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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Physiologie der Anpassung an veranderliche Tem-

peraturen

Bacillus subtilis ein gram-positives mesophiles Bakterium lebt in dberen Schichten
des Bodens. Dort ist es veranderlichen Umgebungs&eaturen ausgesetzt, die die An-
passung der zellularen Prozesse erfordern. Die émtvwon Organismen auf die Erho-
hung der Temperatur Uber ihre physiologische Waaohstemperatur hinaus ist weitge-
hend gut untersucht. Diesem Temperaturstress,cezem Beispiel in der zunehmen-
den Instabilitdt von Proteinen aul3ert, begegnerzdilen mit der Expression von Hit-
zeschockproteinen, die unter anderem die Protéimiglunterstiitzen (Arsens al.,
2000). Die Reaktion von Bakterien auf die Verringey ihrer Umgebungstemperatur ist
dagegen erst in letzter Zeit in den Focus der horsg gertickt. NebeBacillus subtilis
konzentrieren sich die Untersuchungen vor allemhaawdf den Modellorganismus fur
gram-negative BakterielEscherichia coli.

Die abrupte Reduzierung der Wachstumstemperater,atli Kalteschock bezeichnet
wird und flr mesophile Eubakterien einer Tempegatderung von 37°C auf 15°C oder
10°C entspricht, ruft eine besonders deutliche Reakervor. Das Zellwachstum wird
gestoppt und die Expression der meisten Gene vardntergeregelt. Wahrend der Ak-
klimatisationsphase, die einige Stunden dauern kamnden jedoch kéalte-induzierte
Proteine ¢old induced proteins, CIPs) besonders stark exprimiert, die die Anpagsu
vermitteln (Jonet al., 1987; Graumanset al., 1996). Zum Beispiel erreicht die Ex-
pression des Kalteschockproteins A &ssherichia coli nach 1-1,5 Stunden 13 % der
gesamten Proteinsynthese (Goldsetial., 1990). Nach dieser Periode sinkt das Level
der CIPs wieder und der Umfang der urspringlichenelfhsynthese unter Berticksich-
tigung der neuen Umweltbedingungen wird wieder éstelt.

Zu den physiologischen Veranderungen, die mit eifr@mperaturverringerung einher-
gehen, gehdrt zunachst eine Reduktion der molekulBynamik von Lipiden, die sich
in einer reduzierten Membranfluiditat au3ert (Welned Marahiel, 2002Bacillus sub-
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tilis verfigt mit DeskK, einem integralen Membranprotéiber einen Sensor fir diese
Vorgange. Die Phosphorylierung von DesR durch Dak#viert im Verlauf der Sig-
nalweiterverarbeitung einen Transkriptionsfaktar das Ablesen defesA-Gens regu-
liert. Die Acyl-Lipid-Desaturase DesA ist schliefbliin der Lage, den Anteil ungesat-
tigter Fettsauren in der Membran zu erh6hen unérdé&tuiditat wieder herzustellen
(Shivaji und Prakash, 2010). Auch uber die Anderdag Kettenlange der Fettsauren,
dem Verhaltnis zwischeas undtrans Fettsauren oder den Proportionen zwiscitsen
und anteiso Fettsauren stellt fir das Bakterium eine Moglichkiar, die Funktionsfa-
higkeit seiner Grenzflache zur Umwelt aufrechtzaédn.

Die reduzierte Expression von Enzymen, die vonraét Bedeutung fur die Glykolyse
und den Citratzyklus sind (Beckerimgal., 2002), weil3t auf die allgemein verringerte
metabolische Aktivitat voBacillus subtilis nach einem Kalteschock hin. Fir den Orga-
nismus ist es jedoch nétig, durch den Aufbau vanaisch wirksamen Substanzen die
Bildung von Eiskristallen zu verhindern, falls diemperaturen unter den Gefrierpunkt
fallen. Escherichia coli 16st diese Aufgabe durch die Synthese von Trekalandror

et al., 2002), einem Disaccharid, das neben seiner Famkils Kryoprotektanz auch bei
anderen Stresssituationen bekannt ist, wie dieilStabung von Proteinen bei drohen-
der Austrocknung (Jain und Roy, 2009). Der Mechans mit dem siclBacillus subti-

lis gegen Eisbildung schutzt ist noch nicht geklaer Balteschock beeinflusst jedoch
eine Vielzahl von Stoffwechsel-Genen (Beckeratgal., 2002), so dass auch hier zu
erwarten ist, dass organische Osmolyte an der samésort beteiligt sind (Yancey,
2005).

Eine weitere Herausforderung fur die Physiologie Bgkterienzelle ergibt sich aus der
Tatsache, dass verringerte Wachstumstemperatudeim@strukturen von Nuklein-
sauren stabilisieren, da die Enthalpie-Entropie-iensation bei der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen in Watson-Crick-Basenpayen gunstiger ausfallt. Auf
der Ebene der DNA bedeutet das ein starkes Aneenhaften des Doppelstrangs, das
die Transkription behinderBacillus subtilis reagiert darauf mit verstarkter Expression
der Gene fur DNA-Gyrasen (auch Typ-ll-Topoisomenagenannt) und reduzierter
Expression der Gene fur Typ-lI-Topoisomerasen (Baogeet al., 2002). Typ-lI-
Topoisomerasen schneiden den DNA-Doppelstrang uhceih einen anderen Teil des

Strang hindurch bevor die Bruchstelle wieder gesssdn wird, Typ-I-Topoisomerasen
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dagegen schneiden nur einen Strang, entspannesupiéspiralisierte DNA und ver-
kntpfen die Strangteile wieder. Durch ein verareterterhaltnis beider Enzyme-
Klassen ist es der Bakterienzelle nun mdglich, wmmnegativ superspiralisierte DNA
zu erzeugen und somit die Trennung des DNA-Doppelgs herbeizufihren, was die
Transkription bei niedrigen Temperaturen wieder @Gglcht. Wahrend die Stabilisie-
rung von Sekundarstrukturen in der DNA die Expr@ssion Genen nur indirekt beein-
flusst, behindert die Ausbildung von Sekundarstitgat in der mRNA die Translation
unmittelbar. Regulatorische Sequenzen, wie die esbialgarno-Sequenz, konnen ver-
deckt werden, so dass Translationsfaktoren niclitr hmden kdnnen (Ermolenko und
Makhatadze, 2002), oder einfach die Expressionbgeésdigkeit wird durch die von
den Ribosomen aufzuwendende Energie beim AuflosenSekundarstrukturen wéh-
rend der Translation verringert. Auch fur diese atisforderungen wurden in Prokaryo-
ten zellulare Antworten nachgewiesenBstherichia coli (Joneset al., 1996) sowie in
Bacillus subtilis (Beckeringet al., 2002) werden RNA Helikasen exprimiert, die in der
Lage sind doppelstrangige RNA wieder zu entwindariber hinaus konnte beobach-
tet werden, dass iBacillus subtilis die Helikasen CshA und CshB mit dem Kalte-
schockprotein CspB und Ribosomen in Regionen uniNddéeoid kolokalisiert sindl.n
vivo konnte gar durch einen starken Forster-Resonargietransfer zwischen CshB
und CspB nachgewiesen werden, dass kélteinduziedikasen und Kélteschockprote-
ine (CSP) bei der Rettung missgefalteter mMRNA-Molekzusammenarbeiten (Hunger
et al., 2006), um die Initiation der Translation bei migdn Temperaturen aufrechtzu-
erhalten.

1.2 Bakterielle Kalteschockproteine und deren Rolle

beim Kéalteschock

Zu den Proteinen, die nach einem Kalteschock besergtark exprimiert werden, ge-
horen Vertreter aus der soeben erwahnten Familig@eeschockproteine (Jonesal.,

1987; Graumanet al., 1996; Beckeringt al., 2002), wenn auch nicht alle CSP in die
Adaption an niedrige Wachstumstemperaturen invdlgi@d. Diese Proteine kbnnen in
der gesamten Domé&ne der Eubakterien und Archadandg:n werden (Graumann und

Marahiel, 1998; Giaquint@t al., 2007). InEscherichia coli sind neun verschiedene
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CSP gefunden wurden, Bacillus caldolyticus eins, inThermotoga maritima zwei und
fur Bacillus subtilis sind drei CSP (CspB, CspC, CspD) beschrieben wof8ehrdoder
et al., 1993; Graumansat al., 1997; Yamanaket al., 1998; Nelsoret al., 1999).

CSP sind kleine Proteine, die aus etwa 65-75 Andines) bestehen und an einzelstréan-
gige DNA oder RNA mit mikro- bis nanomolaren Disstonskonstanten binden. lhre
zellulare Funktion ist noch nicht vollstandig altget. Die erhbhte Expression von
CspB und CspC auBacillus subtilis, nicht nur wenn die Bakterienzellen einem Kalte-
schock ausgesetzt werden, sondern auch beim Ulzevgan exponentiellen Wachstum
in die stationare Phase, verdeutlicht, dass die @$Rer Antwort auf verschiedene
Stresssituationen beteiligt sind (Graumann und Maltal999). Die am besten charak-
terisierten CSP sind die CSP dtecherichia coli. Fur die GenespA, cspB, cspG and
cspl ist beobachtet worden, dass sie nach einem Khliekcvortibergehend induziert
werden (Phadtare, 2004). Jedoch fuhrten zwei uadlagh Deletionen dieser Gene zu
keiner Beeintrachtigung des Wachstums bei niedriemperaturen. Erst bei einem
Stamm mit der vierfachen DeletidytspA AcspB AcspE AcspG war dies zu beobachten,
konnte aber durch die Uberexpression anderer Klbekproteine wieder komplemen-
tiert werden. Daraus ist zu schlie3en, dass diei@8Br Lage sind, sich gegenseitig bei
der Akklimatisation an die Kélte zu ersetzten (®ial., 2001).

In vitro wurde furEc-CspA, dem bedeutendsten CSP Bscherichia coli, gezeigt, dass
es die Bildung von Sekundarstrukturen in RNA-Molekibei niedrigen Temperaturen
verhindert und wurde deshalb als RNA-Chaperon bbret (Jianget al., 1997). In
einemin vitro Translationssystem konnte die Zugabe von Kaltedqhroteinen aus
Thermotoga maritima, Bacillus caldolyticus sowie des CspB auBacillus subtilis die
Translationseffizienz bei niedrigen Temperaturedo@ nicht beschleunigen, sondern
inhibierte sie vielmehr (Hofwebet al., 2005). Der Einfluss der CSP auf die Transkrip-
tion ist in einer weiteren Studie beschriebEa.CspA und seine Verwandtdtt-CspC
und Ec-CspE reduzierten die Effizienz der Transkripti@nstinationin vitro. Aul3er-
dem induzierte die Uberexpression von CspC and Gspio die Transkription der
GenenusA, infB, rbfA und pnp in demmetY-rpsO Operon, die jenseits verschiedener
Transkriptionsterminatoren liegen. Auf Grund dieEBegebnisse wurde vorgeschlagen,
die Familie der Kalteschockproteine als Transkoipsiantiterminatoren zu bezeichnen
(Baeet al., 2000). In sich anschlielBenden Arbeiten konnte gleeeigt werden, dass
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beiden Beschreibungen der Funktion ein MechanismwusGrunde liegt:Ec-CspE-
Mutanten, die im Gegensatz zum Wildtyp nicht in dage sind, Sekundarstrukturen
von Nukleinsauren aufzulésen, auch nicht die Traps&nstermination aufheben kon-
nen, verdeutlichen, dass die Aktivitat als RNA-Giram essentiell flr die Funktion des
Proteins als Transkriptionsantiterminator ist (Rheslet al., 2002a; Phadtaret al.,
2002b; Phadtare, 2004; Phadtetral., 2004).

Kirzlich konnte gezeigt werden, ddsscoli cspA mRNA einer strukturellen Verande-
rung unterliegt, wenn die Temperatur von 37°C d@fiCLgesenkt wird, und auf Grund
dessen auch effizienter translatiert wird (Giuliodet al., 2010). Die ungewdhnlich
lange 5"-nichttranslatierte Region (5"-UTR) dieseiRNA enthélt die Sequenz
5"-UGACGUACAGA-3’, die gold shock box” genannt wird. Hierfiir existieren homo-
loge Sequenzen in den mMRNAs verschiedener andetéed€hockproteine i&scheri-
chia coli (Jianget al., 1996). Diese ¢old shock box” kbnnte das Ziel der Autoregulation
der CSP sein, indem CspA an seine eigene mRNA b{ddanget al., 1996; Baeet al.,
1997; Mittaet al., 1997; Fangt al., 1998; Horret al., 2007). Die Sequenzen der beiden
»cold shock boxes’ in den 5 -UTR dercspB und cspC mRNA ausBacillus subtilis un-
terscheiden sich deutlich von der SequenzEaakerichia coli. Sie lauten fur die ,cold
shock box 1" 5-AAUUAUUUUUGUUC-3" und fur die ,coldshock box 2~
5-UUUUCGUCUUGA-3" (Graumanset al., 1997). Der hohe Anteil von Uridinen in
diesen gold shock box’-Sequenzen stimmt mit der allgemeinen PrafererszQipB aus
Bacillus subtilis (Bs-CspB) fur Thymidin-reiche DNA-Oligonukleotide Uleén (Lopez
et al., 2001), so dass auch fBs-CspB eine Autoregulation moglich erscheint, bai de
das Kalteschockprotein die Translation der eigem&NA herunterregeln kénnte und
so die zellulare Konzentration limitiert (Graumamrd Marahiel, 1998).

Umfangreiche Bindungsstudien sind fBs-CspB und einzelstrangige DNA (ssDNA)
durchgefiihrt worden. Die Sequenz mit der hochstiimitit, 5-TTCTTTT-3", konnte
durch Fluoreszenztitrationsexperimente gefundenderer(Max et al., 2007). Eine
DNA-Microarray-Anwendung kommt zu einen ahnlicherg&bnis. Durch Uberlage-
rung von 50 der héchst affinen Binder wurde die €emsus-Sequenz 5-GTCTTTG/T-
3" ermittelt (Morganet al., 2007). Eine bevorzugte Bindung an pyrimidinreicde-
guenzen ist auch fiEc-CspA nachgewiesen worden, flr das eine 70 %igecetno-
mologie zuBs-CspB besteht (Lopez und Makhatadze, 2000). Eirehéinteil an Deso-
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xythymidinen fuhrt beEc-CspA im Gegensatz Bs-CspB jedoch nicht zu einer hohe-
ren Affinitat.

Verschiedene CSP-Strukturen vlascherichia coli (Ec-CspA) ,Neisseria meningitidis
(Nm-Csp), Bacillus caldolyticus (Bc-Csp), Bacillus subtilis (Bs-CspB), Thermotoga
maritima (Tm-Csp) undSalmonella typhimurium (S-CspE) konnten mittels Rontgen-
kristallographie (Schindeligt al., 1993; Muelleret al., 2000; Reret al., 2008; Morgan
et al., 2009) und NMR-Spektroskopie (Schnucktehl., 1993; Kremeet al., 2001) be-
stimmt werden. Allen Proteinen ist gemein, dassirsieine 3-Fassstruktur falten, die
aus funf antiparallele@-Strangen besteht. Diese Struktur wird als Kalteskoméne
(CSD) bezeichnet. Somit gehoren die Kalteschockpretin die Klasse der Proteine
mit OB(oligonucleotide/oligosaccharide binding)-Faltungsmotiv. Die CSD kann auch
in eukaryotischen nukleinsdurebindenden Proteirefonglen werden. Hohe Sequenz-
identitat besteht z.B. mit dem humanen YB-1(Wist@®90), das als Transkriptionsak-
tivator fungiert (Sommerville, 1999) und fur die $&enz von Krebszellen gegen Me-
dikamente verantwortlich ist (Kuwargbal., 2004).

Abb. 1.1 Kristallstrukturen von Kalteschockprotein-ssDNA4Kplexen. (a)Bs-CspB-dE. Die kontinu-
ierliche Anordnung wird von Protein (griin) unded@rau, Rickgrat rot) gebildet. (Bc-Csp-dE. Zwei
Proteinmolekiile (griin und blau) bilden durch eipdomain swap* zwei Kalteschockdoméanen, die mit
zwei dTs-Molekilen (grau, Rickgrat rot) assoziiert sind.séchnitt: Region desdpmain swap” mit der
Fo-Fc-Differenzelektronendichte (265, berechnet aus einem Model ohne den Resten 3Bi88ldungen
aus (Maxet al., 2006) und (Maxet al., 2007).
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Mit den Kristallstrukturen voBs-CspB undBc-Csp im Komplex mit dem Oligonukleo-
tid Hexadesoxythymidin (&) (Max et al., 2006; Maxet al., 2007) und NMR-
Experimenten miBs-CspB und dem Oligonukleotid Heptadesoxythymidim-jdZeeb
et al., 2006) konnte die Bindung an ssDNA charakterisigxtden. Eine amphipatische
Oberflache, die aus Aminosauren des RiN#®(ucleoprotein)-Motivs 1 (K13-V20) und

2 (V26-F30) sowie aus weiteren Aminosauren (K7, Wa83) gebildet wird, fungiert als
Bindestelle fir ssDNA, die in bakteriellen Kaltesckproteinen stark konserviert ist.
Stapelwechselwirkungen zwischen Nukleobasen unah@ischen Seitenketten vermit-
teln die Interaktion mit dem Liganden. Durch diastallpackung werden jedoch Wech-
selwirkungen forciert, die in Losung so nicht bediiat werden kénnen. In d&s-
CspB- d&-Struktur werden benachbarte Proteinmolekile ddielDNA verbrickt und
in derBc-Csp- dB-Struktur liegt das Protein als Dimer mit einem estgnnten gomain
swap” vor, bei dem zwei Proteinmolekile durch teilweiskustausch der Peptidketten
zwei verknupfte Kalteschockproteindoménen bildehl{AlL.1).

1.3 Bakterielle Kalteschockproteine als Modellprote ine

der Proteinfaltung und Proteinstabilitat

Die vielfaltigen Funktionen, die von Proteinen aeifigt werden, setzten immer das
Vorhandensein einer dreidimensionalen Struktur we@rdur so kann das aktive Zent-
rum eines Enzyms oder die Oberflache, die zur Erkrg eines Bindungspartners be-
notigt wird, erzeugt werden. Dabei ist die Ausbridueiner Tertiarstruktur aber nicht
selbstverstandlich, denn nicht jede beliebige E&ptie ist auch thermodynamisch und
kinetisch in eine Struktur faltbar (Onuchecal., 1997). So ist auch in einigen Beispie-
len von nativ entfalteten Proteinen berichtet ward®ei denen zunachst keine geordne-
te Struktur vorliegt. Die Ausbildung einer defirieam Anordnung der Peptidkette im
Raum kann allerdings beobachtet werden, sobaleksprechende Ligand anwesend
ist. Durch die Bindung des Proteins an den Intéwakpartner, der in diesen Féllen hau-
fig die DNA ist, wird eine Struktur induziert, deene grof3e zwischenmolekulare Inter-
aktionsflache mit dem Liganden aufweist (Fink, 20@ie Funktionsfahigkeit des Pro-
teins ist somit auch hier gegeben.
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Bei der Erforschung der Proteinfaltung wird derdéstellung nachgegangen, wie aus
einer linearen Peptidkette die dreidimensionaleksar gebildet wird und welche Kraf-
te sie erhalten. Im einfachsten Modell ist dervea#ustand vom denaturierten Zustand
durch eine Energiebarriere getrennt und thermodisw@mbeglnstig (Abb. 1.2a). Die
Stabilitat von Proteinen und der Verlauf von Faffsreaktionen lassen sich damit gut
beschreiben. Dies Bild wurde schlief3lich erweited, dass man heute vielmehr von
einem Faltungstrichter spricht (Wolyneisal., 1995) (Abb. 1.2b). Bei diesem Modell
wird die grol3e konformationelle Freiheit der Amiaaosen im entfalteten Zustand und
die definierte Struktur des nativen Zustandes m Darstellung mit einbezogen. Die
Beschreibung der Proteinfaltung als ein Weg auéreidnergiehyperflache tragt der
Tatsache Rechnung, dass bei der Proteinfaltung mibbhwie bei chemischen Reakti-
onen Bindungen gebrochen und neu geformt werdeeso die freien Enthalpie durch
sukzessive Ausbildung von Wechselwirkungen in dsgtikette reduziert wird. Paral-

lele Faltungswege sind somit erklarbar.

Q

Ubergangszustand

freie Enthalpie

Reaktionskoordinate

Abb. 1.2 Modelle der Proteinfaltung und Dynamik. (a) Besdbung als chemische Reaktion mit nativen
(N), entfalteten (U) und Ubergangszustand. (b)uragstrichter aus (Dill und Chan, 1997). Die groRe
konformationelle Freiheit des entfalteten Zustara@sRande des Trichters steht die definierte Strukt
des gefalteten Zustands gegentiber, die die ni¢drigge Enthalpie besitzt. (c¢) Ein-dimensionalesfiP
der Energielandschaft des nativen Zustands. Deersetiied zwischen den Energieniveadss(,; ) be-

stimmt den Anteil der Populationerp(, p,), die Energiebarrierem@l) zwischen verschiedenen Kon-

formationen die Zeitskala der Proteindynamik. Dedlslaue und die dunkelblaue Linie beschreibt das
Profil vor und nach einer Anderung im System, zd&r Bindung eines Liganden. Abbildung aus
(Henzler-Wildman und Kern, 2007).

Auch der native Zustand, der im Faltungstrichterellodoch als ein klar definiertes
Minimum dargestellt wird, besitzt eine raue Enengjgerflache. Dies &ufRert sich darin,
dass die native Struktur nicht statisch ist, somdes treten standig kleinere Konfor-
mationsanderungen wie Seitenkettenrotationen odereBungen von Schleifen auf. Da
die Engeriebarrieren zwischen diesen einzelnendddsin nur gering sind, verlauft die-
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ser Prozess auf einer Zeitskala von Pico- bis Mikoanden (Henzler-Wildman und
Kern, 2007) (Abb. 1.2c). Beim Vorgang der Protdinfag sind dagegen héherenerge-
tische Zustande zu Uberwinden, so dass der Zeitbeder Faltung zwischen Millise-
kunden und Sekunden liegt.

In den vergangen Jahren ist eine Vielfalt von Md#roentwickelt wurden, um die Me-
chanismen der Proteinfaltung zu erforschen (Banlletl Radford, 2009). Die bakteriel-
len Kalteschockproteine sind dabei immer wiedendleigende Modellproteine gewe-
sen. Durch Detektion der intrinsischen Tryptophaoészenz in einestopped-flow-
Apparatur konnte ermittelt werden, dass CspB &asillus subtilis dem Zwei-
Zustandsmodell folgt, es existiert nur im nativeleioentfalteten Zustand. Wahrend der
Proteinfaltung, die im Millisekundenbereich ablaufeten also keine dedektierbaren
Intermediate auf (Schindlet al., 1995; Schindler und Schmid, 1996). Dieser Mecha-
nismus der Proteinfaltung ist in den homologen @G8B dem thermophileBacillus
caldolyticus und dem hyperthermophiléhermotoga maritima konserviert. Die Unter-
schiedlichen Stabilitaten dieser Proteine sindallam in abweichenden Entfaltungsra-
ten begriindet (Pest al., 1998). Der Ubergangszustand bei der FaltungBR®@spB
wurde zunéchst durch Druckspriinge thermodynamisara&terisiert (Jacolet al.,
1999). Eine Studie, die 23 verschiedene Mutatioimeder Peptidkette voBs-CspB
einschloss, ermoglichte auf Grund der Tanfrdferte, die jeweils 0,9 betrugen, die
Schlussfolgerung, dass der Ubergangszustand devemaustand &hnlich ist. Dariiber
hinaus ergab di®-Wert-Analyse, dass vor allem der ert&trang den Ubergangszu-
stand stabilisiert, Coulomb-Wechselwirkungen spied@bei eine entscheidende Rolle
(Garcia-Miraet al., 2004; Garcia-Mira und Schmid, 2006). Das Faltgigjshgewicht
desBs-CspB wurde durch Messung deN transversalen Relaxationsdispersion mittels
NMR-Spektroskopie untersucht. Durch den Beitrag desmischen Austausches zur
R.-Rate konnten die Austauschraten von sechs Amimes&dn verschieden Positionen
der Struktur des Proteins bestimmt werden, bei mehese ausschlie3lich auf die glo-
bale Faltungsreaktion zurtickzufihren ist. Die Diitblung der Experimente bei ver-
schiedenen Harnstoffkonzentrationen ermdglicht atufgsraten zu bestimmen (Zeeb
und Balbach, 2005), die sehr genau mit den flu@msspektroskopischen Daten tber-
einstimmen und belegen, dass das Tryptophan 8 @ii8yerlasslicher Sensor fur die

Faltungsreaktion des Kélteschockproteins ist. Diedn Ereignisse bei der Faltung von
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Kalteschockproteinen wurden unter Ausnutzung deast&Resonanzenergietransfers
(FRET) anBc-Csp untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dassctigeie Faltungsreakti-
on vonBc-Csp ein plotzlicher Kollaps vorausgeht, bei dem iditramolekularen Ab-
stande in der entfalteten Peptidkette stark vetkirerden (Magg und Schmid, 2004).
Die Beobachtung voim-Csp mittels Einzelmolekil-FRET-Experimenten (Senet
al., 2002) ermoglichte es, die Rekonfigurationzeit dmtfalteten Peptidkette zu
bestimmen, die sich durch den Kollaps verringegt{®lset al., 2007). In diesem Zu-
stand ist nur ein geringer Anteil von Sekundargstitldementen vorhanden (Hoffmann
et al., 2007).

1.4 Das Phanomen der Kéltedenaturierung

Die Thermodynamik der Proteinfaltung und -statiliggst sich untersuchen, indem die
dreidimensionale Struktur reversibel faltender &ra durch Erh6hung der Temperatur,
Zugabe von chemischen Denaturierungsmitteln odeéltmg des Druckes aufgelost
wird. Die Denaturierung von Proteinen durch Sen#tenTemperatur ist eine Art, Pro-
teine zu entfalten, die zunachst nicht naheliegeshdenn bei der Hitzedenaturierung
wird mit ansteigender Temperatur der entfaltetetahg populiert, der durch eine hohe
Entropie gekennzeichnet ist. Durch Senken der Teatyesollten also nur Prozesse
induziert werden, die zu einer hohen Ordnung fuhBender native Zustand eines Pro-
teins der am hdchsten geordnete Zustand ist, siditezufolge die Struktur auch bei
sehr niedrigen Temperaturen nicht wieder zerst@érden. Jedoch vernachlassigt diese
Uberlegung die fur die Stabilitat von Proteinenseheidenden Wechselwirkungen der
Aminosauren mit dem Losungsmittel. Denn die Kéaltederierung wird durch die stark
temperaturabhangige Interaktion von nichtpolarempen mit dem Wasser verursacht.
Der hydrophobe Effekt, der dafur verantwortlich @hss hydrophobe Aminoséauren in
der nativen Struktur I6sungsmittelunzuganglich aeklp sind, ist bei ausreichend nied-
rigen Temperaturen soweit abgeschwacht, dass sadbgnamisch gunstig sein kann,
jene Seitenketten nach auf3en zu kehren, was ddasVder Tertiarstruktur zur Folge
hat (Privalov, 1990; Makhatadze und Privalov, 193valov und Makhatadze, 1993).
FUr Proteine existiert also ein definierter Tempatzereich, innerhalb dessen sie ther-

modynamisch stabil sind. Bei h6heren oder niedeigeFemperaturen nimmt die freie
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Enthalpie der Entfaltung\Gy) stark ab. Dies lasst sich mit Gleichung 1.1 besblen.
Dabei wird die Annahme gemacht, dass es sich beiFd#tung um ein Zwei-
Zustandsmodell handelt, der entfaltete Zustand ledtere Warmekapazitat besitzt als
der gefaltete und der Unterschied der Warmekapanitawischen beiden Zustanden

(AC,) temperaturunabhéangig ist.

AG,(T) =AH ,(T,) EET*‘T_T]—AC{Th “T+T [nn(Tlﬂ

h

Gleichung 1.1Freie Enthalpie der Entfaltung in Abhangigkeit viler TemperaturAHy(T,) Enthalpie-
anderung der Entfaltund,, Temperatur am Mittelpunkt der Hitzedenaturierun@, Unterschied der
Warmekapazitat zwischen nativen und entfalteteefto

Eine genaue Untersuchung der Kéltedenaturierunglbhzeitiger Kenntnis der Hit-
ze- und sonstiger denaturierter Zustande kann daittagen, die Faltung und die Kraf-
te, die zur Stabilisierung von Proteinen fiihremagezu verstehen. Die Hitzedenaturie-
rung ist experimentell einfach durchzufihren. Dedt&denaturierung wird fur die meis-
ten Proteine dagegen jenseits des GefrierpunktesNasser erwartet (Privalov, 1990).
Eine Ausnahme stellt das Frataxin &ascharomyces cerevisiae dar. Dieses Protein ist
unter physiologischen Bedingungen so instabil, dasbei 31°C den Mittelpunkt der
Hitzedenaturierung und bei 7°C den Mittelpunkt Kéattedenaturierung besitzt (Pastore
et al., 2007). Fur die meisten Proteine mussten zunddb#toden entwickelt werden,
um die Proteinfaltung bei niedrigen Temperatureruatersuchen. Dazu gehoért, dass
die Proteine durch Zugabe von chaotropen SubstamdenAnderung des pH-Wertes
soweit destabilisiert werden, dass die Kéltedereumg noch Uber 0°C beobachtet
werden kann (Privalov, 1990). Jedoch wird dafirMigglichkeit aufgegeben, das Pro-
tein in einer ungestorten wassrigen Losung zu satéren. Durch Zusatz von Glycerol
oder Methanol zur Proteinlésung wurde versucht,Rtablem zu l6sen, indem der Ge-
frierpunkt des Wassers herabgesetzt wurde (Fret$35). Jedoch haben auch diese
Substanzen selbst einen Einfluss auf die StabiliétProteinen. Ahnlich verhalt es sich
mit dem Anlegen eines hohen Druckes (Jonas, 20@2hperaturen unter 0°C sind er-
reichbar, aber beide Effekte: Kalte- und Druckdenetung missen von einander ge-
trennt werden. Am vielversprechendsten ist die ldé#) bei denen Mutationen in Pro-

teinen eingefligt werden, um Proteinfaltungsstudiewereinfachen (Chen und Schell-
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man, 1989). Gerade fur die NMR-Spektroskopie helh siuch die Verwendung von
Kapillaren bewéhrt. Proteinlésungen kénnen so Bi8C ohne Einfrieren herabgekuhlt
werden (Skalickyet al., 2000). In der Literatur ist gar eine Temperatun v85°C be-
schrieben, die erreicht werden kann, wenn UbiquitiNMicellen aus Bis(2-Ethylhexyl)-
sulfonsuccinat (AOT) eingeschlossen wird (Badiual.,, 2004). Die hierbei mittels
hochauflésender NMR gemachten Beobachtung, dasislebei der Kaltedenaturierung
im Gegensatz zur Hitzedenaturierung um einen rkcloperativen Vorgang handelt,
missen allerdings kritisch betrachtet werden, gmagine Interaktion von AOT mit
dem Protein nicht ausgeschlossen ist (Van Hbal., 2005). Dennoch zeigt diese Stu-
die die besondere Mdglichkeit der Kaltedenaturigranf, den Zugang zu Faltungsin-
termediaten unter nativen Bedingungen zu ermégticee mittels Hitzedenaturierung
nicht sichtbar gemacht werden kdénnen (Whiteal., 2006). Dartiber hinaus konnten
am Beispiel der C-terminalen Domane des ribosomBlateins L9 interessante Beo-
bachtungen gemacht werden, dass sich der kéltedemst Zustand von sonstigen de-
naturierten Zustanden durch die Anwesenheit eires$dR an Sekundéarstrukturen unter-
scheidet (Shaset al., 2010).

1.5 Das Kalteschockprotein Bc-Csp R3E L66E beim

Studium der Kéaltedenaturierung

Die Kaltedenaturierung von Kalteschockproteinerstlasch nicht direkt beobachten.
Bs-CspB und erst rectidc-Csp haben mit den freien Enthalpien der Entfaltumg 11,4
bzw. 22,2 kJ/mol bei 25°C eine zu groRe Stabila#t,dass die Entfaltung durch niedri-
ge Temperaturen ausgeldst werden konnte. Der Mittddpder Kaltedenaturierung
liegt flr beide Proteine bei etwa -33 °C (Abb. 1.3)

12
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Abb. 1.3 Abhangigkeit der freien Enthalpie der Entfalturgmvder Temperatur fiBc Csp (durchgezoge-
nen Linie) undBs CspB (gestrichelte Linie). Berechnet unter Verwarglvon Gleichung 1.1 und den
thermodynamischen Parametern aus (&ell., 2000; Perl und Schmid, 2001) fur den Puffer 100 m
Natrium-Cacodylat/HCI pH 7,0.

Bs-CspB undBc-Csp unterscheiden sich in der Sequenz an 12 &usitj aber die ho-
here Stabilitat vorBc-Csp gegenlibeBs-CspB resultiert fast ausschliel3lich aus den
Aminosauren Arg3 und Leu66, die GlutamatresteB#CspB ersetzen. Beide Reste
liegen in der dreidimensionalen Struktur dicht bedaeder. Durch Einfuhren dieser
Aminosauren iBs-CspB, wodurch die Mutant8s-CspB E3R E66L entsteht, kann der
Mittelpunkt der Hitzedenaturierung von 54°C nacf@%erschoben werden und er-
reicht damit fast die Stabilitdt voBc-Csp, das bei 77°C entfaltet. Umgekehrt ist die
MutanteBc-Csp R3E L66E durch eine starke Destabilisierungegekeichnet. lhr Mit-
telpunkt der thermischen Entfaltung liegt mit 45%6gar unterhalb des Wertes fBs
CspB (Perlet al., 2000). In umfassenden Faltungsstudien und Kisstakturanalysen
von Bc-Csp-Mutanten konnten die Ursachen fir den dessasiénden Effekt ermittelt
werden (Delbriclet al., 2001; Perl und Schmid, 2001). Danach verstarkiatiphati-
sche Teil von Arg3 hydrophobe Interaktionen undedektrostatische Abstofiung zwi-
schen Glu3 und Glu66 schwécht die Struktur. Auf3erde die Guanidin-Gruppe von
Arg3 in Bc-Csp zwar nicht in Salzbriicken involviert, verhirtdaber Coulomb-
AbstoRRungen, durch das Einflhren einer positiveruhgdn einer sonst negativ gela-
denen Proteinoberflache. Durch die stark dest@émdiaden Mutationen besitBc-Csp
R3E L66E nur noch einehGy-Wert von 5,0 £ 0,3 kJ/mol bei 25°C, so dass eslitidg
war, Kalte- und Hitzedenaturierung mittels 1D-NMRBe8troskopie bei -11°C bzw.
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39°C zu detektieren (Abb. 1.4) und alle thermodyisahen Parameter nach Gleichung
1.1 zu bestimmen (Szyperskial., 2006).

-
o

AH (T}) = 15246 kJ-mol”'
AC,=5,8+0,3 kI'mol "K'

0,8

06
T,=-11,2°C T,=38,5°C

04

02

Anteil des entfalteten Proteins j:l

o

T(°C)

Abb. 1.4 Anteil des entfalteteBc-Csp R3E L66Ef(). Er wurde ermittelt aus 1fH NMR-Spektren, die
bei verschiedenen Temperaturen (T) aufgenommenemurBie durchgezogene Linie entspricht einer
Anpassung der Datenpunkte an Gleichung 1.1. Abbgcaus (Szyperski al., 2006).

1.6 Ziele dieser Arbeit

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Droftas Szyperski (Universitat Baf-
falo, USA) sollten der durch Harnstoff, Hitze unélt¢ denaturierte Zustand dBs-
Csp R3E L66E NMR-spektroskopisch untersucht werdmn, eventuell vorhandene
Reststrukturen in den entfalteten Peptidkettenwaldzken. Die Analyse der Hitze- und
Kaltedenaturierung wird von der Arbeitsgruppe Szgkielibernommen. Ihre Erfahrung
bei NMR-Experimenten mit Proteinldsungen in Glaskagn wird die Analyse der
Faltung vonBc-Csp R3E L66E bei bis zu -15°C ermdglichen. Bed&ihdieser Arbeit
ist die Bereitstellung des Probenmaterials sowieeERrpente zur Charakterisierung des
mittels Denaturierungsmittel entfalteten Proteins.

Die Wechselwirkung vorBs-CspB mit ssDNA ist bereits gut charakterisiert eeor.
Die Kristallstrukturen vorBs-CspB-d§ undBc-Csp-dT liefern sogar detaillierte Struk-
turinformationen tber die Interaktionen einzelnekkMobasen in verschiedenen Binde-
taschen des Proteins. Da in der Bakterienzelle @Né&r fast ausschliel3lich als Doppel-
strang vorliegt und die Funktion der Kalteschockgiree ausschliel3lich auf der Ebene
der RNA beschrieben worden ist, ob als RNA-Chapeer Transkriptionsantitermi-
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nator, kann nur einzelstrangige RNA das natirli€lustrat der Kalteschockproteine
darstellen. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbe Bindung von einzelstréangiger
RNA (ssRNA) anBs-CspB untersucht werden. Zunachst sollten Praferedes Prote-
ins fur bestimmte Nukleotidsequenzen mittels Titnagiexperimente aufgedeckt werden
und die Ursachen fur Unterschiede der Bindungs#édtimurch Vergleiche mit sSDNA
identifiziert werden. Schlie3lich sollte durch Komdtion der wichtigsten strukturbio-
logischen Methoden, der NMR-Spektroskopie und déntgenkristallographie, die
Wechselwirkung hoch affiner Oligonukleotide rB$-CspB anhand von hochaufgelds-

ten Strukturen aufgeklart werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Herstellung und Transformation CaCl ,-kompetenter
Escherichia coli Zellen

Zur Transformation des Expressionsstamniescoli BL21(DE3) und deskE. coli
Stamms TOP10, der sich durch eine hohe Plasmidkogidrauszeichnet, wurden
CaCb-kompetente Zellen verwendet.

500 ml dYT-Medium (Tab. 2-5) wurden mit einer Ubeshikultur des entsprechenden
E. coli Stamms beimpft und bei 30°C bis zu einerggdlanvon 0,6 geschiittelt. Die Kul-
tur wurde auf Eis abgekuhlt und die Zellen durch A&rgation bei 7000 Umdrehungen
pro Minute (Rotor: SLA-3000, Zentrifuge: SORVALL REPLUS) und 4°C flir 15 min
geerntet. Anschliel3end wurden die Bakterien in @208terilem, eisgekthlten 100 mM
CaCl resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nactem weiteren Zentrifugati-
onsschritt wurden die Zellen in 10 ml 100 mM Caf@suspendiert abermals zentrifu-
giert und schlief3lich in 2 ml 100 mM CaQlnd 1 ml 87 % (v/v) Glycerol geldst. Ali-
quots von 200 ul wurden bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurde ein Aliquot auf Eis aufgeta+5 pl Plasmid (1 - 10 ng
DNA) hinzugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Ddmaurden die Zellen fir 90 s
auf 42°C erhitzt, auf Eis wieder abgekihlt und 60@YiT-Medium hinzugegeben. Die
Bakterien wurden bei 37°C fur 30 min geschitteltl amschlieBend auf Nahrbdden
(Tab. 2-1) mit dem entsprechenden Antibiotikum aatsigirt. Die Inkubation der Plat-
ten verfolgte bei 37°C.

Nahrboden 16 g/l Trypton
10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
15 g/l Agar-Agar

Tab. 2-1 Zusammensetzung des Nahrbodens. Er wurden beC1fat 20 Minuten dampfsterilisiert.
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2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Afikaltion von DNA-Fragmenten
eingesetzt. Ein 50 pl Reaktionsansatz bestand a5 |82H,0, 5 ul 10xTag-Puffer
(Fermentas), 5 pl 25 mM Mg&11,5 pl 10 mM (je Nukleotidart) dNTP-Mix, 2 x 2 ul
10 pmol/ul Primer, 1 pl 10 ng/ul Plasmid, 1 pl 3ufjag-Polymerase (Fermentas) und
wurde in 200 pl PCR-Reaktionsgefal3e gefullt. Das gexaturprogramm fur die PCR
lautete wie folgt: 1 min 95°C; anschlieend 30 Zykivon 30 s Denaturierung bei
95°C, 30 s Anlagerung der Primer bei 49°C und 4%ok/merase-Kettenreaktion bei
72°C; 10 min 72°C und Lagerung bei 4°C. Das Produktde mittels Agarose-

Gelelektrophorese untersucht.

2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese dient @herpriifung der GréRe und zur
Reinigung von DNA-Fragmenten. Abhéngig von der lgwdgr aufzutragenden DNA
wurden Agarosekonzentrationen (Agarose GTQ, Roth Géaagarose Tiny, Inno-train
Diagnostik) von 0,6 bzw. 1,6 % (w/v) in TAE-Puffdrab. 2-2) eingesetzt. Proben wur-
den mit 6 x Probenpuffer versetzt und auf das @&jedragen. Die Elektrophorese er-
folgte bei einer elektrischen Feldstarke von 6 V/EMA-Banden wurden nach Inkuba-
tion in einer 4 pg/ml Ethidiumbromid-L6sung mittéttuoreszenz im UV-Licht (312

nm) nachgewiesen.

TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCI, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDPA 8,0

6 x Probenpuffer (Roth):| 60 mM Tris/HCI, 30 mM Natnacetat, 12 mM EDTA,
60 % (w/v) Glycerol, 0,18 % (w/v) Bromphenolblau,
0,12 % (w/v) Xylencyanolblau

Tab. 2-2L6sungen fir die Agarose-Gelelektrophorese.

2.1.4 Klonierung einer Variante des Kalteschockprot  eins von
Bacillus caldolyticus in den pET11a-Vektor

Die Amplifikation desBc-Csp R3E L66E Gens mittels PCR erfolgte mit einem N-
terminalen Primer, der eirddel-Schnittstelle enthélt, einem C-terminalen Prinuar,
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eine BamHI-Schnittstelle enthalt (Tab. 2-3), und dem Plasp@spBc R3E L66E
(Muelleret al., 2000). Das PCR-Produkt wurde mittels Agarose-Bkimphorese vom
Plasmid getrennt und mit dem Perfectprep Gel cleaitu(Eppendorf) aus der Agarose
isoliert. Der Restriktionsverdau des gereinigterRAZoduktes erfolgte mit den Restrik-
tionsenzymerNdel und BamHI (FastDigest, Fermentas) bei 37°C fur 2 h im Puffer
2xTangadl . Das geschnittene DNA-Fragment wurde anschlie@tidls PCR Purifica-
tion Kit (Jena Bioscience) gereinigt. Der Restoksverdau des Plasmids pET11a (No-
vagen) wurde in derselben Weise durchgefihrt, jed@ch der Spaltungrimp Alka-
line Phosphatase (Fermentas) fur 1 h bei 37°C hinzugegeben. AnsBkind erfolgte die
Inaktivierung bei 80°C fur 20 min und die Reinigunittels Agarose-
Gelelektrophorese und Perfectprep Gel cleanupZ(it.Ligation wurden das geschnit-
tene DNA-Fragment und das geschnittene PlasmidchineSenheit von T4 DNA Ligase
(Fermentas) Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubferschlielend wurdek. coli
TOP10-Zellen mit dem Ligationsansatz transformiedhi@@ Abschnitt 2.1.1). Von ge-
wachsenen Kolonien wurde das Plasmid mit dem Pthdvini-Prep Kit (Jena Bios-
cience) isoliert und die korrekte Insertion durcNASequenzierung Uberprift (Seq-
Lab).

Primer Sequenz

N-terminal mitNdel - 5 -AGTCATATGCAAGAAGGTAAAGTAAAATGG -3
Schnittstelle

C-terminal mitBamHI- | 5 -AACGGATCCTTATTCTTTGACAACGTTCGCTG3’
Schnittstelle

Tab. 2-3 Primer fir die PCR. Unterstrichen sind die codielee bzw. komplementare Gensequenz von
Bc-Csp R3E L66E.

2.1.5 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelekt  rophorese

nach Schagger und von Jagow

Proben der Bakterienkulturen und Fraktionen wahgrdProteinreinigung wurden mit
der Hilfe der diskontinuierlichen Polyacrylamid-@lkektrophorese nach Schagger und
von Jagow (Schagger und von Jagow, 1987) untersibinlich wie bei der verbreite-
ten Methode nach Laemmli (Laemmli, 1970) werdenRfigteine durch Natriumlauryl-

sulfat (SDS) entfaltet und mit einer negativen Laglwersehen. Somit kénnen sie in
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einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach der &mg&rennt werden. Die Methode
nach Schagger und von Jagow verwendet jedoch Taiwtatt Glycin als Folgeion und
erreicht damit eine hohe Auflésung fur kleine Pimdéezwischen 5 und 20 kDa.

Alle verwendeten Losungen sind in Tab. 2-4 aufgdfifunachst wurde das Trenngel
in die Gelapparatur gegossen und mit Isopropaneisdhichtet. Nach der Polymerisa-
tion wurde das Isopropanol durch Spilen mit Wasséfiernt, das Sammelgel dartber
gegossen und die Kdmme eingesetzt. Fertige Geledewun die Elektrophoreseappa-
ratur eingespannt und die Kammer mit Kathoden- Anddenpuffer beflllt. Die Prote-
inlosungen wurden mit 4 x Roti-Load-1-Probenpuffersetzt, fir 5 min auf 95°C er-
hitzt und vor dem Auftragen zentrifugiert. Die Eleghorese erfolgte bei einer Strom-
starke von 25 mA fur das Sammelgel und 45 mA fi& Te@enngel. Anschliel3end wur-

den die Proteine fur 10 min fixiert, gefarbt undigedlich wieder entfarbt.

Gelpuffer: 3 M Tris/HCI, 0,3% (w/v) SDS pH 8,45

Kathodenpuffer: | 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1 % (w/SPS pH 8,25

Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCI, pH 8,9

12,5 % Trenngel-| 6 ml Wasser, 8 ml Gelpuffer, 10 ml 30 % Acrylamid/

l6sung: Bisacrylamid-Lsg., 15 pl TEMED, 200 pl 10 % (w/v) APS
6 % Sammelgel- | 7,3 ml Wasser, 3,3 ml Gelpuffer, 2,6 ml 30 % Aary
l6sung: mid/Bisacrylamid-Lsg., 10 ul TEMED, 100 pul 10 % (WA®S
Fixierlésung: 20 % (wl/v) Trichloressigsaure

Farbelbsung: 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigea

0,5 % Coomassie Brilliant Blue G

Entfarbeldsung: 20 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigeé

Tab. 2-4 Lésungen fir die diskontinuierliche SDS-Polyacnyld-Gelelektrophorese nach Schagger und
von Jagow.

2.2 Zellbiologie und Proteinreinigungsmethoden

Die Expression vorBs-CspB undBc-Csp R3E L66E erfolgte irEscherichia coli
BL21(DE3) Zellen, die mit dem sequenzkodierendenrRilkpET11a (Novagen) trans-
formiert waren. Die Bakterien wurden im Schuitteben fermentiert. Die sich anschlie-
Rende Proteinreinigung erfolgte bei 4°C und wurdé dem Flussigkeitschroma-
tographie-System AKTApurifier (GE Healthcare) durdhidpet.
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2.2.1 Rekombinante Expression von Kalteschockprotei nen in

Vollmedium

Transformierte Zellen wurden zunachst in einer Sund anschlieRend in einer 125 ml
Vorkultur aus dYT-Medium (Tab. 2-5) angezogen, desril§iltriertes Ampicillin in
einer Endkonzentrationen von 300 pg/ml zugegebemeaevudanach wurden 3 | Kul-
turmedium mit der Vorkultur inokuliert und bei 37Ud 250 Umdrehungen pro Minu-
te geschiittelt. Die Proteinexpression wurde mitM ATG bei einer Olgyo nmvon 1,1-
1,3 induziert. Zwei Stunden nach der Induktion veurdliie Zellen bei 7000 Umdrehun-
gen pro Minute (Rotor: SLA-3000, Zentrifuge: SORVARC 6 PLUS) und 4°C fur 10
min zentrifugiert und das Pellet in 50 ml Aufscldpsffer resuspendiert. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C.

dYT-Medium | 16 g/l Trypton
10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl

Tab. 2-5Zusammensetzung des Vollmediums. Es wurde bei@ #1°20 Minuten dampfsterilisiert.

2.2.2 Rekombinante Expression von Kalteschockprotei nen in

Minimalmedium

Zur Markierung von Kalteschockproteinen miftN und *C fir bestimmte NMR-
Experimente wurden diE. coli Zellen in Minimalmedium (Tab. 2-6) angezogen. Zur
Isotopenmarkierung wurd&N-Ammoniumchlorid bzw**C-Glukose eingesetzt.
Zunachst wurden die Bakterienzellen in einer 5 mikdltur aus dYT-Medium angezo-
gen und anschliel3end in eine 5 ml Vorkultur mit iialmedium Gberfuhrt. Nach einer
weiteren Vorkultur von 125 ml wurden 2 | Minimalmenh inokuliert und bis zu einer
ODsoo nmVvon 1,1-1,3 fermentiert. Allen Medien wurde daBeéd pg/ml Ampicillin zu-
gesetzt. Die Induktion erfolgte mit 1 mM IPTG. Na&Istunden wurden die Zellen bei
7000 Umdrehungen pro Minute (Rotor: SLA-3000, Zémgge: SORVALL RC 6
PLUS) und 4°C fur 10 min zentrifugiert und das &elh 50 ml Aufschlusspuffer re-

suspendiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
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Minimal-Medium | 200 ml 5xM9-L6sung, 2 ml TS2-Lésurigml 1M MgSQ, 1 ml
0,1M CaC}, 1ml 10 mM Fe(lll)-citrate (sterilfiltriert), 20€iml
20% Glukose (sterilfiltriert), 775 ml 40

5xM9-L6sung 85 g N&HPOy- 12H,0, 15 g KHPQ,, 2,5 g NaCl, 5 g NECI
pro 1| HO

TS2-LOsung 100 mg ZnSE&rHO, 30 mg MnCJ- 4H,0, 300 mg HBO3, 200
mg CoC}- 6H,O, 20 mg NiC}- 6H,0, 10 mg CuGl 2H,0, 900 mg
NaMo00O,- 2H,0, 20 mg NaSeQ pro 1 | BO (sterilfiltriert)

Tab. 2-6 Zusammensetzung des Minimalmediums. Die einzeBestandteile des Minimalmediums
wurden bei 121°C fir 20 Minuten dampfsterilisieni3er es ist anderes angegeben.

2.2.3 Bakterieller Aufschluss

Die Bakterienlésung wurde im Wasserbad aufgetadtdia Zellen entweder mit dem
Microfluidizer (Emulsi Flex-C5, Avestin) bei einenrixk von 700 bar oder mit einem
Ultraschallgerat (Sonifier W-250, Branson) aufgésseen. Das Zelllysat wurde durch
Zentrifugation bei 20000 Umdrehungen pro Minute tR0SS-34, Zentrifuge: SOR-
VALL RC 6 PLUS) und 4°C fir 30 min von restlichenll@a und Zelltrimmern ge-

trennt und durch einen Filter mit 0,45 pm Porengriiiert.

2.2.4 Anionenaustauschchromatographie

Das klare Lysat wurde zu gleichen Teilen mit Pufferekdiinnt und auf eine mit Puffer
A &aquilibrierte Anionenaustauschchromatographies@eapumpt, die mit dem Material
Fractogel EMD TMAE (M) (Merck, 120 ml) gefullt war. Bgurde mit Puffer A so lan-
ge gesplilt bis die Absorption bei 280 nm wieder Aesgangswert erreichte (ca. 480
ml). Die Elution erfolgte mit einem Gradienten va¥ @is 60% Puffer B und wurde in
10 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen, died¢iohe Absorption bei 280 nm auf-
wiesen, wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelghtrarese untersucht.

2.2.5 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Fraktionen, die CSP enthielten, wurden vereinigl amt fein gemorsertem Ammoni-
umsulfat bis zu einer Konzentration von 2,3 M viaasand auf eine mit Puffer B aqui-
librierte hydrophobe Interaktionschromatographiet&&gegeben. Das Saulenmaterial
bestand aus 25 ml Butylsepharose 4 Fast Flow (GHHhdase). Anschlie3end wurde
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die Saule mit 125 ml Puffer B gesplilt bis die Alpgion bei 280 nm wieder der des
Puffers entsprach. Die Elution erfolgte durch eiadinten von 100% bis 0% Puffer B
in 25 ml, gefolgt von weiteren 75 ml Puffer A. Wahd dessen wurden Fraktionen zu
je 4 ml gesammelt. Alle Fraktionen, die Proteinheliten, wurden vereinigt und gegen

5 | Gelfiltrationspuffer dialysiert.

2.2.6 GroRenausschlusschromatographie

Die GrofRenausschlusschromatographie wurde mit éiflavad Superdex 75 16/60 bei
einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min durchgefiikhlierbei wurden nacheinander
jeweils 5 ml Proteinlésung aufgetragen und in Abdé&hn von 1 ml Fraktionen gesam-
melt. Das Eluat wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Geophorese auf die Anwesen-
heit des Kalteschockproteins untersucht. Durch My der Absorption bei 280 nm
und 260 nm im Chromatogramm konnten auf3erdem Bradai ausgewahlt werden, die
frei von Nukleotiden sind. Die vereinigten Fraktonwurden gegen 20 mM Ammoni-
umhydrogencarbonat (4 x 5 ) dialysiert, mit fligegn Stickstoff schockgefroren und
schlielich lyophilisiert. Das gereinigte Proteiande bei -20°C gelagert.

2.2.7 Pufferlésungen zur Proteinreinigung

Bakterieller Aufschluss
50 mM TRIS / HCI, pH 8,0

Anionenaustauschchromatographie
Puffer A 50 mM TRIS / HCI, pH 7,8
Puffer B 50 mM TRIS / HCI, pH 7,8, 1 M NaCl

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Puffer C 50 mM TRIS / HCI, pH 7,6
Puffer D 50 mM TRIS / HCI, 2,3 M (Np.SOy, pH 7,6

Gelfiltrationschromatographie
Puffer E 50 mM TRIS / HCI, 100 mM KCI, pH 7,2
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2.2.8 Praparation von Bs-CspB-Oligonukleotidkomplexen

Der zur Praparation voBs-CspB-Oligonukleotidkomplexen verwendete Puffer (50
NaCl, 20 mM HEPES pH 7,5) wurde tber Nacht im 0,1 86 iethylpyrocarbonat
inkubiert und anschlie3end bei 121°C fur 20 miroklatviert. LyophilisiertedBs-CspB
wurde nun in diesem Puffer gelost und mit einem2%0prozentigen Uberschuss an
RNA (HPLC gereinigt, Thermo Fischer Scientific) v, 2 ml dieser Lésung wurden
auf eine GréRenausschlusschromatographie-Sauler@x 75 16/60 prep grade) auf-
getragen und bei einer Flussgeschwindigkeit vonl/inim eluiert. In Abb. 2.1a ist ex-
emplarisch das Chromatogramm fir d=rCspBrUs-Komlex dargestellt.

200 (@) (b)
L 1
= L
= 150
E i
=
S 100 | 5
= %
2 s E
B 10
0 ©
L I N S T B . °3
O . ’ a
0 20 40 60 80 100 120 T S S P S A
Volumen [ml] R,

Abb. 2.1 Praparation und Analyse d&s-CspBrUg-Komplexes. (a) Chromatogramm der Gelfiltration,
rot Absorption bei 260 nm, schwarz Absorption b&0 2m (b) Ergebnis der dynamischen Lichtstreuung.
Anteil der gelosten Molekule mit ermittelten hydyodmischen Radien. Die Helligkeit des Grautons
nimmt mit steigender Intensitat ab. Dargestelldsiehn Messungen.

Es wurden die Fraktionen von 72 ml bis 84 ml Elutimismen vereinigt und somit
Uberschissige RNA vom Komplex abgetrennt. Eine &l&chulter beim Elutionsvo-
lumen von 69 ml kdnnte ein Hinweis auf aggregieRestein sein. Die entsprechenden
Fraktionen wurden aus diesem Grund verworfen. Diéltdschockprotein-RNA-
Komplexlésungen wurden mit Hilfe von Konzentratoi@fvaspin 2, 3 kba MWCO,
PES, Satorius) in einer Tischzentrifuge bei 3500ngetngt. Anschlie3end wurde die
Homogenitat der Loésung mittels dynamischer Liclketsting (SpectroScatter 201 RiNA
GmbH) Uberpruft. Dabei wird der hydrodynamische iRadaller gelésten Molekile
ermittelt. Beispielhaft ist das Ergebnis fur d8®CspBrUg-Komlex in Abb. 2.1b dar-

gestellt. Der hydrodynamische Radius der Partikedler Losung wurde mit ca. 1 nm
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bestimmt und zeigt an, dass sich durch das Aufkuneeen keine Aggregate gebildet
haben und die Komplex-Losung fur Kristallisations@ize verwendet werden kann.

Es wurden Komplexe voBs-CspB mit den einzelstrangigen RNA-Fragmenterg rU
(5"-UUUUUU-3"), rC7 (5"-GUCUUUA-3"), rcons_d (5"-GXUJUU-3") und rcons_e
(5"-UCUUUG-3") erzeugt.

2.3 Optische Spektroskopie

2.3.1 Photometrische Bestimmung von Protein- und Ol igo-

nukleotidkonzentrationen

Die Konzentrationen von Proteinen und Oligonuklgeti wurden mit einem UV/Vis
Spektralphotometer (V-650, Jasco) in Halbmikrokteretbei Raumtemperatur be-
stimmt. Die Berechnung der Konzentration erfolgig &rundlage des Lambert-
Beerschen Gesetzes (Gleichung 2.1) nach Messungbderption bei 280 nm fiir Pro-

teine und 260 nm fur Oligonukleotide.

E =¢ [tld

Gleichung 2.1Lambert-Beersches GeseE. Extinktion bei der Wellenlang, ¢, Extinktionskoeffizient
bei der Wellenlangd, c Konzentrationd optische Weglange.

Der Extinktionskoeffizient fiir gefalteteBs-CspB betragt 5800 Mcm™ und fiir gefal-
tetesBc-Csp R3E L66E 7100 Mcmi. Die Extinktionskoeffizienten fiir einzelstrangige
RNA und DNA wurde nach dem Modell des nachsten Raaoh (Nearest neighbor mo-
del) ermittelt (Owczarzy, 2008; Tataurat al., 2008). Die Berechung erfolgte durch
Nutzung zweier Web-Anwendungen (Applied_Biosysteri8,10; IDT_Biophysics,
2010).
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2.3.2 Bestimmung von Gleichgewichtsdissoziationskon stanten
von Bs-CspB-Oligonukleotidkomplexen mittels Floures-

zenzspektroskopie

Die Bindung von einzelstrangigen NukleinsaurenBa+CspB kann durch die Fluores-
zenzloschung des Tryptophan 8 (W8) untersucht werDandie Menge des Fluores-
zenzintensitatsverlustes direkt proportional zunteirdes an den Liganden gebunde-
nen Proteins ist, lasst sich mit Hilfe des Massekuvigsgesetzes die Gleichgewichts-
dissoziationskonstant&$) des Kalteschockprotein-Oligonukloetid-Komplexestim-

men (Gleichung 2.2).

PIT[L] .. : . .
Ko :[—[%]—] far die GleichgewichtsreaktionP + L == PL

Gleichung 2.2 Kp Gleichgewichtsdissoziationskonstantf?] Proteinkonzentration,L] Ligandenkon-
zentration, PL] Konzentration des Protein-Liganden-Komlexes.

Zur Bestimmung vorKp-Werten wurdeBs-CspB mit verschiedenen RNA und DNA
Fragmenten titriert und die Tryptophan-Fluoreszeitzzmem Fluoreszenzspektrometer
(FP 6500, JASCO) aufgezeichnet. Eine 1 x 1 cm Quixetke wurde mit 1,7 ml Prote-
inlésung befullt und durch ein angeschlossenes ®¥had auf 15°C temperiert. Um
eine gut interpretierbare Titrationskurve zu erhalteurde die Proteinkonzentration
entsprechend dem erwartetiép-Wert angepasst und befand sich im Bereich von nM
bis uM. Die Messung der Fluoreszenz wurde bei edmeregungswellenlange von 280
nm und einer Emissionswellenlange von 343 nm dufcihge Nach Zugabe eines Ali-
quots Oligonukleotidstammldsung sorgte das stanBigieren flr eine schnelle Durch-
mischung, so dass nach zwei Minuten ein weiter plesst aufgenommen werden
konnte. Die maximale Volumenzunahme in weiterenalidnsschritten wurde unter 5
% gehalten. Zur Auswertung wurde vom gemessenesrédaenzsignal die Pufferfluo-
reszenz abgezogen und das Signal um die Volumehmen&orrigiert. Anschlielend

wurde die Fluoreszenzléschung nach Gleichung 2&cheet.

F,-F

Q= 3

Gleichung 2.3Q Fluoreszenzldschun§, Fluoreszenzintensitat des ProteiRd;luoreszenzintensitat des
Protein in Anwesenheit des Oligonukleotids.
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Durch Auftragen der Fluoreszenzloschung gegen tigo@ukleotidkonzentration und
Anpassung an Gleichung 2.4 lasst sich die Gleichdesdissoziationskonstante und

das stéchometrische Verhéltnis ermitteln.

0=0_ EA—\/AZZE[]IiT[ﬁP][ﬁL] mit A=K, +[P]+nL]

Gleichung 2.4 Fluoreszenzldschung in Abhangigkeit der Ligandezkemtration.Q,,,x maximale Fluo-
reszenzléschund(p GleichgewichtsdissoziationskonstantE] Proteinkonzentration,L] Ligandenkon-
zentrationn stéchiometrisches Verhaltnis zwischen Protein igdnd (Anzahl der Proteinmolekiile pro
Ligandmolekal).

2.3.3 Bestimmung der Assoziations- und Dissoziation sraten-
konstanten von Bs-CspB-Oligonukleotidkomplexen mit-

tels stopped-flow-Fluoreszenzspektroskopie

Unter Ausnutzung der selben Tryptophan-Fluoreszerez wmter 2.3.2 beschrieben,

kann auch die Assoziationsreaktion BsCspB und Oligonukleotiden durch schnelles
Mischen der Komponenten verfolgt werden und sof@iitien Assoziations- und Disso-

ziationsratenkonstanten bestimmt werden.

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Komplexbildungstasich mit Gleichung 2.5 be-

schreiben.
d[P] _ o . _ Ofs -
e Kon [ﬁP] [ﬁL] i [ﬁPL] fur die Gleichgewichtsreaktidh+ L 0 PL

Gleichung 2.5 Reaktionsgeschwindigkeit fir die gegebene Gleiahgatsreaktion.k,, Assoziationsra-
tenkonstantek,« Dissoziationsratenkonstant®] [Protein-, L] Liganden-, PL] Komplexkonzentration.

Unter der Bedingung, dass die Ligandenkonzentradeutlich gro3er als die Protein-
konzentration ist und sich damit nicht wesentlicihvend des Reaktionsverlaufs andert
([L]=[L] 0) und durch Ersetzen von [PL] mit [FP] ergibt sich Gleichung 2.6.

_d[P]

dt = kobs [ﬁp] - koff [ﬁp]o mlt kobs = kon [ﬁL]o + koff

Gleichung 2.6 Reaktionsgeschwindigkeit beL]p » [Plo. kobs be0Obachtete Geschwindigkeitskonstante,
[L]o und [P]o Liganden- und Proteinkonzentration bei BeginnRleaktion.
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Die Losung der Differentialgleichung fuhrt zu Gleimg 2.7. Daraus ist ersichtlich,
dass die Proteinkonzentration wahrend der Reaktxponentiell abfallt und damit auch
die detektierte Fluoreszenzintensitat. Die beolmehBeschwindigkeitskonstante hangt
linear von der Ligandenkonzentration ab. Somitdassich durch Auftragung der beo-
bachteten Geschwindigkeitskonstanten gegen dientdg@konzentration Assoziations-

und Dissoziationsratenkonstanten bestimmen.

[P]:([P]o——k"ffk[ﬁP]OjEe-kwsm+—k°ffk[@P]° Mt Koy = Ky L]y + kg

obs obs

Gleichung 2.7Anderung der Konzentration des freien Proteinsresith der Assoziationsreaktion.

Die Messung von Assoziationskinetiken vBa-CspB:ssRNA/ssDNA-Komplexen er-
folgte an einer Fluoreszemmpped-flow-Apparatur (SX-20MV, Applied Photophy-

sics). Es wurde bei einer Wellenlange von 280 nnréguangsbreite 10 nm) angeregt
und mittels eines Filters das gesamte Fluoreszdmnaiiit einer Wellenlange groRer 320
nm detektiert. Alle Experimente wurden bei 15°C thiBM Natriumphosphat-Puffer

pH 7,0 durchgefuhrt. Es wurde ein Volumen einer (41/2Bs-CspB-L6sung mit einem

Volumen einer Oligonukleotidiésung in einem Mischitaervolumen von 20 pl ge-

mischt. Die Konzentration des Oligonukleotids wumdeaufeinander folgenden Expe-
rimenten zwischen 0,6 und 2,4 uM variiert. Zu jedérperiment wurden mindestens
12 Kinetiken aufgezeichnet, gemittelt und an eiméaehexponentielle Gleichung an-
gepasst, um die beobachtete Reaktionsgeschwintigkastante zu erhalten.

2.3.4 Harnstoff-induzierte Entfaltungstbergange

Die konformationelle Stabilitdt eines Proteins dstrch die Lage des Gleichgewichts
zwischen dem nativen und dem entfalteten Zustafidiele. Fir Eindomé&nenproteine,
wie den bakteriellen Kalteschockproteinen, kann4lasizustandsmodell angenommen
werden (Schindleet al., 1995). Das Falten und Entfalten des Proteindgrétabei oh-
ne das Auftreten von Intermediaten. Die freie Emigalder Entfaltung kann somit

durch Gleichung 2.8 beschrieben werden.
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AG, =-RTIn [l:l] fur die GleichgewichtsreaktionN == U

Gleichung 2.8AGy Freie Enthalpie der Entfaltung im ZweizustandsntiodRuniverselle Gaskonstante,
T Temperatur )] Konzentration des entfalteten Proteird] Konzentration des gefalteten Proteins.

Sie kann in Entfaltungsiuibergangen ermittelt werden denen die Gleichgewichtslage
durch Anderung des Druckes, der Temperatur odehdZugabe von chemischen De-
naturierungsmitteln, wie Guanidiniumhydrochloriddudarnstoff, verschoben wird. Bei
der chemischen Denaturierung wird von der lineag&bhangigkeit der Proteinstabilitat
von der Denaturierungsmittelkonzentration ausgegar{@Gleichung 2.9). Der Parame-
ter m beschreibt dabei die Kooperativitat des Entfasiibergangs und ist proportional
zur Anderung der durch das Losungsmittel zugangtic®berflache des Proteins wah-
rend der Denaturierung (Pagteal ., 2005).

AG, = AG,(H,0)+mi]D]

Gleichung 2.9Lineare Abhangigkeit der freien Enthalpie der Bitting von der Denaturierungsmittel-
konzentrationAGy(H,O) freie Enthalpie der Entfaltunigei 0 M Denaturierungsmittein Maf3 far die
Kooperativitat des Ubergang®f)][Denaturierungsmittelkonzentration.

Wenn sich die spektroskopischen Eigenschaften vide die Absorption, die Fluores-
zenz, der Zirkulardichroismus oder das NMR-Spektnmm nativen und entfalteten
Protein unterscheiden kann durch Kombination voeicBung 2.8 und Gleichung 2.9
die Signalintensitat mit Gleichung 2.10 ausgedrirodtden (Maxwelkt al., 2005). Das
Signal vom nativen und entfalteten Protein wirdedads linearabh&ngig von der Dena-

turierungsmittelkonzentration beschrieben.

AGy (H,0)-m{D]
(2 b, D) + (@, +b, D)~ =
AGy, (H,0)-miD]
l+te ™

F=

Gleichung 2.10Gleichung zur Anpassung von Entfaltungsiibergan§emtensitat des spektroskopi-
schen Signals,\@ Intensitat des spektroskopischen Signals bei 0 éialurierungsmittel, \fa, lineare
Abhéngigkeit des spektroskopischen Signals vorKaeizentration des Denaturierungsmittél§,, freie
Enthalpie der Entfaltund® universelle Gaskonstanfg,Temperatur.

Harnstoff-induzierte Entfaltungsiibergange wurden Bo-Csp R3E L66E in 20 mM
Natrium-Cacodylat, pH 7,0 bei 15°C in An- und Abeekeit von 15% BD gemessen.
Dabei wurde die Anderung der Fluoreszenzintensigst W8 durch Anregung bei 295
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nm und Aufzeichnung von Emissionsspektren von 38§60 nm mit einem Fluores-

zenzspektrometer (FP 6500, JASCO) detektiert. 2indr 2 uM Proteinlésung mit an-
steigenden Harnstoffkonzentrationen wurden in gedihrte Kivette gegeben und 2
min im Kivettenhalter vor der Messung temperieiie Bxakte Harnstoffkonzentration
wurde durch Messung des Brechungsindexes der Losuhginem Refraktometer

(Kruss) unter Anwendung von Gleichung 2.11 bestimmt

[Harnstoff | =11766[An + 29753An? +18556 [An°

Gleichung 2.11 Berechnung der Harnstoffkonzentration aus dem lanegsindex.An Differenz des
Brechungsindex der Lésung in An- und Abwesenheit Marnstoff.

2.4 Isothermale Titrationskalorimetrie

Die Charakterisierung der Interaktion vBs-CspB und einzelstrangigen Oligonukleo-
tiden wie im Abschnitt 2.3.2 beschrieben, kann awihder isothermalen Titrationska-

lorimetrie erfolgen. Dabei wird die Proteinlosumgdine Messzelle gefullt, die von ei-

nem adiabatischen Mantel umgeben ist. Die Ligarigemg wird nun schrittweise hin-

zutitriert und die dabei freiwerdende Reaktionswéidatektiert. Diese Methode hat den
Vorteil, dass sie damit die Reaktionsenthalpieldiermitteln kann (Gleichung 2.12).

Somit ist nicht nur die Gleichgewichtsdissoziatkmsstante und die Stéchiometrie des
Komplexes bestimmbar, sondern Uber die thermodysamai Gleichungen 2.12 und

2.13 auch die Reaktionsentropie.

LD J( ) . J 4],

Q! [P TT Pl

Gleichung 2.12 Anpassung der Daten aus der isothermalen Titrskidonrimetrie.Q aufzuwendende
oder freiwerdende Warmemenge durch Bindung desndiga an das Protein,StéchiometrieAH mola-
re Enthalpieanderuny, Volumen der Messzell&p Gleichgewichtsdissoziationskonstante, [i¢samte
Ligandenkonzentration, [Pjesamte Proteinkonzentration.

AG:—RTIni
K

D

Gleichung 2.13 Freie Enthalpie und Gleichgewichtsdissoziationskante. AG Anderung der freien
Enthalpie, R Gaskonstante, T Temperaiiy Gleichgewichtsdissoziationskonstante.
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AG =AH -TAS

Gleichung 2.14 Freie Enthalpie nach GibbAG Anderung der freien EnthalpiédH Anderung der
Enthalpie, T TemperaturAS Anderung der Entropie.

Die Experimente wurden an dem Titrationskalorimet&-1TC (MicroCal) durchge-
fuhrt. In ca. 1,7 ml einer 2 uM bzw. 6 uB4-CspB-L6sung wurden etwa 20 Injektionen
zu je 13 pl Oligonukleotidlosung gegeben bis eiritacher Konzentrationsiberschuss
erreicht war. Zwischen jedem Titrationsschritt wend350 s aquilibriert und die Rihr-
geschwindigkeit betrug 307 Umdrehungen pro Minltie. Messungen erfolgten in 20
mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,0 bei 15°C. Die Dateurden mit der zum Gerat
gelieferten ORIGIN Software analysiert. Auftretengerdiinnungswérme des Liganden
konnte durch ein Referenzexperiment ermittelt weydeei dem die Oligonukleotidl6-

sung in Puffer titriert wurde.

2.5 NMR-Spektroskopie

NMR-Messungen wurden an dem Spektrometer AvanceéQ0 (Bruker) mit einer
Magnetfeldstarke von 14,1 T unter Verwendung ddtwiaoe Topspin 2.1 aufgenom-
men. 2D und 3D NMR-Spektren wurden mit NMRPipe @b et al., 1995) prozes-

siert und mit NMRView (Johnson, 2004) ausgewertet.

2.5.1 'H-">N NMR-Korrelationsspektroskopie zur Detektion von
Bs-CspB-Oligonukleotid-Titrationen

Durch die Aufnahme vortH-">N HSQCheteronuclear single quantum coherence)-

Spektren vort°N markiertem Protein in Ab- und Anwesenheit versdener Konzent-
rationen eines Liganden kénnen Aussagen lber dedddiigandenbindung getroffen
werden. Die Kreuzsignale in den Spektren geberKdieelation von Stickstoffkernen
und stickstoffgebundenen Protonen wieder, wie mieProteinrickgrat und in einigen
Seitenketten vorkommen. Eine nahe raumliche Bindiew) Liganden oder eine Kon-
formationsanderung des Proteins auf Grund der ldgabindung resultiert in einer An-
derung der chemischen Verschiebung oder der Inérsestimmter Kreuzsignale bei

Ligandenzugabe. Getrennte Kreuzsignale fur freie$ an den Liganden gebundenes
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Protein kbnnen nur dann beobachtet werden, wen&Gdsehwindigkeitskonstante des
chemischen Austausches zwischen dem freien Prateindem Protein im Komplex
kleiner der Differenz der Resonanzfrequenzen demden ihren unterschiedlichen
magnetischen Umgebungen ist (langsamer Austaulsiggt jedoch ein schneller Aus-
tausch vor, die Geschwindigkeitskonstante des cdwran Austausches ist grofRer als
die Differenz der Resonanzfrequenzen der Kernen kaur ein einziges gemitteltes
Kreuzsignal detektiert werden. Die Kreuzsignalesebireben dann graduell mit stei-
gender Ligandenkonzentration bis alle Proteinmdiekin Komplex vorliegen (Levitt,
2008). Die Zuordnung der Resonanzen des freiereidsokann in diesem Fall einfach
auf den gebundenen Zustand lbertragen werden. itlermgewichtete Anderung der

chemischen Verschiebung berechnet sich wie folgt:

Adw(H, °N) =/ (A3(H,)? +A3(°N)2/25)2  (Grzesielet al., 1996)

Gleichung 2.15Mittlere gewichtete Anderung der chemischen Veismimg. AJ(*H ) und AS(*°N)
Anderung der chemischen Verschiebung von ProtondrStickstoffatomen.

Strukturelle Informationen tber digs-CspB-RNA-Komplexe wurden mit Hilfe der 2D-
'H->°N NMR-Korrelationsspektroskopie gewonnen. Fiir digp&imente wurde eine
100 uM Lésung vort®N markiertenBs-CspB vorgelegt und Aliquots der Oligonukleo-
tide rUs (5"-UUUUUU-3") oder rC7 (5-GUCUUUA-3") sukzessihinzugegeben bis
ein stochiometrisches Verhaltnis von Protein zu RMA 1:1,5 erreicht war. Nach je-
dem Titrationsschritt wurden fHSQC-Spektren (Meiral., 1995) mit einer Datenmat-
rix von 1024tH) x 256¢°N) komplexen Punkten aufgezeichnet. Die NMR Experite
wurden bei 20°C in 20 mM Hepes pH 7,5, 50 mM Na@% DO durchgefiihrt. Bei
der Prozessierung wurden die Daten mit einer Cesiansterfunktion multipliziert und

ein einfachegero filling angewendet.

2.5.2 Dreidimensionale Experimente zur Rickgratzuor  dnung

Die sequentielle Rickgratzuordnung erfolgt mit &lilidreidimensionaler Tripel-
Resonanz-Experimente &fC und®N markierten Proteinproben. Dabei werden Wie
und 2J skalare Kopplungen der Kerfid", **N, **c* und**C? ausgenutzt. Die Experi-

mente HNCA und HNCACB liefern zu einem Amidprotor@tickstoff-Paar des Ruck-
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grats einer Aminosaure die chemischen Verschiebudge ¢ und ¢ Atome der eige-
nen und der vorgangigen Aminosaure. Somit kdnnlenkakuzsignale in einerftH->N
HSQC-Spektrum einem Rest in der Sequenz zugeovekrelen und ermoglichen so in
weiteren Experimenten (siehe Abschnitt 2.5.1 urtd32.aminosaure-spezifische Aus-
sagen zu treffen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zuordnung derkgiatresonanzen von gefaltetem
und entfaltetenBc-Csp R3E L66E durchgefiihrt. Die Zuordnung \BsRCspB dagegen
ist bereits bekannt (Schnuctetlal., 1993).°C und**N markiertesBc-Csp R3E L66E
wurde in 20 mM Natrium-Cacodylat, pH 7,0 und 15%0Dgel6st. Durch Hinzugeben
von 5,6 M Harnstoff wurde eine Probe des entfait@&=Csp R3E L66E hergestellt. Es
wurden TROSY-basierte HNCA (Ikum al., 1990) und HNCACB (Kat al., 1990)
Spektren mit 1024H) x 64(°N) x 48¢°C) bzw. 1024H) x 64{°N) x 80¢°C) komple-
xen Punkten aufgezeichnet, die mit einer Cosinussfeefunktion mulitpliziert und
einemzero filling prozessiert wurden. AuRerdem wurdéh™N TOCSY-HSQC-und
'H-1>N NOESY-HSQC-Spektren mit 1024{) x 232¢H) x 48¢°N) Datenpunkten auf-
genommen und wie oben beschrieben prozessiert. Nlisgchzeit des TOCSY-
Experiments betrug 100 ms und des NOESY-ExperimEd@sms fir das gefaltete Pro-

tein bzw. 150 ms fur das entfaltete Protein.

2.5.3 *H-""N-Kern-Overhauser-Effekt-Spektroskopie

Die relative Intensitatsdnderung einer ResonanANMR-Spektrum durch Sattigung
einer anderen Resonanz wird als Kern-OverhausekEllezeichnet. Er beruht auf dem
Dipol-Dipol-Relaxationsmechanismus, der vom Abstavethselwirkender Kernspins
und von der Rotationskorrelationszeit abhangt. RalRistanz zwischen Amidproton
und Stickstoffatom im Proteinrlickgrat fur alle Arogé&uren konstant ist, kann durch
Messung de$H-°N-Kern-Overhauser-EffektsH-'°N NOE) die Bewegung des Prote-
inriickgrates auf der Pico- bis Nanosekunden-Zdaskatersucht werden.

Das Experiment fur das Protedt-Csp R3E L66E wurde in 5,6 M Harnstoff, 20 mM
Natrium-Cacodylat pH 7,0 bei 15°C durchgefiihrtvEsden zwei 2D'H-*N Korrela-
tionsspektren mit und ohne Sattigung te+Spins aufgenommen (Kwaku und Wagner,

1994). Die Vorsattigung erfolgt nach 3 s Wartezeitjedem Scan durch eine Serie von
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120° Pulsen fur 3 s, die 5 ms von einander getrefanén. Beide Experimente wurden
im interleaved-Modus aufgenommen. D&H-'>N NOE ergibt sich aus dem Quotienten
der Signalintensitat im gesattigten und ungesattigixperiment und ist Gber Gleichung
2.16 mit der NOE-Verstarkungsfaktor verknipft. DDE hangt von der Korrelations-
zeit ab und somit von der Bewegung des Molekiils.sBbar schnellen Molekllbewe-
gungen (kleine Korrelationszeit) erreicht er eirteaoretischen Wert fiir da$i->N-

Spinsystem von -3,93 und fur sehr langsame Molekilgungen (grol3e Korrelations-

zeit) von 0,83 fur eine Magnetfeldstarke von 14,1 T

NOE = 2 =14,

unsat

Gleichung 2.16 NOE-Effekt. S

ot Signalintensitat im gesattigten Experimei@,, .., Signalintensitat im

ungesattigten Experimen),s NOE-Verstarkungsfaktor.

2.6 Kristallstrukturanalyse

Kristallstrukturanalysen aBs-CspB-RNA-Komplexen wurden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Heinemann am Max-DetkrTentrum fir molekulare
Medizin Berlin-Buch durchgefuihrt. Dabei ibernahm Rlaas E. A. Max die Arbeits-
schritte des Einfrierens von Proteinkristallen (2)6die Aufnahme von Réntgenstreu-

bildern (2.6.3) sowie die Indizierung und Integratvon Reflexen (2.6.4).

2.6.1 Proteinkristallisation

Die Voraussetzung fur die Kristallstrukturanalysedie Verfligbarkeit von Einkristal-

len. Diese lassen sich nur aus Proteinldsungerugere die hohe Anforderungen an
Reinheit und Homogenitat erfillen. Die Reinheit Beoteine kann mit Hilfe leistungs-

fahiger chromatographischer Verfahren sichergesteliden und die Homogenitat der
Probe lasst sich mittels dynamischer Lichtstreulimgrprifen (siehe 2.2.8).

Die Kristallisation der Proteinldsung tritt ein, mre die Kombination aus Protein- und
Fallungsmittelkonzentration eine Uberséattigte L@sbiiden. Der initiale Schritt stellt

die Bildung eines Kristallisationskeimes dar, ddnleRlich durch die Anlagerung wei-
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terer Molekile zu einem makroskopischen Kristallangvachst. Da die Bedingungen
fur die Kristallisation flr verschiedene Makromalék variieren, missen sie empirisch
gefunden werden. Dabei kénnen neben der Proteid-Réllungsmittelkonzentration
auch der pH-Wert, Salzkonzentrationen, Temperatdrdie Polaritat des Losungsmit-
tels verandert werden. Daneben kdonnen auch LigamderProteinen wie z.B. lonen,
Lipide, Zuckermoleklle, Peptide, Coenzyme oder Hudauren die Kristallisation
beférdern, indem sie Konformationen des Proteinkidtestabilisieren.

Eine haufig angewendete Methode, um eine Ubers&figpteinlosung zu erreichen ist
die Methode der Verdampfung eines sitzenden Trap@tting-drop vapour-diffusion
method) (Abb. 2.2). Hierbei wird ein Teil der Proteinstand®sung mit der Kristallisier-
l6sung, die das Fallungsmittel enthalt, gemiscldr Bo entstandene Tropfen wird zu-
sammen mit der Kristallisierldsung in einem gessbémen Gefald aquilibriert. Die un-
terschiedlichen Dampfdricke des Wassers im Tropfehder Kristallisierloésung verur-
sachen ein Verdampfen des Wassers im Tropfen, $hoifudurch die Gasphase und
Kondensieren in der Kristallisierlosung. Dadurclmét sich die Konzentration der
Makromolekiile im Tropfen langsam, bis schlie3licheelbersattigte Loésung entsteht

und sich Kristalle bilden.

Tropfen

@r \_Q_/'

Kristallisierlésung

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der Proteinkristallisestgmordnung nach der Methode der Verdamp-
fung des sitzenden Tropfens.

Kristallisationsexperimente wurden unter Verwenddegsitting-drop vapour-diffusion
method durchfuhrt. Die Kiristallisationsansatze wurdenoauwstisiert mit Hilfe eines
Kristallisierroboters (Hydra-plus-One, MATRIX TECHN.OGIES) durch Mischen
von 0,3-0,4 uBs-CspB-RNA-Komplex-Losung zu gleichen Teilen mit &tallisierl6-
sung in Mikrotiterplatten (Crystal Quick LP, GREIREBIO-ONE) hergestellt. Erste
Kristallisierversuche wurden mit den Screens PEREG II, Ammoniumsulfat, Clas-
sics, Classics Il, pH Clear, pH Clear 1l, JCSG @@ durchgefuhrt. Gefundene Kris-
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tallisationsbedingungen wurden durch Variation [e&@fungsmittel- und Salzkonzentra-
tion optimiert. Die Kristallisationsplatten wurdéei 20 °C inkubiert und das Kiristall-

wachstum mit einem automatischen Abbildungssysteemnviacht.

2.6.2 Einfrieren von Proteinkristallen

Die Datenaufnahme von Roéntgenstreubildern unteiéigeraturbedingungen hat ent-
scheidende Vorteile gegentiber denen bei Raumtemperaindchst verbessert die ge-
ringere molekulare Bewegung das Signal-zu-Rausahdlmis von Diffraktionsbil-
dern. Des Weiteren reduziert sich die Geschwindigken Decarboxylierungsreaktio-
nen von Glutamat- und Aspartat-Resten, die durcierle und Radikalbildung bei der
Einwirkung von Roéntgenstrahlen auftreten.

Aus diesem Grund wurden alle Kristalle in flussiggtickstoff eingefroren und wah-
rend der Datenaufnahme mit Stickstoffgas gekuhih tlle Bildung von Eiskristallen
beim Einfrieren zu verhindern, bietet es sich am Kliistalle zun&chst in einer Losung
mit zugesetztem Kryoprotektanz zu inkubieren. asn die Qualitat der Streubilder
erhohen. Jedoch zeigte sich, dass die KristalleBdeZspBssRNA-Komplexe durch

dieses Vorgehen zerstort werden, so dass darazitktat werden musste.

2.6.3 Aufnahme von Rontgenstreubildern

Bei der Einwirkung von Rontgenstrahlen auf die Mtale in einem Kristall werden
diese elastisch an den Elektronen gestreut (ThoiSs@uung). Als Rontgenstrah-
lungsquelle kann eine Rontgenrdhre oder ein Symahralienen. Der Vorteil der Syn-
chrotronstrahlung liegt in ihrer hohen Intensid@m geringen Strahldurchmesser und
der Moglichkeit die Wellenlange einstellen zu komnBontgenbeugungsdaten wurden
aus diesem Grund zum Teil bei der Berliner Elelg¢reSpeicherring-Gesellschaft fur
Synchrotronstrahlung (BESSY) aufgenommen. Im diegdaschnitt sollen die Grund-
lagen der Rontgenbeugung am Kristall skizziert werd

Das Kristallgitter setzt sich aus einzelnen Elermergllen zusammen. Diese kleinste
Einheit bildet durch Translation entlang der Ein¢ellachsen den gesamten Kristall.

Die Flachen, die die Elementarzelle begrenzen, alleh Flachen, die sich zwischen
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Gitterpunkten aufspannen lassen, kbnnen als gesciets Modell benutzt werden, um
die Orte positiver Interferenz der Rontgenstrahlmadpeschreiben. Eine Serie paralleler
Ebenen wird dabei eindeutig durch die drei Millé&est Indicesh, k undl gekennzeich-
net. Nach dem Braggschen Gesetz (Gleichung 2.%%) $ich die Rontgenbeugung als
Reflexion an diesen Gitterebenen beschreiben.

2d,, sind=nA

Gleichung 2.17Braggsches Gesetd, Distanz zweier Ebenen mit den Millerschen Indibek undl, &
Einfallswinkel des Rontgenstrahlg, LI N , A Wellenlange der Réntgenstrahlung.

Die Reflexbedingung ist dann erfillt, wenn der Qamgrschied der Rontgenstrahlen,
die an parallelen Ebenen gebeugt werden, ein \die#fa der Wellenlange entspricht
(Abb. 2.3). Bei definiertem Einfallswinkel des Rgahstrahls relativ zum Kristall ist
dies nur fur einen Bruchteil der nfikl bezeichneten Gitterebenen gegeben. Die beo-
bachteten Reflexe werden nun mit denselben Millegsdndices benannt wie die Git-
terebenen aus denen sie hervorgehen. Durch Rotm®iKristalls und damit Verande-
rung des Einfallswinkels des Roéntgenstrahls wendechiedene Beugungsbedingun-
gen erfillt, die die Detektion weiterer Reflexe égfichten. In der Praxis wird gewdhn-
lich jeweils nach einer Drehung von 1° ein Beuginiigsaufgezeichnet.

dhkl

Abb. 2.3 Schematische Darstellung des Braggschen Gesé@timeRontgenstrahlen (blaue Linien) werden
am Kristallgitter (Gitterpunkte in rot) gebeugt. fR@bedingungen werden dabei durch Reflexion der
Roéntgenstrahlen an parallelen Ebenen mit den Mileen Indicedkl (gestrichelte Linie mit der Distanz
dna ZzwWischen zwei Ebenen) erklart. Zur positiven Ifgegnz zweier Réntgenstrahlen kommt es, wenn die
durch den Einfallswinke® definierte Strecke ABC einem vielfachen der Wddege entspricht.
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Die Positionen der Reflexe auf dem Detektor lasseimn mit einem weiteren mathema-
tischen Modell beschreiben: dem reziproken GifRales und reziprokes Gitter besit-
zen denselben Koordinatenursprung, jedoch sindAbstande der reziproken Gitter-
punkte invers zum realen Kristallgitter. Die Formeuling des Braggschen Gesetzes im
Reziproken Raum beschreibt nun, dass genau danmkefiexbedingung erfillt ist,
wenn ein reziproker Gitterpunkt auf der Oberfladlee Ewald-Kugel liegt. Die Ewald-
Kugel besitzt im reziproken Raum den Radiusd @hd berthrt den Koordinatenur-
sprung. Die Rotation des Kristalls im realen Raurtsgricht im mathematischen Mo-
dell der Drehung der Ewald-Kugel um den Koordinatgprung und beschreibt so die
Erfullung weiterer Reflexbedingungen. Somit ist lautie theoretische Anzahl detek-
tierbaren Reflexe begrenzt, die von der Wellenl&hgreverwendeten Rontgenstrahlung
und der Grol3e der Elementarzelle abhangt (GleicRut®g).

N = (4n /3) {2/ 1)} IV

Gleichung 2.18 N Anzahl der detektierbaren Reflexd. Wellenlange der Réntgenstrahlund, Vo-
lumen der Elementarzelle.

Die maximal mittels Rontgenkristallographie erzat Auflésung eines Molekilmo-
dels wird durch die Reflexe bestimmt, die den gedlStreuwinkel aufweisen, also am
weitesten auf3en auf dem Detektor liegen, und eokdpder halben Wellenlange der
Rontgenstrahlung. Dieser theoretische Wert wirdrdlihgs nicht erreicht. Vielmehr ist
die Auflésung durch die Mosaizitat der Kristalldttur begrenzt und reduziert so die
Zahl der messbaren Reflexe. Damit sind allerdingshaveniger Parameter verfugbar,
um das Model der Molekdle in der Elementarzelldeschreiben.

Jeder einzelne Reflex kann durch einen Struktusfalseschrieben werden, einer kom-
plexen Einheit, die die Information der Amplitudesdgebeugten Rontgenstrahls enthalt

sowie die Phasenverschiebung (Gleichung 2.19).

F;kl = | F;kl |@i P

Gleichung 2.19F,,, Strukturfaktor mit den Millerschen Indices h1<F.hk,| Strukturfaktoramplitudeg
Phasenverschiebung.
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Strukturfaktoren lassen sich auch als Fourier-S3sghaus den Positionen aller atoma-
ren Streuzentren in der Elementarzelle darstel@ei¢hung 2.20) und ermdglichen

somit durch Umkehrung ein molekulares Modell zuedien.

= n
2mi (hx; +ky; +z;
Fhkl = z fie )
j=1

Gleichung 2.20 F,, Strukturfaktor als Fourier-Synthese aus den atem&treuzentrem Anzahl der

Atome in der Elementarzell§, atomarer Streufaktor des Atorsxy;z Koordinaten des Atomgin der
Elementarzellehkl Millersche Indices.

Mit den zur Verfigung stehenden Rontgenstrahl-Oietek kann nur die Intensitat des
Rontgenstrahls gemessen werden, dessen Quadratywuopertional zur Strukturfak-
toramplitude ist (Gleichung 2.21). Somit geht met @hasenverschiebung eine wichtige
Grolie verloren, die es erforderlich macht weiteethdden anzuwenden, bevor aus den
gemessenen Rontgenstreudaten ein molekulares Mastellt werden kann (siehe Ab-
schnitt 2.6.5).

—

I:hkl

=N[™

-

Gleichung 2'21~Fhkl Strukturfaktoramplituddy, Intensitat des Rontgenstrahls.

Rontgen-Diffraktionsdaten wurden bei 110 K am BESS8Ner Verwendung des
mar245Ilmage-plate-Detektors (Mar Research) oder der CCD-Kamera M\&/-Rayo-

nix) aufgenommen.

2.6.4 Indizierung und Integration von Reflexen

Das Konzept des reziproken Gitters ermdglicht denegemessen Reflex eindeutig mit
den Millerschen Indices zu identifizieren. Dabeissen wéahrend der Datenaufnahme
nicht alle moglichen Reflexe detektiert werden. Nalem Friedelschen Gesetz sind
generell nur die Hélfte aller Streuintensitatereegartig. Auf3erdem koénnen in der Ele-
mentarzelle je nach Raumgruppe weitere Symmetmeiiegen. Dabei kann mit einem

Bruchteil der Elementarzelle, der asymmetrischerh&it, durch Rotation und Schrau-
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bung (bei chiralen Molekilen) der Inhalt der gesamlementarzelle beschrieben wer-
den. Somit erhoht sich die Zahl der Bijvoet-Pa&efiexen mit identischer Intensitat)
und der Kristall muss um einen noch geringeren gedreht werden, um einen voll-
standigen Datensatz zu erhalten. Dennoch ist inPdaxis Redundanz im Datensatz
erwunscht, um die Datenqualitat zu erh6hen undStéedardabweichung einzigartiger
Reflexe in der Strukturverfeinerung zu bericksopni (siehe Abschnitt 2.6.7). Der
Parameter Reas (Gleichung 2.22) dient dabei als Indikator fir diatenqualitat
(Diederichs und Karplus, 1997).

‘I
Reas = Z 1MZ "‘

k=1

Gleichung 2.22 R, R-Faktor zum Vergleich von symmetrieverwandten &efh.N Anzahl der ge-

messenen einzigartigen Reflex®] Anzahl der mehrfachen Messung eines einzigartigeﬂeﬁes,l_j

Mittelwert der Intensitat eines mehrfach gemesséaftexes, | i individuelle Intensitat eines Reflexes.

Nachdem alle Reflexe zugeordnet sind kdnnen dien&tearzellparameter und die
Raumgruppe bestimmt werden (Programm: HKL-2000)isotve Reflexe integriert
werden (Programm: XDS). Des Weiteren werden digeRigftensitaten um auftretende
Effekte, wie Rontgenabsorption und inelastischeuing (Compton-Effekt) korrigiert
(Programm: XSCALE). Schlief3lich wird ein Satz Stiukaktoramplituden erzeugt, die
im MTZ-Dateiformat abgelegt werden. Diese kann damit dem CCP4-

Programmpaket weiter verarbeitet werden.

2.6.5 Molekularer Ersatz zur Losung des Phasenprobl ems

Um vollstandige Strukturfaktoren zu erhalten, miasseben den Strukturfaktorampli-
tuden auch deren Phasen bestimmt werden. Die Metded molekularen Ersatzes
nutzt dabei die Atomkoordinaten eines bereits viodeaen molekularen Modells. Die-
ses muss dem Zielmolekul ahnlich sein, aber numwaia Kristalle des Modells und
des neuen Makromolekils isomorph zueinander siddnén die Phasen aus dem Mo-

dell direkt mit den experimentellen Strukturfaktowaituden kombiniert werden.
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Falls sich die Orientierung und Position der Molekiin den Elementarzellen der bei-
den Kiristalle unterscheiden, muss das Modell fir dwlekularen Ersatz neu ausge-
richtet und verschoben werden. Mit Hilfe der PstberFunktion (Gleichung 2.23) kann

diese Aufgabe gelost werden.

2
[2m (hu+kv+iv)

. .
P(u,v,W) :VEEZ‘F hid

Gleichung 2.23Patterson Funktior1Fth | Strukturfaktoramplitude} Volumen der Elementarzelle.

Sie lasst sich allein aus den Strukturfaktoram@étu berechnen, Phasen werden dabei
nicht bendtigt. Durch Multiplikation der Pattersbonktion unter Verwendung der ex-
perimentellen Daten mit Patterson-Funktionen, dib aus verschiedenen Orientierun-
gen und Positionen der Modellstruktur ergeben, anschlieliender Integration Utber
einen definierten Radius kann eine Bewertungsfonk{Gleichung 2.24) definiert wer-
den. Diese wird dann maximal, wenn die Lage desrbfaklekils aus dem Modell mit

der Zielstruktur Ubereinstimmt.

r2
S= J- I:)Experiment EPModeIdr

r=n

Gleichung 2.24Bewertungsfunktion.P, Patterson-Funktion der experimentellen Daté}), .

periment
Patterson-Funktion der Modell-Daten, r Integratiadgus.

Da der rechentechnische Aufwand der gleichzeiti@gtimierung von Rotation und

Translation zu grol3 wére, werden bei den Berechemngpide Operationen durch ge-
eignete Wahl des Integrationsradius in eine Ratatiaund eine Translationsfunktion
getrennt.

Weitere Methoden, wie einBigid-body-Verfeinerung und Tests auf intermolekulare
Uberlappungen unterstiitzen schlief3lich das Aufiinder exakten Losung. Mit dieser
kénnen dann Strukturfaktoren des Modells in dereexpentellen Elementarzelle be-
rechnet werden. Die sich daraus ergebenen Phasevatiells werden mit den experi-
mentellen Strukturfaktoramplituden kombiniert urrdeben so die anfanglichen Struk-

turfaktoren des gesuchten Molekiils.
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Das Phasenproblem fir beiBs-CspBssRNA-Komplexstrukturen konnte durch mole-
kularen Ersatz unter Verwendung des Programms PhHade4 aus dem CCP4-
Programmpaket geldst werden. Die Kristallstruktes freienBs-CspB diente dabei als

molekulares Model.

2.6.6 Berechnung von Elektronendichtekarten

Fur die folgenden Schritte auf dem Weg zu eineulk®ar fir das Zielmolekul sind

Elektronendichtekarten von entscheidender BedeutBieglassen sich direkt aus Struk-
turfaktoren berechnen (Gleichung 2.25). Lokale Mexider Elektronendichte be-
schreiben dabei Positionen von Atomen, so dassdsiofit ein neues molekulares Mo-

del erstellen lasst.

1 B —2 i (hx+ky+lz
p(x,y,z):vzzzlzhkl[ezfn(hxkyw
h k1

Gleichung 2.25 p(X, Y, Z) Elektronendichte an der Positiaty,z. F na Strukturfaktor,V Volumen der
Elementarzelle.

Nach der Lésung des Phasenproblems mit Hilfe ddekularen Ersatzes stehen nun
neben experimentellen Strukturfaktoramplituden aflbbchatzungen fir deren Phasen
zur Verfigung, so dass sich erste Elektronendictntel erstellen lassen. Da jedoch die
Phasen des Modells die experimentellen Struktusfaktplituden bei der Berechnung
der Elektronendichte dominieren kdnnen, werden tzgi Differenzelektronendichte-

karten erzeugt (Gleichung 2.26). Hierbei bildetdiferenz aus experimentellen Struk-
turfaktoramplituden und aus dem Modell berechneteikBirfaktoramplituden die

Amplitude fir die Fourier-Synthese.

2F:-F; Elektronendichtekarte:

1 ) ) —2 i (hx+ky+lz) +i
p(X,y,Z):V;;Z[%Fhkl pb4_‘Fhk|,Ca|CU® (hx+ky+2) +i feqr
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Fo-F: Elektronendichtekarte:

p(x,y,z>=vi;;|2[

F hi pb4 “ F hi ,calﬂ CH

Gleichung 2.26Differenzelektronendichtekarten zur Darstellungy wdnterschieden der experimentellen

Strukturfaktoramplituden ).

Fhkl pbs|

) und denen aus dem molekularen Modell berechn(e{rerm, cale

V Volumen der Elementarzellgd_.,_Phasen, die aus dem Modell berechnet werden.

calc

Wahrend die 2§-Fc-Karte Positionen von Atomen anzeigt, kbnnendeit k-Fc-Karte
Bereiche sichtbar gemacht werden, in denen daglékiodell nicht die experimentel-
len Daten erklaren kann. Die Aufgabe der folgenAepeitschritte besteht nun darin
das molekulare Modell zu verbessern, um somit diegerschiede zu minimieren.
2F-Fc und k-Fc-Karten wurden nach jedem Strukturverfeinerupkiss (siehe fol-
gender Abschnitt) durch das Programm Refmac 5.2.t#&fechnet und anschlie3end
zusammen mit dem molekularen Modell unter Verwegddes Programms Coot 0.5.2
dargestellt.

2.6.7 Strukturverfeinerung

Neben der Verbesserung des Models durch manueifesitdgen, Entfernen und Neu-
orientieren von Molekulgruppen im realen Raum miifeHvon Elektronendichtekarten

wird die Verfeinerung im reziproken Raum durch Caomepunterstiitzung vorangetrie-
ben. Wahrend dieser Prozedur werden die PositideerAtome des Modells variiert,

um eine mdglichst groRe Ubereinstimmung der exparteilen Daten mit denen aus
dem Modell berechneten zu erreichen, ohne dabenislbbe Beschrankungen wie Bin-
dungslangen, -winkel und andere stereochemischanfeder wesentlich zu verletzen.
Im Laufe des Verfeinerungsprozesses wird die LageseAtoms durch die drei Raum-
koordinaten X,y,2) beschrieben und zunéchst eine isotrope Auslenkumglieses Zent-

rum angenommen. Die Ursache fur diese Auslenkung k@e tatsachliche thermische
Bewegung oder unterschiedliche Positionen des Aiomverschiedenen Elementarzel-
len sein. Die isotrope Auslenkung flie3t als zulégtier Parameter in die Berechnung

von Strukturfaktoren ein (Gleichung 2.27, vergleichit Gleichung 2.20).
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N n . .
_ 2mi (hx; +ky, +lz;) | -B;sin?@/ #*
Fuo =2 f,€ e
j=

Gleichung 2.27Berechnung der Strukturfaktoren unter Berlicksizhtg isotroper Bewegung des Streu-
zentrums. B; Debye-Waller-Faktor (Temperaturfaktordin® @/ A> Korrektur, abhéngig vom Einfalls-

winkel @ des Rontgenstrahls mit der Wellenlange

Bei fortschreitender Verfeinerung kann dartber hénaine anisotrope Bewegung von
Atomgruppen angenommen werden. Diese sogenannteVELiBinerung geht davon
aus, dass sequentiell aufeinander folgende Amimesékonzertiert eine Translations-,
Librations- oder Schraubungsbewegung ausfuhren,sidie mit 20 Parametern pro
Gruppe beschreiben lasst. Der Vorteil gegenibeAdpassung an eine anisotrope Be-
wegung jedes einzelnen Atoms besteht darin, dautieniger Parameter zu bendtigen.
Die vollstandig anisotrope Verfeinerung wird deshalr dann angewendet, wenn Re-
flexdaten mit ausreichend hoher Auflésung und sgmifier Anzahl von experimentel-
len Strukturfaktoramplituden vorliegen.

Der Fortschritt der Strukturverfeinerung wird anttades kristallographischen R-
Faktors verfolgt (Gleichung 2.28), der den Unteisdlzwischen den experimentellen
und den aus dem Modell berechneten Strukturfaktplituden beschreibt. Hierbei wird
zwischen dem R und dem ResFaktor unterschieden. Letzterer geht aus eineim kle
nen Teil der experimentellen Strukturfaktorampléodz.B. 5 %) hervor, der nicht far
die Strukturverfeinerung verwendet wird, und soeit verlasslicher Parameter ist, um

zu verhindern, dass das Modell zu stark an dieratgepasst wird.

F | obHF j,cal<“
F j pb%
Gleichung 2.28 Kristallographischer R-Faktor.N Anzahl der gemessenen einzigartigen Reflexe,

-

N
R=)
j=1

i obs  calc] @us dem molekularen Modell berechnete Struk-

experimentelle Strukturfaktoramplitud%c,

turfaktoramplitude.

Die Verfeinerung erfolgt abwechselnd im realen imdeziproken Raum. Mit dem Ziel
den Wert des kristallographischen R-Faktors foféad zu reduzieren, bis schlief3lich
keine Verbesserung mehr erreicht werden kann. Deitidnendichtekarten werden
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dadurch immer klarer und mehr molekulare Detaséa sich erkennen, die zu einem
schrittweise verbesserten Modell fihren.

Automatische Positions- und Temperaturfaktor-Vedeing basierend auf dé&faxi-
mum-Likelihood-Methode wurde mit dem Programm Refmac 5.5.007Zdyafuhrt.
Fur erste Modellanpassungen dxCspBssRNA-Komplexe im realen Raum wurde
ARP/WARP 7.0.1 eingesetzt, das in der Lage ishstslandig Aminosauren in Elektro-
nendichtekarten einzufligen. Dies wurde im weitévenlauf durch manuelles Bauen
des Modells mittels Coot 0.5.2 ersetzt. NachdemRiagein vollstandig in die Elektro-
nendichte eingepasst war, konnte zusatzliche Diohtier 2k-Fc- und der Fc-Karte
mit Nukleotiden aufgefillt werden. Das Einfligen wasseratomen an Positionen, die
die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke in einert&ig von 2,4 -3,6 A ermdglichte,
fuhrte zu einer weiteren Verringerung der kristgiaphischen R-Faktoren. Wahrend
der letzten Verfeinerungszyklen wurde aufRerdemAdieiesenheit von Wasserstoff-
atomen bertcksichtigt. In dem finalen rontgen-ktlsgraphischen Modell werden die-
se jedoch nicht dargestellt. Die TLS-Verfeinerungrde mit 8 bzw. 10 Gruppen fur
jedes Proteinmolekil ilBs-CspBrUs und imBs-CspBrC7-Komplex durchgefuhrt. Die
Definition der Gruppen erfolgte mit Hilfe des TIMotion Determination Web-Servers
(Painter und Merritt, 2006). Die TLS-Parameter ndem letzten Verfeinerungszyklus
konnten schlief3lich in Anisotropie-Parameter fig dinzelnen Atome des Proteinmole-
kils im Bs-CspBrUs Komplex umgerechnet werden (Programm: Tlsanl, CCR3
grammpaket). Die Reflexdaten fur dBe-CspBrC7 waren von ausreichender Qualitat,
um im letzten Verfeinerungsschritt eine unabhéngigstrope Bewegung aller Atome

anzunehmen.

2.6.8 Bewertung und Validierung der Struktur

Das Ziel der Strukturverfeinerung ist es den klisggaphischen Ro«-Faktor so weit
wie moglich zu reduzieren. Der&-Faktor ist dabei ein verlasslicher Indikator um zu
Uberprifen, ob die Annahmen im molekularen Modakachlichen mit den Diffrakti-
onsdaten erklart werden kdnnen. Dariber hinaus evukdeitere Parameter mit dem
Programm SFCHECK aus dem CCP4 Programmpaket bestidum Beispiel be-

schreibt der Elektronendichte-Korrelationskoeffitigreal space correlation coeffi-
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cient), in welchem Mal3e die Elektronendichtekarten,adis dem Modell und den expe-
rimentellen Daten errechnet wurden, Ubereinstimmers. der Auftragung der Kkristal-
lographischen R-Faktoren gegen die Auflésung imzhatizDiagramm lasst sich die
Obergrenze des mittleren Koordinatenfehlers dem&tabschatzen.

Einen anderen Ansatz verfolgen die Programme PRCZHECP4 Programmpaket)
und WHATCHECK (Hooftet al., 1996). Sie Uberprifen die Plausibilitat des molak
ren Models durch Vergleich ihrer strukturellen Eigehaften mit anderen Kristallstruk-
turen. Dabei werden Bindungslangen, Bindungswirdalie Ruckgrattorsionswinkel
(Ramachandran-Diagramm) und Chiralitdten untersugbferdem wird getestet, ob
nichtkovalente Atomabstande im erlaubten Bereiod sind Wassermolekile an mogli-
chen Positionen eingefigt wurden. Auch alternakisaformationen von Histidin, Glu-
tamin und Asparagin-Seitenketten werden vorgesehlagm nur einige Parameter zu
nennen.

Die anistrope Verfeinerung wurde mit der Web-Anweamgl Parvati Rrotein Anisotro-
pic Refinement Validation and Analysis Tool) (Merritt, 1999) Uberprift.

2.6.9 Visuelle Darstellung der molekularen Struktur

Alle visuellen Darstellungen des Modells wurden det Pymol-Software erstellt. Zur
Berechnung von elektrostatischen Oberflachenpatientiwvurde das Programm Adap-

tive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) eingesetzt.
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3 Der chemisch-entfaltete Zustand von  Bc-Csp
R3E L66E

3.1 Ergebnisse

3.1.1 Stabilitdt von Bc-Csp R3E L66E

Die Stabilitat der Doppelmutanten Arg-3 Glu/Leu 66— Glu des Kalteschockproteins
von Bacillus caldolyticus wurde gegenltber dem Denaturierungsmittel Harnstotiér-
sucht. Der Puffer 20 mM Natrium-Cacodylat, pH 7Z0antiert eine geringe lonenstar-
ke, wodurch die negativen Ladungen der Glutamarkatim abgeschwacht werden
und durch elektrostatische AbstoRung das Protesoriziers destabilisieren. Die Expe-
rimente wurden bei 15°C durchgefiihrt, da bei didgnperatuBc-Csp R3E L66E die
hdchste Stabilitat besitzt (Szyperskal., 2006). Aul3erdem erfolgten die Messungen in
Wasser (HO) und in einem 15 %igen Gemisch aus schwerem eintittm Wasser
(15% D,O), weil geplante NMR-Experimente die Zugabe vonVid.-% D,O erfor-
dern. Die Faltungsubergdnge (Abb. 3.1 und Abb. 32yden nach dem Zwei-
Zustandsmodell analysiert und lassen eine genastnBaung der freien Enthalpie der
Entfaltung zu (Tab. 3-1).
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Harnstoff (M) Harnstoff (M)

Abb. 3.1 Harnstofflibergang voBc-Csp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat, pH 7,Qufdetragen
sind die Fluoreszenzintensitat (a) und der Ante# dativen Proteins (b) in Abhangigkeit von derrHar
stoffkonzentration. Die durchgezogenen Linien besith die Anpassung der Daten an das Zwei-
Zustandsmodell. Die Parameter sind in Tab. 3-1eflfgt.
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Abb. 3.2 Harnstoffiibergang voBc-Csp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat, pH 7,0d®,0.
Aufgetragen sind die Fluoreszenzintensitat (a) dad Anteil des nativen Proteins (b) in Abhangigkeit
von der Harnstoffkonzentration. Die durchgezogehigien beschreibt die Anpassung der Daten an das
Zwei-Zustandsmodell. Die Parameter sind in Tab.a&@{gefuhrt.

In 15 Vol.-% DO ist das Protein geringfligig stabiler als in Wasdennoch liegt selbst
in Abwesenheit von Harnstoff ein erheblicher Te#r dProteinmolekile, der 13 bzw.
10 % betragt, entfaltet vor. Beide Ubergange simcthil eine sehr geringe Kooperativi-
tat gekennzeichnet, stimmen jedoch weitgehend emt\Werten, die fiBs-CspB unter
fast identischen Bedingungen ermittelt wurden (T&d2), tUberein. Mit Hilfe dieser
thermodynamischen Parameter lasst sich berechiass, ki 5,6 M Harnstoff und 20
mM Natrium-Cacodylat, pH 7,0 und 15°C 99 % d@erCsp R3E L66E-Molekile im
entfalteten Zustand vorliegen.

H,0 15 % DO
AGy(H,0) in kJ/mot1 4,57 +0,20 5,20 £ 0,15
m in kJ(moiM-1) -2,74+0,13 -2,86 + 0,09

Tab. 3-1 Thermodynamische Parameter \BeiCsp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat pH 7,0 bei
15°C in Ab- und Anwesenheit von 15%D.

H0 10 % DO
AGy(H0) in kd/motl 9,96 + 0,90 12,37 0,39
m in kJ(moiM-1) -2,85+0,21 -3,48 £0,13

Tab. 3-2 Thermodynamische Parameter VB®CspB in 20 mM Natrium-Cacodylat pH 7,0 bei 15°C in
Ab- und Anwesenheit von 10%,0D.
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3.1.2 NMR-Spektroskopische Charakterisierung des mi  ttels
Harnstoff entfalteten Bc-Csp R3E L66E

Von nativem und in 5,6 M Harnstoff entfaltetéfC und*°N markiertemBc-Csp R3E
L66E wurden'H-"N HSQC-Spektren an einem 18,8 T NMR-Spektrometégemom-
men (Abb. 3.3). Das Spektrum des nativen Proteristwdie fir gefaltete Proteine typi-
sche Dispersion der Kreuzsignale auf. Jedoch gmdlidienbreiten flr ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 7,3 kDa recht grof3. Awléen besitzen einige Resonan-
zen eine sehr geringe Intensitat. Folglich ist adiehQualitat der Spektren von den Tri-
pelresonanz-Experimenten HNCA und HNCACB nicht aigérend, um eine vollstan-
dige Zuordnung der Resonanzen des Proteinrickgdatesizufihren. Nach dem Hin-
zuziehen der Spektren der 3D-Experimenté-'>N NOESY-HSQC undH-*N TOC-
SY-HSQC konnten 37 von 64 erwarteten KreuzsigndeEmRuckgratamide zugeordnet
werden (Abb. 3.5).
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Abb. 3.3 'H-"*"N-HSQC-Spektrum vorBc-Csp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat, pH 7,005
D,O bei 15°C. (a) in Abwesenheit und (b) in Anweseainhen 5,6 M Harnstoff. Die Proteinkonzentration
betrug 760 uM (a) bzw. 660 uM (b). Die in rot gegeiResonanz besitzt eine negative Intensitat..

Im *H->"N HSQC-Spektrum des entfaltetBo-Csp R3E L66E befinden sich die Reso-
nanzfrequenzen der Amidprotonen in einem nur solmBereich zwischen 7,9 und 8,7

ppm, so wie es fur Proteine ohne Tertiarstruktuagtet wird. Trotz der geringen Dis-
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persion sind die Kreuzsignale auf Grund der gennggmienbreite so weit separiert,
dass nach der Durchfuihrung der Tripelresonanz-kxeeate HNCA und HNCACB an
dem™*C und™N markierten Protein und genauer Inspektion dek®ee die Riickgra-
tamide vollstdndig zugeordnet werden konnten (A2B). Die scharfen Peaks weisen
bereits auf eine niedrige Rotationskorrelationsheit Um zu bestimmen, ob es sich
tatsachlich um eine flexible Peptidekette handeitrde der'H-""N-Kern-Overhauser-
Effekt jeder Aminosaure gemessen, womit sich diedgichkeit des Vektors zwischen
Amidproton und Stickstoffatom im Proteinrickgratf aler Pico- bis Nanosekunden-
Zeitskala bestimmen lasst. Die niedrigen NOE-E#ekbn< 0,4 (Abb. 3.4) bestatigen
die Ergebnisse aus der Korrelationsspektroskopies @s sich um eine Peptidkette ohne

jegliche Sekundarstrukturelemente handelt.
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Abb. 3.4 Heteronuklearer NOE-Effekt voBc-Csp R3E L66E in 5,6 M Harnstoff, 20 mM Natrium-
Cacodylat pH 7,0 15% fO bei 15°C. Gemessen bei eif#i-Resonanzfrequenz von 60,9 MHz.
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Abb. 3.5 'H-"*N HSQC-Spektrum vorBc-Csp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat, pH 7,045
D,0 bei 15°C. Die Kreuzsignale der Amidprotonen smmdEinbuchstabencode beschriftet.
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Abb. 3.6 *H-">N HSQC-Spektrum voimBc-Csp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat, 5,6 M Hfar
stoff, pH 7,0 15% BO bei 15°C. Die Kreuzsignale der Amidprotonen simdEinbuchstabencode be-

schriftet.
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3.2 Diskussion- Bc-Csp R3E L66E, ein geeignetes Pro-
tein zur Untersuchung der Kéltedenaturierung mit-

tels multidimensionaler NMR-Spektroskopie

Der Harnstoffiibergang der kaltesensitiven DoppedmieBc-Csp R3E L66E belegt die
geringe Anderung der freien Enthalpie wahrend defafung des Proteins selbst bei
einer Temperatur von 15°C, bei der die hochsteil@#dlerwartet wird (Abb. 1.4). Der
prinzipielle Faltungsmechanismus des Proteins winth die Mutationen jedoch nicht
beeinflusst. Er lasst sich wie fur das Wildtyp-mtmit dem 2-Zustandsmodell be-
schreiben. Auch das MaR der Kooperativitat des gtoegs (m-Wert, Tab. 3-1), der
proportional zu der Anderung der l6sungsmittelzggjighen Oberflache bei der Entfal-
tung ist, stimmt mit dem Wert fir das homologe Ké&tthockproteiBs-CspB Uberein.
Der direkte Vergleich der m-Werte va@t-Csp R3E L66E und@c-Csp ist nicht mog-
lich, da auf Grund der hohen Stabilitat des WildBoteins ein Ubergang mit Harnstoff
nicht detektiert werden kann.

Die Stabilitdt de®c-Csp R3E L66E, die in Gegenwart von 15 %85 % HO hdher
ist als in einem Puffer mit 100 %.8, weist einen deutlichen Isotopeneffekt auf. Die
schnelle Faltungs- und Entfaltungsreaktion desdist(Perlet al., 1998) garantiert,
dass die austauschbaren Amidprotonen des Protkgraies in kirzester Zeit nach
dem Auflésen des Proteins in dem 15%0I85 % HO-Puffer ein stabiles N-H/N-D-
Verhaltnis erreichen und Messungen im thermodynemeis Gleichgewicht so leicht
zuganglich sind. Der Einfluss von,O auf die Stabilitdt von Proteinen ist in der Later
tur vielfach beschrieben. So werden z.B. RNaseyspkym, Cytochrom c, Azurin und
die N-terminale Doméne des ribosomalen ProteingM&khatadzeet al., 1995; Guzzi
et al., 1998; Krantzet al., 2000; Sato und Raleigh, 2007) durch die Anwesénos
schwerem Wasser destabilisiert. Eine weitere Stbhdszhreibt die Wirkung von D
auf Lysozym und Rinderserumalbumin als stabilisidréEfimovaet al., 2007). Zwei
gegensatzliche Effekte sind fiir die unterschiediiciBBeobachtungen verantwortlich.
Einerseits verstarkt {® den hydrophoben Effekt (Kresheekal., 1965), andererseits
schwacht RO Wasserstoffbrickenbindungen vor allem bei Pretgirdie einen hohen
Anteil ana-Helices besitzen (Krani& al., 2002). Da das Verbergen von hydrophoben

Seitenketten eine treibende Kraft bei der Faltueg aus 3-Faltblattern bestehen8en
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Csp R3E L66E ist, dominiert hier der Einfluss aehdydrophoben Effekt und ver-
schiebt das Gleichgewicht zwischen gefaltet unth#at zu Gunsten des nativen Prote-
ins. Die freie Enthalpie der Entfaltung bei 15°Cli % B30O/85 % HO ermittelt durch
Extrapolation auf 0 M Harnstoff erreicht mit ein&kfert von 5,20 + 0,15 kJ/mol so fast
auch den zuvor bei identischen Bedingungen durehntische Entfaltung ermittelten
AGy-Wert von 6,19 + 0,53 kJ/mol (Szyperskial., 2006).

Die geringe Stabilitat voBc-Csp R3E L66E birgt einige Schwierigkeiten fiir dlba-
rakterisierung des nativen Zustandes mittels NMRkBpskopie. Der héchste Anteil
an nativem Protein wird bei 15°C erreicht und kgt&v %. NMR-Experimente werden
jedoch bevorzugt bei hoheren Temperaturen durchgefoei denen sich die Rotations-
korrelationszeit des Proteins verktirzt und zu sd¢érea Linienbreiten fihrt. Die gerin-
ge Qualitat dedH-"N HSQC-Spektrums in Abb. 3.3 a lasst sich allerslinight allein
auf die niedrigen Temperaturen, bei denen das Erpat durchgefuhrt wurde, zurick-
fuhren, vielmehr scheint die hohe Entfaltungsratsek Proteins, den Austausch der
Amidprotonen mit den Protonen des Wassers zu béagénswodurch die Intensitat der
Kreuzsignale verringert wird. Die Reduktion des YHirtes von 7,0 auf 6,0 sollte den
Austausch um den Faktor 10 verlangsamen. Allerdkuysite durch diese Anderung
der Pufferbedingungen keine deutliche Verbessermgglt werden (Daten nicht ge-
zeigt).

Als weitere Ursache der geringen Qualitdt des 3pelge kommt auch der chemische
Austausch zwischen gefaltetem und entfaltetem PrateFrage. Unter nativen Bedin-
gungen konnten in def->N HSQC-Spektrum neben den Resonanzen fiir daseefalt
te Protein auch Signale mit geringer Intensitat das entfaltete Protein identifiziert
werden. Es liegt also ein langsamer Austausch heirdem die Differenz der chemi-
schen Verschiebund\f) groRer als die Austauschrate,] ist. Aw z.B. fur das Kreuz-
signal des G16 im gefalteten und entfaltdBerCsp R3E L66E lasst sich mit etwa 5700
s' abschatzen und ist damit zwar groRerkalsdes gesamten Proteins, das mit etwa
1000 Hz angegeben werden kann (Redl., 1998), liegt jedoch in der selben GrolRen-
ordnung. Die Nahe zum intermediéren Austaugeh £ kex) bei dem gegebenen Popu-
lationsverhaltnis des gefalteten und entfaltetestdfns von 0,87:0,13 liefert somit eine

maogliche Erklarung fir die hohen Linienbreiten gatingen Intensitaten.
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Schliel3lich muss fur folgende Experimente berldkgit werden, dass fir Proteinkon-
zentrationen Uber 800 uM keine Verbesserung deshalfersses von Signal-zu-
Rauschen erzielt werden konnte. Dies deutet a@f wimiibergehende Aggregation des
Bc-Csp R3E L66E, was ebenfalls Einfluss auf die Qatlion NMR-Spektren hat.

Das entfaltetdBc-Csp R3E L66E liefert im Gegensatz zum natiBenCsp R3E L66E
Spektren mit hoher Qualitat. Eine vollstandige Zimmg des'H-'>N HSQC-
Spektrums konnte somit erfolgen und erméglichtehadurch Bestimmung déesi-*N-
Kern-Overhauser-Effektes den Nachweis, dass digpoBptidkette in Anwesenheit von
5,6 M Harnstoff keine verbleibenden Sekundarstmgéiamente besitzt. Es bleibt abzu-
warten, ob die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Thomagp8eski (Universitat Baffalo,
USA) Unterschiede zwischen dem durch Kalte und éHdenaturierten Zustanden und

dem durch Harnstoff denaturierten Zustand aufde&aam.
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4 Bindung einzelstrangiger RNA an das Kalte-
schockprotein B aus Bacillus subtilis

4.1 Ergebnisse

4.1.1 Bindungsaffinitat einzelstrangiger RNA an Bs-CspB

Verschiedene  ssRNA-Oligonukleotide wurden mit Togttan-Fluoreszenz-
Titrationsexperimenten getestet, um geeignete Featgnfur die Strukturbestimmung
einesBs-CspBssRNA-Komlexes zu finden. Als Beispiel ist in Abhl die Titration

des Kalteschockproteins mit Heptauridin {r3"-UUUUUUU-3") gezeigt. Durch die
Zugabe der ssRNA nimmt die Fluoreszenzintensitatbisrzu Uber 95 % ab. Die An-
passung an Gleichung 2.4 liefert eine Dissoziakonstante von 183 + 6 nM und ein

stochiometrisches Verhéltnis von Liganden zu Pnoten 1,01:1.

100

Quenching in %

rU7-Konzentrationin uM

Abb. 4.1 Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstarftir denBs-CspBrU,-Komplex. Die

Proteinkonzentration betrug 1 uM in 20 mM N&y, pH 7,0 bei 15 °C. Die durchgezogene Linie be-
schreibt die Anpassung der Daten an Gleichung 2.4.

Einige weitere untersuchte Oligonukleotide leitern yon einer vermuteten Bindestelle
desBs-CspB zu der 5 -nicht-translatierten Region (5" -0 Tder BssCspB mRNA ab,
die alscold box2 bezeichnet wird (Graumaret al., 1997), andere von der Konsensus-
Sequenz, die sich aus DNA-Oligonukleotiden mit kiéchsten Affinitat ergibt und mit
Hilfe eines DNA-Microarrays bestimmt wurden (Morgeinal., 2007). Die Praferenz
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desBs-CspB fir ssDNA, die viele Desoxythymidin-Nukleaiénthalt (Lopezt al.,
2001), und die berichtete hohe Bindungsaffinitds dsDNA-Fragments Heptades-
oxythymidin (Zeebet al., 2006) gab den Anlass die entsprechenden ssRNAcgea

Hexa- und Heptauridin zu untersuchen.

Oligonukleotid | Lange | Kp (nM) Oligonukleotid | Ladnge | Kp (nM)
und Sequenz und Sequenz

rC7U*® 7 88+ 5 rch2 & 7 182 + 23
GUCUUUU AGUUUUC

rC7° 7 159 + 11 rch2 & 7 1280 + 55
GUCUUUA UUCGUCU

rC7G*¢ 7 158 + 19 rch2 % 7 307 + 26
GUCUUUG GUCUUGA

rAC7*® 7 485 + 21 rcee 6 323 +33
AUCUUUG GUCUUU

rCC7*® 7 822 + 25 rce®® 6 748 + 54
CUCUUUG UCUUUG

ru,¢ 7 183+ 6 g’ 6 336 + 27
UUuuUuuu UUuuuu

Tab. 4-1 Dissoziationskonstanten voBs-CspBssRNA-Komplexen, bestimmt mittels Tryptophan-
Fluoreszenz-Titrationen.
& Experimente wurden bei 15°C in 20 mM N&@,, pH 7,0 durchgefihrt.
® Experimente wurden bei 15°C in 20 mM Natrium-Cadat pH 7,0 durchgefiihrt.
¢ Abgeleitet von der mutmaRlichen Bindestelle BCspB zu der 5°-UTR Region dBs-CspB mRNA
Scold box2).

Eine starke Bindung der korrespondierenden ssDMAd& beschieben in: (Zeebal., 2006).
¢ Abgeleitet von der DNA-Consensus-Sequenz der zegpen Bindung, ermittelt durch einen DNA
Microarray (Morgaret al., 2007).

Alle ermittelten Dissoziationskonstanten sind irbT4-1 zusammengefasst. Sie liegen
im mittleren bis hohen nanomolaren Bereich. Dielsi@metrischen Verhaltnisse haben
einen experimentellen Wert von nahe 1. Der Verglaeer Kp-Werte fir die sSRNA
rC7G und den verwandten Fragmenten rC6 und rC6@erdein Nukleotid am 5" bzw.
3’-Ende fehlt, verdeutlicht die hdhere Bindungsutffit vonBs-CspB fir Heptanukleo-
tide gegenuber Hexanukleotiden. Dies ist ebensdi&iOligonukleotide ridund rUs zu
beobachten. Als starkster Binder wurde das Fragm€mt) mit der Sequenz 5'-
GUCUUUU-3" identifiziert. Es ist analog zu der DNfensensus-Sequenz (5°-
GTCTTTGI/T-3"), die aus Oligonukleotiden mit der héten Affinitat in einen DNA-
Microarray ermittelt wurde. Fragmente, die von dreSequenz nur in der ersten und
letzten Position abweichen, haben eikgrWert, der bis zu einem Faktor von 9 hdher

ist, und unterscheiden sich in ihrer Affinitat nickesentlich von zwei Oligonukleoti-
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den, die von der vermuteten Bindestelle BesCspB im 5-UTR der eigenen mRNA
abgeleitet wurden. Nur das Fragment rcb2_b, das Rurinbase in der Mitte der Se-
quenz besitzt, hat eine deutlich geringere Affinitdd belegt die bevorzugte Bindung

von Sequenzen durd@s-CspB, die reich an Pyrimidinen sind.

4.1.2 Kinetik der Oligonukleotidbindung an Bs-CspB

Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante aus Ahigichrl.1 gibt das Verhaltnis zwi-
schen der Dissoziationskf) und der Assoziationsratenkonstarkg)(wieder. Um ei-
nen tieferen Einblick in die Komplexbildung zu ditka, wurden beide Konstanten ex-
perimentell durch schnelles Mischen der Proteim@smnit verschiedenen Konzentrati-
onen an Oligonukleotid bestimmt (Abb. 4.2). Untendjegebenen Reaktionsbedingun-
gen: Pseudo 1. Ordnung entspriéht dem Anstieg der beobachteten Geschwindig-
keitskonstante mit steigender Oligonukleotidkonesidn. ko ergibt sich aus dem
Achsenabschnitt bei 0 M Oligonukleotid. Dieser Wisttdurch die lineare Extrapolati-
on weniger genau bestimmt &s, und wird deshalb haufig Uber die Beziehlgg =
Kon'Kp ermittelt.

1 T 1 T T T T T T 1T T L L L T [ 1
30 | a 30 - b .
200 | 4 @ 200 N
£ £
8 L i 2 L _
< <
100 ~ — 100 —
0 IR T Y T N O A B 0 | | 1 L | I | 1 | 1
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Oligonukleotid-Konz. in nM Oligonukleotid-Konz. in nM

Abb. 4.2 Bestimmung der Assoziations- und Dissoziationsiadastanten deBs-CspB-Oligonukleotid-
Komplexe. (a) r{ (offene Kreise), d (geschlossene Kreise); (b) rC7 (offene Dreiec#€)/ (geschlos-
sene Dreiecke). Die durchgezogene Linie beschdéhlineare Regression.

Die Konstanterk,, undkys der ssSRNA-Fragmente guind rC7 sowie die zu diesen ana-
logen ssDNA d§ und dC7 sind in Tab. 4-2 zusammengefasst. Diec@geiwichtsdis-
soziationskonstante wurde separat in Fluoreszematibnsexperimenten bestimmt. Die

Assoziationsratenkonstanten variieren nur gerinigfiwischen 1,69 10° M - s* und
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2,59- 10° M - s*, die Dissoziationsratenkonstante deckt dagegesnejmoReren Be-
reich von 3,53 bis 56,8 & ab. AuRerdem korreliekys mit Kp. Oligonukleotide mit
einer geringeren Affinitdt zBs-CspB besitzen auch eine erhdhte Dissoziationsraten
konstante, Oligonukleotide mit einer hohen Affihitlagegen eine niedrige Dissoziati-

onsratenkonstante. Dies gilt sowohl fir ssSRNA alshalir ssSDNA.

Oligonukleotid Ko (NM) | konr10° (M- 8h kot (ST kot (S)?
und Sequenz

rUs 336 £ 27 1,69+0,14 83,4 £ 8,8 56,8 £ 6,6
Uuuuuu

dTs 53,31+4,2 2,59 £ 0,06 19+238 13,8+1p
TTTTTT

rC7 159+ 11 2,17 £0,09 20,3 +4,3 34528
GUCUUUA

dCc7 141+1,1 2,44 + 0,08 0,15 + 3,2 35+0,3
GTCTTTA

Tab. 4-2 Gleichgewichtsdissoziationskonstante sowie Asgioria- und Dissoziationsratenkonstanten
von Bs-CspB-Oligonukleotid-Komplexen, bestimmt mittelsuéteszenz-Titrations- und Fluoreszenz-
stopped-flow-MessungenrAlle Experimente wurden bei 15°C in 20 mM N#&HDy, pH 7,0 durchgefihrt.
®koit Wurde Uber die Beziehurgy = ko' Kp berechnet.

4.1.3 Thermodynamik der Oligonukleotidbindung an Bs-CspB

RNA und DNA unterscheiden sich in zwei Eigenschafteneinander. Zunachst enthalt
die RNA eine Ribose als Zuckerbaustein anstattr dd@soxyribose und des Weiteren
ist die Base Thymin durch Uracil ersetzt. In delydoden Experimenten sollte mittels
isothermaler Titrationskalorimetrie untersucht wesrd welcher dieser Unterschiede
einen Einfluss auf die Affinitat und Thermodynandi&r Oligonukleotidbindung aBs-
CspB hat. Dazu wurden Messungen mit,reiner ssSRNA, d7, einer ssDNA, und d)
einem Oligonukleotid, dass den Zuckerbaustein Dg#moxse mit der Base Uracil kom-
biniert. Somit unterscheidet sich gubn rU; und dT; jeweils in nur einer Eigenschatt.
Die einzelnen Titrationen sind in Abb. 4.3 a-c dmtgllt. Die Proteinkonzentration be-
trug 6 uM. Da fur die Messung mit dder Quotient aus Proteinkonzentration und Dis-
soziationskonstante einen Wert von 496 erreichtdardit nur noch knapp in dem Be-
reich von 10 bis 500 liegt, fir den alle thermodwyischen Parameter in einer Messung
zuverlassig bestimmt werden kdnnen, wurde die Megdei 2 uM wiederholt (Abb.
4.3 d).
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Abb. 4.3 Isothermale Titrationskalorimetrie vdds-CspB titriert mit ry (a), dU, (b) und dT (c+d). Die
Proteinkonzentration betrug 6 UM (a+b+c) bzw. 2 (d)! Die jeweils obere Abbildung gibt die Heizleis-
tung wahrend jedem Titrationsschritt wieder, digighdst, damit keine Temperaturdifferenz zwischen
Mess- und Referenzzelle entsteht. In der jeweilernem Abbildung ist die molare Warmemenge gegen
das Konzentrationsverhéaltnis Ligand/Protein aufggen. Die durchgezogene Linie ist die Anpassung der
Daten an ein Modell mit mehreren identischen Bitele.

Die ermittelten Dissoziationskonstanten und diertteelynamischen Parameter sind in
Tab. 4-3 zusammengefasst. Die Ergebnisse fir dimd. 2. Messung des Oligonukleo-
tids dT; stimmen nahezu Uberein, so dass das Experimerg ph&il Bs-CspB ausrei-
chend genaue Werte liefert und fir Vergleiche hgeangen werden kann. Die stdchi-
ometrischen Verhaltnisse fir die Experimente mit @igonukleotiden ri dU; und
dT7 (1. und 2. Messung) betragen 0,905; 0,880; 0,8860)843. Abgesehen von der 2.
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Messung mit d¥ unterscheiden sie sich nur um 1,7 % von einanddrgarantieren so
auch eine gute Vergleichbarkeit der thermodynaneisdRarameter der verschiedenen
Oligonukleotide untereinander. Die systematischevéibhung von einer 1:1 Stéchio-
metrie ist wahrscheinlich auf die Absorption dest@ins an Oberflachen der Experi-
mentiergefalRe bei der Herstellung der Verdiunnuzgeickzufiihren. Dadurch wird die
tatsachliche Proteinkonzentration Uberschatzt.

Das Oligonukleotid riJ hat eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante iittleren
nanomolaren Bereich. Durch die Substitution deroR&bdurch Desoxyribose in dem
nicht nattrlichen Oligonukleotid dlAndert sich delKp-Wert nur geringfugig, aber die
daruiber hinaus gehende Substitution der Base Wamh Thymin in dem Oligonukle-
otid dT; erhéht die Affinitat erheblich. Die Komplexbildungt durch eine exotherme
Reaktion charakterisiert und die einzelnen moldeaktionsenthalpien weichen nur 4
% vom Mittelwert ab. Die molare Reaktionsentropan\wdT; ist dagegen signifikant

niedriger als von rlund dU, die sich wiederum kaum von einander unterscheiden

Oligonukleotid Ko (nM) | AH (kd-molY) | AS@-mol™-K™) | T-AS (kJ-mol")°
und Sequenz

ru, 2 218+ 9 -139,0+0,8 -354,1+25 -102,0+0,8
UUuuUuuu

du, ? 177 +8 -142,3+0,9 -364,5 + 3,2 -105,0+ 1,0
(2-Desoxyuridin)

dT;? 12,1+0,7 -132,1+0,4 -310,1+2,3 -88,4 + 0,5
TTTTTTT

dT,° 11,6 £0,8 -133,2+0,7 -306,7+1,4 -89,4 £ 0,7
TTTTTTT

Tab. 4-3 Dissoziationskonstanten und thermodynamische Raeamvon Bs-CspB-Oligonukleotid-
Komplexen, bestimmt mittels isothermaler Titratikasrimetrie. Alle Experimente wurden bei 15°C in
20 mM NaHBPQ, pH 7,0 durchgefihrt. Die Proteinkonzentrationrbgf 6 uM bzw.” 2 pM Bs-CspB.

¢ Berechnet fur 15°C.

4.1.4 NMR-Titration von Bs-CspB mit einzelstrangiger RNA

Es wurden zwei NMR-Titrationen mitN-markiertenBs-CspB und der unmarkierten
ssRNA ry (5"-UUUUUU-3") und rC7 (5- GUCUUUA -3") durchgeéfit. Eine Uber-
lagerung desH->N HSQC-Spektrums von freiem Kalteschockprotein wiesn mit
Oligonukleotide gesattigten Protein ist in Abb. Bzv. Abb. 4.5 dargestellt.
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Die meisten Amidprotonen weisen einen schnellenmtéehen Austausch auf der
NMR-Zeitskala auf, was die Zuordnung der Kreuzsignem den KomplexenBs-
CspB-rl4 und Bs-CspB-rC7 auf Grund des graduellen VerschiebensRésonanzen
wahrend der Titration ermoéglichte. Folgende Aminwea treten durch einen hohen
Wert der mittleren gewichteten Anderung der chehdsc Verschiebung
(Admw(*Hn,™N)) von groRer als 0,13 ppm hervor (Abb. 5.8, idefite Aminosauren
sind unterstrichen):

Bs-CspB titriert mit rly: K7 (B-Strang 1); E14Schleifef1-32); G14, F15G16 (RNP-
Motiv 1); D25 (B-Strang 3); V26 V28, H29, E30 (RNP-Motiv II); S31, 133, F38 K39,
T40 (Schleife33-4).

Bs-CspB titriert mit rC7: K7, W8, F9[{Strang 1);_E1ZSchleife31-32); K13, F15
G16 V20 (RNP-Motiv I); D25(B strand 3); V26V28, H29, F30(RNP-Motiv I1); S31
A32, 133 F38 K39 (Schleife34); E53 (3-Strang 1).

Die Ruckgratresonanzen dieser Reste reagiereni@lindung von rid bzw. rC7 ent-

weder durch direkte Interaktion mit der Aminosaoder durch Konformationséande-
rungen des Proteins, die in einiger Entfernung den Bindestelle verursacht werden.
Rest T40 imBs-CspBrUg-Komplex weist einen langsamen Austausch auf deiRNM
Zeitskala auf und konnte somit wahrend der Titrattocht verfolgt werden, ebenso
Rest F17 imBs-CspBrUg und Bs-CspBrC7-Komplex. Die Zuordnung von F17 iBs-
CspBrC7-Komplex konnte jedoch mit dem Tripelresonanzekxpent HNCA geldst
werden. Auffallig unterscheiden sich die beiden éxpente in Bezug auf den Rest
W8. Wahrend bei der Titration mit rC7 eine weseht Verschiebung der Ruckgrat-
und der Seitenkettenresonanz beobachtet werderikorarandert sich die Position des
Kreuzsignals fir das Amidproton bei der Titratioit ns nur geringfligig. AuRerdem
verschwindet das Signal fur die Seitenkette wahmerdTitration und erscheint auch

nicht an einer neuen Position nachdem der Kompdéarmt ist.

4.2 Diskussion

Durch Ausnutzung der intrinsischen Fluoreszenz Thgptophan 8 als Sonde fir die
Bindung von Liganden an d&s-CspB ist es gelungen, verschiedene Aspekte der-Int

aktion von ssRNA mitBs-CspB zu charakterisieren und mBs-CspBssDNA-
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Komplexen zu vergleichen. Die nahezu identischemiddten, die z.B. fur rig mittels
Fluoreszenztitration und isothermaler Titrationskimhetrie ermittelt wurden, belegen,
dass es mdoglich ist, mit Hilfe der Fluoreszenzesgbaften einer einzelnen Aminosaure
(W8) auf die Wechselwirkung des gesamten Proteihsl@mn Oligonukleotid zu schlie-

Ren.

4.2.1 Bs-CspB bindet ssRNA mit geringerer Affinitat als ssD NA

Mit Hilfe der Kristallstrukturen von CSBsDNA-Komplexen konnten sieben Bindeta-
schen inBs-CspB identifiziert werden (Maxt al., 2006; Maxet al., 2007). Entspre-
chend diesem Befund wurden in der vorliegenden Arb&ryptophan-
Fluoreszenztitrationsexperimente und isothermalgaflonskalorimetrie mit Hepta-
nukleotiden durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigemssdiie Affinitat vonBs-CspB ge-
genuber ssRNA niedriger ist als gegeniuber ssDNA.(fia2 Tab. 4-3). Die Bindung
von Bs-CspB an ssRNA mit verschiedenen Basenzusammengetzwnd Nukleotid-
anzahlen belegt dennoch, dass eine starkere Bindumddeptanukleotiden verglichen
mit Hexanukleotiden erfolgt (Tab. 4-1) und legt siomahe, dass auch ssRNA wie
ssDNA unter Nutzung von sieben BindetascherBa€spB bindet. Durch Vergleich
der Affinitdten von Heptanukleotiden mit Hexanuklden, die durch Verklirzung am
5" bzw. 3"-Ende von dem Heptanukleotid abgeleited,swie das Oligonukleotid rJ
(5"-UUUUUUU-3) mit rUs (5-UUUUUU-3) und rC7G (5"-GUCUUUG-3") mit
rce6G (5"-UCUUUG-3") sowie rC6(5"-GUCUUU-3"), wird deutlich, dass der Unter-
schied zwischen sieben und sechs Nukleotiden jedacleinen Faktor von 2 bis 4,7
beinhaltet. Dies entspricht einer Anderung derefieEnthalpie der BindungM\Gp)
von 1,7-3,7 kJ/mol und erreicht damit kaum die @rifddnung des Engeriegehalts
einer Wasserstoffbrickenbindung (4-13 kJ/mol) odan-der-Waals-Wechselwirkung
(2-4 kd/mol je Atompaar). In der siebten Bindeta&ssind allerdings eine Vielzahl von
Wechselwirkungen zu erwarten, so dass der geddgen-Wert von 1,7-3,7 kJ/mol nur
mit einer Kompensation der Enthalpie durch die &pitr bei der Bindung erklart wer-
den kann. Im Gegensatz zur ssRNA konnte bei dengldeh der ssDNA d7
(5"-TTTTTTT-3") mit dTs (5"-TTTTTT-3") ein deutlich hoherekAGA-Wert von 12,5
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kJ/mol bestimmt werden (Zeed al., 2006) und belegt hier eindeutig das Vorhanden-
sein von sieben Bindetaschen.

Die zugrunde liegenden Mechanismen der geringefénitét von Bs-CspB zu ssRNA
im Vergleich zu ssDNA wurde anhand von zwei ssDNAg@hukleotide und ihren
ssRNA-Analogen, die 6 bzw. 11-fach schwacher an Kidgeschockprotein binden,
durch Messung der Assoziations- und Dissoziatidgeskaonstanten der Komplexbil-
dung mit Hilfe einestopped-flow-Fluoreszenzapparatur untersucht (Tab. 4-2). Die &h
lichen k,n-Werte der untersuchten ssRNA und ssDNA offenbdiergeringe Spezifitat
von Bs-CspB bei der Assoziation betreffend der Zusamnteosg der Nukleobasen
und der Art des Zuckerriickgratégg variiert jedoch entsprechend dem dazugehérigen
Kpo-Wert. Eine niedrige Bindungsaffinitat auf Grundstibilisierender oder fehlender
Interaktionen an der Grenzflache zwischen Prot@id Ligand erhéht dekqs-Wert.
Was nun die molekularen Ursachen fur die hohéggiWerte von ssRNA verglichen
mit sSDNA sind, konnte in den folgenden Experimenteit Hilfe der isothermalen
Titrationskalorimetrie ermittelt werden.

Aus dem Vergleich deKp-Werte des RNA-Fragments ¥{5"-UUUUUUU-3"), dem
DNA-Fragment d¥ (5"-TTTTTTT-3") sowie der Desoxyribonukleinsaurd-gddie sie-
ben Uracil-Basen beinhaltet, kann geschlossen werdass nur die zuséatzliche Me-
thylgruppe, die die Base Thymin von der Base Uractkrscheidet, fir die hohere Af-
finitdt von dT; verantwortlich ist. Durch die siebenfache Wiedéwhg dieses Motivs
ist die hydrophobe Wechselwirkung zwischen Protead Ligand derart erhoht, dass
sich daraus ein etwa 15-fach niedrigler-Wert ergibt. Aus den experimentellen Daten
kann auch abgelesen werden, dass die Art des Aladkgphatriickgrates fur die Inter-
aktion vonBs-CspB mit Oligonukleotiden keine Rolle spielt. Dis$ in Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen aus der Rontgenstruktiysadie zeigen, dass die Bin-
dung von Oligonukleotiden an das Protein nur UberNUkleobase erfolgt (siehe Ab-
schnitt 5.1.2).

Die Komplexbildung ist durch eine stark negativeaR®snsentropie gepragt. Dies be-
deutet, dass die Affinitat vaBs-CspB gegenulber Oligonukleotiden mit sinkenden Tem-
peraturen deutlich zunimmt. Dies steht im Einklanmigy der Funktion der Kalteschock-
proteine, die Adaption von Prokaryoten an niedki¢gchstumstemperaturen zu vermit-

teln. Denn auch die Tendenz von Nukleinsauren ziguBg von Doppelstrangen
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nimmt mit sinkenden Temperaturen zu. Ob als RNAgehan oder Transkriptionsanti-
terminator, um dies zu verhindern, muss BasCspB eine effektive Bindung mit der
RNA eingehen. Fur deBs-CspBdT; Komplex wurde in dieser Arbeit (Abschnitt 4.1.3)
ein AS bei 15°C von -310 J/(m®) bestimmt. Zeeb et al. ermittelten bei der Komple
bildung eine Entropiednderung der Proteinkette ¥iat® J/(molkK). AS konnte hierbei
durch Vergleich der Ordnungsparametefsvén freiem und gebundenem Protein aus
Nano- bis Picosekunden-Dynamiken des Riickgrate2%& berechnet werden (Zeeb
et al., 2006). Fur das flexible einzelstrangige Oligomakid dT; ist darlber hinaus
ebenfalls eine Entropieabnahme durch die Bindungraarten. Fir die gesamte Entro-
piednderung bei der Komplexbildung sind aber niahtdie daran beteiligten Moleki-
le, Protein und Ligand, zu bertcksichtigen, sondminoh das Lésungsmittel Wasser.
Der in dieser Arbeit gemesseA&Wert steht somit nicht im Widerspruch zu dem von
Zeeb et al. gefundenen Wert. Hervorzuheben istrdefdie dass die Betrage d&s
Werte der Oligonukleotide fund dU gréRer sind als bei dTwéahrend alle Reak-
tionsenthalpien nahezu identisch sind (Tab. 4-3@rinl ist auch der vergleichsweise
niedrigereKp-Wert von dT; begriindet. Auf molekularer Ebene konnte daflr &irida-
rung sein, dass ungebundenes dihe hohere konformationelle Freiheit als; nthd
dU; besitzt, die fur alle Nukleotide in der gleicheredé durch die Bindung aBs-
CspB eingeschrankt wird. Jedoch zeigen quantendolmiBerechnungen, dass die
Methylgruppe der Base Thymin die energetisch ggesti Torsionswinkel der N-
glykosidische Bindung zwischen Zucker und Base tn&@hschréankt (Saenger, 1984).
Viel entscheidender fir die mdglichen Konformatioraes Nukleotids ist die 2 -OH-
Gruppe in der Ribose, deren Abwesenheit in der Dggmwse die Anzahl der energe-
tisch gunstigen Konformationen erhoht. Dieses mdbale Modell spiegelt sich aber so
nicht in den gefundeneAS-Werten wieder, denn die Anderung der Entropie lolwlie
Bindung vonBs-CspB an r{J und dy ist fast identisch (Tab. 4-3). Somit ist die Ursa-
che flr einen geringeren Betrag der Reaktionseistrogi dem Oligonukleotid d/Tnur

in der zusatzlichen Methylgruppe zu suchen. Dureseal erhdht sich die hydrophobe
Oberflache der Base, so dass im ungebundenen dustenr Wassermolekule des LO-
sungsmittels eine geordnete Schicht um die Badaldan (hydrophober Effekt). Infol-
ge der Bindung von dTanBs-CspB gewinnen diese Wassermolekiile an Bewegungs-

freiheit und tragen somit zu einer Erh6hung derdpié bei, so dass in der gesamten
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Entropiebilanz eine geringere Abnahme der Entropieeh die Anlagerung des Oligo-
nukleotids an das Protein beobachtet werden kantertlchungen zur Selbstassoziati-
on von Nukleosiden, die durch ein Stapeln zweieseBagegeneinander verursacht wird
und somit der Interaktion der aromatischen Aminosi@wesBs-CspB mit den Basen
des Oligonukleotids ahnlich ist (siehe Abschnift.3), unterstitzten diese Interpretati-
on (Lawaczeck und Wagner, 1974; van Hodtlal., 1998; Bloomfield, 1999). Danach
ist die Gleichgewichtsassoziationskonstante vorokghimidin groRer als von Uridin

und belegt auch hier die Bedeutung der Methylgruppdie Wechselwirkung.

4.2.2 Ort der ssRNA-Bindung an Bs-CspB in Lésung

Die strukturellen Konsequenzen der Bindung des gsRidxanukleotids rlg und des
sSRNA Heptanukleotids rC7 amBs-CspB wurden in Losung mittels NMR-
Spektroskopie untersucht. Die mittlere gewichterelérung der chemischen Verschie-
bung der Amidproton-Stickstoff-Korrelationen wahdeder Titrationsexperimente er-
maoglicht es den Ort der ssRNA-Bindung zu lokalisierauch wenn die chemische
Umgebung der betreffenden Atome nicht nur in uretiiirer Nahe zur Ligandenbin-
destelle, sondern durch grol3ere Konformationsamderu des Proteins auch weiter
entfernt davon beeinflusst sein kann. Es wurdesélr viele Kreuzsignale ifH-"N
HSQC-Spektrum eine Verschiebung beobachtet. Diesderte es den Grenzwert von
Admw(*Hn,"N) mit 0,13 ppm auf einen vergleichsweise hohent\¥ersetzen, um fiir
die Bindung relevante Aminosauren zu identifizieredir die Aminosauren F15, F17,
F27, H29, F30 und W8, die in CSBDNA- (Maxet al., 2006; Maxet al., 2007) und
Bs-CspBssRNA-Komplexen (Abb. 5.7) eine Stapelinteraktiomn ader Base des Oligo-
nukleotid eingehen und auch in NMR-Titrationsexpemten auffielen (Zeebt al.,
2006), zeigen ebenso eine Verschiebung bei demahmi@n dieser Arbeit durchge-
fuhrten Experiment mit rC7. Ausgenommen hiervondi& Aminosaure F27, dessen
Ruckgratatome durch die Bindung keine deutlicheékadg der chemischen Verschie-
bung erfahren. Auch bei der Titration mitgrlerschiebt F27 im NMR-Spektrum nicht
wesentlich. AuRBerdem konnte hier F17 auch unterHilienahme von™N-editierten
3D Experimenten im gebunden Zustand nicht eindeauggeordnet werden. Besondere

Aufmerksamkeit ist aber auf die Aminosaure W8 zihten. Die Position des Kreuzsig-
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nals des Ruckgratatoms &andert sich kaum durch dige8enheit von rk) die Seiten-
kettenresonanz W8sc verschwindet jedoch wahrendldieation und erscheint auch
beim Erreichen einer 1:1 oder 1:1,5 Stochiometiehitnan einer neuen Position. Dies
deutet auf einen intermediaren chemischen Austamsadebundenen Zustand hin und
unterscheidet das Oligonukleotidgibn rC7. Vor dem Hintergrund, dassgrein He-
xanukleotid ist, so dass es nicht alle sieben Bastden aBs-CspB besetzen kann und
dass W8, nach den Ergebnissen aus der Kristaltatruk eine Stapelinteraktion in der
siebten Bindetasche involviert ist (Abb. 5.7), nersgwei verschiedengs-CspBrUs-
Komplexe in Losung vorliegen, die miteinander imeiGhgewicht stehen, um das Ver-
halten der Seitenkettenresonanz W8sc zu erklareeinem Komplex belegt gJdie
Bindetaschen 1-6 und in einem anderen Komplex beleglie Bindetaschen 2-7. Eine
ahnliche Linienverbreitung wie fur die Resonanz W&d nicht fir die Resonanz des
F38 zu erwarten, das die an einer Stapelinteraktioier ersten Bindetasche beteiligt ist
(Max et al., 2006). Denn F38 bildet auch den Interaktionsparfiir die Base in der
zweiten Bindetasche und sollte somit beim WechseMbdalitat kaum eine Anderung
der chemischen Verschiebung erfahren. Der Ubergangler einen in die andere Form
konnte durch vollstdndige Dissoziation des Oligdaalds und sich wieder anschlie-
Rende Assoziation an andere Bindetaschen erfotgkan,durch ein Gleiten der ssSRNA
auf dem Protein. Aufschluss dartber kdnnten Einatdhkillspektroskopie-Experimente
liefern, wie Roy et al. fir das ssDNA-bindende Bioi{(SSB) au&.coli zeigen konnten
(Royet al., 2009).

Neben den Aminosauren, die an Stapelinteraktioedaillyt sind, kdnnen auch Amino-
sauren mit einem hohefduw(*Hn,°N)-Wert in den beiden Titrationsexperimenten
beobachtet werden, die an Interaktionen mit denf¢gfoppen der Nukleobasen in den
Kristallstrukturen vonBs-CspB-rl4 und Bs-CspB-rC7 beteiligt sind (siehe Abschnitt
5.1.3, Abb. 5.7). Dazu zahlen D25, K7 und F9. N&@fehlt nur knapp das gewahlte
Kriterium von 0,13 ppm. Auch bei Q59 kann die latdron der Seitenkette mit der
ssRNA die Resonanzfrequenz der Rickgratatome stehk genug beeinflussen. Auf-
fallig ist, dass auch die Position des Peaks Kagksterschoben wird, in den Kristall-
strukturen jedoch nicht mit dem Oligonukleotid inethselwirkung tritt. Dies ist Ge-

genstand weiterer Diskussion in Abschnitt 5.2.2.
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5 Kristallstruktur des Kéalteschockproteins B aus
Bacillus subtilis im Komplex mit einzelstrangi-
ger RNA

5.1 Ergebnisse

5.1.1 Kiristallstrukturbestimmung

Fur die Komplexe auBs-CspB und den einzelstrangigen RNA-Fragmenteg rU
(5"-UUUUUU-3") bzw. rC7 (5-GUCUUUA-3") konnten HKdtialle in der Raumgruppe
P22,2, geziichtet werden. Die Kristallisationsbedingunger in Tab. 5-2 beschrie-
ben. Rontgenstreudaten wurden BgCspB-rl4 an einem RoOntgengenerator und fur
Bs-CspB-rC7 am BESSY Synchrotron bis zu einer Auftigsuon 1,68 A bzw. 1,38 A

aufgenommen (Tab. 5-2).

Komplex Bs-CspB-rUs Bs-CspB-rC7
Probenlésung 50 mM NaCl, 20 mM Hepes pH 7,5
31 % (w/v) PEG 3350 30 % (w/v) PEG 4000
Kristallisierldsung 0,25 M MgCp 0,2 M MgCb
0,1 M Tris pH 8,5 0,1 M Tris pH 8,5

400 nl Probenlésung + 400 nl Kristallisierlosung

Kristallisieransatz mit anschlieBender Inkubation bei 20 °C

Kristalle

Tab. 5-1Kiristallisierung deBs-CspBssRNA-Komplexe mit Abbildungen der Kristalle.
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Komplex

Wellenléange (A)
Auflésung (A)

Letzte Schale (A)
Raumgruppe
Temperatur (K)
Rontgenstrahlenquelle
Detektor

Elementarzellparameter

a (A)

b (A)

c (A)

Einzigartige Reflexe

| /o(l) (Letzte Schale)
Vollstandigkeit der Reflexe (%)
Rmeas(%)

Bs-CspB-rUs

1,5418
17,46-1,68
1,72-1,68
P2,2:2;
110
rotierende Anode
Image-Plate
MAR345

49,038
49,769
57,380
15961
10,48 (1,85)
96,3 (93,7)

7,9

Bs-CspB-rC7

0,91840

19,02-1,38

1,50-1,38

P22:2,

110

Synchrotron Bessy 14.
CCD

Rayonix MX-225

NJ

49,275
50,512
57,802
30207
20,73 (2,8)
99,6 (99,8)
3,9

Tab. 5-2 Parameter zur Aufnahme der Rontgenstreudaten dieplexeBs-CspB- rl4 undBs-CspB-rC7.

Das Phasenproblem konnte fiir beide Datensatze duaibkularen Ersatz mit der
Struktur des freierBs-CspB (PDB: 1CSP) gelost werden und wurde bis zo de
Ruork/ Riress Werten von 18,0/23,5 bzw. 15,4/19,4 verfeinerto(Tz3).

Komplex

Protein Data Bank Eintrag
Auflésung (A)
verwendete Reflexe

I'_'\>vwork/ Rfreeb (%)

Anzahl der Atome

Anzahl der Proteinmolekiile
Anzahl der RNA Molekule
Anzahl der Wassermolekiile
Mittlerer B-Faktor (&)

Reflexe zur Berechnung vaee (5 %)

Bs-CspB-rUs | Bs-CspB-rC7
3PF5 3PF4
17,46-1,68 19,02-1,38
15162 28688

798 1510
18,0/23,5 15,4/19,4
1359 1385

2 2

2 1

178 197

25,5 22,2

Tab. 5-3Parameter zur Strukturverfeinerung der KomplBge&spB-rl} undBs-CspB-rC7.

Dafur wurde fur deBs-CspB-rl4 Komplex eine TLS-Verfeinerung fur das Proteinmo-

lekdl und fir denBs-CspB-rC7 Komplex zusatzlich im letzten Verfeinagsmyklus

eine anisotrope Verfeinerung durchgefihrt. Die Itesende Elektronendichte der Pro-

teinmolekile ist in beiden Komplexen gut defini&te Nukleotide sind deutlich flexib-

ler, was sich in hoheren B-Faktoren bzw. anisotnopaslenkungsparametern wider-
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spiegelt. In Abb. 5.1 sind die anisotropen Auslaerdsparameter flr delBs-CspB-rC7
Komplex dargestellt. Es fallen von den in der Stnmalaufgelésten Nukleotiden beson-

ders das 3"-terminale (gelb) und das 5 -terminal&l@btid (rot) durch eine hohe Un-

ordnung im Kristall auf.

Abb. 5.1 Darstellung der anisotropen AuslenkungsparamétedénBs-CspBrC7 Komplex. Der Aus-
lenkungsparameter steigt von blau tber griin und gath rot an. Die Abbildung wurde mit der Web-

Anwendung Parvati (Merritt, 1999) erstellt.

Nach Abschluss der Verfeinerung konnten keine Aligieiten bei der Validierung der
Strukturen festgestellt werden (Tab. 5-4). 99,1 8d 0,9 % bzw. 97,2 % und 2,8 %

aller Reste befinden sich in den erlaubten undtzlisi erlaubten Regionen des Rama-

chandran-Diagramms.

Komplex Bs-CspB:-rUs | BsCspB-rC7
RMSD:
Bindungslangen (A) 0,016 0,017
Bindungswinkel (°) 1,5 1,63
Torsionswinkel (°) 5,85 5,84
Planaritat (A) 0,006 0,008
Ramachandran Statistiken:
Reste in der erlaubten Region (%) 99,1 97,2
Reste in der zuséatzlich erlaubten Region (%4),9 2,8

Tab. 5-4 Parameter nach der Evaluierung der KompBx€spB- rl§ undBs-CspB-rC7.
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Die asymmetrische Einheit in beiden Kristallstruktu enthalt zwei Kélteschockprote-
inmoleklle. An eines von ihnen ist ein RNA-Ligandbgnden. In deBs-CspB-rl}
Struktur interagiert das zweite Proteinmolekil mibhem weiteren einzelnen RNA-
Nukleotid (Abb. 5.2 und Abb. 5.3). In beiden Komyd&ukturen konnten funf Nukleo-
tide des RNA-Molekiils in die Elektronendichte eipgest werden. Dabei handelt es
sich ausschlie3lich um Nukleotide mit Pyrimidin-Bas Bei demBs-CspB-rl4 Kom-
plex ist ein Nukleotid nicht aufgelost. Um den Meigh derBs-CspB-rl und derBs-
CspB-rC7 Struktur zu vereinfachen, wird festgelegtss es sich hierbei um das 5'-
terminale Uridin handelt. In deBs-CspB-rC7 Komplex fehlt das 5 und das 3'-
terminale Nukleotid mit einer Purinbase.

Im Folgenden soll nur das Proteinmolekil in bei@mukturen, das mit der einzelstréan-
gigen RNA assoziiert ist, und dessen Interaktiomérdem Oligonukleotid beschrieben
werden. Da die Kristallstrukturen vds-CspB-rl4 undBs-CspB-rC7 im Wesentlichen
Ubereinstimmen, bezieht sich die nun anschlieR&sdehreibung auf beide Komplex-

strukturen. Unterschiede werden im Text gesondastdigehoben.
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Abb. 5.2 Kristallstruktur vonBs-CspB in Komplex mit riJ. Darstellung des Inhaltes der asymmetrischen
Einheit. 3-Faltblatter sind mif3 beschriftet, Schleifen mit L. Nukleotide sind m&m Einbuchstabencode
ihrer Base und einer Nummer entsprechend ihretiBosh der Sequenz bezeichnet.

Abb. 5.3 Kristallstruktur vonBs-CspB in Komplex mit rC7. Darstellung des Inhaltes asymmetrischen
Einheit.B-Faltblatter sind mif beschriftet, Schleifen mit L. Nukleotide sind rdém Einbuchstabencode
ihrer Base und einer Nummer entsprechend ihrettiBosh der Sequenz bezeichnet.
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Die Struktur des freieBs-CspB (PDB: 1CSP) und die Proteinketten der Konglexk-
turen vonBs-CspB-rl4 undBs-CspB-rC7 tberlagern sehr gut. Die mittlere quasthé
Abweichung (r.m.s.d.) der Riickgratatome betragtha4 A bzw. 0,29 A. Die beiden
Proteinmolekile in der asymmetrischen Einheit agisB3-CspB- rC7-Struktur eignen
sich, freies und ssRNA-gebunderi@ssCspB direkt mit einander zu Uberlagern (

Abb. 5.4). Auch bei diesem Vergleich weichen die Ruckgmatat mit einem r.m.s.d.
von 0,18 A sehr wenig von einander ab. Selbst dsition der in den folgenden Be-
schreibungen wichtigen Seitenketten von Trp8, Ph&l&e27 und His29 ist nahezu

identisch.

Abb. 5.4 Ubereinanderlagerung beider Proteinketten ausaggmmetrischen Einheit d&s-CspBrC7
Komplexes. FreieBs-CspB in gelb, an das Oligonukleotid gebundeB&&€spB in blau.

5.1.2 Strukturelle Organisation des Liganden

In die Elektronendichten der beiden Komplexstrugtukonnten die Nukleotidsequen-
zen 5-UUUUU-3" Bs-CspB-rly) und 5-UCUUU-3" Bs-CspB-rC7) eingepasst wer-
den (Abb. 5.5). Alle Basen sind in Richtung der tayhoben Proteinoberflache orien-
tiert und das Zucker-Phosphat-Ruckgrat ist dem hgsmittel zugewandt. Nur die Ba-
se des Nukleotids U5 bildet eine Stapelinterakiionder Base des Nukleotids U6. Die
5°-3"-Polaritat entspricht der zuvor fur Kaltesckpotein-ssDNA-Komplexe beschrie-
benen (Maxet al., 2006; Maxet al., 2007) und der fur die meisten anderen Proteirte mi
OB-Faltungsmotiv beobachteten Orientierung (Thesblell., 2003). Das 5°-Ende ist
dem Stran@5 und das 3"-Ende dem Strgbih zugewandt.
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Im Falle des Oligonukleotids rC7 nimmt das Cytid@8) und die Phosphodiestergrup

pe des folgenden Nukleotids zwei Konformationen Biie erste Konformation ermég-
licht eine Stapelinteraktion des vorangehenden éailds U2 mit der Aminosaure
His29. In der zweiten Konformation des C3 ist diedging zwischen U2 und His 29
durch eine zu grof3e Distanz nicht mdglich. Ausdiraus folgenden hohen Flexibilitat
des Nukleotids U2 kann fir dieses keine Elektroratid detektiert werden. In der
Kristallstruktur vonBs-CspB-rl§ existiert nur die Phosphodiesterbindung, die Nakkle
tid U3 mit U4 verbindet, in zwei Konformationen.

Die Konformation des Zuckers fur die Nukleotide D2 U6 in Bs-CspB-rl} ist wie
folgt: Cs-exo, Cy-endo, Cy-endo, Cs-endo und die energetisch unginstige-éndo
Konformation, und inBs-CspB-rC7: G-exo, C,-endo, Cy-endo, Cy-exo, Cy-exo. So-
mit sind die typischen Konformationen der RNAy-édo und G-endo, sowie zu die-
sen &hnliche in den Strukturen vertreten (Saeri$84). Bei allen Nukleobasen wird
die anti-Konformation beobachtet, auRer Nukleotid U2B&CspB-rC7, welches die
syn-Konformation einnimmt. Allerdings kann der Torsswinkel der N-glykosidische
Bindung der Base in dieser Position auf Grund depgd2lkonformation des Nukleotids

nur unsicher bestimmt werden.

Abb. 5.5 Orthoskopische Darstellung der ssRNA-Ligandeg (&) und rC7 (b) umgeben von ihrer Elekt-
ronendichte. Die ssRNA ist entsprechend dem CPke®eheingefarbt mit Ausnahme der Kohlenstoff-
atome, die in grin dargestellt sind. Die,Hc Elektronendichtekarten haben ein Konturlevel vod 1
Ligandenbindungsoberfliche und Protein-Ligand-bkgonen beziehungsweise 0¢b (a) Funf von
sechs Uridinen konnten in die Elektronendichte ejragst werden. Die Phosphodiestergruppe, die
Nukleotid 2 und 3 verbindet, nimmt zwei Konformatém ein. (b) Nukleotid U2 bis U6 konnten in die
Elektronendichte eingepasst werden. Nukleotid G8 die Phosphodiestergruppe des folgenden Nukleo-
tids existieren in zwei Konformationen. Bei der #@r Konformation konnte keine Dichte fir U2 detek-
tiert werden.
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5.1.3 Ligandenbindungsoberflache und Protein-Ligand -

Interaktionen

Die Oberflache des Kalteschockproteins B Basaillus subtilis teilt sich in zwei Berei-
che mit unterschiedlichen Eigenschaften. Eine Seité von Aminosauren mit sauren
Resten dominiert, die dort ein negatives Oberflapbéential erzeugen. Auf der gegen-
Uberliegenden Seite formen einige aromatische Asdacen, die von basischen Grup-
pen umgeben sind, eine amphipatische Grenzflacghejeth Ort der Ligandenbindung
darstellt (Abb. 5.6).

Abb. 5.6 Elektrostatisches Oberflachenpotential des Prstéim Bs-CspBrUg (a) und Bs-CspBrC7
Komplex (b) am Ort der Ligandenbindung. Das eledtatische Potential der I6sungsmittelzuganglichen
Oberflache ist auf die Kontaktoberflache des Pnstgirojiziert. Es wurde mit den Programmen APBS
(Bakeret al., 2001) und PROPKA (Let al., 2005) fir einen pH-Wert von 7,5 berechnet unddén
Bereich von -5 (rot) bis +5 kT (blau) dargestellt.

Die an der Bindung beteiligten Aminosauren entstammauptsachlich den ersten drei
B-Faltblattern sowie denf-Faltblatt 5 (Abb. 5.7). Dabei dominiert das Stapéder
Nukleobasen U2 bis U5 mit den aromatischen Resis@9%1Phe27, Phel7 und Trp8
die Interaktion mit dem Oligonukleotid. Phel5 papiert nicht an der Bindung der
RNA ebenso wenig Phe30. Eine Stapelung der Seitienken Phe38 mit der Nukleo-
base U3 in rg bzw. C3 in rC7 wird nur durch ein symmetrieverwasiBs-CspB-
Molekdil vermittelt.
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Abb. 5.7 Hydrophobe und polare Interaktionen zwiscBsrCspB und dem Oligonukleotid g{a) bzw.

rC7 (b). Die Kontaktoberflache ist als ein halbsparentes graues Objekt dargestellt. Proteingrympen

in Stapelinteraktionen und Wasserstoffbriicken imeot sind, sind entsprechend dem CPK-Schema
eingefarbt mit Ausnahme der Kohlenstoffatome, digiitin dargestellt sind. Das RNA-Molekul ist ent-
sprechend dem CPK-Schema eingefarbt mit Ausnahm&aldenstoffatome, die in hellblau dargestellt
sind. Wasserstoffbriicken zwischen Protein und RMA als gestrichelte Linie gezeigt. Wassermolekile,
die Protein-Liganden-Interaktionen vermitteln, siald blaue Kugeln dargestellt. (c+d) Ausschnitt der
RNA-Bindestelle in Strukturformeln illustriert. Di@ligonukleotide ry (c) und rC7 (d) sind in schwarz
und Proteingruppen in dunkelgrau dargestellt (bbtdmhruckgrat). Die lAngste beobachtete Nukleetids
quenz von rC7 ist gezeigt. Ein Aminosaurerest eisgametrieverwandteBs-CspB-Molekils ist in
hellgrau dargestellt. Stapelinteraktionen zwischeommatischen Seitenketten und Nukleobasen sind als
durchgezogene Linien verdeutlicht, Wasserstoffbeiickls gepunktete Linien. Die Nummer der Bindeta-
sche fir einzelne Nukleobasen ist unter der entbereden Stapelinteraktion angeben und entspricht de
veroffentlichten Nummerierung nach (Meixal., 2006).

Verschiedene Wasserstoffbricken verstarken digdktien mit dem Liganden. Eine
Wasserstoffbriicke verbindet die Seitenkette von5@&Imit dem H von U2 in Bs-
CspB-rC7. Dieser Kontakt wird durch ein Wassermidgllek Bs-CspB-rl} vermittelt.
Weitere Wasserstoffbriicken werden zwischen deeSigitte von Asp25 und®Hon
U4 und zwischen der Seitenkette von Lys7 sowie Tnp@dem G von U4 ausgebildet.
Asp10 kontaktiert das @von U5 inBs-CspB-rl direkt und tiber ein Wassermolekiil in

76



Ergebnisse und Diskussion

Bs-CspB-rC7. Zusatzliche durch Wassermolekile veettettVechselwirkungen treten
zwischen der Riickgrat-Carbonylgruppe und dehv@n U3 bzw. dem Hvon C3 auf.
Des Weiteren existieren Interaktionen zwischen Réckgrat-Carbonylgruppe von
Asp25 und dem ®Ovon U4 sowie zwischen der Riickgrat-Carbonylgruppe Phe9
und dem H von U5. Nur eine Wechselwirkung zwischen dem Pmnated dem Zucker-
rickgrat konnte beobachtet werden. In beiden Hisstakturen bildet die 2°-OH-
Gruppe von U5 eine Wasserstoffbriicke mit der Skétta von Asn10.

Die zentrale Seitenkette aus der Schleife Arg56 bildet einen intermolekularen Kon-
takt mit symmetrieverwandten Proteinmolekuilen, amsier Ausbildung von Wasser-
stoffbrickenbindungen mit den Phosphatgruppen dganden, wie es in deBs
CspB-dE Komplexstruktur beobachtet wurde (Mebal., 2006).

5.2 Diskussion

Die Strukturen von Bs-CspB im Komplex mit den einzelstrangigen RNA-
Oligonukleotiden r|d und rC7 konnten mittels Rontgenkristallographi&®sgewerden.

In den beiden Kristallstrukturen bindet ein RNA-Mkiil an ein Proteinmolekul. Dies
steht im Gegensatz zu vorher bestimmten Kristakstren vonBs-CspB undBc-Csp

im Komplex mit dem ssDNA Fragment HexadesoxythymiiTs) (Max et al., 2006;
Max et al., 2007). In deBs-CspB-dE-Struktur sind benachbarte Proteinmolekiile fort-
laufend durch die ssDNA verbunden und in BetCsp-d&-Struktur wurde ein Dimer
mit domain-swap beobachtet, bei dem zwei Proteinmolekiile durclwégsen Aus-
tausch der Peptidketten zwei verknipfte Kéalteschoatkindomanen bilden. Ergebnisse
aus der Ultrazentrifugation von diesen CSP-Oligdentid-Komplexen verdeutlichten
jedoch, dass es sich in Lésung um eine 1:1 Stocttroenhandelt, bei der ein Protein-
molekil mit einem ssDNA-Molekll interagiert (Max,0@). Auch die NMR-
spektroskopische Bestimmung der Rotationskorrelaieit von Bs-CspB und Bs-
CspB-dT fuhrt zu der selben Schlussfolgerung (Zekhl., 2006). Die Kristallstruktu-
ren Bs-CspB-dTE und Bc-Csp-dE geben somit also ein globuléres Geflge wieder, das
nicht die Verhaltnisse in Losung widerspiegelt. Mén in dieser Arbeit prasentierten

Strukturen vornBs-CspB-rl4 und Bs-CspB-rC7 konnte erstmals auch im Kristall beo-
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bachtet werden, dass nur ein Kalteschockproteinemgm Oligonukleotid in Kontakt
ist.

Dessen ungeachtet weisen alle vier Strukturen Gesagikeiten in der Art der Nukleo-
tidbindung auf: die RNA-Bindestelle wird von eirmmphipatischen Proteinoberflache
gebildet und die Interaktionen mit dem Ligandendeer vor allem durch Stapelwech-
selwirkungen zwischen Nukleobasen und aromatis8estenketten vermittelt. Nur die
Tatsache, dass von den sechs Nukleotiden in Be@spB- ri4-Komplex und von den
sieben Nukleotiden in deBs-CspB-rC7-Komplex nur finf in der Elektronendichte
erkennbar sind, verhindert, dass alle zuvor fur SSIPNA-Strukturen beschriebenen
Interaktionen mit denen aus d&s-CspBssRNA-Strukturen verglichen werden koén-

nen.

5.2.1 Identifizierung von vier ssSRNA-Bindetaschen

Die Interaktionsflache voBs-CspB mit dem Liganden kann in verschiedene Bindeta
schen unterteilt werden, die jeweils durch ein Mokid besetzt werden. Von den zuvor
fur Bs-CspB beschriebenen sieben Bindetaschen, die d&rBolaritat des Liganden
folgend von 1 bis 7 nummeriert werden, konnen uteden Komplexen mit sSSRNA
beobachtet werden (Abb. 5.7 c+d). Alle diese Biagelien sind durch eine Stapelinter-
aktion einer aromatischen Aminoséaure und einer éhlikhse gekennzeichnet. Die Bin-
detaschen 1 bis 3 sind nicht besetzt. Die Wechdalwg des Phe38 eines symmetrie-
verwandten Proteinmolekils mit der Nukleobase UB. 1623 ersetzt jedoch die Interak-
tion in der Bindetasche 1. In der Bindetasche peidtadie Nukleobase U2 mit His 29.
Die Base U3 irBs-CspB-rl4 bzw. die Base C3 iBs-CspB-rC7 stapelt mit der Seiten-
kette von Phe25 und bildet so die Bindetasche SeinTasche 6 wechselwirkt die
Nukleobase U4 mit Phel7. Die letzte BindetaschedeitNummer 7 ist gekennzeichnet
durch eine Stapelinteraktion der Nukleobase U5Tm8. Ein weiteres in der Elektro-
nendichte aufgeldstes Nukleotid interagiert mit deonangehenden Nukleotid durch
Stapelung der Nukleobasen. Diese Anordnung wirdrdilhigs durch die Kristallpa-
ckung begiinstigt, da eine Wasserstoffbriickenbindmigchen der Kopfgruppe“@er
Base U6 und der Aminosaureseitenkette des Lysl&s eagmmetrieverwandten Prote-
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inmolekuls diese Konformation stabilisiert. Eingatéige Basenstapelung ist somit in

L6sung nicht zu erwarten.

5.2.2 Gegeniberstellung der strukturbiologischen Er gebnisse
aus Rontgenkristallographie und NMR-Spektroskopie

Die Abwesenheit von Interaktionen der ssSRNA BstCspB in den Bindetaschen 1 bis
3 ist darauf zurlckzufuhren, dass die Bindetasgle2durch Stapelung einer Nukleo-
base zwischen den Seitenketten von Phe30 und Ried8Blet wird, in den Kristall-
strukturen durch die Seitenkette des Arg56 einesmsstrieverwandten Proteinmolekiils
belegt ist. Die Guanidin-Gruppe wird dabei durchsé&astoffbriickenbindungen mit
der Carbonylgruppe von Lys39 und der Hydroxylgruppa Thr40 in dieser Position
gebunden. Diese durch die Kristallpackung verurgattiechselwirkung gab den An-
lass, die Bindung von ssRNA &s-CspB in Losung zu untersuchen. Die Anderung der
chemischen  Verschiebung der Resonanzen des Proteins NMR-
Titrationsexperimenten ermoglichte es, den Bindariggon rls und rC7 zu lokalisie-
ren (Abschnitt 4.1.4). Die Darstellung der Aminosiy die eine groRe Anderung der
chemischen Verschiebung erfahren, auf der Protenfldche der Komplexstrukturen
(Abb. 5.8) verdeutlicht, dass die Flache, die vemd.iganden in Lésung bedeckt wird,
ausgedehnter ist, als es die Kristallstruktur zésgisonders die Kreuzsignale der Ami-
nosauren Phe38 und Phe30 erfahren eine der grdésichiebungen (Abb. 4.4 und
Abb. 4.5). Diese Reste fallen auch bei der NMRalitm desBs-CspB mit dT auf
(Zeebet al., 2006). AuRerdem sind die Seitenketten diesereRastler Kristallstruktur
desBs-CspB-dE-Komplexes in eine vierteilige Stapelinteraktiont mén Nukleobasen
von zwei Nukleotiden in den Bindetaschen 1 und®lwiert (Max et al., 2006). Des
Weiteren erfahrt das Kreuzsignal von Lys39 einekelibhe Anderung der chemischen
Verschiebung durch die Bindung von ssRNA. In BeiCspB- dE-Struktur bilden die
Ruckgratatome von Lys39 Wasserstoffbriickenbindungéin den Kopfgruppen der
Nukleobase in der Bindetasche 2. Diese Ergebniss#eutlichen, dass in LosunggU
und rC7 die Bindetasche 2 besetzen.

Auffallig ist, dass bei den NMR-Titrationsexperiniem zwei Aminosauren, die in Sta-

pelinteraktionen mit den Nukleobasen in den Kristalkturen vonBs-CspB-rl4 und

79



Ergebnisse und Diskussion

Bs-CspB-rC7 involviert sind, keine starken Verschigipen ihrer Kreuzsignale aufwei-
sen. Dazu gehdort Phe27 und im Fall der Titratiohrkd auch Trp8 (Phel7 konnte bei
der Titration mit rl4 wegen des langsamen chemischen Austausches eitblgt wer-
den). Die nahezu identischen Konformationen didsaimoséauren im freien und ge-
bundenen Zustand, wie es mit den Kristallstruktumafgezeigt werden konnte (Abb.
5.4), liefert dafur eine Erklarung. In Lésung andsgich die elektronische Umgebung
der entsprechenden Atomkerne des Proteinriickgdates die Anlagerung der ssRNA
an die Seitenkette kaum und somit auch nicht ihesoRanzfrequenz, die ifti->N
HSQC-Spektrum detektiert wird.

Abb. 5.8 Interaktion der ssRNA miBs-CspB detektiert mittels NMR-Titrationsexperimentéhl-*>N
HSQC-Spektren). Die Oberflache des Proteins dest&listrukturerBs-CspB-ri} (a) undBs-CspB-rC7
(b) ist als graues Objekt dargestellt. Aminosawsteredie sich durch einen hohen Wert fir die rmitle
gewichtete Anderung der chemischen Verschiebungidgmund >N auszeichnerA3>0,13 ppm), sind in
rot gezeigt. Aminosaurereste, die sich durch Staeelktionen in Komplexen voBs-CspB und ssRNA
(diese Arbeit) und in Komplexen vaBs-CspB und ssDNA (Maxt al., 2006) auszeichnen sowie die
Ruckgratatome von Lys39 sind beschriftet. AuRerdém die Aminosauren Glu53 und Arg56 gekenn-
zeichnet.

Bei der NMR-Titration vonBs-CspB mit rC7 verschiebt das Kreuzsignal von Glu53
sehr weit, obwohl sich diese Aminosaure weit entfevon der Protein-RNA-
Interaktionsflache befindet. GIu53 ist die letztenidosdure de$-sheet 4 (34, Abb.
5.3). In der sich anschlieBenden Schleifg)(befindet sich die Aminosaure Arg56, fur
die in der Struktur vomBc-Csp-d§ eine Wechselwirkung der Guanidingruppe mit dem
Phosphatriickgrat der ssDNA beschrieben ist (ktak., 2007). Glu53 fungiert deshalb
in Loésung wahrscheinlich als Scharnier fir die 8ifblLys und ermoéglicht so eine

Wasserstoffbriicke zwischen der Seitenkette von &ngbd der Phosphatgruppe, die
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sich zwischen der Bindetasche 4 und 5 befindet5&ist somit ein Sensor fir die Kon-
formations&nderung des Proteins entfernt von dertddastelle mit der ssSRNA.

Auf Basis dieser Untersuchungen lasst sich die mete Interaktionsflache von rC7
und rUs in Losung wie folgt beschreiben (Abb. 5.9): Dagptéaukleotid rC7 belegt alle
sieben Bindetaschen auf der Oberflache BeiCspB, das Hexanukleotid gldlagegen
nur die Bindetaschen 2 bis 7. Furgnist es auch vorstellbar, dass durch eine Verschie-
bung des Liganden die Bindetaschen 1 bis 6 besetzten. Bindetasche 7, die durch
die Stapelinteraktion einer Nukleobase mit Trp8eayekzeichnet ist, ware dann nicht
besetzt. Das Verschwinden des Kreuzsignals dererSaitte von Try8 im'H-"*N
HSQC-Spektrum deBs-CspB-rly-Komplexes (Abb. 4.4), was auf einen intermediaren
chemischen Austausch zurtickzufihren ist, kdnntéHameis darauf sein, dass in L6-
sung zwei Modalitaten der Komplexbildung vorliegen.

Trotz der Unterschiede zwischen den ErgebnisserdauRdntgenkristallographie und
dem Modell fur die Verhéaltnisse in Losung lieferie &ristallstrukturen ein klares Bild
der Erkennung von ssRNA-Substraten in den Bindb&asd bis 7.

Bs-CspB-rU, Bs-CspB-rC7

im Kristall 1o 1 2

3 4 5 6 7 3 4 5 6 7
2 3 4 5%6 2 3 4 5%'6

in L('jsung 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 5.9 Schematische Darstellung d&s-CspB-ssRNA-Interaktionen im Kristall und in Lésuriyote-
inmolekule (graue Objekte) interagieren mit Nuklasén in den Bindetaschen (nummerierte Aussparun-
gen). Nukleotide sind mit dem EinbuchstabencoderiBase und einer Nummer, hier als Index, entspre-

chend ihrer Position in der Sequenz bezeichnetlddtikle, fir die keine Elektronendichte in der Ront
genstrukturanalyse identifiziert werden konnteddieligrau eingefarbt.
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5.2.3 Die Bindung von Bs-CspB an einzelstrangige RNA und die

Auswirkungen auf die Funktion

In den bisher aufgeklarten CSBDNA sowie in den in dieser Arbeit beschrielidsn
CspBssRNA-Komplexstrukturen sind die an der Bindung ldganden beteiligten Sei-
tenketten des Proteins in fast unveranderter Oeiemtg verglichen mit der Struktur des
freien Proteins. AuRerdem kann auf Grund der hok&soziationsratenkonstanten bei
der Ligandenbindung (siehe Abschnitt 4.1.2), ditewinen niedrig-energetischen Uber-
gangszustand hinweisen, geschlossen werden, delssl@uStruktur des Ubergangszu-
standes bei der Ligandenbindung kaum von der Strulds freien Kalteschockproteins
abweicht. Damit ist die Interaktion vdss-CspB mit Oligonukleotiden am ehesten mit
dem Schlussel-Schloss-Prinzip als mit dewuced-Fit-Modell zu beschreiben.

Bei einem genauen Blick auf die einzelnen Binddtasdallt die Bindetasche Nummer
6 besonders auf, die sich von den anderen durcArdiahl der Kontakte des Proteins
mit den Kopfgruppen der Nukleobase unterscheideti B/asserstoffbrickenbindun-
gen werden zwischen dem Pyrimidinring und Aminosgeitenketten gebildet (Abb.
5.10). Alle anderen Nukleobasen sind durch wenigartakte in ihrer Bindetasche fi-
xiert. Die Position 6 ist spezifisch fur die Baseatll, denn eine Wasserstoffbriicke
verbindet das protonierte®Nler Nukleobase U4 mit der Carboxylgruppe des Asp25
Das deprotonierte Nder Base Cytosin wiirde hier eine destabilisierangehselwir-
kung verursachen. Eine fast identische Interakiiowliieser Bindetasche wurde auch
schon in der Kristallstruktur voc-Csp- d& beobachtet (Maxt al., 2007). Auch besta-
tigen Untersuchung der Bindungsaffinitat von ssD&#Bs-CspB, dass Thymin in Po-
sition 6 gegenuber Cytosin bevorzugt wird (Maal., 2006). Die zusatzliche Methyl-
gruppe in der Base Thymin, die sie von der BaseiUubaterscheidet, beeinflusst diese
Vergleiche nicht, da in deBc-Csp-d§ und derBs-CspB-dE-Struktur diese Methyl-

gruppe nicht an Interaktionen mit dem Protein tigtast.
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Bindetasche 6 7

Abb. 5.10Interaktion von Kopfgruppen der Nukleobase U4 Rridteingruppen in der Bindetasche 6 des
KomplexesBs-CspBrC7. Die Art der Darstellung entspricht der von ABLy.

In der Bindetasche 4 ifBs-CspBrC7-Komplex lasst sich ein weiterer Hinweis aufeein
basenspezifische Wechselwirkung finden. Das prettaiN der Nukleobase U2 bildet
eine Wasserstoffbriicke mit der Carbonylgruppe mS#atenkette des GIn59. Jedoch ist
die Elektronendichte fur U2 iBs-CspBrC7 schlecht definiert und die beschriebene
Interaktion wird imBs-CspBrUes-Komplex nur durch ein Wassermolekul vermittelt, so
dass eine die Nukleobase festlegende WechselwirkuBgndetasche 4 nicht bewiesen
ist. Weitere Praferenzen fur bestimmte Basen koénimenden Bs-CspB-ssRNA-
Kristallstrukturen nicht beobachtet werden, da Vebhirkungen der Kopfgruppen der
Nukleobasen mit dem Protein in den Bindetaschénhusid 7 fast nur durch Wassermo-
lekile vermittelt werden. Somit lasst sich die Rind von ssRNA durclBs-CspB als
weitgehend sequenzunspezifisch gegeniiber den Rasenl und Cytosin beschreiben.
Die erhbhten Dissoziationsgleichgewichtskonstawtam Oligonukleotidsequenzen, die
Purine enthalten, kdnnen jedoch gut durch einésstee Hinderung erklart werden.

Eine wichtige Wechselwirkung ist flr die Seitenkettes Asnl10 zu beobachten, das
eine Wasserstoffbriickenbindung mit der 2"-OH-Grugee Ribose von Nukleotid U5
in der Bindetasche 7 bildet. Diese Interaktionsigézifisch fir RNA, denn in DNA-
Molekilen ist auf Grund der 2°-Desoxyribose diesectselwirkung nicht moglich. In
allen anderen Bindetaschen ist die Ribose weg \v@mRioteinoberflaiche zum L6-
sungsmittel hin orientiert und interagiert nichtt dem Kalteschockprotein, das somit

einzelstrangige RNA und DNA nicht unterscheidenrkaBa in der Bakterienzelle
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DNA fast ausschlie3lich als Doppelstrang vorliegt,einzelstrangige RNA jedoch das
Substrat, das in der hdchsten Konzentration vdrlieg der haufigste Interaktionspart-
ner fur das Kalteschockprotein darstellt.

Mit Hilfe der Rontgenkristallographie und der NMRektroskopie konnten bereits
einige Strukturen von Proteinen im Komplex mit sgRbestimmt werden. In dem he-
terotetramererexon junction core Komplex, der fur dasplicing der pr&-mRNA ver-
antwortlich ist, konnte die Wechselwirkung der DEADx Adenosintriphosphatase mit
Hexauridin beobachtet werden (Anderstmal., 2006). DEAD-box Proteine nutzen die
Energie aus der Hydrolyse von Adenosintriphosphatdoppelstrangige Nukleinsduren
zu entwinden (Cordiet al., 2006). Die fur diese Funktion nétige sequenzunfigehe
Bindung an mRNA reflektiert sich in der molekular@truktur durch einen ausschliel3-
lichen Kontakt der Helikase mit dem Zuckerphosplekgrat aller RNA-Reste wieder.
Nicht nur in diesem Punkt unterschiedet sich diechgelwirkungen des DEAD-box
Proteins mit sSRNA von dem KalteschockprotBsaCspB, sondern ebenso durch die
Erkennung von vier 2"OH-Gruppen in dem Hexauridin.

Die Struktur dessplicing factor 1, der ebenfalls an der Prozessierung der pra&-mRNA
beteiligt ist, konnte in Losung aufgeklart werdéru(et al., 2001). Die an ihn gebunde-
ne elf Nukleotide umfassende ssRNA schliel3t aigon branch point sequence
5-UACUAAC-3’ ein, dessen letztes Adenosin die Warigungsstelle ist, an dem die
Zirkularisierung des Introns stattfindet. AhnlichewbeimBs-CspB bindet die RNA in
einer ausgedehnten Konformation an eine hydropkaierflache auf dem Protein, die
von positiv geladenen Seitenketten umgeben isjass das Zuckerphosphatriickgrat
dem Lésungsmittel zugewandt ist. Jedoch konntenek&itapelwechselwirkungen der
Basen mit aromatischen Aminoséauren identifiziertdea, stattdessen stapeln die Ba-
sen von drei Nukleotiden gegeneinander und bildesise helikale Struktur. In Uber-
einstimmung mit der Konservierung des Andenosinsl@nVerzweigungsstelle wird
dieses auch durch Wasserstoffbricken der Kopfgruplee Base mit dem Proteinrick-
grat spezifische gebunden.

Ein weiteres Beispiel fur die Interaktion von Prog:n mit SSRNA ist daBNA-binding
attenuation protein (TRAP) (Antsonet al., 1999). Es reguliert die Expression von Tryp-
tophanbiosynthese-Genen in verschieddBemilli. Das zirkulare aus elf Untereinheiten
bestehende TRAP ist aktiv im Komplex mit Tryptophard bindet Segmente von elf
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5-(G/U)AG-3" Tripletts, die jeweils durch zwei addrei nicht konservierte Nukleotide
getrennt sind. Die Interaktion des Proteins mit R&A erfolgt in der Art, dass die
ssRNA um das TRAP gewunden ist und die Basen d#eiRoberflache sowie das Zu-
ckerphosphatrickgrat dem Ldsungsmittel zugewarndtTiotz dieser Konformation
sind 2"-Hydroxylgruppen der Ribose an einigen 8telh Wasserstoffbriicken mit dem
Protein involviert. In den Bindetaschen kénnen tkeschiedensten Wechselwirkungs-
motive beobachtet werden. Darunter die Van-der-$/#é&chselwirkung einer Base
mit dem hydrophoben Bereich einer Lysinseitenketts, Stapeln von Basen unterein-
ander und das Stapeln einer Base gegen die arcimatisninosaure Phenylalanin. Ein
weiteres Unterscheidungsmerkmal zu dB®CspBssRNA-Strukturen ist, dass die
Kopfgruppen der Basen in dem Triplett spezifiscihctudie Ausbildung von Wasser-
stoffbriicken erkannt werden.

Auf Grund der bevorzugten Bindung von Pyrimidinethdaspolypyrimidine tract bin-
ding protein 1 (PTB) in dieser Hinsicht deiBs-CspB vergleichbar. PTB ist am Metabo-
lismus der mRNA beteiligt und besteht aus vier RblAdenden Doméanen (RBDs), die
jeweils durch eine unstrukturierte Polypeptidkegerennt sind. Die Strukturen der ein-
zelnen RBDs komplexiert mit der ssSRNA der Sequér€BCUCU-3" konnten in L6-
sung bestimmt werden (Oberstraatsal., 2005). Das Protein faltet in eirgeppop-
Topologie und besitzt wiBs-CspB die RNP-Motive 1 und 2, die Bs-CspB an der
Bindung von Oligonukleotiden beteiligt sind. Jeddshin PTB das RNP-Motive 1
kaum in die Bindung der ssRNA involviert. Des Wegate unterscheidet sich PTB von
Bs-CspB durch selektive Erkennung der Basen Cytosth Wracil in einigen Bindeta-
schen und neben der Stapelung von Basen mit asrhati Aminosauren ist auch die
Interaktion von Basen mit der Guanidinogruppe degiinseitenkette zu beobachten.
Auch in PTB ermoéglichen Wasserstoffbriicken desdmetmit der 2"-Hydroxylgruppe
der Ribose die Unterscheidung zwischen ssRNA ub#ias

Die Interaktion von ssSRNA mit der RNase Il (Frashal., 2006) weicht zunachst deut-
lich von Bs-CspB ab. In der katalytischen Doméane der RNasgird die Phosphat-
gruppe jedes Nukleotids durch ein oder zwei Wass#loslicken mit Proteinresten ge-
bunden, ein Charakteristikum fur sequenzunspezfdthkleotidinteraktion. Wechsel-
wirkung mit der 2"-Hydroxylgruppe der Ribose erkldrdie ausschlieRliche Spaltung

von ssRNA durch die Exoribonuklease. Die RNaseeBitat neben der katalytischen
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Ergebnisse und Diskussion

Doméne aber auch eine sogenannte Ankerregion, atre katalytischen Zentrum den
Nukleotidstrang zufiihrt. Sie besteht aus einer 8iéne und zweier Kélteschockdo-
manen (CSD1 und CSD?2). In der S1-Domane dominiBemenstapelungen mit aroma-
tischen Aminosauren die Interaktion des Proteirtsdei sSSRNA. Das Zuckerphosphat-
rickgrat ist hier ebenso wie in d83-CspBssRNA-Strukturen hauptsachlich von dem
Losungsmittel umgeben. Aber auch in einem weit&enkt sind sich die Kristallstruk-
turen von RNase UindBs-CspB im Komplex mit ssSRNA &hnlich. Die Atome dalR

in der CSD2 weisen hohe B-Faktoren auf und hel@ndamit von den Nukleotiden in
der katalytischen Domane ab, deren Struktur kideéniert ist.

Die biologische Funktion der CSP ist immer nocthh@ndeutig geklart. Fur das CspA
aus Escherichia coli fuhrte die Bindung einzelstrangiger Nukleinsaurel wlas damit
verbundene Verhindern der Ausbildung von Doppetsteaa zur Beschreibung der
Funktion als RNA-Chaperon (Jiareyj al., 1997), die bei niedrigen Temperaturen die
Translation der mRNA sicherstellen soll. Die Sequerspezifitdt der Bindung von
ssSRNA und die Art und Weise der Abschirmung der igayppen der Nukleobasen in
denBs-CspBssRNA-Strukturen unterstitzt diese Interpretation.

Neben der Funktion als RNA-Chaperon ist fur die @BBE. coli aul3erdem eine Akti-
vitat als Transkriptionsantiterminator beschrielfBaeet al., 2000), die aber ebenfalls
das Auflésen von Sekundarstrukturen beinhaltetdigser Arbeit wurde das Operon
metY-rpsO untersucht (Sandet al., 1988), das die Sequenz fur Proteine NusA, If2,
RbfA und PNP codiert, die eine Rolle bei der Adaptder Zellen an Kélte spielen. Es
konntein vivo beobachtet werden, dass durch UberexpressionEvmti CspC und
CspE oder unter Kalteschockbedingungen, auf di&diken mit einer Uberproduktion
von CspA reagieren, Gene jenseits von Transkriptemminatoren in diesem Operon
abgelesen werden. Dies konnte auchitro bestatigt werden. Das Transkriptionstermi-
natorsignal ist in der neusynthetisierten RNA cddiend besteht aus einer Stamm-
Schleifen-Struktur, worauf eine Uridin-Sequenz folgs wird erwartet, dass die Zersto-
rung der Stamm-Schleifen-Struktur die Terminati@mhindert, so dass nachgelagerte
Gene abgelesen werden kdnnen. Zusammen mit ein&tibhsstudie ak. coli CspE
(Phadtarest al., 2002a) legen die Ergebnisse von Bae et al. rddss, CspE durch Auf-
l6sen dieser Stamm-Schleifen-Struktur in der nasagen RNA die Transkriptionsanti-
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Ergebnisse und Diskussion

terminationsfunktion ausubt. Die Aminosauren Phd3@el1l7 und His32 spielen dabei
eine entscheidende Rolle (Phadteral., 2002b).

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden kenrgind in dem ziE. coli CspE
homologenBs-CspB die Aminosauren Phel7 und das dem His32 reisgnde His29
an Stapelinteraktionen mit den Nukleobasen der #sRéteiligt. Auch die Wechsel-
wirkung von Phe30 mit ssDNA ist belegt (Maixal., 2006). FUrE. coli CspE ergeben
sich schlie8lich zwei mdgliche Modelle, wie die &ta-Schleifen-Struktur des
Transkriptionsterminatorsignals aufgelést werdenriké (Phadtaret al., 2004). Zu-
nachst konnte CspE die ssRNA in der Schleifen-8trukinden und initiiert dadurch
die Trennung der Strange in der Stamm-Struktur G$E bindet direkt am Ubergang
von der Stamme- in Schleifen-Struktur. Die AminogiuPhel7 und Phe30 binden dabei
das 5" bzw. das 3"-Ende der Schleife, His32 dagegerkaliert in den Doppelstrang
des Stammes und ist somit aktiv an der AuflosungSdé&undarstruktur beteiligt (Abb.
5.11). Ubertragen auBs-CspB wiirde dies bedeuten, dass die Bindetascleant- 5-7
jeweils eine zusammenhangende Nukleotidsequenzbiwdirden. Auch wenn die bis-
her verfugbaren Kristallstrukturen vass-CspB in Komplex mit ssSDNA und ssRNA
belegen, dass es mdglich ist, dass ein einziggo@likleotidstrang in der Lage ist alle
Bindetaschen zu besetzen, gibt es keinen Anlas®aethriebene Modell auszuschlie-
Ben. Am besten Aufschluss dariiber kénnten Rontggakographie-Experiment mi.
coli CspE im Komplex mit sSSRNA geben, um letztendlithlgurbiologische Ergebnis-
se mitin vivo undin vitro Daten des in Bezug auf die Funktion am bestenhbiefe-
nen Kalteschockproteins miteinander verknipfendunken.

Abb. 5.11 Modell des Auflésens der Stamm-Schleifen-Strukturch E. coli CspE. Die Kristallstruktur
von E. coli CspA ist in gruin dargestellt, die Nukleinsdurgétb. Die Seitenketten von F17, F30 und H32
sind in rot gezeigt. F17 und F30 binden das 5"- dasl 3"-Ende des Strangs, wahrend H32 in den Dop-
pelstrang interkaliert und das Aufschmelzen vokibtr Die Abbildung ist aus (Phadtageal., 2004)
entnommen.
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Zusammenfassung

Die bakteriellen Kéalteschockproteine (CSP) sindndeProteine, die aus ca. 70 Amino-
sauren bestehen. Sie spielen eine wichtige RollddreAntwort der Bakterienzelle auf
eine abrupte Reduktion der Wachstumstemperatue. Biologische Aktivitat ist noch
nicht vollstandig aufgeklart. Die Funktionen alafskriptionsantiterminator beschreibt
die Bindung dieser Proteine an eine Stamm-Schl&temktur der RNA, die dadurch
aufgeldst wird. Somit erméglichen sie das Ablesem Genen, die jenseits dieses
Transkriptionsterminatorsignals liegen. Die Inteéiak der CSP mit einzelstrangiger
DNA (ssDNA) ist gut charakterisiert, und die Studdn zweier Kalteschockproteine
ausBacillus subtilis und Bacillus caldolyticus (Bs-CspB undBc-Csp) im Komplex mit
Hexadesoxythymidin (ds) sind bekannt. Allerdings war tUber die Wechselwirly der
CSP mit ssRNA bisher wenig bekannt. Daneben siadC8P auf Grund ihres geringen
Molekulargewichts und der Mdglichkeit, die thermadynische Stabilitat mit dem
Zwei-Zustandsmodell zu beschreiben, geeignete iRfér die Untersuchung der Pro-
teinfaltung.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine Doppelmtdeates Kéalteschockproteins aus
Bacillus caldolyticus (Bc-Csp R3E L66E) mittels NMR-Spektroskopie untersu€hé-
ses Protein besitzt nur eine sehr geringe thernmadisthe Stabilitdt und entfaltet be-
reits bei Temperaturen groR3er als 39°C und niedatge-11°C. Dies macht es mdglich,
den bei vielen Proteinen unzuganglichen und bighgeniigend erforschten durch Kal-
te denaturierten Zustand zu charakterisieren.

Auf Grund des Faltungsgleichgewichts und des stdmélustausches der Amidproto-
nen mit dem Wasser konnte die RiickgratzuordnunguiiB7 von 66 Aminosauren des
nativen Proteins durchgefuhrt werden. Die RiUckgmatdnung des mittels Harnstoff
denaturierten Proteins gelang jedoch unter Verwegdiwon Tripelresonanzexperimen-
ten vollstandig. Bei 5,6 M Harnstoff ist die Polypielkette komplett entfaltet und ent-
halt keine Sekundarstrukturen mehr. Mit dem dereiggruppe um Prof. Dr. Thomas
Szyperski (Universitat Baffalo, USA) zur Verfiiguggstellten**C *>N-markierten Pro-
tein sollte es moglich sein, den durch Hitze untt&denaturierten Zustand v@a-Csp
R3E L66E zu analysieren und mit dem durch Harnsteffaturierten Zustand zu ver-

gleichen.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde zunéachst didiifat von Bs-CspB gegentber
ssRNA ermittelt. Uridinreiche Heptanukleotide weisgie niedrigsterKp-Werte auf,
die im hohen nanomolaren Bereich liegen. Dennotlauffallig, dass ssRNA schwa-
cher gebunden wird als ssDNA. Dies ist auf den &usth der Base Thymin in der
DNA gegen die Base Uracil in der RNA zurickzufuhrdas Zuckerphosphatrickgrat
spielt dagegen keine Rolle fur die Interaktion \BsCspB mit dem Oligonukleotid.
Die Assoziationsratenkonstanten wiederum sind &idd» Nukleinséaurearten gleich, so
dass die unterschiedliché-Werte nur aus verschiedenen Dissoziationsratemdons
ten resultieren.

Um die molekularen Prinzipien der Erkennung vonN&Rlurch CSP analysieren zu
kénnen, wurdeBs-CspB zusammen mit den Oligonukleotidens 3"-UUUUUU-3")
und rC7 (5"-GUCUUUA-3") kristallisiert und die Konexstrukturen durch Réntgen-
streuung mit Aufldsungen von bis zu 1,68 A bzw.81/8 geldst. Dies sind somit die
ersten publizierten Kristallstrukturen eines Ké&ttesckproteins mit seinem natirlichen
Substrat: der RNA. Allerdings sind nur vier der aunan CSP identifizierten sieben
Bindetaschen durch Nukleotide besetzt. Die Binadias 1-3 sind durch die molekula-
re Packung im Kiristall nicht zuganglich. Trotz démterschiede in der globularen An-
ordnung der Proteinmolekile &hneln die Komplexs$tmdn vonBs-CsprUs und Bs-
CsprC7 in molekularen Details dem publiziert@&e-CspdTs-Komplex. Die ssRNA
nimmt eine ausgestreckte Konformation ein und dterbktion vonBs-CspB mit dem
Oligonukleotid wird von Stapelinteraktionen der Nedbasen mit aromatischen Seiten-
ketten dominiert. Wechselwirkungen mit den Kopfgrep der Nukleobasen sind aber
nur schwach ausgepragt, so dass nur in der Birdeta® Uracil spezifisch gebunden
wird. Eine Wasserstoffbricke vom Protein zum Zupkesphatriickgrat der ssRNA
existiert nur an einer Stelle. Darin involviert &ghe 2-OH-Gruppe, die RNA von DNA
unterscheidet. Auf Grund der geringen Anzahl dechgelwirkungen, ermoglicht dies
es dem Kalteschockprotein jedoch nicht zwischen RIN& DNA zu selektieren.
NMR-Spektroskopische Experimente, bei denen dieefumy der chemischen Ver-
schiebung der Proteinrtickgratatome durch die Bigdder ssSRNA analysiert wurde,
erganzen die strukturbiologischen UntersuchungedesmKomplexerBs-CsprUs und
Bs-CsprC7. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die BindwergsdRNA in Lésung im

Gegensatz zum Kiristall auf sechs bzw. alle siebiadddaschen erstreckt.
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Weitere wissenschaftliche Ergebnisse und
Publikationen

Fibrillenbildung der N-terminalen Doméne von
PABPN1

Okulopharyngeale Muskeldystrophie (OPMD) ist einerkheit, die durch eine Tri-
nukleotidexpansion in dem Gen des Poly(A)-binden&eateins aus dem Zellkern
(PABPN1) verursacht wird (Braet al., 1998). Dadurch wird auf der Ebene der Trans-
lation eine Polyalaninsequenz gleich nach dem i&&hionin des PABPN1 verlangert.
OPMD ist durch amyloid-ahnliche intranukledre Aldaghgen gekennzeichnet, die
hauptséachlich aus PABPN1 bestehen (Caktdgd., 2000). In Folge dessen leiden Pati-
enten im hdheren Alter vor allem an hangenden Alidgm und haben Schluckbe-
schwerden.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dlis&beth Schwarz (Universitat Hal-
le-Wittenberg) wurde die Fibrillenbildung der N4t@nalen Doméane von PABPNL1, die
eine um sieben Alanine verlangerte Polyalaninserjuex eine Tryptophaninsertion an
Position 22 direkt nach der Polyalaninsequenz fat22)-N-(+7)Ala),in vitro mittels
1D 'H Echtzeit-NMR-Spektroskopie untersucht. Die siel#danine entsprechen der
langsten in Patienten gefundenen Expansion undwsgzliche Tryptophan ermdglicht
eine bessere spektroskopische Zuganglichkeit, e séparate Resonanz fiir dag H
Proton der Tryptophanseitenkette im 1D NMR-Spektrbeobachtet werden kann
(Abbildung 1 a).

Das Protein wurde in dem Fibrillierungspuffer, leé&nd aus 5 mM KHPO,, 150 mM
NaCl, 1 % (w/v) NaN, 90 % HO/10 % DO pH 7,4 aufgeldst und bei 37°C eine Serie
von 860 1D" H-NMR-Spektren in 110 h aufgezeichnet. Zwei weitBpektren wurden
nach 400 und 615 h aufgenommen. Bei der Auswenurgen die Bereiche der Me-
thylen/Methyl-Gruppen, der Amidprotonen und dés$ Protons im 1D Spektrum integ-
riert und gegen die Fibrillierungszeit aufgetrag@bbildung 1 b). Alle Kinetiken zei-
gen einelag phase von 50 h gefolgt von einem exponentiellen Abfédas NMR-

Integral nimmt Uber die Zeit ab, da sich die Anzadi |6slichen, sich schnell bewegen-
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den Moleklle mit fortschreitender Fibrillierung temlert. Interessant ist, dass das Sig-
nal der Tryptophanseitenkette nahezu vollstandigaomvand (Abbildung 1 a + b),
wahrend die Amidprotonen und die Methylen/Methyli@ven etwa 20 % der initialen
Intensitat behalten. Dieses Ergebnis legt nahes siah das Tryptophan von W(22)-N-
(+7)Ala ebenso wie die Polyalaninsequenz im Zentden Fibrille befinden, wo die
lokale Dynamik auf Grund der Ausbildung einer d&bip-Kreuz-Struktur einge-
schrankt ist. Die verbleibenden Signale gehérederu C-terminalen Teil der Polypep-
tidkette, die dem Lésungsmittel zugewandt ist ungr@ichend Flexibilitat besitzt, um
mittels NMR-Spektroskopie detektiert zu werden.

Die Ergebnisse wurden in einer wissenschatftlichechEeitschrift veroffentlicht:
(Rohrberget al., 2008)
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Abbildung 1 Echt-Zeit-NMR-Analyse der Fibrillenbildung von WARN-(+7)Ala. (a) Niedrigfeldaus-
schnitt des 1BH NMR-Spektrums von W(22)-N-(+7)Ala am Beginn (obemach 110 h (mittig) und am
Ende des Fibrillierungsexperiments (unten) bei 37() Abfall der 1D*H NMR-Resonanzen von
W(22)-N-(+7)Ala wahrend der Fibrillenbildung. Relet NMR-Integrale der Amidregion (Dreiecke, 7,3-
8,7 ppm), Methylen/Methyl-Gruppenregion (Rautery,-0,0 ppm) und der einzelnen Tryptophanseiten-
kettenresonanz (Kreise, 10,1 ppm). Fir die Abnahtee NMR-Integrale wurde eine einfach-
exponentielle Funktion zwischen 75 und 620 h angenen (durchgezogene Linie).
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Interaktion des Alzheimer B-Amyloid-Peptids (1-40) mit
der Antikdrperdomane B10

Die Alzheimersche Krankheit ist durch die Ausbilduron Fibrillen, die aus den Amy-
loid-B-Peptid (A3) bestehen, gekennzeichnet. In diesen Fibrilled sie Peptidketten
in einer sogenanntgiKreuz-Struktur arrangiert, die sich durBkraltblatter senkrecht
zur Fibrillenachse auszeichnet (Surdleal., 1997; Dobson, 2003). Die strukturellen
Unterschiede zwischen monomerem Protein und agemi€rotein gebildeten Fibrillen
macht es moglich, diese beiden Zustande mit Anpidr, die ein konformationell defi-
niertes Epitop erkennen, zu unterscheiden. Zu diedeeck wurde die Antikérperdo-
mane B10 aus einer rekombinanten Bibliothek von &afmtikérper-Domanen mittels
Phagembisplay ausgewahlt. Oberflachen-Plasmonresonanz-Experendeistatigten,
dass diese Antikbrperdoméne bevorzugt gaFforillen bindet und kaum eine Affinitat
zu nicht aggregiertem [APeptid sowie B-Oligomeren zeigt. Aul3erdem kann sie die
Bildung von reifen Amyloid-Fibrillen durch Stabilesung von A-Protofibrillen ver-
hindern (Habichtet al., 2007). Mittels NMR-Titrationsexperimenten solten Uber-
pruft werden, ob es moglich ist, eine Interakticar dntikdrperdomane B10 mit dem
monomeren f(1-40) nachzuweisen und die beteiligten Aminosauedentifizieren.
Dazu wurden unmarkierte urfdN markierte Antikérperdoméne sowieB@-40) von
der Arbeitsgruppe von Dr. habil. Marcus FandrichagPlanck-Forschungsstelle fur
Enzymologie der Proteinfaltung, Halle) bereitgdstel

Zunachst wurde die Ruckgratzuordnung voB(1A40) auf Grundlage der Publikation
von (Hou und Zagorski, 2006) und mitte¥N-TOCSY-HSQC sowie°N-NOESY-
HSQC Spektren auf die verwendeten Pufferbedingui@®nmM Hepes pH 7,4 bei
8°C) ubertragen. Die Experimente wurden an eineak@&rAvance 11l 800 Spektrome-
ter mit Kryoprobenkopf durchgefiihrt. Die niedrigeriperatur war erforderlich, um
den Amidprotonen-Austausch in dem entfalteten Hrateweit zu verlangsamen, dass
fast alle Kreuzsignale des Proteinriickgrateshirt’N HSQC-Spektrum detektiert wer-
den konnten. Dartber hinaus verhindert die niedfigeperaturen die Fibrillierung des
monomeren R(1-40). Wahrend der Titration dé3N-markierten 4 mit unmarkierter
Antikérperdoméne B10, bei der nach jedem Titrasohsitt ein 'H-'°N HSQC-

Spektrum aufgezeichnet wurde, konnte zwar kaum ¥arechiebung der Resonanzen

92



beobachtete werden, jedoch nahm die IntensitdgeinKreuzsignale erheblich ab
(Abbildung 2 a). Da keine neuen Signale auftaughdemden gebundenen Zustand mit
veranderter chemischer Umgebung reprasentierenenjiigt davon auszugehen, dass
es sich um eine schwache Bindung von B10 B(LA10) handelt. Die relativen Verluste
der Signalintensitaten bei einem 2,4 fachen Ubeissian B10 wurden gegen die Ami-
nosauresequenz vonfAl-40) aufgetragen (Abbildung 2 b). Dadurch wirduttieh,
dass vor allem die hydrophoben Aminoséuren vonhi$7A21 an Signalintensitét ver-
lieren und somit den wahrscheinlichen Ort der Biglvon B10 an das monomere
APB(1-40) darstellen.
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Abbildung 2 Bindung von A8(1-40) an die Antikérperdomane B10. {a)-'H HSQC-Spektrum von 100
UM freiem A3 (schwarz) und nach Zugabe eines 2,4 fachen Uhgssaer Antikérperdomane B10 (rot)
in 20 mM Hepes pH 7,4 bei 8°C (EndkonzentratiorgghpM AB, 89 uM B10). (b) Relative Signalinten-
sitat aufgetragen gegen difiAAminosduresequenz bei einem stéchiometrischen aiteib von A3 zu
Antikdrperdoméne B10 von 1:1.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu Interaktiodies der Arbeitsgruppe Fandrich.
Hierbei wurde durch eine Alanifsan-Mutagenese die Affinitéat verschiedener B10
Mutanten zu A-Fibrillen mittels Oberflachenplasmonresonanz wsent. Es zeigte
sich, dass positiv-geladene Reste in der Antikdlpmiéne flr die Wechselwirkung der
Proteine von Bedeutung sind. Bindung vo(&40)-Fibrillen und die Interaktion mit
monomeren A(1-40) durch B10 unterscheiden sich also. Die Unsatafir kann nur in
der unterschiedlichen dreidimensionalen Struktwem Fibrille und entfalteter Peptid-

kette liegen.
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Bei der Titration von*°N-markiertem B10 mit unmarkiertemp&1-40) konnten keine
Anderungen im Spektrum der Antikérperdomane BlGgtsstellt werden. Dies ist si-
cherlich auf die geringe Affinitat der Bindungspeat zurlickzufiihren und auf die Tat-
sache, dass es sich bei B10 um ein Protein miiafsiuktur handelt, im Gegensatz
zum entfalteten B(1-40). Dadurch wird die Anderung der chemischengebung der
>N und*H Kerne durch die Bindung eines Liganden nicht sotlith ausgepragt sein,

wie es fur A3(1-40) der Fall ist.
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Interaktion des [-Amyloid-Peptids (1-40) mit der
Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase Cyclophilin F

Bei der Untersuchung der Alzheimerschen Krankfsiin den letzten Jahren die Fehl-
funktion der Mitochondrien in den Blickpunkt der rBoher getreten (Lin und Beal,
2006; Lin und Beal, 2006). Hier akkumuliert das Aaig-Vorlaufer-Protein oder das
daraus gebildete APeptid. Wie es letztlich dadurch zu einer erhé{emzentration
freier Radikale kommt und oxidativer Schaden ehtstest Gegenstand der Debatte
(Lustbaderet al., 2004; Manczalet al., 2006; Reddy, 2006). Die Offnung deito-
chondrial permeability transition pore (MPTP), die eine zentrale Rolle im neuronalen
Zelltod spielt, wird von der Peptidyl-Prolyl-cisdtis-Isomerase Cyclophilin F (CypF,
auch Cyclophilin D genannt) gesteuert. Es wurdéchtat, dass CypF mit dem mito-
chondrialen Amyloid3-Peptid interagiert und somit den mitochandiraleauronalen
und synaptischen Stress verstarkt. Dagegen sdfigtZbwesenheit von CypF die Neu-
ronen vor Zelltod durch Bund oxidativen Stress und erhdht die Lern- unddékthis-
leistung im Maus-Modell. Aus diesem Grund konnte thhibierung von CypF ein
maoglicher therapeutischer Ansatz bei der TherapreAdzheimerschen Krankheit sein
(Duetal., 2008).

Der Einfluss von CypF auf die Fibrillenbildung vé wird in der Arbeitsgruppe von
Dr. Cordelia Schiene-Fischer (Max-Planck-Forschetedle fir Enzymologie der Pro-
teinfaltung, Halle) erforscht. Im Rahmen meiner ditlwurde die Interaktion von CypF
mit monomerem A(1-40) mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Dazurde *°N-
markiertes A(1-40) mit CypF titriert und mittelSH-"N HSQC-Spektren detektiert
(Abbildung 3 a). Auch hier konnte eine schwache Ng¢etwirkung der Interaktions-
partner beobachtet werden. Die Auftragung der ik@atSignalintensitat bei einem 1,5
fachen Uberschuss an CypF gegen die Aminosaureseqoe A3(1-40) zeigt auf, dass
der hauptséachlich hydrophobe Bereich von L17 biS &&r auch die Aminosauren R5,
Y10 und V12 an der Bindung beteiligt sind (Abbildu® b).

In einer von mir betreuten Bachelor-Arbeit konntiiber hinaus die Bindestelle des
APB(1-40) in der Nahe des aktiven Zentrums von Cypélisiert werden. Bei diesen
Experimenten wurde zu einetiN-Ap(1-40)-CypF-Komplex Cyclosporin A oder die
Substanz MM258 hinzugegeben und si(1A40) von CypF verdrangt. Das typische
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Muster der reduzierten SignalintensitétenlﬁN-AB(1-40)-CypF-Komplex (Abbildung
3 b) ging dadurch verloren. Cyclosporin A und MM2&8d cyclische Peptide und In-
hibitoren von CypF, wobei MM258 dem Cyclosporin #hs &hnlich ist, jedoch eine
hohere Loslichkeit in Wasser besitzt. Sie bindeiddo@am aktiven Zentrum von CypF
(Kajitani et al., 2008) mit einer sehr hohen Affinitat. Kontrolletpnente bestatigten,
dass es sich bei den beobachteten Effekten nicldineninteraktion von Cyclosporin A
oder MM258 mit A3(1-40) handelt oder die Bindung vorg@-40) an CypF durch das
Lésungsmittel fur die cyclischen Peptide (Etharbmginflusst wird (Hengst, 2010). In
folgenden Experimenten sdfiN markiertes CypF mit unmarkiertemp@-40) mittels
NMR-Titration untersucht werden, um die Ergebnizgdestatigen und die Bindestelle

genauer lokalisieren zu kénnen.
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Abbildung 3 Bindung von 48(1-40) an Cyclophilin F. (a)°N-*H HSQC-Spektrum von 100 pM freiem
APB (schwarz) und nach Zugabe eines 1,5 fachen Ubessolon Cyclophilin F (rot) in 35 mM Hepes pH
7,8 bei 8°C (Endkonzentrationen: 70 uMB,ALO5 uM CypF). (b) Relative Signalintensitat aufggen
gegen die 8 Aminosauresequenz bei einem stdchiometrischenalteib von A3 zu Cyclophilin F von
1:1,5.
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Zuordnungen

Aminosaure H" (ppm) N (ppm) H (ppm) C (ppm) & (ppm)
M1

Q2

E3

G4 8,71 108,19 3,84 3,84 45,62 108,19
K5 8,25 118,78 4,30 54,09 36,48
V6 8,86 124,16 65,16 31,78
K7 9,33

w8

F9

N10

N11

E12

K13

Gl4

Y15

G16 7,80 105,34

F17 7,58 114,75

18 9,37 122,78

E19 9,21 126,37

V20 9,22 125,19 4,41 60,37 34,97
E21 8,68 126,76 4,05 57,96 29,15
G22 9,03 115,36 4,00 3,71 45,82

G23 7,89 107,36 3,86 3,60 44,36

s24 8,12 116,71 4,41 58,61 64,29
D25 8,37 120,91 4,99 54,72 41,48
V26 9,30 121,08 61,40 35,10
F27

V28

H29

F30

T31

A32 7,98 122,66 4,35 52,73 20,66
133 7,33 120,34 4,24 63,09 38,19
Q34 8,88 127,22 4,21 55,02 30,32
G35 8,43 109,60 4,29 3,71 44,36

E36 8,41 118,97 4,29 56,02 31,11
G37 8,37 109,08 3,88 3,70 44,36

F38 8,27 120,55 4,29 56,22 38,99
K39

T40

L41

E42 8,01 117,99 4,49 53,93 32,41
E43 8,69 121,83 4,29 58,61 29,62
G44 8,97 113,08 45,06

Q45 7,67 120,02 4,05 56,52 30,02
E46 8,90 126,39 4,69 57,01 29,82
V47 8,51 115,55 36,69 58,61
S48 8,68 115,93 5,56 56,72 65,78
F49

E50

151

V52

Q53

G54

N55

R56

G57

P58 63,39 32,11
Q59 8,47 120,66 4,17 55,52 29,62
AB0 8,23 125,49 4,12 52,53 19,16
A61 8,22 122,98 4,15 52,43 19,26
N62 8,30 117,92 4,55 53,13 38,79
V63 7,97 121,00 3,97 62,39 32,91
V64 8,25 125,73 3,95 62,39 32,81
K65 8,39 127,19 4,22 56,22 33,21
E66 8,02 128,45 3,98 58,11 31,12

Zuordnung vorBc-Csp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat, pH 7,0 1&°C.
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Aminoséaure H" (ppm) N (ppm) H (ppm) C (ppm) & (ppm)
M1 8,45 128,58 4,45 54,53 33,41
Q2 8,61 121,96 4,27 56,30 29,65
E3 8,53 122,74 4,18 57,07 30,65
G4 8,45 110,03 3,87 45,55

K5 8,12 120,85 4,25 56,53 33,72
V6 8,16 121,48 3,93 62,52 33,34
K7 8,35 125,72 4,18 56,27 28,52
W8 8,13 122,88 4,56 56,99 30,42
F9 8,19 122,25 4,45 57,60 40,40
N10 8,35 120,57 4,46 53,46 39,10
N11 8,37 119,72 4,56 53,53 39,10
E12 8,38 120,99 4,12 57,37 30,42
K13 8,23 121,11 4,12 56,91 33,26
Gl4 8,16 109,12 3,747 3,812 45,32

Y15 8,07 119,76 4,45 58,31 39,35
G16 8,31 110,44 3,704 3,769 45,35

F17 7,99 120,13 4,54 58,01 40,22
118 8,14 123,73 4,04 60,92 39,45
E19 8,45 125,88 4,20 56,63 30,71
V20 8,26 121,70 4,04 62,38 33,47
E21 8,56 125,30 4,20 57,01 30,56
G22 8,52 110,99 3,90 45,66

G23 8,26 108,67 3,94 45,58

S24 8,26 115,28 4,41 58,70 64,45
D25 8,47 122,55 4,54 54,71 41,44
V26 7,90 119,22 3,95 62,61 33,09
F27 8,22 123,59 4,54 57,78 39,91
V28 8,01 122,70 3,90 62,38 33,24
H29 8,39 123,11 4,51 55,78 30,33
F30 8,36 122,94 4,59 58,08 40,22
T31 8,22 117,29 4,19 61,94 70,30
A32 8,26 127,00 4,22 52,74 19,49
133 8,18 120,96 4,01 61,38 38,99
Q34 8,48 124,96 4,24 56,24 29,79
G35 8,39 110,59 3,90 45,43

E36 8,33 120,55 4,19 56,93 30,79
G37 8,42 109,64 3,79 45,43

F38 8,07 120,15 4,51 58,08 40,06
K39 8,32 123,99 4,31 56,32 33,93
T40 8,28 116,49 4,22 62,12 70,30
L41 8,38 124,71 4,28 55,55 42,75
E42 8,48 122,12 4,19 56,86 30,56
E43 8,45 122,26 4,18 57,16 30,71
G44 8,49 110,24 3,89 45,58

Q45 8,16 119,54 4,27 56,01 30,10
E46 8,58 122,54 4,20 56,93 30,56
V47 8,21 121,48 4,02 62,38 33,32
S48 8,29 119,37 4,38 58,08 64,29
F49 8,31 122,86 4,56 58,08 40,06
E50 8,32 121,96 4,16 56,70 30,76
151 8,22 122,94 4,05 61,46 38,76
V52 8,27 125,29 4,00 62,68 33,01
Q53 8,52 124,65 4,24 56,24 29,79
G54 8,38 109,96 3,87 45,51

N55 8,37 118,80 4,64 53,48 39,22
R56 8,42 121,64 4,31 56,40 31,25
G57 8,28 109,78 3,975 4,048 44,89

P58 63,45 32,47
Q59 8,52 120,86 4,22 56,01 29,94
A60 8,34 125,72 4,18 52,74 19,49
A61 8,29 123,27 4,20 52,74 19,49
N62 8,40 118,24 4,62 53,36 39,03
V63 8,04 120,85 4,04 62,55 33,20
V64 8,28 125,35 4,00 62,64 33,11
K65 8,44 127,04 4,28 56,45 33,55
E66 8,11 128,57 4,03 58,40 31,43

Zuordnung vorBc-Csp R3E L66E in 20 mM Natrium-Cacodylat, 5,6 M hketoff, pH 7,0 bei 15°C.
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Pulsprogramme
'H-"*N FHSQC

;avance-version

;2D H-1/X correlation via double inept transfer
;phase sensitive using States-TPPI method
;with decoupling during acquisition

;S. Mori, C. Abeygunawardana, M. O'Neil-Johnson & R®1. van

Zijl,
J. Magn. Reson. B 108, 94-98 (1995)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=p1*2"
"p4=p3*2"
"p22=p21*2"
"pl6=1m"
"p28=40u"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d16=100u"
"d19=90u"
"d26=2.5m"

"d0=(in0-(p21*1.273+6u+4*p3))*0.5"

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2"

"DELTA2=d26-p16-d16-p28*3-d19*5+p22/2-8u-p21-108u”

"TAU=d26-p16-d16-4u"

"CEN_HN2=(p22*2+6u-p2)/2"
"CEN_HC2=(p4*2+6u-p2)/2"

13=(td1/2)"

1ze
d11 pl16:f3
2 d1 do:f3
3m
3d11
4.d12 pl1:fi
50u UNBLKGRAD
(p1 pho)
4u
p16:gpl
d16
TAU pl3:f3
(CEN_HN2 p2 ph0) (p21 phO 3u p22 phl 3u p21 g&0):
TAU

4u
p16:gpl
d16 pl2:f2
(p1 ph1)

(p21 ph4):f3

do

(CEN_HC2 p2 ph6) (p3 phO0 3u p4 phl 3u p3 ph0):f2
do

(p21 ph5):f3

4u
pl6:gp2

di6

(p1 ph2)

DELTAl

p16:gp3

d16 pl18:f1

p28*0.231 ph1

d19*2

p28*0.692 ph1

d19*2

p28*1.462 phl

DELTA

(p22 ph0):f3

DELTA

p28*1.462 ph3

d19*2

p28*0.692 ph3

d19*2

p28*0.231 ph3

4u

p16:gp3

di6é

4u BLKGRAD

DELTA2

(p21 ph0):f3

4u

100u pl16:f3

4u

go=2 ph31 cpd3:f3

d1 do:f3 mc #0 to 2 F1PH(ip4, id0)
exit

ph4=0 2
ph5=00002222
ph6=002 2
ph31=02022020

;pIl : f1 channel - 1H PL for p1 (high pow)
;pl18: f1 channel - 1H PL for p28 (3-9-19)

;pI2 : f2 channel - 13C PL for p3 (high pow)
;pI3 : f3 channel - 15N PL for p21 (high pow)
;pl16: 3 channel - 15N PL for pcpd3 (decoup.)
;p1 : f1 channel - 90 deg high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 deg high power pulse
;p21 : f3 channel - 90 deg high power pulse
;p28 : f1 channel - 90 deg pulse (3-9-19)

;p16 : gradient pulse

;d16 : delay for gradient recovery

;pcpd3: f3 channel - 90 deg dec. pulse at pl16
;cpdprg3: composite pulse dec. for ch.3 [garp]
;d26 : ca. 1/(2*J(N,HN)) [2.5m]

;d19: delay for binomial water suppression
;d19 = (1/(2*d)), d = distance of next nuh {z)
; d19 = 90u for 600 MHz

;d1 : relaxation delay

;NDO = 2

NS = N*2

;DS >=8

;phcO(F1) = 90 deg, phcl(F1) = -180 deg
;gradient ration : 50 : 80 : 30

;use sine.100
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trHNCA

;TROSY-HNCA
;avance-version

:$OWNER=Nnmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/4"

"p2=p1*2"
"p22=p21*2"
"plé=1m"
"p28=40u"

:GPZ=50-80-(-80)-(-30)-(-65)
;p14/sp3 G3.256

;p13/sp2 rect100

;p14/sp5 G3.256 -117ppm offset
;p15/sp13 rect100

;p13/sp8 rect100

"d3=12.4m"
"d11=30m"
"d16=100u"
"d17=200u"
"d19=90u"

"d0=4u"
"d10=4u"

"d26=2.65m"

"d30=d3*0.5"

"d29=d30-d10"

"d28=d29-p16-
d16+p21*1.273+DELTAL-p11-28u"
"TAU=0d26-p16-d16-4u"
"DELTA=d0*2-4u+3u+p22"
"DELTAL=4u"
"DELTA2=0d26-p16-d17-4u"
"DELTA3=0.5%(p16+d17+8u-
p28+4.770-d19*10-p22-DELTAL)"

"DELTA4=DELTA2-p28*4.77-d19*10"

"TAU1=p14"

"CEN_HN1=(p21-p1)/2"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"CEN_CN2=(p14-p22)/2"
"CEN_HC2=(p14-p2)/2"

"spoffs2=0"
"spoffs3=0"
"spoffs5=17660"
"spoffs8=0"
"spoffs13=0"

"in30=in10" ;; nd0 =4
agseq 321
1ze
di1
2d11

d1 pl11:f1 pl2:f2 pI3:f3
50u UNBLKGRAD

(p11 ph3)
4u

20u pl1:f1
4u

(p1 pho)

4u

pl6:gpl
di6

TAU
(CEN_HNZ2 p2 phl) (p22 ph0):f3
4u

TAU
p16:gpl
d16

(p1 ph3)

4u
p16:gp2*EA
d16

(p21 ph7):f3
d3

(p14:sp3 ph10):f2
3u

(p22 ph0):f3

3u

TAU1

d3 pl1:f1

(p21 ph1):f3

4u

(p13:sp2 ph8):f2
do

(p2 ph0):f1

3u

(p14:sp5 phl0):f2
3u

(p22 ph0):f3

do

(p15:sp13 ph11):f2
DELTA

(p2 ph2):f1

3u

(p14:sp5 ph12):f2
4u

(p13:sp8 ph13):f2
4u

(p21 ph6):f3

d30

(p14:sp5 ph10):f2
d30

(pl4:sp3 phl1):f2
3u

(p22 ph9):f3

3u

TAU1

d29

d10

(p14:sp5 ph12):f2
d10

d28
pl6:gp3*EA
d16 pl11:f1
(p11 ph0):fl
4u

20u pl1:f1

4u

(p1 ph4)

4u

pl6:gp4

d16

TAU
(CEN_HN2 p2 ph1) (p22 ph0):f3
4u

TAU

pl6:gp4

dié

(p1 ph2)
DELTA1

(p21 ph1):f3
4u

p16:gp5

d17 pl18:f1
DELTA2
DELTA3

(p22 ph0):f3
DELTA3
p28*0.231 phO
d19*2
p28*0.692 pho
d19*2
p28*1.462 pho
d19*2
p28*1.462 ph2
d19*2
p28*0.692 ph2
d19*2
p28*0.231 ph2
4u

DELTA4
p16:gp5

d17

(p21 ph5):f3 5 ph7=0 . invert

for second FID
4u
p16:gp3*0.1013
dié
4u BLKGRAD
go=2 ph31
dll mc #0to 2
F1PH(rd10 & rd30 & ip8, id0)
F2EA(igrad EA & ip4*2 & ip5*2, id10
& dd30 & ip6*2 & ip31*2)
exit

ph0=0
phl=1

ph9=00002222
ph10=0

ph11=0

ph12=0

ph13=0
ph31=022 0
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trHNCACB

;TROSY-HNCACB
;avance-version

:$OWNER=Nnmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/4"

"p2=p1*2"
"p4=p3*2"
"p22=p21*2"
"pl6=1m"
"p28=40u"

;GPZ=50-80-(-80)-(-30)-(-65)
:p14/sp3 G3.256
;p14/sp5 G3.256 131ppm offset

"d3=12.4m"
"d11=30m"
"d16=100u"
"d17=200u"
"d19=90u"

"d0=10u"
"d10=4u"

"d23=(3.5m-p14)*0.5"
"d26=2.65m"

"d30=03*0.5"

"d29=d30-d10"

"d28=029-p16-
d16+p21*1.273+DELTAL-p11-28u"
"TAU=d26-p16-d16-4u"
"DELTA=d0*2-10u+3u+p22"
"DELTAL=4u"
"DELTA2=d26-p16-d17-4u"
"DELTA3=0.5%(p16+d17+8u-
p28*4.770-d19%10-p22-DELTAL)"
"DELTA4=DELTA2-p28*4.77-d19*10"
"TAU1=p14"

"CEN_HN1=(p21-p1)/2"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"CEN_CN2=(p14-p22)/2"
"CEN_HC2=(p14-p2)/2"

"spoffs3=0"
"spoffs5=19770"

"in30=in10" ;; nd0 = 4
agseq 321

1ze
di1
2d11
d1 pl11:f1 pl2:f2 pI3:f3
50u UNBLKGRAD
(p11 ph3)
4u
20u pl1:f1
4u
(p1 ph0)
4u
pl6:gpl
dié
TAU
(CEN_HN2 p2 ph1) (p22 ph0):f3
4u
TAU

pl6:gpl
di6

(p1 ph3)

4u
pl6:gp2*EA
di6

(p21 ph7):f3
d3

(p14:sp3 ph10):f2
3u

(p22 ph0):f3

3u

TAU1

d3 pl1:fl pl2:f2
(p21 ph1):f3

4u

(p3 ph8):f2

4u

d23 plo:f2
(p14:sp5 ph0):f2
4u

d23 pl2:f2

(p4 ph10):f2

4u

d23 plo:f2
(p14:sp5 ph0):f2
4u

d23 pl2:f2

(p3 ph12):f2

4u

do plo:f2

(p2 ph0):f1

3u

(p14:sp5 ph10):f2
3u

(p22 ph0):f3

do

4u pl2:f2

(p4 ph10):f2

4u

DELTA pl0:f2
(p2 ph2):f1

3u

(p14:sp5 ph7):f2
10u

4u pl2:f2

(p3 ph11):f2

4u

d23 plo:f2
(p14:sp5 phl0):f2
4u

d23 pl2:f2

(p4 ph0):f2

4u

d23 plo:f2
(p14:sp5 ph0):f2
4u

d23 pl2:f2

(p3 ph13):f2

4u

(p21 ph6):f3

d30 plo:f2
(p14:sp5 ph10):f2
d30

(pl4:sp3 ph11):f2
3u

(p22 ph9):f3

3u

TAU1

d29

d10
(pl4:sp5 ph12):f2
d10

d28

p16:gp3*EA

d16 pl11:f1

(p11 phO):f1

4u

20u pl1:f1

4u

(p1 ph4)

4u

pl6:gp4

d16

TAU

(CEN_HN2 p2 ph1) (p22 ph0):f3

4u

TAU

pl6:gp4

d16

(p1 ph2)

DELTA1

(p21 ph1):f3

4u

p16:gp5

d17 pl18:f1

DELTA2

DELTA3

(p22 ph0):f3

DELTA3

p28*0.231 phO

d19*2

p28*0.692 phO

d19*2

p28*1.462 phO

d19*2

p28*1.462 ph2

d19*2

p28*0.692 ph2

d19*2

p28*0.231 ph2

4u

DELTA4

p16:gp5

di7

(p21 ph5):f3

4u

p16:gp3*0.1013

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d1l1l mc #0to 2

F1PH(rd10 & rd30 & ip11 & ip13, id0)

F2EA(igrad EA & ip4*2 & ip5*2, id10
& dd30 & ip6*2 & ip31*2)
exit

ph0=0

ph9=0 0000000
22222222
ph10=0
phl1=33331111
ph12=11113333
ph13=0
ph31=0 2 2 0
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'H-N NOESY-HSQC

;NOESY-HSQC ("nsyhsqc_ks")
;avance-version

;3D 15N-edited NOESY

;phase  sensitive using  States-TPPI
method in both indirect dimensions
;optimized pulse sequence for exchanging
protons

;S. Talluri and G. Wagner

; J. Magn. Reson. B 112, 200-205
(1996)

;using  composite  pulses for C13-
decoupling

;Author: Kristian Schweimer, 04.12.97

;Setup:
;F1=15N
;F2, F3=1H

;SOWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/2"

"p2=p1*2"
"p4=p3*2"
"p22=p21*2"
"plé=1m"
"p28=40u"

"d0=4u"

"d10=4u"
"d22=d10%2+p22*2+p4*2+12u+3u"
"d11=30m"

"d12=20u"

"d16=100u"

"d19=90u"

"d26=2.5m'

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-
d19*5+p22/2"
"DELTA2=d26-p16-d16-p28*3-
d19*5+p22/2-8u”
"DELTA3=p3*4+6u+d0*2"

"TAU=d26-p16-d16-4u"
"CEN_HN2=(p22-p2)/2"

"CEN_CN1=(p22-p3*4-6u)/2"
"CEN_HC1=(p3*4+6u-p2)/2"

"13=(td1/2)"
"113=(td2/2)"

agseq 312

1ze

d11 pl16:f3
2 d1 do:f3

6m
33m
43m
53m
63m

d11 fg=cnst26(bf ppm):f2 5 set
carbon transmitter in the aliphatic center
42 ppm

d12 pl3:f3

d12 pl2:f2

d12 pl1:f1

(p1 ph1)

d10 ; H1-Evolution

(p3 ph13 3u p4 ph14 3u p3 ph13):f2

3u

(p21 ph13 3u p22 ph14 3u p21 phl3):f3

d10

(P2 ph4)
phase evolution

d22

(p1 ph3)

50u UNBLKGRAD

d8 fg=cnst27(bf ppm):f2 ; mixing
time, set C13-transm. to 115 ppm

pl6:gpl ; scrambling residual
transv. magnetization

di6

(p1 ph4)

4u

pl6:gp2

d16

TAU pl3:f3

(CEN_HNZ2 p2 ph4) (p22 ph5):f3

4u

TAU

p16:gp2

d16

(p1 ph6)

4u

p16:gp3

d16

(p21 ph7):f3

do ; N15-Evolution

(CEN_HC1 p2 ph8) (p3 ph13 3u p4
ph14 3u p3 ph13):f2

do

(p22 ph13):f3

DELTA3

(p21 ph9):f3

4u

p16:gp3

dié

(p1 ph10)

DELTA1

p16:gp4

; spin-echo for avoiding

d16 pl18:f1

p28*0.231 ph1l

d19*2

p28*0.692 ph1l

d19*2

p28*1.462 ph1l

DELTA

(p22 ph13):f3

DELTA

p28*1.462 ph12

d19*2

p28*0.692 ph12

d19*2

p28*0.231 ph12

4u

pl6:gp4

dié

4u BLKGRAD

DELTAZ2 pl16:f3

go=2 ph31 cpd3:f3

d1 do:f3 wr #0 if #0 zd ; ph7 = States-
TPPI phase for N15

3mip7

3m ip5

lo to 3 times 2

3m id0 ; incementing N15
Evolution

lo to 4 times I3

3m ipl rd0 ; phl = States-TPPI
phase for H1, resetting N15-Evol.

lo to 5 times 2

3m id10
Evolution

lo to 6 times 113
exit

; incrementing H1-

ph1=0

ph2=00002222

ph3=0022

ph4=0

ph5=0

ph6=1

ph7=0 2

ph8=00002222
ph9=0000000022222222
ph10=2

ph12=3
ph13=00002222
ph14=11113333
ph31=0220022020022002

;cnst26 : frequency ali 42 ppm
;cnst27 : frequency aro 115 ppm
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'H->N TOCSY-HSQC

;TOCSY-HSQC
(n15tocsy.ks)
;avance-version

;3D X-nucleus edited
TOCSY

;Author:  Kristian  Schwei-
mer, 14.03.98

:$OWNER=Nnmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

;; setting pi-pulses

"in0=inf1/2"
"in10=inf2/2"

"p2=p1*2"
'pa=p3<2"
"p22=p21+2"
"p6=25u"
"p16=1m"
"p28=40u"

"d0=4u"
"d10=4u"
"d22=d10%2+p22"
"d11=30m"
"d12=20u"
"d16=100u"
"d19=90u"
"d26=2.5m"

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-
p28*3-d19*5+p22/2"
"DELTA2=d26-p16-d16-
p28*3-d19*5+p22/2-8u"
"DELTA3=p3*4+6u+d0*2"

"TAU=d26-p16-d16-4u"

"CEN_HN1=(p22-p2)/2"
;; centering pi-pulses
"CEN_CN1=(p22-p3*4-
6u)/2"
"CEN_HC1=(p3*4+6u-
p2)/2"

"I3=td1/2"
"[13=td2/2"

"FAC-
TOR1=(d9/(p6*172.659))/2
+0.5"

"I1.=FACTOR1*2"
"d6=p6*1.599"

agseq 312

1ze
d11 pl16:f3
2 d1 do:f3
6m
315m
4 6m
53m
6dl1l
d12 pl1:fl  ;; high power
on F1 (1H)
d12 pl2:f2

d12 pl3:f3 ;; high
power on F3 (15N)

d12 fq=cnst26(bf ppm):f2
;; set carbon transmitter in
the aliphatic center 42 ppm

50u UNBLKGRAD

3u
(p1 ph1):f1 ;v phl =02
d10 ;; Hl-evolution

(CEN_CN1 p3 ph13 3u p4
ph1l 3u p3 phl3):f2 (p22
ph2):f3

d1o

(p2 ph4):f1

d22 ;; refocusing
initial shift evolution

(p1 ph4):f1 ;; ph3 = 0022

3u

pl6:gpl ;; z-filter gradient

d16 pl10:f1  ;; switching
to power level for DIPSI

7 p6*2.000 ph23
dé

p6*1.556 ph23
p6*3.556 ph25
d6
p6*1.000 ph25
p6*3.000 ph23
dé

p6*0.222 ph23
p6*2.222 ph25
d6

p6*0.944 ph25
p6*0.333 ph23
p6*1.389 ph25
dé

p6*1.333 ph25
p6*3.333 ph23
dé
p6*0.833 ph23
p6*2.833 ph25
dé
p6*0.111 ph25
p6+2.111 ph23
dé
p6*2.000 ph23
p6*2.000 ph25
d6
p6*1.556 ph25
p6*3.556 ph23
dé
p6*1.000 ph23
p6*3.000 ph25
d6
p6*0.222 ph25
p6*2.222 ph23
dé

p6*0.944 ph23
p6*0.333 ph25
p6*1.389 ph23
d6

p6*1.333 ph23
p6*3.333 ph25
dé

p6*0.833 ph25
p6*2.833 ph23
dé
p6+0.111 ph23
p6*2.111 ph25
dé

p6*2.000 ph25
p6*2.000 ph25
dé

p6*1.556 ph25
p6*3.556 ph23
dé
p6+1.000 ph23
p6+3.000 ph25
dé
p6+0.222 ph25
p6+2.222 ph23
dé
p6+0.944 ph23
p6+0.333 ph25
p6+1.389 ph23
dé

p6+1.333 ph23
p6*3.333 ph25
dé
p6+0.833 ph25
p6+2.833 ph23
dé
p6+0.111 ph23
p6+2.111 ph25
dé
p6+2.000 ph25
p6+2.000 ph23
dé
p6*1.556 ph23
p6*3.556 ph25
dé
p6+1.000 ph25
p6+3.000 ph23
dé
p6+0.222 ph23
p6+2.222 ph25
dé
p6+0.944 ph25
p6+0.333 ph23
p6*1.389 ph25
dé
p6*1.333 ph25
p6+3.333 ph23
dé

p6+*0.833 ph23

p6*2.833 ph25

dé

p6*0.111 ph25

p6+*2.111 ph23

dé

p6+*2.000 ph23

loto 7 times 11

3u

p16:gp2 ;; second
z-filter gradient

d16 pli:fl ;; high
power on 1H

(p1 ph4)

4u

p16:gp3

TAU pl3:f3

(CEN_HN2 p2 ph4) (p22
ph5):f3

4u

p16:gp3

TAU fg=cnst27(bf
ppm):f2 ;; set C13-
transm. to 115 ppm

(p1 phé)

4u

pl6:gp4

dié

(p21 ph7):f3

do ; N15-Evolution

(CEN_HC1 p2 ph8) (p3
ph13 3u p4 phll 3u p3
ph13):f2

do

(p22 ph13):f3

DELTA3

(p21 ph9):f3

4u

pl6:gp4

d16

(p1 ph10)

DELTA1

p16:gp5

d16 pl18:f1

p28*0.231 ph1l

d19*2

p28*0.692 ph1l

d19*2

p28*1.462 ph1l

DELTA

(p22 ph13):f3

DELTA

p28*1.462 ph12

d19*2

p28*0.692 ph12

d19*2

p28*0.231 ph12

4u

p16:gp5

d16

4u BLKGRAD

DELTAZ2 pl16:f3

go=2 ph31 cpd3:f3

dl do:f3 wr #0 if #0 zd
;ph7 = States-TPPI phase
for N15

3m ip7

3mip5

lo to 3 times 2

3m id0 ; incementing
N15 Evolution

lo to 4 times I3

3m ip1 rd0 ;phl =
States-TPPI phase for H1,
resetting N15-Evol.

lo to 5 times 2

3midl0 ; incrementing
H1-Evolution

lo to 6 times 113
exit

phl=(4) 0022
ph2=(4) 00002222
ph3=(4) 0

pha=(4) 0

ph5=(4) 0

ph6=(4) 1

ph7=(4) 0 2

ph8=(4) 00002222
ph9=(4) 0000000022
222222

ph10=(4) 1

phl1=(4) 1

ph12=(4) 3

ph13=(4) 0

ph23=(4) 3

ph25=(4) 1
ph31=(4)0220022020
022002

;enst26 : frequency ali 42

ppm
;enst27 : frequency aro 115

ppm
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'H-N-Kern-Overhauser-Effekt-Spektroskopie

;heteronuclear nuclear overhauser effect

with gradient pulses
;with saturation to 1H

;SOWNER=nmrsu
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"in0=inf1/4"

"p2=p1*2"; 180 to 1H

"p22=p21*2" ; 180 to 15N
"p5=1.333*p1" ; saturation pulse to 1H
"d5=1.333*p1"

"pl7=10m" ; "spin lock pulse" to 1H
(10ms...)

"d11=30m" ; prescan-delay

"d12=20u"

"d13=3u"; delay

"d14=d4-2*d0-p2" half J-coupling
(corrected by pulse-length)
"d24=2.5m"; half J-coupling

"d4=2.5m" ; half J-coupling

"DELTA=d19-p22/2"
"DELTA1=d26-p16-d16-p28*3-
d19*5+p22/2"
"DELTA2=d26-p16-d16-p28*3-
d19*5+p22/2-8u”
"DELTA4=d27-p16-d16-4u"
"DELTA3=d27-p16-d16-4u-p4*2-6u-
2*do"

"TAU=d26-p16-4u"

"CEN_HN2=(p22-p2)/2"
"CEN_HC2=(p4*2+6u-p2)/2"

"d0=3u" ; increment time
"d26=2.5m"
"d27=2.75m"

1ze
d11 pl16:f3
;) M*saturated experimentrrrix
2 d1 do:f3
3d11
4 d12 pl1:fl
d12 pl3:f3
d12 pl2:f2
55m
(p5 ph0):f1 ; saturation pulse - satura-
tion time
lo to 5 times I3 ; approximately 600
6 50u UNBLKGRAD
20u pl11:f1
(p11 ph2):f1
20u pl1:f1
(p1 ph0):f1

4u

p16:gpl

d16

(p21 ph4):f3

4u

p16:gp2

d16

DELTA4

(CEN_HNZ2 p2 ph0):f1 (p22 ph6):f3

DELTA3

4u

pl6:gp2

di6

do

(CEN_HC2 p2 ph2):f1 (p3 phO 3u p4
phl 3u p3 ph0):f2

do

(p21 ph0):f3
4u

pl16:gp3

d16 pl11:f1
(p11 ph2):f1
20u pl1:f1

(p1 ph0):f1
DELTA1
p16:gp4

d16 pl18:f1
p28*0.231 phi
d19*2
p28*0.692 ph1
d19*2
p28*1.462 phl
DELTA

(p22 ph0):f3
DELTA
p28*1.462 ph3
d19*2
p28*0.692 ph3
d19*2
p28*0.231 ph3

4u BLKGRAD

DELTAZ2 pl16:f3

go=2 ph31 cpd3:f3

d1 do:f3 wr #0 if #0 zd
5 unsaturated experiment rr*
7 d1 do:f3
8dil
9d12 pl1:fl

d12 pl3:f3

d12 pl2:f2
10 5m

d5 ; delay

lo to 10 times I3 ; approximately 600
11 50u UNBLKGRAD

20u pl11:f1

(p11 ph2):f1

20u pl1:f1

(p1 ph0):f1

4u

p16:gpl

d16

(p21 ph4):f3

4u

p16:gp2

d16

DELTA4

(CEN_HN2 p2 ph0):f1 (p22 ph6):f3

DELTA3

4u

pl6:gp2

dié

do

(CEN_HC2 p2 ph2):f1 (p3 phO 3u p4
phl 3u p3 ph0):f2

do

(p21 ph0):f3
4u

p16:gp3

d16 pl11:f1
(p11 ph2):f1
20u pl1:f1

(p1 ph0):f1
DELTA1
pl6:gp4

d16 pl18:f1
p28*0.231 phl
d19*2
p28*0.692 phl
d19*2
p28*1.462 phl
DELTA

(p22 ph0):f3
DELTA
p28*1.462 ph3
d19*2
p28*0.692 ph3
d19*2
p28*0.231 ph3

4u BLKGRAD
DELTAZ2 pl16:f3
go=7 ph31 cpd3:f3
d1 do:f3 wr #1 if #1 idO ip4 zd
lo to 3 times td1
exit

ph0=0

phl=1

ph2=2

ph3=3

ph4=11113333

ph5=0

ph6=0123

ph7=00000000
22222222

ph31=02022020
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