Kinetische Fluoreszenzuntersuchungen haben gezeigt, dass
die Rate der Inhibitorassoziation durch die IF-Doméne verringert wird. Auch die Affini-
tét von SlyD zu FK506 bzw. zu Rapamycin wird durch die Anwesenheit der IF-Doméne
reduziert.

Die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten verschiedener SlyD-Varianten konnte einen
signifikanten Unterschied der Translation zwischen dem Wildtypprotein und einer IF-
Domaénenfreien Variante auflosen. Die IF-Doméne reduziert die Translationsdiffusion
von SlyD stérker als man es fiir ein globulér gefaltetes Protein dieser Grofte erwarten
wiirde. Griinde hierfiir konnen in einer erh6hten Riickgratdynamik der Amide innerhalb
der IF-Doméne im Vergleich zu denen der FKBP-Doméine oder an der gednderten Mo-
lekiilform beim Vergleich zwischen Eindoménen- und Zweidoménenprotein liegen.

Untersuchungen der Dynamik auf der schnellen NMR-Zeitskala konnten fiir eine meso-
phile wie fiir eine thermophile Variante von SlyD temperaturunabhingig eine erhchte
Bewegungsamplitude fiir die Riickgratamide der IF-Doméne aufzeigen. Die Amidproto-
nenvektoren der IF-Doméne benotigen zur vollstéandigen Beschreibung ihrer Riickgrat-
dynamik eine interne Korrelationszeit ergianzend zur globalen Rotationskorrelationszeit,
im Gegensatz zu den Riickgratamiden innerhalb der FKBP-Doméne. Der temperatur-
abhénige Verlauf der globalen Rotationskorrelationszeit unterscheidet sich stark zwischen
thermophilem und mesophilem SlyD. Dieser Parameter andert sich fiir EcSlyD* mit der
Temperatur nicht, wohingegen TtSlyD erst bei einer hoheren Temperatur, die in etwa
der Wachstumstemperatur von Thermus thermophilus entspricht, einen konstanten Wert
zeigt. Da auch die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitdt von TtSlyD in Richtung
der Wachstumstemperatur ansteigt [I81], kann eine Korrelation zwischen der Molekiildy-
namik und der Katalysefunktion von TtSlyD festgestellt werden.

Eine Ausweitung der Studie der Riickgratdynamik auf der ps-bis-ns-Zeitskala auf den
Tat-Peptid-gebundenen Zustand von SlyD legt einen Kommunikationsmechanismus zwi-
schen beiden Doménen nahe. Sowohl fiir EcSlyD* als auch fiir TtSlyD steigt die Riick-
gratdynamik der Aminosduren des Zentrums der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase-
aktivitdt (innerhalb der FKBP-Doméne) auf der schnellen NMR-Zeitskala bei Substrat-
bindung an die IF-Doméne an. Somit kann auch hier eine starke Verzahnung zwischen
der Funktion (Bindung einer unstrukturierten Peptidkette) und der Dynamik von SlyD
gezogen werden.

Die Studie der ps-bis-ms-Dynamik von SlyD konnte einen Konformationsaustausch in-
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nerhalb von EcSlyD* und TtSlyD zeigen, der in der Grofenordnung 10! Hz liegt. Neben
Riickgratamiden der IF-Domé&ne nehmen auch Aminosduren der FKBP-Doméne, die
als Zentrum der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitdt identifiziert worden sind
[158], an diesem Austausch teil. Eine Verringerung der Zugénglichkeit des aktiven Zen-
trums von EcSlyD* fiir potentielle Substrate durch das Einbringen einer Punktmutation
resultiert nicht nur im Herabsetzen der katalytischen Umsatzrate ki,;. Auch der Kon-
formationsaustausch auf der us-bis-ms-Zeitskala ist davon stark beeinflusst, nicht nur in
der sequentiellen Nachbarschaft zur eingefiigten Mutationsstelle, sondern auch innerhalb
der IF-Domaéne. Die starke Verkniipfung zwischen der Aktivitat, Struktur und Dynamik
von SlyD kommt hier tragkréftig zum Ausdruck.

Die bereits mehrfach erwidhnte enge Verzahnung zwischen Funktion und Dynamik des
Zweidoménenproteins SlyD wird letztlich auch beim Vergleich der Konformationsdyna-
mik zwischen dem freien und dem Rapamycin-gebundenen Zustand von TtSlyD sichtbar.
Die Inhibierung der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitit in der FKBP-Doméne
zieht gleichzeitig das Ausschalten des Konformationsaustausches innerhalb der IF-Do-
méane von TtSlyD nach sich.

Bislang sind in der Literatur nur strukturelle Griinde innerhalb der FKBP-Doméne fiir
die relativ schwache Affinitat von SlyD zu FK506 diskutiert worden [I54]. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit deuten hingegen auf weitere Ursachen hin. Da die IF-Doméne
die Affinitdat der Inhibitoren zur FKBP-Doméne von EcSlyD* im Vergleich zur isolier-
ten FKBP-Doméne weiter herabsetzt (im Gleichgewicht wie auch kinetisch), ist in der
Orientierung beider Doménen zueinander ein weiterer Grund fiir diese schwache Affinitéat
zu suchen. Dies wird durch die NMR-Strukturrechnung von EcSlyD* (keine definierte
Orientierung zwischen IF- und FKBP-Doméne feststellbar, [154]) und dem Strukturver-
gleich zwischen verschiedenen Kristallen von 7tSlyD (drei verschiedene Kristallformen
sind mit unterschiedlicher Orientierung zwischen IF- und FKBP-Doméne gefunden wor-
den, [126]) bestatigt.

Die aus der Diffusionsstudie vermutete erhdhte Riickgratdynamik der Amide innerhalb
der IF-Doméne im Vergleich zur FKBP-Doméne kann mit den Ergebnissen der Lipari
& Szabo-Analyse bestatigt werden. Die grofe Bewegungsamplitude und die zur Mole-
kiilbewegung additive Korrelationsbewegung der Riickgratamide fiihrt zu einem Konfor-
mationsraum, der breiter ist als der fiir die Amide der FKBP-Doméne. Damit steigt in
der Summe der hydrodynamische Radius von EcSlyD* und TtSlyD an und ist damit
im Vergleich grofer als man es fiir globulédr gefaltete Proteine mit gleicher Anzahl an
Aminosduren erwarten wiirde [I16]. Ferner ist die Annahme einer im zeitlichen Mittel
vorliegenden elongierten Molekiilform von EcSlyD* bzw. von TtSlyD eine weitere mog-
liche Ursache fiir die verlangsamte Translationsdiffusion (s. dazu explizit Abb. 11-3 auf
S. 371 in [197]).

Die Interpretation des Konformationsaustausches auf der us-bis-ms-Zeitskala kann nur
qualitativ gegeben werden, da aufgrund der relativ kleinen Dispersionsamplituden exakte
quantitative Angaben von kinetischen, strukturellen und thermodynamischen Parame-
tern nicht méglich sind. Ferner ist zu betonen, dass der NMR-spektroskopisch messbare
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chemische Austausch nicht in der Lage ist, Domédnenbewegungen zu detektieren, da sich
dabei die chemische Umgebung der einzelnen Aminoséure innerhalb der jeweilige Domé-
ne nicht verandert. Hierzu sind PRE-Messungen (paramagnetic relazation enhancement,
[184]) oder FRET-Untersuchungen (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) [198] anzu-
streben. Mit Hilfe von FRET-Einzelmolekiiluntersuchungen an SlyD [199], die im Rah-
men dieser Arbeit nicht im Einzelnen besprochen worden sind, gelingt es, ein mogliches
Modell fiir den Funktionsmechanismus von SlyD anzugeben (s. Abb. . Der NMR-
detektierte Konformationsaustausch einzelner Aminoséuren der FKBP-Doméne und der
IF-Domaéne lasst sich mit einem isomeraseféhigen aktiven Zustand A (s. Abb. (d))
und einem inaktiven Zustand B (s. Abb. (a), (b), (c)) interpretieren. Nur der Zu-
stand A ist in der Lage, ein gebundenes Substrat katalytisch umzusetzen. Die Zeitskala
des Austausches A <> B (s. Abb. (a) <> (d), kex >~ (1...10) Hz) ist der limitierende
Faktor fiir die katalytische Umsatzrate ky,;. Diese wird in der Literatur in der gleichen
Grofenordnung angegeben, mit ki, ~ 157! [158]. Eine detaillierte Beschreibung des Mo-
dells zum Funktionsmechanismus von SlyD ist in der Legende zu Abb. angegeben.

(b)
e = BN G
S

S

1
1
\

() (0 (d)

A (1...10) Hz |
—
e

Abb. 3.35.: Modell fiir den Funktionsmechanismus von SlyD. Das FErgebnis einer FRET-
Einzelmolekiilstudie an T¢SlyD [199] ist in (b) und (c) mit einem hellblauen Pfeil unterlegt.
Die beiden Positionen der dabei gewéhlten Farbstoffmolekiile sind mit einer gestrichelten Li-
nie verbunden (in (a) und (d)). Die FKBP-Doméne ist in gelb, die IF-Doméne in orange und
der Doméanenlinker in grau gezeigt. Das aktive Zentrum von SlyD ist im inaktiven Zustand
mit einer roten, im aktiven Zustand mit einer griinen Ellipse innerhalb der FKBP-Domaéne
gekennzeichnet.

Das von SlyD umzusetzende Substrat (Xaa-Pro ist mit einem roten Kreis markiert) wird an
der IF-Doméne gebunden ((a) — (b)) und erfihrt aufgrund der hohen intrinsischen Dyna-
mik der IF-Doméne eine hohe Umorientierung. Beide Doménen von SlyD tauschen etwa mit
einer Rate von 100 Hz zwischen einer offenen und einer geschlossenen Konformation aus, so-
wohl in freier als auch in substratgebundener Form ((b) — (c)). Dennoch kann nur in (d) das
Substrat umgesetzt werden, da Substrat (an IF-Doméne gebunden) und das Zentrum der
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Aktivitdt (in der FKBP-Doméne) aufeinander abgestimmt sind.

Dies ist der geschwindigkeitslimitierende Schritt fiir die Katalyse des Substrates durch SlyD.
Nach [199].
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Die klare strukturelle Trennung beider Doménen von SlyD resultiert nicht in einer funk-
tionellen Trennung zwischen IF- und FKBP-Doméne:

e Eine Substratbindung an die IF-Doméne ruft eine Erhhung der Riickgratdynamik
auf der ps-bis-ns-Zeitskala des Zentrums der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase-
aktivitat in der FKBP-Doméne hervor und

e die Bindung eines Inhibitors der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitit an
die FKBP-Domaéne resultiert im Ausschalten des Konformationsaustausches auf
der ps-bis-ms-Zeitskala innerhalb der IF-Doméne.

Diese beiden beobachteten Riickkopplungen zwischen Bindung und Dynamik innerhalb
des Enzyms legen einen ausgekliigelten Kommunikationsmechanismus fiir SlyD nahe,
der es erlaubt, einen vielfach héheren katalytischen Umsatz im Vergleich zur isolierten
FKBP-Domséne von SlyD oder zu AFKBP12 zu betreiben. Ahnliche Kommunikations-
studien sind in der Literatur fiir die RI Untereinheit der Proteinkinase A [200] sowie
innerhalb des katalytischen Zyklus’ der Phosphoglyceratekinase [201] beschrieben.

Als ergénzendes Experiment zur Charakterisierung der Domédnenkommunikation in SlyD
kann die Bestimmung der Substrataffinitdt im inhibierten Zustand der Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomeraseaktivitit vorgeschlagen werden. Auch die Bestimmung der Peptidyl-
Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitét im Tat-Peptid-gebundenen Zustand der IF-Doméne
kann lohnenswert fiir das weitere Verstiandnis der Funktionsweise von SlyD sein.
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3.3. Studium der schnellen Faltung von BsCspB im
Gleichgewicht

Das Kalteschockprotein B aus Bacillus subtilis wird in der Literatur als Modellprotein
fiir die Zwei-Zustandsfaltung beschrieben [145]. Die Messung der Dispersion der trans-
versalen Relaxationsrate von BsCspB erlaubt es, die Faltungs- und Entfaltungsraten
des Kalteschockproteins in Abwesenheit jeglichen Denaturierungsmittels zu bestimmen,
da diese auf einer ms-Zeitskala ablauft und eine signifikante Population des entfalte-
ten Zustandes aufweist. Dies hat zwei entscheidende Vorteile gegeniiber den kinetischen
Fluoreszenzexperimenten:

1. keine Beschréankung auf lokale Fluoreszenzsonden und

2. fiir die Bestimmung der Faltungsrate k¢ ist keine Extrapolation auf eine Konzen-
tration von ¢ = 0 M des Denaturierungsmittels notwendig.

M. Zeeb & Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Chevron-Auftragung (apparente Fal-
tungs- und Entfaltungsraten werden gegeniiber der Konzentration des Denaturierungs-
mittels aufgetragen) der NMR-spektroskopisch detektierten Faltungs- und Entfaltungs-
raten einzelner Aminoséuren sehr gut mit den kinetischen Fluoreszenzexperimenten kor-
reliert [55]. In [55] erfolgte die Regression von GI. an die Messdaten unter Nut-
zung weiterer Experimente. So ist der Strukturparameter Aw mittels zweidimensionaler
Z7-Austauschspektroskopie [202] fiir jede Aminosédure ermittelt worden, das Populati-
onsverhéltnis Pa/pp (mit dem nativen Zustand A und dem entfalteten Zustand B) ist
aus kinetischen Fluoreszenzuntersuchungen [I45] tibernommen worden. Wihrend der
Regression der GI. an die Messwerte sind diese iibernommenen Daten nicht
variiert worden. Nur die Austauschrate k., (Summe aus Faltungs- und Entfaltungsra-
te) und die transversalen Relaxationsraten fiir verschwindenden chemischen Austausch
Ropn = Rop sind angepasst worden. Als Ergebnis wurden Austauschraten gefunden, die
fiir jede genutzte Harnstoftkonzentration keine Abhéngigkeit von der Aminoséauresequenz
zeigen.

3.3.1. Entwickelte Datenanalyse

Mit der Aufnahme der Rs-Relaxationsdispersionskurven an fiinf verschiedenen Magnet-
feldern bei T = 298 K ist eine globale Regression der Austauschrate ke, des Unter-
schiedes der chemischen Verschiebung in der »N-Dimension zwischen gefalteten und
entfalteten Zustand Aw und der beiden Populationen py bzw. pg fiir jeden detektierten
1N-Kern anhand der Gl durchgefiihrt worden. Die dadurch vorliegende hohe
Datenmenge erlaubt es nun, auf ergdnzende Fluoreszenz- oder NMR-spektroskopische
Experimente zur Regressionsanalyse zu verzichten. Da GI. eine Vielzahl von
Variablen enthélt, fiihrt eine globale Regression zu einer vertrauenswiirdigen Anpassung
dieser Variablen.

Der Term Aw kann mit folgendem Ansatz global angepasst werden:

b
Aw® = aAwa, (3.3.1)
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mit den beiden Magnetfeldern a und b. Nur die transversale Relaxationsrate in Abwesen-
heit jeglichen chemischen Austausches, Rop = Rap, ist fiir jedes Magnetfeld individuell
angepasst worden. Die Abb. [3.36] verdeutlicht die genannten NMR-Parameter schema-
tisch anhand des nativen wie entfalteten Zustandes einer beliebigen Aminosdure von
BsCspB. Das komplette 'H-1°N-trHSQC-Spektrum von BsCspB gibt die Abb. Wie—
der.

Xy
15N
P~
15N
Ao
XU 15N
o W y
pU
1H
Aoy 15N
1H 1H
H o o

Abb. 3.36.: Schematische Darstellung des gefalteten (Xy) und des entfalteten Zustandes (Xy) einer
beliebigen Aminosiure von BsCspB im 'H-'"N-HSQC. Global sind mit der Messung an
verschiedenen Magnetfeldern und anschliefender Regression anhand Gl. die Para-
meter Aw'N, pn, pu (jeweils rot markiert) sowie ke und fiir jedes Magnetfeld individuell
Ron = Roy angepasst worden.

Fiir die globale Datenanalyse sind alle moéglichen Magnetfeldkombinationen fiir jede
einzelne Aminoséure beriicksichtigt worden (s. Tab. [3.12)). Mit diesem Ansatz ist eine
individuelle Magnetfeldkombination jeder einzelnen Aminosdure von BsCspB gewéhr-
leistet. Da der Verlauf der Relaxationsdispersion Ry er = f(vcpmc) stark vom Verhéltnis
kex/Aw und Ry e zudem von dem verwendeten Magnetfeld abhéngt [30], ist damit ein
modellfreier Zugang zur globalen Relaxationsanalyse gewéahrleistet.

Die Regression der Gl. an die Messdaten ist fiir zwei, drei, vier als auch al-
le fiinf Magnetfelder erfolgt. Es ist diejenige Magnetfeldkombination #* (Fall von zwei
Magnetfeldern) fiir die Aminosaure i ausgewahlt worden, die den kleinsten Gesamtfehler

err_ges?® ergibt:
APN1)2 (Akexi)2
— | + | —=] +aq 3.3.2
\/( PN kex,i ( )

b N N\ 2
mit: @ = Z (E) + ( A 5

j=a

err_ges?®

mit den Standardabweichungen Apy i, Akey i, ARJZi und AAwg der i-ten Aminosiure und
dem Magnetfeld j. Fiir die Kombination von zwei unterschiedlichen Magnetfeldstarken
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Abb. 3.37.: TH-1N-trHSQC-Spektrum des Kilteschockproteins aus Bacillus subtilis. Die Aufnahme er-
folgte an Bg = 21.1 T bei T = 298K, ¢ = 1mM, pH = 7.5, 10 % (v/v) D20. Die Zuordnung
wurde aus [I48] iibernommen und nachfolgend iiberpriift [203]. Sie ist im Einbuchstabencode
angegeben (sc=Seitenkette). Der entfaltete Zustand ist unter den gewéhlten Bedingungen
mit py ~ 2 % populiert.

ergeben sich bei fiinf genutzten Magnetfeldern zehn verschiedene Kombinationen (s. Tab.
3.12)).

Zusétzlich zur globalen Regression ist eine voneinander unabhéngige Variation der Start-
parameter fiir py, kex und Aw genutzt worden, 0.95 < py < 0.99, 200Hz < ko <
1400 Hz und 200 < Aw < 3000 Hz (Angabe von Aw fiir By = 14.1T). Fiir die letztendli-
che Anpassung sind jeweils diejenigen Startparameter gewéhlt worden, die den kleinsten
Gesamtfehler ergeben.

Die sechs freien Regressionsparameter in Gl sind durch die Annahme von
pn+pu = 1 (Arbeitsmodell der Zwei-Zustandsfaltung von BsCspB) und Roxy = Ray = Ro
auf vier reduziert worden.

Die Abb. im Anhang veranschaulicht die Giiltigkeit der Annahme von Ry =
Roy = Rs. Aufgrund des relativ starken Populationsunterschiedes zwischen dem nati-
ven und dem entfalteten Zustand von BsCspB fithren selbst grobe Abweichungen von
Ron = Ry zu sehr kleinen Anderungen des Verlaufes der Relaxationsdispersion.
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Magnetfeldkombination
T III v \Y

56 56,7 56,78 56,789
57 56,8 56,79
58 56,9 56,89
59 5,78 57,89
6,7 579 6,789

6,8 58,9
6,9 6,78
78 6,7,9
79 6389
8,9 78,9

Tab. 3.12.: Verschiedene Kombinationen fiir zwei, drei, vier oder fiinf unterschiedliche Magnetfelder. Die
Ziffern stehen stellvertretend fiir die Daten, die bei wi! = 500 MHz (5), wif! = 600 MHz (6),
wil = 700 MHz (7), witl = 800 MHz (8) oder wil = 900 MHz (9) aufgenommen worden
sind.

3.3.2. Regressionsparameter fiir die globale Anpassung an
unterschiedliche Magnetfelder

3.3.2.1. Ausschliellliche Nutzung des R;-Dispersionsexperimentes

Mit der in Abschnitt vorgestellten Datenanalyse ist fiir jede Aminosdure von
BsCspB diejenige Magnetfeldkombination ausgewihlt worden, die den kleinsten Ge-
samtfehler err_ges ergibt (s. Gl (3.3.2)). Die Tab. gibt die jeweilige aminosiu-
respezifische Kombination wieder. Der dieser Auswahl zugehorige Gesamtfehler err  ges
ist in Tab. (ebenfalls im Anhang angegeben.

Die globale Regression der GI. an die transversale Relaxationsdispersion des
1N-Kernes von Q23, S48 und E50 von BsCspB, die an je vier unterschiedlichen Ma-
gnetfeldern aufgenommen worden sind, ist in Abb. gezeigt. In der Tab. sind die
Regressionsparameter dieser Anpassung angegeben. Die aus der globalen Datenanalyse
angepassten Werte fiir ke, pa und Aw sind in der Abb. fiir diejenigen Aminoséduren
angegeben, die der Bedingung err _ges < 1 geniigen (s. Gl (3.3.2)).

Die Population des nativen Zustandes von BsCspB variiert zwischen 97.5 % (um D25,
E53, G54, N55, R56) und etwa 99.5 % (K5, F17, T40, E43), s. Abb. (a). Die auf-
gezdhlten Aminosduren finden sich sowohl in S-Faltblattelementen (K5, F17, D25 und
E53) als auch in unstrukturierten Loop-Bereichen (T40, E43, G54, N55, R56) wieder.
Die Austauschrate ke, nimmt Werte zwischen 300 Hz (K5, N55), 1000 Hz (F17, T40,
F49, E50) und 1700 Hz (W8) an. Auch hier kann keine Korrelation zwischen der Grofie
der Austauschrate und der ausgebildeten Sekundérstruktur des nativen Zustandes des
Kilteschockproteins (s. Abb. in Abschnitt festgestellt werden.

Da der '’N-Kern von Tryptophan 8 einen zuverlissigen Datensatz besitzt, kann nun ein
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Abb. 3.38.: Transversale Relaxationsdispersion des '®N-Kernes von Q23 (a), S48 (b) und E50 (c)
von BsCspB. Die einzelnen Magnetfelder sind farblich unterschiedlich dargestellt: wiH =
500 MHz (rot), wi! = 600 MHz (in griin), wi! = 700 MHz (in blau) und wi! = 900 MHz (in
schwarz). Die Ergebnisse der globalen Anpassung der GL an die experimentellen
Daten sind in Tab. angegeben.

Aminosidure Anzahl* ke, / Hz pa | % Aw / Hz
Q23 II 610 £40 98.22+£0.06 665 =£ 20
I1I 4710 £50  98.07£0.11 645+ 25
v 490 £70 9821 +£0.12 650 £ 35
548 II 530 £70  98.60 £0.10 755 £ 35
IT1 950 £65 98.62+0.08 765 =£35
1Y 240 £65 98.61 £0.08 745£35
E50 IT 1020 £125 98.98 £0.06 1410+ 80
III 1010 £ 135 98.98 £0.06 1395 £ 85
v 945 £ 160 99.02 £0.08 1375+ 105

Tab. 3.13.: Ergebnisse der globalen Regressionsanalyse von drei Aminosduren von BsCspB. *: Anzahl
der genutzten Magnetfelder. Die ausgewihlte Magnetfeldkombination ist in Tab. im
Anhang |A.21.1} der Strukturparameter Aw fiir By = 11.8 T angegeben.

96



=
=3
S

0.99

PR S A S S A B S S B MR SR M |
]
-
.
[
1ol
i [ IEPN——
)
1ol
—e—i
e

< 0.98 }1
{.{
0.97
0.96 —
LI L LA L |
0 10 20 30 40 50 60 70
Sequenz
(a)
2000 4000 %
1500 I 3000 I
ElOOO—- ' . Il EZOOO—- .§
e NN vl o R B .
- 1 1 -
1t et ! 15
R ] k E 5 i = §
500 7 ] s 1000 — ] . R .
1 I i . . o, . o}
1 = $ 1 e % >®le
a a o
0 | a
AL L L B I L L B L L B B L B L B
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Sequenz Sequenz

(b) (c)

Abb. 3.39.: Ergebnisse der globalen Regression anhand Gl. (2.1.22) fiir pao (a), kex (b) und Aw (c), die
der Bedingung err ges < 1 gentigen (s. Gl. (3.3.2]). Dargestellt ist der Mittelwert aus der
Anpassung an zwei, drei oder vier Magnetfelder. Der Fehler ergibt sich aus der Standardab-
weichung zwischen diesen drei Anpassungen. In (b) ist als Vergleich die Austauschrate kex,
die aus der kinetischen Fluoreszenzspektroskopie folgt [146], mit einer blauen horizontalen
Linie eingezeichnet. In (c) erfolgt der Vergleich zwischen dem individuell angepassten Aw-
Wert (aus der Dispersionsanalyse, rote geschlossene Kreise, AwPisPersion) ynd dem aus einer
NMR-Harnstofftitration extrapolierten Wert [204] (blaue offene Kreise, AwTitration) jeweils
an By = 11.8 T. Eine Korrelationsanalyse zwischen AwPispersion ynd ATitration jst in Abb.

3.40| angegeben.

Vergleich zwischen der Faltungsrate von BsCspB, die aus der globalen NMR-Relaxations-
analyse, und derjenigen, die aus der Fluoreszenzspektroskopie folgt, gezogen werden. Der
kex-Wert des Riickgratamides von W8, der mittels transversaler Relaxationsdispersion
bestimmt worden ist, weicht stark von dieser Austauschrate ab (W8 als Fluoreszenzson-
de: ke = (849 &+ 6) Hz [1406]; NMR-spektroskopisch bestimmte Austauschrate fiir W8:
kex = (1660 % 200) Hz; jeweils identische Pufferzusammensetzung, Proteinkonzentration
dagegen unterschiedlich: ¢f! = 1.2 uM, &NMR = 1.0 mM).

Der Unterschied der chemischen Verschiebung zwischen dem nativen und dem entfalteten
Zustand von BsCspB variiert iiber die Aminosduresequenz um etwa eine Grofenordnung,.
Sowohl Aw = 500 Hz (K5, F30, A32, 133, N55) als auch Aw = 2000 Hz (N10, F15, T64)
und Aw = 3000 Hz (W8) folgen aus der globalen Regressionsanalyse.

In einer vorangegangen Arbeit konnte Ulrich Weininger die Anderung des Unterschie-
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des der chemischen Verschiebung zwischen dem nativen und dem entfalteten Zustand
vom Kilteschockprotein direkt im 'H-'*N-HSQC-Spektrum verfolgen [204]. Da im Uber-
gangsbereich zwischen dem nativen und dem entfalteten Zustand vom BsCspB die Riick-
gratzuordnung beider Konformationen fiir viele Aminoséuren vorliegt, kann direkt aus
dem 'H-'N-HSQC-Spektrum der aminosiurespezifische Wert fiir Aw abgelesen werden.
Eine Extrapolation auf die Harnstoffkonzentration ¢ = 0 M liefert den erwarteten Wert
fiir Aw fiir die Messung der transversalen Relaxationsdispersion in Abwesenheit jegli-
chen Denaturierungsmittels. Die Abb. im Anhang gibt diese Extrapolation
beispielhaft fiir N10, V26, G44 und N55 an, die Tab. fiir alle Aminosduren, deren
native und entfaltete Konformation im Ubergangsbereich zugeordnet werden konnte.
In Abb. (c) ist dieser Vergleich zwischen angepassten (geschlossene Kreise) und
extrapolierten Aw-Werten (offene Kreise) gezeigt. Die grobe visuelle Ubereinstimmung
zwischen beiden Werten kann mit einem Korrelationskoeffizient von r = (90.6 £+ 0.3) %
bestétigt werden (s. Abb. [3.40).

4000 H

Abb. 3.40.: Korrelation zwischen dem Aw-Wert, der aus der globalen Regressionsanalyse folgt
(AwPispersiony yynd dem Wert, der aus der Extrapolation der Harnstoffabhingigkeit folgt
(AwTitration) “ieweils an By = 11.8 T. Eine Regression dieser Abhiingkeit ergibt einen Kor-
relationskoeffizienten r = (90.6 + 0.3) %.

Die globale Regressionsanalyse der schnellen Faltung von BsCspB, der Messungen der
transversalen Relaxationsdispersion des '°N-Kernes an fiinf Magnetfeldern zugrunde lie-
gen, legt ein komplexeres Modell der Faltung zwischen der entfalteten und gefalteten
Polypeptidkette als das Zwei-Zustandsmodell nahe. Sowohl der thermodynamische Pa-
rameter pa als auch der kinetische Parameter k., variieren iiber die Aminoséduresequenz
stark. Es ist weder fiir pp noch fiir k., moglich einen globalen Wert fiir das Kélteschock-
protein anzugeben. Im Abschnitt schliefit sich eine Diskussion dieser Ergebnisse
an.

3.3.2.2. Nutzung des R,-Dispersionsexperimentes und eines Hilfsexperimentes

Der spektrale Unterschied der chemischen Verschiebung zwischen dem nativen und dem
entfalteten Zustand Aw vom Kélteschockprotein kann aminosidurespezifisch bestimmt
werden (J204], s. a. Tab.[A.12)). Die Regressionsanalyse der Daten der R,-Relaxationsdis-
persion von BsCspB ist im Folgenden mit einem vorgegebenen und wihrend der Re-
gression konstant gesetztem Aw-Wert durchgefiihrt worden. Die Auswahl der optimalen
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Magnetfeldkombination jeder einzelnen Aminoséure erfolgte analog zu Abschnitt 3.3.2.1]
Der Fall von zwei Magnetfeldern ist in Abb. [3.41] wiedergegeben. Sowohl der aminosaure-
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Abb. 3.41.: Ergebnisse der globalen Regression anhand GI. fir pa (a) und kex (b) fiir zwei
verschiedene Magnetfelder, die der Bedingung err _ges < 1 geniigen (s. Gl. ) Der
Unterschied der chemischen Verschiebung zwischen nativem und entfaltetem Zustand von
BsCspB ist anhand [204] angenommen und wéhrend der Regression konstant gesetzt worden.
Die zugrundeliegende Magnetfeldkombination ist im Anhang angegeben (s. Tab.

INE)

spezifische Verlauf der Population des nativen Zustandes pa (Abb. (a)) als auch der
Austauschrate kex (Abb. (b)) variiert iber die Sequenz stark. Nur Sequenzbereiche
von drei bis maximal vier aufeinanderfolgenden Aminoséuren besitzen dhnliche pa- bzw.
kex-Werte. Fiir E21, G22 und Q23: pa ~ 98.5%, kex ~ 500 Hz, fiir V47, S48 und F49:
pa ~ 99.0 %, kex ~ 1000 Hz, fiir V52, E53 und G54: pa ~ 98.0%, kex ~ 600 Hz. Im An-
hang ist die jeweilige aminosdurespezifische Magnetfeldkombination angegeben

(s. Tab. [A.13).

3.3.3. Interpretation der Ergebnisse der globalen Regression

In den Abschnitten [3.3.2.1] und [3.3.2.2 konnte gezeigt werden, dass fiir das Kélteschock-
protein weder die Population ps des nativen Zustandes noch die Austauschrate ko, zwi-
schen dem nativen und dem entfaltetem Zustand einen konstanten Wert iiber die Ami-
nosauresequenz annehmen. Da eine hohe Korrelation des Strukturparameters Aw aus
Rsy-Dispersionsexperimenten mit den extrapolierten Werten aus einer Harnstofftitration
vorliegt, sind die Ergebnisse sowohl fiir py als auch fiir k., als zuverlassig einzustufen.
Die Nutzung von verschiedenen Magnetfeldern und deren Kombination ist fiir die aus-
schliefliche Nutzung der Daten des Ry-Dispersionsexperimentes unabdingbar.

Die Aufnahme der aminoséurespezifischen Aw-Werte aus der Harnstofftitration und de-
ren Konstanthalten wihrend der globalen Regressionsanalyse fiihrt weder zu einer An-
derung von ps noch von ke, verglichen zur freien Variation aller Regressionsparameter

(Vgl. zw. Abb. (a) bzw. (b) und Abb. (a), (b).
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Abb. 3.42.: (a) Zwei-Zustandsmodell der Faltung zwischen dem nativen (N) und dem entfalteten Zu-
stand (U) einer Polypeptidkette. (b) Eine detaillierte Analyse der Faltung des Kélteschock-
proteins im Gleichgewicht mittels Dispersionsexperimenten der transversalen Relaxations-
rate in atomarer Auflosung ergibt eine Abweichung von dem in (a) gezeigten Modell. Ob die
aminosdurespezifischen Verschiebungen der freien Energie in N oder in U vorliegen, kann
nicht bestimmt werden.

Die Abb. [3.42] fasst modellhaft das Ergebnis der globalen Regressionsanalyse zur Aufkla-
rung der Faltung des Kalteschockproteins im Gleichgewicht zusammen. Die detaillierte
Analyse der Dispersionsexperimente der transversalen Relaxationsrate ergibt eine Ab-
weichung von dem in Abb. (a) gezeigten Zwei-Zustandsmodell zwischen nativer und
entfalteter Konformation. Die im Abschnitt [3.3.2.1] und [3.3.2.2] angefiihrten Ergebnisse
deuten auf eine rauere Energielandschaft innerhalb (und damit auch zwischen) N und
U hin als fur das Modellprotein BsCspB zu erwarten ist (s. Abb. (b)), obwohl
das Kalteschockprotein in der Literatur als Musterbeispiel fiir ein Protein angegeben
wird, welches einem Zwei-Zustandsmechanismus folgt. Die Datenqualitéit der individuel-
len Relaxationsdispersionsverlaufe, die in dieser Arbeit gezeigt worden sind, lésst diesen
Schluss zu (s. Abb. . Ob die Verschiebungen der freien Energie innerhalb von N

oder von U vorliegen, kann nicht bestimmt werden.

Aus der globalen Regressionsanalyse der Faltung des Kélteschockproteins im Gleichge-
wicht folgt, dass die Austauschrate k8°" die dem idealen Zwei-Zustandsmodell ent-

spricht, um einen Korrekturterm k% der zusitzlichen Fluktuationen in U und/oder
in N Rechnung tréagt, fiir jede Aminoséure i zu modifizieren ist:

apparent,i __ 7.global lokal,i
e — fglobal 4 plokali (3.3.3)

Anlehend an dieses Ergebnis konnten C. Magg und Mitarbeiter 2004 in einer Ensemble-
FRET-Studie am Kéltschockprotein aus Bacillus caldolyticus zeigen, dass die Faltungs-
reaktion zwar auf der einen Seite einem kinetischen Zwei-Zustandsprozess (ohne Aus-
bildung jeglicher Faltungsintermediate) entsprechen kann. Auf der anderen Seite muss
jedoch dieser Zwei-Zustandsprozess nicht notwendigerweise auch der Ausbildung der Se-
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kundéarstruktur der gefalteten Polypeptidkette entsprechen [205]. Ferner konnte eine wei-
tere Arbeit mittels ®-Wert-Analyse [200] zeigen, dass die N- und C-terminalen Regionen
der Kalteschockproteine CspB aus Bacillus subtilis sowie Csp aus Bacillus caldolyticus
in einem unterschiedlichen Mafse zur Faltungskinetik beitragen, obwohl sie in der gefal-
teten Struktur eng benachbart ausgebildet sind [207].

Die globale Regressionsanalyse der NMR-Relaxationsdaten zum Studium der Faltung
des Kalteschockproteins BsCspB im Gleichgewicht legt einen aminosdurespezifischen
und keinen der gesamten Polypeptidkette entsprechenden Faltungsprozess nahe. Die
vorgelegte Studie ldsst aber keine Korrelation zwischen dem sequenzspezifischen ther-
modynamischen und kinetischen Parametern der Proteinfaltung und den in der nativen
Konformation zugehorigen ausgebildeten Sekundéarstrukturelementen erkennen.

Um ein noch tieferes Verstandnis fiir die Faltung von BsCspB in atomarer Auflésung
im Gleichgewicht zu erhalten, kénnen Experimente vorgeschlagen werden, die ergdnzend
zu den bisherigen die Konformationsdynamik der C,-Resonanzen und der Seitenket-
tensignale jeder Aminosdure von BsCspB in die Datenanalyse mit einbeziehen. Die im
Rahmen dieser Arbeit diskutierte globale Regressionsanalyse kann problemlos auf diese
Experimente iibertragen werden um vertrauenswiirdige Ergebnisse zu erhalten.
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3.4. Einflull von DHPC auf die Struktur von Ap

In Abschnitt 2.4.4] ist dargelegt worden, dass das Peptid AS als Mitverursacher der
Alzheimer-Krankheit gilt [165]. Da AS als Spaltprodukt bspw. {iber membranstéandige
Sekretasen entsteht, ist die Riickgratstruktur von A in Abhéngigkeit von der Konzen-
tration an DHPC-Molekiilen in einem "Membranumfeld” untersucht worden. Dabei ist
anfangs die freie Form von DHPC charakterisiert worden. Anschliefend erfolgte die Auf-
nahme von Protonenspektren und des Diffusionskoeffizienten von A5 in Abhéngigkeit
der DHPC-Konzentration.

3.4.1. Charakterisierung von DHPC

Als amphiphiles Molekiil bildet DHPC oberhalb einer kritischen Konzentration von
¢ > (11...15) mM molekulare Aggregate [I83], sogenannte Micellen. Das Ausbilden
der micellaren Struktur der DHPC-Molekiile ist mittels NMR-spektroskopischen Diffu-
sionsmessungen anhand der 'H- als auch der *'P-Kerne verfolgt worden. Die Abb.
zeigt das eindimensionale 'H- (a) bzw. 3'P-Spektrum (b) von DHPC.
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Abb. 3.43.: Eindimensionales 'H- (a) bzw. 3'P-Spektrum (b) von DHPC der Konzentration ¢PHPC =
75 mM. Das Phosphorspektrum ist wéhrend der Aufnahme nicht protonenentkoppelt wor-
den. Das tieffeldverschobene Signal stellt das Resonanzsignal des Puffers dar, das hoch-
feldverschobene das der Kopfgruppe von DHPC. Die Daten wurden an By = 14.1T bei
T = 310K und 50 mM NaP, pH =74, 10% (v/v) D2O aufgenommen.

Wie in Abschnitt beschrieben, sind mit variabler Gradientenstérke eindimensio-
nale Spektren aufgenommen und damit der Diffusionskoeffizient von DHPC im Konzen-
trationsbereich von ¢®PC = (4...100) mM bestimmt worden (s. Abb. [3.44). Beginnend
ab einer Konzentration von ¢PHPC = 12mM sinkt der Diffusionskoeffizient von D ~
6 * 1071°m?s™! auf einen Plateauwert D ~ 2 % 107'%m?s™! bei PHPC = 75mM hi-
nab. Sowohl bei ¢PHP¢ = 4mM als auch bei ¢PHPC = 75mM korreliert der mittels
Protonenspektroskopie bestimmte Diffusionskoeffizient sehr gut mit dem mittels 3'P-
Spektroskopie bestimmten Wert.

Die in der Literatur durch Oberflichenspannung gemessene Grofsenordnung des Wertes
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Abb. 3.44.: Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten von DHPC in Abhingigkeit von der Konzentration
an DHPC-Molekiilen. Die Integration des Protonenspektrums (rote ausgefiillte Kreise, s. a.
Abb. (a)) erfolgte von 'H = (2.98...3.50) ppm, die des ' P-Spektrums (blaue offene
Kreise, s. a. Abb. (b)) von 3'P = (—0.41... — 1.04) ppm. Die Daten wurden an By =
14.1T bei T = 310K und 50 mM NaP, pH = 7.4, 10% (v/v) D2O aufgenommen.

fiir die krititische Mizellenkonzentration cmc von c¢me >~ 10 mM kann mit der Bestim-
mung des Diffusionskoeffizienten bestétigt werden. Eine exakte quantitative Angabe fiir
den cmc-Wert, basierend auf den NMR-Diffusionsdaten, erweist sich jedoch als nicht
praktikabel.

3.4.2. Strukturelle Charakterisierung von A5 mit ansteigender
DHPC-Konzentration

Im vorherigen Abschnitt wurde die starke Abhéngigkeit der Konformation der DHCP-
Molekiile im Konzentrationsbereich ¢PHFC = (0...100) mM gezeigt. Da im Bereich
cPHPC = (0...25)mM der stiirkste Abfall des Diffusionskoeffizienten von DHPC be-
obachtet wurde (s. Abb. , sind fiir diesen Bereich Protonenspektren aufgenommen
und Diffusionsmessungen des 16slichen AS-Peptides durchgefiihrt worden.

Da DHPC keine Resonanzsignale mit Werten der chemischen Verschiebung 'H > 6 ppm
besitzt (s. Abb. (a)), ist auf die Auswertung des Amidprotonenbereiches von AJ der
Fokus gelegt worden. In diesem chemischen Verschiebungsbereich (*H = (6...9) ppm)
zeigt das 16sliche AS-Peptid ausgehend von ¢PHPC = 0mM bis ¢PPPC = 8mM kei-
ne Verdnderungen (obere vier Spektren in Abb. . Jedoch reduziert sich oberhalb
von ¢PHPC = 8mM bei einer chemischen Verschiebung von etwa 'H = 6.5ppm bzw.
'H = 7.5ppm die Signalanzahl der Amidprotonen von Aj3. Ab ¢PHP¢ = 12mM bildet
sich ein Amidprotonensignal von Af bei etwa 'H = 8.5ppm aus, das in DHPC-freier
Loésung nicht vorhanden ist. Die Spektren von AS in hochster DHPC Konzentration
(cPHPC = 18 mM bzw. PHPC = 25 mM) sind nahezu identisch. Die beiden Amidpro-
tonenspektren von Af, die in Gegenwart von cPHPC = 0mM bzw. PHPC = 25 mM
aufgenommen wurden, sind in der Anzahl, der chemischen Verschiebung und der Si-
gnalstirke der Resonanzsignale nicht mehr vergleichbar. Da die Amidprotonenregion die
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Abb. 3.45.: Amidprotonenspektren des AS-Peptides mit ¢*? = 50 uM in Abhingigkeit von der DHPC-
Konzentration, in 50 mM NaP, pH = 7.4, 10% (v/v) D20 und bei T = 310 K. Zwischen
cPHPC — 8 mM und ¢PHPC = 18 mM sind starke Anderungen im Af-Protonenspektrum zu

beobachten.
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Riickgratstruktur von Af représentiert, weisen die gemessenen Anderungen in diesem
Bereich auf Verdnderungen in der Sekundérstruktur des AS-Peptides hin, die sich auf-
grund einer DHPC-Konzentration, die oberhalb des cmc-Wertes liegt, ergibt.

Die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von A in Abhéngigkeit von der DHPC-
Konzentration erlaubt es nun, die anhand der Protonenspektren vermutete Verdnderung
der ApB-Struktur zu quantifizieren. Der mittels stimuliertem Echo gemessene Diffusions-
koeffizient von A3 besitzt bei ¢cP'PC = 0 mM einen Wert von D = (2.14£0.1)%107 0 m?s~!
(Regression des Diffusionstermes der Gl an die schwarzen Punkte in Abb.
. Dies korreliert sehr gut mit dem theoretisch zu erwartenden Wert einer unstruk-
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Abb. 3.46.: Halblogarithmische Auftragung der NMR-Signalintensitit der Amidprotonen von AfS in
Abhéngigkeit des Quadrates der Gradientenstirke G und fiir unterschiedliche DHPC-
Konzentrationen. Der Anstieg der durchgezogenen Linien korreliert linear mit dem Dif-
fusionskoeffizienten (s. Gl. (2.1.45))). Fiir ¢PHPC = 0mM (in schwarz), ¢PHPC = 2mM (in
blau) und ¢PHPC = 4mM (in griin) sind keine Verinderungen des Diffusionskoeffizienten
zu beobachten (D = (2.1 £ 0.1) * 107 m2s71). In PHPC = 25mM (in pink) sinkt der
Diffusionskoeffizient von A3 auf D = (0.4 +0.1) x 10719 m?s~1.

turierten Polypeptidkette der Grofe M = 4.3kDa [116]. Eine DHPC-Konzentration von
cPHPC — 2 mM oder von ¢PHPC = 4 mM fiihrt zu keiner Veriinderung der Translationsdif-
fusion von A3. Dagegen zeigt die hochste verwendete Konzentration von ¢PHP¢ = 25 mM
einen starken Einfluss auf den Diffusionskoeffizienten von AfS. Dieser sinkt um etwa 80 %
auf D = (0.4 4 0.1) * 1071°m?s~! (Punkte in pink in Abb. [3.46)). Im Konzentrationsbe-
reich ¢PHPC = (6...18) mM zeigt AJ eine starke Aggregationsneigung. Somit ist dieser

Bereich fiir Diffusionsmessungen nicht zugénglich (s. Abb. [3.47)).

3.4.3. Zusammenfassende Diskussion

Fiir die Wechselwirkung zwischen Ag und DHPC konnten verschiedene Effekte NMR-
spektroskopisch beobachtet werden. Sowohl strukturelle Anderungen als auch Einfliisse
auf das Oligomerisierungsverhalten von AS werden durch DHPC induziert.
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Abb. 3.47.: Amidprotonenspektren des ApB-Peptides mit ¢*? = 50 uM in unterschiedlichen DHPC-
Konzentrationen und in Abhéngigkeit einer Wartezeit, in 50 mM NaP, pH = 7.4, 10%
(v/v) D20 und bei T = 310K. Die Spektren in blau sind direkt im Anschluss an die je-
weilige Probenpréparation und vor den Diffusionsmessungen aufgenommen worden (s. Abb.
3.46]). Diejenigen in rot wurden nach weiteren vier Stunden aufgenommen (direkt nach den
jeweiligen Diffusionsmessungen). Bei ¢cPHPC = 8 mM ist nach vier Stunden keine Protonen-
resonanz mehr detektierbar.
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In Abwesenheit von DHPC zeigen die Amidprotonen des ApS-Peptides chemische Ver-
schiebungen, die einer entfalteten Polypeptidkette entsprechen. Auch der unter den glei-
chen Bedingungen gemessene Diffusionskoeffizient von Af gleicht dem Wert, den man
fiir ein komplett entfaltetes Protein gleicher Grofe erwartet [I16] und ist in der Lite-
ratur bereits beschrieben worden [208]. Dieses strukturelle Verhalten von AS bleibt bis
cPHPC < 8 mM erhalten. Auch der Diffusionskoeffizient von AS #dndert sich in diesem
DHPC-Konzentrationsbereich nicht.

Nahe des cme-Wertes von DHPC (cmcPHPC ~ 15mM) unterliegt das A3-Peptid starken
strukturellen Anderungen. Der Amidprotonenbereich von A zeigt eine gréfere Disper-
sion im Vergleich zum Spektrum in Abwesenheit von DHPC und deutet damit auf eine
Strukturierung des Proteinriickgrates von A5 an. Oberhalb des cmc-Wertes von DHPC
ist keine weitere Verdnderung der Proteinriickgratstruktur von AfS anhand der Amid-
protonenspektren messbar.

Die Interaktion zwischen DHPC-Micellen und A kann mit der Bestimmung des Diffu-
sionskoeffizienten bestétigt werden. Dieser sinkt fiir A um den Faktor fiinf im Vergleich
cPHPC — 0 mM mit ¢PHPC = 25 mM.

Obwohl unterhalb des c¢mc-Wertes von DHPC keine strukturellen Anderungen des AfS-
Peptides zu beobachten sind, ist dennoch eine Wechselwirkung zwischen nicht micellarer
DHPC-Konformation und AS zu schlussfolgern. In diesem Konzentrationsbereich von
DHPC (cPHPC ~ 8 mM) ist das Oligomerisierungs- bzw. Aggregationsverhalten von AJ3
stark erhoht. Fiir ¢*® = 50 uM ist nach vier Stunden keine NMR-Resonanz mehr de-
tektierbar, gegensétzlich zum Verhalten in DHPC-freier bzw. ¢PH¢ = 25 mM-haltiger
Losung. Frithere Studien haben dagegen eine generelle Inhibierung der Aggregation von
Ap in lipidhaltiger Umgebung vorgeschlagen [209]. Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit deuten dagegen eher auf eine Wechselwirkung zwischen A5 und DHPC hin, die
von der exakten DHPC-Konzentration und der verwendeten experimentellen Methode
abhéngt.

Die vorgestellte AS-DHPC-Studie weist auf ein starkes Wechselspiel zwischen einer Mem-
branumgebung und dem Struktur- bzw. Oligomerisierungsverhalten eines pathogenen
Peptides hin [210]. Die Berechnung einer hochaufgelosten Struktur des AS-Peptides in
solch einem Membranumfeld konnte das Verstandnis fiir diese Interaktion weiter erhéhen,
moglicherweise auch in Hinsicht auf Theraphieansétze gegen die Alzheimer-Krankheit.
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit kam fiir die Charaktersierung von funktionellen Proteinzu-
stdnden vor allem die hochauflésende NMR-Spektroskopie zum Einsatz. Die einzelnen
Proteinzustdnde wurden strukturell charakterisiert und beziiglich ihrer Dynamik auf
verschiedenen Zeitskalen untersucht. Desweiteren sind Auswerteprogramme zur Daten-
analyse entwickelt worden, die kinetische, thermodynamische und strukturelle Parameter
an die aufgenommenen Messdaten anpassen.

So konnte die Dynamik der Zwei-Doménen-Prolylisomerase SlyD in atomarer Auflésung
mittels NMR-Spektroskopie auf einer breiten Zeitskala detailliert studiert werden. Mit
dem Vergleich zwischen freiem und verschiedenen gebundenen Zusténden konnten ein-
deutige Riickschliisse auf die Funktion und auf die Aktivitdt von SlyD gezogen werden.
Neben der bereits bekannten strukturellen Trennung beider Doménen zeigt auch die Dy-
namik signifikante Unterschiede zwischen den Doménen an. Es konnte gezeigt werden,
dass das Zusammenspiel beider Doménen und auch deren Kommunikation fiir die Funk-
tion von SlyD von grofter Bedeutung sind. Mit Hilfe dieser Ergebnisse ist ein Modell fiir
den Funktionsmechanismus von SlyD vorgeschlagen worden.

In einem weiteren Schritt konnte die hochaufgeldste Struktur der Prolylisomerase EcSIpA
berechnet werden. Der Strukturvergleich zum sequenzhomologen EcSlyD* konnte erste
Anhaltspunkte fiir die im Vergleich zu FcSlyD* erniedrigte Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomeraseaktivitiat von EcSIpA aufzeigen. Sowohl der Vergleich der Riickgratdynamik
beider Proteine auf der ps-bis-ns-Zeitskala als auch einer Bindungsstudie zu einem Mo-
dellsubstrat fiir die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivitéit ergeben Unterschiede,
die strukturell begriindet werden kénnen.

Mit einer detaillierten Analyse der Faltung des Kalteschockproteins B aus Bacillus sub-
tilis in aminosaurespezifischer Auflésung konnten Abweichungen vom Modell der idealen
Zwei-Zustandsfaltung zwischen gefalteter und entfalteter Konformation beobachtet wer-
den. Mit der vorgestellten Auswerteprozedur ist es moglich, die Energielandschaft von
BsCspB in atomarer Auflésung zu beschreiben.

Eine strukturelle Charakterisierung des pathogenen Peptides AS ist in einer Membran-
mimik erfolgt. Es konnten auf der einen Seite ausgeprigte strukturelle Anderungen des
Peptidriickgrates und eine starke Verlangsamung der Translationsdiffusion von AS in
micellarer Umgebung gezeigt werden. Auf der anderen Seite beschleunigt sich das Oli-
gomerisierungsverhalten des Peptides in Anwesenheit sub-micellarer DHPC-Molekiile
signifikant.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und auf funktionelle Proteinzustdnde ange-
wendeten Methoden konnten in einer grofen Breite das starke gegenseitige Wechselspiel
zwischen Struktur, Funktion, Dynamik und Aktivitdt der gefalteten wie auch der ent-
falteten Polypeptidkette aufzeigen.
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A.l.

Anhang

Koeffizientenmatrix «;(t) der GI. (2.1.18

1 —iAw + Ry, — Ry + kex(pa —
aAA(t) — 5 { 2A " _23)\_ (pA pB) } exp (_)\J)
L1 —iAw + Ry, — R + kex(pa — pB)
5 { A exp (—A.t)
1 _ZAW + R RO + kex -
OéBB(t) = 5 { /\ _ZB/\_ (pA pB) exp (—)\_t>
1 —iA 0 _ o _
i 1 _ 1AW + RZA R2B + kex(pA pB) exp <—A+t)
2 Ap — AL
kex
axp(t) = A fexp (—At) —exp (Aot}
+
kex
apa(t) = - {exp (<At) — exp (<Ast)}
.-
mit:
>\:i: = —{—ZQA—ZQB+RA+RB+keX}

+3 \/(_ZAW + RS, — RO + kex(ps — pa))” + 4papsk?,

(A.1.1)
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A.2. Austauschrate eines Drei-Zustandssystems
Berechnung der Eigenwerte der in Gl. (2.1.28)) definierten Austauschmatrix K:
_kauf kzu 0
K= | kawt —kpu—ks 0]. (A.2.2)
0 ko 0

Die Eigenwertgleichung lautet:

_kauf - A kzu 0
bat  —km—ka—X 0 |=o0. (A.2.3)
0 ko 0—A

Daraus folgt die charakteristische Gleichung;:
— A(—kaut — A) (kg — k2 — A) + Megukaus = 0. (A.2.4)
Die Eigenwerte \; fiir Gl. lauten:
A= 0, (A.2.5)
Aoz = —% |:<kauf + Eyu 4 ko) £/ (Kaut + kpu + K2)? — 4kaufk2} . (A.2.6)

Hiermit kann nun die apparente Austauschrate k., angegeben werden (s. Gl. (2.1.29)):

1
e = 5 |t + Ko+ k2) =/ Thaat & B + F2)? = Ahuths ] (A2.7)
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A.3. Grenzfille der Austauschrate kg

Diskussion der Grenzfille fiir die Austauschrate ke, der Gl. (A.2.7)):

1. kzu > kauf

1 -
kex = 5 (kauf + kzu + k2) - \/(kauf + kzu + k2)2 - 4kaufk2:|
1 —-
kex - 5 (kauf + kzu + k?) - \/(kauf + kzu + k2)2 - 4kaufk:2}
1 [ kauf (kauf + kzu + k2)2 - 4kamfk2
kex = = |(ku+Fk 1) — (ku+ k
9 ( -+ 2) (kzu i k'z + > ( + 2)\/ (kzu 4 k’2)2
1 kauf kauf
kex = —=(kpu+k —— 4+ 1) — 41+ —————(kgus + 2k,u — 2k
5 (ko + k) (kzu+k2+ ) \/ +(kzu+k:2)2( £+ 2)‘

1
mit der Taylor-Abschitzung v1 4+ x ~ 1+ o folgt:

1 k’auf 1 kauf
ke = —(kyu+k 1) —1— = ————(kaur + 2k, — 2k
5 (K + K2) {<kzu+k2+ > 2 ((kzu+k2)2< £+ 2))]

1 kauf 1 kauf
kex = 3 kzu k — =\ 7577 kau 2]{7211 — 2k
2( + 2) |:kzu+k2 2 ((kzu+k2)2( f+ 2)):|
1 1 kauf
kex 9 |:kauf 9 (kzu T k‘2 (kauf + kzu k?)):|
1 1 kguf + 2kauszu - Qkauka
kex = 3 kauf -
2 2 koo + ko

mit der Beriicksichtigung des Grenzfalles k,, > k., folgt:

Lk o 1 kauka - kauszu
o 2 kzu + k2
unter nochmaliger Beriicksichtigung des Grenzfalles k,, > k.. folgt:
1 kaufk2
kex = = |——|. A.3.8
) (439
2. kyu > ko
1
kex - 5 [(kauf + kzu + k2) - \/(kauf + kzu + k2)2 — 4kaufk2:|
aus Gl. (A.3.8) folgt unter Berticksichtigung des Grenzfalles k,, > ks :
1 kaufk2
kex = = . A.3.9
] (439
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3. kyu K ko

Kex

1

5 |:(kauf + kzu + kQ) - \/(kauf + kzu + k2)2 - 4kaufk2i|

Vernachlédssigung vom k,, in den Summentermen fiihrt zu:

% |:(kauf + k2) — \/(kaut + ko) — 4kaufk?2]
% |:(kauf + kg) - (kauf - k2)2]

% [(Kaut + k2) — (Kaut — k2)]

% 2k,

1{32.

(A.3.10)
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A.4. Individuelle chemische Verschiebungen

Kern A C D E F G H I K L

CA  50.8 579 527 549 574 435 537 596 544 536
HA 435 4.69 476 429 466 397 4.63 423 436 4.38

CB 177 26.0 39.8 289 370 28.0 36.9 275 40.5
HB 1.39 3.11 2.80 2.05 3.11 3.23 190 1.81 1.65
CG3 34.6 254 231 252
HG3 2.29 1.33 145 1.64
CG2 15.7

HG2 0.95

CD 130.3 135.2 11.3 31.8 224
HD 7.30 812 089 1.70 0.92
CE 130.3 118.7 40.5

HE 7.39 7.14 3.02

CZ 128.6

HZ 7.34

CA 539 515 61.6 541 546 5H6.6 60.2 60.7 56.7 574
HA 452 475 444 437 438 450 435 4.18 4.70 4.60
CB 310 37.7 306 281 288 623 683 308 274 370
HB 208 279 215 207 184 388 422 213 325 3.03

CcG3  30.7 25.5 322 257

HG3 2.64 2.03 238 1.70

CG2 20.0 189

HG2 1.23  0.96

CD 48.2 41.7 126.0 130.0
HD 3.67 3.32 724 7.15
CE 15.0 120.3 117.0
HE  2.13 7.65  6.86
CZ2 122.9

HZ2 7.17

CZ3 119.3

HZ3 7.24

HH2 7.50

Tab. A.1.: Aminosdurespezifische chemische Verschiebungen einer unstrukturierten Polypeptidkette [94]
(Aminosauren sind im Einbuchstabencode abgekiirzt, alle Zahlenwerte sind in ppm angege-
ben). In rot: negatives Vorzeichen im 'H-'3C-ctHSQC (s. Abb. . In blau: Seitenkettena-
tome der Aromaten (s. Abb. .

130



A.5. Aminosaurespezifisch detektierbare Atome

A C D E F G H I K L
Kern HN  HN HN HN HN HN HN HN HN HN
N N N N N N N N N N

HA HA HA HA HA HA1 HA HA HA HA
CA CA CA CA CA HA2 CA CA CA CA
HB* HB3 HB3 HB3 HB3 CA HB3 HB HB3 HB3

CB HB2 HB2 HB2 HB2 HB2 CB HB2 HB2
CB CB CB CB CB HG13 CB (B
HG3 HD* HE1 HG13 HG3 HG
HG2 CD1 CE1l CGl HG2 CG
CG HE* HD2 HG2* CG HDI*
CEl Ccbh2 CG2 HD3 CD1
HZ HD1* HD2 HD2*
CZ cb1 CD CD2
HE*
CE
HZ*
M N P Q R S T \Y W Y
Kern HN  HN HN HN HN HN HN HN HN
N N N N N N N N N

HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA
HB3 HB3 HB3 HB3 HB3 HB3 HB3 HB HB3 HB3
HB2 HB2 HB2 HB2 HB2 HB2 CB CB HB2 HB2
CB CB CB CB CB CB HG2* HGI* CB CB

HG3 HD21 HG3 HG3 HG3 CG2 CGl1 HD1 HD*
HG2 HD22 HG2 HG2 HG2 HG2* CD1 CDI1
CG ND2 CG CG CG CG2* HE1 HE*
HE* HD3 HE21 HD3 NE1 CE1

CE HD2 HE22 HD2 HE3

CD NE2 CD CE3

HE HZ2

NE CZ2

HZ3

CZ3

HH2

Tab. A.2.: Aminosdurespezifisch detektierbare Atome (Aminoséuren sind im Einbuchstabencode abge-
kiirzt). In rot: negatives Vorzeichen im 'H-13C-ctHSQC (s. Abb.[A.2). In blau: Seitenkette-
natome der Aromaten (s. Abb. [A.3).
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A.6. 'H-"N-IPAP-HSQC-Spektren von EcSIpA

1050 4 G47 | 107.2 Hz

107,0 T

G4(I03.5 Hz -
= ’ =3
& 10904 GBEOS'S e G72 |106.0 Hze=>
= <
Z

G54 1106.0 Hz
1110
G111 [106.7 Hz
S7 | 102.3 Hz
1130 T
D68 | 105.9 Hz

94 9.2 9,0 88 86 84 82
'H / ppm

(a)

105,0 + G47 | 762 Hz
1070 T
G40 | 90.7 Hz =

= .
& ool G131|93.6 Hz G72 | 85.0 Hr==
B0, —
Z
G54 | 9.3 Hz
11,0 T
G111 |93.3 Hz
13,0 T
94 9,2 9,0 8,8 8,6

'H / ppm

(b)

Abb. A.1.: Ausschnitt der 'H-'"N-IPAP-HSQC-Spektren von EcSIpA, unter isotropen Bedingungen (a)
bzw. unter anisotropen Bedingungen (b). Die Ausrichtung erfolgte mit Pfl-Phagen einer
Konzentration von etwa ¢ ~ 15mgml~'. Die in Antiphase aufgenommenen Spektren sind
in schwarz, die in Inphase aufgenommenen Spektren sind in rot dargestellt, unter Angabe
der individuellen J-Kopplung (a) bzw. der Summe aus J-Kopplung und der dipolaren Rest-
kopplung (b). Die Differenz der Kopplung aus (b) und (a) ergibt die aminosdurespezifische
residuale Restkopplung. Die Messung dieser vier Spektren erfolgte bei T = 298 K und an
By = 18.8T.
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A.7. Modellauswahl fiir Lipari & Szabo-Analyse

A.7.1. Modell evaluate, Hauptprogramm

Mit dem Aufruf dieses Programms wird die Modellauswahl begonnen. Es werden zudem
verschiedene Unterprogramme aufgerufen. Die Variableniibergabe erfolgt durch Verwen-
dung globaler Variablen.

function modell_evaluate(a,b,c,d,e,f,g)
global mod SSE SSEmat SSE0100 SSE0110 SSE0101 SSEeighty res ModellMat
res_NaN(a);

SSE_Mat (a) ;

SSE0100=SSE;

SSE0100.Mat=SSEmat ;

testmod;

modl=mod’;

SSE_Mat (b)

SSE0110=SSE;

SSE0110.Mat=SSEmat;

testmod;

mod21=mod;

i=1;

F12=[];

for i=1:length(SSE0100.Mat(:,1));
F12(i,:)=(SSE0100.Mat(i,2)-SSE0110.Mat(i,2))/SSE0110.Mat (i,2);
end

SSE_eighty(a);
eightyl=[res’,SSEeighty’];
eightyl(any(isnan(eighty1),2),:) = [];
SSE_eighty (f);
eightyl12=[res’,SSEeighty’];
eightyl2(any(isnan(eighty12),2),:) = [];
i=1;

F122=[];

for i=1:length(eighty1(:,1));
F122(i,:)=(eighty1(i,2)-eighty12(i,2)) /eighty12(i,2);
end

mod22=[] ;

j=1;

for i=1:length(SSEmat(:,1))

if F12(i,1)>F122(i,1)

mod22 (j)=SSEmat (i,1);

for k=1:length(mod21)

if mod21(k)==mod22(j)

mod2 (k, 1)=mod21 (k) ;

k=k+1;

end
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end

j=j+1;

end

end

SSE_Mat (c)

SSE0101=SSE;

SSE0101.Mat=SSEmat;

testmod;

mod31=mod;

i=1;

F13=[];

for i=1:length(SSE0100.Mat(:,1));
F13(i,:)=(SSE0100.Mat (i,2)-SSE0101.Mat (i,2))/SSE0101.Mat (i,2) ;
end

SSE_eighty(a);
eightyl=[res’,SSEeighty’];
eightyl(any(isnan(eightyl),2),:) = [];
SSE_eighty(g) ;
eighty13=[res’,SSEeighty’];
eightyl13(any(isnan(eighty13),2),:) = [1;
i=1;

F132=[1;

for i=1:length(eighty1(:,1));
F132(i,:)=(eighty1(i,2)-eighty13(i,2))/eighty13(i,2);
end

mod32=[];

j=1;

for i=1:length(SSEmat(:,1))

if F13(i,1)>F132(i,1)
mod32(j)=SSEmat(i,1);

for k=1:length(mod31)

if mod31(k)==mod32(j)

mod3(k, 1)=mod31 (k) ;

k=k+1;

end

end

J=i+1;

end

end

j=1;

for i=1:1length(SSE0100.Mat(:,1))

if SSE0100.Mat(i,2)<5*SSE0100.Mat(i,3)
modlines(j,1)=SSE0100.Mat(i,1);

j=j+1;

end

end
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j=1;

for i=1:1length(SSE0101.Mat(:,1))
if SSE0101.Mat(i,2)<5*SSE0101.Mat(i,3)
mod3nes (j,1)=SSE0101.Mat(i,1);
J=i*L;

end

end

j=1;

for i=1:1length(SSE0110.Mat(:,1))
if SSE0110.Mat(i,2)<5%SSE0110.Mat(i,3)
mod2nes (j,1)=SSE0110.Mat(i,1);
j=j+1;

end

end

SSE_Mat (d)

SSE0111=SSE;
SSE0111.Mat=SSEmat;

testmod?2;

mod4=mod’ ;

SSE_Mat (e)

SSE1110=SSE;
SSE1110.Mat=SSEmat;

testmod?2;

mod5=mod”’ ;
ModellMat(:,1)=SSEmat(:,1);
for i=1:length(ModellMat(:,1))
ModellMat (i, 2)=NaN;

end

for i=1:length(mod5)

for j=1:length(ModellMat(:,1))
if mod5(i)==ModellMat(j,1)
ModellMat (j,2)=5;

end

end

end

for i=1:length(mod4)

for j=1:length(ModellMat(:,1))
if mod4(i)==ModellMat(j,1)
ModellMat (j,2)=4;

end

end

end

for i=1:length(mod3nes)

for j=1:length(ModellMat(:,1))
if mod3nes(i)==ModellMat(j,1)
ModellMat (j,2)=3;
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end
end
end
for i=1:length(mod2nes)

for j=1:length(ModellMat(:,1))
if mod2nes(i)==ModellMat(j,1)

ModellMat (j,2)=2;

end

end

end

for i=1:length(modines)

for j=1:length(ModellMat(:,1))
if modlnes(i)==ModellMat(j,1)

ModellMat (j,2)=1;
end

end

end

for i=1:length(mod3)

for j=1:length(ModellMat(:,1))

if mod3(i)==ModellMat(j,1)
ModellMat (j,2)=3;

end

end

end

for i=1:length(mod2)

for j=1:length(ModellMat(:,1))

if mod2(i)==ModellMat(j,1)
ModellMat (j,2)=2;

end

end

end

for i=1:length(modl)

for j=1:length(ModellMat(:,1))

if mod1(i)==ModellMat(j,1)
ModellMat (j,2)=1;

end

end

end

modell_selection
spin_modnumber

A.7.2. res NaN

Mit diesem Unterprogramm werden diejenigen Kernspins erkannt und nicht weiter be-

achtet, die vorher vom Nutzer ausgeschlossen worden sind.
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function res_Nan(x)

global res

fid=fopen(x);

values=[];

res=[];

while (feof(fid) == 0) & (isequal(sscanf(fgetl(fid),’%s %*s’)
,’data_relaxation’) == 0)
end

i=1;

for i=1:6
zeile=fgetl(fid);

i=i+1;

end

while feof (fid) ==

zeile=fgetl(fid);

Daten2=sscanf (zeile, *%f %*f Y*xf %f ?);
if strcmp(zeile,’ stop_’), break, end;
values=[values,Daten2(2)];
res=[res,Daten2(1)];

end;

fclose(fid);

i=1;

for i=1:length(res)

if values(i)==0;

res(i)=NaN;

end

i=i+1;

end

A.7.3. SSE_mat, SSE_Exp, SSE_ ninety

Weitere Unterprogramme, die eine Matrix erstellen, die in drei Spalten die jeweilige
Kernspinnummer, den experimentellen SSE- bzw. den simulierten SSE-Wert enthélt (s.

Gl (2:2.71) in Abschnitt [2.2).

function SSE_Mat(x)

global SSE res SSEmat

SSE_Exp (x)

SSE_ninety(x)

SSEmat=[];
SSEmat=[res’,SSE.Exp’,SSE.ninety’];
SSEmat (any (isnan(SSEmat),2),:) = [];
function SSE_Exp(x)

global SSE

fid=fopen(x);

SSE.Rest=[]; n
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SSE.Exp=[];

while (feof(fid) == 0) & (isequal(sscanf(fgetl(fid),’%*s %s’)
,’_simulated_SSE’) == 0)

end

while feof (fid) ==

zeile=fgetl(fid);

Daten2=sscanf (zeile,’%f %f’);

i=1;

for i=1:22

zeile2=fgetl(fid);

i=i+1;

if strcmp(zeile2,’ stop_’), break, end;
end;

if strcmp(zeile,’’),break,end;
SSE.Rest=[SSE.Rest,Daten2(1)];
SSE.Exp=[SSE.Exp,Daten2(2)];
end;

fclose(fid);

function SSE_ninety(x)

global SSE

fid=fopen(x);

SSE.ninety=[];

while (feof(fid) == 0) & (isequal(sscanf(fgetl(fid),’%*s %s’),
’_simulated_SSE’) == 0)

end

while feof(fid) ==
zeile=fgetl(fid);

if strcmp(zeile,’’), break, end;
i=1;

for i=1:18

zeile=fgetl(fid);

_ 24 -

i=i+1;

end;

Daten2=sscanf (zeile, *Y*f %f’);
i=1;

for i=1:6

zeile=fgetl(fid);

i=i+1;

if strcmp(zeile,’ stop_’), break, end;
end;
SSE.ninety=[SSE.ninety,Daten2] ;
end;

fclose(fid);

138



A.7.4. testmod

Dieses Unterprogramm vergleicht fiir jeden Kernspin den experimentellen SSE-Wert mit
dem zuriickgerechneten SSE[90%]|-Wert (s. Gl. (2.2.71]) in Abschnitt und schreibt in
die Matrix mod genau diejenigen Kernspins, die diese Bedingung erfiillen.

function testmod

global SSEmat mod

mod=[];

j=1;

for i=1:length(SSEmat(:,1))
if SSEmat(i,2)<SSEmat(i,3)
mod (j)=SSEmat (i,1);

J=i*1;

end

end

A.7.5. F-Statistik

Mit diesem Unterprogramm werden die Modelle 2 und 3 (s. GL. (2.2.67) und (2.2.68) in
Abschnitt mittels F-Statistik getestet. Mit der Rechenvorschrift SSE _eighty wird
anlehnend an Abschnitt der SSE[80%)] ausgelesen.

function SSE_eighty(x)

global SSEeighty

fid=fopen(x);

SSEeighty=[];

while (feof(fid) == 0) & (isequal(sscanf(fgetl(fid),’%*s %s’),
’_simulated_SSE’) == 0)

end

while feof(fid) ==

zeile=fgetl(fid);

if strcmp(zeile,’’), break, end;

i=1;

for i=1:16

zeile=fgetl(fid);

i=i+1;

end;

Daten2=sscanf (zeile, *%*xf %f’);
i=1;

for i=1:8

zeile=fgetl(fid);

i=i+1;
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if strcmp(zeile,’ stop_’), break, end;
end;

SSEeighty=[SSEeighty,Daten2] ;
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end;
fclose(fid);

A.7.6. testmod?2

Uberpriifung der Kernspins auf Modell 4 und 5 (s. G1. (2.2.69) und (2.2.70)) in Abschnitt
2.2).

function testmod2

global SSEmat mod

mod=[] ;

j=1;

for i=1:length(SSEmat(:,1))
if SSEmat(i,2)==0;

mod (j)=SSEmat (i,1);

J=i*L

end

end

A.7.7. modell selection
Hiermit wird die erste Ausgabedatei geschrieben.

function modell_selection
global ModellMat

fd = fopen(’Dateiname’, ’w’);
for i=1:length(ModellMat)
w=0;x=0;y=0;2=0;a=0;b=0;c=0;d=0;

end

if ModellMat (i,2)==3
w=0;

x=1;

y=0;
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z=1;
b=33;
d=33;
end

if ModellMat (i,

w=0;
x=1;
y=1;
z=1;

- 26 -
b=10;
c=10;
d=10;
end

if ModellMat (i,

2)==4

2)==5

if (ModellMat(i,1)<10);
fprintf (£fd,’spin %d\n’,ModellMat(i,1));

end

if ((ModellMat(i,1)<100)&& (ModellMat(i,1)>9));
fprintf (£d,’spin %d\n’,ModellMat(i,1));

end

if ModellMat (i,

1)>99;

fprintf (£d,’spin %d\n’,ModellMat(i,1));

end

fprintf (£d, ’M1
fprintf (fd, ’M1
fprintf (fd, ’M1
fprintf (£d,’M1
fprintf (£d,°M1
fprintf (£fd, M1

fprintf(fd,’\n’

i=i+1;
end
fclose(fd);

tloc 8.0 %d 2 0.000 18.4000 0\n’,0);
Theta 0.0 %d 2 0.000 90.000 O\n’,0);
S2f 1.0 %d 2 0.000 1.000 %d\n’,w,a);
S2s 1.0 %d 2 0.000 1.000 %d\n’,x,b);

te 0.0 %d 2 0.000 10000.000 %d\n’,y,c);
Rex 0.0 %d 2 0.000 20.000 %d\n’,z,d);
)

A.7.8. spin_modnumber

Schreiben der zweiten Ausgabedatei.

141



function spin_modnumber

global ModellMat

a=0;b=0;c=0;d=0;e=0;£=0;g=0;

for i=1:length(ModellMat)

if ModellMat(i,2)==

a=at+l;

end

if ModellMat (i,2)==2

b=b+1;

end

if ModellMat(i,2)==3

c=c+1;

end

if ModellMat(i,2)==4

d=d+1;

end

if ModellMat(i,2)==5

e=e+1;

end

end

f=atb+c+d+te;

g=length(ModellMat)-f;

- 27 -

fd = fopen(’Dateiname’, ’w’);

fprintf (fd, ’Spin Modell\n’);

for i=1:length(ModellMat)

fprintf (fd,’ %d %d \n’,ModellMat(i,1),ModellMat(i,2));
i=i+1;

end

fprintf(£fd,’ \n’);

fprintf(fd,’ \n’);

fprintf (fd, ’Gesamtzahl aller Spins: %d \n’,length(ModellMat));
fprintf (fd,’Anzahl, die dem jeweiligen Modell zugeordnet werden\n’);
fprintf (£d,’Modell 1: %d \n’,a);

fprintf (£d,’Modell 2: %d \n’,b);

fprintf (£d, ’Modell 3: %d \n’,c);

fprintf (£d, ’Modell 4: %d \n’,d);

fprintf (£fd, ’Modell 5: %d \n’,e);

fprintf (fd,’Anzahl der zugeordneten Spins: %d \n’,f);
fprintf (fd, ’Anzahl der nichtzuordbaren Spins: %d \n’,g);
fclose(fd);
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A.8. 'H-PC-HSQC-Spektren von EcSIpA
A.8.1. 'H-3C-ctHSQC-Spektrum des aliphatischen Bereiches

10,0 T

20,0 T

30,0 1

40,0 T

C / ppm

13

50,0 T

60,0 T

70,0 T

6,0 50 4,0 3,0 2,0 1,0 0,0 -1,0

Abb. A.2.: 'H-13C-ctHSQC-Spektrum des aliphatischen Bereiches von EcSIpA. Auf die Beschriftung
der Kreuzsignale wurde der Ubersicht halber verzichtet. Die Datenaufnahme erfolgte im
constant-time-Modus, sodass negative Kreuzsignale (in rot) diejenigen 3C-Kerne kennzeich-
nen, die zu keinem oder zu zwei anderen benachbarten aliphatischen Kohlenstoffen gekoppelt
sind. Die Messung dieses Spektrums erfolgte bei 7' = 298 K und an By = 18.8 T.
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A.8.2. 'H-BC-HSQC-Spektrum des aromatischen Bereiches

1150 1
s = -

120,0 1 =&
£ 1250 1
Q
a
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- = _
140,0 t t t f f
8,0 7,5 7,0 6,5 6,0
'H / ppm

Abb. A.3.: '"H-13C-HSQC-Spektrum des aromatischen Bereiches von EcSIpA. Auf die Beschriftung der
Kreuzsignale wurde der Ubersicht halber verzichtet. Die Datenaufnahme in der indirekten
13C-Dimension erfolgte im nicht entkoppelten Modus. Die (C,2-H,2)-Korrelation der Histi-
dine ist negativ (in rot) dargestellt. Die Messung dieses Spektrums erfolgte bei T = 298 K
und an By = 18.8 T.
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A.9. Komplettzuordnung EcSIpA

AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm
2 HN 7.7812 10 HB* 1.311 17 CG 27.44 26 HN 7.437

2 N 999 10 CB 20.796 17 HD1* 0.297 26 N 115.239
2 HA 4.367 11 HN 9.468 17 CD1 24.99 26 HA 4.357

2 CA 999 11 N 122.584 17 HD2* 0.37 26 CA 55.973
2 HB3 3.789 11 HA 4.611 17 CD2 24.692 26 HB3 1.801

2 HB2 3.906 11 CA 60.416 18 HN 9.268 26 HB2 1.802

2 CB 63.355 11 HB 1.825 18 N 126.083 26 CB 33.979
3 HN 8.005 11 CB 35.435 18 HA 5.346 26 HG3 1.985

3 N 999 11 HG1* 0.724 18 CA 54.735 26 HG2 2.092

3 HA 4.216 11 CG1 23.474 18 HB3 1.494 26 CcG 33.65

3 CA 57.245 11 HG2* 0.771 18 HB2 1.641 27 HN 8.798

3 HB3 1.866 11 CG2 23.5 18 CB 37.547 27 N 118.257
3 HB2 1.994 12 HN 8.869 18 HG3 0.887 27 HA 4.954

3 CB 30.683 12 N 131.368 18 HG2 1.32 27 CA 56.192
3 HG3 2.176 12 HA 5.025 18 CcG 999 27 HB3 3.425

3 HG2 2.32 12 CA 53.716 18 HD3 1.242 27 HB2 3.802

3 CG 999 12 HB3 0.946 18 HD2 1.242 27 CB 64.349
4 HN 7.765 12 HB2 1.643 18 CD 999 28 HN 8.583

4 N 112.627 12 CB 44.976 18 HE* 2.679 28 N 121.82
4 HA 4.971 12 HG 1.094 18 CE 42.07 28 HA 4.122

4 CA 56.265 12 cG 27.44 18 HZ* 7.869 28 CA 64.932
4 HB3 3.326 12 HD1* 0.544 19 HN 8.089 28 HB 4.653

4 HB2 3.426 12 CD1 23.892 19 N 118.525 28 CB 66.461
4 CB 66.752 12 HD2* 0.582 19 HA 4.866 28 HG2* 0.775

5 HN 8.967 12 CD2 25.535 19 CA 52.987 28 CG2 19.794
5 N 122.697 13 HN 9.226 19 HB3 1.774 29 HN 7.847

5 HA 3.326 13 N 119.755 19 HB2 1.862 29 N 120.35
5 CA 65.806 13 HA 5.298 19 CB 42.573 29 HA 3.577

5 HB 2.292 13 CA 58.959 19 HG 1.4 29 CA 59.761
5 CB 31.867 13 HB 1.948 19 CcG 27.42 29 HB3 2.047

5 HG1* 0.824 13 CB 35.435 19 HD1* 0.654 29 HB2 2.048

5 CG1 19.464 13 HG1* 0.016 19 CD1 21.99 29 CB 34.634
5 HG2* 0.694 13 CG1 18.139 19 HD2* 0.73 29 HG3 1.763

5 CG2 18.291 13 HG2* 0.528 19 CD2 24.85 29 HG2 1.764

6 HN 9.138 13 CG2 22.245 20 HN 9.989 29 CG 999

6 N 130.084 14 HN 8.199 20 N 123.989 29 HD3 999

6 HA 4.417 14 N 118.135 20 HA 4.218 29 HD2 999

6 CA 54.007 14 HA 5.362 20 CA 57.503 29 CD 999

6 HB3 1.908 14 CA 55.391 20 HB3 2.564 29 HE 6.985

6 HB2 1.908 14 HB3 2.596 20 HB2 2.719 29 NE 115.109
6 CB 31.648 14 HB2 2.665 20 CB 41.043 30 HN 7.428

6 HG3 2.257 14 CB 34.926 21 HN 7.616 30 N 118.348
6 HG2 2.318 14 HE1 6.963 21 N 116.02 30 HA 4.282

6 CG 33.728 14 CE1 136.79 21 HA 4.326 30 CA 55.464
6 HE21 6.667 14 HD2 6.722 21 CA 53.497 30 HB3 2.655

6 HE22 7.113 14 CD2 999 21 HB3 2.448 30 HB2 2.728

6 NE2 114.955 15 HN 9.421 21 HB2 2.918 30 CB 37.62

7 HN 8.28 15 N 118.759 21 CB 39.951 30 HD21 6.849

7 N 113.297 15 HA 6.094 22 HN 8.025 30 HD22 7.681

7 HA 3.698 15 CA 56.483 22 N 108.639 30 ND2 112.51
7 CA 61.654 15 HB3 2.848 22 HA1 3.471 31 HN 7.813

7 HB3 3.694 15 HB2 3.186 22 HA2 4.171 31 N 116.255
7 HB2 3.79 15 CB 44.539 22 CA 45.049 31 HA 4.543

7 CB 63.402 15 HD* 6.779 23 HN 8.09 31 CA 53.497
8 HN 7.45 15 CD1 131.931 23 N 116.995 31 HB3 2.797

8 N 116.264 15 HE* 7.096 23 HA 3.883 31 HB2 2.889

8 HA 4.864 15 CE1 131.58 23 CA 63.621 31 CB 38.713
8 CA 51.604 15 HZ 7.337 23 HB 3.896 31 HD21 7.028

8 HB3 2.615 15 CZ 130.403 23 CB 70.175 31 HD22 7.631

8 HB2 2.798 16 HN 8.813 23 HG2* 0.957 31 ND2 112.193
8 CB 38.713 16 N 116.015 23 CG2 21.295 32 HN 7.593

8 HD21 6.725 16 HA 4.699 24 HN 8.752 32 N 107.719
8 HD22 7.468 16 CA 62.383 24 N 121.178 32 HA1 3.684

8 ND2 112.484 16 HB 3.972 24 HA 4.268 32 HA2 4.01

9 HN 7.455 16 CB 72.215 24 CA 63.475 32 CA 46.069
9 N 117.902 16 HG2* 1.163 24 HB 3.938 33 HN 7.563

9 HA 4.53 16 CG2 22.94 24 CB 69.01 33 N 120.459
9 CA 61.144 17 HN 8.98 24 HG2* 0.92 33 HA 4.764

9 HB3 3.585 17 N 128.802 24 CG2 22.25 33 CA 53.424
9 HB2 3.81 17 HA 4.906 25 HN 8.965 33 HB3 1.557

9 CB 64.13 17 CA 53.716 25 N 133.477 33 HB2 1.681
10 HN 8.308 17 HB3 1.33 25 HA 4.227 33 CB 33.833
10 N 124.222 17 HB2 1.453 25 CA 53.279 33 HG3 1.265
10 HA 5.136 17 CB 44.83 25 HB* 1.148 33 HG2 1.342
10 CA 50.584 17 HG 1.065 25 CB 19.922 33 CG 24.165

Tab. A.3.: Komplettzuordnung von EcSlpA fiir den Sequenzbereich S2-K33.
CS: chemische Verschiebung.
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Komplettzuordnung EcSlpA (Fortsetzung)

AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm
33 HD3 1.473 39 HD2* 0.64 49 HN 8.134 55 CD1 22.03
33 HD2 1.512 39 CD2 23.07 49 N 118.015 55 HD2* 0.761
33 CD 999 40 HN 9.202 49 HA 3.286 55 CD2 22.32
33 HE* 2.853 40 N 108.053 49 CA 62.018 56 HN 8.969
33 CE 42.191 40 HA1 3.816 49 HB3 1.778 56 N 119.325
33 HZ* 6.957 40 HA2 4.123 49 HB2 1.779 56 HA 4.615
34 HA 4.026 40 CA 46.651 49 CB 29.609 56 CA 54.371
34 CA 62.819 41 HN 7.865 49 HG3 2.5 56 HB3 1.519
34 HB3 1.034 41 N 120.755 49 HG2 2.551 56 HB2 1.717
34 HB2 1.303 41 HA 4.648 49 CG 38.13 56 CB 35.362
34 CB 32.158 41 CA 52.623 50 HN 7.976 56 HG3 1.286
34 HG3 1.112 41 HB3 2.154 50 N 113.9 56 HG2 1.384
34 HG2 1.539 41 HB2 2.803 50 HA 3.596 56 CG 24.715
34 CG 999 41 CB 41.116 50 CA 58.523 56 HD3 1.551
34 HD3 3.512 42 HN 8.665 50 HB3 1.695 56 HD2 1.552
34 HD2 3.512 42 N 121.385 50 HB2 1.825 56 CD 999

34 CD 50.78 42 HA 3.937 50 CB 28.444 56 HE* 2.882
35 HN 8.488 42 CA 53.716 50 HG3 2.148 56 CE 41.805
35 N 123.167 42 HB* 1.347 50 HG2 2.149 56 HZ* 6.741
35 HA 4.529 42 CB 16.936 50 CcG 33.8 57 HN 8.337
35 CA 50.505 43 HN 8.579 50 HE21 6.563 57 N 119.835
35 HB* 1.275 43 N 117.944 50 HE22 7.289 57 HA 3.059
35 CB 23.08 43 HA 4.041 50 NE2 112.952 57 CA 66.607
36 HN 8.344 43 CA 60.78 51 HN 6.921 57 HB 1.763
36 N 122.708 43 HB3 3.942 51 N 113.828 57 CB 31.284
36 HA 4.832 43 HB2 3.68 51 HA 3.869 57 HG1* 0.78
36 CA 53.623 43 CB 62.528 51 CA 58.377 57 CG1 21.328
36 HB3 1.052 44 HN 8.734 51 HB3 1.828 57 HG2* 0.847
36 HB2 1.754 44 N 125.72 51 HB2 2.141 57 CG2 23.386
36 CB 43.813 44 HA 4.408 51 CB 29.39 58 HN 8.513
36 HG 1.162 44 CA 52.56 51 HE1 7.962 58 N 117.426
36 cG 27.572 44 HB3 1.015 51 CE1 136.801 58 HA1 3.814
36 HD1* 0.577 44 HB2 1.745 51 HD2 6.72 58 HA2 4.321
36 CD1 24.308 44 CB 44.16 51 CD2 117.765 58 CA 44.83
36 HD2* 0.651 44 HG 1.011 52 HN 7.247 59 HN 8.171
36 CD2 25.671 44 CcG 27.902 52 N 118.722 59 N 122.373
37 HN 9.365 44 HD1* 0.13 52 HA 4.23 59 HA 4.539
37 N 129.97 44 CD1 21.846 52 CA 55.172 59 CA 55.755
37 HA 4.992 44 HD2* 0.351 52 HB3 1.17 59 HB3 2.482
37 CA 53.296 44 CD2 26.412 52 HB2 1.69 59 HB2 3.005
37 HB3 2.798 45 HN 7.875 52 CB 44.029 59 CB 42.209
37 HB2 3.039 45 N 116.732 52 HG 1.437 60 HN 8.094
37 CB 40.052 45 HA 4.085 52 CG 26.36 60 N 118.821
37 HD* 6.831 45 CA 57.503 52 HD1* 0.459 60 HA 5.479
37 CD1 130.667 45 HB3 3.678 52 CD1 23.66 60 CA 54.444
37 HE* 6.845 45 HB2 3.981 52 HD2* 0.6 60 HB3 1.552
37 CE1l 129.48 45 CB 64.64 52 CD2 27 60 HB2 1.809
37 HZ 6.085 46 HN 8.83 53 HN 6.912 60 CB 35.872
37 CZ 128.43 46 N 123.756 53 N 118.011 60 HG3 1.163
38 HN 9.127 46 HA 3.812 53 HA 3.336 60 HG2 1.417
38 N 125.125 46 CA 59.833 53 CA 56.775 60 CcG 25.396
38 HA 4.628 46 HB3 1.831 53 HB3 1.184 60 HD3 1.541
38 CA 55.245 46 HB2 1.905 53 HB2 1.331 60 HD2 1.542
38 HB3 1.463 46 CB 29.746 53 CB 42.209 60 CD 29.844
38 HB2 1.574 46 HG3 2.062 53 HG 1.447 60 HE* 2.771
38 CB 31.575 46 HG2 2.184 53 CG 26.357 60 CE 42.069
38 HG3 1.245 46 CG 36.56 53 HD1* 0.462 60 HZ* 999

38 HG2 1.287 47 HN 8.5 53 CD1 23.615 61 HN 8.841
38 CG 27.837 47 N 105.309 53 HD2* 0.626 61 N 117.298
38 HD3 2.981 47 HA1 3.526 53 CD2 25.246 61 HA 4.862
38 HD2 3.045 47 HA2 3.675 54 HN 8.874 61 CA 59.979
38 CD 42.902 47 CA 46.942 54 N 110.875 61 HB 4.021
38 HE 7.144 48 HN 7.418 54 HA1 3.44 61 CB 69.666
38 NE 115.287 48 N 124.642 54 HA2 4.105 61 HG2* 1.148
39 HN 8.226 48 HA 3.708 54 CA 45.267 61 CG2 20.609
39 N 125.298 48 CA 58.741 55 HN 7.441 62 HN 7.846
39 HA 4.222 48 HB3 1.078 55 N 120.722 62 N 120.755
39 CA 57.576 48 HB2 1.51 55 HA 4.26 62 HA 5.475
39 HB3 1.493 48 CB 41.626 55 CA 55.755 62 CA 59.906
39 HB2 1.749 48 HG 1.025 55 HB3 1.479 62 HB 3.994
39 CB 41.99 48 CcG 999 55 HB2 1.646 62 CB 71.905
39 HG 1.378 48 HD1* 0.316 55 CB 42.791 62 HG2* 1.131
39 CcG 19.501 48 CD1 26.205 55 HG 1.178 62 CG2 21.52
39 HD1* 0.351 48 HD2* 0.585 55 CG 22.95 63 HN 8.031
39 CD1 26.41 48 CD2 26.3 55 HD1* 0.684 63 N 119.424

Tab. A.4.: Komplettzuordnung von EcSIpA fiir den Sequenzbereich K33-F63.

CS: chemische Verschiebung.
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Komplettzuordnung EcSlpA (Fortsetzung)

AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm
63 HA 4.808 71 HB3 1.983 79 HA 4.646 85 HB2 1.765
63 CA 56.775 71 HB2 2.565 79 CA 61.144 85 CB 29.973
63 HB3 2.515 71 CB 38.057 79 HB 1.752 85 HG3 1.567
63 HB2 3.178 71 HD* 6.731 79 CB 37.183 85 HG2 1.568
63 CB 39.514 71 CD1 131.886 79 HG13 0.832 85 CG 27.23
63 HD* 6.435 71 HE* 6.955 79 HG12 1.285 85 HD3 3.088
63 CD1 132.272 71 CE1l 130.582 79 CG1 27.856 85 HD2 3.089
63 HE* 6.411 71 HZ 6.8 79 HG2* 0.38 85 CD 43.45
63 CE1l 129.651 71 CZ 999 79 CG2 17.76 85 HE 7.195
63 HZ 6.255 72 HN 8.185 79 HD1* 0.616 85 NE 114.82
63 CZ 128.35 72 N 109.338 79 CD1 12.684 86 HN 7.732
64 HN 8.694 72 HA1 3.567 80 HN 8.838 86 N 117.835
64 N 116.163 72 HA2 4.189 80 N 126.448 86 HA 4.091
64 HA 5.402 72 CA 44.539 80 HA 4.302 86 CA 57.576
64 CA 56.92 73 HN 8.24 80 CA 53.716 86 HB3 1.987
64 HB3 3.293 73 N 117.266 80 HB3 1.507 86 HB2 1.988
64 HB2 3.423 73 HA 4.237 80 HB2 1.766 86 CB 29.9

64 CB 65.223 73 CA 59.761 80 CB 33.979 86 HG3 2.159
65 HN 8.756 73 HB 2.008 80 HG3 2.043 86 HG2 2.16

65 N 121.877 73 CB 32.376 80 HG2 2.129 86 CcG 37.302
65 HA 4.724 73 HG1* 0.778 80 CG 999 87 HN 7.644
65 CA 63.352 73 CG1 999 80 HE21 6.633 87 N 118.936
65 HB3 1.267 73 HG2* 0.868 80 HE22 7.061 87 HA 4.456
65 HB2 1.519 73 CG2 999 80 NE2 110.075 87 CA 58.013
65 CB 46.287 74 HA 3.979 81 HN 7.951 87 HB3 2.828
65 HG 1.109 74 CA 63.256 81 N 119.494 87 HB2 3.209
65 CG 19.005 74 HB3 1.84 81 HA 5.226 87 CB 39.587
65 HD1* 0.578 74 HB2 2.14 81 CA 56.629 87 HD* 7.17

65 CD1 26.45 74 CB 31.867 81 HB3 2.514 87 CD1 132.088
65 HD2* 0.73 74 HG3 1.735 81 HB2 2.703 87 HE* 7.054
65 CD2 21.2 74 HG2 1.736 81 CB 39.878 87 CE1 131.765
66 HN 8.392 74 cG 26.613 81 HD* 6.892 87 HZ 6.862
66 N 121.187 74 HD3 3.553 81 CD1 133.313 87 Cz 129.077
66 HA 4.416 74 HD2 3.671 81 HE* 6.619 88 HN 7.879
66 CA 55.027 74 CD 50.694 81 CE1 118.218 88 N 120.753
66 HB3 1.789 75 HN 9.282 82 HN 9.161 88 HA 4.241
66 HB2 2.13 75 N 117.459 82 N 122.579 88 CA 56.993
66 CB 28.225 75 HA 5.083 82 HA 4.774 88 HB3 1.877
66 HG3 2.219 75 CA 53.716 82 CA 56.483 88 HB2 1.959
66 HG2 2.292 75 HB3 3.683 82 HB3 2.519 88 CB 32.595
66 CcG 36.288 75 HB2 3.91 82 HB2 3.181 88 HG3 2.412
67 HA 4.183 75 CB 65.369 82 CB 43.738 88 HG2 2.465
67 CA 66.388 76 HA 4.266 82 HD* 6.99 88 CG 32.087
67 HB3 1.66 76 CA 64.422 82 CD1 131.65 88 HE* 1.93

67 HB2 1.905 76 HB3 1.943 82 HE* 7.049 88 CE 17.1

67 CB 32.012 76 HB2 2.249 82 CE1l 131.217 89 HN 8.11

67 HG3 1.497 76 CB 32.085 82 HZ 6.96 89 N 120.234
67 HG2 1.498 76 HG3 1.633 82 Cz 129.452 89 HA 4.395
67 CcG 27.26 76 HG2 1.633 83 HN 9.009 89 CA 55.391
67 HD3 3.567 76 cG 33.063 83 N 117.269 89 HB3 2.421
67 HD2 3.622 76 HD3 3.793 83 HA 5.034 89 HB2 2.564
67 CD 49.719 76 HD2 3.926 83 CA 57.357 89 CB 41.116
68 HN 8.416 76 CD 51.787 83 HB3 3.815 90 HN 7.867
68 N 114.053 7 HN 7.778 83 HB2 4.022 90 N 122.71
68 HA 4.067 77 N 116.66 83 CB 64.495 90 HA 4.231
68 CA 56.702 7 HA 4.421 84 HN 8.819 90 CA 52.528
68 HB3 2.442 7 CA 55.682 84 N 127.375 90 HB* 1.232
68 HB2 2.468 7 HB3 2.342 84 HA 4.603 90 CB 19.777
68 CB 40.242 7 HB2 2.62 84 CA 59.761 91 HN 7.865
69 HN 7.498 s CB 40.242 84 HB3 1.674 91 N 107.832
69 N 121.272 78 HN 7.194 84 HB2 1.848 91 HA1 3.908
69 HA 4.408 78 N 118.72 84 CB 30.41 91 HA2 3.72

69 CA 51.531 78 HA 4.415 84 HG3 1.506 91 CA 44.539
69 HB* 1.329 78 CA 54.444 84 HG2 1.507 92 HN 8.188
69 CB 21.161 78 HB3 1.621 84 CG 28.015 92 N 121.294
70 HN 7.485 78 HB2 1.66 84 HD3 2.529 92 HA 4.275
70 N 125.277 78 CB 42.063 84 HD2 2.634 92 CA 54.226
70 HA 4.08 78 HG 1.426 84 CD 42.492 92 HB3 1.683
70 CA 51.458 78 CcG 27 84 HE 7.415 92 HB2 1.786
70 HB* 1.104 78 HD1* 0.65 84 NE 114.114 92 CB 30.119
70 CB 18.83 78 CD1 22.667 85 HN 8.539 92 HG3 2.096
71 HN 8.306 78 HD2* 0.799 85 N 118.944 92 HG2 999

71 N 119.747 78 CD2 25.63 85 HA 4.039 92 CG 999

71 HA 4.19 79 HN 7.077 85 CA 58.523 93 HA 4.136
71 CA 58.814 79 N 122.393 85 HB3 1.764 93 CA 62.747

Tab. A.5.: Komplettzuordnung von EcSIpA fiir den Sequenzbereich F63-P93.

CS: chemische Verschiebung.
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Komplettzuordnung EcSlpA (Fortsetzung)

AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm
93 HB3 1.483 100 HG 0.71 109 N 124.698 116 HN 8.546
93 HB2 1.486 100 CcG 999 109 HA 4.951 116 N 123.985
93 CB 32.012 100 HD1* 0.567 109 CA 52.987 116 HA 4.249
93 HG3 1.66 100 CD1 23.488 109 HB3 1.739 116 CA 61.8
93 HG2 1.367 100 HD2* 0.653 109 HB2 1.95 116 HB 1.504
93 CG 27.19 100 CD2 24.7 109 CB 36.236 116 CB 40.898
93 HD3 3.429 101 HN 8.467 109 HG3 2.268 116 HG13 1.191
93 HD2 3.503 101 N 124.569 109 HG2 2.268 116 HG12 1.192
93 CD 50.152 101 HA 4.527 109 CG 31.408 116 CG1 27.857
94 HN 7.285 101 CA 56.993 109 HE* 1.59 116 HG2* 0.666
94 N 120.544 101 HB3 2.842 109 CE 16.65 116 CG2 17.344
94 HA 4.273 101 HB2 2.871 110 HA 5.057 116 HD1* 0.585
94 CA 54.663 101 CB 42.573 110 CA 62.091 116 CD1 14.461
94 HB3 1.625 101 HD* 6.906 110 HB3 1.736 117 HN 8.636
94 HB2 1.775 101 CD1 132.1 110 HB2 1.932 117 N 126.815
94 CB 32.595 101 HE* 6.565 110 CB 31.939 117 HA 4.888
94 HG3 2.024 101 CE1 130.827 110 HG3 1.865 117 CA 51.822
94 HG2 2.096 101 HZ 6.565 110 HG2 1.866 117 HB3 2.537
94 CcG 35.794 101 CZ 129.003 110 CcG 27.403 117 HB2 2.604
95 HN 8.427 102 HN 8.398 110 HD3 3.634 117 CB 40.096
95 N 123.515 102 N 119.655 110 HD2 3.766 117 HD21 6.906
95 HA 3.317 102 HA 4.534 110 CD 50.97 117 HD22 7.651
95 CA 62.892 102 CA 62.528 111 HN 9.167 117 ND2 115.145
95 HB 1.643 102 HB 3.814 111 N 112.135 118 HN 8.89

95 CB 36.673 102 CB 69.52 111 HA1 2.561 118 N 115.018
95 HG13 0.985 102 HG2* 1.066 111 HA2 4.328 118 HA1 3.491
95 HG12 1.438 102 CG2 21.702 111 CA 44.685 118 HA2 3.815
95 CG1 28.263 103 HN 8.777 112 HN 7.879 118 CA 47.525
95 HG2* 0.735 103 N 130.657 112 N 120.753 119 HN 8.721
95 CG2 17.49 103 HA 4.282 112 HA 4.232 119 N 125.794
95 HD1* 0.675 103 CA 51.458 112 CA 59.833 119 HA 4.598
95 CD1 12.105 103 HB* 1.229 112 HB 2.001 119 CA 52.696
96 HN 9.143 103 CB 20.432 112 CB 32.595 119 HB3 2.527
96 N 117.075 104 HN 8.734 112 HG1* 0.779 119 HB2 2.624
96 HA1 3.304 104 N 120.712 112 CG1 21.412 119 CB 44.029
96 HA2 4.19 104 HA 4.038 112 HG2* 0.625 120 HN 7.823
96 CA 44.83 104 CA 58.523 112 CG2 21.455 120 N 114.265
97 HN 7.747 104 HB3 1.944 113 HN 8.57 120 HA 4.914
97 N 124.048 104 HB2 1.945 113 N 127.489 120 CA 57.721
97 HA 4.183 104 CB 32.085 113 HA 3.913 120 HB3 3.623
97 CA 52.332 104 HG3 2.462 113 CA 62.164 120 HB2 3.763
97 HB* 1.34 104 HG2 2.539 113 HB 2.154 120 CB 64.859
97 CB 20.287 104 CcG 32.227 113 CB 36.164 121 HN 9.352
98 HN 8.031 104 HE* 1.96 113 HG13 1.001 121 N 127.857
98 N 120.131 104 CE 17.31 113 HG12 1.457 121 HA 4.613
98 HA 4.723 105 HN 7772 113 CG1 28.163 121 CA 59.979
98 CA 60.052 105 N 116.253 113 HG2* 0.476 121 HB 1.72

98 HB 1.505 105 HA 4.371 113 CG2 17.8 121 CB 40.388
98 CB 39.004 105 CA 53.497 113 HD1* 0.735 121 HG13 0.959
98 HG13 1.463 105 HB3 2.445 113 CD1 13.22 121 HG12 1.285
98 HG12 0.866 105 HB2 2.921 114 HN 8.803 121 CG1 27.71
98 CG1 28.252 105 CB 40.024 114 N 129.39 121 HG2* 0.657
98 HG2* 0.612 106 HN 8.071 114 HA 4.232 121 CG2 18.999
98 CG2 17.748 106 N 109.239 114 CA 55.973 121 HD1* 0.457
98 HD1* 0.658 106 HA1 3.389 114 HB3 1.566 121 CD1 13.413
98 CD1 13.253 106 HA2 4.172 114 HB2 1.735 122 HN 8.68

99 HN 8.875 106 CA 45.049 114 CB 32.886 122 N 124.222
99 N 127.388 107 HN 8.037 114 HG3 1.415 122 HA 4.529
99 HA 4.489 107 N 118.52 114 HG2 1.416 122 CA 62.31
99 CA 53.934 107 HA 4.212 114 CG 32.75 122 HB 3.815
99 HB3 1.472 107 CA 58.959 114 HD3 2.96 122 CB 69.156
99 HB2 1.635 107 HB3 3.685 114 HD2 3.051 122 HG2* 0.758
99 CB 36.601 107 HB2 3.758 114 CD 43.321 122 CG2 22.118
99 HG3 2.053 107 CB 64.13 114 HE 7.525 123 HN 9.157
99 HG2 2.054 108 HN 8.404 114 NE 114.325 123 N 130.67
99 CcG 32.232 108 N 121.889 115 HN 7.303 123 HA 4.234
99 HE* 1.58 108 HA 4.823 115 N 115.554 123 CA 61.072
99 CE 17.45 108 CA 55.755 115 HA 4.383 123 HB 1.272
100 HN 8.165 108 HB3 1.724 115 CA 55.755 123 CB 34.124
100 N 122.917 108 HB2 1.789 115 HB3 1.829 123 HG1* -0.492
100 HA 5.054 108 CB 31.721 115 HB2 1.831 123 CG1 21.654
100 CA 54.226 108 HG3 1.917 115 CB 34.27 123 HG2* 0.335
100 HB3 1.126 108 HG2 2.057 115 HG3 2.009 123 CG2 22.545
100 HB2 1.412 108 CcG 37.157 115 HG2 2.097 124 HN 8.646
100 CB 42.573 109 HN 8.997 115 CG 36.74 124 N 125.276

Tab. A.6.: Komplettzuordnung von EcSIpA fiir den Sequenzbereich P93-D124.

CS: chemische Verschiebung.
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Komplettzuordnung EcSlpA (Fortsetzung)

AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm AS Atom CS / ppm
124 HA 4.948 132 N 117.754 139 N 127.858 146 HA 4.139
124 CA 52.113 132 HA 4.515 139 HA 5.12 146 CA 52.478
124 HB3 2.02 132 CA 54.735 139 CA 54.298 146 HB* 1.204
124 HB2 2.816 132 HB3 1.761 139 HB3 1.146 146 CB 18.634
124 CB 44.029 132 HB2 1.928 139 HB2 1.645 147 HN 8.047
125 HN 9.339 132 CB 29.318 139 CB 33.615 147 N 122.468
125 N 125.846 132 HG3 2.044 139 HG3 1.778 147 HA 4.108
125 HA 4.691 132 HG2 2.045 139 HG2 1.932 147 CA 55.258
125 CA 58.595 132 CcG 32.921 139 CG 35.4 147 HB3 1.208
125 HB3 2.946 132 HE21 6.727 140 HN 8.448 147 HB2 1.418
125 HB2 3.416 132 HE22 7.44 140 N 126.105 147 CB 42.669
125 CB 39.368 132 NE2 113.091 140 HA 3.719 147 HG 1.303
125 HD* 7.066 133 HN 8.585 140 CA 64.276 147 CG 26.717
125 CD1 132.274 133 N 123.051 140 HB 2.251 147 HD1* 0.64
125 HE* 6.985 133 HA 4.439 140 CB 31.648 147 CD1 23.487
125 CE1l 130.893 133 CA 64.13 140 HG1* 0.439 147 HD2* 0.709
125 HZ 6.322 133 HB 4.014 140 CG1 21.85 147 CD2 25.259
125 CZ 128.869 133 CB 68.937 140 HG2* 0.685 148 HN 8.239
126 HN 8.846 133 HG2* 0.809 140 CG2 22.112 148 N 121.173
126 N 120.703 133 CG2 20.815 141 HN 9.202 148 HA 4.019
126 HA 4.245 134 HN 8.213 141 N 130.567 148 CA 56.73
126 CA 55.172 134 N 120.732 141 HA 4.416 148 HB3 1.687
126 HB3 2.169 134 HA 4.595 141 CA 56.41 148 HB2 1.744
126 HB2 3.13 134 CA 59.833 141 HB3 1.401 148 CB 30.08
126 CB 39.587 134 HB 1.671 141 HB2 1.494 148 HG3 1.94
126 HD21 7.067 134 CB 34.634 141 CB 43.01 148 HG2 2.021
126 HD22 8.993 134 HG1* 0.557 141 HG 1.275 148 CG 36.318
126 ND2 119.401 134 CG1 22.523 141 CG 999

127 HN 9.02 134 HG2* 0.737 141 HD1* 0.395

127 N 124.877 134 CG2 20.895 141 CD1 25.931

127 HA 4.308 135 HN 8.587 141 HD2* 0.63

127 CA 57.357 135 N 123.4 141 CD2 22.23

127 HB3 2.71 135 HA 4.721 142 HN 7.478

127 HB2 3.223 135 CA 55.245 142 N 115.578

127 CB 31.43 135 HB3 2.63 142 HA 4.24

127 HE1 6.512 135 HB2 2.868 142 CA 56.556

127 CE1l 137.554 135 CB 31.284 142 HB3 1.623

127 HD2 7.082 135 HE1 7.623 142 HB2 1.789

127 CD2 118.21 135 CE1l 138.34 142 CB 34.343

128 HA 4.088 135 HD2 6.473 142 HG3 1.974

128 CA 64.798 135 CD2 118.45 142 HG2 2.092

128 HB3 2.096 136 HN 9.12 142 CG 36.73

128 HB2 2.097 136 N 124.965 143 HN 8.75

128 CB 32.186 136 HA 4.799 143 N 125.566

128 HG3 1.51 136 CA 58.013 143 HA 4.26

128 HG2 1.594 136 HB3 1.279 143 CA 61.217

128 CG 27.811 136 HB2 1.94 143 HB 1.419

128 HD3 2.01 136 CB 43.301 143 CB 39.732

128 HD2 3.293 136 HD* 6.641 143 HG13 0.049

128 CD 50.71 136 CD1 131.538 143 HG12 1.202

129 HN 11.208 136 HE* 6.771 143 CG1 28.375

129 N 120.037 136 CE1 131.339 143 HG2* 0.559

129 HA 4.321 136 HZ 6.566 143 CG2 14.67

129 CA 53.497 136 CZ 999 143 HD1* 0.72

129 HB3 1.215 137 HN 8.087 143 CD1 13.078

129 HB2 1.265 137 N 121.841 144 HN 9.65

129 CB 41.189 137 HA 5.204 144 N 125.051

129 HG 1.284 137 CA 54.226 144 HA 4.426

129 CG 999 137 HB3 2.435 144 CA 55.755

129 HD1* 0.535 137 HB2 2.785 144 HB3 2.611

129 CD1 23.199 137 CB 43.519 144 HB2 2.715

129 HD2* 0.324 138 HN 9.072 144 CB 40.096

129 CD2 25.943 138 N 124.469 145 HA 4.225

130 HN 8.233 138 HA 5.052 145 CA 62.819

130 N 125.872 138 CA 60.27 145 HB3 1.721

130 HA 4.008 138 HB 1.646 145 HB2 1.92

130 CA 53.789 138 CB 42.573 145 CB 32.741

130 HB* 1.162 138 HG13 1.142 145 HG3 1.483

130 CB 18.102 138 HG12 1.143 145 HG2 1.484

131 HN 9.332 138 CG1 28.542 145 CcG 27.706

131 N 109.16 138 HG2* 0.627 145 HD3 3.067

131 HA1 3.652 138 CG2 21.185 145 HD2 3.394

131 HA2 4.13 138 HD1* 0.725 145 CD 50.792

131 CA 45.559 138 CD1 17.435 146 HN 8.504

132 HN 7.434 139 HN 8.927 146 N 124.536

Tab. A.7.: Komplettzuordnung von EcSIpA fiir den Sequenzbereich D124-E148.

CS: chemische Verschiebung.
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A.10. Analyse der RDC-Werte von EcSIpA
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Abb. A.4.: Analyse der RDC-Werte fiir die FKBP-Doméne (a) und fiir die IF-Doméne (b) von EcSIpA.
Die Rhombizitét R und die Magnitude D, des Ausrichtungstensors besitzen die folgenden
Werte: R =0.102 (a) bzw. R =0.339 (b), D, = —24.48 (a) bzw. D, = —24.48 (b).
Der Korrelationskoeffizient zwischen den gemessenen (RDC&™e5?) und den zuriickgerech-
neten RDC-Werten (RDC8erechnet) hetriigt r = (99.4 + 1.4) % (a) bzw. r = (99.7 + 0.6) %
(b).
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A.11.

NMR-Titration Tetrapeptid zu EcSIpA

A.11.1. Spektraler Verlauf
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Abb. A5.:

TH-""N-HSQC-Ausschnitt des detektierten Verlaufes der Titration des Tetrapeptides zu
EcSIpA. Folgende stéchiometrische Verhéltnisse n sind dargestellt: n = 0 (in schwarz),
n = 0.4 (in rot), n = 1.0 (in blau), n = 3.5 (in griin) und n = 9.7 (in magenta); jeweils
[Tetrapeptid]/[EcSIpA].
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A.12. NMR-Titration RCM-T1 zu EcSIpA

A.12.1. Spektraler Verlauf
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Abb. A.6.: '"H-"?’N-HSQC-Ausschnitt des detektierten Verlaufes der Titration der reduzierten und car-

boxylierten Form der Ribonuklease T1 zu FEc¢SlpA. Folgende stéchiometrische Verhéltnisse
n sind dargestellt: n = 0 (in schwarz), n = 0.3 (in rot) und n = 1.9 (in blau); jeweils

[RCM-T1]/[EcSIpA].
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A.12.2. Anderung der Kreuzsignalintensitit
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Abb. A.7.: Endpunktanalyse der NMR-Titration von RCM-T1 zu FEcSlpA. Es ist das Intensitétsver-
hiltnis des ersten Spektrums (cRM-TL = 0 yM, c¢FeSPA = 220 uM) zum letzten Spektrum
gezeigt (cRCM-TL = 215 M, cPeSPA = 115 uM). Der Verdiinnungsfaktor der Groe 1.9 zwi-
schen beiden Spektren ist beriicksichtigt worden.
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A.12.3. Individuelle Titrationsverldaufe fiir Bindung
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Abb. A.8.: Individueller Verlauf der NMR-Titration von RCM-T1 zu EcSIpA bzgl. der Intensitéit (ge-
schlossene rote Kreise, linke Ordinate) und der Anderung der chemischen Verschiebung (offe-
ne blaue Kreise, rechte Ordinate). Der Fehler fiir die Intensitétsbestimmung ist mit 5 %, der
fiir die Bestimmung der Anderung der chemischen Verschiebung mit 0.007 ppm angenommen
worden. Dargestellt sind die Titrationsverldufe von A35 (a), L100 (b), G111 (c) und L129
(d). Diese zeigen die stiirksten detektierbaren Anderungen wihrend der NMR-Titration.
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A.12.4.

Individuelle Titrationsverlaufe fiir Nichtbindung
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Individueller Verlauf der NMR-Titration von RCM-T1 zu EcSIpA bzgl. der Intensitit (ge-
schlossene rote Kreise) und der Anderung der chemischen Verschiebung (offene blaue Kreise).
Der Fehler fiir die Intensitéitsbestimmung ist mit 5 %, der fiir die Bestimmung der Anderung
der chemischen Verschiebung mit 0.007 ppm angenommen worden. Dargestellt sind die Ti-
trationsverldufe von G54 (a), A90 (b), E115 (¢) und A146 (d). Diese zeigen wenig bis keine
detektierbaren Anderungen wihrend der NMR-Titration.
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A.12.5. Linienformanalyse
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Abb. A.10.: Abhéngigkeit des Verhéltnisses der Halbwertsbreiten (FWHM) zweier Resonanzsignale a
und b von der transversalen Relaxationszeit 7% des Resonanzsignals b (in rot). Das Ver-
hiiltnis FWHM?*/FWHMP ist mit G bestimmt worden. Fiir die dargestellte
Berechnung ist eine transversale Relaxationszeit des Resonanzsignals a von 75 = 0.1s an-
genommen worden. Die blaue horizontale Linie gibt das experimentelle Verhiltnis fiir die
CH;-Gruppe von V123 wieder (FWHM? = 34.6 Hz, FWHM" = 38.1Hz; s. Abb. [3.13).
Das Resonanzsignal a ist in Abwesenheit von RCM-T1, das Resonanzsignal b mit 1.9fa-
chen Uberschuss aufgenommen worden. Die Verbreiterung des Resonanzsignals um etwa
10 % beim Ubergang a — b schligt sich auch in einer etwa 10% erhohten transversalen
Relaxationsrate nieder (R = 10Hz, RS = 11 Hz).

Lorentzlinie L(v) des zeitabhiingigen FID-Signals A(t) = Age~ (/"2 bei der chemi-

schen Verschiebung 0:
15

RERECT

(A.12.11)
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A.13. 'H-"N-HSQC-Spektren von TtSlyD
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Abb. A.11.: 'H-">N-HSQC-Spektrum von T#SlyD mit ansteigender DMSO-Konzentration. Die Farb-
skala verlauft von schwarz (0% v/v DMSO) iiber griin (4% v/v DMSO) zu rot (10% v/v
DMSO). Auf die Beschriftung der Kreuzsignale wurde der Ubersicht halber verzichtet. Die
Messung dieser drei Spektren erfolgte bei T'= 298 K und an By = 14.1T.
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A.14. Temperaturabhingige Relaxationsparameter
von EcSlyD*
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Abb. A.12.: Relaxationsdaten fiir EcSlyD* bei T' = 288 K (in blau), T' = 293 K (in griin) und T' = 303 K
(in rot). Dargestellt sind die longitudinale Relaxationsrate R; (a), die transversale Relaxa-
tionsrate Ry (b) und der ANOE-Wert (c). Alle Daten sind an By = 14.1 T aufgenommen

worden.
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A.15. Temperaturabhingige Relaxationsparameter

R,/ Hz

von TtSlyD

R,/ Hz

r—r—rrTrr T T Tt T
80 100 120 140 160

50
40
30

20

Sequenz
(a)
| ]
m
] ! 2
p i i <3
g .- 0.0 —
1™ ?‘al s 02 ¥
L . -
-0.4 —
T T 771 7T 1T T T L r—r T T T T T T Tt T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Sequenz Sequenz
(b) (c)

Abb. A.13.: Relaxationsdaten fiir T¢SlyD bei T' = 288K (in hellblau), 7' = 298 K (in blau), T' = 303K

(in griin), 7' = 313K (in orange) und 7' = 333 K (in rot). Dargestellt sind die longitudinale
Relaxationsrate Ry (a), die transversale Relaxationsrate Rs (b) und der hANOE-Wert (c).
Alle Daten sind an By = 14.1 T aufgenommen worden.
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A.16. Lipari & Szabo-Analyse fiir TtSlyD
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Abb. A.14.: Ordnungsparameter S? (a), interne Korrelationszeit 7, (b) und chemischer Austauschterm
Rex (c) fir TtSlyD bei T' = 298 K und an By = 14.1T. Die gestrichelte Linie in (b) gibt die
Rotationskorrelationszeit der Molekiilbewegung von TtSlyD mit 7. = 14.8 ns wieder. Die
Sequenzbereiche der FKBP-Doméne (K2-E60, D125-H147) sowie der IF-Doméne (Q72-
F117) sind oberhalb des Graphen bezeichnet.
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A.17. Detektierbare Aminosauren der transversalen

Relaxationsdispersion von EcSlyD* und
TtSlyD

A.17.1. EcSlyD*

Aminosaure

Al2 L75 Q91 V107
Y13 V76 V92  E108
D24 R78 G93 Alll
25 D82 F96 HI116
V28 V83 A98 V117
G37 F84 E99 D120
H38 V87 Q102 GI21
E46 ES9 V105 V134

Tab. A.8.: Aminoséuren von EcSlyD*, die eine Ro o = f(vcpma)-Abhéngigkeit des I5N-Kernes zeigen.
Die FKBP-Doméne von EcSlyD* umfasst K2-V62 sowie Q128-G150, die IF-Doméne L75-
D120.

A.17.2. TtSlyD

Aminosaure

D23 V74 Q94
127 L76 D95
S28  S77  M101
R34 F79 L103
L36 V86 T104
137 F91 V106
E69 Y92 E137
Q72 A93

Tab. A.9.: Aminosiuren von TtSlyD, die eine Ra o = f(vcpma)-Abhiingigkeit des >N-Kernes zeigen.
Die FKBP-Doméne von TitSlyD umfasst K2-E60 sowie D125-H147, die IF-Doméne Q72-
F117.

161



A.18. Transversale Relaxationsdispersion von TtSlyD
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Abb. A.15.: Relaxationsdispersion ausgewihlter °N-Kerne von TtSlyD bei T = 298K und an By =
14.1T. Gezeigt sind die Verlaufe von V74 (a), F91 (b), A93 (c) sowie M101 (d).
Die Regression der Gl an die Messdaten ist aufgrund der geringen Dispersions-
amplitude stark fehlerbehaftet. Die Standardabweichungen fiir pa, kex und Aw sind gréfer
als die Regressionsparameter. Als grobe Abschétzung des Komformationsaustausches kann
kex ~ 10" Hz, pa ~ 95% und Aw ~ 102 Hz angegeben werden.
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A.19. Transversale Relaxationsdispersion von
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Abb. A.16.: Relaxationsdispersion ausgewihlter >N-Kerne von EcSlyD*Y68W bei T = 298 K und an
By =14.1T (in rot) bzw. By = 18.8 T (in blau). Gezeigt sind die Verldufe von V79 (a), V87
(b), E89 (c) sowie LI0 (d). Eine globale Regression der GI. an die aufgenommenen
Relaxationsdaten an beiden Magnetfeldern ergibt folgende Ergebnisse:

(a): kex = (1050 % 600) Hz, pa = (93.5 + 9.8) %, Aw = (600 + 400) Hz,
b): kex = (950 & 350) Hz, pa = (97.8 + 2.4) %, Aw = (1200 + 150) Hz,
€): kex = (250 & 420) Hz, pa = (94.9 +5.3) %, Aw = (1150 = 500) Hz,

(
(
(d): kex = (150 £ 100) Hz, pa = (91.6 & 8.2) %, Aw = (900 + 500) Hz.
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A.20. Berechneter Verlauf der transversalen
Relaxationsdispersion
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Abb. A.17.: Simulierte Verldufe der transversalen Relaxationsdispersion fiir den Fall Ron # Roy.
(a) Ron = 15Hz (in blau), Roy = 5Hz (in rot). Beide Verldufe sind mit pa = 98%,
pB = 2%, kex = 500 Hz und Aw = 1500 Hz berechnet worden.

(b) Rex = 15Hz (in blau), Rey = 30Hz (in rot). Beide Verldufe sind mit pa = 98 %,
pB = 2%, kex = 500 Hz und Aw = 1500 Hz berechnet worden.
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A.21. Globale Regressionsanalyse von BsCspB

A.21.1. Optimale Magnetfeldkombination jeder Aminosdure von
BsCspB

AS II  III v AS II  III v

E3 6,7 56,7 56,79 E42 56 789 6,789
K5 58 568 56,78 E43 58 56,8 56,78
V6 59 56,9 6,789 G44 56 56,7 56,79
W8 57 569 56,79 V47 69 6,79 56,79
F9 69 569 5689 S48 59 56,9 56,79
N10 5.6 56,7 56,79 F49 79 6,79 56,79
K13 69 6,79 56,79 E50 59 56,9 56,79
F15 56 56,7 56,79 I51 59 569 56,79
F17 58 56,8 56,78 V52 7.8 7.89 56,79
G22 59 569 56,79 E53 7.9 6,79 56,79
Q23 56 569 56,79 G54 56 569 56,79
D25 59 569 5789 Nb55 57 56,7 56,79
V26 7,9 6,79 56,79 R56 7,9 579 57,809
H29 5.6 569 56,79 N62 59 7.89 56,79
F30 59 569 56,79 V63 6,7 6,79 56,79
A32 59 56,9 56,79 T64 57 56,7 56,79
133 69 6,79 6,789

F38 79 7.89 6,789

T40 58 56,8 56,78

L41 69 67,9 5,6,7.9

Tab. A.10.: Optimale Magnetfeldkombination fiir die Aminosiduren von BsCspB. Es sind diejenigen
Aminosduren in die Tabelle aufgenommen worden, die der Bedingung err ges < 1 geniigen
(s. GL ) IT: zwei genutzte Magnetfelder, III: drei genutzte Magnetfelder bzw. IV: vier
genutzte Magnetfelder.
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A.21.2. Mit Gl. (3.3.2) berechnete GroRBe des Gesamtfehlers

AS err ! oerr ™M oerr IV oerr VOAS  err U oerr ™M oerr IV oerr V
E3 0.23 0.24 0.28 1.16  F38 0.58 0.49 0.65 1.77
K5 0.51 0.45 0.48 1.33  T40 0.42 0.42 0.58 1.49
V6 0.22 0.31 0.75 1.95 L41 0.26 0.23 0.35 1.60
W8 0.58 0.53 0.59 0.64 E42 0.19 0.25 0.50 0.90
F9 0.25 0.20 0.25 0.35 E43  0.50 0.46 0.66 1.07
N10  0.52 0.69 0.98 1.97 G44 0.22 0.44 0.71 2.01
K13 0.18 0.23 0.35 239 v47r  0.22 0.27 0.50 1.32
F15 0.21 0.23 0.28 047 S48  0.15 0.14 0.16 0.56
F17 042 0.42 0.58 1.49 F49 0.19 0.21 0.32 0.98
G22 0.23 0.25 0.36 1.97 E50 0.15 0.18 0.24 0.46
Q23 0.08 0.13 0.18 0.86 Ibl 0.23 0.30 0.37 0.87
D25 0.11 0.16 0.28 0.53 V52 0.12 0.12 0.28 0.34
V26  0.17 0.30 0.64 223 E53 0.4 0.19 0.32 1.11
H29 0.54 0.67 0.66 209 G54  0.13 0.16 0.30 1.15
F30 0.33 0.32 0.44 0.85 Nbd5 0.21 0.18 0.35 1.45
A32  0.20 0.23 0.29 223 Rbh6  0.40 0.43 0.59 1.07
133 0.21 0.20 0.26 0.78 N62 0.32 0.25 0.38 0.39
V63  0.16 0.18 0.36 1.20
T64 0.30 0.39 0.44 1.02
Tab. A.11.: Gesamtfehler err ges (mit err  abgekiirzt) der globalen Regression des Kélteschockprote-

ins an zwei (II), drei (III), vier (IV) oder fiinf (V) verschiedenen Magnetfeldern. Es sind
diejenigen Aminoséuren aufgefiihrt, die der Bedingung err _ges < 1 geniigen (s. Gl. )
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A.21.3. NMR-Harnstofftitration
A.21.3.1. Graphische Extrapolation
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Abb. A.18.: Extrapolation des Unterschiedes der chemischen Verschiebung zwischen dem nativen und
dem entfalteten Zustand von BsCspB auf die Harnstoffkonzentration ¢ = OM fiir vier
Aminosauren. Die Extrapolation ergibt fiir N10 (a): Aw = (1960 £ 135) Hz, fiir V26 (b):
Aw = (845+75) Hz, fiir G44 (c): Aw = (1250+150) Hz und fiir N55 (d): Aw = (230+55) Hz.
Alle Angaben beziehen sich auf die Messung an By = 11.8 T und 7' = 298 K. Die Rohdaten
sind von U. Weininger zur Verfiigung gestellt worden [204].
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A.21.3.2. Aminosaurespezifische Ergebnisse der Extrapolation

AS Aw /Hz A(Aw)/Hz AS Aw/Hz A(Aw)/Hz
L2 -1750 65 133 290 -20
E3 -1430 140 Q34 925 =75
K5 -105 50 G35 -190 -5
K7 3205 190 E36 2115 105
W8 -3570 300 G37 15 10
F9 -375 30 F38 400 25
N10 1960 135 K39 975 140
S11 1625 285 L41 -1420 355
E12 -370 -15 E42 -1540 120
Gl4 -195 230 G44 1250 -150
F15 -2445 -155 A46 1100 -95
G16  -1410 230 V47 -1595 320
F17 -1390 170 548 -705 125
I18 -60 25 F49 -1510 395
E19 365 -20 E50 520 I6)
V20 2270 -180 V52 -400 20
E21 530 50 E53 -730 285
G22 855 70 G54 1125 -355
Q23 -805 10 Nb55 230 25
D24 -170 25 R56  -1715 75
V26 845 -75 Gb7 -335 15
V28 960 -150 Q59  -130 5
H29 1695 -165 A60 -160 15
A32 -605 70 A61 -675 40

Tab. A.12.: Ergebnisse der Extrapolation des Unterschiedes der '°N-chemischen Verschiebung zwischen
dem nativen und dem entfalteten Zustand von BsCspB auf die Harnstoffkonzentration ¢ =
0M. Alle Angaben beziehen sich auf die Messung an By = 11.8 T und bei T" = 298 K. Die
Rohdaten sind von U. Weininger zur Verfiigung gestellt worden [204].
Das Vorzeichen von Aw kann mit der in Abschnitt beschriebenen Pulssequenz
nicht bestimmt werden. Auch die in Abschnitt beschriebene Auswerteprozedur fiir das
Studium der schnellen Faltung von BsCspB im Gleichgewicht ist nicht auf das Vorzeichen
von Aw sensitiv.
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A.21.4. Feldkombination und Gesamtfehler fiir festes Aw

AS  Feldkombination err ges AS  Feldkombination err_ges
L2 5,9 049 133 6,7 0.08
E3 6,7 020 Q34 6,7 0.35
K5 7,8 0.13 G35 5,6 0.43
K7 5,6 043  F38 7,8 0.15
W8 5,7 037 K39 5,6 0.38
F9 5,6 0.09 L41 5,8 0.39
N10 5,6 037  E42 6,9 0.42
S11 5,6 0.89 G44 5,6 0.17
E12 7,9 046  A46 5,6 0.27
F15 5,7 0.24 V47 6,9 0.21
G16 5,6 0.31 S48 5,6 0.10
F17 5,8 0.38  F49 6,9 0.17
118 5,7 0.52  E50 5,9 0.15
E19 5,6 0.26 V52 5,6 0.13
V20 5,6 044  E53 7,9 0.13
E21 5,6 0.15  GbH4 5,9 0.12
G22 5,9 0.18 N55 6,7 0.06
Q23 5,6 0.12  R56 5,9 0.45
D24 6,9 032  GbHT 5,7 1.20
V26 7,9 0.13 Q59 7,9 0.32
V28 6,7 0.28  A60 5,6 0.52
129 5,6 0.42

A32 5,9 0.14

Tab. A.13.: Feldkombination und Gesamtfehler fiir zwei unterschiedliche Magnetfelder und festen Aw-
Wert (aus extrapolierter Harnstoffabhégigkeit gewonnen, s. Tab. [A.12)). Es sind diejenigen

Aminosduren aufgefiihrt, die der Bedingung err _ges < 1 geniigen (s. GL )
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Abkilirzungsverzeichnis

BsCspB: Cold shock protein B from Bacillus subtilis

cme: critical micelle concentration

CPMG: Carr-Purcell-Meiboom-Gill

DHPC: 1,2-dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

EcSlyD*: Sequenzbereich (1-165) von SlyD aus Escherichia coli

EcSlyD*AIF: isolierte FKBP-Doméne von FEcSlyD*, mit kiirzerer flap-Sequenz von
hFKBP12 verkniipft

FKBP: FK506 bindung protein

FRET: Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

GARP: Globally optimized Alternating-phase Rectangular Pulse
H/D: Proton— Deuteron-Austausch

HSQC: Hetero Single Quantum Coherence

IF: Inserted-in-Flap

NMR: Nuclear Magnetic Resonance

NOESY: Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopyY
PPlIase: Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase

RCM-T1: Reduzierte und CarboxyMethylierte Form der Rnase T1
pdb: protein data bank

RDC: Residual Dipolar Coupling

rmsd: root mean square deviation

SIpA: SlyD like protein A

SlyD: Sensitive to lysis D
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Tat: Twin arginine translocation

TOCSY: TOtal Correlation SpectroscopyY

TPPI: Time-Proportional-Phase-Incrementation
TROSY: Transverse Relaxation Optimized Spectroscopy
TtSlyD: SlyD aus Thermus thermophilus

TtSlyDAIF': isolierte FKBP-Doméne von TtSlyD, mit kiirzerer flap-Sequenz von hFKBP12
verkniipft

WATERGATE: WATER suppression by Gradient-Tailored Excitation
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